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DESCRIPCION
Sales de profarmaco de compuestos de 2,4-pirimidindiamina y sus usos
Referencia a solicitudes de patente relacionadas
Antecedentes de la invencion

1. Campo de la invencién

La presente divulgacion se refiere a profarmacos de compuestos de 2,4-pirimidindiamina biolégicamente activos,
composiciones farmacéuticas que comprenden los profarmacos, intermedios y métodos de sintesis de preparacion
de los profarmacos y métodos de uso de los profarmacos y composiciones en una variedad de contextos, tales como
en el tratamiento o prevencion de diversas enfermedades.

2. Descripcién de la técnica relacionada

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 (FcyRlI), activa una cascada de sefalizacion en mastocitos, basoéfilos y otras células inmunitarias
que da lugar a la liberacion de mediadores quimicos responsables de numerosos acontecimientos adversos. Por
ejemplo, dicha reticulaciéon conduce a la liberacion de mediadores preformados de de reacciones de
hipersensibilidad anafilactica de tipo | (inmediata), tales como la histamina, desde los sitios de almacenamiento en
granulos mediante desgranulacién. También conduce a la sintesis y liberacion de otros mediadores, incluidos
leucotrienos, prostaglandinas y factores activadores plaquetarios (PAF), que desempefian papeles importantes en
reacciones inflamatorias. Los mediadores adicionales que se sintetizan y se liberan tras la reticulacion de receptores
de Fc incluyen citocinas y el 6xido nitrico.

La(s) cascada(s) de sefalizacion activada(s) por la reticulacion de receptores de Fc, tales como FceRl y/o FcyRl,
comprende(n) un conjunto de proteinas celulares. Entre los propagadores de sefal intracelular mas importantes se
encuentran las tirosina cinasas. Y una importante tirosina cinasa implicada en las rutas de transduccion de senal
asociadas con la reticulacion de los receptores FceRI y/o FcyRlI, asi como en otras cascadas de transduccion de
sefnales, es la cinasa Syk (véase Valent et al., 2002, Intl. J. Hematol. 75 (4): 257-362 para revision).

Los mediadores liberados como resultado de la reticulacion de receptores FceRl y FcyRI son responsables de, o
desempefian papeles importantes en, la manifestacion de numerosos acontecimientos adversos. Recientemente, se
han descubierto diversas clases de compuestos de 2,4-pirimidindiamina que inhiben las cascadas de sefializacion
de FceRl y/o FcyRI y que tiene innumerables aplicaciones terapéuticas. Véanse, por ejemplo, la solicitud de EE.UU.
con n? de serie 10/355.543 presentada el 31 de enero de 2003 (documento US 2004/0029902), la solicitud
internacional con n° de serie PCT/US03/03022 presentada el 31 de enero de 2003 (documento WO 03/063794), la
solicitud de EE.UU. n® 10/631.029 presentada el 29 de julio de 2003 (documento US 2005/0028212), la solicitud
internacional con n® de serie PCT/US03/24087 (documento WO 2004/014382), la solicitud de EE.UU. n® 10/903.263
presentada el 30 de julio de 2004 (documento US2005/0234049), y la solicitud internacional con n° de serie
PCT/US2004/24716 (documento WO 2005/016893). Aunque muchos de estos compuestos muestran buenas
propiedades de biodisponibilidad, en algunos casos, puede ser deseable adaptar su solubilidad u otras propiedades,
de manera que su biodisponibilidad se optimice a través de rutas de administracion especificas. El documento WO
2006/078846 se refiere a profarmacos de compuestos de 2,4-pirimidindiamina biol6gicamente activos y sus usos.

Sumario de la invencion

La presente divulgacion proporciona un cristal que comprende una sal de hidrato de profarmaco de un compuesto de
2,4-pirimidindiamina que tiene innumerables actividades bioldgicas y, por tanto, usos terapéuticos, composiciones
que comprenden el hidrato de sal de profarmaco, métodos para preparar el hidrato de sal de profarmaco y la forma
cristalina del mismo y usos del hidrato de sal de profarmaco en una variedad de contextos in vitro e in vivo,
incluyendo en el tratamiento y/o prevencion de enfermedades mediadas, al menos en parte, por la activacion de
cascadas de sefalizacion de receptores de Fc.

Se ha descubierto que la solubilidad en agua y la biodisponibilidad oral de un compuesto de 2,4-pirimidindiamina
biolégicamente activo en particular, que se ilustra a continuacion (compuesto 1), incrementd considerablemente
cuando se formula para que incluya un progrupo RP de férmula -CH2-O-P(O)(OH)2 en el atomo de nitrégeno de anillo
con el asterisco (compuesto 4):
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De forma significativa, mientras que la solubilidad en agua del farmaco activo (compuesto 1) esta en el intervalo de
aproximadamente <1 ug/ml en tampo6n acuoso en condiciones fisioldgicas, la solubilidad del profarmaco de fosfato
correspondiente (compuesto 4) es mayor de 5 mg/ml en las mismas condiciones, o aproximadamente 2000 veces
mayor. Esta solubilidad en agua incrementada permite una mejor disolucién en el intestino, facilitando de este modo
la administracion oral.

La presente invencién proporciona un cristal que comprende un hidrato de sal del compuesto 4 de profarmaco de
fosfato mostrado anteriormente.

En consecuencia, la invencién proporciona un cristal que comprende un hidrato de sal de profarmaco con la
estructura:

0.
S
0 N7 N \N/ku e

0=lj"‘0’Na'
ONa* *° 6H0

Z

~

teniendo dicho cristal picos de difraccién de rayos X en polvo caracteristicos a valores de dos theta de 3,4° £+ 0,1¢,
6,6°+0,1%,9,92+0,1¢,13,2°+ 0,12, 17,22+ 0,12, 19,7 £ 0,12, 21,22+ 0,12y 21,82 £ 0,1° cuando se usa una longitud
de onda de radiacién de 1,54059 A.

En otro aspecto, la invencion proporciona un cristal que comprende un hidrato de sal de profarmaco con la
estructura:
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teniendo dicho cristal simetria espacial de grupo P2:/c y pardmetros de celda unitaria caracteristicos de a = 27,73 A;
b =7,98 A;c =15,17 °C; A= 90¢; alfa, beta = 103,2%; y gamma = 90°.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una composicién farmacéutica que comprende el hidrato de sal
de profarmaco definido anteriormente y un vehiculo, excipiente y/o diluyente farmacéuticamente aceptable. La
naturaleza exacta del vehiculo, excipiente o diluyente dependera del uso deseado para la composiciéon y puede
variar desde ser adecuado o aceptable para usos veterinarios a ser adecuado o aceptable para uso humano.
Opcionalmente, la composicion puede incluir uno 0 mas compuestos adicionales.

El profarmaco definido anteriormente se metaboliza para proporcionar un compuesto de 2,4-pirimidindiamina que es
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un potente inhibidor de la desgranulacion de células inmunitarias, tales como mastocitos, basoéfilos, neutréfilos y/o
eosinofilos.

Asi, en otro aspecto mas, la presente invencién proporciona un cristal de la invenciéon como se define anteriormente
0 una composicién farmacéutica de la invencién como se define anteriormente, para su uso en un método de
inhibicion de la desgranulacion de células en un sujeto. En general, el método implica poner en contacto una célula
que se desgranula con una cantidad de la composicién o el hidrato de sal de profarmaco, eficaz para inhibir la
desgranulacién de la célula. EI método puede ponerse en practica en contextos in vivo como un enfoque terapéutico
para el tratamiento o prevencién de enfermedades caracterizadas por, causadas por, o asociadas a, la
desgranulacién celular.

Sin pretender vincularse a ninguna teoria de funcionamiento, los datos bioquimicos confirman que muchos de estos
compuestos de 2,4-pirimidindiamina activos ejercen su efecto inhibidor de la desgranulacién, al menos en parte,
blogueando o inhibiendo la(s) cascada(s) de transduccién de sefales iniciada por la reticulaciéon de los receptores de
Fc de alta afinidad para IgE ("FceRI") y/o IgG ("FcyRI") (véanse, por ejemplo, la solicitud de EE.UU. con n? de serie
10/631.029 presentada el 29 de julio de 2003 (documento US 2005/0028212), la solicitud internacional con n? de
serie PCT/US03/24087 (documento W0O2004/014382), la solicitud de EE.UU. con n® de serie 10/903.263 presentada
el 25 de julio de 2004 (documento US2005/0234049) y la solicitud internacional con n® de serie PCT/US2004/24716
(documento WO 2005/016893), cuyas divulgaciones se incorporan en el presente documento por referencia). De
hecho, estos compuestos de 2,4-pirimidindiamina activos son potentes inhibidores de la desgranulacién, tanto
mediada por FceRl como mediada por FcyRI. Como consecuencia, el hidrato de sal de profarmaco definido
anteriormente se puede usar para inhibir estas cascadas de sefalizacién de receptores de Fc en cualquier tipo de
células que expresen tales receptores FceRl y/o FcyRlI, incluyendo, pero sin limitarse a, macrofagos, mastocitos,
basdfilos, neutrofilos y/o eosinofilos.

Los métodos también permiten la regulacion de, y, en particular, la inhibicién de, procesos posteriores que se
producen como consecuencia de la activacion de dicha(s) cascada(s) de senalizacion de receptores de Fc. Tales
procesos posteriores incluyen, pero no se limitan a, la desgranulacién mediada por FceRIl y/o la desgranulacién
mediada por FcyRlI, la produccion de citocinas y/o la produccion y/o la liberacion de mediadores lipidicos tales como
leucotrienos y prostaglandinas. En general, el método implica poner en contacto una célula que expresa un receptor
de Fc, tal como uno de los tipos de células analizados anteriormente, con una cantidad del hidrato de sal de
profarmaco definido anteriormente o una composiciéon farmacéutica del mismo, eficaz para regular o inhibir la
cascada de senalizacién del receptor de Fc y/o un proceso posterior que tiene lugar mediante la activacion de esta
cascada de sefalizacion. EI método puede ponerse en practica en contextos in vitro siempre que el contacto se
realice en condiciones bajo las que el/los progrupo(s) se metabolicen para proporcionar el compuesto de 2,4-
pirimidindiamina activo, o en contextos in vivo como un enfoque terapéutico para el tratamiento o prevencion de
enfermedades caracterizadas por, causadas por, o asociadas con, la cascada de sefalizacion del receptor de Fc,
tales como enfermedades provocadas por la liberacién de mediadores quimicos especificos de granulo 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.

Como se analiza anteriormente, la activacion de la cascada de senalizacion del receptor FceRl o FcyRl en
determinadas células inmunitarias da lugar a la liberacion y/o la sintesis de una variedad de sustancias quimicas que
son mediadores farmacolégicos de una amplia variedad de enfermedades. Se puede tratar o evitar cualquiera de
estas enfermedades de acuerdo con los métodos de la invencién.

Por ejemplo, en mastocitos y basdfilos, la activacion de la cascada de sefalizacion de FceRI o FcyRI conduce a la
liberacion inmediato (es decir, en un plazo de 1-3 min desde la activacion del receptor) de mediadores preformados
de reacciones de hipersensibilidad de tipo | y/o atépicas (por ejemplo, histamina, proteasas tales como triptasa, etc.)
mediante el proceso de desgranulacion. Tales reacciones de hipersensibilidad de tipo | o atdpicas incluyen, pero no
se limitan a, reacciones anafilacticas frente a alérgenos ambientales y otros alérgenos (por ejemplo, pdlenes,
venenos de insectos y/o animales, alimentos, farmacos, colorantes de contraste, etc.), reacciones anafilactoides,
fiebre del heno, conjuntivitis alérgica, rinitis alérgica, asma alérgica, dermatitis atopica, eccema, urticaria, trastornos
de la mucosa, trastornos tisulares y algunos trastornos gastrointestinales.

La liberacién inmediata de los mediadores preformados mediante la desgranulacién va seguida de la liberacién y/o la
sintesis de una variedad de otros mediadores quimicos, incluyendo, entre otras cosas, el factor activador plaquetario
(PAF), prostaglandinas y leucotrienos (por ejemplo, LTC4), y de la sintesis de novo y la liberacion 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
después de la activacion del receptor; el dltimo, aproximadamente 30 min - 7 h después de la activacion del
receptor. Se cree que estos mediadores de "etapa tardia" son en parte responsables de los sintomas crénicos de las
reacciones de hipersensibilidad de tipo | y atépicas enumeradas anteriormente y, ademas, son mediadores quimicos
de la inflamacién y enfermedades inflamatorias (por ejemplo, artrosis, enfermedad inflamatoria intestinal, colitis
ulcerosa, enfermedad de Crohn, enfermedad inflamatoria intestinal idiopatica, sindrome del intestino irritable, colon
espastico, etc.), cicatrizacién de bajo grado (por ejemplo, esclerodermia, fibrosis incrementada, queloides, cicatrices
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postquirdrgicas, fibrosis pulmonar, espasmos vasculares, migrana, dafio por reperfusion e infarto post-miocardico) y
complejo o sindrome de las mucosas secas. Se pueden tratar o evitar todas estas enfermedades de acuerdo con los
métodos descritos en el presente documento.

Otras enfermedades que se pueden tratar o evitar de acuerdo con los métodos descritos en el presente documento
incluyen enfermedades asociadas con patologias de basofilos y/o mastocitos. Los ejemplos de dichas enfermedades
incluyen, pero no se limitan a, enfermedades de la piel como esclerodermia, enfermedades cardiacas tales como
infarto post-miocardico, enfermedades pulmonares tales como remodelacion o cambios en el masculo pulmonar,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), enfermedades del intestino, tales como el sindrome inflamatorio
intestinal (colon espastico), leucemia mielégena aguda (LMA) y parpura trombocitopénica inmunitaria.

Muchos de los compuestos de 2,4-pirimidindiamina activos son también inhibidores potentes de la tirosina cinasa
cinasa Syk. Ejemplos de tales 2,4-pirimidindiaminas se describen, por ejemplo, en la solicitud de EE.UU. con n° de
serie 10/355.543 presentada el 31 de enero de 2003 (documento US 2004/0029902A1), en la solicitud internacional
con n? de serie PCT/US03/03022 presentada el 31 de enero de 2003 (documento WO 03/063794), en la solicitud de
EE.UU. n® 10/631.029 presentada el 29 de julio de 2003 (documento US 2005/0028212), en la solicitud internacional
con n? de serie PCT/US03/24087 (documento WO 2004/014382), en la solicitud de EE.UU. con n® de serie
10/903.263 presentada el 30 de julio de 2004 (documento US2005/0234049) y en la solicitud internacional con n® de
serie PCT/US2004/24716 (documento WO 2005/016893), cuyas divulgaciones se incorporan en el presente
documento por referencia. Asi, en otro aspecto mas, la presente invencién proporciona un cristal de la invencién
como se define anteriormente o0 una composicion farmacéutica de la invencién como se define anteriormente, para
su uso en un método de inhibicion de una actividad de una cinasa Syk en un sujeto. En general, el método implica
poner en contacto la cinasa Syk o una célula que comprende una cinasa Syk con una cantidad de la composicion o
el hidrato de sal de profarmaco, eficaz para regular o inhibir la actividad cinasa Syk. En una realizacién, la cinasa
Syk es una cinasa Syk aislada o recombinante. En otra realizacion, la cinasa Syk es una cinasa Syk enddgena o
recombinante expresada por una célula, por ejemplo, un mastocito o un basofilo. El método puede ponerse en
practica en contextos in vivo como un enfoque terapéutico para el tratamiento o prevencién de enfermedades
caracterizadas por, causadas por, o asociadas a, la actividad cinasa Syk.

Sin pretender vincularse a ninguna teoria de funcionamiento en particular, se cree que dichos compuestos de 2,4-
pirimidindiamina activos inhiben la desgranulacién celular y/o la liberacion de otros mediadores quimicos
principalmente mediante la inhibicién de la cinasa Syk que se activa a través del homodimero de cadenas gamma de
FceRI. Este homodimero de cadenas gamma se comparte por otros receptores de Fc, incluyendo FcyRI, FcyRIll y
FcaRI. Para todos estos receptores, la transduccién de sefales intracelular estd mediada por el homodimero de
cadenas gamma comun. La unién y la agregaciéon de esos receptores dan lugar al reclutamiento y la activaciéon de
tirosina cinasas tales como la cinasa Syk. Como consecuencia de estas actividades de sefalizacion comunes, el
hidrato de sal de profarmaco descrito en el presente documento que se metaboliza a dicho compuesto de 2,4-
pirimidindiamina activo se puede usar para regular y, en particular, inhibir, las cascadas de sefalizacién de
receptores de Fc que tienen este homodimero de cadenas gamma, tales como FceRlI, FcyRl, FcyRIIl y FcaRl, asi
como las respuestas celulares producidas a través de estos receptores.

En consecuencia, en otro aspecto, la invencion proporciona un cristal de la invencién como se define anteriormente
0 una composicién farmacéutica de la invencién como se define anteriormente, para su uso en un método de
inhibicion de una cascada de transduccion de sefales de receptores Fc en un sujeto. Opcionalmente, el receptor de
Fc se selecciona de entre FcaRl, FcyRlI, FcyRlIll'y FceRl.

Se sabe que la cinasa Syk desempena un papel crucial en otras cascadas de sefalizacion. Por ejemplo, la cinasa
Syk es un efector de la senalizacién del receptor de linfocitos B (BCR) (Turner et al., 2000, Immunology Today
21:148-154) y es un componente esencial de la sefalizacion de las integrinas beta(1), beta(2) y beta(3) en
neutréfilos (Mocsai et al., 2002, Immunity 16:547-558). Los compuestos de 2,4-pirimidindiamina activos que son
potentes inhibidores de la cinasa Syk se pueden usar para regular y, en particular, inhibir, cualquier cascada de
sefalizacion en la que la cinasa Syk desempefie un papel, tales como, por ejemplo, las cascadas de receptores de
Fc, BCR e integrinas, asi como las respuestas celulares producidas a través de estas cascadas de sefializacion. Por
tanto, el hidrato de sal de profarmaco definido anteriormente que se metaboliza a dichos compuestos de 2,4-
pirimidindiamina activos se puede usar para regular dichas actividades. La respuesta celular en particular regulada o
inhibida dependera, en parte, del tipo de célula y la cascada de sefalizacion especificos, como se sabe bien en la
técnica. Los ejemplos no limitantes de respuestas celulares que se pueden regular o inhibir con tales profarmacos
incluyen el estallido respiratorio, la adhesion celular, la desgranulacion celular, la propagacion celular, la migracion
celular, la fagocitosis (por ejemplo, en macréfagos), el flujo de iones de calcio (por ejemplo, en mastocitos, basofilos,
neutrdfilos, eosindfilos y linfocitos B), la agregacién plaquetaria y la maduracion celular (por ejemplo, en linfocitos B).

Estudios recientes han demostrado que la activacion de plaguetas por colageno esta mediada a través de la misma
ruta usada por los receptores inmunitarios, con un motivo tirosina cinasa de inmunorreceptor del FcRy
desempefando un papel fundamental (Watson y Gibbons, 1998, Immunol. Today 19:260-264) y también que FcRy
desempefia un papel fundamental en la generacion de la hiperplasia de la neoitima tras el dafio por globo en
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ratones, lo mas probablemente a través de la activaciéon inducida por colageno del reclutamiento de plaquetas y
leucocitos (Konichi et al., 2002, Circulation 105:912-916). Por tanto, el hidrato de sal de profarmaco definido
anteriormente, también se puede usar para inhibir la activacion plaguetaria inducida por colageno y para tratar o
evitar enfermedades asociadas con, o causado por, dicha activacion plaquetaria, tales como, por ejemplo,
hiperplasia de la intima y reestenosis posterior a dafo vascular.

Los datos celulares y de animales también confirman que muchos de estos compuestos de 2,4-pirimidindiamina
activos también se pueden usar para tratar o evitar enfermedades autoinmunitarias y/o sintomas de dichas
enfermedades (véanse, por ejemplo, la solicitud de EE.UU. con n? de serie 10/631.029 presentada el 29 de julio de
2003 (documento US 2005/0028212), la solicitud internacional con n° de serie PCT/US03/24087 (documento
W02004/014382), la solicitud de EE.UU. con n° de serie 10/903.263 presentada el 30 de julio de 2004 (documento
US2005/0234049) y la solicitud internacional con n® de serie PCT/US2004/24716 (documento WO 2005/016893),
cuyas divulgaciones se incorporan en el presente documento por referencia. Como consecuencia, los profarmacos
de dichos compuestos de 2,4-pirimidindiamina activos se pueden usar se pueden usar del mismo modo para tratar o
evitar dichas enfermedades autoinmunitarias y/o sintomas.

En consecuencia, en otro aspecto, la invencion proporciona un cristal de la invencién como se define anteriormente
0 una composicion farmacéutica de la invencion como se define anteriormente, para su uso en un método para tratar
o0 evitar une enfermedad autoinmunitaria en un sujeto y/o uno o mas sintomas asociados a ella.

En general, los métodos implican administrar a un sujeto que padece una enfermedad autoinmunitaria o con riesgo
de desarrollar una enfermedad autoinmunitaria una cantidad de la composicién o el hidrato de sal de profarmaco,
eficaz para tratar o evitar la enfermedad autoinmunitarias y/o sus sintomas asociados. Las enfermedades
autoinmunitarias que se pueden ftratar o evitar con los profarmacos incluyen aquellas enfermedades que
normalmente se asocian con reacciones de hipersensibilidad no anafilacticas (reacciones de tipo Il, tipo Il y/o tipo
IV) y/o aquellas enfermedades mediadas, al menos en parte, por la activacion de la cascada de senalizacion del
FcyR en monocitos. Tales enfermedades autoinmunitarias incluyen, pero no se limitan a, aquellas enfermedades
autoinmunitarias que se designan frecuentemente como trastornos autoinmunitarios de un sélo érgano o un sélo tipo
de células y aquellas enfermedades autoinmunitarias que se designan frecuentemente como que implican un
trastorno autoinmunitario sistémico. Los ejemplos no limitantes de enfermedades designadas frecuentemente como
trastornos autoinmunitarios de un sélo érgano o un sélo tipo de células, 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
gravis, enfermedad de Graves, cirrosis biliar primaria, hepatitis crénica activa, colitis ulcerosa y glomerulopatia
membranosa. Los ejemplos no limitantes de enfermedades designadas frecuentemente como que implican un
trastorno autoinmunitario sistémico, incluyen: lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, sindrome de Sjégren,
sindrome de Reiter, polimiositis-dermatomiositis, esclerosis sistémica, poliarteritis nodosa, esclerosis multiple y
penfigoide ampolloso. Otras enfermedades autoinmunitarias, que pueden estar basadas en linfocitos B (humoral) o
basadas en linfocitos T, incluyen alopecia autoinmunitaria, diabetes de aparicion juvenil o de tipo | y tiroiditis.

En otro aspecto, la invencién proporciona un cristal de la invencion como se define anteriormente o una composicion
farmacéutica de la invencién como se define anteriormente, para su uso en un método de tratamiento de la artritis
reumatoide en un sujeto.

En otro aspecto, la invencion proporciona un método para la preparacion del hidrato de sal de profarmaco definido
anteriormente, comprendiendo el método:

ajustar el pH de una solucion acuosa del profarmaco

# /l
- |
~ S
07 N NN N/'\N o~
L H H
HO=P=0
OH

a un valor en el intervalo de aproximadamente 8 a aproximadamente 11 con una base que contiene [Na']; y
precipitar el hidrato de sal de profarmaco a partir de la solucion acuosa.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para la preparacién de una forma cristalina del hidrato de sal
de profarmaco definido anteriormente, comprendiendo el método:
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(a) ajustar el pH de una solucién acuosa del profarmaco

i
|
5 "N
07 N" NN N/’\N 5
. H H
HO-P=0 ‘
. OH =

a un valor en el intervalo de aproximadamente 9 a aproximadamente 11 con una base que contiene [Na'],

(b) precipitar un hidrato de sal de profarmaco a partir de la solucién acuosa, y

(c) exponer la sal de profarmaco a la humedad, obteniéndose la forma cristalina del hidrato de sal de profarmaco;
opcionalmente en el que el método comprende ademas:

(i) antes de (b), 1) afiadir un disolvente miscible con agua a la solucién acuosa, y 2) calentar la solucién acuosa,
antes de afadir el disolvente miscible en agua, después de afadir el disolvente miscible con agua o antes y después
de anadir el disolvente miscible con agua,

(ii) realizar (b) mediante el enfriamiento de la solucion acuosa, y

(iii) antes de (c), 1) lavar el hidrato de sal de profarmaco con un disolvente de lavado y 2) retirar, sustancialmente,
todo el disolvente de lavado.

Breve descripcion de las figuras
La figura 1 proporciona esquemas que ilustran rutas metabdlicas de profarmacos que contienen fésforo ejemplares;

la figura 2 proporciona un esquema que ilustra una ruta metabdlica de un profarmaco de éster de fosfato ciclico
ejemplar;

la figura 3 ilustra una sintesis ejemplar de un profarmaco de fosfato ciclico ejemplar; y

las figuras 4-11 proporcionan gréficas que ilustran diversos datos farmacocinéticos para el compuesto 1 de farmaco
y/o el compuesto 4 de profarmaco.

Las figuras 12-15 proporcionan graficas que ilustran diversos datos estructurales para el hidrato de sal de
profarmaco 32.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones

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

"Receptor de Fc" se refiere a un miembro de la familia de moléculas de superficie celular que se unen a la porcion 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 Fca ("FcaR ") se une a IgA, el FceR se une a IgE y
el FcyR se une a IgG.

La familia de FcoR incluye el receptor de Ig polimérico que interviene en el transporte epitelial de IgA/IgM, el
receptor especifico mieloide RcoRI (también llamado CD89), el Fco/uR y al menos dos receptores de IgA
alternativos (para una revision reciente, véase Monteiro y van de Winkel, 2003, Annu. Rev. Immunol, publicacion
electronica avanzada). El FcyRI se expresa en neutréfilos, eosindéfilos, monocitos/macrofagos, células dendriticas y
células de Kupffer. El FcaRl incluye una cadena alfa y el homodimero gamma del FcR que lleva un motivo de
activacién (ITAM) en el dominio citoplasmico y fosforila la cinasa Syk.
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La familia de FceR incluye dos tipos, denominados FceRI y FceRIl (también conocido como CD23). El FceRl es un
receptor de alta afinidad (se une a IgE con una afinidad de aproximadamente 10'°M ') que se encuentra en
mastocitos, basofilos y eosinéfilos, que ancla IgE monomérica a la superficie celular. El FceRl posee una cadena
alfa, una cadena beta y el homodimero de cadena gamma analizado anteriormente. El FceRlIl es un receptor de baja
afinidad expresado en fagocitos mononucleares, linfocitos B, eosinoéfilos y plaquetas. El FceRIl comprende una Unica
cadena polipeptidica y no incluye el homodimero de cadena gamma.

La familia de FcyR incluye tres tipos, denominados FcyRI (también conocido como CD64), FcyRII (también conocido
como CD32) y FcyRlIll (también conocido como CD16). El FcyRI es un receptor de alta afinidad (se une a IgG1 con
una afinidad de 10° M'1) que se encuentra en mastocitos, basofilos, células mononucleares, neutrdfilos, eosindfilos,
células dendriticas y fagocitos, que ancla IgG monomérica a la superficie celular. El FcyRl incluye una cadena alfa y
el dimero de cadena gamma compartido por FcaR! y FceRl.

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

El FcyRIIl es un receptor de baja afinidad (se una a IgG1 con una afinidad de 5x105M") que se expresa en linfocitos
NK, eosindfilos, macréfagos, neutrédfilos y mastocitos. Comprende una cadena alfa y el homodimero gamma
compartido por FcaRl, FceRl 'y FcyRI.

Los expertos en la técnica reconoceran que la estructura de las subunidades y las propiedades de unién de estos
receptores de Fc diversos, asi como los tipos celulares que los expresan, no estan completamente caracterizados.
El analisis anterior simplemente refleja el estado de la técnica actual en cuanto a estos receptores (véase, por
ejemplo, Immunobiology: The Immune System in Health & Disease, 52 Edicién, Janeway et al., Ed., 2001, ISBN 0-
8153-3642-x, figura 9.30 en la pag. 371) y no pretende ser limitantes con respecto a las innumerables cascadas de
sefalizacion de receptor que se pueden regular con los profarmacos descritos en el presente documento.

"La desgranulacién mediada por receptores de Fc" o "desgranulacion inducida por receptores de Fc" se refiere a la
desgranulacién que se lleva a cabo por medio de una cascada de transduccién de sefiales de un receptor de Fc
iniciada por la reticulacién de un receptor de Fc.

"Desgranulacién inducida por IgE" o "desgranulacién mediada por FceRI" se refiere a la desgranulaciéon que se lleva
a cabo por medio de la cascada de transduccién de sefiales del receptor de IgE iniciada por la reticulaciéon de IgE
unida a FceRl. La reticulacién se puede inducir por un alérgeno especifico de IgE u otro agente de union
multivalente, tal como un anticuerpo anti-IgE. En mastocitos y/o baséfilos, la cascada de sefalizacion de FceRI que
conduce a la desgranulacion puede dividirse en dos etapas: anterior y posterior. La etapa anterior incluye todos los
procesos que se producen antes de la movilizacion de iones de calcio. La etapa posterior incluye la movilizacion de
iones de calcio y todos los procesos posteriores a la misma. Los compuestos que inhiben la desgranulacion mediada
por FceRI pueden actuar en cualquier punto a lo largo de la cascada de transduccion de sefiales mediada por FceRl.
Los compuestos que inhiben selectivamente la desgranulacion anterior mediada por Fce:RI actlian para inhibir esa
parte de la cascada de sefializacién de FceRI anterior al punto en el que se induce la movilizacién de iones de calcio.
En ensayos basados en células, los compuestos que inhiben selectivamente la desgranulacién mediada por FceRl
anterior, inhiben la desgranulacion de células tales como mastocitos o baséfilos que se activan o estimulan con un
agente de union o un alérgeno especifico de IgE (tal como un anticuerpo anti-IgE), pero no inhiben de manera
apreciable la desgranulacion de células que se activan o estimulan con agentes de desgranulacion que sortean la
ruta de senalizacién de FceRl, tales como, por ejemplo, los ionéforos de calcio ionomicina y A23187.

"Desgranulacién inducida por IgG" o "desgranulacion mediada por FcyRI" se refiere a la desgranulacion que se lleva
a cabo por medio de la cascada de transducciéon de sefiales de FcyRlI iniciada por la reticulacion de IgG unida a
FcyRI. La reticulacion se puede inducir por un alérgeno especifico de IgG u otro agente de unién multivalente, tal
como un anticuerpo o un fragmento anti-lgG. Al igual que la cascada de sefializacion de FceRlI, en mastocitos y
basdfilos, la cascada de sefializacion de FcyRI también conduce a la desgranulacion, que se puede dividir en las
mismas dos etapas: anterior y posterior. Analogamente a la desgranulacién mediada por FcyRI, los compuestos que
inhiben selectivamente la desgranulacién mediada por FcyRI anterior actian antes del punto en el que se induce la
movilizacion de iones de calcio. En ensayos basados en células, los compuestos que inhiben selectivamente la
desgranulacién mediada por FcyRI anterior, inhiben la desgranulaciéon de células tales como mastocitos o baséfilos
que se activan o estimulan con un agente de unién o un alérgeno especifico de IgG (tal como un anticuerpo o0 un
fragmento anti-IgG), pero no inhiben de manera apreciable la desgranulacion de células que se activan o estimulan
con agentes de desgranulacion que sortean la ruta de sefalizacién de FcyRl, tales como, por ejemplo, los ionéforos
de calcio ionomicina y A23187.

"Desgranulacién inducida por ionéforo" o "desgranulacién mediada por ionéforo" se refiere a la desgranulacion de
una célula, tal como un mastocito o un basofilo, que se produce tras la exposicién a un ionéforo de calcio tal como,
por ejemplo, ionomicina o A23187.
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Cinasa Syk" se refiere a la proteina tirosina cinasa del bazo no receptora (citoplasmica) de 72 kDa bien conocida
que se expresa en linfocitos B y otras células hematopoyéticas. La cinasa Syk incluye dos dominios de consenso de
homologia Src 2 (SH2) en tdndem que se unen a motivos de activacién del inmunorreceptor basados en tirosina
("ITAM"), un dominio "enlazador" y un dominio catalitico (para una revision de la estructura y la funcién de la 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 en profundidad como un efector de la sefalizacion del receptor
de linfocitos B (BCR) (Turner et al., 2000, supra), la cinasa Syk también es crucial para la fosforilacion de numerosas
proteinas que regulan rutas importantes que parten de inmunorreceptores, tales como la movilizacion de Ca®* y las
cascadas de proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPK) y la desgranulacién. La cinasa Syk también
desempefia un papel crucial en la sefalizacién de integrinas en neutréfilos (véase, por ejemplo, Mocsai et al. 2002,
Immunity 16:547-558).

Como se usa en el presente documento, cinasa Syk incluye cinasas de cualquier especie animal, incluyendo, pero
sin limitarse a, homo sapiens, simios, bovinos, porcinos, roedores, etc., reconocidas como pertenecientes a la familia
Syk. Se incluyen especificamente isoformas, variantes de ayuste, variantes alélicas, mutantes, tanto naturales como
artificiales. Las secuencias de aminodcidos dichas cinasas Syk son bien conocidas y estan disponibles en
GENBANK. Se pueden encontrar ejemplos especificos de ARNm que codifican diferentes isoformas de cinasa Syk
humana en GENBANK, con los n? de acceso gi|21361552|ref|[NM_003177.2|, @i|496899|emb|Z229630.1
|[HSSYKPTK[496899] y gi|15030258|gb|BC011399.1|BC011399|15030258]; que se incorporan en el presente
documento por referencia.

Los expertos en la técnica apreciaran que tirosina cinasas pertenecientes a otras familias pueden tener sitios activos
o bolsillos de unién que tienen una estructura tridimensional similar a la de Syk. Como consecuencia de esa similitud
estructural, se espera que dichas cinasas, a las que se hace referencia en el presente documento como "miméticos
de Syk", catalicen la fosforilacion de sustratos fosforilados por Syk. Por tanto, se apreciara que dichos miméticos de
Syk, las cascadas de transduccion de sefales en las que dichos miméticos de Syk desempefien un papel y las
respuestas biolégicas efectuadas por dichos miméticos de Syk y las cascadas de sefializacion dependientes de
miméticos de Syk se pueden regular y, en particular, inhibir, con muchos de los profarmacos descritos en el presente
documento.

"Cascada de sefalizacién dependiente de Syk" se refiere a una cascada de transduccion de sefales en la que la
cinasa Syk desempefia un papel. Los ejemplos no limitantes de dichas cascadas de sefalizacion dependientes de
Syk incluyen las cascadas de sefalizacién de FcaRlI, FceRl, FcyRI, FcyRIIl, BCR e integrina.

"Enfermedad autoinmunitaria" se refiere a aquellas enfermedades que se asocian habitualmente con las reacciones
de hipersensibilidad no anafilacticas (reacciones de hipersensibilidad de tipo Il tipo 11l y/o tipo IV) que, en general, se
producen como consecuencia de la propia respuesta inmunitaria humoral y/o mediada por células del sujeto frente a
una o mas sustancias inmunogénicas de origen enddgeno y/o exégeno. Dichas enfermedades autoinmunitarias se
distinguen de las enfermedades asociadas con reacciones de hipersensibilidad anafilacticas de tipo 1 o mediadas
por IgE.

Los compuestos de profarmaco

Como se describe en el sumario, la presente divulgacion proporciona profarmacos de compuestos de 2,4-
pirimidindiamina biolégicamente activos, tales como los diversos compuestos de 2,4-pirimidindiamina descritos, por
ejemplo, en la solicitud de EE.UU. con n® de serie 10/355.543 presentada el 31 de enero de 2003 (documento US
2004/0029902A1), en la solicitud internacional con n® de serie PCT/US03/03022 presentada el 31 de enero de 2003
(documento WO 03/063794), en la solicitud de EE.UU. n® 10/631.029 presentada el 29 de julio de 2003 (documento
US 2005/0028212), en la solicitud internacional con n? de serie PCT/US03/24087 (documento WO 2004/014382), en
la solicitud de EE.UU. con n® de serie 10/903.263 presentada el 30 de julio de 2004 (documento US2005/0234049) y
en la solicitud internacional con n® de serie PCT/US2004/24716 (documento WO 2005/016893), cuyas divulgaciones
se incorporan en el presente documento por referencia. Los profarmacos de estos compuestos de 2,4-
pirimidindiamina son de especial interés, ya que estos compuestos inhiben cascadas de sefalizacion de receptores
de Fc anteriores, asi como cascadas de sefializacion de cinasa Syk y dependientes de cinasa Syk. En general, los
profarmacos incluyen dichos compuestos de 2,4-pirimidindiamina activos en los que se enmascara uno o mas de los
grupos de amina primaria o secundaria disponibles con un progrupo R’ que se metaboliza in vivo para proporcionar
el farmaco de 2,4-pirimidindiamina activo. Tal como se analizé también en la seccién del sumario, y se analizara con
mayor detalle a continuacién, la naturaleza del progrupo puede variar y dependera, entre otros factores, de la
solubilidad en agua del profarmaco deseada, su modo de administracion pretendido y/o su mecanismo o sitio del
metabolismo pretendidos para el compuesto de 2,4-pirimidindiamina activo.

Por ejemplo, se ha descubierto que un farmaco de 2,4-pirimidindiamina activo especifico (compuesto 1, a
continuacion), presenta una solubilidad en agua inmensamente mayor cuando se formula como un profarmaco de
fosfato (compuesto 4, a continuacion):
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Compuesto Estructura Solubilidad
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Este compuesto 4 de profarmaco presenta también una biodisponibilidad mayor en comparacién con el compuesto 1
de farmaco correspondiente cuando se administra por via oral a animales de experimentaciéon. De hecho, al
contrario que para el compuesto 1 de profarmaco, la absorciéon del compuesto 4 de profarmaco no depende de
formulacion. En estudios farmacocinéticos llevados a cabo en ratas, el compuesto 4 de profarmaco se absorbid
igualmente bien a partir de soluciones (por ejemplo, soluciones de PEG-400 y carboximetilcelulosa) y polvos
(envasados en capsulas de gelatina dura). Sin pretender vincularse a ninguna teoria de funcionamiento en particular,
se cree que la biodisponibilidad oral mejorada del compuesto 4 de profarmaco, asi como su absorcion independiente
de la formulacion, se deben, al menos en parte, a su mayor solubilidad en agua. Se espera que otros compuestos de
2,4-pirimidindiamina activos que tienen solubilidades en agua igualmente bajas y, por tanto, biodisponibilidades
orales, presenten incrementos similares de la solubilidad en agua y la biodisponibilidad oral al formularse como
profarmacos de fosfato. Tal como se describird con méas detalle a continuacion, puede ser deseable formular los
compuestos de 2,4-pirimidindiamina activos como sales de fosfato con el fin de proporcionar una alta solubilidad y
estabilidad.

En cambio, cabria esperar que el profarmaco de éster de fosfato correspondiente del compuesto 1 de farmaco activo
tenga una solubilidad en agua menor que el compuesto 1 de compuesto activo. Por tanto, se espera que los
profarmacos de éster de fosfato de compuestos de 2,4-pirimidindiamina activos que tienen una solubilidad en agua
menor que los compuestos de 2,4-pirimidindiamina activos sean especialmente Utiles en aplicaciones y
formulaciones en las que es deseable una solubilidad en agua baja, tales como las formulaciones adaptadas para su
administracion por inhalacion.

Se ha descubierto recientemente que un profarmaco que contiene fosfato (compuesto 4) de acuerdo con la
estructura que se ilustra a continuacion:

ok OMe
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L H H o
HO-P=0
OH

se metaboliza in vivo al compuesto de 2,4-pirimidindiamina activo correspondiente (compuesto 1), que se ilustra a
continuacion:

kS %o M
I
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Sin pretender vincularse a ninguna teoria de funcionamiento en particular, se cree que este profarmaco se
metaboliza al compuesto 1 a través del intermedio de hidroximetilamina correspondiente que se ilustra a
continuacion:

10
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Se sabe que dichos compuestos de hidroximetilamina son inestables en condiciones fisioldgicas y a diversos
intervalos pH en los que se hidrolizan in vivo para proporcionar formaldehido y la sustancia de farmaco activo. El
progrupo que contiene fosfato del compuesto 4 es -CHx-O-P(O)(OH)a.

Aunque los profarmacos que contienen fosfato adecuados para su administraciéon por via oral son de interés, los
expertos en la técnica apreciaran que los profarmacos que incluyen tales progrupos que contienen fosfato pueden
administrarse por otras vias de administracion, ya que las fosfatasas se distribuyen por todo el organismo. Por
ejemplo, se ha descubierto que el compuesto 4 de profarmaco ejemplar se metaboliza al compuesto 1 de farmaco
activo en experimentos in vitro llevados a cabo con plasma de rata, asi como con preparaciones microsomicas
hepaticas e intestinales de rata, lo que indica que las fosfatasas también estan presentes en el plasma. Por tanto, el
Unico requisito es que el progrupo que contiene fosfato -CH»-O-P(O)(OH). deberia poder retirarse en las condiciones
de uso pretendidas.

Sin pretender vincularse a ninguna teoria de funcionamiento, se cree que, los profarmacos que contienen fosfato,
tales como el compuesto 4, se metabolizan al compuesto de 2,4-pirimidindiamina activo a través de la
hidroximetilamina correspondiente. Este metabolismo se ilustra en la figura 1A. Con referencia a la figura 1A, la
retirada de acido fosférico del profarmaco 16 de fosfato mediante hidrélisis enzimatica proporciona la
hidroximetilamina 18 correspondiente, que se somete a hidrdlisis in vivo para proporcionar formaldehido y el
compuesto 10 de 2,4-pirimidindiamina activo.

Con referencia a la figura 1B, se cree que la hidrdlisis in vivo del profarmaco 26 de fosfato proporciona la 2,4-
pirimidindiamina activa 10 y fosfato de enol, que después de hidroliza in vivo en acetaldehido y &cido fosférico.

Con referencia a la figura 1A, el experto en la técnica apreciara que, aunque la hidroximetilamina 18 se metaboliza
en condiciones fisiolégicas para proporcionar el compuesto 10 de 2,4-pirimidindiamina activo, es estable a pH 7 vy,
por lo tanto, se puede preparar y administrar como un profarmaco que contiene hidroxialquilo del compuesto activo
10.

Con referencia de nuevo a la figura 1A, los expertos en la técnica apreciaran también que los profarmacos de fosfato
se pueden generar mediante hidroélisis in vivo de profarmacos de éster de fosfato, tales como los profarmacos20 de
éster de fosfato, y/o mediante oxidacion de profarmacos de fosfito, tales como los profarmacos 24 de fosfito. Tales
profarmacos de éster de fosfato y fosfito se pueden generar, a su vez, mediante oxidacién o hidrélisis in vivo de
profarmacos de éster de fosfito, tales como los profarmacos 22 de éster de fosfito. Los profarmacos de éster de
fosfato, fosfito y éster de fosfito correspondientes del profarmaco 26 de fosfato se ilustran en la figura 1B como los
compuestos 30, 34 y 32, respectivamente. Tal como se describe con mas detalle a continuacion, los inventores han
determinado que los hidratos de sal de profarmaco descritos en el presente documento tienen, sorprendentemente,
caracteristicas de estabilidad deseables, permaneciendo en un nivel estable de hidratacién en intervalos amplios de
humedades relativas. Los inventores suponen que las caracteristicas de estabilidad de hidratacion se deben a la alta
energia de unién de las moléculas de agua al hidrato, asi como a la especial estabilidad del orden tridimensional de
la matriz cristalina y su incapacidad para redistribuirse espacialmente ella misma en respuesta a la deshidratacion.

En particular, la invencién se refiere al hidrato de sal de profarmaco que tiene la estructura:

. OMe
/OIij\lN - OMe :
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@
O=P-ONa®
O'Na*. *6H0

Es deseable controlar el pH en la formacion de las sales. Los valores de pH deseables para la formacién de la sal
disédica del compuesto 4 varian desde aproximadamente 8 hasta aproximadamente 11, mas preferentemente desde
aproximadamente 9 hasta aproximadamente 11, incluso mas preferentemente desde aproximadamente 9,3 hasta

11
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aproximadamente 10,5.

En un aspecto, la invencién proporciona un método para la preparacién de un hidrato de sal de profarmaco

OMe
0P N" NN \N’LN OMe
L H H
?
O=P-ONa’
ONa*® 6H0

comprendiendo el método:

(i) ajustar el pH de una solucién acuosa del profarmaco

Me
peebelew
07 N" N7 N \N)\N OMe

‘\9
HO-P=0
OH

a un valor en el intervalo de aproximadamente 8 a aproximadamente 11 con una base que contiene [Na']; y

(i) precipitar el hidrato de sal de profarmaco a partir de la solucién acuosa. En algunas realizaciones, el pH se ajusta
a un valor de desde aproximadamente 9,3 hasta aproximadamente 10,5.

En algunas realizaciones de la invencién, precipitar la sal de profarmaco a partir de una solucién acuosa comprende
anadir un disolvente miscible con agua apropiado a la soluciéon acuosa. De forma alternativa, se puede lograr la
precipitacion por medio de la formacion de sal en, o la adicién de sal a, una mezcla de agua/disolvente miscible con
agua para disolver una sal de profarmaco, seguida de la precipitacion par proporcionar el hidrato de sal de
profarmaco. La adicién de un disolvente miscible con agua a una solucién acuosa de sal de profarmaco puede
acelerar la precipitacion de una sal de profarmaco. Un disolvente miscible con agua puede ser parcialmente miscible
con agua o totalmente miscible con agua. Un disolvente miscible con agua puede ser una mezcla de uno o mas
disolventes, en la que uno o mas de los disolventes son miscibles con agua.

La sal de profarmaco se puede precipitar a temperaturas elevadas, a temperatura ambiente o temperaturas
inferiores a la ambiente. En una realizacién, la sal se precipita a temperatura ambiente. En otra realizacion, la sal se
precipita a partir de una solucion templada, bien directamente o después del enfriamiento. En una realizacion
especifica, se aplica calor a la solucién salina antes de la precipitaciéon. El calor se puede aplicar a la solucién
directamente o mediante la adicion de un disolvente miscible con agua templado a la solucién acuosa. En una
realizacién, la solucion de sal de profarmaco se calienta justo antes y/o justo después de afiadir el disolvente
miscible con agua, después se deja enfriar para precipitar la sal de profarmaco.

Otra realizacién de la invencién proporciona un método para la preparacién de un hidrato de sal de profarmaco

OMe
I I
07 N" NN \N)\N OMe
k H H
o
O=P-O'Na*

ONa*  *6H,0
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comprendiendo el método:

(i) ajustar el pH de una solucién acuosa del profarmaco

OMe
|
07 >N NN \N/l\N OMe
L H H :
Q
HO-P=0
OH

a un valor en el intervalo de aproximadamente 9 a aproximadamente 11 con una base que contiene sodio;
(i) anadir un disolvente miscible con agua a la solucion acuosa;

(iii) calentar la solucion acuosa antes de anadir el disolvente, después de afiadir el disolvente miscible con agua, o
ambos;

(iv) enfriar la solucién acuosa para precipitar el hidrato de sal de profarmaco. En algunas realizaciones, el pH se
ajusta a un valor de desde aproximadamente 9,3 hasta aproximadamente 10,5.

En algunas realizaciones de la invencién, uno de los métodos descritos anteriormente comprende ademas aislar el
hidrato de sal de profarmaco a partir de la solucion. Aislar el hidrato de sal de profarmaco puede incluir, por ejemplo,
lavar el hidrato de sal de profarmaco con al menos un disolvente de lavado. Posteriormente, se retira
sustancialmente todo el disolvente de lavado del hidrato de sal de profarmaco.

En otra realizacion, la invencién proporciona un método para la preparacién de un hidrato de sal de profarmaco

OMe
O o o
0% “N” NP N \N)\N OMe
L H H
o
O=P-ONa’
O'Na* °*6HO

comprendiendo el método:

(i) ajustar el pH de una solucién acuosa del profarmaco

OMe
07 N" NN \NJ\” OMe
4 H
9
HO-P=0
OH

a un valor en el intervalo de aproximadamente 9 a aproximadamente 11 con una base que contiene sodio;
(i) anadir un disolvente miscible con agua a la solucién acuosa;

(iii) calentar la solucién acuosa, antes de afadir el disolvente miscible con agua, después de afadir el disolvente
miscible con agua, o antes y después de afnadir el disolvente miscible con agua;
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(iv) enfriar la solucioén acuosa para dejar que precipite el hidrato de sal de profarmaco; y

(v) lavar el hidrato de sal de profarmaco con al menos un disolvente de lavado. En algunas realizaciones, el pH se
ajusta a un valor de desde aproximadamente 9,3 hasta aproximadamente 10,5.

En algunas realizaciones de la invencidn, la sal de profarmaco aislada (por ejemplo, a partir de la formacién de sal in
situ y precipitacién) no es una forma de hidrato y/o forma cristalina deseada. Por ejemplo, una sal de profarmaco de
la invencién solida pueden ser amorfa (solvatado o no) o cristalina (solvatada o no).

Otro aspecto de la invencion se refiere al método definido anteriormente de preparacién de una forma cristalina del
hidrato de la sal de profarmaco descrito anteriormente. En estas realizaciones, la sal de profarmaco se manipula
adicionalmente para convertirla en la forma cristalina y el hidrato de sal de profarmaco deseados. Por ejemplo, en
una realizacién la sal de profarmaco se aisla y, posteriormente, se expone a condiciones en las que el solido se
convierte en una forma cristalina y/o de hidrato deseada. Por ejemplo, usando métodos descritos en el presente
documento, se puede aislar una sal de profarmaco en una forma cristalina que tenga menos de una cantidad de
agua deseable. Esta forma cristalina se expone, por ejemplo, a un entorno que contiene humedad (por ejemplo, una
atmdsfera humedecida o humeda) para convertirla en un forma de hidrato deseable. En otro ejemplo, se puede
aislar una sal de profarmaco en forma amorfa, por ejemplo mediante la retirada de disolvente de una solucién de la
sal a vacio. La sal amorfa se expone a una atmosfera humeda y, de este modo, se convierte con el tiempo en un
hidrato cristalino.

Dependiendo de la composicion, la manipulacién y las técnicas de aislamiento, las sales de profarmaco pueden ser
cristalinas o amorfas. Asimismo, los factores mencionados anteriormente pueden determinar el contenido de agua
de la forma de sal. El método de la invencion para la preparacion de una forma cristalina del hidrato de sal de
profarmaco definido anteriormente comprende:

(a) ajustar el pH de una solucién acuosa del profarmaco con la férmula,

OMe
O~ N N/ N \NJ\N OMe
?
O=ll='—OH_ ‘ -
OH

a un valor en el intervalo de aproximadamente 9 a aproximadamente 11 con una base que contiene [Na*]; precipitar
una sal de profarmaco a partir de la solucién acuosa; y

(c) exponer la sal de profarmaco a la humedad, obteniéndose la forma cristalina del hidrato de sal de profarmaco. El
hidrato de sal de profarmaco se expone a un entorno hiumedo que, con el tiempo, convierte el hidrato de sal de
profarmaco en una forma cristalina con un nivel de hidratacion deseado. Los entornos himedos incluyen, por
ejemplo, aire humedo o gas inerte humedo; en general, "humedad" se usa para describir entornos que tienen un
grado de humedad suficiente para dar como resultado la hidratacién de la sal de profarmaco anhidra o el incremento
de la hidratacion del hidrato de sal de profarmaco. En una realizacion particularmente preferida, el hidrato de sal de
profarmaco cristalino es la forma de hexahidrato disédico.

En otra realizacion, la invencion proporciona un método para la preparacion de una forma cristalina del hidrato de sal
de profarmaco

OMe
|
07 NN N \NJ\N OMe
k 3 H
o
0=P-O'Na*

ONa* *6H,0

comprendiendo el método:
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(i) ajustar el pH de una solucién acuosa del profarmaco

OMe
s eBeTem
|
% Gl i il \NJ\N OMe
L H H
9
HO-P=0
OH

a un valor en el intervalo de aproximadamente 9 a aproximadamente 11 con una base que contiene sodio;
(i) anadir un disolvente miscible con agua a la solucién acuosa;

(iii) calentar la solucién acuosa, antes de afadir el disolvente miscible con agua, después de afadir el disolvente
miscible con agua, o antes y después de afnadir el disolvente miscible con agua;

(iv) precipitar una sal de profarmaco a partir de la solucion acuosa mediante enfriamiento;

(v) lavar la sal de profarmaco con al menos un disolvente de lavado;

(vi) retirar sustancialmente la totalidad del disolvente de lavado de la sal de profarmaco; y

(vii) exponer la sal de profarmaco a la humedad, obteniéndose la forma cristalina del hidrato de sal de profarmaco.

En algunas realizaciones, el pH se ajusta a un valor de desde aproximadamente 9,3 hasta aproximadamente 10,5.
Normalmente, se usa aire hUmedo como fuente de humedad.

En los métodos descritos anteriormente, el disolvente miscible con agua puede ser, por ejemplo, acetonitrilo,
acetona, isopropanol, metanol o etanol. En determinadas realizaciones de los métodos descritos anteriormente, el
disolvente miscible con agua es isopropanol. Tal como menciona, el disolvente miscible con agua puede ser una
mezcla de dos 0 mas disolventes, en la que al menos uno es él mismo miscible con agua.

En los métodos descritos anteriormente, el disolvente de lavado puede ser, por ejemplo, isopropanol, metanol,
etanol, acetona o acetonitrilo o mezclas de los mismos. En determinadas realizaciones de los métodos descritos
anteriormente, los cristales precipitados se lavan con dos disolventes de lavado.

En una realizacién, la invencién proporciona un método para preparar una forma cristalina del hidrato de sal de
profarmaco

OMe
O o
07 N7 NN \N)\N OMe
Y H H

o : o
~O=p-ONa®

ONa*  *6H;0

método que comprende:

(i) ajustar el pH de una solucién acuosa del profarmaco
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OMe
0P N NT N \N/kN OMe
L H H
0
HO-P=0
OH

a un valor en el intervalo de aproximadamente 9 a aproximadamente 11 con una base que contiene [Na'];
5  (ii) precipitar una sal de profarmaco a partir de la solucién acuosa; y
(iii) exponer la sal de profarmaco a la humedad, obteniéndose la forma cristalina del hidrato de sal de profarmaco.

En algunas realizaciones, el pH se ajusta a un valor de desde aproximadamente 9,3 hasta aproximadamente 10,5.
10  Normalmente, se usa aire himedo como fuente de humedad.

En una realizacion preferida, la invencion proporciona el método para la preparacion de una forma cristalina del
hidrato de sal de profarmaco

o=|f-'—0‘Na;+
ONa* +6H0
15

comprendiendo el método:

(i) ajustar el pH de una solucién acuosa del profarmaco

OMe
|
07 N7 NP N \N)\N o
5 H H

20

Me
?
HO—!?=O
OH
a un valor en el intervalo de aproximadamente 9 a aproximadamente 11 con NaOH;

25 (i) afadir isopropanol a la solucién acuosa

(iii) calentar la solucién acuosa, antes de anadir el isopropanol, después de afadir el isopropanol o antes y después
de anadir el isopropanol;

30 (iv) enfriar la solucién acuosa para dejar que precipite la sal de profarmaco;
(iv) lavar la sal de profarmaco con isopropanol y acetona;
(v) retirar sustancialmente la totalidad del disolvente de la sal de profarmaco;y
35

(vi) exponer la sal de profarmaco a la humedad.

En algunas realizaciones, el pH se ajusta a un valor de desde aproximadamente 9,3 hasta aproximadamente 10,5.
Normalmente, se usa aire himedo o gas inerte hUmedo como fuente de humedad.
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En los métodos descritos anteriormente, las etapas de calentamiento se pueden llevar a cabo, por ejemplo, a
temperaturas por encima de aproximadamente 50 °C; por encima de aproximadamente 75 °C; o por encima de
aproximadamente 90 °C. En determinadas realizaciones de la invencién, la etapa de calentamiento se realiza a
aproximadamente el punto de ebullicién de la solucion.

En los métodos descritos anteriormente, el aire humedo o el gas inerte humedo tiene, preferentemente, una
humedad relativa de al menos aproximadamente el 10 %. En realizaciones de los métodos descritos anteriormente,
el aire himedo o el gas inerte hiumedo tiene una humedad relativa de al menos aproximadamente el 20 %. En otras
realizaciones de los métodos descritos anteriormente, el aire himedo o el gas inerte humedo tiene una humedad
relativa de al menos aproximadamente el 30 %. En determinadas realizaciones de los métodos descritos
anteriormente, el aire himedo o el gas inerte himedo tiene una humedad relativa de desde aproximadamente el 30
% hasta aproximadamente el 60 %.

En los métodos descritos anteriormente, la base que contiene [Na‘] puede ser, por ejemplo, un hidréxido, un
alcéxido o un carbonato. En los métodos descritos anteriormente, la base que contiene sodio puede ser, por
ejemplo, NaOH, NaOMe o Na,COs. En determinadas realizaciones, la base que contiene sodio es NaOH.

Otro aspecto de la invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende un hidrato de sal de
profarmaco preparado mediante cualquiera de los métodos descritos anteriormente y un vehiculo, diluyente y/o
excipiente farmacéuticamente aceptable.

Métodos de sintesis

Los profarmacos y sales de profarmaco descritos en el presente documento, asi como los intermedios de los
mismos, pueden sintetizarse por medio de una variedad de rutas sintéticas diferentes usando materiales de partida
comercialmente disponibles y/o materiales de partida preparados mediante métodos sintéticos convencionales. Se
pueden encontrar métodos ejemplares adecuados que se pueden usar y/o adaptar de forma rutinaria para sintetizar
compuestos de 2,4-pirimidindiamina activos en la patente de EE.UU. n® 5.958.935, en la solicitud de EE.UU. con n®
de serie 10/355.543 presentada el 31 de enero de 2003 (documento US 2004/0029902A1), en la solicitud
internacional con n® de serie PCT/US03/03022 presentada el 31 de enero de 2003 (documento WO 03/063794), en
la solicitud de EE.UU. n® 10/631.029 presentada el 29 de julio de 2003 (documento US 2005/0028212), en la
solicitud internacional con n® de serie PCT/US03/24087 (documento WO 2004/014382), en la solicitud de EE.UU.
con n® de serie 10/903.263 presentada el 30 de julio de 2004 (documento US2005/0234049) y en la solicitud
internacional con n? de serie PCT/US2004/24716 (documento WO 2005/016893), cuyas divulgaciones se incorporan
en el presente documento por referencia. Estos compuestos de 2,4-pirimidindiamina activos se pueden usar como
materiales de partida para sintetizar los profarmacos. En la seccion de ejemplos se proporcionan ejemplos
especificos que describen la sintesis del compuesto 4 de profarmaco de fosfato, asi como un intermedio sintético del
mismo. Todos los profarmacos descritos en el presente documento se pueden sintetizar mediante la adaptacion
rutinaria de este método.

Inhibicién de cascadas de sefnales de receptores Fc

Muchos de los profarmacos descritos en el presente documento, y en particular el compuesto 4, se metabolizan a
compuestos de 2,4-pirimidindiamina activos que inhiben las cascadas de sefalizacion de receptores Fc que
conducen, entre otros, a la desgranulacion de células. Como ejemplo especifico, estos compuestos activos inhiben
las cascadas de senales de FceRI y/o FcyRI que conducen a la desgranulacion de células inmunitarias, tales como
neutrdfilos, eosindfilos, mastocitos y/o baséfilos. Tanto los mastocitos como los baséfilos desempefnan un papel
central en trastornos inducidos por alérgenos, incluyendo, por ejemplo, rinitis alérgica y asma. Tras la exposicién a
alérgenos, que pueden ser, entre otros, polen o parasitos, se sintetizan anticuerpos IgE especificos de alérgeno por
linfocitos B activados por IL-4 (o IL-13) y otros mensajeros para cambiar a la sintesis de anticuerpos especificos de
tipo IgE. Estas IgE especificas de alérgeno se unen al FceRl de alta afinidad. Tras la unién de antigeno, las IgE
unidas a FceRl se reticulan y se activa la ruta de transduccion de sefial del receptor de IgE, lo que conduce a la
desgranulacién de las células y a la consiguiente liberacion y/o sintesis de un huésped de mediadores quimicos,
incluyendo histamina, proteasas (por ejemplo, triptasa y quimasa), mediadores lipidicos tales como leucotrienos (por
ejemplo, LTC4), factor de activacion 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 de mastocitos y/o basoéfilos explica las respuestas de estadio temprano y tardio inducidas por
alérgenos, y esta directamente vinculada a acontecimientos posteriores que conducen a un estado inflamatorio
sostenido.

Los acontecimientos moleculares en la ruta de transduccion de sefales de FceRI que conducen a la liberacion de
mediadores preformados por medio de la desgranulacion y/o la sintesis de otros mediadores quimicos son muy
conocidos. El FceRI es un receptor heterotetramérico compuesto de un subunidad alfa, una subunidad beta y dos
subunidades gamma (homodimero gamma) de union a IgE. La reticulacion de IgE unido a FceRI por agentes de
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unién multivalentes (incluyendo, por ejemplo alérgenos especificos de IgE o anticuerpos anti-IgE o fragmentos)
induce la rapida asociacion y activaciéon de la cinasa relacionada con Src, Lyn. Lyn fosforila motivos de activacién del
inmunorreceptor basados en tirosina (ITAM) en las subunidades beta y gamma intracelulares, lo que conduce al
reclutamiento de Lyn adicional para la subunidad beta y cinasa Syk para el homodimero gamma. Estas cinasas
asociadas a receptores, que se activan por 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 activacién de proteina cinasa C y a la movilizacion de Ca®*, ambas se requieren para la
desgranulacién. La reticulacién de FceRI también activa las tres clases principales de proteinas cinasas activadas
por mitégenos (MAP), es decir, ERK1/2, Junk1/2, y p38. La activacion 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
C4 (LTC4).

Se cree que la cascada de sefalizaciéon de FcyRl comparte algunos elementos comunes con la cascada de
sefalizacion de FceRI. De forma importante, al igual que FceRlI, el FcyRl incluye un homodimero gamma que esta
fosforilado y mejora la Syk, y al igual que FceRl, la activacion de la cascada de sefalizacién FcyRI conduce, entre
otros, a la desgranulacién. Otros receptores Fc que comparten el homodimero gamma y que se pueden regular por
los compuestos de 2,4-pirimidindiamina activos incluyen, pero no se limitan a, FcaRI y FcyRlIll.

Los ensayos in vitro y celulares adecuados para confirmar la actividad de un compuesto de 2,4-pirimidindiamina
particular se describen en detalle en la solicitud de EE.UU. con n® de serie 10/355.543 presentada el 31 de enero de
2003 (documento US 2004/0029902A1), en la solicitud internacional con n® de serie PCT/US03/03022 presentada el
31 de enero de 2003 (documento WO 03/063794), en la solicitud de EE.UU. n® 10/631.029 presentada el 29 de julio
de 2003 (documento US 2005/0028212), en la solicitud internacional con n® de serie PCT/US03/24087 (documento
WO 2004/014382), en la solicitud de EE.UU. con n? de serie 10/903.263 presentada el 30 de julio de 2004
(documento US2005/0234049) y en la solicitud internacional con n® de serie PCT/US2004/24716 (documento WO
2005/016893).

La capacidad de un profarmaco para metabolizarse a un compuesto de 2,4-pirimidindiamina activo bajo las
condiciones deseadas de uso se puede confirmar en ensayos in vitro y/o in vivo, tal como se describe previamente.

Usos y composiciones

Como se analiza previamente, los profarmacos y las sales de profarmacos descritas en el presente documento, tales
como el compuesto 4 se metabolizan cuando se administran a animales y seres humanos en compuestos activos
que inhiben las cascadas de sefializacion de receptores Fc, en especial los receptores Fc que incluyen un
homodimero gamma, tal como las cascadas de sefalizacion de FceRI y/o FcyRl, que conducen, entre otros, a la
liberacion y/o la sintesis de mediadores quimicos de células, por medio de desgranulacion o bien de otros procesos.
Como se analiza también, los compuestos activos también son potentes inhibidores de cinasa Syk. Como
consecuencia de estas actividades, se pueden usar profarmacos de estos compuestos activos en muchos contextos
in vitro, in vivo y ex vivo para regular o inhibir la cinasa Syk, cascadas de sefalizacion en las que cinasa Syk
desempefia un papel, cascadas de sefalizacién de receptores Fc y las respuestas biolégicas efectuadas por estas
cascadas de senalizacién. Por ejemplo, en una realizacion, se pueden usar los profarmacos y las sales de
profarmacos para inhibir la cinasa Syk, in vitro o bien in vivo, practicamente en cualquier tipo de célula que expresa
cinasa Syk. También se pueden usar para regular cascadas de transduccién de sefales en las que la cinasa Syk
desempefia un papel. Estas cascadas de transduccion de sefiales dependientes de Syk incluyen, pero no se limitan
a, las cascadas de transduccion de serales de FceRI, FcyRl, FcyRIIl, BCR e integrina. También se pueden usar los
profarmacos y las sales de profarmacos in vitro o in vivo para regular y, en particular, inhibir, respuestas celulares o
biolégicas efectuadas por estas cascadas de transduccion de sefiales dependientes de Syk. Estas respuestas
celulares o bioldgicas incluyen, pero no se limitan a, estallido respiratorio, adhesion celular, desgranulacion celular,
propagacion celular, migracion celular, agregacion celular, fagocitosis, sintesis y liberacion de citocinas, maduracion
celular y flujo de Ca**. Notablemente, se pueden usar los profarmacos y las sales de profarmacos para inhibir cinasa
Syk in vivo como un enfoque terapéutico para el tratamiento o prevencion de enfermedades mediadas, totalmente o
en parte, por una actividad de cinasa Syk. Ejemplos no limitantes de enfermedades mediadas por cinasa Syk que se
pueden tratar o evitar con los profarmacos y las sales de profarmacos son los que se analizan con mas detalle, a
continuacion.

En otra realizacion, se pueden usar los profarmacos y las sales de profarmacos para regular o inhibir las cascadas
de sefalizacion de receptores Fc y/o la desgranulacion mediada por FceRI y/o FcyRl como enfoque terapéutico para
el tratamiento o la prevencién de enfermedades caracterizadas por, causadas por y/o asociadas con la liberacion o
la sintesis de mediadores quimicos de estas cascadas de sefializacién de receptores Fc o desgranulacién. Estos
tratamientos se pueden administrar a animales en un contexto veterinario o a seres humanos. Las enfermedades
que se caracterizan por, causadas por o asociadas con esta liberacién de mediadores, sintesis o desgranulacion, y
que, por lo tanto, se pueden tratar o evitar con los compuestos activos incluyen, a modo de ejemplo y sin limitacion,
reacciones alérgicas o de hipersensibilidad anafilactica o de atopia, alergias (por ejemplo, conjuntivitis alérgica, rinitis
alérgica, asma atépica, dermatitis atpica y alergias alimentarias), cicatrices de bajo grado (por ejemplo, de
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esclerodermia, fibrosis incrementada, queloides, cicatrices post-quirurgicas, fibrosis pulmonar, espasmos vasculares,
migrafa, dafo por reperfusion e infarto post-miocéardico), enfermedades asociadas con la destruccion de tejidos (por
ejemplo, de COPD, cardiobronquitis e infarto post-miocardico), enfermedades asociadas con inflamacién de tejido
(por ejemplo, sindrome del intestino irritable, colon espastico y enfermedad inflamatoria intestinal), inflamacién y
cicatrices.

Estudios recientes han demostrado que la activacion de plaquetas por colageno estd mediada a través de la misma
ruta usada por los receptores inmunitarios, con un motivo tirosina cinasa de inmunorreceptor del FcRy
desempefando un papel fundamental (Watson y Gibbons, 1998, Immunol. Today 19:260-264) y también que FcRy
desempenfia un papel fundamental en la generacion de la hiperplasia de la neoitima tras dafo por globo en ratones,
lo méas probablemente a través de la activacién inducida por colageno del reclutamiento de plaquetas y leucocitos
(Konichi et al., 2002, Circulation 105:912-916). Por tanto, los profarmacos descritos en el presente documento
también se pueden usar para inhibir la activacion plaquetaria inducida por colageno y para tratar o evitar
enfermedades asociadas con, o causadas por, dicha activacion plaquetaria, tales como, por ejemplo, hiperplasia de
la intima y reestenosis posterior a dafo vascular.

Ademas de las innumerables enfermedades analizadas anteriormente, los datos empiricos celulares y de animales
confirman que los compuestos de 2,4-pirimidindiamina activos descritos en la solicitud de EE.UU. con n® de serie
10/631.029 presentada el 29 de julio de 2003 (documento US 2005/0028212), la solicitud internacional con n® de
serie PCT/US03/24087 (documento W0O2004/014382), la solicitud de EE.UU. con n® de serie 10/903.263 presentada
el 30 de julio de 2004 (documento US2005/0234049) y la solicitud internacional con n® de serie PCT/US2004/24716
(documento WO 2005/016893), también son dutiles para el tratamiento o la prevencion de enfermedades
autoinmunitarias, asi como los diversos sintomas asociados con estas enfermedades. Por tanto, los profarmacos y
las sales de profarmacos de estos compuestos activos son Utiles para tratar o evitar estas enfermedades y/o
sintomas. En general, los tipos de enfermedades autoinmunitarias que se pueden tratar o evitar con estos
profarmacos incluyen los trastornos que implican el dafo tisular que se produce como resultado de una respuesta
humoral y/o mediada por células a inmun6genos o antigenos de origen enddgeno y/o exégeno. Estas enfermedades
se denominan con frecuencia enfermedades que implican las reacciones de hipersensibilidad no anafilacticas (es
decir, de tipo I, tipo lll y/o tipo 1V).

Como se analiz6 previamente, las reacciones de hipersensibilidad de tipo I, en general, resultan de la liberacién de
sustancias farmacolégicamente activas, tales como histamina, de mastocitos y/o baséfilos después del contacto con
un antigeno exdgeno especifico. Como se menciona anteriormente, estas reacciones de tipo | desemperfian 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 de estimulacion celular) se producen cuando las inmunoglobulinas
reaccionan con componentes antigénicos de células o tejido, o con un antigeno o hapteno que se ha acopado
intimamente a células o tejido. Las enfermedades que se asocian comunmente con las 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 por complejos
toxicas, por complejos solubles o por complejos inmunitarias) resultan del depédsito de complejos antigeno-
inmunoglobulina circulantes solubles en los vasos o en tejidos, acompafando las reacciones inflamatorias agudas al
lugar del depésito del complejo inmunitario. Ejemplos no limitantes de enfermedades por reacciones de tipo
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
celulares, mediadas por células, retardadas o de tipo tuberculina) estan causadas por linfocitos T sensibilizados que
resultan del contacto con un antigeno especifico. Ejemplos no limitantes de enfermedades citadas por implicar
reacciones de tipo IV son dermatitis de contacto y rechazo de aloinjerto.

Las enfermedades autoinmunitarias asociadas con cualquiera de las reacciones de hipersensibilidad no anafilacticas
anteriores se puede tratar o evitar con los profarmacos y las sales de profarmacos de acuerdo con las férmulas
estructurales (1), (la), (IX) y (IXa). En particular, se pueden usar los métodos para tratar o evitar las enfermedades
autoinmunitarias caracterizadas con frecuencia como trastornos autoinmunitarios de un sélo érgano o de un solo tipo
de células, 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 gravis, enfermedad de Graves,
cirrosis biliar primaria, hepatitis cronica activa, colitis ulcerosa y glomerulopatia membranosa, asi como las
enfermedades autoinmunitarias caracterizadas con frecuencia por implicar trastorno autoinmunitario sistémico, que
incluyen, pero no se limitan a: lupus eritematoso sistémico (LES), artritis reumatoide, sindrome de Sjogren, sindrome
de Reiter, polimiositis-dermatomiositis, esclerosis sistémica, poliarteritis nodosa, esclerosis mdltiple y penfigoide
ampolloso.
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Se apreciara por expertos en la técnica que muchas de las enfermedades autoinmunitarias subyacentes
anteriormente estan asociadas con sintomas graves, cuya mejora proporciona un beneficio terapéutico significativo
incluso en casos en los que la enfermedad autoinmunitaria subyacente no se puede mejorar. Muchos de estos
sintomas, asi como sus estados de enfermedad subyacente, se producen como consecuencia de la activacion de la
cascada de sefializacion de FcyR en monocitos. Ya que el compuesto 4 de profarmaco se metaboliza al compuesto
de 2,4-pirimidindiamina que es un potente inhibidor de esta sefalizacion de FeyR en monocitos y otras células, los
métodos encuentran un uso en el tratamiento y/o la prevencién de innumerables sintomas adversos asociados con
las enfermedades autoinmunitarias enumeradas anteriormente.

Como ejemplo especifico, normalmente la artritis reumatoide (AR) da como resultado hinchazén, dolor, pérdida de
movimiento y sensibilidad en articulaciones diana en todo el cuerpo. La AR se caracteriza por una membrana
sinovial inflamada de forma cronica que estd densamente llena con linfocitos. La membrana sinovial, que
normalmente es de espesor de una capa celular, se vuelve intensamente celular y adquiere una forma similar al
tejido linfatico, incluyendo células dendriticas, linfocitos T, B y NK, macréfagos y clUsteres de células plasmaticas.
Este proceso, asi como una plétora de mecanismos inmunopatolégicos que incluyen la formacion de complejos
antigeno-inmunoglobulina, dan como resultado finalmente la destruccion de la integridad de la articulacion, dando
como resultado deformidad, pérdida permanente de funcién y/o erosion 6sea en o cerca de la articulacion. Se
pueden usar los métodos para tratar o mejorar uno cualquiera, varios o todos estos sintomas de AR. Por tanto, en el
contexto de la AR, se considera que los métodos proporcionan un beneficio terapéutico (analizado de forma mas
general, infra) cuando se logra una reduccion o mejora de cualquiera de los sintomas asociados comidnmente con la
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 circulante ("FR").

El Colegio americano de reumatologia (ACR) ha desarrollado criterios para definir la mejora y la remisién clinica en
la AR. Uno de estos parametros, el ACR20 (criterio de ACR para una mejora clinica de un 20 %), requiere una
mejora de un 20 % en el recuento de articulaciones doloridas e inflamadas, asi como una mejora de un 20 % en 3 de
los siguientes 5 parametros: evaluacion general del paciente, evaluacién global del médico, evaluacion del dolor del
paciente, grado de discapacidad, y nivel de reactivo de fase aguda. Estos criterios se han ampliado para una mejora
de un 50 % y un 70 % en ACR50 y ACRY70, respectivamente. Otros criterios incluyen los criterios de Paulu y la
progresion radiografica (por ejemplo, puntuacion de Sharp).

En algunas realizaciones, se logra el beneficio terapéutico en pacientes que padecen AR cuando el paciente
presenta un ARC20. En realizaciones especificas, se puede lograr un ARC de ARC50 o incluso de ARC70.

El lupus eritematoso sistémico ("LES") normalmente esta asociado con sintomas tales como fiebre, dolor articular
(artralgias), artritis y serositis (pleuritis o pericarditis). En el contexto del LES, se considera que los métodos
proporcionan un beneficio terapéutico cuando se logra una reduccion o mejora de cualquiera de los sintomas
comunmente asociados con el LES, independientemente de si el tratamiento da como resultado un tratamiento
concomitante del LES subyacente.

La esclerosis mudltiple ("EM"), incapacita al paciente alterando la agudeza visual, estimulando la vision doble;
alterando las funciones motoras que afecta a la capacidad de caminar y al uso de las manos; produciendo
incontinencia de colon y vejiga, espasticidad, y déficits sensoriales (tacto, dolor y sensibilidad a la temperatura). En
el contexto de la EM, se considera que los métodos proporcionan un beneficio terapéutico cuando se logra una
mejora o reduccion en la progresion de uno cualquiera o mas de los efectos de incapacidad cominmente asociados
con la EM, independientemente de si el tratamiento da como resultado un tratamiento concomitante de la EM
subyacente.

Cuando se usa para tratar o evitar estas enfermedades, los profarmacos y sales de profarmacos descritos en el
presente documento se pueden administrar de forma individual, como mezclas de uno o mas profarmacos y sales de
profarmacos o en mezcla o combinaciéon con otros agentes Utiles para tratar estas enfermedades y/o los sintomas
asociados con estas enfermedades. Los profarmacos y las sales de profarmacos también se pueden administrar en
mezcla o en combinacion con otros agentes Utiles para tratar otros trastornos o enfermedades, tales como
esteroides, estabilizadores de membrana, inhibidores de 5-LO, inhibidores de receptores y de la sintesis de
leucotrienos, inhibidores del cambio del isotipo de IgE o de la sintesis de IgE, cambio de isotipo de 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 algunos. Los
profarmacos y las sales de profarmacos se pueden administrar en forma de compuestos per se, 0 como
composiciones farmacéuticas que comprenden un profarmaco.

Otro aspecto de la invencion se refiere a composiciones farmacéuticas del hidrato de sal del profarmaco descritas en
el presente documento. En consecuencia, una realizacién de la invencién proporciona una composicion farmacéutica
que comprende el hidrato de sal del profarmaco definido anteriormente en el presente documento y un vehiculo,
excipiente y/o diluyente farmacéuticamente aceptable. El hidrato de sal del profarmaco se puede preparar, por
ejemplo, por cualquiera de los métodos descritos en el presente documento. Preferentemente, la proporcion molar
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de hidrato de sal del profa&rmaco con respecto al correspondiente compuesto de farmaco es mayor de
aproximadamente 18:1. La composicion farmacéutica de la invencién incluye el hidrato de sal del profarmaco
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En consecuencia, la composiciéon farmacéutica tiene preferentemente una proporcion molar de hidrato de sal del
profarmaco con respecto al correspondiente compuesto de farmaco
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de al menos aproximadamente 10:1. Preferentemente, la proporcion es de al menos aproximadamente 18:1.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden el/los profarmaco(s) y la(s) sal(es) de profarmaco(s) se pueden
fabricar por medio de procesos de mezclado, disolucion, granulacion, formacién de grageas, trituracion,
emulsificacion, encapsulacién, atrapamiento o liofilizacion convencionales. Las composiciones se pueden formular
de manera convencional usando uno o mas vehiculos, diluyentes, excipientes o auxiliares farmacéuticamente
aceptables que facilitan el procesamiento de los profarmacos en preparaciones que se pueden usar
farmacéuticamente.

El profarmaco se puede formular en la composiciéon farmacéutica per se, o en forma de un hidrato, solvato, N-6xido o
sal farmacéuticamente aceptable, tal como se describe previamente. Normalmente, estas sales son mas solubles en
soluciones acuosas que los correspondientes acidos o bases libres, pero también se pueden formar sales que tienen
menor solubilidad que los correspondientes acidos o bases libres.

Las composiciones farmacéuticas pueden adoptar una forma adecuada practicamente para cualquier forma de
administracion, incluyendo, por ejemplo, administracién tdpica, ocular, oral, bucal, sistémica, nasal, inyeccién,
transdérmica, rectal, vaginal, etc., 0 una forma adecuada para administracién por inhalacion o insuflacién.

Para administracién tépica, el/los profarmaco(s) y la(s) sal(es) de profarmaco(s) se pueden formular como
soluciones, geles, unglientos, cremas, suspensiones, etc., ya que son muy conocidos en la técnica.

Las formulaciones sistémicas incluyen las disefiadas para administrar por inyeccion, por ejemplo, administracion
subcutanea, intravenosa, intramuscular, inyeccion intratecal o intraperitoneal, asi como las disefiadas para
administracion transdérmica, transmucosa, oral o pulmonar.

Las preparaciones inyectables Utiles incluyen suspensiones, soluciones 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 agente de suspension, estabilizante y/o dispersante. Las formulaciones para inyeccion se
pueden presentar en forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, en ampollas o en recipientes multidosis y pueden
contener conservantes afadidos.

De forma alternativa, la formulacion inyectable se puede proporcionar en forma de polvo para reconstitucion con un
vehiculo adecuado, incluyendo, pero sin limitarse a, agua libre de pir6genos estéril, tampdn, solucién de dextrosa,
etc., antes de su uso. Con este fin, el/los compuesto(s) activo(s) se puede(n) secar por cualquier técnica conocida en
la técnica, tal como liofilizacién, y reconstituirse antes de su uso.

Para la administracion transmucosa, los penetrantes apropiados para que la barrera sea permeada se usan en la
formulacion. Estos penetrantes 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
aceptables, tales como agentes aglomerantes (por ejemplo, almidén de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o
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hidroxipropilmetilcelulosa); cargas (por ejemplo, lactosa, celulosa microcristalina o hidrégenofosfato de calcio);
lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio, talco o silice); disgregantes (por ejemplo, almidén de patata o
glicolato sodico de almidén) o agentes humectantes (por ejemplo, lauril sulfato de sodio). Los comprimidos se
pueden recubrir por métodos muy conocidos en la técnica, por ejemplo, con azlcares, peliculas o recubrimientos.
Los profarmacos de fosfato en los que el/los progrupo(s) es/son de la férmula -(CR)de)y-O-P(O)(OH)g y varias sales
de profarmacos de fosfato en las que el/los progrupo(s) es/son de la férmula -(CR)de)y-O-P(O)(O’)g[M*]g o -
(CR)dRd)y-O-P(O)(OH)(O')[M+], en los que cada R, independientemente de los demas, se selecciona de hidrogeno y
alquilo inferior e y es 1 6 2 y que presenta una solubilidad en agua en el intervalo de aproximadamente 0,1 a 1000
mg/ml a pH fisiolégico, son especialmente adecuados para la administracién oral por medio de comprimidos y
capsulas. Cuando se administra a ratas Sprague-Dawley por via oral a partir de capsulas, el compuesto 4 de
profarmaco presenta una biodisponibilidad del compuesto 1 de farmaco de aproximadamente un 30 % (véase la
figura 5), siendo la absorcion casi idéntica a la del compuesto 1 de farmaco activo (véase la figura 6). Se espera que
otros profarmacos de fosfato y sales de profarmacos que tienen propiedades de solubilidad en agua similares a las
del compuesto 4 de profarmaco presenten propiedades farmacocinéticas similares.

Una formulacién de comprimidos ejemplar especifica para el compuesto 4 de profarmaco (asi como otros
profarmacos que contienen fosfato) contiene aproximadamente 50-400 mg de compuesto de profarmaco (o una sal
del mismo), aproximadamente de un 0,05 a un 0,5 % en peso de dioxido de silicio coloidal, aproximadamente de un
0,5 a un 5,0 % en peso de croscarmelosa de sodio, aproximadamente de un 0,25 a un 5,0 % en peso de estearato
de magnesio y aproximadamente de un 20 a un 80 % en peso de celulosa microcristalina. Si se desea, se pueden
recubrir los comprimidos con una pelicula, tal como una pelicula de hipromelosa, carboximetilcelulosa o fructosa,
que puede contener opcionalmente agentes colorantes, tales como, por ejemplo, FD&C azul n® 1, FD&C verde n° 3,
FD&C amarillo n® 6 y diéxido de titanio.

Las preparaciones liquidas orales pueden adoptar la forma, por ejemplo, de elixires, soluciones, jarabes o
suspensiones, 0 se pueden presentar como un producto seco para su reconstitucion con agua u otro vehiculo
adecuado antes de su uso. Estas preparaciones liquidas se pueden preparar por medios convencionales con
aditivos farmacéuticamente aceptables, tales como agentes de suspension (por ejemplo, jarabe de sorbitol,
derivados de celulosa o grasas hidrogenadas comestibles); agentes emulsionantes (por ejemplo, lecitina o goma
arabiga); vehiculos no acuosos (por ejemplo, aceite de almendra, ésteres oleosos, alcohol etilico, CREMOPHORE™
0 aceites vegetales fraccionados); y conservantes (por ejemplo, p-hidroxibenzoatos de metilo o propilo o acido
sorbico). Las preparaciones también pueden contener sales tamponadoras, conservantes y agentes saborizantes,
colorantes y edulcorantes segun convenga.

Los preparativos para la administracion oral se pueden formular adecuadamente para dar una liberacion controlada
del profarmaco o de la sal de profarmaco, como es bien conocido.

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

Para las vias de administracion rectal y vaginal, el/los profarmaco(s) o la(s) sal(es) de profarmaco(s) se puede(n)
formular como soluciones (para enemas de retencioén), supositorios o pomadas que contienen bases de supositorios
convencionales, tales como manteca de cacao u otros glicéridos.

Para la administracion nasal o la administracion por inhalacion o insuflacién, el/los profarmaco(s) o la(s) sal(es) de
profarmaco(s) que puede(n) suministrar convenientemente en forma de pulverizacion de aerosol a partir de envases
presurizados o un nebulizador, con el uso de un propulsor adecuado, por ejemplo, diclorofluorometano,
triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, fluorocarbonos, diéxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de
un aerosol presurizado, la unidad de dosificacion se puede determinar proporcionando una véalvula para administrar
una cantidad medida. Se pueden formular capsulas y cartuchos para su uso en un inhalador o insuflador (por
ejemplo, capsulas y cartuchos compuestos de gelatina) que contengan una mezcla en polvo del compuesto y una
base en polvo adecuada, tal como lactosa o almidén.

Para la administracién ocular, el/los profarmaco(s) o la/las sal(es) de profarmaco(s) se puede(n) formular como una
solucién, emulsién, suspension, etc., adecuadas para su administraciéon en el ojo. En la técnica se conocen muchos
vehiculos adecuados para administrar compuestos en el ojo. Los ejemplos no limitantes especificos se describen en
la patente de los EE.UU. n® 6.261.547; la patente de los EE.UU. n® 6.197.934; la patente de los EE.UU. n®
6.056.950; la patente de los EE.UU. n® 5.800.807; la patente de los EE.UU. n? 5.776.445; la patente de los EE.UU.
n® 5.698.219; la patente de los EE.UU. n® 5.521.222; |la patente de los EE.UU. n? 5.403.841; la patente de los
EE.UU. n? 5.077.033; la patente de los EE.UU. n® 4.882.150; y la patente de los EE.UU. n® 4.738.851.

Para la administracion prolongada, el/los profarmaco(s) o la(s) sal(es) de profarmaco(s) se puede(n) formular como
una preparacion de depdsito para la administracién por implantacién o inyeccion intramuscular. El/los profarmaco(s)
o la(s) sal(es) de profarmaco(s) se puede(n) formular con materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (por
ejemplo, como una emulsién en un aceite aceptable) o resinas de intercambio iénico, o como derivados
moderadamente solubles, por ejemplo, como una sal moderadamente soluble. De forma alternativa, se pueden usar
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sistemas de administracion transdérmica fabricados como un disco o parche adhesivo que libera lentamente el/los
profarmaco(s) o la(s) sal(es) de profarmaco(s) para absorcion percutanea. Con este fin, se pueden usar
potenciadores de permeacion para facilitar la penetracion del/de los profarmaco(s) o la(s) sal(es) de profarmaco(s).
Los parches transdérmicos adecuados se describen, por ejemplo, en la patente de los EE.UU. n? 5.407.713.; la
patente de los EE.UU. n® 5.352.456; la patente de los EE.UU. n° 5.332.213; la patente de los EE.UU. n° 5.336.168;
la patente de los EE.UU. n® 5.290.561; la patente de los EE.UU. n® 5.254.346; la patente de los EE.UU. n®
5.164.189; la patente de los EE.UU. n® 5.163.899; la patente de los EE.UU. n? 5.088.977; la patente de los EE.UU.
n? 5.087.240; la patente de los EE.UU. n® 5.008.110; y la patente de los EE.UU. n? 4.921.475.

De forma alternativa, se pueden emplear otros sistemas de administracion farmacéutica. Los liposomas y las
emulsiones son ejemplos muy conocidos de vehiculos de administracion que se pueden usar para suministrar el/los
profarmaco(s) o la(s) sal(es) de profarmaco(s). También se pueden emplear determinados disolventes organicos,
tales como dimetilsulféxido (DMSQO), aunque normalmente a costa de una mayor toxicidad.

Las composiciones farmacéuticas se pueden presentar, si se desea, en un envase o dispositivo dispensador que
puede contener una o mas formas de dosificacion unitarias que contienen el/los profarmaco(s) o la(s) sal(es) de
profarmaco(s). El envase puede comprender, por ejemplo, ldmina de metal o de plastico, tal como un envase tipo
blister. El envase o dispositivo dispensador se puede acompafar por instrucciones para su administracion.

Dosificaciones eficaces

El/los profarmaco(s) o la(s) sal(es) de profarmaco(s) descritas en el presente documento, o composiciones de las
mismas, se usaran en general en una cantidad eficaz para lograr el resultado previsto, por ejemplo en una cantidad
eficaz para tratar o evitar la enfermedad particular que se va a tratar. El/los profarmaco(s) o la(s) sal(es) de
profarmaco(s) se puede(n) administrar de forma terapéutica para lograr un beneficio terapéutico o de forma
profilactica para lograr un beneficio profilactico. Pro beneficio terapéutico se quiere decir la erradicacién o mejora del
trastorno subyacente que se esta tratando y/o la erradicacion o mejora de uno 0 mas de los sintomas asociados con
el trastorno subyacente, de modo que el paciente informe de una mejora en la sensacion o el estado, a pesar de que
el paciente aun pueda estar afectado con el trastorno subyacente. Por ejemplo, la administraciéon de un compuesto a
un paciente que padece de una alergia proporciona un beneficio terapéutico no sélo cuando se erradica o se mejora
la respuesta alérgica subyacente, sino también cuando el paciente informa de un descenso en la gravedad o la
duracién de los sintomas asociados con la alergia después de la exposicién al alérgeno. Como otro ejemplo, el
beneficio terapéutico en el contexto del asma incluye una mejora en la respiracién después del inicio de un ataque
asmatico, o una reduccion en la frecuencia o gravedad de episodios asmaticos. El beneficio terapéutico en el
contexto de la AR también incluye el ACR20 o ACR50 o ACR70 o, como se describe previamente. En general, el
beneficio terapéutico también incluye detener o ralentizar la progresion de la enfermedad, independientemente de si
se consigue una mejora.

Para la administracion profilactica, el/los profarmaco(s) o la(s) sal(es) de profarmaco(s) se puede(n) administrar 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/los profarmaco(s) o la(s) sal(es) de profarmaco(s) se puede(n)
administrar antes de la administracion del farmaco para evitar o mejorar una respuesta alérgica al farmaco. De forma
alternativa, la administracién profilactica se puede aplicar para evitar la apariciéon de sintomas en un paciente
diagnosticado con el trastorno subyacente. Por ejemplo, el/los profarmaco(s) o la(s) sal(es) de profarmaco(s) se
puede(n) administrar a un paciente alérgico antes de la exposicién esperada al alérgeno. El/los profarmaco(s) o la(s)
sal(es) de profarmaco(s) también se pueden administrar de forma profilactica a individuos sanos que se exponen
repetidamente a agentes conocidos de una de las enfermedades descritas anteriormente para evitar la aparicion del
trastorno. Por ejemplo, el/los profarmaco(s) o la(s) sal(es) de profarmaco(s) se puede(n) administrar a un individuo
sano que se expone repetidamente a un alérgeno conocido por inducir alergias, tales como latex, en un esfuerzo por
evitar que el individuo desarrolle una alergia. De forma alternativa, el/los profarmaco(s) o la(s) sal(es) de
profarmaco(s) se puede(n) administrar a un paciente que padecen de asma antes de tomar parte en actividades que
desencadenan ataques de asma para disminuir la gravedad de, o evitar por completo, un episodio asmatico.

La cantidad del/de los profarmaco(s) o la(s) sal(es) de profarmaco(s) administrada dependera de muchos factores,
incluyendo, por ejemplo, la indicacién particular que se trata, el modo de administracién, si el beneficio deseado es
profilactico o terapéutico, la gravedad de la indicacién que se trata y la edad y el peso del paciente, la
biodisponibilidad del/de los profarmaco(s) o la(s) sal(es) de profarmaco(s) particular(es), la tasa de conversion y la
eficacia en compuesto de farmaco activo en la via de administracion seleccionada, etc. La determinacién de una
dosificacién efectiva del/de los profarmaco(s) o la(s) sal(es) de profarmaco(s) para un uso y modo de administracién
particulares esta dentro de las capacidades de los expertos en la técnica.

Las dosificaciones eficaces se pueden estimar inicialmente a partir de la actividad in vitro y ensayos de metabolismo.
Por ejemplo, se puede formular una dosificacion inicial de profarmaco o sal de profarmaco para su uso en animales
para lograr una concentracion sanguinea o sérica circulante del compuesto activo de metabolito que sea de o
superior a una Clso del compuesto particular como se mide en un ensayo in vitro, tal como CHMC o BMMC in vitro y
otros ensayos in vitro descritos en la solicitud de los EE.UU. con n? de serie 10/355.543 presentada el 31 de enero
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de 2003 (US2004/0029902A1), la solicitud internacional con n® de serie PCT/US03/03022 presentada el 31 de enero
de 2003 (documento WO 03/063794), la solicitud de los EE.UU. con n® de serie 10/631.029 presentada el 29 de julio
de 2003 (documento US 2005/0028212), la solicitud internacional con n® de serie PCT/US03/24087 (documento
WQ02004/014382), la solicitud de los EE.UU. con n® de serie 10/903.263 presentada el 30 de julio de 2004
(US2005/0234049), vy la solicitud internacional con n® de serie PCT/US2004/24716 (documento WO 2005//016893).
El calculo de las dosificaciones para lograr estas concentraciones sanguineas o séricas circulantes teniendo en
cuenta la biodisponibilidad del profarmaco particular por medio de la via de administracion deseada esta dentro de
las capacidades de los expertos en la técnica. Para que sirva de guia, se remite al lector a Fingl y Woodbury,
"General Principles", en: Goodman and Gilman's The Pharmaceutical Basis of Therapeutics, capitulo 1, p. 1-46,
ultima ediciéon, Pagamonon Press, y las referencias citadas en éste.

También se pueden estimar las dosificaciones iniciales de profarmaco o sal de profarmaco a partir de datos in vivo,
tales como modelos animales. Los modelos animales Utiles para someter a prueba la eficacia de los metabolitos
activos para tratar o evitar las diferentes enfermedades descritas anteriormente son muy conocidos en la técnica.
Los modelos animales adecuados de hipersensibilidad o reacciones alérgicas se describen en Foster, 1995, Allergy
50(21 Supl):6-9, analisis 34-38 y en Tumas et al., 2001, J. Allergy Clin. Immunol. 107(6):1025-1033. Los 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 en Sugimoto et al., 2000, Immunopharmacology 48(1):1-7.

Los 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 en Kunertetal., 2001, Invest. Ophthalmol. Vis.
Sci.42(11):2483-2489. Los modelos animales adecuados de mastocitosis sistémica se describen en O'Keefe et al.,
1987, J. Vet. Intern. Med. 1 (2):75-80 y en Bean-Knudsen et al, 1989, Vet. Pathol. 26(1):90-92. Los modelos
animales adecuados de sindrome de hiper IgE se describen en Claman et al., 1990, Clin. Immunol. Immunopathol.
56(1):46-53. Los modelos animales adecuados de linfoma de linfocitos B se describen en Hough et al., 1998, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 95:13853-13858 y en Hakim et al., 1996, J. Immunol. 157 (12):5503-5511. Los modelos
animales adecuados de trastornos atdpico tales como dermatitis atopica, eccema atopico y asma atdpica se
describen en Chan et al., 2001, J. Invest. Dermatol. 1 J 7(4):977-983 y en Suto et al., 1999, Int. Arch. Allergy
Immunol. 120 (Supl. 1): 70-75. Los modelos animales adecuados para someter a prueba la biodisponibilidad y/o el
metabolismo de profarmacos en metabolitos activos también son muy conocidos. Los expertos en la técnica pueden
adaptar de forma rutinaria esta informacion para determinar dosificaciones las dosificaciones de profarmacos y sales
de profarmacos particulares adecuados para la administracion humana. Otros modelos animales adecuados se
describen en la seccion de ejemplos.

Las cantidades de dosificacién estaran normalmente en el intervalo de desde aproximadamente 0,0001 mg/kg/dia,
0,001 mg/kg/dia o 0,01 mg/kg/dia a aproximadamente 100 mg/kg/dia, pero pueden ser mayores o menores,
dependiendo, entre otros factores, de la actividad del compuesto de metabolito activo, la biodisponibilidad del
profarmaco o sal de profarmaco, su cinética de metabolismo y otras propiedades farmacocinéticas, el modo de
administracién y otros diversos factores, analizados anteriormente. La cantidad y el intervalo de dosificacion se
puede ajustar individualmente para proporcionar concentraciones plasmaticas del/de los profarmaco(s), sal(es) de
profarmaco(s) y/o su compuesto(s) de metabolito activo(s) que son suficientes para mantener el efecto terapéutico o
profilactico. Por ejemplo, los profarmacos se pueden administrar una vez por semana, varias veces por semana (por
ejemplo, en dias alternos), una vez al dia o varias veces al dia, dependiendo, entre otras cosas, del modo de
administracion, la indicacion especifica que se trata y el criterio del médico. En casos de administracion o captacion
selectiva local, tal como la administracion tépica local, la concentracién local eficaz de profarmaco(s), sal(es) de
profarmaco(s) y/o compuesto(s) de metabolito activo(s) puede no estar relacionada con la concentracion plasmatica.
Los expertos en la técnica podran optimizar las dosificaciones locales eficaces sin experimentacion indebida.

Preferentemente, los profarmacos se metabolizaran en compuesto(s) activo(s), que proporcionaran un beneficio
terapéutico o profilactico sin provocar toxicidad sustancial.

La toxicidad de los metabolitos activos y otros, asi como el profdrmaco no metabolizado se puede determinar
usando métodos farmacéuticos estandar. La proporcion de dosis entre el efecto tdxicos y terapéuticos (o
profilacticos) es el indice terapéutico. Se prefieren profarmaco(s) y sal(es) de profarmaco(s) que presenten altos
indices terapéuticos.

Las invenciones que se han descrito, los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustracion y sin limitacion.
Ejemplos

1. Sintesis del compuesto 4 de profarmaco (intermedio de sintesis)

1.1 N4-(2,2-dimetil-4-[(di-terc-butil-fosfonoxi)metil]-3-oxo-5-pirido[1,4]oxazin-6-il)-5-fluoro- N2-(3,4,5-trimetoxi-
fenil)-2,4-pirimidindiamina (compuesto 3)

24



10

15

20

25

30

35

40

ES 2380551 T3

C8,COy
1] acetona
70% de conversion
4 dias

F ¢ o F. 4 o 4 ) +
;):om I:i"@i, . j ™y @[i’ 5 jﬁﬁ;{:}ka @0’ . M4Ham
' 0.20 L E

N © u N NN N menor;z
’1 u L .g. N o,g_o\uﬁ LO.?.O\F 3
o, &) [+ mayor
\ * = v, T
Y | 16.20% TEAICH,Chy
' oC,
menore} Y 130
g T

o £ o o J @o
co b rBo SERIRE & 20 Pl e
Son " ’ 0.3.0H .

Se agité N4-(2,2-dimetil-3-ox0-4H-5-pirido[1,4]oxazin-6-il)-5-fluoro-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina (1,
1,0 g, 2,12 mmol), Cs2CO3 (1,0 g, 3,07 mmol) y clorometilfosfato de di-terc-butilo (2, 0,67 g, 2,59 mmol) en acetona
(20 ml) a temperatura ambiente bajo atmdsfera de nitrégeno. Se monitorizé el progreso de la reaccion por CL/EM. La
mezcla de reaccion en bruto presentd tres picos de producto con tiempos de retencion préximos con M*+ H 693
(menor-1) 693 (mayor; 3) y 477 (menor-2) ademas de material de partida (compuesto 1). Después de agitar el
contenido durante 4 dias (consumo de un 70 %), se concentrd la mezcla de reacciéon y se diluyé con agua. Se
recogio el precipitado amarillo palido resultante formado por filtraciéon y se secé. Se purifico el sélido en bruto por
cromatografia en columna de gel de silice (pretratado con 10 % de NEts/CH2Cl» seguido de elucién con hexanos) por
gradiente de elucion con 70 % de EtOAc/hexanos 100 % EtOAtc). Se recogieron y se concentraron las fracciones
que contenian el compuesto 1y M*+ H 693. Se sometid a repurificacion el sélido blanco en bruto resultante de forma
similar como se describe previamente pero eluyendo con un 30 % -50 % -75 % -100 % de EtOAc/hexanos. Se
recogio el pico de producto principal con M*+ H 693 como un sélido blanco (270 mg, 18 %) y se caracteriz6 como
N4-(2,2-dimetil-4-[(di-terc-butil-fosfonoxi)metil]-3-oxo-5-pirido[ 1,4]oxazin-6-il)-5-fluoro-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-
pirimidindiamina (compuesto 3). RMN de H' (DMSO-d6): 6 9,21 (s, 1H3, 9,17 (s, 1H), 8,16 (d, 1H, J = 2,6 Hz), 7,76
(d, 1H,J = 8,5 Hz), 7,44 (d, 1H, J = 8,5 Hz), 7,02 (s, 2H), 5,78 (d, 1H, J°PH = 6,1 Hz), 3,64 (s, 6H), 3,58 (s, 3H), 1,45
(s, 6H), 1,33 (s, 9H). CLEM: tiempo de ret.: 14,70 min; pureza: 95 %; EM (m/e): 693 (MH*). RMN de P*' (DMSO-d6):
-11,36.

1.2. N4-(2,2-dimetil-4-[(dihidrogen-fosfonoxi)metil]-3-oxo-5-pirido[1,4]oxazin-6-il)-5-fluoro-N2-(3,4,5-trimetoxi-
fenil)-2,4-pirimidindiamina (compuesto 4)

Se afadi6 gota a gota acido trifluoroacético (1,5 ml) se afadié gota a gota solo durante 5 minutos a N4-(2,2-dimetil-
4- [(di-terc-butil-fosfonoxi)metil] -3-ox0-5-pirido[1,4]oxazin-6-il)-5-fluoro-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina
(compuesto 3,120 mg, 0,173 mmol) disuelto en CHxCl> (10 ml) a 0 °C bajo atmésfera de nitrogeno. Se dej6 el
contenido agitando durante 1,5 h. Se monitorizé el progreso de la mezcla de reaccion por CL/EM. Después de
completar el consumo del material de partida, se concentrd la mezcla de reaccion, se seco y se trituré con éter. Se
decanto la capa etérea y se secé para proporcionar el solido en bruto. El analisis de CL/EM del bruto presento tres
picos con M*+ H 581, 471 y 501. El pico correspondiente a M*+ H 581 se recogi6 por purificacion cromatogréafica de
HPLC preparativa. Se liofilizaron y se secaron las fracciones para proporcionar 53 mg (52 %) de un soélido esponjoso
blanquecino y se caracteriz6 como N4-(2,2-dimeti|-4-[(dihidrogen-fosfonoxi?metil]-3-oxo-5-pirido[1 ,4]oxazin-6-il)-5-
fluoro-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina (compuesto 4). RMN de H' (DMSO-d6): & 9,21 (s a, 2H), 8,16 (d,
1H, J = 2,6 Hz), 7,93 (d, 1H, J = 8,5 Hz), 7,39 (d, 1H, J = 8,5 Hz), 7,05 (s, 2H), 5,79 (d, 1H, J°* PH = 6,6 Hz), 3,67 (s,
6H), 3,59 (s, 3H), 1,44 (s, 6H). CLEM: tiempo de ret.: 8,52 min; pureza: 95 %; EM (m/e): 581 (MH"). RMN de P*
(DMSO-db6): -2,17.

2. Sintesis alternativa del compuesto 4 de profarmaco (intermedio de sintesis)

A continuacion, se proporciona un método alternativo de sintesis del compuesto 4 de profarmaco que atenia la
necesidad de uso de cromatografia en columna y purificaciéon por HPLC.

2.1 Sintesis de N4-(2,2-dimetil-4-[(di-terc-butil-fosfonoxi)metil]-3-oxo0-5-pirido[1,4]Joxazin-6-il)- 5-fluoro-N2-
(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina (compuesto 3)
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Se agitd6  N4-(2,2-dimetil-3-ox0-4H-5-pirido[1,4]oxazin-6-il)-5-fluoro-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina
(compuesto 1, 19,73 g, 41,97 mmol), Cs2COs (15,04 g, 46,16 mmol) y clorometilfosfato de di-terc-butilo (13,0 g,
50,38 mmol) en DMF (100 ml) a temperatura ambiente bajo atmédsfera de nitrégeno. Se monitorizd el progreso de la
reaccion por CL/EM en proceso. La mezcla de reaccion en bruto presentd dos picos de producto (proporcién 1;6,5)
con tiempos de retencion proximos con M*+ H 693 (menor)y 693 (mayor) ademas de material de partida (compuesto
1). La mezcla de reaccion amarilla inicial se volvié verde oliva al avanzar la reaccién. Se llevo a cabo el tratamiento
como sigue

1) Después de agitar el contenido durante 30 h (consumo de un 92 %), se vertié la mezcla de reaccién sobre hielo-
agua (400 ml) y se agit6 el contenido afadiendo solucion de salmuera (200 ml). El solido amarillo tostado fino
formado se filtr6, se lavé con agua y se sec6 durante toda una noche.

2) Se disolvio el sélido (35 g) en MTBE (500 ml) y se lavé con agua (400 ml). Se extrajo la capa acuosa con MTBE
(2X 350 ml) hasta la ausencia de UV en TLC. Se secaron las capas organicas combinadas sobre Na>SO4 anhidro y
se decantd.

Nota: la etapa 2 se puede realizar directamente, sin embargo, la extraccion de DMF de nuevo en solucién da lugar a
dificultades en la etapa de cristalizacion.

3) La solucién transparente de color rojo oscuro se sometié a tratamiento con 10 g de carbén activado, se calent6
hasta ebullicion y se filtro.

4) Se concentré la solucién transparente de color rojo oscuro por calentamiento normal hasta 400 ml de su volumen
y se dejo para cristalizacion. Se filtr6 el sélido cristalizado en forma de granulos, se golpearon los granulos hasta
polvo, se lavé con MTBE (400 ml) y se sec6 bajo alto vacio. Véase la etapa 7 para el tratamiento de licor madre.
Peso del sélido: 17 g; pureza: 90 % (compuesto 3), 6,26 % (compuesto 1), 1,8 % (menor M+ 693).

5) En esta fase, se llevé el sélido a 500 ml de éter etilico y se calent6 hasta ebullicion. Se enfrié y se filtré para retirar
el material no disuelto. Se concentro el filtrado.

6) Se sometio6 el concentrado superior a cristalizacion en MTBE (300 ml). El sélido blanco formado se filtr6, se lavo
con MTBE (100 ml) y se secé bajo alto vacio para proporcionar la N4-(2,2-dimetil-4-[(di-terc-butil-fosfonoxi)metil]-3-
oxo-5-pirido[1,4]oxazin-6-il)-5-fluoro-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina deseada (compuesto 3) con una
pureza de un 97 %. RMN de H' (DMSO-d6): & 9,21 (s, 1H), 9,17 (s, 1H), 8,16 (d, 1H, J = 2,6 Hz), 7,76 (d, 1 H, J =
8,5 Hz), 7,44 (d, 1H, J = 8,5 Hz), 7,02 (s, 2H), 5,78 (d, 1 H, J%w = 6,1 Hz), 3,64 (s, 6H), 3,58 (s, 3H), 1,45 (s, 6H),
1,33 (s, 9H), CLEM: tiempo de ret.: 14,70 min; pureza: 95 %; EM (m/e): 693 (MH"). RMN de pe (DMSO-d6): -11,36.
Peso del sélido: 15,64 g (rendimiento: 55 %), pureza: 97 % (compuesto 3), 3 % (compuesto 1).

7) Se concentrd el licor madre y se repitieron las etapas 5 y 6 para proporcionar el compuesto 3.

2.2. Sintesis de N4-(2,2-dimetil-4-[(dihidrogen-fosfonoxi)metil]-3-oxo-5-pirido[1,4]Joxazin-6-il)-5-fluoro-N2-
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(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina (compuesto 4)

Se calenté N4-(2,2-dimetil-4-[(di-terc-butil-fosfonoxi)metil]-3-oxo-5-pirido[1,4]oxazin-6-il)-5-fluoro-N2-(3,4,5-
trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina (compuesto 3); (15,0 g, 21,67 mmol) disuelto en AcOH:H>0O (225 ml, 4:1) a 65 °C
(temp. del bafio de aceite). Se monitorizé el progreso de la reaccién por CL/EM en proceso. La mezcla de reaccion
se transform6 en un sélido blanco tostado ligero después de 1 h de calentamiento. En este punto, la mayoria del
compuesto 3 se convirtid en producto mono des t-butilado. Después de 3 horas de calentamiento, se observo el
consumo de MP y la conversion completa del intermedio (mono des t-butilado).

Se enfrié la mezcla de reaccion, se vertié en agua helada (200 ml) se agité durante 20 min y se filtrd. Se lavé la torta
del filtro de color blanco transparente con agua (600 ml) y acetona (200 ml), sucesivamente, se secé durante 2 h
seguido de secado bajo alto vacio sobre P>Os en un desecador. Peso del solido: 12,70 g; pureza: 97 % (compuesto
3) y 3 % (compuesto 1) RMN de H' indico la presencia de acido acético (1:1)

Para retirar el acido acético, se llevo el solido a acetonitrilo (300 ml) y se concentr6 por vacio en evaporador
rotatorio. Se repitid este proceso dos veces con acetonitrilo y tolueno (3 X 300 ml). Se secé el sélido obtenido bajo
alto vacio a 500 °C.

Finalmente, se llevé el sélido a acetona (400 ml), se filtrd y se secé para proporcionar N4-(2,2-dimetil-4-[(dihidrogen-
fosfonoxi)metil]-3-oxo-5-pirido[1,4]oxazin-6-il)-5-fluoro-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina solida
(compuesto 4). RMN de H' (DMSO-d6): 8 9,21 (s ancho, 2H), 8,16 (d, 1H, J = 2,6 Hz), 7,93 (d, 1H, J = 8,5 Hz), 7,39
(d, 1H, J = 8,5 Hz), 7,05 (s, 2H), 5,79 (d, 1H, J%w = 6,6 Hz), 3,67 (s, 6H), 3,59 (s, 3H), 1,44 (s, 6H). CLEM: tiempo de
ret.: 8,52 min; pureza: 95 %; EM (m/e): 581 (MH*). RMN de pe (DMSO-d6): -2,17.

3. Sintesis de sal de monocalcio de N4-(1,2-dimetil-4-[(dihidrogen-fosfonoxi)metil]-3-oxo-5-pirido[1,4]oxazin-
6-il)-5-fluoro-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina (sal de profarmaco 6) (no de acuerdo con la
invencion)

NaHCO, (2 eq)

l? § > Hzo
el thi o=i~o~a
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: o
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H,0 N

o= .
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Se afiadieron gota a gota (10 ml) de solucién acuosa de NaHCOs (0,17 g, 2,02 mmol) a una suspension de N4-(2,2-
dimetil-4-[(dihidrogen-fosfonoxi)metil]-3-oxo-5-pirido[1,4]oxazin-6-il)-5-fluoro-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-
pirimidindiamina (0,5 g, 0,86 mmol) en agua (5 ml) a temperatura ambiente agitando mientras el contenido. Se traté
la solucién transparente formada con (10 ml) de CaCl, acuoso (0,11 g en 10 ml de agua, 0,99 mmol) gota a gota a
temperatura ambiente. La adicién dio como resultado la precipitacion de un sélido blanco de la mezcla de reaccién.
Después de completarse la adicién, se agit6 el contenido durante un periodo de 30 min, se filtrd, se lavoé con agua
(40 ml) y se secé. Se llevo el solido blanco transparente a agua (30 ml) y se calentdé sobre una placa de agitacion
hasta ebullicién. La solucion se enfrié, se filtr6 y se secé. Se recogio el sélido blanco y se sec6 adicionalmente bajo
alto vacio a 80 °C durante 32 h para proporcionar 0,41 g (83 %) de sal de monocalcio de N4-(2,2-dimetil-4-
[(dihidrogen-fosfonoxi)metil]-3-oxo-5-pirido[1,4]oxazin-6-il)-5-fluoro-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina
sélida (sal de profarmaco 4).

También se puede usar Ca(OAc). en lugar de CaClz en esta preparacion.
4. Sintesis de hexahidrato de sal de monosodio (de acuerdo con la invencion) e hidrato de sal de monosodio

(no de acuerdo con la invencion) de N4-(2,2-dimetil-4-[(dihidrogen-fosfonoxi)metil]-3-oxo-5-pirido[1,4]oxazin-
6-il)-5-fluoro-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina
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Se cargd un matraz de fondo redondo con 10,00 g de N4-(2,2-dimetil-4-dihidrogen-fosfonoxi)metil]-3-oxo-5-
pirido[1,4]oxazin-6-il)-5-fluoro-N2- (3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina (compuesto 4) y 140 ml de agua en un
matraz de fondo redondo para formar una suspensién que tiene un pH de entre 3,6 y 3,7. Se ajustd el pH en el
intervalo de 9,3 a 10,3 por adicion de NaOH acuoso 1 M, formando inicialmente una solucién turbia, que volvié a una
suspensién después de agitacién prolongada. Se calent6 a reflujo la mezcla, después se filtré en caliente la solucién
turbia a través de papel de filtro. Se aclaré el sélido recogido en el papel de filtro con 10 ml de agua caliente. Se
anadié isopropanol (75 ml) al filtrado, proporcionando una soluciéon transparente, que se dej6 enfriar hasta
temperatura ambiente durante aproximadamente 1,5 horas con agitacion, tiempo durante el que precipitdé un sélido.
Se recogi6 por filtracion el precipitado, se aclaré con 47 ml de isopropanol y se llevo a 73 ml de acetona para formar
una suspensioén, que se agitdé durante 1,5 horas a temperatura ambiente. Se recogi6é de nuevo el sélido por filtracion
y se aclaré con 18 ml de acetona, después se sec6 a aproximadamente 40 °C a vacio hasta que se retird
sustancialmente todo el isopropanol y la acetona (es decir, inferior a un 0,5 % en peso de cada). Se expuso el
producto a aire de humedad relativa de aproximadamente un 40 % y temperatura ambiente hasta que se estabilizd
el contenido de agua a aproximadamente un 15 % por valoracion de Karl Fisher, produciendo 8,18 g del compuesto
del titulo. RMN-H' (D20): 6 7,67 (d, 1H, J = 3,8 Hz), 7,49 (d, 1H, J = 8,8 Hz), 6,87 (d, 1H, J = 8,8 Hz), 6,50 (s, 2H),
5,52 (d, 1H, J*%n = 2,0 Hz), 3,53 (s, 3H), 3,47 (s, 6H), 1,32 (s, 6H). RMN-P*' (D20): 2,75. Se obtuvo el hidrato de sal
de profarmaco como un material blanco puro, altamente cristalino. La investigacion microscépica indicd que las
cristalitas son de tipo laminar con un tamafo de particula de menos de 10 um. La microscopia de luz polarizada
reveld birrefringencia corroborando la naturaleza cristalina del hidrato.

La sal de monosodio se puede preparar a partir de N4-(2,2-dimetil-4-[(dihidrogen-fosfonoxi)metil]-3-oxo-5-
pirido[1,4]oxazin-6-il)-5-fluoro-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina e hidroxido sodico con un control de pH
apropiado; un pH de 5-5,5 da como resultado predominantemente la formacién de sal de monosodio.

5. Preparacion de sal de dipotasio de N4-(2,2-dimetil-4-[(dihidrogen-fosfonoxi)metil]-3-oxo-5-
pirido[1,4]oxazin-6-il)-5-fluoro-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina (no de acuerdo con la invencion)

N, \
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Se calentd una suspension de complejo de N4-(2,2-dimetil-4-[(dihidrogen-fosfonoxi)metil]-3-oxo-5-pirido[1,4]oxazin-
6-il)-5-fluoro-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina y acido acético (1,0 g, 1,56 mmol) en agua (15 ml) a 70 °C
(temperatura del bafio de aceite) durante 10 minutos (pH = 2,9). A la suspensién de agitacién anterior, se le afadié
gota a gota KOH acuoso (2,1 M, 1,5 ml) y se observé el pH de 5,9. En este punto, se afadi6 gota a gota KOH
acuoso 2,5 M mientras monitorizando mientras el pH. Cuando el pH alcanz6 10,5 (después de 0,95 ml), se detuvo la
adicion y se agit6 la solucion transparente a la misma temperatura durante 15 minutos. Se filtré la solucion templada
en un matraz cénico y se lavo el papel de filtro con agua hasta un volumen combinado de 45 ml. Se transfirio el
filtrado sobre una placa caliente y se afiadié en porciones isopropanol (175 ml) a la solucién caliente, hasta que
persistié la turbidez después del calentamiento. Después se afiadié gota a gota agua hasta que la solucion era clara
en su punto de ebullicion. Se retird el matraz conico de la placa caliente y se dej6 enfriar a temperatura ambiente. Se
formo un sélido cristalino, que se recogié por filtracion con succién, se lavé con una cantidad minima de isopropanol
y se secO durante 30 minutos. Se sec6 el solido blanco resultante a vacio durante toda una noche a 70 °C,
proporcionando la sal de dipotasio de N4-(2,2-dimetil-4- [(dihidrogen-fosfonoxi)metil]—3-oxo-5-piridol1 ,4]oxazin-6-il)-5-
fluoro-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina, (0,95 g, 1,44 mmol, 92 %, 99 % puro). RMN-H" (D20): 6 7,68 (d,
1H, J = 3,8 Hz), 7,49 (d, 1H, J = 8,8 Hz), 6,87 (d, 1H, J = 8,8 Hz), 6,51 (s, 2H), 5,52 (d, 1H, J*p4 = 2,0 Hz), 3,54 (s,
3H), 3,48 (s, 6H), 1,32 (s, 6H). RMN-P*' (D,0): 2,7
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6. Preparacion de sal de di-L-arginina de N4-(2,2-dimetil-4-[(dihidrogen-fosfonoxi)metil]-3-oxo-5-
pirido[1,4]oxazin-6-il)-5-fluoro-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina (no de acuerdo con la invencion)
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Se calenté una suspensién de N4-(2,2-dimetil-4-[(dihidrogen-fosfonoxi)metil]-3-oxo-5-pirido[1,4]oxazin-6-il)-5-fluoro-
N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina (0,25 g, 0,43 mmol) y L-arginina (0,15 g, 0,86 mmol) en EtOH (15 ml) a
90 °C (temperatura del bafio de aceite) durante 10 minutos. Se afadi6 gota a gota agua (7,5 ml) a la suspension de
agitacion caliente hasta que volvié a una solucion transparente. Después de 1 hora de calentamiento con agitacién,
se filtr6 la solucién caliente en un matraz Erlenmeyer. El filtrado en el matraz Erlenmeyer se llevo a ebullicién sobre
una placa caliente, después se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se formé un sélido, que se recogio por filtracion
por gravedad y se seco a vacio durante toda una noche a 80 °C para formar el hidrato de sal de profarmaco (0,28 g,
0,3 mmol, 69 %). RMN H' (D20): 5 7,64 (d, 1H, J = 3,5 Hz), 7,42 (d, 1H, J = 8,8 Hz), 6,80 (d, 1H, J = 8,8 Hz), 6,45 (s,
2H), 5,53 (d, 1H, J%w = 2,8 Hz, 3,57 (t, 2H, J = 6,0 Hz), 3,51 (s, 3H), 3,44 (s, 6H), 3,01 (t, 1H, J = 6,5 Hz), 1,74-1,69
(m, 4H), 1,55-1,46 (m, 4H), 1,30 (s, 6H). RMN-P*" (D20): 2,56.

7. Preparacion de sal de di-L-lisina de N4-(2,2-dimetil-4-[(dihidrogen-fosfonoxi)metil]-3-oxo-5-
pirido[1,4]oxazin-6-il)-5-fluoro-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina (no de acuerdo con la invencion)
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Se calenté una suspensién de N4-(2,2-dimetil-4-[(dihidrogen-fosfonoxi)metil]-3-oxo-5-pirido[1,4]oxazin-6-il)-5-fluoro-
N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina (0,25 g, 0,43 mmol) y L-lisina (0,125 g, 0,86 mmol) en EtOH (15 ml) a
90 °C (temperatura del bafio de aceite) durante 10 minutos. Se afiadi6é gota a gota agua (4,5 ml) a la suspension de
agitacion caliente hasta que formé una solucion transparente. Después de 1 h de calentamiento y agitacion, la
mezcla de reaccién se filtrd, se enfrid y se concentré a vacio. Se observd precipitacion del concentrado en bruto
después de la adicion de EtOH (5 ml). Se agit6 el solido resultante durante toda una noche a temperatura ambiente
en t-BuOMe después de la concentracion de la mezcla. Se recogio eI solido blanco por filtracion por gravedad y se
seco a vacio durante toda una noche a 80 °C (0,32 g, 83 %). RMN H' (D20): 8 7,67 (d, 1H, J = 3,8 Hz), 7,47 (d, 1H,
J =8,8Hz), 6,84 (d, 1H, J = 8,8 Hz), 6,48 (s, 2H), 5,54 (d, 1H, J%w = 3,5 Hz), 3,57 (t, 2H, J = 6,0 Hz), 3,51 (s, 3H),
3,44 (s, 6H), 2,86 (t, 1H, J = 6,7 Hz), 1,77-1,70 (m, 4H), 1,62-1,52 (c, ap. 4 H, J, 6,3 Hz), 1,38-1,26 (m, 10H). RMN-
P?' (D20): 2,59.

8. Sintesis de sal de monomagnesio de N4-(2,2-dimetil-4-[(dihidrogen-fosfonoxi)metil]-3-oxo-5-
pirido[1,4]oxazin-6-il)-5-fluoro-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina (no de acuerdo con la invencion)

z"n ﬁ“

Se coloc6 una suspension de sal de dipotasio de N4-(2,2-dimetil-4-[(dihidrogen-fosfonoxi)metil]-3-oxo-5-
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pirido[1,4]oxazin-6-il)-5-fluoro-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina (0,5 g, 0,76 mmol) en 10 ml de agua en
un bario de aceite precalentado a 70 °C y se agitd hasta que la suspensidon formé una solucion transparente. Se filtrd
la solucién caliente y se lavo el papel de filtro con otros 10 ml de agua. Se calenté el filirado transparente agitando
mientras a 80 °C. Se disolvidé MgCl, (0,076 g, 0,8 mmol) en agua (10 ml), se filir6 en un matraz a través de una
columna de filtro (aclarando con 10 ml de agua), y se calenté a 90 °C (pH = 7,52). Se afadié gota a gota la solucién
de sal de dipotasio precalentada a la solucién de MgCl, anterior durante 15 min agitando mientras el contenido. La
suspensién que forma espuma blanca inicial formada se volvi6é a un sélido blanco transparente después de calentar
el contenido a 80 °C durante 1,5 h (pH = 6,3-6,7). Se recogié el solido por filtracion con succién y se lavo con agua
hasta que no se detectd ningun i6n cloruro (prueba de AgNQOs). Se sec6 por succidn el sélido durante 2 h, después
se secd a vacio a 70 °C durante toda una noche para proporcionar sal de monomagnesio de N4-(2,2-dimetil-4-
[(dihidrogen-fosfonoxi)metil]-3-oxo-5-pirido[1,4]oxazin-6-il)-5-fluoro-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina

(0,43 mg, 93 %).

9. Sintesis de compuesto 8 de profarmaco (no de acuerdo con la invencion)

2N aq. NaOH (2 eq) _ KO l Y\ i
CHOM/EO  © if ” N “i

Se anadié N4-(2,2-dimetil-4-[(di-terc-butil-fosfonoxi)metil]-3-oxo-5-pirido[1,4]oxazin-6-il)-5-fluoro-N2-(3,4,5-
trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina (preparada como se describe anteriormente) (0,2 g, 0,29 mmol) a una mezcla de
MeOH (5 ml) y Et20 (5 ml). Se afiadi6 NaOH ac. 2 N (0,023 g, 0,58 mmol) de una vez agitando mientras el contenido
a temperatura ambiente. Se monitoriz6 el progreso de la reacciéon por CL/EM. Después de 8 h de agitacion, se filtrd
el sélido precipitado y se secd para proporcionar N4-(2,2-dimetil-4-metoximetil-3-oxo-5-pirido[1,4]oxazin-6-il)-5-
fluoro-N2-(3,4,5-trimetoxifenil)-2,4-pirimidindiamina (compuesto 8) como un sélido blanco (0,11 g, 74 %). RMN de H'
(DMSO-d6): 5 9,47 (s, 1H), 9,15 (s, 1H), 8,16 (d, 1H, J = 3,8 Hz), 7,87 (d, 1H, J = 8,5 Hz), 7,37 (d, 1H, J = 8,5 Hz),
7,08 (s, 2H), 5,40 (s, 2H), 3,66 (s, 6H), 3,59 (s, 3H), 3,27 (s, 3H), 1,44 (s, 6H). CLEM: tiempo de ret.: 12,88 min;
pureza: 92 %; EM (m/e): 515 (MH").

10. Los compuestos de 2,4-pirimidindiamina activos son tolerados en animales.

La capacidad de numerosos compuestos de 2,4-pirimidindiamina biolégicamente activos de ejercer su actividad a
dosis inferiores a las que presentan toxicidad en animales se ha demostrado previamente (véase, por ejemplo, la
solicitud de EE.UU. con n® de serie 10/355.543 presentada el 31 de enero de 2003 (documento US
2004/0029902A1), la solicitud internacional con n® de serie PCT/US03/03022 presentada el 31 de enero de 2003
(documento WO 03/063794), la solicitud de EE.UU. con n® de serie 10/631.029 presentada el 29 de julio de 2003
(documento US 2005/0028212), la solicitud internacional con n° de serie PCT/US03/24087 (documento WO
2004/014382), la solicitud de EE.UU. con n? de serie 10/903.263 presentada el 30 de julio de 2004 (documento
US2005/0234049) y la solicitud internacional con n® de serie PCT/US2004/24716 (documento WO 2005/016893)).

Se ha estudiado la seguridad farmacoldgica del compuesto 1 activo en una serie esencial de estudios (respiratorio,
SNC, cardiovascular y HERG). Se not6 una ligera reduccion en el ritmo cardiaco y un incremento en el intervalo de
RR a 50 mg/kg en el estudio cardiovascular y también se noté un ligero efecto en algunos de los parametros de
comportamiento a 50 mg/kg en el estudio de SNC (lrwin). Por lo demas, los estudios de seguridad farmacolégica
determinaron que el compuesto 1 fue bien tolerado. Los estudios de toxicologia de GLP incluyeron estudios de
mutagenicidad y clastogenicidad negativos (Ames, aberracion cromosoémica y micronucleo de ratén). En estudios de
toxicidad de 28 dias en ratas y monos, las dosis mas altas mostraron un efecto reversible en hematologia,
transaminasa hepatica (sélo leve efecto en la rata), tamafno de timo y bazo (sélo rata) y celularidad de médula ésea
(rata y mono). El inmunofenotipado en el estudio en ratas revel6 una disminucién significativa en el porcentaje de
células CD3+ en ratas con dosis altas, mientras que se notd un incremento en células CD45RA+ después de la
recuperacion. La histopatologia fue de interés solo para reducciones leves en la celularidad de la médula con dosis
altas. No hubo evidencia de efectos adversos sobre la inmunidad humoral en la evaluacion de anticuerpos anti-KLH.
El nivel sin efectos adversos observados (NOAEL) es de 10-30 mg/kg/dia para ratas y 100 mg/kg/dia para monos.

11. El compuesto 1 de farmaco es bioldgicamente activo en ensayos in vitro
El compuesto 1 bloquea la activacion dependiente de FceRl de mastocitos humanos primarios derivados de sangre

del cordén umbilical (CHMC) de un modo dependiente de la dosis con una CEsy de aproximadamente 43 nM como
se evalué midiendo la actividad de triptasa liberada tras la desgranulacién. El compuesto 1 no inhibe la
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desgranulacién inducida por ionomicina de CHMC. La ionomicina es un ionéforo de calcio que induce la
desgranulacién de CHMC sorteando la sefializacion de FcR temprana, indicando asi que el compuesto 1 es
especifico para la sefalizacion de FcR y no la desgranulacién per se. El compuesto 1 también inhibe la produccién
dependiente de FcsRl y la liberacién de LTC4 (CEsp = 39 nM) y de todas las citocinas sometidas a prueba (CEsp
varia desde 158 nM - 462 nM).

12. El compuesto 1 de farmaco es eficaz en modelos animales de artritis reumatoide

La actividad biologica del compuesto 1 en edema vascular mediado por Cl (reacciéon de Arthus en la rata), en la
artritis inducida por anticuerpos de colageno en el ratdn, y en un modelo de rata de artritis inducida por colageno.

12.1. Reaccion de Arthus

El dafo tisular inflamatorio agudo mediado por Cl esta implicado en muchas enfermedades autoinmunitarias,
incluyendo vasculitis, enfermedad del suero, lupus eritematoso sistémico, AR y glomerulonefritis. El modelo
experimental clasico para dario tisular mediado por Cl es la reaccion de Arthus pasiva inversa (RPA). La inyeccion
intravenosa de antigeno (ovoalbumina, OVA) después de la inyeccién intradérmica de anticuerpos especificos a
OVA (lgG anti-OVA de conejo) da como resultado el deposito perivascular de Cl y una respuesta inflamatoria rapida
caracterizada por edema, infiltracién de neutréfilos y hemorragia en las zonas de inyeccién (Szalai, et al., 2000, J.
Immunol. 164 (1): 463-468).

Un Unico tratamiento oral de ratas con el compuesto 1 hora antes de la administracién de antigeno/anticuerpo redujo
la reaccion RPA cutanea y el edema inflamatorio de un modo dependiente de la dosis. La administracién de 10
mg/kg por via oral del compuesto 1 inhibi6 la secrecién extravascular de colorante azul de Evans (DOe10) de biopsias
tisulares por un 80 % en comparacion con el control de vehiculo.

12.2. Artritis inducida por anticuerpos de colageno

Se evalué la actividad antiinflamatoria del compuesto 1 en el modelo de artritis inducida por anticuerpos y colageno
de raton reumatoide (CAIA) en el que se aplica un coctel de anticuerpos anti-colageno tipo Il para inducir artritis
(Teroto et al., 1992, J. Immunol. 148 (7): 2103-2108; McCoy et al., 2002, J. Clin. Invest. 110 (5): 651-658; Kagari ET
al., 2002, J. Immunol. 169 (3): 1459-1466). Este modelo pasivo difiere de la artritis inducida por colageno de roedor
tradicional (CIA) en la que los sintomas de la enfermedad aparecen rapidamente (desarrollandose en las 24-48
horas después de una inyeccion iv de anticuerpos), la artritis es inducible en cepas de ratén tanto susceptibles a CIA
como resistentes a CIA y permite una evaluacion de la inflamaciéon que es independiente de la produccion de
anticuerpos.

Se indujo CAIA en ratones Balb/C por inyeccion intravenosa de mezcla de anticuerpos monoclonales Arthrogen-
CIA® (Chemicon International, Inc., Temecula, CA) por medio de la vena de la cola, seguido 2 dias mas tarde por
una inyeccion intraperitoneal de LPS. Se inicié el tratamiento de compuesto 1 por via oral en las 4 horas de la
administracion de anticuerpo (dia 0). Se puntu6 diariamente la gravedad de la artritis en las patas traseras (escala
de 0-4 por pata, suma de puntuaciones para ambas patas traseras). En el dia 5, ambos grupos de control, solucién
salina y vehiculo, alcanzaron su puntuacion clinica maxima con una incidencia de enfermedad del 100 %.

La reduccién en la inflamacién y la hinchazén fue evidente en animales tratados con el compuesto 1 y la artritis
avanzé mas lentamente. El tratamiento con el compuesto 1 (dos veces al dia) redujo significativamente la artritis (p <
0,05) en comparacién con los animales tratados sélo con vehiculo, mientras que los niveles de dosis mas baja del
compuesto 1 mostraron una tendencia hacia la reduccion en la gravedad de la artritis, incidencia de la enfermedad y
tiempo de inicio; sin embargo, las diferencias no fueron significativas (p > 0,05).

12.3. Artritis inducida por colageno

Uno de los modelos experimentales para dafo tisular mediado por Cl es el CIA en roedores (Kleinau et al., 2000, J.
Exp. Med. 191:1611-1616). La inyeccion de colageno de tipo Il (Cll) en roedores produce una reacciéon inmunitaria
que implica caracteristicamente la destruccion inflamatoria de cartilago y hueso de las articulaciones distales con
hinchazén concomitante de los tejidos circundantes. Comunmente, CIA se usa en ratas para evaluar compuestos
que pueden ser de un uso potencial como farmacos para el tratamiento de artritis reumatoide y otras afecciones
inflamatorias cronicas y se induce en cepas susceptibles de ratones o bien de ratas por inyeccion de Cll en
coadyuvante de Freund incompleto (IFA). La administraciéon de esta emulsién da lugar a poliartritis, caracterizada por
hiperplasia sinovial, infiltracién de células mononucleares, formacion de pafno y destruccion de cartilago y hueso. Se
ha documentado bien previamente que los anticuerpos para Cll son un prerrequisito para CIA en ratones, ya que los
ratones deficientes en linfocitos B no desarrollan artritis (Svensson et al., 1998, Clin. Exp. Immunol. 111:521-526).

Se inmunizaron ratas LOU singénicas el dia 0 con CII/IFA natural de pollo. El tratamiento por via oral comenz6 con

la aparicién de sintomas de artritis (dia 10). Se trataron un total de 59 ratas tanto con un control de vehiculo como
con el compuesto 1 en uno de cuatro niveles de dosis (1, 3, 10 y 30 mg/kg, administrado una vez al dia mediante
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sonda p.o.). Se puntuaron diariamente las extremidades traseras para determinar la gravedad de la artritis clinica
usando un método normalizado basado en el grado de inflamacién de las articulaciones. Se obtuvieron radiografias
digitales de alta resolucion de las extremidades traseras a la conclusion del estudio (dia 28). También se analizaron
estas extremidades para determinar cambios histopatologicos. Se midieron los anticuerpos de IgG para Cll natural
por cuadruplicado por ELISA. Se observé una reduccion significativa (p < 0,05) en la gravedad de la artritis que era
evidente en los 7 dias después de comenzar el tratamiento en el grupo de dosis alta (30 mg/kg) grupo que continué
mejorando a lo largo del estudio. En el dia 28, la puntuacion clinica en los animales tratados sélo con vehiculo fue de
6,08 + 0,67 en comparacion con 2,54 + 0,98 en el grupo de 30 mg/kg del compuesto 1 (p < 0,001). Las radiografias
ciegas a la conclusion del estudio (dia 28), demostraron una reduccién significativa del dafio articular: 3,66 = 0,71
(vehiculo) frente a 1,63 + 0,67 (compuesto 1) (p < 0,02) (P. Brahn. 2004). Los estudios histopatolégicos ciegos
confirmaron la regresion del pafio y las erosiones: Las puntuaciones de Mankin modificadas promedio fueron de 11,8
+ 0,9 (vehiculo) frente a 3,7 + 0,9 (30 mg/kg de compuesto 1) (p < 0,001). Los anticuerpos para CIl natural no
disminuyeron en ratas tratadas con el compuesto 1.

13. Los compuestos de profarmaco estan biodisponibles por via oral

Se sometié a prueba el compuesto 4 de profarmaco para determinar su biodisponibilidad oral. Para el estudio, se
disolvio el profarmaco en diversos vehiculos (por ejemplo, solucién de PEG 400 y suspension de CMC) para la
dosificacién intravenosa y oral en las ratas. Cuando asi se indico, el compuesto de metabolito activo compuesto 1
(farmaco), se formuld y se administr6 en los mismos vehiculos. Después de la administracion del farmaco y/o
farmaco, se obtuvieron y se extrajeron muestras de plasma. Se determinaron las concentraciones plasmaticas del
profarmaco y/o farmaco por métodos de cromatografia liquida de alta resolucién/espectrometria de masas en
tandem (CL/EM/EM). Se llevaron a cabo analisis farmacocinéticos basados en datos de concentracion plasmatica.
Los parametros farmacocinéticos de interés incluyen eliminacion (CL), Volumen de distribucion en el estado
estacionario (Vss), vida media terminal (t '2) y biodisponibilidad oral ( %F).

Los resultados de estos diversos experimentos farmacocinéticos se ilustran en las figuras 4-12.

En referencia a la figura 4, los perfiles FC se muestran para la administracién iv y p.o. en ratas Spraque-Dawley.
Para administracion iv, se disolvid el compuesto 4 en PEG-400 y se administr6 a una dosis de 1 mg/kg. Se observé
una desaparicion rapida del compuesto 4 de profarmaco y se encontr6 compuesto 1 de profarmaco en muestras de
plasma obtenidas de la vena yugular. Al administrar por via oral en el mismo vehiculo, no se presenté compuesto 4
de profarmaco sistémicamente, pero se observaron altos niveles de compuesto 1 de metabolito de farmaco.

La figura 5 resume los parametros FC para el estudio descrito en la figura 4. El compuesto 4 de profarmaco se
elimina rapidamente y, en parte, se convierte al compuesto 1 de farmaco. Al administrar por via oral a una dosis de 4
mg/kg, se determind que la biodisponibilidad fue de un 29,9 %. Este nimero de biodisponibilidad se basa en datos
obtenidos a partir de un estudio previo (datos no mostrados) en el que se administré el compuesto 1 de farmaco
como una dosis de bolo iva 1 mg/kg.

La figura 6 compara la exposicién al compuesto 1 de farmaco en ratas Sprague-Dawley después de la
administracion oral del compuesto 1 de farmaco (2,5 mg/kg en PEG-400) o bien del compuesto 4 de profarmaco (4
mg/kg en PEG-400). Los valores para AUC/dosis son casi idénticos, lo que indica que el compuesto 4 de profarmaco
se absorbe igualmente, asi como el compuesto 1.

La figura 7 muestra una representacion de cLogD frente a pH calculada usando predicciones in-situ tanto para el
compuesto 1 como el compuesto 4. El compuesto 1 es altamente lipdfilo y sélo débilmente ionizable (la solubilidad
medida es menor de 1 microgramo/ml en tampdn fosfato a pH = 7,5, datos no mostrados). En cambio, el compuesto
4 es altamente polar a pH neutro. Los valores de solubilidad medidos son consistentes con los valores de cLogD
predichos a pH = 7,5.

La figura 8 demuestra que el compuesto 4 de profarmaco es estable bajo condiciones acidas y neutras a 37 °C.

La figura 9 ilustra la conversion del compuesto 4 de profarmaco al compuesto 1 de farmaco en preparaciones de
microsomas. El compuesto 4 de profarmaco no se convierte al compuesto 1 de fa&rmaco en preparaciones
microsomales obtenidas por Xenotech. En estudios de seguimiento usando microsomas intestinales y hepéaticos
obtenidos de una fuente diferente, se observé conversion del compuesto 4 al compuesto 1 (datos no mostrados).

La figura 10 ilustra que ese compuesto 4 de profarmaco es inestable en plasma de ratas, se observa hidrélisis para
el compuesto 1 de farmaco y se cree que la conversion del compuesto 1 esta catalizada por enzimas de la fosfatasa.
Se confirmd la presencia de actividad de fosfatasas en plasma de rata usando p-nitrofenil fosfato (un sustrato de
fosfatasa conocido).

La figura 11 ilustra la absorcion de compuesto 4 de profarmaco de vehiculos diferentes. A diferencia del compuesto

1de farmaco, la absorcion del compuesto 4 de profarmaco no es dependiente de la formulacién. El compuesto 4 de
profarmaco se absorbe igualmente bien en formulaciones de solucion (PEG-400 al y carboximetilcelulosa (CMC)) y
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en polvo en capsulas de gelatina dura.

En base a los datos farmacocinéticos, se determind que la biodisponibilidad oral ( % F) del compuesto 4 de
profarmaco de los tres vehiculos sometidos a prueba (solucion PEG-400; solucién de CMC; y polvo en capsulas) fue
aproximadamente de un 30 %.

14. Los hidratos de sal de profarmaco son estables

Se someti6 el hidrato de sal de profarmaco 32 se andlisis térmico, analisis de sorcién de humedad y andlisis de
difraccion en polvo de rayos X (XRPD) para determinar su estabilidad y cristalinidad.

Se obtuvieron termogramas de calorimetria de barrido diferencial (DSC) usando un DSC Q 100 (TA Instruments,
New Castle, DE). Se calibraron el eje de temperatura y la constante de la célula de la célula de DSC con indio (10
mg, 99,9 % puro, punto de fusién 156,6 °C, calor de fusion 28,4 J/g). Se pesaron las muestras (2,0 - 5,0 mg) en
cubetas de aluminio en una balanza analitica. Se usaron cubetas de aluminio sin las tapas para el analisis. Se
equilibraron las muestras a 25 °C y se calentd a 250 - 300 °C a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min bajo
flujo de nitrégeno continuo. Se realiz6 el analisis termogravimétrico (TGA) de las muestras con Q 50 (TA
Instruments, New Castle, DE). Se analizaron las muestras (2,0 a 5,0 mg) en cubetas de aluminio abiertas bajo un
flujo de nitrégeno (50 ml/min) a de 25 °C a 210 °C con una tasa de calentamiento de 10 °C/min.

Se dej6 secar la muestra para andlisis de humedad a 25 °C durante 4 horas bajo una corriente de nitrégeno seco.
Después, se incrementd gradualmente la humedad relativa desde un 10 hasta un 90 % de humedad relativa (analisis
de adsorcion) permitiendo que la muestra se equilibre durante un maximo de cuatro horas antes de pesarla y
moverla a la siguiente etapa. Se midi6 el analisis de desorcién desde un 85 hasta un 0 % de humedad relativa con el
mismo tiempo de equilibrado. Después, se secéd la muestra a 80 °C durante 2 horas o hasta que no se observd
pérdida de peso bajo una corriente de nitrégeno seco.

Se recogieron los datos de difraccion de rayos X en polvo usando un sistema de XRD de mesa Miniflex
(Rigaku/MSC, The Woodlands, TX) de 5° a 45% 26 con etapas de 0,1° y el tiempo de medicion fue de 1,0
segundo/etapa. Se molieron todas las muestras hasta un tamafio similar antes de la exposicién a la radiacion. Se
iluminaron las muestras en polvo usando radiacién CuKa (A = 1,54056 A) a 30 kV y 15 mA.

Se recogieron los datos de XRPD a temperatura variable usando una camara Guinier 670 con placas de imagen de
Huber empleando radiacion de CuKa; filtrada con Ni (A = 1,5405981 A) producida a 40 kV y 20 mA por un generador
PW 1120/00 de Philips provisto con un tubo PW2273/20 con enfoque de precisién largo de Huber y un
monocromador Guinier de Huber de la serie 611/15. Se empaquetd el polvo original en un capilar Lindemann
(Hilgenberg, Alemania) con un didametro interno de 1 mm y un espesor de pared de 0,01 mm. Se calenté la muestra
a una tasa promedio de 5 Kmin™ usando una unidad controladora de temperatura elevada HTC 9634 de Huber con
el dispositivo de rotacion capilar 670,2. Se mantuvo constante la temperatura en intervalos seleccionados durante 10
minutos mientras se expuso la muestra a rayos X y se registraron varias imagenes. Se us6 un intervalo de 26 de
4,00 - 100,0° con un tamafo de etapa de 0,005° 26.

La figura 12 presenta los termogramas de DSC y TGA de una muestra de hidrato de sal de profarmaco 32. El
termograma de DSC revela tres transiciones endotérmicas: un pico inicial con una temperatura de inicio de 42,98 +
2,01 °C y una temperatura de pico de 70,26 + 1,78 °C, seguida inmediatamente de otra endoterma con un inicio de
90,33 £ 3,21 °C y un pico a 106,19 £ 2,89 °C. El valor de la entalpia asociada con la primera transicion es de 209,70
+ 12,34 J/g, mientras que la segunda transicion requiere aproximadamente 67,24 + 4,56 J/g. De acuerdo con las
transiciones de DSC, los analisis de TGA indican tres fases distintas de cambio de peso. Durante la primera etapa,
la muestra pierde un 9,64 + 0,18 % de masa, seguido de un cambio sutil en la pendiente que conlleva otra pérdida
de peso de un 5,13 £ 0,11 %. Por tanto, la muestra pierde un total de aproximadamente 14,74 + 0,14 % hasta una
temperatura de 150 °C. Estos resultados estan en consonancia con los datos de valoracion de Karl Fisher que
indican que el contenido en agua de la muestra es aproximadamente de un 14,82 + 0,17 %, correspondiente a 6
moles de agua por mol de sal de profarmaco. Por tanto, las dos primeras transiciones en el perfil térmico de la sal de
profarmaco 32 de deben a la deshidratacion de la muestra. La transicion de DSC final se inicia a 206,54 + 4,63 °C y
un maximo de pico a 223,35 + 2,27 °C y una entalpia de 35,26 + 5,44 J/g y se cree que se debe a la fusion. El TGA
indica una pérdida de peso durante esta transicion, que se atribuye a la pérdida de masa debido a la
descomposicion de la muestra.

El perfil de sorcion de humedad de una muestra de hidrato de sal de profarmaco 32, mostrada en la fig. 13,
demuestra que la forma hexahidrato es estable en un amplio intervalo de humedades relativas. Cuando se seca la
muestra a temperatura ambiente y con una humedad relativa aproximadamente de un 0 %, la muestra tiende a
perder la mayoria de su contenido en humedad. Como se observa en la figura 13, el contenido en humedad de la
muestra es aproximadamente de un 4,0 % bajo condiciones secas. Esto indica que se pierden aproximadamente 4
moléculas de agua por sal de profarmaco 32 en esta baja humedad. Sin embargo, tan pronto como se incrementa la
humedad, la muestra recobra todas sus moléculas de agua y vuelve a un contenido en agua de aproximadamente
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un 14,0 %. En particular, este cambio de agua desde un 4,0 hasta un 14,0 % se produce en un intervalo muy
estrecho (0-10 %) de humedades relativas. En comparacién con el cambios producido en este intervalo de humedad
estrecho, el cambio en el contenido en humedad sobre de un 10,0 a un 95,0 % de humedad relativa es relativamente
pequeno.

Sin pretender vincularse a ninguna explicaciéon particular, los inventores suponen que se puede explicar este
comportamiento por el comportamiento de un sistema solvato - desolvato isomorfo. A baja humedad, la muestra
pierde la mayoria de las moléculas de agua, aun retiene el orden tridimensional de la red cristalina. La red no
reordenada, deshidratada permanece sumamente higroscopica y resorbe agua tan pronto como se incrementa la
humedad. Una vez se han recuperado las moléculas de agua, la red se vuelve estable, y no se observan cambios
adicionales en la hidratacion.

La figura 14 presenta el patron de XRPD de una muestra de sal de profarmaco 32. Como es evidente del patrén, la
muestra tiene una estructura cristalina bien definida y un alto grado de cristalinidad. Los datos de XRPD se resumen
en las tablas 1y 2, a continuacion.

Tabla 1. Informe de busqueda de picos (39 picos, P/N méax. = 37,3)

Tabla 1
Fuente de rayos X

Fuente Cu

Filtro Ni

kV 30

mA 15
Kot (A) 1,54059

analisis 3a4b5

tasa de analisis 2,00/min
Método continuo

Recuento cps

Tabla 2. Patron de XRPD de sal de profarmaco 32 (PICO: 47-pts/filtro parabdlico, Umbral = 3,0, Limite = 0,1 %, BG
= 3/1,0, Parte superior del pico= Cumbre)

Tabla 2

2-Theta d (A) Altura H % FWHM XS (A)
3,380 26,1226 3315 56,7 0,198 3488
6,620 13,3412 1468 25,1 0,225 982
9,890 8,9360 1547 26,5 0,218 953
11,750 7,5252 1192 20,4 0,292 443
12,350 7,1610 813 13,9 0,268 517
13,150 6,7273 5846 100,0 0,362 305
13,510 6,5489 823 141 0,421 244
15,020 5,8938 423 7,2 0,343 326
15,710 5,6365 186 3,2 0,163 3043
16,421 5,3940 997 17,0 0,253 545
17,190 5,1543 1696 29,0 0,257 518
17,661 5,0177 113 1,9 0,110 >5000
18,060 4,9079 206 3,5 0,216 743
18,600 4,7667 849 14,5 0,225 665
19,730 4,4960 2948 50,4 0,277 440

34




10

15

ES 2380551 T3

21,240 4,1797 1745 29,8 0,419 237
21,750 4,0828 1479 25,3 0,308 362
22,479 3,9521 100 1,7 0,138 >5000
23,400 3,7985 458 7,8 0,323 334
24,237 3,6692 123 2,1 0,240 533
25,280 3,5201 1053 18,0 0,613 148
25,840 3,4451 1502 25,7 0,723 123
27,150 3,2818 1037 17,7 0,508 183
27,510 3,2397 1563 26,7 0,477 198
28,640 3,1143 644 11,0 0,269 423
29,470 3,0285 931 15,9 0,331 313
30,531 2,9256 308 5,3 0,262 436
31,640 2,8256 1761 30,1 0,412 235
33,650 2,6613 549 9,4 0,472 199
34,110 2,6264 670 11,5 0,603 150
34,990 2,5623 140 2,4 0,051 >5000
36,379 2,4676 248 4,2 202 202
37,251 2,4119 494 8,5 0,393 248
38,540 2,3341 337 5,8 0,411 235
39,030 2,3059 519 8,9 0,582 157
39,631 2,2723 172 2,9 0,210 576
40,650 2,2177 306 5,2 0,198 634
41,640 2,1672 767 13,1 0,517 180
43,482 2,0796 155 2,6 0,531 175

Los datos de XRPD de temperatura variable, mostrados en la fig. 15, proporcionan pruebas adicionales de la
existencia de un sistema solvato - desolvato isomorfo. Como es evidente en la figura 15, los patrones de polvo
obtenidos a 25 °C y 60 °C son sustancialmente idénticos. A partir del andlisis térmico descrito anteriormente, se sabe
que la muestra comienza a deshidratarse ya a 40 °C y a picos alrededor de 70 °C para perder 4 de sus 6 moléculas
de agua. La XRPD no indica ningtin cambio estructural a 60 °C, lo que sugiere que la pérdida de moléculas de agua
no debe cambiar el orden tridimensional de la red cristalina. Se notan cambios estructurales en la muestra mientras
la temperatura asciende hasta aproximadamente 110 °C. Como demuestran los datos térmicos, casi todas las
moléculas de agua se pierden en torno a esta temperatura. Esto sugiere que una vez se pierden todas las moléculas
de agua, el cristal sufre una reordenacion estructural. Como se sugiere por la pérdida de picos en la XRPD, mientras
se incrementa la temperatura la red cristalina se colapsa, y el material finalmente se descompone.

Se realiz6 una difraccién de rayos X en un Unico cristal de hidrato de sal de profarmaco 32, e indicé que el cristal de
la invencion contiene sustancialmente nada de metanol y seis moléculas de agua por molécula de profarmaco. Los
parametros de celda unitaria cristalina determinados experimentalmente y los parametros recogida de datos para el
hidrato de sal de profarmaco 32 se resumen en la tabla 3.

Tabla 3. Datos de difraccién de rayos X de un Unico cristal para el hidrato de sal de profarmaco 32

Tabla 3
Datos de cristal
Férmula C23 H36 F N6 Na2 O15 P
Peso de la formula 732,53
Sistema de cristal Monoclinico
Grupo espacial P2i/c (n® 14)
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a (A) 27,7282(5)
b (A) 7,9776(1)
c (A) 15,1739(3)
alpha (°) 90
beta (?) 103,206(1)
gamma (°) 90
v (A% 3267,8(1)
Z 4
D (Calc.) [g/cm®] 1,485
u (MoKalpha) [/mm] 0,194
F(000) 1528
Tamafo del cristal [mm] 0,80 x 0,15 x 0,02
Recogida de datos
Temperatura (K) 113
Radiacion (A) MoKalpha 0,71073
Theta Min-Maz [Dep} 3,4,27,8
Conjunto de datos -36:36;-10: 10; -19: 19
Tot., datos un., R (int,) 26192, 7582, 0,089
Datos observados [1 > 2,0 sigma(1)] 4452
Refinado
Nref, Npar 7582, 474
R, wR2, S 0,0514, 0,1312, 1,06
w = 1/\s"2*(Fo"2")+(0,0587P)"2"+0,9541 P] donde P = (Fo"2"+ 2Fc”2)/3
Cambio méax. y prom./Error < 0,001, < 0,001
Dens. res. min. y max.. [e/A%] -0,52,1,27

El comportamiento del hidrato de sal de profarmaco 32 indica que se puede esperar que tenga una estabilidad a
largo plazo durante el almacenamiento larga. La forma hexahidrato es estable en un amplio intervalo de humedades
relativas, y requiere un calentamiento sustancial (por ejemplo, mayor de 40 °C) para comenzar a perder moléculas
de agua incluidas. La humedad alta no afecta al hexahidrato; una humedad sumamente baja (es decir, menos de un
10 % de HR) puede provocar la deshidratacién del hexahidrato, pero la reexposicién a condiciones genera la
reformacién del hexahidrato. La ausencia de cambios estructurales observados bajo condiciones de baja humedad,
y calentando hasta 110 °C, permite que la pérdida de agua sea reversible después del enfriamiento. Adicionalmente,
el hidrato de sal de profarmaco 32 tiene una solubilidad incrementada (10 mg/ml de agua) con respecto al
profarmaco 4 de fosfato original y a la sal de calcio, sal de profarmaco 6 (15 ug/ml de agua).
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REIVINDICACIONES

1. Un cristal que comprende un hidrato de sal de profarmaco que tiene la estructura:

-~

|
O l‘il\ N ” N H (o)

O=P-ONa’
ONa* * 6H0

teniendo dicho cristal picos de difraccién de rayos X en polvo caracteristicos a valores de dos theta de 3,4° £+ 0,1¢,
6,6°+0,1%,9,92+0,1¢,13,2°+ 0,12, 17,22+ 0,12, 19,7 £ 0,12, 21,22+ 0,12y 21,82 £ 0,1° cuando se usa una longitud
de onda de radiacién de 1,54059 A.

2. Un cristal que comprende un hidrato de sal de profarmaco que tiene la estructura:

i:o I\ F /P o .
07 N7 NT N \N)\N o~
!\ H H
Q
0=P-ONa*

teniendo dicho cristal simetria espacial de grupo P2i/c y pardmetros de celda unitaria caracteristicos de a = 27,73 A;
b =7,98 A;c =15,17 A; alfa = 90; beta = 103,2%; y gamma = 90°.

3. Una composicion farmacéutica que comprende el hidrato de sal de profarmaco de acuerdo con la reivindicacién 1
6 2 y un vehiculo, excipiente y/o diluyente farmacéuticamente aceptable.

4. Un cristal de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, o una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion
3, para su uso en un método de inhibicion de la desgranulacion de células en un sujeto.

5. El cristal o la composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que la desgranulacion de células
se asocia con una enfermedad seleccionada de una enfermedad alérgica, cicatrizacion de bajo grado, una
enfermedad asociada con destruccién de tejidos, una enfermedad asociada con inflamacién de tejidos, inflamacién y
cicatrizacion.

6. El cristal o la composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 4, en el que la desgranulacion de células
se asocia con artritis reumatoide.

7. Un cristal de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, o una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion
3, para su uso en un método de inhibicion de una actividad de una cinasa Syk en un sujeto.

8. Un cristal de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, o una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion
3, para su uso en un método de inhibiciéon de una cascada de transduccién de sefiales receptor de Fc en un sujeto,
opcionalmente en la que el receptor de Fc se selecciona del grupo que consiste en FcaRl, FcyRlI, FcyRIll y FceRl.

9. Un cristal de acuerdo con la reivindicacién 1 6 2, o una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion
3, para su uso en un método de tratamiento o prevencién de una enfermedad autoinmunitaria en un sujeto y/o uno o
mas sintomas asociados con la misma.

10. El cristal o la composicion de la reivindicaciéon 9, en el que la enfermedad autoinmunitaria se selecciona del
grupo que consiste en tiroiditis de Hashimoto, anemia hemolitica autoinmunitaria, gastritis atréfica autoinmunitaria de
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anemia perniciosa, encefalomielitis autoinmunitaria, orquitis autoinmunitaria, enfermedad de Goodpasture,
trombocitopenia autoinmunitaria, oftalmia simpatica, miastenia gravis, enfermedad de Graves, cirrosis biliar primaria,
hepatitis cronica activa, colitis ulcerosa, glomerulopatia membranosa, lupus eritematoso sistémico, artritis
reumatoide, sindrome de Sjogren, sindrome de Reiter, polimiositis-dermatomiositis, esclerosis sistémica, poliarteritis
nodosa, esclerosis multiple y penfigoide ampolloso.

11. Un cristal de acuerdo con la reivindicaciéon 1 6 2, o una composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 3, para su uso en un método de tratamiento de artritis reumatoide en un sujeto.

12. El cristal o la composicion de la reivindicacion 11, en el que la cantidad del cristal o de la composicion
farmacéutica administrada en el método es eficaz para lograr una concentracién sérica del farmaco correspondiente
con el hidrato de sal de profarmaco que sea de o superior a la Clsp de inhibicion de Syk del farmaco, medida en un
ensayo in vitro.

13. Un método para la preparacién del hidrato de sal de profarmaco de acuerdo con la reivindicacion 1 6 2,
comprendiendo el método:

ajustar el pH de una solucion acuosa del profarmaco

]
0B eNes
|
Pl
07N N N7 NN o~
L H H
HO-P=0
OH

hasta un valor en el intervalo de aproximadamente 8 a aproximadamente 11 con una base que contiene [Na']; y
precipitar el hidrato de sal de profarmaco a partir de la solucién acuosa.

14. El método de la reivindicacion 13, en el que:

(a) el pH se ajusta a un valor en el intervalo de aproximadamente 9 a 11, opcionalmente a un valor en el intervalo de
aproximadamente 9,3 a aproximadamente 10,5;

(b) la base que contiene [Na*] es NaOH, NaOMe o Na>COs;

c) la precipitacion del hidrato de sal de profarmaco de la solucién comprende afadir un disolvente miscible con agua
a la solucién acuosa, opcionalmente

(i) en el que el disolvente miscible con agua se selecciona del grupo que consiste en acetonitrilo, acetona,
isopropanol, metanol, etanol y mezclas de los mismos; o

ii) en el que la solucion acuosa se calienta antes de anadir el disolvente miscible con agua, después de afadir el
disolvente miscible con agua, o tanto antes como después de afnadir el disolvente miscible con agua, después se
deja enfriar para que precipite el hidrato de sal de profarmaco; o

(d) el método comprende ademas aislar el hidrato de sal de profarmaco de la solucién acuosa.

15. Un método para la preparacion de una forma cristalina del hidrato de sal de profarmaco de acuerdo con la
reivindicacién 1 6 2, comprendiendo el método:

(a) ajustar el pH de una solucién acuosa del profarmaco

38



10

15

ES 2380551 T3

O
|
s N
B2 NN ol N/|\N o~
L H H
HO-P=0
OH

a un valor en el intervalo de aproximadamente 9 a aproximadamente 11 con una base que contiene [Na'];

(b) precipitar una sal de profarmaco a partir de la soluciéon acuosa; y

(c) exponer la sal de profarmaco a la humedad, proporcionando la forma cristalina del hidrato de sal de profarmaco,
opcionalmente, en el que el método comprende ademas:

(i) antes de (b), 1) afadir un disolvente miscible con agua a la soluciéon acuosa, y 2) calentar la soluciéon acuosa,
antes de afadir el disolvente miscible en agua, después de afadir el disolvente miscible con agua o antes y después
de afadir el disolvente miscible con agua;

(ii) realizar (b) mediante el enfriamiento de la solucién acuosa; y

(iii) antes de (c), 1) lavar la sal de profarmaco con un disolvente de lavado, y 2) retirar, sustancialmente, todo el
disolvente de lavado.
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FIG. 1A
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FIG. 1B
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