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DESCRIPCION
5-fenil-[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin-2-il-carboxamidas como inhibidores jak

La presente invencién se refiere a un compuesto que es un inhibidor de JAK, una familia de tirosina quinasas que
participan en afecciones inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias, enfermedades proliferativas, rechazo de
trasplantes, enfermedades que involucran el deterioro del recambio de cartilago, malformaciones congénitas del
cartilago y enfermedades asociadas con la hipersecrecion de IL6. En particular, el compuesto de la invencion inhibe
JAK1 y JAK2. La presente invencion ademas provee métodos para la produccion del compuesto de la invencion,
composiciones farmacéuticas que comprenden el compuesto de la invencion, métodos para la prevencion y el
tratamiento de enfermedades que involucran afecciones inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias,
enfermedades proliferativas, rechazo de trasplantes, enfermedades que involucran el deterioro del recambio de
cartilago, malformaciones congénitas del cartilago, y enfermedades asociadas con la hipersecreciéon de IL6, por
medio de la administracion del compuesto de la invencién.

Las quinasas Janus (JAK, por sus siglas en inglés) son tirosina quinasas citoplasmicas que transducen la
sefializacion de citoquinas desde receptores de membrana hasta factores de transcripcion de tipo STAT (siglas en
inglés de: transductores de sefial y activadores de la transcripcion). Se han descrito cuatro miembros de la familia
JAK: JAK1, JAK2, JAK3 y TYK2. Con la unién de la citoquina a su receptor, los miembros de la familia JAK se
autofosforilan o se transfosforilan entre si; a continuacion, se produce la fosforilacion de STAT, que entonces migran
al nucleo a fin de modular la transcripcion. La transduccion de sefiales intracelulares de JAK-STAT es apropiada
para los interferones, la mayoria de las interleuquinas, al igual que una diversidad de citoquinas y factores
endocrinos tales como EPO (eritropoyetina), TPO (trombopoyetina), GH (siglas en inglés de: hormona de
crecimiento), OSM (oncostatina M), LIF (siglas en inglés de: factor inhibidor leucémico), CNTF (siglas en inglés de:
factor neurotréfico ciliar), GM—CSF (siglas en inglés de: factor estimulante de colonia de granulocitos macréfagos) y
PRL (prolactina) (Vainchenker W. et al. (2008)).

La combinacion de modelos genéticos y la investigacion del inhibidor de JAK de molécula pequefia revelaron el
potencial terapéutico de varias JAK. JAK3 es validada por la genética humana y de ratén, como un blanco de
supresion inmunitaria (O’'Shea J. ef al. (2004)). Los inhibidores de JAK3 fueron trasladados con éxito al desarrollo
clinico, inicialmente para el rechazo de trasplante de o6rganos, aunque también, mas adelante, para otras
indicaciones inmunoinflamatorias tales como artritis reumatoide (AR), psoriasis y enfermedad de Crohn
(http://clinicaltrials.gov/).

TYK2 es un blanco potencial para las enfermedades inmunoinflamatorias, y es validado por la genética humana y
por estudios de nogqueo de ratones (Levy D. y Loomis C. (2007)).

JAK1 es un nuevo blanco en el area de las enfermedades inmunoinflamatorias. JAK1 se heterodimeriza con las
otras JAK para transducir la sefializacion proinflamatoria impulsada por citoquinas. Por lo tanto, se espera que la
inhibicion de JAK1 y otras JAK sea de beneficio terapéutico para un abanico de afecciones inflamatorias, al igual que
para otras enfermedades impulsadas por la transduccién de sefales mediada por JAK.

Antecedentes de la invencion

La degeneracion de cartilago es el sello distintivo de diversas enfermedades, entre las cuales, la artritis reumatoide y
la artrosis son las mas predominantes. La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad degenerativa cronica de las
articulaciones, caracterizada por la inflamacién y la destruccion de las estructuras articulares. Cuando la enfermedad
no se controla, conduce a la discapacidad sustancial y al dolor debido a la pérdida de funcionalidad articular, e
incluso, a la muerte prematura. Por lo tanto, la meta de un tratamiento para la AR es no solo disminuir la
enfermedad, sino, ademas, lograr la remision a fin de detener la destruccion de las articulaciones. Ademas de la
gravedad de las consecuencias de la enfermedad, la alta incidencia de AR (~ 0.8% de los adultos afectados en todo
el mundo) significa un alto efecto socioecondémico (para resefias sobre AR, referirse a los trabajos de Smolen y
Steiner (2003); Lee y Weinblatt (2001); Choy y Panayi (2001); O’'Dell (2004) y Firestein (2003)).

La artrosis (también denominada AT, o artritis de desgaste y rotura) es la forma mas comun de artritis, y se
caracteriza por la pérdida de cartilago articular, lo que a menudo se asocia con la hipertrofia del hueso, y con dolor.
Para una resefia vasta sobre la artrosis, referirse al trabajo de Wieland et al. (2005).

La artrosis es dificil de tratar. Actualmente no existe cura, y el tratamiento se centra en el alivio del dolor y en la
prevencion de la deformacion de la articulacion afectada. Los tratamientos comunes incluyen el uso de farmacos
antiinflamatorias no corticoesteroides (AINE). Si bien los suplementos dietarios tales como condroitina y sulfato de
glucosamina han sido defendidos como opciones seguras y eficaces para el tratamiento de la artrosis, un ensayo
clinico reciente revelé que ambos tratamientos no reducian el dolor asociado con la artrosis (Clegg et al., 2006).

La estimulacién de los procesos anabdlicos, el bloqueo de los procesos catabdlicos, 0 una combinacién de estos
dos, puede lograr la estabilizacién del cartilago, y tal vez, incluso la reversion del dafio, para, de ese modo, prevenir
el avance posterior de la enfermedad. Se han desarrollado métodos terapéuticos para la correcciéon de las lesiones
del cartilago articular que aparecen durante la enfermedad artrdsica, si bien, hasta la fecha, ninguno de ellos ha
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podido mediar la regeneracion de cartilago articular in situ e in vivo. En conjunto, no se encuentra disponible ningin
farmaco contra la artrosis que modifique la enfermedad.

Vandeghinste et al. (WO 2005/124342) descubrieron JAK1 como un blanco, cuya inhibiciéon podria tener importancia
terapéutica para varias enfermedades, entre ellas, la AT. El noqueo del gen JAK1 en ratones demostré que JAK1
cumple funciones esenciales y necesarias durante el desarrollo: los ratones JAK1-/— murieron dentro de las 24 h
después del nacimiento, y el desarrollo de linfocitos fue gravemente dafiado. Ademas, las células JAK1 —/— fueron
no reactivas o menos reactivas para las citoquinas que utilizan receptores de citoquinas clase Il, receptores de
citoquinas que utilizan la subunidad gamma—c para la sefializacién y la familia de receptores de citoquinas que
utilizan la subunidad gp130 para la sefalizacion (Rodig et al., 1998).

Diversos grupos han implicado la sefializaciéon de JAK-STAT en la biologia de los condrocitos. Li et al. (2001)
mostraron que la oncostatina M induce la expresion de genes MMP y TIMP3 en condrocitos primarios, mediante la
activacion de las vias de sefializacion JAK/STAT y MAPK (sigla en inglés de “proteina quinasa activada por
mitdgeno”). Osaki et al. (2003) mostraron que la inhibicion de colageno Il mediada por interferén gamma en
condrocitos involucra la sefalizacion de JAK-STAT. IL1-beta induce el catabolismo de cartilago mediante la
reduccion de la expresion de componentes de matriz, y mediante la induccidon de la expresion de colagenasas y
sintasa de oxido nitrico inducible (NOS2), que media la produccion de o6xido nitrico (NO). Otero et al., (2005)
mostraron que leptina e IL1-beta indujeron sinérgicamente la produccién de NO o la expresion de ARNm de NOS2
en condrocitos, y que esto fue bloqueado por un inhibidor de JAK. Legendre et al. (2003) mostraron que IL6/receptor
IL6 indujeron la regulacién descendente de genes de matriz especificos de cartilago de colageno Il, nucleo de
agrecano y proteina de unién en condrocitos articulares bovinos, y que esto era mediado por la sefalizacion de
JAK/STAT. Por lo tanto, estas observaciones sugieren una funcion para la actividad de quinasa JAK en la
homeostasis del cartilago, y oportunidades terapéuticas para los inhibidores de la quinasa JAK.

Los miembros de la familia JAK han sido implicados en otras afecciones, que incluyen trastornos mieloproliferativos
(O’Sullivan et al, 2007, Mol. Immunol., 44 (10): 2497-506), donde se han identificado mutaciones en JAK2. Esto
indica que los inhibidores de JAK, en particular, JAK2, también pueden ser de utilidad en el tratamiento de trastornos
mieloproliferativos. Ademas, la familia JAK, en particular, JAK1, JAK2 y JAK3, se ha ligado al cancer, en especial, a
leucemias tales como leucemia mieloide aguda (O’Sullivan et al, 2007, Mol. Immunol. 44 (10): 2497-506; Xiang et
al., 2008, “Identification of somatic JAKT mutations in patients with acute myeloid leukemia”, Blood First Edition
Paper, prepublicada en Internet el 26 de diciembre de 2007; DOI 10.1182/blood—2007—05-090308) y leucemia
linfoblastica aguda (Mullighan et al, 2009), o a tumores soélidos, por ejemplo, liomiosarcoma uterino (Constantinescu
et al., 2007, Trends in Biochemical Sciences, 33 (3): 122-131), cancer de prostata (Tam et al., 2007, British Journal
of Cancer, 97, 378 — 383). Estos resultados indican que los inhibidores de JAK, en particular, de JAK1 y JAK2,
pueden también tener utilidad en el tratamiento de tipos de cancer (leucemias y tumores sélidos, por ejemplo,
liomiosarcoma uterino, cancer de proéstata).

Asimismo, la enfermedad de Castleman, mieloma multiple, glomerulonefritis proliferativa mesangial, psoriasis y
sarcoma de Kaposi se deben probablemente a la hipersecrecion de la citoquina IL-6, cuyos efectos bioldgicos son
mediados por la sefalizacion de JAK-STAT intracelular (Tetsuji Naka, Norihiro Nishimoto y Tadamitsu Kishimoto,
Arthritis Res., 2002, 4 (supl. 3):S233-S242). Este resultado muestra que los inhibidores de JAK también pueden
encontrar utilidad en el tratamiento de dichas enfermedades.

El documento WO 2009/047514 revela compuestos de tipo [1,2,4]triazolo[1,5-a]piridina y [1,2,4]triazolo[1,5-
c]pirimidina que, inter alia, inhiben la funcién tirosina quinasa del receptor AXL.

El documento WO 2009/017954 revela inhibidores de tipo [1,2,4]triazolo[1,5-a]piridina de la quinasa JAK2.

El documento WO 2010/010190 revela compuestos de tipo [1,2,4]triazolo[1,5-a]piridina que inhiben las quinasas
JAK.

El documento WO 03/010167 revela derivados de 8-metoxi-(1,2,4)triazolo(1,5-a)piridina y su uso como ligandos del
receptor de adenosina.

Las terapias actuales no son satisfactorias, y por lo tanto, continda la necesidad de identificar otros compuestos que
puedan ser utiles en el tratamiento de enfermedades articulares degenerativas, por ejemplo, artrosis, artritis
reumatoide y osteoporosis, en particular, la artrosis. La presente invencioén, por lo tanto, provee un compuesto,
métodos para su elaboracidon y composiciones farmacéuticas que comprenden el compuesto de la invencién junto
con un portador farmacéutico adecuado. La presente invencién ademas provee el uso del compuesto de la invencién
en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de enfermedades articulares degenerativas.
Especificamente, la presente invencién provee un nuevo inhibidor de JAK que exhibe potencia in vivo drasticamente
mayor.

Resumen de la invencién

La presente invencion se sustenta en el descubrimiento de que el compuesto de la invenciéon es capaz de actuar
como inhibidor de JAK, y de que es util para el tratamiento de afecciones inflamatorias, enfermedades
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autoinmunitarias, enfermedades proliferativas, rechazo de trasplantes, enfermedades que involucran el deterioro del
recambio de cartilago, malformaciones congénitas del cartilago, y enfermedades asociadas con la hipersecrecion de
IL6. En un aspecto especifico, el compuesto es un inhibidor de JAK1 y JAK2. La presente invencion ademas provee
métodos para la produccion de este compuesto, una composicion farmacéutica que comprende este compuesto y
métodos para el tratamiento de afecciones inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias, enfermedades
proliferativas, rechazo de trasplantes, enfermedades que involucran el deterioro del recambio de -cartilago,
malformaciones congénitas del cartilago y enfermedades asociadas con la hipersecrecion de IL6 mediante la
administraciéon del compuesto de la invencion.

Por lo tanto, en un primer aspecto de la invencion, se provee un compuesto de la invencién que tiene la formula (1):

%)—Q

O

e
X N~

El compuesto de la invencion es un nuevo inhibidor de JAK que parece exhibir una potencia in vivo drasticamente
mayor, en comparacion con compuestos estructuralmente similares. En una modalidad particular, el compuesto de la
invencion es un inhibidor de JAK1 y JAK2. En particular, parece exhibir este incremento en la potencia con menores
niveles de exposicién in vivo en comparacion con compuestos estructuralmente similares. Se espera que el uso de
un compuesto con estos perfeccionamientos logre menores requerimientos de dosificacion (y por lo tanto, mejor
programa de dosificacion).

En un aspecto adicional, la presente invencién provee composiciones farmacéuticas que comprenden el compuesto
de la invencion y un portador farmacéutico, excipiente o diluyente. Ademas, el compuesto de la invencion, util en las
composiciones farmacéuticas y en los métodos de tratamiento que se revelan en esta solicitud, es
farmacéuticamente aceptable en términos de su preparacion y uso. En este aspecto de la invencion, la composicion
farmacéutica ademas puede comprender otros ingredientes activos adecuados para el uso en combinacién con el
compuesto de la invencién.

En otro aspecto de la invencion, esta invencién provee un método de tratamiento de un mamifero sensible a una
afeccion, o afectado con una afeccion de aquellas citadas en esta solicitud, y en particular, donde dicha afeccién se
asocia con la actividad anormal de JAK, por ejemplo, afecciones inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias,
enfermedades proliferativas, rechazo de trasplantes, enfermedades que involucran el deterioro del recambio de
cartilago, malformaciones congénitas del cartilago y enfermedades asociadas con la hipersecrecion de IL6, donde el
método comprende la administracion de una cantidad eficaz de la composicién farmacéutica o del compuesto de la
invencion como se describe en esta solicitud. En una modalidad especifica, la afeccién se asocia con la actividad
anormal de JAK1 y JAK2.

En un aspecto adicional, la presente invencion provee el compuesto de la invencién para el uso en el tratamiento o
la prevencién de una afeccidon seleccionada de aquellas citadas en esta solicitud, en particular, donde dichas
afecciones se asocian con la actividad anormal de JAK, por ejemplo, afecciones inflamatorias, enfermedades
autoinmunitarias, enfermedades proliferativas, rechazo de trasplantes, enfermedades que involucran el deterioro del
recambio de cartilago, malformaciones congénitas del cartilago y enfermedades asociadas con la hipersecrecion de
IL6.

Aun en otro aspecto de método de tratamiento, esta invencién provee un método de tratamiento de un mamifero
sensible a una afeccion, o afectado con una afeccién que se relaciona causalmente con la actividad anormal de JAK
como se describe en esta solicitud, y comprende la administraciéon de una cantidad eficaz para el tratamiento de la
afeccion o para la prevencion de la afeccion, de la composicion farmacéutica o del compuesto de la invenciéon como
se describe en esta solicitud. En un aspecto especifico, la afeccién esta causalmente relacionada con la actividad
anormal de JAK1 y JAK2.

En un aspecto mas, la presente invencion provee el compuesto de la invencion para el uso en el tratamiento o la
prevencion de una afeccién causalmente relacionada con la actividad anormal de JAK.
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En aspectos adicionales, esta invencion provee métodos para la sintesis del compuesto de la invencioén, donde los
protocolos y las vias de sintesis representativos se describen mas adelante en la presente solicitud.

En consecuencia, un objeto principal de esta invencion consiste en la provisién de un nuevo compuesto que puede
modificar la actividad de JAK y, en consecuencia, prevenir o tratar cualquier enfermedad que pueda estar
causalmente relacionada con dicha actividad. En un aspecto especifico, el compuesto de la invencién modula la
actividad de JAK1 y JAK2.

Ademas, es un objeto de esta invencion la provision de un compuesto que puede tratar o aliviar enfermedades o
sintomas de enfermedades, tales como afecciones inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias, enfermedades
proliferativas, rechazo de ftrasplantes, enfermedades que involucran el deterioro del recambio de -cartilago,
malformaciones congénitas del cartilago y enfermedades asociadas con la hipersecrecion de IL6, que pueden estar
causalmente relacionadas con la actividad de JAK, en particular, JAK1 y JAK2.

Aun otro objeto de esta invencién consiste en la provision de una composicion farmacéutica que puede usarse en el
tratamiento o la prevencion de una diversidad de enfermedades, que incluyen las enfermedades asociadas con la
actividad de JAK, tales como afecciones inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias, enfermedades proliferativas,
rechazo de trasplantes, enfermedades que involucran el deterioro del recambio de cartilago, malformaciones
congénitas del cartilago y enfermedades asociadas con la hipersecrecion de IL6. En una modalidad especifica, la
enfermedad se asocia con la actividad de JAK1 y JAK2.

Otros objetos y ventajas seran evidentes para los expertos en el arte a partir de la consideracién de la descripcion
detallada que sigue.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones

Los siguientes términos tienen el propdsito de tener los significados que se presentan a continuacion, y son utiles en
la comprension de la descripcion y el alcance propuesto de la presente invencion.

En la descripcion de la invencién, que puede incluir compuestos, composiciones farmacéuticas que contienen dichos
compuestos, y métodos de uso de dichos compuestos y composiciones, cuando se presentan los siguientes
términos, estos tienen los siguientes significados, a menos que se indique lo contrario. Debe entenderse ademas
que cuando se describen en esta solicitud, cualquiera de las porciones definidas a continuaciéon puede ser sustituida
con una diversidad de sustituyentes, y que las respectivas definiciones tienen el propdsito de incluir dichas porciones
sustituidas, dentro de su alcance, como se expone a continuaciéon. A menos que se establezca lo contrario, el
término “sustituido” debe definirse conforme a lo expuesto a continuaciéon. Asimismo, debe entenderse que los
términos “grupos” y “radicales” pueden considerarse intercambiables, cuando se emplean en la presente solicitud.

El articulo “un” o “una” puede emplearse en esta solicitud a fin de hacer referencia a uno o mas de uno (es decir, por
lo menos uno) de los objetos gramaticales del articulo. A modo de ejemplo, “un analogo” significa un analogo o mas
de un analogo.

De acuerdo con la presente solicitud, el término “JAK” se refiere a la familia de quinasas Janus (JAK), que son
tirosina quinasas citoplasmicas que transducen la sefializacion de citoquina desde receptores de membrana hasta
factores de transcripcion STAT. Se han descrito cuatro miembros de la familia JAK: JAK1, JAK2, JAK3 y TYK2, y el
término JAK puede referirse a todos los miembros de la familia JAK en forma colectiva, o a uno o mas de los
miembros de la familia JAK, segun lo indique el contexto.

El término “farmacéuticamente aceptable” significa aprobado o capaz de ser aprobado por una agencia reguladora
del gobierno federal de los Estados Unidos de América, o de un gobierno de estado, o la correspondiente agencia en
paises diferentes de los Estados Unidos; o citado en la Farmacopea de los Estados Unidos u otra farmacopea
generalmente reconocida para el uso en animales, y mas en particular, en humanos.

El término “sal farmacéuticamente aceptable” se refiere a una sal del compuesto de la invencidon que es
farmacéuticamente aceptable, y que posee la actividad farmacolégica deseada del compuesto original. En particular,
dichas sales no son téxicas, y pueden ser sales organicas o inorganicas de adicion de acidos y de adicion de bases.
Especificamente, dichas sales incluyen: (1) sales de adicién de acido, formadas con acidos inorganicos tales como
acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfdrico, acido nitrico, acido fosférico y similares; o formadas con acidos
organicos tales como acido acético, acido propiodnico, acido hexanoico, acido ciclopentanopropionico, acido glicélico,
acido pirtivico, acido lactico, acido malénico, acido succinico, acido malico, acido maleico, acido fumarico, acido
tartarico, acido citrico, acido benzoico, acido 3—(4—hidroxibenzoil) benzoico, acido cinamico, acido mandélico, acido
metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido 1,2—etano—disulfénico, acido 2-hidroxietanosulfénico, acido
bencenosulfénico, acido 4—clorobencenosulfonico, acido 2-naftalenosulfénico, acido 4—toluenosulfénico, acido
canforsulfénico, acido 4—metilbiciclo[2.2.2]—oct—2—-eno—1—carboxilico, acido glucohepténico, acido 3—fenilpropionico,
acido trimetilacético, acido butilacético terciario, acido lauril sulfurico, acido glucénico, acido glutamico, acido
hidroxinaftoico, acido salicilico, acido estearico, acido muconico, y similares; o (2) sales formadas cuando un proton
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acido presente en el compuesto original o bien es reemplazado por un ion metalico, por ejemplo, un ion metalico
alcalino, un ion alcalinotérreo, o un ion de aluminio; o coordina con una base organica tal como etanolamina,
dietanolamina, trietanolamina, N—-metilglucamina y similares. Las sales ademas incluyen, solo a modo de ejemplo,
sales de sodio, potasio, calcio, magnesio, amonio, tetraalquilamonio y similares; y cuando el compuesto contiene
una funcionalidad basica, sales de acidos organicos o inorganicos no toxicos, tales como clorhidrato, bromhidrato,
tartrato, mesilato, acetato, maleato, oxalato y similares. El término “catiéon farmacéuticamente aceptable” se refiere a
un contraién cationico aceptable de un grupo funcional acido. Dichos cationes se ejemplifican por medio de cationes
de sodio, potasio, calcio, magnesio, amonio, tetraalquilamonio y similares.

El término “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente o portador con el
cual se administra el compuesto de la invencion.

El término “solvato” se refiere a formas del compuesto que se asocian con un solvente, habitualmente, por medio de
una reaccion de solvdlisis. Esta asociacion fisica incluye el enlace de hidrégeno. Los solventes convencionales
comprenden agua, etanol, acido acético y similar. El compuesto de la invencién puede prepararse, por ejemplo, en
forma cristalina, y puede solvatarse o hidratarse. Los solvatos adecuados incluyen solvatos farmacéuticamente
aceptables, tales como hidratos, y ademas, comprenden solvatos tanto estequiométricos como no estequiométricos.
En ciertos casos, el solvato sera capaz de aislamiento, por ejemplo, cuando se incorporan una o mas moléculas de
solvente en la red cristalina del sélido cristalino. El término “solvato” abarca solvatos tanto en fase de solucién como
capaces de aislamiento. Los solvatos representativos incluyen hidratos, etanolatos y metanolatos.

» o«

El término “sujeto” incluye humanos. Los términos “humano”, “paciente” y “sujeto” se usan de modo indistinto en la
presente solicitud.

Una “cantidad terapéuticamente eficaz” significa la cantidad de un compuesto que, cuando se administra a un sujeto
para el tratamiento de una enfermedad, es suficiente para efectuar dicho tratamiento de la enfermedad. La “cantidad
terapéuticamente eficaz” puede variar de acuerdo con el compuesto, la enfermedad y su gravedad, y la edad, el
peso, etc., del sujeto tratado.

“Prevenir’ o “prevencion” se refiere a una reduccion del riesgo de adquirir o desarrollar una enfermedad o un
trastorno (es decir, evitar que por lo menos uno de los sintomas clinicos de la enfermedad se desarrolle en un sujeto
que puede estar expuesto a un agente causante de la enfermedad, o que puede ser predispuesto a la enfermedad
antes del inicio de la enfermedad).

El término “profilaxis” se relaciona con la “prevencion”, y se refiere a una medida o un procedimiento cuyo propdsito
es prevenir, en lugar de tratar o curar una enfermedad. Ejemplos, sin limitaciéon, de medidas profilacticas pueden
incluir la administracion de vacunas; la administracion de heparina de bajo peso molecular a pacientes hospitalarios
en riesgo de trombosis debido a, por ejemplo, la inmovilizacién; y la administraciéon de un agente contra la malaria tal
como cloroquina, antes de la visita a una region geografica en donde la malaria sea endémica, o donde el riesgo de
contraer la malaria sea alto.

“Tratar” o “tratamiento” de cualquier enfermedad o trastorno se refiere, en una modalidad, al alivio de la enfermedad
o el trastorno (es decir, la detencién de la enfermedad o la reduccién de la manifestacion, el alcance o la gravedad
de por lo menos uno de sus sintomas clinicos). En otra modalidad, “tratar” o “tratamiento” se refiere al alivio de por lo
menos un parametro fisico, que puede no ser discernible por el sujeto. Aun en otra modalidad, “tratar” o “tratamiento”
se refiere a la modulacion de la enfermedad o el trastorno, ya sea fisicamente (por ejemplo, la estabilizacion de un
sintoma discernible), ya sea fisioldgicamente (por ejemplo, la estabilizacién de un parametro fisico), o ambos. En
una modalidad adicional, “tratar” o “tratamiento” se refiere a la disminucion del avance de la enfermedad.

De acuerdo con la presente solicitud, el término “afecciones inflamatorias” se refiere al grupo de afecciones que
incluyen artritis reumatoide, artrosis, artritis idiopatica juvenil, psoriasis, enfermedades alérgicas de las vias
respiratorias (por ejemplo, asma, rinitis), enfermedades intestinales inflamatorias (por ejemplo, enfermedad de
Crohn, colitis), enfermedades inducidas por endotoxinas (por ejemplo, complicaciones luego de la cirugia de
derivacion o enfermedades crénicas por endotoxinas que contribuyen, por ejemplo, a la insuficiencia cardiaca
cronica), y enfermedades relacionadas con el cartilago, tales como aquellas de las articulaciones. En particular, el
término se refiere a artritis reumatoide, artrosis, enfermedades alérgicas de las vias respiratorias (por ejemplo, asma)
y enfermedades intestinales inflamatorias.

De acuerdo con la presente solicitud, el término “enfermedades autoinmunitarias" se refiere al grupo de
enfermedades que incluyen enfermedades obstructivas de las vias respiratorias, que abarcan aquellas afecciones
tales como EPOC, asma (por ejemplo, asma intrinseca, asma extrinseca, asma de polvo, asma infantil), en
particular, asma crénica o inveterada (por ejemplo, asma tardia e hipersensibilidad de las vias respiratorias),
bronquitis, que incluye asma bronquial, lupus eritematoso sistémico (LES), esclerosis multiple, diabetes sacarina tipo
| y complicaciones asociadas con ella; eccema atopico (dermatitis atépica), dermatitis de contacto y otras dermatitis
eccematosas, enfermedad intestinal inflamatoria (por ejemplo, enfermedad de Crohn y colitis ulcerosa),
ateroesclerosis y esclerosis lateral amiotrofica. En particular, el término se refiere a EPOC, asma, lupus eritematoso
sistémico, diabetes sacarina tipo | y enfermedad intestinal inflamatoria.
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De acuerdo con la presente solicitud, el término “enfermedades proliferativas” se refiere a afecciones tales como el
cancer (por ejemplo, liomiosarcoma uterino o cancer de prdstata), trastornos mieloproliferativos (por ejemplo,
policitemia verdadera, trombocitosis esencial y mielofibrosis), leucemia (por ejemplo, leucemia mieloide aguda y
leucemia linfoblastica aguda), mieloma mudiltiple, psoriasis, restenosis, esclerodermitis o fibrosis. En particular, el
término se refiere a cancer, leucemia, mieloma multiple y psoriasis.

De conformidad con esta solicitud, el término “cancer” se refiere al crecimiento maligno o benigno de células en la
piel o en o6rganos del cuerpo, por ejemplo, sin limitacion, mama, prostata, pulmon, rifién, pancreas, estbmago o
intestino. Un tipo de cancer tiende a infiltrarse en tejido adyacente y diseminarse (metastasis) en érganos distantes,
por ejemplo, en los huesos, el higado, pulmdn o cerebro. De acuerdo con esta invencion, el término cancer incluye
tanto tipos de células tumorales metastasicas, tales como, sin limitacién, melanoma, linfoma, leucemia,
fibrosarcoma, rabdomiosarcoma y mastocitoma, como tipos de carcinoma de tejido, por ejemplo, sin limitacion,
cancer colorrectal, cancer de préstata, cancer de pulmoén de células pequefias y cancer de pulmoén de células no
pequefias, cancer de mama, cancer pancreatico, cancer de vejiga, cancer renal, cancer gastrico, glioblastoma,
cancer de higado primario, cancer de ovario, cancer de prostata y liomiosarcoma uterino.

De acuerdo con esta solicitud, el término “leucemia” se refiere a enfermedades neoplasicas de la sangre y de
organos formadores de sangre. Dichas enfermedades pueden causar la disfuncién de la médula ésea y del sistema
inmunitario, lo que torna al huésped altamente sensible a la infeccién y la hemorragia. En particular, el término
leucemia se refiere a leucemia mieloide aguda (LMA) y leucemia linfoblastica aguda (LLA).

De acuerdo con la presente solicitud, el término “rechazo de trasplantes” se refiere al rechazo agudo o crénico de
células, tejido o aloinjertos o xenoinjertos de 6rganos sdlidos de, por ejemplo, islotes pancreaticos, células madre,
médula ésea, piel, musculo, tejido corneal, tejido neuronal, corazén, pulmén, corazén y pulmén combinados, rifién,
higado, intestino, pancreas, traquea o eséfago, o enfermedades de rechazo de injerto contra huésped.

Conforme a esta solicitud, el término “enfermedades que involucran el deterioro del recambio de cartilago” incluye
afecciones tales como artrosis, artritis soriasica, artritis reumatoide juvenil, artritis gotosa, artritis séptica o infecciosa,
artritis reactiva, distrofia simpatica refleja, algodistrofia, sindrome de Tietze o condritis costal, fibromialgia,
osteocondritis, artritis neurogénica o neuropatica, artropatia, formas endémicas de artritis, como artrosis deformante
endémica, enfermedad de Mseleni y enfermedad de Handigodu; degeneracion resultante de la fibromialgia, lupus
eritematoso sistémico, esclerodermia y espondilitis anquilosante.

Conforme a esta invencion, el término “malformaciones congénitas del cartilago” incluye afecciones tales como
condrolisis hereditaria, condrodisplasias y seudocondrodisplasias, en particular, sin limitacién, microtia, anotia,
condrodisplasia metafisaria y trastornos relacionados.

Conforme a esta invencion, el término “enfermedades asociadas con la hipersecrecion de IL6” incluye afecciones
tales como la enfermedad de Castleman, mieloma multiple, psoriasis, sarcoma de Kaposi y glomerulonefritis
proliferativa mesangial.

El “compuesto de la presente invencion” y expresiones equivalentes tienen el propdsito de abarcar el compuesto de
la Férmula descrita en esta solicitud con anterioridad, donde dicha expresion incluye las sales farmacéuticamente
aceptables y los solvatos, por ejemplo, hidratos, y los solvatos de las sales farmacéuticamente aceptables cuando el
contexto lo permite. Asimismo, la referencia a intermediarios, por si mismos reivindicados o no, tiene la intencién de
contemplar sus sales y solvatos, cuando el contexto lo permite.

Otros derivados del compuesto de esta invencion tienen actividad tanto en su forma de acido como de derivado
acido, si bien en la forma sensible de acido, a menudo ofrece ventajas de solubilidad, compatibilidad de tejido, o
liberacion demorada en el organismo mamifero (ver la referencia de Bundgard, H., Design of Prodrugs, pp. 7-9, 21—
24, Elsevier, Amsterdam 1985).

De acuerdo con esta invencion, el término “variante isotopica” se refiere a un compuesto que contiene proporciones
no naturales de is6topos en uno o mas de los atomos que constituyen dicho compuesto. Por ejemplo, una variante
isotépica” de un compuesto puede contener uno o mas isétopos no radiactivos tales como, por ejemplo, deuterio ( H
o0 D), carbono-13 ('3C), nitrégeno—15 ("°N), o similares. Se entendera que, en un compuesto donde se realiza dicha
sustitucién isotopica, los S|gmentes atomos, cuando se presentan pueden variar, de modo que, por ejemplo,
cualquier hidrégeno puede ser H/D, cualquier carbono puede ser 3C, 0 cualquier nitrégeno puede ser °N, y que la
presencia y el desplazamiento de dichos atomos pueden ser determinados por el experto en la técnica. Asimismo, la
invencion puede incluir la preparacion de variantes isotdpicas con radioisétopos, en el caso, por ejemplo, donde los
compuestos resultantes pueden usarse para estudios de farmacos o distribucion de tejido de sustrato. Los is6topos
radiactivos tritio, es decir, °H, y carbono-14, es decir, C, son particularmente Utiles para este propdsito en vista de
su facilidad de incorporacioén y facil medio de detecaon Ademas pueden prepararse compuestos sustituidos con
is6topos de emision de positrones, tales como e, 8k, o y BN, que seran Utiles en estudios de topografia por
emision de positrones (TEP) para la examinacion de la ocupacion de receptores de sustrato.

Todas las variantes isotdpicas del compuesto provisto en esta solicitud, radiactivas o no, tienen la intenciéon de ser
contempladas dentro del alcance de la invencién.
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Los “tautémeros” se refieren a compuestos que son formas intercambiables de una estructura de compuesto
particular, y que varian en el desplazamiento de electrones y atomos de hidrégeno. En consecuencia, dos
estructuras pueden encontrarse en equilibrio a través del movimiento de electrones 1y un atomo (habitualmente, H).
Por ejemplo, los enoles y las cetonas son tautdmeros debido a que son rapidamente interconvertidos mediante el
tratamiento con acido o base. Otro ejemplo de tautomerismo comprende las formas aci— y nitro— de fenilnitrometano,
que son formadas, asimismo, mediante el tratamiento con acido o base.

Las formas tautdbmeras pueden ser importantes para el logro de la reactividad quimica 6ptima y la actividad biologica
de un compuesto de interés.

El compuesto

La presente invencion se basa en el descubrimiento de que el compuesto de la invencion es un inhibidor de JAK, y
de que es util para el tratamiento de afecciones inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias, enfermedades
proliferativas, rechazo de trasplantes, enfermedades que involucran el deterioro del recambio de -cartilago,
malformaciones congénitas del cartilago y enfermedades asociadas con la hipersecrecion de IL6. La presente
invencion ademas provee métodos para la produccién del compuesto de la invencién; composiciones farmacéuticas
que comprenden el compuesto de la invencion; y métodos para el tratamiento de afecciones inflamatorias,
enfermedades autoinmunitarias, enfermedades proliferativas, rechazo de trasplantes, enfermedades que involucran
el deterioro del recambio de cartilago, malformaciones congénitas del cartilago y enfermedades asociadas con la
hipersecrecion de IL6, mediante la administracion del compuesto de la invenciéon. En una modalidad especifica, el
compuesto de la invencion es un inhibidor de JAK1 y JAK2.

Por lo tanto, en un primer aspecto de la invencion, se revela el compuesto de la invencién que tiene la férmula (1):

N
N/>_ N;—Q

o)

T~
XN~

o)

En una modalidad, el compuesto de la invencién no es una variante isotépica.

El compuesto de la invencion es un nuevo inhibidor de JAK. En particular, el compuesto es un potente inhibidor de
JAK1 y JAK2; sin embargo, también inhibe TYK2 y JAKS, con menor potencia.

El compuesto de la invencion exhibe una potencia in vivo drasticamente mayor. Este perfeccionamiento se observa
especifica y sorprendentemente aun sobre compuestos estructuralmente similares. El uso de un compuesto con
estos perfeccionamientos puede lograr un menor requerimiento de dosificacion (y por lo tanto, un mejor programa de
dosificacion).

Composiciones farmacéuticas

Cuando se emplea como un agente farmacéutico, el compuesto de esta invencion habitualmente se administra en
forma de una composicidon farmacéutica. Dichas composiciones pueden prepararse de manera conocida en la
técnica farmacéutica, y comprenden por lo menos un compuesto activo. En general, el compuesto de esta invencion
se administra en una cantidad farmacéuticamente eficaz. La cantidad del compuesto administrada realmente, en
general, sera determinada por el médico, en vista de las circunstancias pertinentes que incluyen la afecciéon por
tratar, la via seleccionada de administracion, el compuesto real administrado, la edad, el peso y la respuesta del
paciente individual, la gravedad de los sintomas del paciente, y factores similares.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencién pueden ser administradas por una diversidad de vias, que
incluyen la via oral, rectal, transdérmica, subcutanea, intraarticular, intravenosa, intramuscular e intranasal. De
acuerdo con la via propuesta de suministro, el compuesto de esta invencioén, preferentemente, se formula como
composiciones inyectables u orales o como balsamos, lociones o parches, todos ellos, para administracion
transdérmica.
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Las composiciones para la administracién oral pueden adoptar la forma de suspensiones o soluciones liquidas
voluminosas, o polvos voluminosos. Sin embargo, mas comunmente, las composiciones se presentan en formas
farmacéuticas unitarias, a fin de facilitar la dosificacion exacta. El término “formas farmacéuticas unitarias” se refiere
a unidades fisicamente separadas adecuadas como dosificaciones unitarias para sujetos humanos y otros
mamiferos, donde cada unidad contiene una cantidad predeterminada de ingrediente activo calculada para producir
el efecto terapéutico deseado, junto con un excipiente, vehiculo o portador farmacéutico adecuado. Las formas
farmacéuticas unitarias tipicas incluyen jeringuillas o ampollas premedidas, prellenadas, de las composiciones
liquidas; o pastillas, comprimidos, capsulas, o similares, en el caso de las composiciones sdlidas. En dichas
composiciones, el compuesto de la invencion habitualmente es un componente menor (de alrededor de 0.1 a
alrededor de 50% en peso; o preferentemente, de alrededor de 1 a alrededor de 40% en peso), donde el resto lo
constituyen diversos vehiculos o portadores y auxiliares de procesamiento Utiles para la formacion de la forma
farmacéutica deseada.

Las formas liquidas adecuadas para la administracion oral pueden comprender un vehiculo adecuado acuoso o no
acuoso, con reguladores del pH, agentes de suspension y dispersion, colorantes, saborizantes y similares. Las
formas solidas pueden comprender, por ejemplo, cualquiera de los siguientes ingredientes, o compuestos de
naturaleza similar: un aglutinante tal como celulosa microcristalina, goma de tragacanto o gelatina; un excipiente tal
como almidon o lactosa; un agente desintegrante tal como acido alginico, Primogel, o almidén de maiz; un lubricante
tal como estearato de magnesio; un deslizante tal como diéxido de silicio coloidal; un agente edulcorante tal como
sacarosa o sacarina; o un agente saborizante, tal como menta piperita, metil salicilato o saborizante de naranja.

Las composiciones inyectables tipicamente son a base de solucién salina estéril inyectable o solucién salina
regulada con fosfato, u otros portadores inyectables conocidos en la técnica. Como anteriormente, el compuesto
activo en dichas composiciones habitualmente es un componente menor, a menudo, de alrededor de 0.05 a 10% en
peso, donde el resto lo constituyen el portador inyectable e ingredientes similares.

Las composiciones transdérmicas habitualmente se formulan como una crema o un unglento tépico que contiene
los ingredientes activos, en general, en una cantidad que varia de alrededor de 0.01 a alrededor de 20% en peso;
preferentemente, de alrededor de 0.1 a alrededor de 20% en peso; preferentemente, de alrededor de 0.1 a alrededor
de 10% en peso; y aun mas preferentemente, de alrededor de 0.5 a alrededor de 15% en peso. Cuando se formulan
como un ungiento, los ingredientes activos habitualmente seran combinados con una base de ungliento parafinica o
miscible con agua. Alternativamente, los ingredientes activos pueden formularse en una crema con, por ejemplo, una
base de crema de aceite en agua. Las formulaciones transdérmicas de este tipo son bien conocidas en la técnica, y
en general, incluyen ingredientes adicionales para aumentar la penetracion dérmica de estabilidad de los
ingredientes activos o de la formulacion. Todas dichas formulaciones transdérmicas conocidas e ingredientes se
incluyen dentro del alcance de esta invencion.

El compuesto de la invencion ademas puede administrarse por medio de un dispositivo transdérmico. En
consecuencia, la administracion transdérmica puede lograrse usando un parche del tipo reservorio o de tipo
membrana porosa, o de una variedad de matriz sélida.

Los componentes descritos con anterioridad para las composiciones de administracion oral, inyectables o de
administracion tépica son puramente representativos. Otros materiales, al igual que las técnicas de procesamiento y
similares se exponen en la Parte 8 de Remington’s Pharmaceutical Sciences, 17.° edicion, 1985, Mack Publishing
Company, Easton, Pennsylvania, incorporado en la presente solicitud a modo de referencia.

El compuesto de la invencion ademas puede administrarse en formas de liberacion sostenida, o desde sistemas de
suministro de farmacos de liberacién sostenida. Una descripcion de materiales de liberacién sostenida
representativos puede hallarse en Remington’s Pharmaceutical Sciences.

Los siguientes ejemplos de formulacion ilustran composiciones farmacéuticas representativas que pueden
prepararse de acuerdo con esta invencion. Sin embargo, la presente invenciéon no se limita a las siguientes
composiciones farmacéuticas.

Formulacion 1 — Comprimidos

El compuesto de la invencién puede mezclarse como un polvo seco con un aglutinante de gelatina seco en una
relacion en peso aproximada de 1:2. Puede agregarse una cantidad menor de estearato de magnesio como un
lubricante. Pueden formarse con la mezcla comprimidos de 240-270 mg (80-90 mg de compuesto activo de amida
por comprimido) en una prensa formadora de comprimidos.

Formulacion 2 — Capsulas

El compuesto de la invencion puede mezclarse como un polvo seco con un diluyente de almidon en una relacion en
peso aproximada de 1:1. Con la mezcla pueden llenarse capsulas de 250 mg (125 mg de compuesto activo de
amida por capsula).
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Formulacion 3 — Liquido

El compuesto de la invencion (125 mg) puede mezclarse con sacarosa (1.75 g) y goma de xantano (4 mg), y la
mezcla resultante puede combinarse, pasarse a través de un tamiz U. S. malla N.° 10, y luego mezclarse con una
solucion previamente formada de celulosa microcristalina y carboximetil celulosa de sodio (11:89, 50 mg) en agua.
Pueden diluirse con agua benzoato sédico (10 mg), saborizante y colorante, y agregarse con agitacion. Entonces
puede agregarse suficiente agua, con agitacion. A continuacion, puede agregarse una cantidad adicional de agua
suficiente a fin de producir un volumen total de 5 ml.

Formulacion 4 — Comprimidos

El compuesto de la invencién puede mezclarse como un polvo seco con un aglutinante de gelatina seco en una
relacion en peso aproximada de 1:2. Puede agregarse una cantidad menor de estearato de magnesio, como
lubricante. Con la mezcla pueden formarse comprimidos de 450-900 mg (150-300 mg de compuesto activo de
amida) en una prensa formadora de comprimidos.

Formulacion 5 — Inyeccion

El compuesto de la invencion puede disolverse o suspenderse en un medio acuoso inyectable de solucion salina
estéril regulada hasta una concentracion de aproximadamente 5 mg/ml.

Formulacion 6 — Tépica

Pueden fusionarse alcohol estearilico (250 g) y vaselina blanda (250 g) a aproximadamente 75°C, y luego puede
agregarse una mezcla del compuesto de la invencion (50 g), metilparabeno (0.25 g), propilparabeno (0.15 g), lauril
sulfato de sodio (10 g) y propilenglicol (120 g) disuelta en agua (alrededor de 370 g), y la mezcla resultante puede
agitarse hasta la coagulacion.

Métodos de tratamiento

El compuesto de la invencion puede usarse como agente terapéutico para el tratamiento de afecciones en
mamiferos que estan causalmente relacionadas o son atribuibles a la actividad anormal de JAK. En particular, las
afecciones estan relacionadas con la actividad anormal de JAK1 y JAK2. Por lo tanto, el compuesto y las
composiciones farmacéuticas encuentran uso como agentes terapéuticos para la prevencion y el tratamiento de
afecciones inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias, enfermedades proliferativas, rechazo de trasplantes,
enfermedades que involucran el deterioro del recambio de cartilago, malformaciones congénitas del cartilago y
enfermedades asociadas con la hipersecrecion de IL6, en mamiferos, que incluyen humanos.

En aspectos adicionales de método de tratamiento, esta invencién provee métodos de tratamiento de un mamifero
sensible a una afeccion inflamatoria, o afectado con una afeccién inflamatoria. Los métodos comprenden la
administracion de una cantidad eficaz para el tratamiento de la afeccion o para la prevencién de la afeccion, de una
o mas de las composiciones farmacéuticas o del compuesto de la invencién, como se describen en esta solicitud. En
una modalidad especifica, la afeccién inflamatoria se selecciona de artritis reumatoide, artrosis, enfermedades
alérgicas de las vias respiratorias (por ejemplo, asma) y enfermedades intestinales inflamatorias.

En otro aspecto, la presente invencién provee el compuesto de la invencion para el uso en el tratamiento, la
prevencion o la profilaxis de una afeccion inflamatoria. En una modalidad especifica, la afeccion inflamatoria se
selecciona de artritis reumatoide, artrosis, enfermedades alérgicas de las vias respiratorias (por ejemplo, asma) y
enfermedades intestinales inflamatorias.

En aspectos adicionales de método de tratamiento, esta invencién provee métodos de tratamiento de un mamifero
sensible a una enfermedad autoinmunitaria, o afectado con una enfermedad autoinmunitaria. Los métodos
comprenden la administracion de una cantidad eficaz para el tratamiento de la afeccién o para la prevencion de la
afeccion, de una o mas de las composiciones farmacéuticas o del compuesto de la invencién descritos en esta
solicitud. En una modalidad especifica, la enfermedad autoinmunitaria se selecciona de EPOC, asma, lupus
eritematoso sistémico, diabetes sacarina tipo | y enfermedad intestinal inflamatoria.

En otro aspecto, la presente invencién provee el compuesto de la invencion para el uso en el tratamiento, la
prevenciéon o la profilaxis de una enfermedad autoinmunitaria. En una modalidad especifica, la enfermedad
autoinmunitaria se selecciona de EPOC, asma, lupus eritematoso sistémico, diabetes sacarina tipo | y enfermedad
intestinal inflamatoria.

En aspectos adicionales de método de tratamiento, esta invenciéon provee métodos de tratamiento de un mamifero
sensible a una enfermedad proliferativa, o afectado con una enfermedad proliferativa, en particular, cancer (por
ejemplo, tumores solidos tales como liomiosarcoma uterino o cancer de prostata), leucemia (por ejemplo, LMA o
LLA), mieloma multiple y psoriasis.
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En otro aspecto, la presente invencién provee el compuesto de la invencion para el uso en el tratamiento, la
prevencion o la profilaxis de una enfermedad proliferativa, en particular, cancer (por ejemplo, tumores solidos tales
como liomiosarcoma uterino o cancer de préstata), leucemia (por ejemplo, LMA o LLA), mieloma multiple y psoriasis.

En aspectos adicionales de método de tratamiento, esta invencién provee métodos de tratamiento de un mamifero
sensible al rechazo de trasplante, o afectado con rechazo de trasplante. En una modalidad especifica, la invencién
provee métodos de tratamiento de rechazo de trasplante de 6rganos.

En otro aspecto, la presente invencién provee el compuesto de la invencion para el uso en el tratamiento, la
prevencion o la profilaxis del rechazo de trasplante. En una modalidad especifica, la invencion provee métodos de
tratamiento de rechazo de trasplante de 6rganos.

En un aspecto de método de tratamiento, esta invencion provee un método de tratamiento, prevencién o profilaxis en
un mamifero sensible a enfermedades que involucran el deterioro del recambio de cartilago, o afectado con dichas
enfermedades, donde el método comprende la administraciéon de una cantidad terapéuticamente eficaz del
compuesto de la invencién, o de una o mas de las composiciones farmacéuticas que se describen en esta solicitud.

En otro aspecto, la presente invencién provee el compuesto de la invencion para el uso en el tratamiento, la
prevencion o la profilaxis de enfermedades que involucran el deterioro del recambio de cartilago.

La presente invencion provee ademas un método de tratamiento de malformaciones congénitas del cartilago, donde
el método comprende la administracién de una cantidad eficaz de una o mas de las composiciones farmacéuticas o
del compuesto de la invencién, descritos en esta solicitud.

En otro aspecto, la presente invencién provee el compuesto de la invencion para el uso en el tratamiento, la
prevencion o la profilaxis de malformaciones congénitas del cartilago.

En aspectos adicionales de método de tratamiento, esta invencién provee métodos de tratamiento de un mamifero
sensible a enfermedades asociadas con la hipersecrecion de IL6, o afectado con dichas enfermedades, en
particular, la enfermedad de Castleman o glomerulonefritis proliferativa mesangial.

En otro aspecto, la presente invencién provee el compuesto de la invencion para el uso en el tratamiento, la
prevencion o la profilaxis de enfermedades asociadas con la hipersecrecién de IL6, en particular, la enfermedad de
Castleman o glomerulonefritis proliferativa mesangial.

Como un aspecto mas de la invencion, se provee el compuesto de la invenciéon para el uso como un agente
farmacéutico, en especial, en el tratamiento o la prevencion de las afecciones y enfermedades que se mencionan
con anterioridad. Ademas se provee en esta solicitud el uso de los presentes compuestos en la elaboracién de un
medicamento para el tratamiento o la prevencién de una de las afecciones o enfermedades que se mencionan
anteriormente.

Un régimen particular del presente método comprende la administracion a un sujeto que sufre de una enfermedad
que conlleva inflamacion, de una cantidad eficaz de un compuesto de la invencion, durante un periodo de tiempo
suficiente para reducir el nivel de inflamacién en el sujeto, y preferentemente, terminar con los procesos
responsables de dicha inflamacién. Una modalidad especial del método comprende la administracién de una
cantidad eficaz del compuesto de la invencion a un paciente sujeto que sufre de artritis reumatoide, o que es
sensible a su desarrollo, durante un periodo de tiempo suficiente para reducir o prevenir, respectivamente, la
inflamacioén en las articulaciones de dicho paciente, y preferentemente, terminar con los procesos responsables de
dicha inflamacion.

Otro régimen particular del presente método comprende la administraciéon a un sujeto que sufre de una enfermedad
caracterizada por la degradacion del cartilago o de la articulacion (por ejemplo, artritis reumatoide o artrosis), de una
cantidad eficaz del compuesto de la invencidon, durante un periodo de tiempo suficiente para reducir, y
preferentemente, terminar los procesos autoperpetuantes responsables de dicha degradacién. Una modalidad
particular del método comprende la administracién de una cantidad eficaz del compuesto de la invencion a un sujeto
que sufre de artrosis, o que es sensible a su desarrollo, durante un periodo de tiempo suficiente para reducir o
prevenir, respectivamente, la degradacion de cartilago en las articulaciones de dicho paciente, y preferentemente,
terminar con los procesos autoperpetuantes responsables de dicha degradacion. En una modalidad particular, el
compuesto puede exhibir propiedades anabdlicas o anticatabdlicas de cartilago.

Las concentraciones de las dosis de inyeccion varian de alrededor de 0.1 mg/kg/hora a por lo menos 10 mg/kg/hora,
todas ellas, durante desde aproximadamente 1 hasta aproximadamente 120 horas, y en especial, 24 a 96 horas.
Ademas, puede administrarse un bolo de precarga de aproximadamente 0.1 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg o
mas, a fin de lograr concentraciones uniformes adecuadas. Se espera que la dosis maxima total no exceda
alrededor de 2 g/dia para un paciente humano de 40 a 80 kg.

Para la prevencion y el tratamiento de afecciones de largo plazo, tales como afecciones degenerativas, el régimen
de tratamiento habitualmente se extiende durante muchos meses o afios, de modo que se prefiere la dosificacion
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oral por razones de conveniencia y tolerancia del paciente. Con la dosificacion oral, son regimenes representativos
una a cinco, y especialmente, dos a cuatro, y habitualmente, tres dosis orales por dia. Con el uso de estos patrones
de dosificacion, cada dosis proporciona desde alrededor de 0.01 hasta alrededor de 20 mg/kg del compuesto de la
invencion, donde las dosis particulares proporcionan, cada una, desde alrededor de 0.1 hasta alrededor de 10
mg/kg, y en especial, alrededor de 1 a alrededor de 5 mg/kg.

Las dosis transdérmicas, en general, se seleccionan de manera que proporcionen concentraciones sanguineas
similares o inferiores a las logradas con el uso de dosis de inyeccion.

Cuando se usa en la prevencion del inicio de una afeccién inflamatoria, el compuesto de la invencién se administrara
a un paciente en riesgo de desarrollar la afeccion, habitualmente, por consejo y bajo supervision del médico, en las
concentraciones de dosificacion que se describen anteriormente. Los pacientes en riesgo de desarrollar una
afeccion particular, en general, incluyen aquellos que tienen antecedentes familiares de la afeccién, o aquellos que
han sido identificados por ensayos genéticos o mediante la identificacién sistematica, como particularmente
sensibles al desarrollo de la afeccion.

El compuesto de la invencién puede administrarse como el Unico ingrediente activo, o puede administrarse en
combinacién con otros agentes terapéuticos, que incluyen otros compuestos que demuestran la misma o similar
actividad terapéutica, y que se ha determinado que son seguros y eficaces para dicha administracion combinada. En
una modalidad especifica, la administracion conjunta de dos (o mas) agentes permite la utilizacion de dosis
significativamente menores de cada uno, a fin de reducir los efectos secundarios observados.

En una modalidad, el compuesto de la invencion se administra en forma conjunta con otro agente terapéutico para el
tratamiento o la prevencion de una enfermedad que conlleva inflamacion; los agentes particulares incluyen, sin
limitacion, agentes inmunorreguladores, por ejemplo, azatioprina, corticoesteroides (por ejemplo, prednisolona o
dexametasona), ciclofosfamida, ciclosporina A, tacrolimus, micofenolato mofetil, muromonab—-CD3 (OKT3, por
ejemplo, Orthocolone®), ATG, aspirina, acetaminofeno, ibuprofeno, naproxeno y piroxicam.

En una modalidad, el compuesto de la invencion se administra en forma conjunta con otro agente terapéutico para el
tratamiento o la prevencion de artritis (por ejemplo, artritis reumatoide); los agentes particulares incluyen, sin
limitacién, analgésicos, farmacos antiinflamatorios no corticoesteroides (AINE), esteroides, DMARD (sigla en inglés
de “farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad”) sintéticos (por ejemplo, sin limitacion, metotrexato,
leflunomida, sulfasalazina, auranofina, aurotiomalato sédico, penicilamina, cloroquina, hidroxicloroquina, azatioprina
y ciclosporina), y DMARD biolégicos (por ejemplo, sin limitacion, infliximab, etanercept, adalimumab, rituximab y
abatacept).

En una modalidad, el compuesto de la invencion se administra en forma conjunta con otro agente terapéutico para el
tratamiento o la prevencion de trastornos proliferativos; los agentes particulares incluyen, sin limitacion: metotrexato,
leucovorina, adriamicina, prenisona, bleomicina, ciclofosfamida, 5-fluoruracilo, paclitaxel, docetaxel, vincristina,
vinblastina, vinorrelbina, doxorrubicina, tamoxifeno, toremifeno, acetato de megestrol, anastrozol, goserrelina,
anticuerpo monoclonal anti-HER2 (por ejemplo, HerceptinTM), capecitabina, clorhidrato de raloxifeno, inhibidores de
EGFR (sigla en inglés de “receptor de factor de crecimiento epidérmico”) (por ejemplo, Iressa® Tarceva™,
Erbitux™), inhibidores de VEGF (sigla en inglés de “factor de crecimiento endotelial vascular’) (por ejemplo,
Avastin™), inhibidores de proteasoma (por ejemplo, Velcade™), Glivec® e inhibidores de hsp90 (por ejemplo, 17—
AAG). Ademas, un compuesto de la invencidon puede administrarse en combinacion con otras terapias que incluyen,
sin limitacion, radioterapia o cirugia. En una modalidad especifica, el trastorno proliferativo se selecciona de cancer,
enfermedad mieloproliferativa o leucemia.

En una modalidad, el compuesto de la invencion se administra en forma conjunta con otro agente terapéutico para el
tratamiento o la prevencion de enfermedades autoinmunitarias; los agentes particulares incluyen, sin limitacion:
glucocorticoesteroides, agentes citostaticos (por ejemplo, analogos de purina), agentes alquilantes (por ejemplo,
mostazas de nitrégeno (ciclofosfamida), nitrosoureas, compuestos de platino y otros), antimetabolitos (por ejemplo,
metotrexato, azatioprina y mercaptopurina), antibidticos citotdxicos (por ejemplo, dactinomicina, antraciclinas,
mitomicina C, bleomicina y mitramicina), anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos monoclonales anti-CD20, anti—-CD25
o anti-CD3 (OTK3), Atgam® y Thymoglobuline®), ciclosporina, tacrolimus, rapamicina (sirolimus), interferones (por
ejemplo, IFN—B), proteinas de union de TNF (sigla en inglés de “factor de necrosis tumoral”) (por ejemplo, infliximab
(Remicade ™), etanercept (Enbrel™) o adalimumab (Humira™)), micofenolato, fingolimod y miriocina.

En una modalidad, el compuesto de la invencion se administra en forma conjunta con otro agente terapéutico para el
tratamiento o la prevencion de rechazo de trasplantes; los agentes particulares incluyen, sin limitacion: inhibidores
de calcineurina (por ejemplo, ciclosporina o tacrolimus (FK506)), inhibidores de mTOR (sigla en inglés de “blanco
mamifero de rapamicina”) (por ejemplo, sirolimus, everolimus), antiproliferativos (por ejemplo, azatioprina, acido
micofendlico), corticoesteroides (por ejemplo, prednisolona, hidrocortisona), anticuerpos (por ejemplo, anticuerpos
monoclonales de receptores anti—IL-2Ra, basiliximab, daclizumab), anticuerpos policlonales anti—célula T (por
ejemplo, globulina antitimocito (ATG, por sus siglas en inglés), globulina antilinfocito (ALG, por sus siglas en inglés)).
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En una modalidad, el compuesto de la invencion se administra en forma conjunta con otro agente terapéutico para el
tratamiento o la prevencion de asma, rinitis o EPOC; los agentes particulares abarcan, sin limitacion: agonistas de
receptor adrenérgico beta; (por ejemplo, salbutamol, levalbuterol, terbutalina y bitolterol), epinefrina (para inhalacion
o en comprimidos), anticolinérgicos (por ejemplo, bromuro de ipratropio), glucocorticoesteroides (orales o para
inhalacion), agonistas de B2 de larga accién (por ejemplo, salmeterol, formoterol, bambuterol, y albuterol oral de
liberacion sostenida), combinaciones de corticoesteroides para inhalacion y broncodilatadores de larga accién (por
ejemplo, fluticasona/salmeterol, budesonida/formoterol), antagonistas de leucotrieno e inhibidores de la sintesis (por
ejemplo, montelukast, zafirlukast y zileutona), inhibidores de la liberacion de mediador (por ejemplo, cromoglicato y
cetotifeno), reguladores bioldgicos de la respuesta de IgE (por ejemplo, omalizumab), antihistaminicos (por ejemplo,
ceterizina, cinarizina, fexofenadino) y vasoconstrictores (por ejemplo, oximetazolina, xilometazolina, nafazolina y
tramazolina).

Asimismo, un compuesto de la invenciéon puede administrarse en combinacion con terapias de emergencia para el
asma o la EPOC; dichas terapias abarcan la administracion de oxigeno o heliox, terbutalina o salbutamol
nebulizados (opcionalmente, en combinacidon con un anticolinérgico (por ejemplo, ipratropio), esteroides sistémicos
(orales o intravenosos, por ejemplo, prednisona, prednisolona, metilprednisolona, dexametasona o hidrocortisona),
salbutamol intravenoso, beta—agonistas no especificos, inyectados o para inhalacion (por ejemplo, epinefrina,
isoetarina, isoproterenol, metaproterenol), anticolinérgicos (IV o nebulizados, por ejemplo, glicopirrolato, atropina,
ipratropio), metilxantinas (teofilina, aminofilina, bamifilina), anestésicos para inhalacion que tienen efecto
broncodilatador (por ejemplo, isoflurano, halotano, enflurano), ketamina y sulfato de magnesio intravenoso.

En una modalidad, el compuesto de la invencion se administra en forma conjunta con otro agente terapéutico para el
tratamiento o la prevencion de Ell (enfermedad intestinal inflamatoria); los agentes particulares incluyen, sin
limitacién: glucocorticoesteroides (por ejemplo, prednisona, budesonida), agentes inmunomoduladores sintéticos
modificadores de la enfermedad (por ejemplo, metotrexato, leflunomida, sulfasalazina, mesalazina, azatioprina, 6—
mercaptopurina y ciclosporina) y agentes inmunomoduladores biolégicos modificadores de la enfermedad (infliximab,
adalimumab, rituximab y abatacept).

En una modalidad, el compuesto de la invencion se administra en forma conjunta con otro agente terapéutico para el
tratamiento o la prevencion de LES (lupus eritematoso sistémico); los agentes particulares incluyen, sin limitacion:
agentes antirreumaticos modificadores de la enfermedad (DMARD, por sus siglas en inglés) tales como
antipaludicos (por ejemplo, plaquenil, hidroxicloroquina), inmunosupresores (por ejemplo, metotrexato y azatioprina),
ciclofosfamida y acido micofendlico; farmacos inmunosupresores y analgésicos, tales como farmacos
antiinflamatorios no corticoesteroides, opiaceos (por ejemplo, dextropropoxifeno y cocodamol), opioides (por
ejemplo, hidrocodona, oxicodona, MS Contin, o metadona) y el parche transdérmico de fentanilo Duragesic.

En una modalidad, el compuesto de la invencion se administra en forma conjunta con otro agente terapéutico para el
tratamiento o la prevencion de psoriasis; los agentes particulares incluyen, sin limitacion: tratamiento tépicos, tales
como soluciones de bafio, humectantes, cremas con medicacion y ungiientos que contienen alquitran mineral,
ditranol (antralina), corticoesteroides como desoximetasona (Topicort™), fluocinonida, analogos de vitamina D3 (por
ejemplo, calcipotriol), retinoides de aceite de argan (etretinato, acitretina, tazaroteno), tratamientos sistémicos tales
como metotrexato, ciclosporina, retinoides, tioguanina, hidroxiurea, sulfasalazina, micofenolato mofetilo, azatioprina,
tacrolimus, ésteres de acido fumarico o agentes biolégicos tales como Amevive™, Enbrel™, Humira™, Remicade™,
Raptiva™ y ustekinumab (un bloqueador de IL-12 e IL-23). Asimismo, un compuesto de la invenciéon puede
administrarse en combinacién con otras terapias que abarcan, sin limitacion, fototerapia o fotoquimioterapia (por
ejemplo, fototerapia de ultravioleta A (PUVA, por sus siglas en inglés) y psoraleno.

Con la administracién conjunta, se incluye cualquier medio para el suministro de dos 0 mas agentes terapéuticos al
paciente, como parte del mismo régimen de tratamiento, como sera evidente para el experto. Si bien dos o mas
agentes pueden administrarse en forma simultanea en una sola formulacion, este rasgo no es esencial. Los agentes
pueden administrarse en diferentes formulaciones y en momentos diferentes.

Procedimientos de sintesis general

Aspectos generales.

El compuesto de la invencion y los ejemplos comparativos revelados en el documento WO 2010010190 pueden
prepararse a partir de materiales iniciales de facil obtencién, usando los siguientes procedimientos y métodos
generales. Se apreciara que cuando se proporcionan condiciones tipicas o preferidas de proceso (es decir,
temperaturas de reaccion, tiempos, relaciones molares de reactivos, solventes, presiones, etc.), pueden usarse
también otras condiciones de proceso, a menos que se establezca lo contrario. Las condiciones 6ptimas de reaccién
pueden variar con los reactivos particulares o los solventes utilizados, si bien dichas condiciones pueden ser
determinadas por el experto en el arte, mediante experimentos de optimizacion de rutina.

Asimismo, como sera evidente para los expertos en el arte, pueden ser necesarios grupos protectores
convencionales a fin de evitar que ciertos grupos funcionales sufran reacciones indeseadas. La eleccién de un grupo
protector adecuado para un grupo funcional particular, al igual que las condiciones adecuadas para la proteccion y
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desproteccion, son bien conocidas en el arte. Por ejemplo, se describen numerosos grupos protectores y su
introduccion y remocion en la referencia de T. W. Greene y P. G. M. Wuts, Protecting Groups in Organic Synthesis,
Second Edition, Wiley, New York, 1991, y en referencias alli citadas.

Los siguientes métodos se presentan con detalle en relacion con la preparacion del compuesto de la invencion,
como se define anteriormente, y los ejemplos comparativos. El compuesto de la invencion y los ejemplos
comparativos se pueden preparar a partir de reactivos y materiales iniciales conocidos o comerciales, por el experto
en el arte de la sintesis organica.

Todos los reactivos eran de grado comercial, y se usaron tal como fueron recibidos, sin purificacion adicional, a
menos que se establezca lo contrario. Se usaron solventes anhidros comerciales para las reacciones efectuadas en
atmosfera inerte. Los solventes de grado reactivo se utilizaron en todos los otros casos, a menos que se indique lo
contrario. Se efectud la cromatografia de columna en gel de silice 60 (35—70 um). La cromatografia de capa delgada
se llevo a cabo usando placas F—254 de gel de silice previamente revestidas (espesor: 0.25 mm). Los espectros de
'H RMN se registraron en un espectrémetro Bruker DPX 400 NMR (400 MHz). Los desplazamientos quimicos (5)
para los espectros de 'H RMN se informan en partes por millén (ppm) en relacion con tetrametilsilano (5 0.00), o el
pico de solvente residual apropiado, es decir, CHCIs (5 7.27), como referencia interna. Las multiplicidades se
proporcionan como singlete (s), doblete (d), triplete (t), cuartete (q), multiplete (m) y amplio (br). Las constantes de
acoplamiento (J) se proporcionan en Hz. Los espectros de MS de electropulverizacion se obtuvieron en un
espectrometro de LC/MS Micromass de plataforma. Columna utilizada para todos los analisis de LCMS: Waters
Acquity UPLC BEH C18, 1.7 um, 2.1 mm DI x 50 mm L (Parte N.° 186002350)). HPLC preparatoria: Waters XBridge
Prep C18, 5 um ODB 19 mm DI x 100 mm L (Parte N.° 186002978). Todos los métodos se efectuaron usando
gradientes de MeCN/H20. H,0 contiene o bien TFA al 0.1%, o NH3 al 0.1%.

Lista de abreviaturas utilizadas en la seccién experimental:

DCM: Diclorometano

DiPEA: N, N—diisopropiletilamina

MeCN Acetonitrilo

BOC ter—Butiloxi—carbonilo

DMF N, N—dimetilformamida

TFA Acido trifluoroacético

THF Tetrahidrofurano

RMN Resonancia magnética nuclear

DMSO Dimetilsulfoxido

DPPA Difenilfosforilazida

LC-MS Cromatografia liquida—Espectrometria de masa
Ppm partes por millén

EtOAc acetato de etilo

APCI lonizacién quimica de presiéon atmosférica
Rt tiempo de retencién

S singlete

brs singlete amplio

m multiplete

d doblete

PdCl2dppf [1,1'-Bis(difenilfosfino)ferroceno] dicloropaladio (II)
TEA Trietilamina
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Preparacion sintética del compuesto de la invencion y ejemplos comparativos

El compuesto de la invencion y los ejemplos comparativos pueden producirse de acuerdo con el siguiente esquema
de reaccion.

Método de sintesis general

Esquema 1
X
NH,OH.HCI
XX N OEt =
| EtO” "NCS | 'PerEt />_NH
Pz / N N\
Br™ 'N° NH, DCM Br N O  EtOH/MeOH
20 °C A Br
)] 2 (3)
1.RCOCI, Et;N | 2. NH;/MeOH
CH,CN, 20 °C 20°C
0} OH O
N >\—<] Ar—E, =N >—<
7 — - \ —
N ~—N
N N\N/>_ H OH X N\N>_H
Ar B @

()

donde Ar representa fenil-L1-heterocicloalquilo, donde L1 es un enlace, -CH,—~ o -CO-, y el grupo
heterocicloalquilo esta opcionalmente sustituido.

Aspecto general.

1.1.1. 1—(6—Bromo—piridin—2—il)-3—carboetoxi-tiourea (2).

N S  OEt
|/Jk

B~ "N~ "N” °NT o
H H

2

A una soluciéon de 2—amino—6—-bromopiridina (1) (253.8 g, 1.467 mol) en DCM (2.5 |), enfriada hasta 5°C, se agrega
isotiocianato de etoxicarbonilo (173.0 ml, 1.467 mol), por goteo, en un lapso de 15 min. A continuacion, la mezcla de
reaccion se deja entibiar hasta temperatura ambiente (20°C) y se agita durante 16 h. La evaporacion al vacio
proporciona un sélido, que puede ser recogido mediante la filtracion, lavado por completo con gasolina (3 x 600 ml) y
secado al aire, a fin de lograr (2). La tiourea puede usarse como tal para la siguiente etapa, sin ninguna purificacion.
'H (400 MHz, CDCl3) & 12.03 (1H, br s, NH), 8.81 (1H, d, J 7.8 Hz, H-3), 8.15 (1H, br s, NH), 7.60 (1H, t, J 8.0 Hz,
H-4), 7.32 (1H, dd, J 7.7 y 0.6 Hz, H-5), 4.31 (2H, q, J 7.1 Hz, CH>), 1.35 (3H, t, J 7.1 Hz, CH3).

1.1.2. 5~-Bromo—[1,2,4]triazolo[1,5—a]piridin—2—ilamina (3).

Ny />7NH

Br (3)

A una suspension de clorhidrato de hidroxilamina (101.8 g, 1.465 mol) en EtOH/MeOH (1:1, 900 ml) se agrega N,N-
diisopropiletilamina (145.3 ml, 0.879 mol), y la mezcla se agita a temperatura ambiente (20°C) durante 1 h. A
continuacion, se agrega 1—(6—bromo—piridin—2—il)-3—carboetoxi—tiourea (2) (89.0 g, 0.293 mol), y la mezcla se
calienta lentamente hasta reflujo (observacion: se necesita depurador de blanqueo para apagar H.S emanado).
Después de 3 h a reflujo, la mezcla se deja enfriar y se filtra de manera de recoger el sélido precipitado. Se recoge
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producto adicional mediante la evaporacién al vacio del filtrado, el agregado de H,O (250 ml) y la filtracion. Los
sélidos combinados se lavan sucesivamente con H,O (250 ml), EtOH/MeOH (1:1, 250 ml) y Et,O (250 ml); a
continuacion, se secan al vacio a fin de lograr el derivado trlazoloplrldlna (3) en forma de un solido. El compuesto
puede usarse como tal en la siguiente etapa, sin ninguna purificacion. 'H (400 MHz, DMSO—ds) & 7.43-7.34 (2H, m,
2 x aromético—H), 7.24 (1H, dd, J 6.8 y 1.8 Hz, aromatico—H), 6.30 (2H, br, NHy); m/z 213/215 (1:1, M + H', 100%).

1.1.3.  Procedimiento general para la monoacilacion a fin de lograr el intermediario (4):

@)

N =N >\‘_<]
“Noy? N

Br

A una solucion de la 2—amino—triazolopiridina (3) (7.10 g, 33.3 mmol) en CH3CN seco (150 ml) a 5°C se agrega EtsN
(11.6 ml, 83.3 mmol), seguido de cloruro de ciclopropanocarbonilo (83.3 mmol). A continuacion, la mezcla de
reaccion se deja entibiar hasta temperatura ambiente, y se agita hasta la consumicion de todo el material inicial (3).
Si es necesario, se agrega una cantidad adicional de EtsN (4.64 ml, 33.3 mmol) y cloruro de ciclopropanocarbonilo
(33.3 mmol), de manera de garantizar la reaccion completa. Luego de la evaporacién de solvente al vacio, el residuo
resultante se trata con solucién de amoniaco metandlico, 7 N (50 ml), y se agita a temperatura ambiente (durante 1—
16 h) a fin de hidrolizar cualquier producto bisacilado. El aislamiento de producto se efectia mediante la eliminacion
de los volatiles al vacio, seguida de la trituracion con Et,O (50 ml). Los soélidos se recogen mediante la filtracion, se
lavan con H,O (2 x 50 ml), acetona (50 ml) y Et;O (50 ml), y luego se secan al vacio a fin de obtener el intermediario
bromo deseado (4).

Método A.

Preparaciéon de compuestos de la invencion por medio del acoplamiento de Suzuki (5).

Se agrega un acido boérico apropiado (2 eq.) a una soluciéon de intermediario de bromo (4) en 1,4-dioxano/agua
(5:1). Se agregan K>COs3 (2 eq.) y PdCl.dppf (5%) a la solucién. La mezcla resultante luego se calienta en un
microondas a 140°C durante 30 min (esta reaccion también puede llevarse a cabo mediante el calentamiento
tradicional en un bario de aceite a 90°C durante 16 h en N). Se agrega agua, y la solucién se extrae con acetato de
etilo. Las capas organicas se secan sobre MgSO, anhidro y se evaporan al vacio. El compuesto final se obtiene
luego de la purificaciéon por medio de la cromatografia instantanea o la HPLC preparatoria. HPLC: Waters XBridge
Prep C18, 5 um ODB 19 mm DI x 100 mm L (Parte N.° 186002978). Todos los métodos utilizan gradientes de
MeCN/H;0. H2O contiene o bien 0.1% de TFA, o 0.1% de NHs.

Método B.

NH
\N~/>_NH \N~/>_NH \N‘/>_

O

/S”\\
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B1. 4 Cloruro de 4-[2—(Ciclopropanocarbonil-amino)—[1,2,4]triazolo[1,5—a]piridin—5-il]-benzoilo.

—N
s N—y/ O/t 1

Se agregan dos gotas de DMF a una solucién de acido 4-[2—(ciclopropanocarbonil-amino)—{1,2,4]triazolo[1,5—
a]piridin—5-il]-benzoico (1 eq.), obtenida por el Método A usando acido 4—carboxifenilborénico en DCM en atmdsfera
de N2. A continuacion, se agrega cloruro de oxalilo (2 eq.) por goteo, a esta solucion resultante (liberacion de gas).
La mezcla se agita a temperatura ambiente durante 2 horas. Después de la finalizacion de la reaccion por LCMS, se
elimina el solvente. El cloruro acido bruto se usa sin otra purificacion en la siguiente etapa.

B2. Formacién de amida (Método general).

> ~=N
)—NH

NS N\N 2 <
o

(0] N
O&ig

Una amina apropiada (1.1 eq.) y EtsN (5 eq.) se disuelven en DCM en atmoésfera de No, y se enfrian a 0°C. El cloruro
acido (B1, 1 eq.) disuelto en DCM se agrega por goteo a esta solucion. La reaccién se agita a temperatura ambiente
durante 16 h. Después de este periodo de tiempo, la reaccidon se completa. Se extrae el compuesto con EtOAc y
agua, se lava con salmuera y se seca sobre MgSO, anhidro. Las capas organicas se filtran y se evaporan. El
compuesto final se aisla por medio de la HPLC preparatoria. HPLC preparatoria: Waters XBridge Prep C18, 5 ym
ODB 19 mm DI x 100 mm L (Parte N.° 186002978). Todos los métodos utilizan gradientes de MeCN/H,0. El H,0
contiene o bien 0.1% de TFA 0 0.1% de NHs.

Método C.
= =N
o N- /N
N N
0
R%®
N
R3a

donde R*¥ o R3bjunto con el atomo de nitrégeno al cual estan unidos pueden formar un heterocicloalquilo.

Alquilacién reductora (método general).

Se mezclan una amina apropiada (2 eq.), acido ciclopropanocarboxilico (por ejemplo, [5—(4—formil—fenil)—
[1,2,4]triazolo[1,5—a]piridina—2—il]l-amida de acido ciclopropanocarboxilico) preparado por el método A (1 eq.) y
Ti(OPr)s y se agitan a temperatura ambiente durante 3 h. La mezcla se diluye en etanol, y se agrega Na(CN)BH3 (1
eq.). La solucién resultante se agita a temperatura ambiente durante 16 h. La mezcla se diluye con agua y se filtra.
El producto filtrado se lava con etanol. Las fases de solvente combinadas se evaporan al vacio. EI compuesto final
es aislado por medio de la HPLC preparatoria.
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Método D.

_— N
0 = H
éi ;’-)JQ s N / N <
~0 R2 o) N V4
R -R2 ‘ - o)
Br + N
H R17

R2_
\

R1

donde R’ y szunto con el atomo de nitrégeno al cual estan unidos pueden formar un heterocicloalquilo.

Reaccién de alquilacion.

(I) )

B B
o)
Br + N
H R1”

Se disuelven 2—(4—bromometil-fenil)—4,4,5,5-tetrametil{1,3,2]dioxaborolano (1 eq.) y EtsN (2 eq.) (o0 AgCOs3) en
DCM/MeOH (4:1 v:v) en Ny, y se agrega una amina (2 eq.) por goteo. La solucién resultante se agita a temperatura
ambiente durante 16 h. Después de este periodo de tiempo, la reacciéon se completa. El solvente se evapora. Se
extrae el compuesto con EtOAc y agua, se lava con salmuera y se seca sobre MgSO, anhidro. Las capas organicas
se filtran y se evaporan. El compuesto final es aislado por medio de la cromatografia instantanea.

Acoplamiento de Suzuki.

=N

H
SV
(o]

Rz\l‘\l

R1

El acido boronico (2 eq.) obtenido se agrega a una solucion de (5—bromo-[1,2,4]triazolo[1,5—a]piridin—2—il)-amida de
acido ciclopropanocarboxilico (4) en 1,4—dioxano/agua (5:1). Se agregan a la solucién K,COs3 (2 eq.) y PdCl.dppf
(5%). La mezcla resultante luego se calienta en un microondas a 140°C durante 30 min (esta reaccién también
puede llevarse a cabo mediante el calentamiento tradicional en un bafio de aceite a 90°C durante 16 h en N). Se
agrega agua, y la solucién se extrae con acetato de etilo. Las capas organicas se secan sobre MgSO4 anhidro y se
evaporan al vacio. El compuesto final se obtiene luego de la purificacion por medio de la cromatografia instantanea o
la HPLC preparatoria. HPLC: Waters XBridge Prep C18, 5 um ODB 19 mm DI x 100 mm L (Parte N.° 186002978).
Todos los métodos utilizan gradientes de MeCN/H20. El H2O contiene o bien 0.1% de TFA o0 0.1% de NHa.

Sintesis del compuesto de la invencién y ejemplos comparativos.
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Compuesto 1 (el compuesto de la invencién).

Etapa 1:

o

B H 0 |
~ I -
" o//Sﬁ "o
Br + b“

PEN
0] 0]

Se disolvieron 2-(4-bromometil-fenil)-4,4,5,5-tetrametil-{1,3,2]dioxaborolano (1 eq.) y DIPEA (2 eq.) en
DCM/MeOH (5:1 viv) en Ng, y se agreg6 en porciones 1,1-diéxido de tiomorfolina (2 eq.). La solucién resultante se
agitd a temperatura ambiente durante 16 h. Después de este lapso de tiempo, la reaccion se completd. El solvente
se evaporo. Se extrajo el compuesto con EtOAc y agua, se lavo con salmuera y se secé sobre MgSO4 anhidro. Las
capas organicas se filtraron y se evaporaron. El compuesto final se aisl6 sin otra purificacion.

Etapa 2: Acoplamiento de Suzuki.

Se agregd 4-[4—(4,4,5,5-tetrametil-{1,3,2]dioxaborolan—2-il)-bencil]-tiomorfolina-1,1-diéxido (1,1 eq.) a una
solucion de (5-bromo—[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin—2—il)-amida de &acido ciclopropanocarboxilico en 1,4—
dioxano/agua (4:1). Se agregaron K,COs3 (2 eq.) y PdCl.dppf (0.03 eq.) a la solucidn. La mezcla resultante luego se
calentd en un bafio de aceite a 90°C durante 16 h, en N2. Se agregd agua, y la solucidn se extrajo con acetato de
etilo. Las capas organicas se secaron sobre MgSO, anhidro y se evaporaron al vacio. El compuesto final se obtuvo
luego de la purificacion por medio de la cromatografia instantanea.

Alternativamente, luego de la finalizacion de la reaccion, se agrega un depurador de paladio, tal como 1,2—
bis(difenilfosfino)etano. La mezcla de reaccion se deja enfriar, y se lleva a cabo la filtracion. La torta filiro se
resuspende en un solvente adecuado (por ejemplo, acetona), se separa el sélido mediante la filtracion, se lava con
una cantidad adicional de acetona, y se seca. El solido resultante se resuspende en agua; se agrega HCI acuoso, y
después de la agitaciéon a T. A., la solucion resultante se filira sobre Celite (Celpure P300). A continuacion, se
agrega NaOH acuoso al producto filtrado, y la suspension resultante se agita a T. A., el s6lido se separa mediante la
filtracion, se lava con agua y se seca por medio de la succién. Finalmente, la torta se solubiliza nuevamente en una
mezcla de THF/H,0O, y se trata con un depurador de paladio (por ejemplo, SMOPEX 234) a 50°C. La suspension se
filtra; los solventes organicos se eliminan por medio de la evaporacion, y la suspension resultante se lava con agua y
metanol, se seca y se tamiza, a fin de obtener el compuesto del enunciado en forma de una base libre.
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Via alternativa para el Compuesto 1(el compuesto de la invencién).

Etapa 1:
N — 7N
S~ N\N/>_: ] . N\N 2 <
(0]
Br o

HO

Se agregd acido 4—(hidroximetil)fenilborénico (1.1 eq.) a una solucién de (5-bromo—{1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin—2—
ill-amida de acido ciclopropanocarboxilico en 1,4-dioxano/agua (4:1). Se agregaron K,COs3 (2 eq.) y PdCl.dppf (0.03
eq.) a la solucion. La mezcla resultante luego se calentd en un bafio de aceite a 90°C durante 16 h, en N2. Se agregé
agua, y la solucidon se extrajo con acetato de etilo. Las capas organicas se secaron sobre MgSO4 anhidro y se
evaporaron al vacio. La mezcla resultante se uso6 sin purificacion adicional.

Etapa 2:

N N
N~ ) o N— )
N N
o o
HO

Br

A una solucioén de [5—(4-hidroximetil-fenil)-[1,2,4]triazolo[1,5—a]piridin—2—il]-amida de acido ciclopropanocarboxilico
(1.0 eq.) en cloroformo se agregd lentamente tribromuro de fésforo (1.0 eq.). La mezcla de reaccion se agitoé a
temperatura ambiente durante 20 horas, se apag6 con hielo y agua (20 ml) y se extrajo con diclorometano. La capa
organica se seco sobre MgSO. anhidro, se filtré y se concentré hasta sequedad. El residuo blanco resultante se
trituré con diclorometano/éter dietilico, 2:1, a fin de lograr el producto esperado en forma de un sélido de color
blanco.

Etapa 3:

NNy =N

H
o N\N/%N: ] N N\N%NM
(0]

Se disolvieron [5—(4—bromometil-fenil)—[1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin—2—il]-amida de acido ciclopropanocarboxilico (1
eq.) y DIPEA (2 eq.) en DCM/MeOH (5:1, viv) en N, y se agreg6 por goteo 1,1-didxido de tiomorfolina (1.1 eq.). La
solucion resultante se agité a temperatura ambiente durante 16 h. Después de este periodo de tiempo, la reaccion
se completd. El solvente se evapord. El compuesto se disolvié en DCM, se lavd con agua y se secd sobre MgSOg4
anhidro. Las capas organicas se filtraron y se evaporaron. El compuesto final se aislé por medio de la cromatografia
de columna usando EtOAc a fin de lograr el producto deseado.

Ejemplos comparativos.

Compuesto comparativo 2.
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Este compuesto se preparé usando el Método General A y 4-[4—(4,4,5,5-tetrametil-[1,3,2]dioxaborolan—2—il)—
bencil]-morfolina.

Compuesto comparativo 3.

Este compuesto se preparé usando el método general A y clorhidrato del éster de pinacol del acido 3—(4—
morfolinometil)—fenilborénico.

Compuesto comparativo 4.

Este compuesto se preparé usando el método general A y éster de pinacol del acido 2—(4-morfolino)piridina—5—
borénico.

Compuesto comparativo 5.

Este compuesto se preparé usando el método general A y 4-[4—(4,4,55-tetrametil-1,3,2—dioxaborolan—2—
il)fenillmorfolina.

Compuesto comparativo 6.

Este compuesto se preparé usando el método general C y N-metil-piperazina.

Compuesto comparativo 7.

Este compuesto se prepard usando el método general C y piperidina.

Compuesto comparativo 8.

Este compuesto se preparé usando el método general C y amida del acido piperidina—4—carboxilico.

Compuesto comparativo 9.

Este compuesto se preparé usando el método general C y 1—piperazin—1—il-etanona.

Compuesto comparativo 10.

Este compuesto se preparé usando el método general B y 1,1-didxido de tiomorfolina.

Compuesto comparativo 11.

Este compuesto se preparé usando el método general D y 4,4—difluoropiperidina.

El compuesto de la invencion y los ejemplos comparativos que se han preparado de acuerdo con los métodos de
sintesis que se describen en esta solicitud se citan en la Tabla | que sigue. La informacion espectral de RMN del
compuesto de la invencion y de algunos de los ejemplos comparativos se proporciona en la Tabla II.

Tabla |

Comp. # Estructuras Denominacién Mw MS Med.

N
Ny

1) {5-[4—(1,1—dioxo—1—
tiomorfolin—4—ilmetil)—fenil]—
[1,2,4]triazolo[1,5—a]piridin—2— | 425.51 426
ill—amida de acido
ciclopropanocarboxilico

2
X N~

Compuesto
ilustrativo 1
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Z =N

N—(5—(4—

Compuesto (morfolinometil)fenil)—
ilustrativo 2 [1,2,4]triazolo[1,5—a]piridin—2— 377.45 378.2
il)ciclopropanocarboxamida
y
o
Z =N
2N N—(5—(3—
Compuesto NN }—<] (morfolinometil)fenil)— 377 45 378.2
ilustrativo 3 o) [1,2,4]triazolo[1,5—a]piridin—2— ) )
@ il)ciclopropanocarboxamida
N
Compuesto N—(5—(6—morfolinopiridin—3—
. pu il)-{1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin— | 364.41 365.1
ilustrativo 4 e -
2—il)ciclopropanocarboxamida
ZN=N
N 7~ N> <]
°N
Compuesto © N—(5—(4—morfolinofenil)—
) pu [1,2,4]triazolo[1,5-a]piridin—2— | 363.42 364.0
ilustrativo 5 o )
il)ciclopropanocarboxamida
)
(0]
= =N
W N> <
N
o N—(5—(4—((4—metilpiperazin—
Compuesto 1—il)metil)fenil)—
ilustrativo 6 [1,2,4]triazolo[1,5—a]piridin—2— 390.49 391.1
il)ciclopropanocarboxamida
N
LN
Z =N
N />_N
N >—<
o) N—(5—(4—(piperidin—1—
Compuesto ilmetil)fenil
ilustrativo 7 [1,2,4]triazolo[1,5—a]piridin—2— 375.48 376.1

il)ciclopropanocarboxamida
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=N
§ N\N/>'N> <

1—(ciclopropanocarboxamido)—

ilustrativo 10

Compuesto [1,2,4]triazolo[1,5—a]piridin—5—
ilustrativo 8 il)bencil)piperidina—4— 418.5 419.1
b id
N carboxamida
o
N
Z =N
XN />_N> <
°N
)
N—(5—(4—((4—acetoilpiperazin—
Compuesto 1—il)metil)fenil)—
ilustrativo 9 [1,2,4]triazolo[1,5-alpiridin—2— | 4182 419.1
il)ciclopropanocarboxamida
i
N\n/
@]
=N
AL
N
o) {5-[4—(1,1—dioxo—1—
Compuesto tiomorfolina—4—carbonil)—
P fenil]-[1,2,4]triazolo[1,5— 439.49 440.0

a]piridin—2—il}—-amida de acido
ciclopropanocarboxilico

Compuesto
ilustrativo 11

Z =N
“ N\N/>—NH
; ] {5-[4—(4,4—difluoro—piperidin—

1—ilmetil)—fenil]—
[1,2,4]triazolo[1,5—a]piridin—2— | 411.46 4121
il}-amida de acido

ciclopropanocarboxilico

Tabla II: Datos de RMN de compuestos representativos de la invencion y ejemplos comparativos

Comp. #

(8) Informacion de RMN

Compuesto ilustrativo 1

("H, DMSO—d6) 11.00 (1H, b, NH) 7.99 (2H, d, 2 x ArH) 7.70 (2H, m, 2 x ArH) 7.53 (2H,
d, 2 x ArH) 7.30 (1H, dd, ArH) 3.78 (2H, s, CH,) 3.14 (4H, b, 4 x CH) 2.93 (4H, b, 4 x
CH) 2.03 (1H, b, CH) 0.82 (4H, m, 2 x CHy)

Compuesto ilustrativo 2

("H, CDCl3) 10.20 (1H, b, NH), 8.06 (2H, d, ArH), 7.72 (2H, m, ArH), 7.63 (2H, d, ArH),
7.23 (1H, d, ArH), 4.27 (2H, s, CHy), 3.99 (4H, m, 2 x CHy), 3.50 (2H, br, CH,), 2.95
(2H, br, CH,), 1.97 (1H, br, CH), 1.17 (2H, m, CH,), 0.95 (2H, m, CH,)

Compuesto ilustrativo 3

("H, CDCls) 8.32 (1H, s, ArH), 7.96 (1H, m, ArH), 7.79 (1H, m, ArH), 7.66 (3H, m, ArH),
7.32 (1H, d, ArH), 4.31 (2H, s, CHy), 4.05 (4H, b, 2 x CHy), 3.6 (2H, br, CHy), 3.06 (2H,
br, CH,), 1.85 (1H, br, CH), 1.12 (2H, m, CHy), 0.98 (2H, m, CH,)
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("H, CDCI3) 8.71 (1H, s, NH), 8.35 (1H, m, ArH), 8.27 (1H, br, ArH), 7.57 (2H, d, ArH),
Compuesto ilustrativo 4 7.07 (1H, m, ArH), 6.78 (1H, d, ArH), 3.86 (4H, m, 2 x CHy), 3.66 (4H, m, 2 x CH), 1.6
(1H, br, CH), 1.22 (2H, m, CHy), 0.95 (2H, m, CH>)

(1H, DMSO-d6) 11.06 (1H, br, NH), 7.98 (2H, d, ArH), 7.67 (1H, m, ArH), 7.59 (1H, d,
Compuesto ilustrativo 5 ArH), 7.25 (1H, m, ArH), 7.08 (2H, m, ArH), 3.67 (4H, m, 2 x CH2), 3.25 (4H, m, 2 x
CH2), 2.02 (1H, br, CH), 0.82 (4H, m, 2 x CH2)

(1H, DMSO-d6) 11.03 (1H, b, NH), 8.11 (2H, d, ArH), 7.73 (1H, d, ArH), 7.72 (1H, s,
Compuesto ilustrativo 10 | ArH), 7.68 (2H, d, ArH), 7,36 (1H, dd, ArH), 4.01 (2H, b, CH2), 3.81 (2H, b, CH2), 3.31
(4H, b bajo pico de agua, 2 x CH2), 2.03 (1H, b, CH), 0.81 (4H, m, CH2)

(1H, DMSO—-d6) 10.99 (1H, b, NH), 7.98 (2H, d, 2 x ArH), 7.70 (2H, m, 2 x ArH), 7.50
Compuesto ilustrativo 11 | (2H, d, 2 x ArH), 7.29 (1H, dd, ArH), 3.65 (2H, s, CH2), 2.54 (4H, b, 4 x CH), 1.98 (5H,
b, 5 x CH), 0.81 (4H, m, 2 x CH2)

Ejemplos bioldgicos.
Ejemplo 1. Ensayos in vitro
1.1 Ensayo de inhibicion de JAK1.

El dominio catalitico JAK1 humano recombinado (aminoacidos 850—1154; catalogo n.° 08—144) se obtuvo de Carna
Biosciences. Se incubaron 10 ng de JAK1 con 12.5 ug de sustrato poliGT (Sigma catalogo n.° P0275) en regulador
de reaccion de quinasa (Tris, 15 mM-HCI, pH 7.5; DTT, 1 mM; 0.01% de Tween—20; MgCl,, 10 mM; 2 uM de ATP no
radiactivo; 0.25 uCi **P-gamma—ATP (GE Healthcare, catalogo n.° AH9968), concentraciones finales) con o sin 5 pl
de compuesto de ensayo o vehiculo (DMSO, 1% de concentracion final), en un volumen total de 25 pl, en una placa
de 96 receptaculos de polipropileno (Greiner, fondo V). Después de 45 min a 30°C, las reacciones se detuvieron
mediante el agregado de 25 pl/receptaculo de acido fosférico, 150 mM. La totalidad de la reaccién de quinasa
terminada se transfirié a placas filtro de 96 receptaculos prelavadas (acido fosférico, 75 mM) (Perkin EImer catalogo
numero 6005177) usando una cosechadora de células (Perkin Elmer). Las placas se lavaron 6 veces con 300 pl por
receptaculo de una solucién de acido fosforico, 75 mM, y se selldé el fondo de las placas. Se agregaron 40
pl/receptaculo de Microscint—20, se selld la parte superior de las placas, y se efectudé la lectura usando el
instrumento Topcount (Perkin Elmer). Se calcul6 la actividad de quinasa mediante la sustraccion de los recuentos
por minuto (c. p. m.) obtenidos en presencia de un inhibidor de control positivo (estaurosporina, 10 uM), de los c. p.
m. obtenidos en presencia de vehiculo. La capacidad de un compuesto de ensayo para inhibir esta actividad se
determiné de la siguiente manera:

Porcentaje de inhibicion = ((c. p. m. determinado para la muestra con compuesto de ensayo presente — c. p. m.
determinado para la muestra con inhibidor de control positivo), dividido por (c. p. m. determinado en presencia de
vehiculo — c. p. m. determinado para la muestra con inhibidor de control positivo)) * 100.

Se prepararon series de dilucién de dosis para los compuestos, lo que permitid el ensayo de los efectos de dosis y
respuesta en el ensayo de JAK1 y el calculo del valor ICso para cada compuesto. Cada compuesto se ensayo en
forma rutinaria en una concentracion de 20 uM, seguida de una dilucién serial de 1/3, 8 puntos (20 uM — 6.67 pM —
2.22 yM — 740 nM — 247 nM — 82 nM - 27 nM — 9 nM) en una concentracién final de 1% de DMSO. Cuando la
potencia de la serie de compuesto aumentd, se prepararon mas diluciones, y/o la concentracién superior se
disminuyo (por ejemplo, 5 uM, 1 uM).

Los siguientes compuestos se han ensayado a fin de determinar su actividad contra JAK1 y los valores de ICs,
establecidos empleando los ensayos que se describen en esta solicitud, y que se proporcionan a continuacion en la
Tabla IlIA.

Tabla lllA: Valores de JAK1 de los compuestos

Comp. # JAK1 ICs0 (NM)
Compuesto ilustrativo 1 47.07, 55.66, 50.1, 48.29
Compuesto comparativo 2 50.91, 52.11

Compuesto comparativo 3 291

Compuesto comparativo 4 1032

Compuesto comparativo 5 1450
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Comp. # JAK1 ICs0 (nM)
Compuesto comparativo 6 3448
Compuesto comparativo 7 504 .1
Compuesto comparativo 8 435
Compuesto comparativo 9 334.3
Compuesto comparativo 10 18.16
Compuesto comparativo 11 7.69

1.2 Ensayo de determinacion de Ki de JAK1.

Para la determinacion del Ki, se mezclaron diferentes cantidades de compuesto con la enzima, y la reaccion
enzimatica se siguié como una funcion de la concentracién de ATP. El valor Ki se determin6 por medio del trazado
reciproco doble de Km en comparacion con la concentracion de compuesto (Lineweaver—Burk plot). Se us6 1 ng de
JAK1 (Invitrogen, PV4774) en el ensayo. El sustrato fue péptido 50 nM Ulight-JAK-1 (Tyr1023) (Perkin Elmer,
TRF0121). La reaccion se llevd a cabo en MOPS, 25 mM, pH 6.8, 0.01%; DTT, 2 mM; MgCl,, 5 mM; Brij—35, con
diversas concentraciones de ATP y compuesto. El sustrato fosforilado se midié usando un anticuerpo
antifosfotirosina marcado con Eu, PT66 (Perkin Elmer, AD0068). Se llevd a cabo la lectura en el instrumento
Envision (Perkin Elmer), con una excitacion a 320 nm seguida de emisiéon a 615 nm y 665 nm.

Por ejemplo, cuando se ensay6 el Compuesto ilustrativo 1 en este ensayo, se midio un valor Ki de 39 nM.
1.3 Ensayo de inhibicion de JAK2.

Se obtuvo el dominio catalitico de JAK2 humano recombinado (aminoacidos 808-1132; catalogo niumero PV4210)
de Invitrogen. Se incubaron 0.025 mU de JAK2 con 2.5 ug de sustrato poliGT (Sigma catalogo nimero P0275) en
regulador de reaccion de quinasa (MOPS, 5 mM, pH 7.5; MgAc, 9 mM; EDTA, 0.3 mM; Brij al 0.06% y DTT, 0.6 mM;
1 uM ATP no radiactivo; 0.25 pCi *P—gamma—ATP (GE Healthcare, catalogo nimero AH9968), concentraciones
finales), con o sin 5 yl de compuesto de ensayo o vehiculo (DMSO, 1% concentracion final), en un volumen total de
25 pl, en una placa de 96 receptaculos de polipropileno (Greiner, fondo V). Después de 90 min a 30°C, las
reacciones se detuvieron mediante el agregado de 25 pl/receptaculo de acido fosférico, 150 mM. El total de la
reaccion de quinasa terminada se transfirié a placas filtro de 96 receptaculos prelavadas (acido fosforico, 75 mM)
(Perkin Elmer, catalogo n.° 6005177), empleando un cosechador de células (Perkin Elmer). Las placas se lavaron
seis veces con 300 pl por receptaculo de una solucion de acido fosférico, 75 mM, y se sellé el fondo de las placas.
Se agregaron 40 pl/receptaculo de Microscint—20; se sell6 la parte superior de las placas, y se efectud la lectura
empleando el instrumento Topcount (Perkin Elmer). Se calculé la actividad de quinasa mediante la sustraccion de los
recuentos por minuto (c. p. m.) obtenidos en presencia de un inhibidor de control positivo (estaurosporina, 10 uM) de
los c. p. m. obtenidos en presencia de vehiculo. La capacidad de un compuesto de ensayo para inhibir esta actividad
se determind de la siguiente manera:

Porcentaje de inhibicién = ((c. p. m. determinados para la muestra con compuesto de ensayo presente — c. p. m.
determinados para la muestra con inhibidor de control positivo) dividido por (c. p. m. determinados en presencia de
vehiculo — c. p. m. determinados para la muestra con inhibidor de control positivo)) * 100.

Se prepararon series de dilucién de dosis para los compuestos, lo que permitid el ensayo de los efectos de dosis y
respuesta en el ensayo de JAK2 y el calculo del valor ICso para cada compuesto. Cada compuesto se ensayo en
forma rutinaria en una concentracion de 20 pM, seguida de una diluciéon serial de 1/3, 8 puntos (20 yM — 6.67 pM —
2.22 yM — 740 nM — 247 nM — 82 nM - 27 nM — 9 nM) en una concentracion final de 1% de DMSO. Cuando la
potencia de la serie de compuesto aumentd, se prepararon mas diluciones, y/o la concentracién superior se
disminuyo (por ejemplo, 5 uM, 1 uM).

Los siguientes compuestos se han ensayado a fin de determinar su actividad contra JAK2 y los valores de ICs,
establecidos empleando los ensayos que se describen en esta solicitud, y que se proporcionan a continuacion en la
Tabla IlIB.

Tabla IlIB: Valores I1Cs, de JAK2 de los compuestos

Comp. # JAK2 ICs0 (nM)

Compuesto ilustrativo 1 31.37; 41.16; 55.49; 167.34
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Comp. # JAK2 ICso (nM)

Compuesto comparativo 2 38.73; 152.3; 184.7

Compuesto comparativo 3 N/A

Compuesto comparativo 4 N/A

Compuesto comparativo 5 1760

Compuesto comparativo 6 5070

Compuesto comparativo 7 6449

Compuesto comparativo 8 7731; 1355

Compuesto comparativo 9 848.7

Compuesto comparativo 10 | 65.42

Compuesto comparativo 11 | 15.51

1.4. Ensayo de determinacion de Kd de JAK2.

Se us6 JAK2 (Invitrogen, PV4210) en una concentracion final de 5 nM. El experimento de unién se efectudé en
Hepes, 50 mM, pH 7.5; Brij-35 al 0.01%; MgClz, 10 mM; EGTA, 1 mM; usando trazador de quinasa 236, 25 nM
(Invitrogen, PV5592) y Eu-anti-GST, 2 nM (Invitrogen, PV5594), con diversas concentraciones de compuesto. La
deteccién de trazador se efectué de acuerdo con el procedimiento de los fabricantes.

Por ejemplo, cuando se ensayo6 el Compuesto ilustrativo 1 en este ensayo, se midié un valor Kd de 205 nM.
1.5. Ensayo de inhibicion de JAK3.

Se obtuvo el dominio catalitico de JAK3 humano recombinado (aminoacidos 781-1124; catalogo nimero PV3855)
de Invitrogen. Se incubaron 0.025 mU de JAK3 con 2.5 ug de sustrato poliGT (Sigma catalogo nimero P0275) en
regulador de reaccion de quinasa (Tris, 25 mM, pH 7.5; EGTA, 0.5 mM; NasVO., 0.5 mM; b—glicerolfosfato, 5 mM,;
0.01% de Triton X—100; 1 uM de ATP no radiactivo; 0.25 pCi 33P—gamma-ATP (GE Healthcare, catalogo nimero
AH9968), concentraciones finales), con o sin 5 pl de compuesto de ensayo o vehiculo (DMSO, 1% concentracion
final), en un volumen total de 25 pl, en una placa de 96 receptaculos de polipropileno (Greiner, fondo V). Después de
105 min a 30°C, las reacciones se detuvieron mediante el agregado de 25 pl/receptaculo de acido fosférico, 150 mM.
El total de la reacciéon de quinasa terminada se transfirié a placas filtro de 96 receptaculos prelavadas (acido
fosférico, 75 mM) (Perkin Elmer, catalogo n.° 6005177), empleando un cosechador de células (Perkin Eimer). Las
placas se lavaron seis veces con 300 pl por receptaculo de una solucion de acido fosférico, 75 mM, y se sello el
fondo de las placas. Se agregaron 40 pl/receptaculo de Microscint—20; se sell6 la parte superior de las placas, y se
efectud la lectura empleando el instrumento Topcount (Perkin Elmer). Se calculé la actividad de quinasa mediante la
sustraccion de los recuentos por minuto (c. p. m.) obtenidos en presencia de un inhibidor de control positivo
(estaurosporina, 10 uM) de los c. p. m. obtenidos en presencia de vehiculo. La capacidad de un compuesto de
ensayo para inhibir esta actividad se determiné de la siguiente manera:

Porcentaje de inhibicién = ((c. p. m. determinados para la muestra con compuesto de ensayo presente — c. p. m.
determinados para la muestra con inhibidor de control positivo) dividido por (c. p. m. determinados en presencia de
vehiculo — c. p. m. determinados para la muestra con inhibidor de control positivo)) * 100.

Se prepararon series de dilucién de dosis para los compuestos, lo que permitid el ensayo de los efectos de dosis y
respuesta en el ensayo de JAK3 y el calculo del valor ICso para cada compuesto. Cada compuesto se ensayo en
forma rutinaria en una concentracion de 20 yM, seguida de una dilucién serial de 1/3, 8 puntos (20 uM — 6.67 pM —
2.22 yM — 740 nM — 247 nM — 82 nM - 27 nM — 9 nM) en una concentracion final de 1% de DMSO. Cuando la
potencia de la serie de compuestos aumentd, se prepararon mas diluciones, y/o la concentracidon superior se
disminuyo (por ejemplo, 5 uM, 1 uM).

Los siguientes compuestos se han ensayado a fin de determinar su actividad contra JAK3 y los valores de ICs,
establecidos empleando los ensayos que se describen en esta solicitud, y que se proporcionan a continuacion en la
Tabla IlIC.

26



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 626 908 T3

Tabla llIC: Valores ICso de JAK3 de los compuestos

Comp. # JAK3 ICs0 (nM)

Compuesto ilustrativo 1 149.35; 187.3; 189.3; 194.7

Compuesto comparativo 2 2843

Compuesto comparativo 11 | 194.6

1.6. Ensayo de determinacion de Ki de JAK3.

Para la determinacién del Ki, se mezclan diferentes cantidades de compuesto con la enzima, y la reaccion
enzimatica se sigue como una funcion de la concentracion de ATP. El valor Ki se determina por medio del trazado
reciproco doble de Km en comparacion con la concentracion de compuesto (Lineweaver—-Burk plot). Se usé JAK3
(Carna Biosciences, 09CBS—0625B) en una concentracion final de 10 ng/ml. El sustrato fue la sal sddica de Poli(Glu,
Tyr), (4:1), MW 20 000 — 50 000 (Sigma, P0275). La reaccion se efectud en Tris, 25 mM; pH 7.5; 0.01% de Triton X—
100; EGTA, 0.5 mM; DTT, 2.5 mM; NazVO4, 0.5 mM; b—glicerolfosfato, 5 mM; MgCl,, 10 mM; con diversas
concentraciones de ATP y compuesto, y se detuvo mediante el agregado de acido fosférico, 150 mM. La medicion
de fosfato incorporado en el sustrato poliGT se realizé por medio de la carga de las muestras en una placa filtro
(usando un cosechador, Perkin Elmer), y el lavado posterior. Se midi6 el **P incorporado en poliGT en un contador
de centelleo Topcount luego del agregado de liquido de centelleo a las placas filtro (Perkin Elmer).

Por ejemplo, cuando se ensayd el Compuesto ilustrativo 1 en este ensayo, se midio un valor Ki de 353 nM.
1.7. Ensayo de inhibicion de TYK2.

El dominio catalitico TYK2 humano recombinado (aminoéacidos 871-1187; catalogo n.° 08—147) se obtuvo de Carna
Biosciences. Se incubaron 5 ng de TYK2 con 12.5 ug de sustrato poliGT (Sigma catalogo n.° P0275) en regulador de
reaccion de quinasa (Hepes, 25 mM; pH 7.5; NaCl, 100 mM; NasVO4, 0.2 mM; 0.1% de NP—40; ATP no radiactivo,
0.1 uM; 0.125 uCi de ¥*P—gamma—-ATP (GE Healthcare, catalogo n.° AH9968), concentraciones finales), con o sin 5
pl de compuesto de ensayo o vehiculo (DMSO, 1% de concentracion final), en un volumen total de 25 pl, en una
placa de 96 receptaculos de polipropileno (Greiner, fondo V). Después de 90 min a 30°C, las reacciones se
detuvieron mediante el agregado de 25 pl/receptaculo de acido fosférico, 150 mM. La totalidad de la reaccion de
quinasa terminada se transfirid a placas filtro de 96 receptaculos prelavadas (acido fosforico, 75 mM) (Perkin Elmer
catalogo numero 6005177) usando una cosechadora de células (Perkin Elmer). Las placas se lavaron 6 veces con
300 pl por receptaculo de una solucion de acido fosférico, 75 mM, y se sell6 el fondo de las placas. Se agregaron 40
pl/receptaculo de Microscint—20, se selld la parte superior de las placas, y se efectudé la lectura usando el
instrumento Topcount (Perkin Elmer). Se calcul6 la actividad de quinasa mediante la sustraccion de los recuentos
por minuto (c. p. m.) obtenidos en presencia de un inhibidor de control positivo (estaurosporina, 10 uM), de los c. p.
m. obtenidos en presencia de vehiculo. La capacidad de un compuesto de ensayo para inhibir esta actividad se
determiné de la siguiente manera:

Porcentaje de inhibicion = ((c. p. m. determinado para la muestra con compuesto de ensayo presente — c. p. m.
determinado para la muestra con inhibidor de control positivo), dividido por (c. p. m. determinado en presencia de
vehiculo — c. p. m. determinado para la muestra con inhibidor de control positivo)) * 100.

Se prepararon series de dilucién de dosis para los compuestos, lo que permitioé el ensayo de los efectos de dosis y
respuesta en el ensayo de TYK2 y el calculo del valor ICso para cada compuesto. Cada compuesto se ensay6 en
forma rutinaria en una concentracion de 20 uM, seguida de una dilucién serial de 1/3, 8 puntos (20 yM — 6.67 uM —
2.22 yM — 740 nM — 247 nM — 82 nM - 27 nM — 9 nM) en una concentracion final de 1% de DMSO. Cuando la
potencia de la serie de compuesto aumentd, se prepararon mas diluciones, y/o la concentracién superior se
disminuyo (por ejemplo, 5 uM, 1 uM).

Los siguientes compuestos se han ensayado a fin de determinar su actividad contra TYKZ2; y los valores de ICs,
establecidos empleando los ensayos que se describen en esta solicitud, se proporcionan a continuacion en la Tabla
lD.

Tabla llID: Valores ICso de TYK2 de los compuestos

Comp. # TYK2 ICs0 (nM)
Compuesto ilustrativo 1 72.7; 73.75; 79.07; 86.77
Compuesto comparativo 2 2096
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Comp. # TYK2 ICs0 (nM)

Compuesto comparativo 11 125.8

1.8. Ensayo de determinacion de Kd de TYK2.

Se us6 TYK2 (Carna Biosciences, 09CBS—-0983D) en una concentracion final de 5 nM. El experimento de unién se
efectudé en Hepes, 50 mM; pH 7.5; 0.01% de Brij—35; MgClz, 10 mM; EGTA, 1 mM; usando trazador de quinasa 236,
50 nM (Invitrogen, PV5592) y Eu-anti-GST, 2 nM (Invitrogen, PV5594) con diversas concentraciones de
compuestos. La deteccién del trazador se efectué de acuerdo con el procedimiento de los fabricantes.

Por ejemplo, cuando se ensay6 el Compuesto 1 en este ensayo, se midi6 un valor Kd de 376 nM.
Ejemplo 2. Ensayos celulares.
2.1. Ensayo de sefalizacion JAK-STAT.

Se mantuvieron células HeLa en medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) que contenia suero de ternero
fetal inactivado por calor al 10%, 100 U/ml de penicilina y 100 yg/ml de estreptomicina. Se usaron células Hela a
70% de confluencia, para la transfeccion. Se transfectaron en forma transiente 20 000 células en 87 ul de medio de
cultivo celular, con 40 ng de pSTAT1(2)-reportero de luciferasa (Panomics), 8 ng de reportero LacZ como reportero
de control interno y 52 ng de pBSK, usando 0.32 pl de Jet-PEI (Polyplus) como reactivo de transfeccién por
receptaculo, en un formato de placa de 96 receptaculos. Después de la incubacién durante la noche a 37°C, CO; al
10%, se removié el medio de transfeccion. Se agregaron 75 yl de DMEM + suero de ternero fetal inactivado por calor
al 1.5%. Se agregaron 15 yl de compuesto en una concentracion de 6.7 x en un periodo de tiempo de 60 min, y
luego, 10 yl de OSM humana (Peprotech) en una concentracion final de 33 ng/ml.

Todos los compuestos se ensayaron por duplicado, iniciando a partir de 20 yM, seguido de una dilucion serial de
1/3, 8 dosis en total (20 yM — 6.6 yM — 2.2 yM — 740 nM — 250 nM — 82 nM — 27 nM — 9 nM) en una concentracion
final de 0.2% de DMSO.

Después de la incubacion durante la noche a 37°C, CO; al 10%, las células se lisaron en 100 pl de regulador de
lisis/receptaculo (PBS, CaCly, 0.9 mM; MgCl,, 0.5 mM; 5% de trehalosa; 0.025% de Tergitol NP9; 0.15% de BSA).

Se usaron 40 pl de lisado celular a fin de leer la actividad de B—galactosidasa mediante el agregado de 180 pl de
solucion de B-Gal (30 yl de ONPG 4 mg/ml + 150 pl de regulador de f—galactosidasa (Na;HPO4, 0.06 M; NaH2POu,
0.04 M; MgCl,, 1 mM)) durante 20 min. La reaccion se detuvo mediante el agregado de 50 uyl de Na;COs, 1 M. Se
ley6 la absorbancia a 405 nm.

La actividad de luciferasa se midié usando 40 ul de lisado celular mas 40 ul de Steadylite®, como lo describe el
fabricante (Perkin Elmer), en el instrumento Envision (Perkin Elmer).

Se usaron 10 yM de un inhibidor de pan—-JAK como un control positivo (100% de inhibicién). Como un control
negativo, se us6 DMSO al 0.5% (0% de inhibicion). Los controles positivos y negativos se utilizaron para el calculo
de los valores z' y de “porcentaje de inhibicion” (PIN, por sus siglas en inglés).

Porcentaje de inhibicién = ((fluorescencia determinada en presencia de vehiculo — fluorescencia determinada para la
muestra con compuesto de ensayo presente) dividido por (fluorescencia determinada en presencia de vehiculo —
fluorescencia determinada para la muestra sin desencadenante)) * 100.

Se trazaron los valores PIN para los compuestos ensayados en dosis y respuesta, y se derivaron los valores ECsg.

TABLA IV
Comp. # ECso (NM)
Compuesto ilustrativo 1 922.5; 625.6; 987.7; 1767
Compuesto comparativo 2 >10000, 3322, 2492
Compuesto comparativo 11 740.4

Ejemplo 2.2. Ensayo de sefializacion OSM/IL-1.

OSM e IL-1B demostraron regular en forma ascendente, sinérgicamente, las concentraciones de MMP13 en la
estirpe celular de condrosarcoma humano SW1353. Las células se sembraron en placas de 96 receptaculos, en una
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proporcion de 15 000 células por receptaculo, en un volumen de 120 yl de DMEM (Invitrogen) que contenia 10%
(v/v) de FBS y 1% de penicilina/estreptomicina (InVitrogen), y se incubaron a 37°C, 5% de CO.. Las células fueron
preincubadas con 15 pyl de compuesto en medio M199 con 2% de DMSO, 1 hora antes del desencadenamiento con
15 pl de OSM e IL-1pB, de modo de lograr 25 ng/ml de OSM y 1 ng/ml de IL-1B, y se midieron las concentraciones
de MMP13 en medio acondicionado, 48 horas después del desencadenamiento. La actividad de MMP13 se midié
usando un ensayo de actividad de captura de anticuerpo. Para este propdsito, se revistieron placas de 384
receptaculos (NUNC, 460518, MaxiSorb black) con 35 ul de una soluciéon de anticuerpo MMP13 antihumano, 1.5
pg/ml (R&D Systems, MAB511), durante 24 h a 4°C. Después del lavado de los receptaculos, dos veces con PBS +
0.05% de Tween, los sitios de union restantes se bloquearon con 100 pl de leche descremada desecada al 5%
(Santa Cruz, sc—-2325, Blotto) en PBS, durante 24 h a 4°C. A continuacion, los receptaculos se lavaron dos veces
con PBS + 0.05% de Tween, y se agregaron 35 ul de una dilucion 1/10 de sobrenadante de cultivo que contenia
MMP13 en regulador de bloqueo diluido 100 veces; se incubaron los receptaculos durante 4 h a temperatura
ambiente. A continuacion, se lavaron los receptaculos dos veces con PBS + 0.05% de Tween, y luego se efectud la
activacion de MMP13 mediante el agregado de 35 pl de una solucién, 1.5 mM, de acetato de 4—aminofenilmercurico
(APMA, por sus siglas en inglés) (Sigma, A9563), y la incubacion a 37°C durante 1 h. Los receptaculos se lavaron
nuevamente con PBS + 0.05% de Tween, y se agregaron 35 pl de sustrato MMP13 (Biomol, P-126, OmniMMP
sustrato fluorégeno). Después de la incubacion durante 24 h a 37°C, se midié la fluorescencia del sustrato
convertido en un lector Perkin Elmer Wallac EnVision 2102 Multilabel Reader (excitacion de longitud de onda: 320
nm; emision de longitud de onda: 405 nm).

Porcentaje de inhibicién = ((fluorescencia determinada en presencia de vehiculo — fluorescencia determinada para la
muestra con compuesto de ensayo presente) dividido por (fluorescencia determinada en presencia de vehiculo —
fluorescencia determinada para la muestra sin desencadenante)) * 100.

Por ejemplo, cuando se ensayd el Compuesto ilustrativo 1 en este ensayo, se midié un valor ECsp de 2242.5 (+
1098,5) nM.

Ejemplo 2.3. Ensayo de proliferacion de PBL.

Se estimulan linfocitos de sangre periférica humana (PBL, por sus siglas en inglés) con IL-2, y se mide la
proliferacion usando un ensayo de incorporacion de BrdU. Los PBL se estimulan en primer lugar durante 72 h con
PHA (fitohemaglutinina), a fin de inducir el receptor IL—2; a continuacion, son privados durante 24 h a fin de detener
la proliferacion de células, y luego se efectia la estimulacion de IL-2 durante otras 72 h (que incluyen 24 h de
marcado BrdU). Las células son preincubadas con compuestos de ensayo 1 h antes del agregado de IL-2. Se
cultivan las células en RPMI 1640 que contiene 10% (v/v) FBS.

Ejemplo 2.4. Ensayo de sangre completa (WBA, por sus siglas en inglés).

2.4.1. Protocolo de estimulacion de IFNa.

Con el objetivo de predecir la potencia de los compuestos de ensayo para inhibir las vias de sefializacion
dependientes de JAK1 o JAK2 in vivo, se desarrolld6 un modelo fisiolégicamente pertinente in vitro usando sangre
completa humana. En el ensayo de WBA, se tratd ex vivo la sangre extraida de voluntarios humanos, que habian
dado consentimiento informado, con compuesto (1 h), y luego se estimulé o bien durante 30 minutos con interferon a
(IFNa, via dependiente de JAK1), o durante 2 h, con factor estimulante de colonia de granulocitos macréfagos (GM—
CSF, via dependiente de JAK2).

2.4.1.1. Ensayo de fosfo — STAT1.

Para la estimulacion de IFNa, se midio el incremento en la fosforilacion de transductores de sefial y activadores de la
transcripcion 1 (pSTAT1) por INFa en extractos leucocitarios, usando un ensayo ELISA de pSTAT1. La fosforilacion
de transductor de sefal y activador de la transcripcion 1 (STAT1) luego del desencadenamiento de interferén alfa
(IFN a) es un evento mediado por JAK1. El ensayo de Fosfo—STAT1, que se us6 para medir las concentraciones de
Fosfo—STAT1 en extractos celulares, se desarrollé de modo de evaluar la capacidad de un compuesto para inhibir
las vias de sefializacion dependientes de JAK1.

Se ftratd con compuesto sangre completa humana, extraida de voluntarios humanos que habian dado
consentimiento informado, ex vivo (1 h), y posteriormente, se estimulé durante 30 minutos con IFNa. El aumento en
la fosforilacion de STAT1 por INF a en extractos leucocitarios se midié usando un ensayo ELISA de fosfo—-STAT1.

El regulador de lisis de ACK (quinasa asociada con Cdc42) consistié en NH4Cl, 0.15 M; KHCO3, 10 mM; EDTA, 0.1
mM. El pH del regulador fue 7.3.

Se diluyé un concentrado de regulador de lisis celular, 10 x (parte del equipo ELISA de intercalacién PathScan
Phospho—-STAT1 (Tyr701) de Cell Signaling) 10 veces, en H20. Se agregaron inhibidores de proteinasa al regulador,
antes del uso.
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Se disolvieron 20 pg de IFNa en 40 ul de H.O de modo de obtener una solucion de carga de 500 ug/ml. La solucion
de carga se almacené a —20°C.

Se prepar6 una serie de dilucion de tres veces del compuesto en DMSO (concentracion mas alta: 10 mM). A
continuacion, el compuesto se diluyd adicionalmente en medio (factor de dilucion dependiente de la concentracion
deseada de compuesto final).

2.4.1.1.1. Incubacion de sangre con compuesto y estimulaciéon con IFNa.

Se recogi6 sangre humana en tubos heparinizados. La sangre se dividio en alicuotas de 392 pl. A continuacion, se
agregaron 4 pl de diluciéon de compuesto a cada alicuota, y las muestras de sangre se incubaron durante 1 h a 37°C.
La solucion de carga de IFNa se diluyé 1000 veces en medio RPMI de modo de obtener una solucién de trabajo de
500 ng/ml. Se agregaron 4 yl de la solucién de trabajo de 500 ng/ml a las muestras de sangre (concentracion final de
IFNa: 5 ng/ml). Las muestras se incubaron a 37°C durante 30 min.

2.4.1.1.2. Preparacién de extractos celulares.

Al final del periodo de estimulacién, se agregaron 7.6 ml de regulador ACK a las muestras de sangre, a fin de lisar
los eritrocitos. Las muestras se mezclaron invirtiendo los tubos cinco veces, y la reaccion se incub6 en hielo durante
5 min. La lisis de los RBC (eritrocitos) debe ser evidente durante esta incubacion. Las células se miniesferizaron
mediante la centrifugacion a 300 g, 4°C, durante 7 min, y se elimind el sobrenadante. Se agregaron 10 ml de 1 x
PBS a cada tubo, y la miniesfera celular se resuspendid. Las muestras se centrifugaron nuevamente durante 7 min a
300 g, 4°C. Se elimino el sobrenadante, y la miniesfera se resuspendié en 500 ul de 1 x PBS. A continuacion, la
suspension celular se transfirié a un tubo microcentrifugo limpio de 1.5 ml. Las células se miniesferizaron por medio
de la centrifugacion a 700 g durante 5 min a 4°C. Se elimino el sobrenadante, y la miniesfera se disolvio en 150 pl de
regulador de lisis celular. Las muestras se incubaron en hielo durante 15 min. A continuacién, las muestras se
almacenaron a —80°C hasta el posterior procesamiento.

2.4.1.1.3. Medicioén de la fosforilacién de STAT1 por ELISA.

Se uso el equipo ELISA de intercalacion Pathscan Phospho—STAT1 (Tyr701) Sandwich ELISA de Cell Signaling
(Cat. n.° # 7234) para la determinacion de las concentraciones de Phospho—STAT1.

Los extractos celulares se descongelaron en hielo. Los tubos se centrifugaron durante 5 min a 16 000 g, a 4°C, y los
lisados aclarados se cosecharon. Mientras tanto, se equilibraron franjas de microrreceptaculo del equipo a
temperatura ambiente, y se prepard regulador de lavado mediante la dilucion, 20 x, de regulador de lavado en H0.
Las muestras se diluyeron dos veces en diluyente de muestra, y se agregaron 100 pl a las franjas de
microrreceptaculos. Las franjas se incubaron durante la noche a 4°C.

Al dia siguiente, los receptaculos se lavaron tres veces con regulador de lavado. Se agregaron 100 ul del anticuerpo
de deteccion a los receptaculos. Las franjas se incubaron a 37°C durante 1 h. A continuacion, los receptaculos se
lavaron tres veces con regulador de lavado, nuevamente. Se agregaron 100 yl de anticuerpo secundario ligado a
HRP a cada receptaculo, y las muestras se incubaron a 37°C. Después de 30 min, los receptaculos se lavaron tres
veces nuevamente, y se agregaron 100 pl de sustrato TMB a todos los receptaculos. Cuando las muestras se
tornaron azules, se agregaron 100 pl de solucién de detencion, a fin de detener la reaccion. Se ley6 la absorbancia a
450 nm.

2.4.1.2. Andlisis de la informacioén.

La inhibicion de la induccién de fosfoSTAT1 por IFNa en extractos celulares se trazd en comparacion con la
concentracion de compuesto, y se derivaron los valores ICso usando el programa informatico Graphpad. La
informacion se retuvo si R? fue mayor que 0.8 y la inclinacion hill slope fue menor que 3.

2.4.1.2. ELISA de IL-8.

Para la estimulacion de GM—CSF, se midi6é el aumento en las concentraciones de interleuquina—8 (IL-8) en plasma,
usando un ensayo ELISA de IL-8. La expresion de interleuquina—8 (IL-8) inducida por el factor estimulante de
colonia de granulocitos macrofagos (GM—CSF) es un evento mediado por JAK2. El ensayo ELISA de IL-8, que
puede usarse para medir las concentraciones de IL-8 en muestras de plasma, se ha desarrollado a fin de evaluar la
capacidad de un compuesto para inhibir las vias de sefalizacién dependientes de JAK2.

Se traté con compuesto sangre humana completa extraida de voluntarios humanos que habian dado consentimiento
informado, ex vivo (1 h), y luego se estimulé durante 2 h con GM-CSF. Se mide el aumento en las concentraciones
de IL-8 en plasma usando un ensayo ELISA de IL-8.

Se disuelven 10 pyg de GM—CSF en 100 pl de H,O de modo de obtener una solucidon de carga de 100 pg/ml. La
solucién de carga se almacena a —20°C.
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Se prepara una serie de dilucion de tres veces del compuesto de ensayo en DMSO (concentracion mas alta: 10
mM). A continuacién, el compuesto se diluye adicionalmente en medio (factor de dilucion dependiente de la
concentracion final de compuesto deseada).

2.4.1.2.1. Incubacion de sangre con compuesto y estimulacién con GM—CSF.

Se recoge sangre humana en tubos heparinizados. La sangre se divide en alicuotas de 245 pl. A continuacion, se
agregan 2.5 pl de dilucién de compuesto de ensayo a cada alicuota, y las muestras de sangre se incuban durante 1
h a 37°C. La solucién de carga de GM-CSF se diluye 100 veces en medio RPMI de modo de obtener una solucion
de trabajo de 1 pg/ml. Se agregan 2.5 pl de la solucidon de trabajo de 1 pg/ml a las muestras de sangre
(concentracion final de GM—-CSF: 10 ng/ml). Las muestras se incuban a 37°C durante 2 h.

2.4.1.2.2. Preparacion de muestras de plasma.

Las muestras se centrifugan durante 15 min a 1000 g, a 4°C. Se cosechan 100 pl del plasma y se almacenan a —
80°C hasta el uso posterior.

2.4.1.2.3. Medicién de las concentraciones de IL-8 por ELISA.

Se usa el equipo de inmunoensayo quimioluminiscente de IL—8 humana de R&D Systems (Cat. n.° Q8000B) a fin de
determinar las concentraciones de IL-8.

Se prepara regulador de lavado mediante la dilucion, 10 x, de regulador de lavado en H20. Se prepara reactivo Glo
de trabajo mediante el agregado de 1 parte de reactivo Glo 1 a 2 partes de Reactivo Glo B, 15 min a 4 h antes del
uso.

Se agregan 100 pl de diluyente de ensayo RD1-86 a cada receptaculo. A continuacion, se agregan 50 pyl de muestra
(plasma). La placa de ELISA se incuba durante 2 h a temperatura ambiente, a 500 r. p. m. Todos los receptaculos se
lavan 4 veces con regulador de lavado, y se agregan 200 ul de conjugado de IL-8 a cada receptaculo. Después de
la incubacion durante 3 horas a temperatura ambiente, los receptaculos se lavan 4 veces con regulador de lavado, y
se agregan 100 pl de reactivo Glo de trabajo, a cada receptaculo. La placa ELISA se incuba durante 5 min a
temperatura ambiente (protegida de la luz). Se mide la luminiscencia (0.5 s/receptaculo, tiempo de lectura).

2.4.1.3. Resultados.

Por ejemplo, cuando se sometié a este protocolo, el valor plCsy del Compuesto 1 para la inhibicién del incremento
inducido por INFa de las concentraciones de pSTAT1 fue 6.23 = 0.15 (SEM). Esto demuestra que el Compuesto
ilustrativo 1 inhibe potentemente la via JAK1 en el entorno fisioldgico.

2.4.2. Protocolo de estimulacion de IL-6.

Ademas, se efectud un analisis de citometria de flujo a fin de establecer la selectividad de compuesto de JAK1 sobre
JAK2, ex vivo, usando sangre completa humana. Por lo tanto, se tomé sangre de voluntarios humanos que habian
dado consentimiento informado. La sangre luego se equilibré durante 30 minutos a 37°C con oscilacion moderada, y
luego se dividié en alicuotas en tubos de Eppendorf. Se agrego el compuesto en diferentes concentraciones, y se
incubd a 37°C durante 30 minutos con oscilacion moderada; a continuacién, se estimulé durante 20 minutos a 37°C,
con oscilacion moderada, con interleuquina 6 (IL-6), para la estimulacion de la via dependiente de JAK1, o GM-
CSF, para la estimulacion de la via dependiente de JAK2. Luego se evaluaron fosfo—STAT1 y fosfo—-STAT5 usando
el analisis FACS (sigla en inglés de “clasificacion celular activada por fluorescencia”).

2.4.2.1. Ensayos de fosfo—STAT1.

Para el aumento estimulado por IL-6, de la fosforilacion de transductores de sefial y activadores de la transcripcion 1
(pSTAT1) en leucocitos, se traté sangre completa humana extraida de voluntarios humanos que habian dado
consentimiento informado, ex vivo, con el compuesto durante 30 min, y luego se estimuld durante 20 minutos con
IL-6. El incremento en la fosforilacién de STAT1 por IL-6 en linfocitos se midié usando anticuerpo antifosfo—STAT1
por FACS.

Se diluyé el regulador 5 X Lyse/Fix (BD PhosFlow, Cat. N.° 558049) a 5 veces, con agua destilada, y se preentibio a
37°C. El regulador diluido Lyse/Fix restante se desecho.

Se disolvieron 10 pg de rhiL-6 (R&D Systems, Cat N°206-IL) en 1 ml de PBS, BSA al 0.1%, de modo de obtener
una solucion de carga de 10 pg/ml. La solucion de carga se dividié en alicuotas y se almacené a —80°C.

Se preparé una serie de diluciones de tres veces del compuesto en DMSO (solucién de carga de 10 mM). Las
muestras tratadas con control recibieron DMSO en lugar de compuesto. Todas las muestras se incubaron con una
concentracion final de DMSO del 1%.

2.4.2.1.1. Incubacién de sangre con compuesto y estimulacién con IL-6.
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Se recogié sangre humana en tubos heparinizados. La sangre se dividié en alicuotas de 148.5 pl. A continuacion, se
agregaron 1.5 yl de la dilucion de compuesto de ensayo a cada alicuota de sangre, y las muestras de sangre se
incubaron durante 30 min a 37°C, con oscilacion moderada. Se agregoé una solucion de carga de IL-6 (1.5 pl) a las
muestras de sangre (concentracion final de 10 ng/ml), y las muestras se incubaron a 37°C durante 20 min, con
oscilacion moderada.

2.4.2.1.2. Preparacion de leucocitos y marcado de CD4.

Al final del periodo de estimulacion, se agregaron inmediatamente 3 ml de regulador 1 X preentibiado Lyse/Fix, a las
muestras de sangre, que se sometieron a torbellino brevemente y se incubaron durante 15 min a 37°C en un bafio
de agua, a fin de lisar los eritrocitos y fijar los leucocitos; luego se congelaron a —80°C hasta el uso posterior.

Para las siguientes etapas, los tubos se descongelaron a 37°C durante aproximadamente 20 minutos, y se
centrifugaron durante 5 min a 400 x g a 4°C. La miniesfera celular se lavo con 3 ml de PBS frio, 1 X, y después de la
centrifugacion, la miniesfera celular se resuspendid en 100 pl de PBS que contenia BSA al 3%. Se agregaron
anticuerpo anti—-CD4 conjugado con FITC o anticuerpo de isotipo conjugado con FITC de control, y se incubaron
durante 20 min a temperatura ambiente, en la oscuridad.

2.4.2.1.3. Permeabilizacion celular y marcado con anticuerpo antifosfo—STAT1.

Después del lavado de las células con 1 X PBS, la miniesfera celular se resuspendié en 100 pl de PBS helado, 1 X,
y se agregaron 900 pl de metanol helado al 100%. Luego las células se incubaron a 4°C durante 30 min para la
permeabilizacion.

Las células permeabilizadas luego se lavaron con PBS, 1 X, que contenia BSA al 3%, y finalmente se
resuspendieron en 80 pl de PBX, 1 X, que contenia BSA al 3%.

Se agregaron 20 pl de anticuerpo anti-STAT1 de ratén PE (pY701) o anticuerpo de control de isotipo IgG2aK de
raton PE (BD Biosciences, Cat. N.° 612564 y 559319, respectivamente), y se mezclaron; a continuacion, se
incubaron durante 30 min a 4°C, en la oscuridad.

Las células entonces se lavaron una vez con PBS, 1 X, y se analizaron en un citémetro de flujo FACSCanto Il (BD
Biosciences).

2.4.2.1.4 Andlisis de fluorescencia en FACSCanto |l.

Se contaron 50 000 eventos totales, y se midieron las células positivas para Fosfo-STAT1 luego de la entrada en
células CD4+, en la entrada linfocitica. Se analiz6 la informacion usando el programa informatico FACSDiva, y se
calculd el porcentaje de inhibicion de la estimulacion de IL-6 sobre el porcentaje de células positivas para fosfo—
STAT1 en células CD4+.

2.4.2.2. Ensayo de fosfo—STATS.

Para el aumento estimulado por GM-CSF de la fosforilacién de transductores de sefial y activadores de la
transcripcion 5 (pSTAT5) en leucocitos, se trata sangre completa humana extraida de voluntarios humanos que
habian dado consentimiento informado, con compuesto, ex vivo, durante 30 min, y posteriormente, se estimulo
durante 20 minutos con GM-CSF. El aumento en la fosforilacién de STAT5 por GM—CSF en monocitos se mide
usando un anticuerpo antifosfo—-STATS5, por FACS.

El regulador 5 X Lyse/Fix (BD PhosFlow, Cat. N.° 558049) se diluye 5 veces con agua destilada, y se precalienta a
37°C. El resto del regulador diluido Lyse/Fix se desecha.

Se disuelven 10 pug de rhGM-CSF (AbCys S. A., Cat. N.° P300-03) en 100 ul de PBS, 0.1% de BSA, de modo de
obtener una solucion de carga de 100 ug/ml. La solucién de carga se almacena en alicuotas a —80°C.

Se prepara una serie de diluciones de tres veces del compuesto en DMSO (soluciéon de carga, 10 mM). Las
muestras tratadas con control reciben DMSO sin compuesto de ensayo. Todas las muestras se incuban con una
concentracion final de DMSO del 1%.

2.4.2.2.1. Incubacion de sangre con compuesto y estimulacién con GM—CSF.

Se recoge sangre humana en tubos heparinizados. La sangre se divide en alicuotas de 148.5 pl. A continuacion, se
agregan 1.5 pl de dilucion de compuesto a cada alicuota, y las muestras de sangre se incuban durante 30 min a
37°C, con oscilacion moderada. Se agrega solucion de carga de GM-CSF (1.5 pl) a las muestras de sangre
(concentracion final de 20 pg/ml), y las muestras se incuban a 37°C durante 20 min, con oscilacién moderada.
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2.4.2.2.2. Preparacion de leucocitos y marcado de CD14.

Al final del periodo de estimulacion, se agregan de inmediato 3 ml de regulador preentibiado 1 X Lyse/Fix a las
muestras de sangre, que se someten a torbellino brevemente y se incuban durante 15 min a 37°C en un bafio de
agua, a fin de lisar los eritrocitos y fijar los leucocitos; luego se congelan a —80°C hasta el posterior uso.

Para las siguientes etapas, los tubos se descongelan a 37°C durante alrededor de 20 minutos, y se centrifugan
durante 5 min a 400 x g a 4°C. La miniesfera de células se lava con 3 ml de PBS frio, 1 X, y luego de la
centrifugacion, la miniesfera de células se resuspende en 100 pl de PBS que contiene 3% de BSA. Se agregan
anticuerpo anti—-CD14 de ratén FITC (BD Biosciences, Cat. N.° 345784) o anticuerpo de isotipo IgG2bK de raton
FITC de control (BD Biosciences, Cat. N.° 555057), y se incuban durante 20 min a temperatura ambiente, en la
oscuridad.

2.4.2.2.3. Permeabilizacion celular y marcado con anticuerpo antifosfo—STATS.

Después del lavado de las células con 1 X PBS, la miniesfera de células se resuspende en 100 ul de PBS helado 1
X, y se agregan 900 pl de metanol helado al 100%. Luego las células se incuban a 4°C durante 30 min, para la
permeabilizacion.

Las células permeabilizadas entonces se lavan con 1 X PBS que contiene BSA al 3%, y finalmente, se resuspenden
en 80 pl de 1 X PBX que contiene BSA al 3%.

Se agregan 20 yl de anticuerpo anti-STAT5 de ratéon PE (pY694) o anticuerpo de control de isotipo IgG1K de ratén
PE (BD Biosciences, Cat. N.° 612567 y 554680, respectivamente), se mezclan y luego se incuban durante 30 min a
4°C, en la oscuridad.

Las células entonces se lavan una vez con 1 X PBS y se analizan en un citémetro de flujo FACSCanto Il (BD
Biosciences).

2.4.2.2.4. Andlisis de fluorescencia en FACSCanto |l.

Se cuentan 50 000 eventos totales, y se miden las células positivas para fosfo-STATS5 luego de la entrada en células
CD14+. La informacion se analiza usando el programa informatico FACSDiva, y corresponde al porcentaje de
inhibicién de la estimulacion de GM-CSF, calculado sobre el porcentaje de células positivas para fosfo—STAT5 en
células CD14+.

2.4.2.2. Resultados.

Al someter a este protocolo, se determind el porcentaje de inhibicién (PIN) obtenido a partir de la media de 3
voluntarios sanos, para cada compuesto de ensayo. Por ejemplo, se ensayd el Compuesto ilustrativo 1, y devolvié
un valor de plCsp = 6.08 en la inhibicion de la fosforilacion de STAT1.

Ejemplo 3. Modelos in vivo.

Ejemplo 3.1 Modelo CIA.
3.1.1. Materiales.

Se obtuvieron coadyuvante de Freund completo (CFA) y coadyuvante de Freund incompleto (IFA) de Difco. Se
obtuvieron colageno bovino tipo Il (Cll), lipopolisacarido (LPS) y Enbrel de Chondrex (Isle d’Abeau, Francia); Sigma
(P4252, L'lsle d’Abeau, Francia), Whyett (jeringa inyectable de 25 mg, Francia) Acros Organics (Palo Alto, CA),
respectivamente. Todos los otros reactivos utilizados fueron de grado reactivo, y todos los solventes fueron de grado
analitico.

3.1.2. Animales.

Se obtuvieron ratas Dark Agouti (macho, 7-8 semanas de edad) de Harlan Laboratories (Maison—Alfort, Francia).
Las ratas se mantuvieron en un ciclo de 12 h de luz/oscuridad (07:00 — 19:00). La temperatura se mantuvo a 22°C, y
se proporcionaron alimentos y agua ad libitum.

3.1.3. Artritis inducida por colageno (CIA, por sus siglas en inglés).

Un dia antes del experimento, se preparo solucion de Cll (2 mg/ml) con acido acético, 0.05 M, y se almacend a 4°C.
Justo antes de la inmunizacién, se mezclaron volimenes equivalentes de coadyuvante (IFA) y CII con un
homogeneizador, en una botella de vidrio previamente enfriada en un bafio de agua helada. Pueden ser necesarias
una cantidad adicional de coadyuvante y una homogeneizacion prolongada, en caso de no formarse una emulsion.
Se inyectaron 0.2 ml de la emulsion por via intradérmica en la base de la cola de cada rata, el dia 1; se realizé una
segunda inyeccion intradérmica de refuerzo (solucion de Cll en una concentracion de 2 mg/ml en CFA, 0.1 ml
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solucion salina), el dia 9. Este método de inmunizacién fue modificado a partir de los métodos publicados (Sims et al,
2004; Jou et al., 2005).

3.1.4. Disefio del estudio.

Los efectos terapéuticos de los compuestos se ensayaron en el modelo de rata CIA. Las ratas se dividieron en forma
aleatoria en grupos iguales, donde cada grupo contenia 10 ratas. Todas las ratas se inmunizaron el dia 1 y se
reforzaron el dia 9. La dosificacion terapéutica durd desde el dia 16 hasta el dia 30. Se traté el grupo de control
negativo con vehiculo (MC 0.5%), y el grupo de control positivo, con Enbrel (10 mg/kg, 3 x semana, s. c.). Un
compuesto de interés tipicamente se ensayo en tres dosis, por ejemplo, 3, 10, 30 mg/kg, p. o.

3.1.5. Evaluacién clinica de la artritis.

La artritis se clasifica de acuerdo con el método de Khachigian 2006, Lin et al., 2007, y Nishida et al., 2004). La
hinchazén de cada una de las cuatro garras se clasifica con el puntaje artritico de la siguiente manera: 0: sin
sintomas; 1: leve, aunque enrojecimiento e hinchazén definidos de un tipo de articulacion, tal como el tobillo o la
mufieca, o enrojecimiento e hinchazén aparentes limitados a dedos individuales, sin consideracion del nimero de
dedos afectados; 2: moderado enrojecimiento e hinchazén de dos o mas tipos de articulaciones; 3: enrojecimiento e
hinchazoén graves de la garra entera, que incluye los dedos; 4: maxima inflamacion de la extremidad, con afectacion
de multiples articulaciones (maximo puntaje de artritis clinica acumulativo de 16 por animal) (Nishida et al., 2004).

A fin de permitir el meta analisis de multiples estudios, los valores de puntajes clinicos se normalizaron de la
siguiente manera:

AUC de puntaje clinico (puntaje AUC): Se calcul6 el area bajo la curva (AUC) del dia 1 al dia 14 para cada rata
individual. EI AUC de cada animal se dividié por el AUC promedio obtenido para el vehiculo en el estudio del cual se
obtuvo la informacion en dicho animal, y se multiplico por 100 (es decir, el AUC se expresd como un porcentaje del
AUC de vehiculo promedio por estudio).

Aumento de puntaje clinico del dia 1 al dia 14 (Puntaje de criterio de valoracién): La diferencia de puntaje clinico
para cada animal se dividié por la diferencia de puntaje clinico promedio obtenida para el vehiculo en el estudio del
cual se obtuvo la informacién de dicho animal, y se multiplicé por 100 (es decir, la diferencia se expres6 como un
porcentaje de la diferencia de puntaje clinico promedio para el vehiculo por estudio).

3.1.6. Cambio en el peso corporal (%) luego del inicio de la artritis.

Clinicamente, el descenso de peso corporal se asocia con la artritis (Shelton et al., 2005; Argiles et al., 1998; Rall,
2004; Walsmith et al., 2004). En consecuencia, los cambios en el peso corporal luego del inicio de la artritis pueden
usarse como un criterio de valoracion no especifico a fin de evaluar el efecto de los agentes terapéuticos en el
modelo de rata. El cambio en el peso corporal (%) luego del inicio de la artritis se calculé de la siguiente manera:

Peso corporalieranas — Peso corporal gamane s

= 100%

Ratones Pesc corporal tsemana s

Peso corporal Gemanadi— Peso corporal semana 3)

*100%

Rataz . Peso corporal temana 21

3.1.7. Radiologia.

Se tomaron fotos de rayos X de las garras traseras de cada animal individual. Se asigné un numero de identidad
aleatorio ciego a cada una de las fotos, y la gravedad de la erosion 6sea fue clasificada por dos clasificadores
independientes con el sistema de puntaje radiolégico de Larsen, de la siguiente manera: 0: normal, con contornos
6seos intactos y espacio articular normal; 1: leve anormalidad, donde cualesquiera uno o dos de los huesos
metatarsianos exteriores muestran leve erosion ésea; 2: anormalidad temprana definida donde cualesquiera tres a
cinco de los huesos metatarsianos exteriores muestran erosion ésea; 3: anormalidad destructiva media, donde todos
los huesos metatarsianos exteriores, al igual que cualesquiera uno o dos de los huesos metatarsianos interiores
muestran erosiones Oseas definidas; 4: anormalidad destructiva grave, donde todos los huesos metatarsianos
muestran erosion o6sea definida, y por lo menos una de las articulaciones metatarsianas interiores esta
completamente erosionada, dejando algunos contornos articulares 6seos preservados; 5: anormalidad mutilante sin
contornos 6seos. Este sistema de clasificacion es una modificacion de aquella de Salvemini et al., 2001; Bush et al.,
2002; Sims et al., 2004; Jou et al., 2005.
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3.1.8. Histologia.

Después del analisis radioldgico, las garras traseras de los ratones se fijaron en formalina regulada con fosfato al
10% (pH 7.4), se descalcificaron con descalcificante 6seo rapido para la histologia fina (Laboratories Eurobio) y se
embutieron en parafina. Con el fin de garantizar la evaluacion extensa de las articulaciones artriticas, se cortaron por
lo menos cuatro secciones seriales (5 um de espesor), y cada serie de secciones tenia 100 ym, entre una y otra. Las
secciones se mancharon con hematoxilina y eosina (H&E). Las examinaciones histologicas para establecer la
inflamacion sinovial y el dafio 6seo y de cartilago se efectuaron a doble ciego. En cada garra, se evaluaron cuatro
parametros usando una escala de cuatro puntos. Los parametros fueron la infiltraciéon celular; la gravedad del pafio
sinovial; la erosion de cartilago; y la erosion 6sea. La clasificacion se efectud de la siguiente manera: 1: normal; 2:
leve; 3: moderado; 4: notable. Estos cuatro puntajes se suman, y se representan como un puntaje adicional, es
decir, el “puntaje total de AR”.

3.1.9. Andlisis de tomografia microcomputada (UCT) de calcaneo(hueso del talén).

La degradacion 6sea observada en AR se produce especialmente en el hueso cortical, y puede ser revelada por el
analisis de uCT (Sims NA et al., Arthritis Rheum., 50 (2004) 2338—-2346: “Targeting osteoclasts with zoledronic acid
prevents bone destruction in collagen—induced arthritis”; Oste L et al., ECTC Montreal 2007: “A high throughput
method of measuring bone architectural disturbance in a murine CIA model by micro—CT morphometry”). Luego de la
toma de imagenes y de la reconstruccién de volumen tridimensional del hueso calcaneo, se mide la degradacion
6sea como la cantidad de objetos separados presentes por diapositiva, aislados in silico perpendiculares al eje
longitudinal del hueso. Cuanto mayor es la cantidad de hueso degradada, mas objetos separados se miden. Se
analizan 1000 tajadas, distribuidas en forma pareja a lo largo del calcaneo (espaciadas por aproximadamente 10.8

pum).
3.1.10. PK de equilibrio.

El dia 7 u 11, se recogieron muestras de sangre en el seno retroorbital, con heparina de litio como anticoagulante,
en los siguientes tiempos: predosis, 1, 3 y 6 horas. Las muestras de sangre completa se centrifugaron, y las
muestras de plasma resultantes se almacenaron a —20°C para el analisis pendiente. Se determinaron las
concentraciones plasmaticas de cada compuesto de ensayo por medio de un método de LC-MS/MS, en el cual el
espectrometro de masa se operdé en modo de electropulverizacion positivo. Los parametros farmacocinéticos se
calcularon usando Winnonlin® (Pharsight®, Estados Unidos), y se asumi6 que las concentraciones plasmaticas de
predosis eran iguales a las concentraciones plasmaticas de 24 horas.

La Tabla V expuesta a continuacion resume los resultados obtenidos para varios parametros PK, para el compuesto
de la invencion y un ejemplo comparativo, lo que ilustra las mejores propiedades de PK (por ejemplo, Cmax, T1/2)
del compuesto de la invencion.

Tabla V
Compuesto ilustrativo 1 Compuesto
comparativo 2
PO (mg/kg/dia)
PO (mg/kg/dia)
0.1 0.3 1 3 10 30 10 30
Cmax (ng/ml) 5.18 19.3 102 363 1.167 3.805 867 2630
Tmax (h) 3 1 1 1 1 1 1 1
AUC(0-24h) | (ng.h/ml) 30 163 931 1.932 | 7172 27.767 | 2019 7809
T1/2 (h) NC NC 3.6 5.6 4.5 3.9 1.17 3.36

3.1.11. Resultados.

La Tabla VI a continuacién resume los resultados obtenidos para el Compuesto ilustrativo 1 y el Compuesto
comparativo 2 en el modelo de rata CIA; un “*” indica que hubo una mejoria estadisticamente significativa en el
puntaje, p 0.05 en comparacién con el control sin tratar.
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Tabla VI
Compuesto Dosis Evaluacién clinica® Hinchazon de | Puntaje de
. garra Larsen
(mg/kg/dia) Puntaje criterio de | Puntaje
valoracion AUC

Compuesto ilustrativo | 0.1 * *
1

03 * * *

1 * * *

3 * * * *
Compuesto 10 *
comparativo 2

30 * * *

$ — “Puntaje clinico” se refiere al puntaje AUC normalizado/puntaje de criterio de valoracién normalizado obtenido
para el Compuesto 1, y el puntaje de AUC/puntaje de criterio de valoracion para el Compuesto 2.

El Compuesto ilustrativo 1 exhibié mejorias estadisticamente significativas en los valores de puntaje clinico
normalizado (calculados como AUC o como la diferencia del dia 1 al dia 14), en una dosis de 0.1 mg/kg. Ademas, se
observé un incremento estadisticamente significativo en la lectura de hinchazén de garra y en el puntaje de Larsen
con las dosis de 0.3 mg/kg y 3 mg/kg, respectivamente. En contraste, el Compuesto comparativo 2 exhibié mejorias
estadisticamente significativas solo en los valores de puntaje clinico normalizado (el dia 14), con una dosis de 10
mg/kg. Asimismo, se observd un incremento estadisticamente significativo en la lectura de hinchazén de garra y en
el puntaje de Larsen con las dosis de 30 mg/kg. Por lo tanto, el Compuesto ilustrativo 1 muestra una mejoria de 100
veces en la eficacia, en comparacion con el Compuesto comparativo 2, cuando se comparan las dosis orales. En
particular, con una dosis de 3 mg/kg para el Compuesto ilustrativo 1, se observaron mejorias estadisticamente
significativas en todas las mediciones; sin embargo, una dosis mayor de Compuesto comparativo 2 logré solo una
mejoria estadisticamente significativa en el puntaje clinico. Esta mejoria en la potencia in vivo no puede ser atribuida
a la mayor exposicion del compuesto, ya que puede observarse que la AUC(0—24h) es menor para el Compuesto
ilustrativo 1 en las dosis de 0.1, 0.3 y 1 mg/kg/dia, en comparacion con el Compuesto comparativo 2 en la dosis de
10 mg/kg/dia.

Ejemplo 3.2. Modelo de choque septicémico.

La inyeccioén de lipopolisacarido (LPS, por sus siglas en inglés) induce una rapida liberacion de factor de necrosis
tumoral soluble (TNF-alfa) en la periferia. Este modelo se us6 para analizar los probables bloqueadores de la
liberaciéon de TNF in vivo.

Se trataron seis ratones hembra BALB/cJ (20 g) por grupo, con la dosis propuesta, una vez, po. Treinta minutos mas
tarde, se inyectd LPS (15 pg/kg; E. Coli serotipo 0111:B4) ip. Después de 90 minutos, los ratones se sometieron a la
eutanasia y se recogio la sangre. Se determinaron las concentraciones de TNF alfa en circulacion usando equipos
comerciales de ELISA. Se utiliz6 dexametasona (5 pg/kg) como un compuesto antiinflamatorio de referencia. Se
ensayaron los compuestos seleccionados en una o multiples dosis, por ejemplo, 3; 10 6 30 mg/kg, po.

El Compuesto ilustrativo 1 y los Compuestos comparativos 2 y 10 fueron activos en una dosis de 30 mg/kg, po.

Ejemplo 3.3. Modelo MAB.

El modelo MAB permite una rapida evaluacién de la modulaciéon de una respuesta inflamatoria de tipo AR por
agentes terapéuticos (Kachigian L. M., Nature Protocols (2006), 2512-2516: “Collagen antibody—induced arthritis”).
Se inyecta, i. v., a ratones DBA/J un céctel de mAb dirigidos contra colageno Il. Un dia después, se inicia el
tratamiento con compuesto (vehiculo: 10% (v/v) HPBCD). Después de tres dias, los ratones reciben una inyeccion de
LPS, i .p. (50 ug/raton), que logra un rapido inicio de la inflamacion. El tratamiento con compuesto continda hasta 10
dias luego de la inyeccion de mAb. Se lee la inflamacion por medio de la medicion de la hinchazén de garra, y el
registro del puntaje clinico de cada garra. Se presenta el puntaje artritico clinico acumulativo de cuatro extremidades
a fin de mostrar la gravedad de la inflamacion. Se aplica un sistema de puntaje a cada extremidad usando una
escala de 0—4, donde 4 es la inflamacién mas grave.

0 Libre de sintomas
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1 Leve, aunque enrojecimiento e hinchazoén definidos de un tipo de articulacion, tal como el tobillo o
la mufieca, o enrojecimiento e hinchazén aparentes limitados a dedos individuales, sin
consideracion del nimero de dedos afectados

2 Enrojecimiento e hinchazén moderados de dos o mas tipos de articulaciones
3 Enrojecimiento e hinchazén graves de la garra entera, que incluye los dedos

4 Inflamacién maxima de la extremidad, con afectacién de multiples articulaciones

Ejemplo 3.4. Modelos oncoldgicos.

Los modelos in vivo para la validacion de la eficacia de moléculas pequefias hacia enfermedades mieloproliferativas
inducidas por JAK2 son descritos por Wernig et al., Cancer Cell, 13, 311, 2008, y Geron et al., Cancer Cell, 13, 321,
2008.

Ejemplo 3.5. Modelo de Ell (enfermedad intestinal inflamatoria) del raton.

Los modelos in vitro e in vivo para la validacién de la eficacia de moléculas pequefias hacia la Ell son descritos por
Wirtz et al. 2007.

Ejemplo 3.6. Modelo de asma del ratén.

Los modelos in vitro e in vivo para la validacion de la eficacia de moléculas pequeinas hacia asma son descritos por
Nials et al., 2008; Ip et al., 2006; Pernis et al., 2002; Kudlacz et al., 2008.

Ejemplo 4: Farmacocinética, DMPK (sigla en inglés de “metabolismo de farmacos y farmacocinética”) y ensayos de
toxicidad

Ejemplo 4.1. Solubilidad termodinamica.

Se prepara una solucién de 1 mg/ml del compuesto de ensayo en un regulador de fosfato, 0.2 M, pH 7.4, o un
regulador de citrato, 0.1 M, pH 3.0, a temperatura ambiente en un vial de vidrio.

Las muestras se hacen rotar en un instrumento Rotator drive STR 4 (Stuart Scientific, Bibby) a una velocidad de 3.0,
a temperatura ambiente durante 24 h.

Después de 24 h, se transfieren 800 pl de la muestra a un tubo Eppendorf y se centrifugan 5 min a 14 000 r. p. m.
Luego se transfieren 200 ul del sobrenadante de la muestra a una placa de solubilidad MultiscreenR Solubility Plate
(Millipore, MSSLBPC50), y se filtra el sobrenadante (10-12" Hg) con la ayuda de un colector al vacio, hacia una
placa limpia Greiner de polipropileno, de fondo V, de 96 receptaculos (Cat. N.° 651201). Se diluyen 5 pl del producto
filtrado en 95 pl (F20) del mismo regulador utilizado para la incubacién en la placa que contiene la curva estandar
(Greiner, Cat. N.° 651201).

Se prepara la curva estandar nuevamente para el compuesto en DMSO, iniciando a partir de una solucion de carga
de DMSO, 10 mM, diluida, factor 2, en DMSO (5000 uM), y luego diluida adicionalmente en DMSO hasta 19.5 pM.
Luego se transfieren 3 ul de la serie de dilucion a partir de 5000 uM, a una mezcla de 97 ul de acetonitrilo—regulador
(50/50). El rango de concentracion final fue de 2.5 a 150 pM.

Se sella la placa con esterillas de sellado (MA96RD-04S, www.kinesis.co.uk), y se miden las muestras a
temperatura ambiente en LCMS (ZQ 1525, de Waters) en condiciones optimizadas, usando Quanoptimize a fin de
determinar la masa apropiada de la molécula.

Las muestras se analizan en LCMS con un caudal de 1 ml/min. El solvente A consiste en amoniaco, 15 mM, y el
solvente B es acetonitrilo. La muestra se ejecuta en pulverizacién de ion positivo en una columna XBridge C18, 3.5
MM (2.1 x 30 mm), de Waters. El gradiente de solvente tiene un tiempo de ejecucion total de 2 minutos, y varia de
5% B a 95% B.

Se analizan las areas pico con la ayuda del paquete de programas informaticos Masslynx, y se trazan las areas pico
de las muestras contra la curva estandar, a fin de obtener la solubilidad del compuesto.

Los valores de solubilidad se informan en yM o pg/ml.
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Ejemplo 4.2. Solubilidad acuosa.

Iniciando a partir de una carga de 10 mM en DMSO, se preparé una dilucion serial del compuesto en DMSO. La
serie de dilucién se transfirio a una placa 96 NUNC Maxisorb de fondo F (Cat. N.° 442404), y se agregd regulador de
fosfato, 0.2 M, pH 7.4, o regulador de citrato, 0.1 M, pH 3.0, a temperatura ambiente.

La concentracion final varié de 200 uM a 2.5 uM en 5 etapas de dilucién iguales. La concentracion final de DMSO no
excedio el 2%. Se agregd pireno, 200 uM, a los rincones de cada placa de 96 receptaculos, que sirvi6 como un
punto de referencia para la calibracion del eje Z en el microscopio.

Las placas de ensayo se sellaron y se incubaron durante 1 h a 37°C, mientras se agitaba a 230 r. p. m. A
continuacion, las placas se exploraron en un microscopio de luz blanca, a fin de obtener imagenes individuales del
precipitado por concentracion. Se analizé el precipitado y se convirtiéd en un nimero, que se trazé en un grafico. La
primera concentracién en la cual el compuesto aparece disuelto por completo es la concentracion informada a
continuacion; sin embargo, la concentracion verdadera se encuentra en algun punto entre esta concentracion y una
etapa de dilucion mas alta.

Los valores de solubilidad se expresan en pg/ml.

Tabla VII
Compuesto # pH 3.0 (ug/ml) pH 7.4 (ug/ml)
Compuesto ilustrativo 1 >85 >85
Compuesto comparativo 2 >38 >38
Compuesto comparativo 10 >87.9 >87.9

Ejemplo 4.3. Unién de proteina plasmatica (didlisis de equilibrio).

Una solucién de carga, 10 mM, del compuesto en DMSO se diluyé con un factor 5 en DMSO. Esta solucion se diluyd
adicionalmente en plasma de perro, ratén, rata o humano recién descongelado, (BioReclamation INC), con una
concentracion final de 10 uM y una concentracion final de DMSO de 0.5% (5.5 pyl en 1094.5 pl de plasma en una
placa de 96 receptaculos PP—-Masterblock (Greiner, Cat. N.° 780285)).

Se preparé una placa Pierce Red Device con inserciones (ThermoScientific, Cat n.° 89809) y se llené con 750 pl de
PBS en la camara de regulador y 500 pl del plasma espigado, en la camara de plasma. La placa se incubé durante 4
h a 37°C, mientras se agitaba a 230 r. p. m. Después de la incubacion, se transfirieron 120 yl de ambas camaras a
360 ul de acetonitrilo en una placa de 96 receptaculos de base redonda, de receptaculos profundos PP (Nunc, Cat.
N.° 278743), que se selld6 con una tapa de papel aluminio. Las muestras se mezclaron y se colocaron en hielo
durante 30 min. Esta placa luego se centrifugé 30 min a 1200 r. ¢ .f. a 4°C, y el sobrenadante se transfirié a una
placa de 96 receptaculos de fondo v PP (Greiner, 651201), para el analisis en LCMS.

La placa se sellé con esterillas de sellado (MA96RD-04S) de www.kinesis.co.uk, y las muestras se midieron a
temperatura ambiente en LCMS (ZQ 1525, de Waters), en condiciones optimizadas, empleando Quanoptimize a fin
de determinar la masa apropiada de la molécula.

Las muestras se analizaron en LCMS con un caudal de 1 ml/min. El solvente A consistié en amoniaco, 15 mM, y el
solvente B fue acetonitrilo. La muestra se ejecuté en pulverizacion de ion positivo en una columna XBridge C18, 3.5
MM (2.1 x 30 mm), de Waters. El gradiente de solvente tuvo un tiempo de ejecucion total de 2 minutos, y varié de 5%
B a 95% B.

El area pico del compuesto en la camara de regulador y la camara de plasma se consideré 100% compuesto. El
porcentaje ligado a plasma se derivo a partir de estos resultados, y se informé como porcentaje ligado a plasma.

La solubilidad del compuesto en la concentracion de ensayo final en PBS se examiné por medio de un microscopio,
de modo de indicar si se observa precipitacion.

Tabla VI
Compuesto # Humano (%) Rata (%)
Compuesto ilustrativo 1 76.4 65.7
Compuesto comparativo 2 70.5 64.5
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Compuesto comparativo 10 n/a 51

Compuesto comparativo 11 91.25 76.5

Ejemplo 4.4. Estabilidad microsémica.

Una solucién de carga, 10 mM, de compuesto en DMSO se diluyé 1000 veces en un regulador de fosfato, 182 mM,
pH 7.4, en una placa de 96 receptaculos profundos (Greiner, Cat. N.°780285), y se preincubé a 37°C.

Se agregaron 40 pl de agua desionizada a un receptaculo de un tubo de almacenamiento marcado con cédigo de
barras bidimensional Matrix 2D de polipropileno, que se preincubé a 37°C.

Se preparé una solucion de carga de trabajo de glucosa—6—fosfato—deshidrogenasa (G6PDH) en regulador de
fosfato, 182 mM, pH 7.4, y se coloco en hielo antes del uso. Se prepard un cofactor que contenia MgCl,, glucosa—6—
fosfato y NADP+ en agua desionizada, y se coloco en hielo antes del uso.

Se prepard una solucion de trabajo final que contenia microsomas hepaticos (Xenotech) de una especie de interés
(humana, ratén, rata, perro), G6PDH previamente descrito y cofactores, y esta mezcla se incubé durante no mas de
20 minutos a temperatura ambiente.

Se agregaron 30 pl de la dilucién de compuesto precalentada a 40 ul de agua precalentada en los tubos Matrix, y se
agregaron 30 pl de la mezcla microsdmica. Las concentraciones de reaccion finales fueron 3 yM de compuesto, 1
mg de microsomas, 0.4 U/ml de GDPDH, MgCls, 3.3 mM; glucosa—6—fosfato, 3.3 mM; y NADP+, 1.3 mM.

A fin de medir el porcentaje restante de compuesto en tiempo cero, se agregé MeOH o ACN (1:1) al receptaculo,
antes del agregado de la mezcla microsémica. Las placas se sellaron con sellos Matrix Sepra sealsTM (Matrix, Cat.
N.°4464) y se sacudieron durante algunos segundos, a fin de garantizar la mezcla completa de todos los
componentes.

Las muestras que no se detuvieron se incubaron a 37°C, 300 r. p.m., y luego de 1 hora de incubacion, la reaccion se
detuvo con MeOH o ACN (1:1).

Después de detener la reaccion, las muestras se mezclaron y se colocaron en hielo durante 30 min, a fin de
precipitar las proteinas. Las placas entonces se centrifugaron 30 min a 1200 r. c. f. a 4°C, y se transfirio el
sobrenadante a una placa de fondo v de 96 receptaculos PP (Greiner, 651201) para el analisis en LCMS.

Estas placas se sellaron con esterillas de sellado (MA96RD-04S) de www.kinesis.co.uk, y las muestras se midieron
a temperatura ambiente en LCMS (ZQ 1525, de Waters) en condiciones optimizadas usando Quanoptimize a fin de
determinar la masa apropiada de la molécula original.

Las muestras se analizaron en LCMS con un caudal de 1 ml/min. El solvente A consistié en amoniaco, 15 mM, y el
solvente B fue metanol o acetonitrilo, de acuerdo con la solucién de detencion utilizada. Las muestras se ejecutaron
en pulverizacion de ion positivo en una columna XBridge C18, 3.5 yM (2.1 x 30 mm), de Waters. El gradiente de
solvente tuvo un tiempo de ejecucion total de 2 minutos, y varié de 5% B a 95% B.

El area pico del compuesto original en tiempo 0 se consideré 100% restante. El porcentaje restante luego de 1 h de
incubacion se calcul6 a partir del tiempo 0, y se calculé como el porcentaje restante. La solubilidad del compuesto en
la concentracién de ensayo final en regulador se examind por medio de un microscopio, y se informan los
resultados.

La informacién sobre la estabilidad microsémica se expresa como porcentaje de la cantidad total de compuesto
restante luego de 60 min.

Tabla IX
Compuesto # Humano (%) Rata (%)
Compuesto ilustrativo 1 87.2 65.6
Compuesto comparativo 2 73 38
Compuesto comparativo 10 102 89
Compuesto comparativo 11 51 26
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Ejemplo 4.5. Permeabilidad de Caco?2.

Se efectuaron ensayos bidireccionales de Caco—2 como se describe a continuacion. Se obtuvieron receptaculos
Caco—2 de la Coleccion Europea de Cultivos Celulares (European Collection of Cell Cultures (ECACC, cat.
86010202) y se usaron luego de un cultivo de células de 21 dias en placas de 24 receptaculos Transwell (Fisher
TKT-545-020B).

Se sembraron 2 x 10° células/receptaculo en medio de placa, que consistia en DMEM + GlutaMAXI + 1% NEAA +
10% FBS (FetalClone 1) + 1% Pen/Estrep. El medio se cambié cada 2-3 dias.

Se prepararon compuestos de ensayo y de referencia (propranolol y rodamina 123, o vinblastina, todos obtenidos de
Sigma) en solucion salina balanceada de Hanks que contenia HEPES, 25 mM (pH 7.4), y se agregaron o bien a las
camaras apicales (125 pl) o basolaterales (600 ul) del montaje de la placa Transwell en una concentracion de 10 pM,
con una concentracion final de DMSO de 0.25%.

Se agregaron 50 yM de amarillo Lucifer Yellow (Sigma) al regulador donante, en todos los receptaculos, a fin de
evaluar la integridad de los estratos celulares mediante el control de la penetracion de amarillo Lucifer Yellow.
Debido a que Lucifer Yellow (LY) no puede penetrar libremente las barreras lipdfilas, un alto grado de transporte LY
indica escasa integridad del estrato celular.

Después de 1 h de incubacion a 37°C con agitacion en una agitadora orbital a 150 r. p. m., se tomaron alicuotas de
70 pl tanto de las camaras apicales (A) como basales (B), y se agregaron a 100 pLl de solucion 50:50 de
acetonitrilo:agua que contenia estandar interno analitico (carbamazepina, 0.5 uM), en una placa de 96 receptaculos.

Se midid el amarillo Lucifer con un instrumento Spectramax Gemini XS (Ex. 426 nm, y Em. 538 nm) en una placa
limpia de 96 receptaculos que contenia 150 pl de liquido de lateral basolateral y apical.

Se midieron las concentraciones de compuesto en las muestras por medio de la cromatografia liquida de alto
rendimiento/espectroscopia de masa (LC-MS/MS).

Los valores de permeabilidad aparente (Pap) se calcularon a partir de la relacion:

— . . _6
Pap = [CompueSto]aceptor final X Vaceptor/ ([CompueSto]donante inicial X Vdonante) / Tinc X Vdonante / area de SUpEI’fICIE x 60 x 10
cm/s

V = volumen de camara.
Tinc = tiempo de incubacion.
Area de superficie = 0.33 cm?.

Las relaciones de Salida, como indicacién de la salida activa desde la superficie celular apical, se calcularon usando
la relacién de Pap B>A/ Py, A>B.

Se usaron los siguientes criterios de aceptacion del ensayo:

Propranolol: Pap (A>B) valor = 20 (x 10°® cm/s).

Rodamina 123 o Vinblastina: P4, (A>B) valor < 5 (x107® cm/s) con relacién de Salida > 5.
Permeabilidad de amarillo Lucifer: < 100 nm/s.

Tabla X

Compuesto # Pap A>B Relacion  de

salida
(x 10-6 cm/seq)

Compuesto ilustrativo 1 3.33 15.7
Compuesto comparativo 2 25 0.95
Compuesto comparativo 10 0.05 97.6
Compuesto comparativo 11 36.5 0.9

40



10

15

20

25

30

ES 2 626 908 T3

Ejemplo 4.6. Estudio de farmacocinética en roedores.

4.6.1. Animales.

Se obtuvieron ratas Sprague—Dawley (macho, 5-6 semanas de edad) de Janvier (Francia). Las ratas se aclimataron
durante por lo menos 7 dias antes del tratamiento, y se mantuvieron con un ciclo de 12 h de luz/oscuridad (07:00 —
19:00). La temperatura se mantuvo a aproximadamente 22°C, y se proporcionaron alimentos y agua ad libitum. Dos
dias antes de la administracion del Compuesto ilustrativo 1 y el Compuesto comparativo 2, las ratas se sometieron a
la cirugia a fin de colocar un catéter en la vena yugular, bajo anestesia de isoflurano. Después de la cirugia, las ratas
se albergaron en forma individual. Las ratas fueron privadas de alimentos durante por lo menos 16 horas antes de la
dosificacion oral, y 6 horas después. Se proporcion6 agua ad libitum.

4.6.2. Estudio de farmacocinética.

Se formularon los compuestos en PEG200/solucidon salina fisiologica (60/40) para la via intravenosa, y en
metilcelulosa al 0.5% (Compuesto ilustrativo 1 y Compuesto comparativo 2) e hidroxilpropil-3—ciclodextrina al 10%,
pH 3 (Compuesto comparativo 11), para la via oral. Los compuestos de ensayo se dosificaron por via oral como una
sola sonda esofagica, en una concentracion de 5 mg/kg, con un volumen de dosificacion de 5 mi/kg, y se dosificaron
por via intravenosa como un bolo por medio de la vena cava en una concentracion de 1 mg/kg, con un volumen de
dosificacion de 5 mil/kg. Cada grupo consistié en tres ratas. Para los compuestos 1 y 2, se recogieron muestras de
sangre por medio de la vena yugular con heparina de lito como anticoagulante, en los siguientes tiempos: 0.05;
0.25; 0.5; 1; 3; 5 y 8 horas (via intravenosa), y 0.25; 0.5; 1; 3; 5; 8 y 24 horas (via oral). Para el Compuesto
comparativo 11, se recogieron muestras de sangre en el seno retroorbital con heparina de litio como anticoagulante,
en los siguientes tiempos: 0,25; 1; 3 y 6 horas (via oral). Se centrifugaron muestras de sangre completa a 5000 r. p.
m. durante 10 min, y las muestras de plasma resultantes se almacenaron a —20°C para el analisis pendiente.

4.6.3. Cuantificacion de las concentraciones de compuesto en plasma.

Se determinaron las concentraciones plasmaticas de cada compuesto de ensayo por medio de un método de LC—
MS/MS, en el cual el espectrometro de masa se operd en modo de electropulverizacion positivo.

4.6.4. Determinacion de los parametros farmacocinéticos.

Los parametros farmacocinéticos se calcularon usando Winnonlin® (Pharsight®, United States).

Tabla XI
Compuesto ilustrativo 1 Compuesto comparativo 2 ﬁ)?mpuesto comparativo
IV 1 mg/kg PO 5 mg/kg | IV 1 mg/kg PO 5 mg/kg | PO 5 mg/kg
(n=3) (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)

CO0 o Cmax (ng/ml) 1407 (28) 310 (33) 863(4) 1320 (42) 547 (8)

Tmax 22 0.33 0.25

(h) [0.5-5] [0.25-0.5] [0.25-0.25]

AUC(0-2) (ng.h/ml) 722 (2) 1429 (24) 470 (5) 1437 (33) 690 (23)

AUC (0-24 h) | 739 (2) 1681 (8) 474 (5) 1465 (30)

(ng.h/ml)

Cl 1.35(2) 2.12 (5)

Vss 1.76 (3) 1.46 (4)

T1/2 1.6 (3) 0.74 (8) 0.92 (57) 0.92 (7)

F (%) 45 62

Ejemplo 4.7. Estudio de toxicidad de la rata de 7 dias.

Se efectlia un estudio de toxicidad oral de 7 dias con los compuestos de ensayo en ratas macho Sprague-Dawley, a
fin de evaluar su potencial toxico y la toxicocinética con dosis diarias de 100, 300 y 500 mg/kg/dia, por medio de una
sonda nasogastrica, con un volumen de dosificacion constante de 5 mi/kg/dia.
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Los compuestos de ensayo se formulan en HPBCD al 30% (v/v) en agua purificada. Cada grupo incluye 5 ratas
macho principales, al igual que 3 animales satélite, para la toxicocinética. Se suministra a un cuarto grupo HPBCD al
30% (v/v) en agua solamente, a la misma frecuencia, volumen de dosificacion y por la misma via de administracion,
que funciona como el grupo de control de vehiculo.

La meta del estudio consiste en determinar la menor dosis que no provoca eventos adversos identificados
(concentracion de efecto adverso no observable — NOAEL, por sus siglas en inglés).

Ejemplo 4.8. Estabilidad de hepatocitos.

Los modelos para la evaluacion del aclaramiento metabdlico en hepatocitos son descritos por McGinnity et al., Drug
Metabolism and Disposition, 2008, 32, 11, 1247.

Ejemplo 4.9. Sensibilidad de la prolongaciéon QT.

Se evaluo el potencial para la prolongacion QT en el ensayo de pinzamiento de parche de hERG.

Pinzamiento zonal de célula entera convencional.

Se efectuaron registros de pinzamiento zonal de célula entera usando un amplificador EPC10 controlado por el
programa informatico Pulse v8.77 (HEKA). La resistencia de serie tipicamente fue inferior a 10 MQ y fue
compensada mas del 60%, los registros no fueron sustraidos por filtracion. Los electrodos se fabricaron a partir de
vidrio de pipeta GC150TF (Harvard).

La solucion de bafo externo contenia: NaCl, 135 mM; KCI, 5 mM; CaCl,, 1.8 mM; glucosa, 5 mM; HEPES, 10 mM;
pH 7.4.

La solucién de pipeta de parche interno contenia: Kgluconato, 100 mM; KCI, 20 mM; CaClz, 1 mM; MgClz, 1 mM;
Na,ATP, 5 mM; glutationa, 2 mM; EGTA, 11 mM; HEPES, 10 mM; pH 7.2.

Los farmacos se perfundieron usando un sistema de perfusion rapido Biologic MEV-9/EVH-9.

Todos los registros se efectuaron en células HEK293 que expresaban en forma estable canales hERG. Las células
se cultivaron en cubiertas de portaobjetos redondas de 12 mm (German glass, Bellco) ancladas en la camara de
registro usando dos varillas de platino (Goodfellow). Se provocaron corrientes de hERG usando un pulso de
activacion a +40 mV durante 1000 ms, seguido de un pulso de corriente de cola a —50 mV durante 2000 ms, donde
el potencial de mantenimiento fue —80 mV. Los pulsos se aplicaron cada 20 s, y todos los experimentos se
efectuaron a temperatura ambiente.

Resultados.

Por ejemplo, cuando se efectua este ensayo, el valor de ICsp medido del Compuesto ilustrativo 1 fue superior a 150
uM.

Conclusiones generales.

La informacion proporcionada en la presente solicitud demuestra que el Compuesto ilustrativo 1 (el compuesto de la
invencion) exhibe potencia in vivo significativamente mayor, en comparacion con compuestos estructuralmente
similares. Esta mejoria es inesperada, y no podria haber sido pronosticada por el experto en el arte, en particular,
debido a que muchos de estos compuestos estructuralmente similares exhiben potencia in vitro muy similar contra
JAK1 y JAK2.

Sera apreciado por los expertos en el arte que las descripciones precedentes son ejemplares y de naturaleza
explicativa, y tienen el propodsito de ilustrar la invencion y sus realizaciones preferidas. A través de la
experimentacion de rutina, el experto reconocera variaciones y modificaciones evidentes que pueden efectuarse sin
alejarse del espiritu de la invencion. Por lo tanto, se tiene la intencion de que la invencion no sea definida por la
descripcion anterior, sino por las siguientes reivindicaciones y sus equivalentes.
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Debe entenderse que factores tales como la capacidad de penetracion celular diferencial de los diversos
compuestos pueden contribuir a discrepancias entre la actividad de los compuestos en los ensayos celulares y
bioquimicos in vitro.

Por lo menos algunas de las denominaciones quimicas de los compuestos de la invencién, como se proporcionan y
se exponen en esta solicitud, pueden haber sido generadas sobre una base automatizada mediante el uso de un
programa informatico comercial para la denominacion quimica, y no han sido verificadas independientemente. Los
programas representativos que realizan esta funcion incluyen la herramienta de denominacion Lexichem,
comercializada por Open Eye Software, Inc., y la herramienta Autonom Software, comercializada por MDL, Inc. En el
caso donde la denominacidon quimica indicada y la estructura representada difieran, regira la estructura
representada.

Las estructuras quimicas expuestas en esta solicitud se prepararon usando o bien ChemDraw® o ISIS® /DRAW.
Cualquier valencia abierta que aparezca en un atomo de carbono, oxigeno o nitrégeno en las estructuras de esta
solicitud indica la presencia de un atomo de hidrégeno. Cuando existe un centro quiral en una estructura, aunque no
se exponga estereoquimica especifica para el centro quiral, ambos enantidmeros asociados con la estructura quiral
estan contemplados por la estructura.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de conformidad con la férmula I:

F /N>‘
NH
N~ N/

o]

(1)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Una composicion farmacéutica que comprende un portador farmacéuticamente aceptable y una cantidad
farmacéuticamente eficaz del compuesto de conformidad con la reivindicacion 1.

3. La composicion farmacéutica de conformidad con la reivindicacién 2, que comprende un agente terapéutico
adicional.

4. El uso del compuesto de conformidad con la reivindicacion 1 en la preparacién de un medicamento.

5. El compuesto de conformidad con la reivindicacién 1, o la composicién farmacéutica de conformidad con la
reivindicacion 2, para su uso como un medicamento.

6. El compuesto de conformidad con la reivindicacion 1, para usarse en el tratamiento, prevencién o profilaxis de
condiciones inflamatorias, enfermedades autoinmunes, enfermedades proliferativas, rechazo de transplante,
enfermedades que involucran el deterioro del recambio de cartilago, malformaciones congénitas del cartilago,
enfermedad de Castleman, mieloma multiple, psoriasis, sarcoma de Kaposi y/o glomerulonefritis proliferativa
mesangial.

7. El compuesto para usarse de conformidad con la reivindicaciéon 6, en donde la condicién inflamatoria se
selecciona de artritis reumatoide, osteoartritis, enfermedades alérgicas de las vias respiratorias y enfermedades de
intestino inflamatorio.

8. El compuesto para usarse de conformidad con la reivindicacion 6 o 7, en donde la condicién inflamatoria es artritis
reumatoide.

9. El compuesto para usarse de conformidad con la reivindicaciéon 6, en donde la condicién inflamatoria es
enfermedad de intestino inflamatorio.

10. El compuesto para usarse de conformidad con la reivindicacion 6, en donde la condiciéon inflamatoria es colitis
y/o enfermedad de Crohn.

11. El compuesto para usarse de conformidad con la reivindicacién 6, en donde la enfermedad que involucra
deterioro de recambio de cartilago se selecciona de espondilitis anquilosante y artritis psoriasica.

12. El compuesto para usarse de conformidad con la reivindicaciéon 6, en donde la enfermedad autoinmune es
dermatitis atépica.

13. El compuesto para usarse de conformidad con la reivindicacion 6, en donde la enfermedad de rechazo de
transplante es enfermedad de rechazo injerto contra anfitrion.
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14. El compuesto para usarse de conformidad con la reivindicacion 6, en donde el compuesto de acuerdo con la
reivindicacion 1 se administra en combinacién con un agente terapéutico adicional.

15. El compuesto para usarse de conformidad con la reivindicacion 9, en donde el agente terapéutico adicional es un
agente para el tratamiento y/o prevencion de artritis, enfermedades de intestino inflamatorio, enfermedades

autoinmunes o rechazo de transplante.
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