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DESCRIPCION

Uso de 3-(5-amino-2-metil-4-oxoquinazolin-3(4H)-il)piperidin-2,6-diona en el tratamiento de enfermedades
inflamatorias y relacionadas con el sistema inmune

Solicitudes relacionadas por referencia

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud de Patente Provisional U.S. N° 61/451.995, presentada el 11 de
Marzo, 2011, y la Solicitud de Patente Provisional U.S. N° 61/480.272, presentada el 28 de Abril, 2011.

Listado de secuencias

La presente solicitud se presenta con una lista de secuencias entregada con el nombre de archivo 12827-263-
228 SeqListing.txt, de 6.571 bites de tamafio, que se cred el 8 de Marzo, 2012. Este listado de secuencias se
incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad.

Campo

En la presente memoria se proporcionan métodos para tratar, prevenir, y/o manejar enfermedades asociadas con la
actividad linfocitica, incluyendo la actividad de células B y/o células T, por ejemplo, enfermedades relacionadas con
el sistema inmune o enfermedades inflamatorias, que comprenden administrar el Compuesto | o una sal, solvato,
hidrato, estereoisomero, tautdémero, mezcla racémica, co-cristal, clatrato, o polimorfo del mismo, aceptable
farmacéuticamente, donde el Compuesto | es 3-(5-amino-2-metil-4-oxoquinazolin-3(4H)-il)piperidina-2,6-diona.
También se proporcionan en la presente memoria composiciones farmacéuticas y regimenes de dosificacion para tal
tratamiento, prevencion y/o manejo.

Antecedentes

Las enfermedades inflamatorias y las relacionadas con el sistema inmune moduladas por la actividad linfocitica,
incluyendo la actividad de células B y/o células T, tal como el lupus, esclerodermia, sindrome de Sjogren, vasculitis
inducida por ANCA, sindrome anti-fosfolipidico y miastenia gravis, contintian siendo importantes problemas médicos.

El lupus o lupus eritematoso es un grupo de trastornos autoinmunes que pueden causar inflamacion crénica en
varias partes del cuerpo, especialmente en la piel, articulaciones, sangre, y rifiones. El sistema inmune normalmente
hace que las proteinas denominadas anticuerpos protejan al cuerpo contra virus, bacterias, y otros materiales
extrafios (es decir, antigenos). En un trastorno autoinmune tal como el lupus, el sistema inmune pierde su capacidad
para diferenciar entre los antigenos y sus propias células y tejidos y puede hacer que los anticuerpos se dirijan
contra sus propias células y tejidos para formar complejos inmunes. Estos complejos inmunes pueden acumularse
en los tejidos y causar inflamacion, dafio a los tejidos y/o dolor. Los tres tipos de lupus mas comunes incluyen el
lupus eritematoso sistémico (SLE), el lupus eritematoso cutaneo (CLE) y el lupus inducido por farmacos. Se pueden
encontrar descripciones mas detalladas del lupus o lupus eritematoso en Wallace, 2000, The Lupus Book: A Guide
for Patients and Their Families, Prensa de la Universidad de Oxford, Edicién Revisada y Expandida, que se
incorpora por referencia en la presente memoria en su totalidad.

La esclerodermia es una enfermedad rara con una incidencia estable de aproximadamente 19 casos por millén de
personas. La causa exacta de la esclerodermia no se conoce.

Las anomalias implican la autoinmunidad y la alteracion celular endotelial y de la funcion del fibroblasto. La
esclerodermia sistémica generalmente comienza con el engrosamiento cutaneo, normalmente de los dedos,
acompafnado por el fendmeno de Raynaud. A la enfermedad de Raynaud normalmente le preceden ofras
manifestaciones de la esclerodermia sistémica. Al inicio de la enfermedad la piel afectada puede estar inflamada y
blanda. La localizacion habitual de los mayores engrosamientos y endurecimientos cutaneos son la cara, manos y
dedos. Se presenta frecuentemente esclerodactilia. En la exploracién a veces son palpables problemas de friccion
de los tendones y pueden ser dolorosos. Cuanto mas avanza la enfermedad, pueden aparecer Ulceras digitales y
auto-amputacion. La dismotilidad gastrointestinal es una caracteristica, a menudo manifestada mediante acidez, o
mediante diarrea con malabsorcién o pseudo-obstruccion. La nueva aparicion de hipertensiéon o insuficiencia renal
son manifestaciones del dafio vascular asociado. También es posible un fallo cardiaco o una arritmia debido a
fibrosis cardiaca. (Hachulla E, Launay D, Diagnosis and classification of systemic sclerosis, Clin Rev Allergy
Immunol 2010; 40(2):78-83).

Las principales manifestaciones de la esclerodermia, y en particular de la esclerosis sistémica, son la inadecuada
sintesis y deposicion excesiva de colageno, disfuncion endotelial, espasmo, colapso y destruccion por fibrosis. En
términos de diagndstico, un parametro clinico importante es el engrosamiento cutaneo préxima a las articulaciones
metacarpofalangeas. El fenédmeno de Raynaud es un componente frecuente, casi universal, de la esclerodermia. Se
diagnostica por cambios de color en la piel ante la exposicion al frio. La isquemia y el engrosamiento cutaneo son
sintomas de la enfermedad de Raynaud.
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Sigue existiendo una necesidad de farmacos profilacticos o terapéuticos que se puedan usar para tratar o prevenir
enfermedades inflamatorias y relacionadas con el sistema inmune, incluyendo el lupus, esclerodermia, sindrome de
Sjogren, vasculitis inducida por ANCA, sindrome anti-fosfolipidico y la miastenia gravis.

Compendio

En la presente memoria se proporcionan métodos para tratar, manejar, mejorar y/o prevenir enfermedades,
trastornos y/o afecciones asociadas con enfermedades inflamatorias y relacionadas con el sistema inmune que
comprenden la administracién de una cantidad eficaz de un compuesto de férmula |

NH.
0 0

N

N:Q

0 una sal, solvato, hidrato, esterecisémero, tautémero, mezcla racémica, co-cristal, clatrato, o polimorfo del mismo,
aceptable farmacéuticamente.

NH
O

Compuesto |,

En una realizacion, el compuesto es 3-(5-amino-2-metil-4-oxoquinazolin-3(4H)-il)piperidina-2,6-diona.

En determinadas realizaciones, la enfermedad se selecciona del lupus, esclerodermia, sindrome de Sjogren,
vasculitis inducida por ANCA, sindrome anti-fosfolipidico y la miastenia gravis.

En una realizacion, en la presente memoria se proporcionan métodos de modulacion, por ejemplo, reduccion, de la
actividad linfocitica, incluyendo la actividad de células B y/o células T, que comprenden poner en contacto células B
y/o células T con una cantidad eficaz del Compuesto I.

En la presente memoria se proporcionan también composiciones farmacéuticas, formas de dosificacion unitarias, y
kits adecuados para usar en el tratamiento, prevencién, mejora y/o manejo de enfermedades, trastornos y/o
afecciones asociadas a enfermedades inflamatorias y relacionadas con el sistema inmune, que comprenden el
Compuesto |, opcionalmente en combinacién con uno o mas de otros agentes terapéuticos.

En determinadas realizaciones, el Compuesto | se administra en combinacion con uno o mas de otros agentes
terapéuticos, es decir, agentes farmacéuticos que son moduladores de la actividad linfocitica, que incluyen la
actividad de células B y/o la actividad de células T. Las combinaciones comprenden la administraciéon simultanea,
asi como la secuencial.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 ilustra el efecto del 3-(5-amino-2-metil-4-oxoquinazolin-3(4H)-il)piperidina-2,6-diona sobre la produccion de
citoquina y quimioquina en células T humanas estimuladas por anti-CD3, expresado como la cantidad absoluta
producida.

La FIG. 2 ilustra el efecto del 3-(5-amino-2-metil-4-oxoquinazolin-3(4H)-il)piperidina-2,6-diona sobre la produccion de
citoquina y quimioquina en células T humanas estimuladas por anti-CD3, expresado como porcentaje de control.

La FIG. 3 ilustra la inhibicion de la produccién de citoquina y de la producciéon de quimioquina en células
mononucleares sanguineas periféricas estimuladas por lipopolisacarido mediante 3-(5-amino-2-metil-4-
oxoquinazolin-3(4H)-il)piperidina-2,6-diona.

La FIG4 ilustra la mejora de la produccién de citoquina y de la produccidon de quimioquina en las células
mononucleares sanguineas periféricas estimuladas por lipopolisacarido mediante 3-(5-amino-2-metil-4-
oxoquinazolin-3(4H)-il)piperidina-2,6-diona.

La FIG. 5 ilustra la mejora de la produccion de IFN-gamma (interferdn gamma) por las células NK (Asesinas
naturales) en respuesta a IgG y IL-2 inmovilizadas, expresada como cantidad absoluta producida, para 3-(5-amino-
2-metil-4-oxoquinazolin-3(4H)-il)piperidina-2,6-diona.

La FIG. 6 ilustra la mejora de la produccion de IFN-gamma por las células NK en respuesta a IgG y IL-2
inmovilizadas, expresada como porcentaje de la cantidad de IFN-gamma producida en presencia de 1 um de
pomalidomida, para 3-(5-amino-2-metil-4-oxoquinazolin-3(4 H)-il)piperidina-2,6-diona.
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La FIG. 7 ilustra el efecto del 3-(5-amino-2-metil-4-oxoquinazolin-3(4H)-il)piperidina-2,6-diona sobre las células NK
mediadas por ADCC (citotoxicidad mediada por células dependientes de anticuerpo, de sus siglas en inglés) frente a
células de linfoma recubiertas con Rituximab.

La FIG. 8 ilustra microfotografias de una seccién de piel tefiida con hematoxilina y eosina que muestran
engrosamiento dérmico de una lesion cutanea en el modelo de raton de fibrosis cutanea inducida por bleomicina
(prevencion de la inflamacion conducida por fibrosis).

La FIG. 9 ilustra microfotografias de una seccién de piel tefiida con hematoxilina y eosina que muestran
engrosamiento dérmico de una lesiéon cutanea en el modelo de raton de fibrosis cutanea inducida por bleomicina
(regresion de la fibrosis establecida).

Descripcion detallada

A menos que se defina de otra manera, todos los términos técnicos y cientificos que se emplean en la presente
memoria tienen el mismo significado que cominmente se entiende por un experto en la técnica. Todas las patentes,
solicitudes, solicitudes publicadas y otras publicaciones, se incorporan por referencia en su totalidad. En el caso de
que en la presente memoria haya una pluralidad de definiciones para un término, prevaleceran los de esta seccion a
menos que se indique de otra manera.

Como se emplea en la presente memoria, y a menos que se indique de otra manera, los términos “tratar” y
“tratamiento” se refieren a la mejora o reduccién de la gravedad de una enfermedad o un sintoma asociado con la
enfermedad o afeccién que esta siendo tratada.

» o«

Como se emplea en la presente memoria, “prevenir”, “prevencion” y otras formas de la palabra incluyen la inhibicion
del inicio o progresion de una enfermedad o trastorno o un sintoma particular de la enfermedad o trastorno. En
algunas realizaciones, sujetos con historias familiares de cancer son candidatos de regimenes preventivos.
Normalmente, en el contexto del cancer, el término “prevenir’ se refiere a la administracion del farmaco antes del
inicio de los signos o sintomas de un cancer, particularmente en sujetos con riesgo de cancer.

Como se emplea en la presente memoria, y a menos que se indique de otra manera, el término “manejo” comprende
prevenir la recurrencia de la enfermedad o trastorno en particular, en un sujeto que la ha padecido, prolongando el
tiempo en el que en un sujeto, que ha padecido la enfermedad o trastorno, permanece en remision, reduciendo las
tasas de mortalidad de los sujetos, y/o manteniendo una reduccién en la gravedad o eliminaciéon de un sintoma
asociado con la enfermedad o afeccion que se esta manejando.

Como se emplea en la presente memoria “sujeto” significa un animal, normalmente un mamifero, incluyendo un ser
humano. Como se emplea en la presente memoria, “paciente” significa un sujeto humano.

Como se emplea en la presente memoria, y a menos que se especifique de otra manera, los términos “cantidad
eficaz terapéuticamente” y “cantidad eficaz” de un compuesto se refiere a una cantidad suficiente para proporcionar
un beneficio terapéutico en el tratamiento, prevencion y/o manejo de una enfermedad, para retrasar o minimizar uno
0 mas sintomas asociados con la enfermedad o trastorno a tratar. Los términos “cantidad eficaz terapéuticamente” y
“cantidad eficaz” puede comprender una cantidad que mejora la terapia en general, reduce o evita sintomas o
causas de la enfermedad o el trastorno, o mejora la eficacia terapéutica de otro agente terapéutico.

Como se emplea en la presente memoria, y a menos que se especifique de otra manera, el término “cantidad eficaz
profilacticamente” de un compuesto es una cantidad suficiente para prevenir una enfermedad o afeccién, o uno o
mas sintomas asociados con la enfermedad o afeccién, o prevenir su recurrencia. Una cantidad eficaz
terapéuticamente de un compuesto significa una cantidad del agente terapéutico, en solitario o en combinacion con
otros agentes, que proporciona un beneficio profilactico en la prevencion de la enfermedad. El término “cantidad
eficaz profilacticamente” puede comprender una cantidad que mejora la profilaxis en general o que mejora la eficacia
profilactica de otro agente profilactico.

Como se emplea en la presente memoria, y a menos que se indique de otra manera, el término “sal aceptable
farmacéuticamente” incluye, pero no se limita a, una sal de un grupo acido que se puede presentar en los
compuestos que se proporcionan en la presente memoria. Bajo determinadas condiciones acidas, el compuesto
puede formar una amplia variedad de sales con varios acidos inorganicos y organicos. Los acidos que se pueden
emplear para preparar sales aceptables farmacéuticamente de tales compuestos basicos, son los que forman sales
que comprenden aniones aceptables farmacolégicamente incluyendo, pero no se limitan a, acetato, bencenosulfato,
benzoato, bicarbonato, bitartrato, bromuro, edetato calcico, camsilato, carbonato, cloruro, bromuro, yoduro, citrato,
dihidrocloruro, edetato, edisilato, estolato, esilato, fumarato, gluceptato, gluconato, glutamato, glicolilarsanilato,
hexilresorcinato, hidrabamina, hidroxinaftoato, isetionato, lactato, lactobionato, malato, maleato, mandelato,
metanosulfonato, (mesilato), metilsulfato, muscato, napsilato, nitrato, pantotenato, fosfato/difosfato,
poligalacturonato, salicilato, estearato, succinato, sulfato, tanato, tartrato, teoclato, trietiodida, y pamoato.

Como se emplea en la presente memoria, y a menos que se indique de otra manera, el término “hidrato” significa un
compuesto o una sal del mismo que se proporciona en la presente memoria, que incluye ademas una cantidad de
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agua estequiomeétrica o no estequiométrica unida mediante fuerzas intermoleculares no covalentes. Los hidratos
pueden ser cristalinos o0 no cristalinos.

Como se emplea en la presente memoria, y a menos que se indique de otra manera, el término “solvato” significa un
solvato formado a partir de la asociacién de uno o mas moléculas de disolvente para un compuesto que se
proporciona en la presente memoria. El término “solvato” incluye hidratos (por ejemplo, monohidrato, dihidrato,
trihidrato, tetrahidrato, y similares). Los solvatos pueden ser cristalinos o no cristalinos.

Como se emplea en la presente memoria, y a menos que se especifique de otra manera, el término
“estereoisomero” comprende a todos los compuestos puros enantioméricamente/estereoméricamente y enriquecidos
enantioméricamente/estereoméricamente que se proporcionan en la presente memoria.

Como se emplea en la presente memoria, y a menos que se indique de otra manera, el término “puro
estereoméricamente” o “puro enantioméricamente” significa que un compuesto comprende un estereoisémero y es
libre sustancialmente de su estereoisdbmero o enantiGmero contrario. Por ejemplo, un compuesto es puro
estereoméricamente o enantioméricamente cuando el compuesto contiene 80%, 90%, 6 95% o mas de un
estereoisomero y 20%, 10% 6 5% o menos del estereocisémero contrario. En determinados casos, en la presente
memoria se proporciona un compuesto que se considera activo Opticamente o  puro
estereoméricamente/enantioméricamente (es decir, sustancialmente la forma R- o sustancialmente la forma S-) con
respecto al centro quiral cuando el compuesto es aproximadamente 80% ee (enantiomérico de mas) o mas,
preferiblemente, igual o mayor al 90% ee con respecto a un centro quiral particular, y mas preferiblemente 95% ee
con respecto a un centro quiral particular.

Como se emplea en la presente memoria, y a menos que se indique de otra manera, el término “enriquecido”
estereoméricamente o “enriquecido enantioméricamente” comprende las mezclas racémicas, asi como otras
mezclas de estereoisdbmeros de compuestos que se proporcionan en la presente memoria (por ejemplo, R/S =
30/70, 35/65, 40/60, 45/55, 55/45, 60/40, 65/35 y 70/30).

Los términos “co-administracion” y “en combinacion con” incluyen la administracion de dos o mas agentes
terapéuticos (por ejemplo, el Compuesto | o una composiciéon que se proporciona en la presente memoria y otro
modulador de la actividad linfocitica, incluyendo la actividad de células B y/o la actividad de células T u otros
agentes activos) bien simultdaneamente, conjuntamente o secuencialmente sin limites de tiempo especificos. En una
realizacion, el Compuesto | y al menos otro agente estan presentes en la célula o en el cuerpo del sujeto al mismo
tiempo o ejercen su efecto biolégico o terapéutico al mismo tiempo. En una realizacion, el agente o agentes
terapéuticos estan en la misma composicion o en la misma forma de dosis unitaria. En otra realizacién, el agente o
agentes terapéuticos estan en composiciones o en formas de dosis unitarias separadas.

Una “célula B” es un linfocito que madura dentro de la médula dsea, e incluye una célula B sin tratamiento previo,
una célula B de memoria, o una célula B efectora (células plasmaticas). La célula B en la presente memoria puede
ser una célula B normal o no cancerosa.

Una “célula T” es un linfocito que madura en el timo, e incluye una célula T auxiliar, una célula T de memoria, y una
célula T citotoxica.

Como se emplea en la presente memoria “supervivencia global” se refiere al tiempo desde la aleatorizacion hasta la
muerte por cualquier causa, y se mide en la intencion de tratar a la poblacién. La supervivencia global se puede
evaluar en estudios de control aleatorios.

Como se emplea en la presente memoria “tasa de respuesta objetiva” se refiere a la proporcion de pacientes con
sintomas de esclerodermia predefinidos reducidos al final de un periodo de tiempo predefinido. La duracién de la
respuesta se mide normalmente desde el momento de la respuesta inicial hasta la progresion documentada de la
esclerodermia.

Como se emplea en la presente memoria “tiempo de progresion” significa el tiempo desde la aleatorizacion hasta la
progresion de la esclerodermia objetivo. En determinadas realizaciones, el tiempo de progresion no incluye las
muertes.

Como se emplea en la presente memoria “tiempo libre de progresion” significa el tiempo desde la aleatorizacion
hasta la progresion o muerte de la esclerodermia objetivo.

Como se emplea en la presente memoria “tiempo hasta el fallo del tratamiento” significa cualquier punto o puntos
finales de medicién del tiempo desde la aleatorizacién hasta la interrupcion del tratamiento por cualquier razon,
incluyendo la progresion de la enfermedad, toxicidad del tratamiento, y la muerte.

Como se emplea en la presente memoria “mortalidad” significa una medicion del ndmero de muertes en una
poblacién dada.
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Como se emplea en la presente memoria “mortalidad respiratoria” significa pacientes que mueren por hipoxia aguda
u otro empeoramiento respiratorio dando como resultado la muerte, tal como necesitar de ventilacion mecanica que
conduce a la muerte, parada respiratoria, o cualquier otro evento en un sujeto, considerado de naturaleza
respiratoria.

Como se emplea en la presente memoria “hospitalizacion respiratoria” significa los hospitalizados por
empeoramiento del estado pulmonar, como se documenta mediante las anotaciones de admisién al hospital del
paciente o mediante otras opiniones médicas.

Como se emplea en la presente memoria “puntacion cutanea modificada de Rodnan” significa un sistema de
puntuacion numérica validada para evaluar el engrosamiento cutaneo dérmico.

Como se emplea en la presente memoria “engrosamiento de la piel” significa la piel dura o indurada que se puede
evaluar empleando una variedad de técnicas que incluyen el durémetro y mRSS.

Como se emplea en la presente memoria “induracion cutanea” significa la piel que esta endurecida, roja, inflamada,
engrosada o sensible.

Como se emplea en la presente memoria “indice de calidad de vida dermatoldgico” significa una evaluacion de la
calidad de vida relacionada a los sintomas cutaneos para un paciente que tiene esclerodermia.

Como se emplea en la presente memoria “funciéon pulmonar” significa cualquier medida del flujo espiratorio forzado,
capacidad vital forzada, FEV 25-75%, volimenes de los pulmones o capacidad vital.

Como se emplea en la presente memoria “capacidad de difusién del monoéxido de carbono” significa la evaluacion de
la absorcién del monéxido de carbono a través de la membrana capilar alveolar. Esta puede ser un indicador para la
medicion de la capacidad de los pulmones para transferir oxigeno de los pulmones hasta el torrente sanguineo.

Como se emplea en la presente memoria “indice de Disnea de Mahler” significa un instrumento que proporciona
mediciones clinicas de la dificultad respiratoria.

Como se emplea en la presente memoria “puntuacion del Cuestionario Respiratorio de Saint George” significa un
instrumento que mide la calidad de vida en pacientes con enfermedad pulmonar.

Como se emplea en la presente memoria “puntuacion del tracto gastrointestinal del consorcio de ensayos clinicos de
esclerodermia de UCLA” significa un cuestionario aplicado a pacientes que tienen esclerodermia para evaluar los
sintomas gastrointestinales asociados con la esclerodermia (esclerosis sistémica).

Como se emplea en la presente memoria “dilataciéon mediada por flujo” significa cualquier medicion de la funcion
vascular endotelial en un paciente que tiene esclerodermia.

Como se emplea en la presente memoria “distancia caminada durante seis minutos” significa cualquier evaluacion
de la distancia que un paciente que tiene esclerodermia puede caminar en 6 minutos o cualquier procedimiento
estandarizado para evaluar la capacidad para caminar durante un periodo de tiempo o distancia fijos.

Como se emplea en la presente memoria, pomalidomida se refiere al siguiente compuesto:

o 0O

NH,

Compuesto |

En determinadas realizaciones, el Compuesto | para emplear en los métodos que se proporcionan en la presente
memoria, incluyendo la terapia de combinacién, y en composiciones que se proporcionan en la presente memoria,
es un compuesto de férmula:
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NH,
0 0

N

N=<

0 una sal, solvato, hidrato, esterecisémero, tautémero, mezcla racémica, co-cristal, clatrato, o polimorfo del mismo,
aceptable farmacéuticamente.

NH
O

Compuesto |,

En una realizacion, el compuesto es 3-(5-amino-2-metil-4-oxoquinazolin-3(4H)-il)piperidina-2,6-diona.

El compuesto | o una sal, solvato, hidrato, estereoisdmero, tautdbmero, mezcla racémica, co-cristal, clatrato, o
polimorfo del mismo, se puede preparar mediante métodos conocidos por un experto en la técnica, por ejemplo,
segun el procedimiento descrito en la Patente US 7.635.700 y la Solicitud de Patente Provisional US N° 61/451.806.

En determinadas realizaciones, el compuesto de Férmula | es un soélido. En determinadas realizaciones, el
compuesto de Férmula | esta hidratado. En determinadas realizaciones, el compuesto de Férmula | esta solvatado.
En determinadas realizaciones, el compuesto de Férmula | es anhidro. En determinadas realizaciones, el compuesto
de Formula | no es higroscépico.

En determinadas realizaciones, el compuesto sdélido de Férmula | es amorfo. En determinadas realizaciones, el
compuesto sélido de Férmula | es cristalino. En determinadas realizaciones, el compuesto sélido de Férmula | esta
en una forma cristalina descrita en la Solicitud de Patente Provisional U.S. N° 61/451.806, presentada el 11 de
Marzo, 2011, que se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad.

Las formas solidas del compuesto de Férmula | se pueden preparar segun los métodos descritos en la divulgacion
de la Solicitud de Patente Provisional U.S. N° 61/451.806. Las formas sdlidas se pueden preparar también segun
otros métodos evidentes para los expertos en la técnica.

En determinadas realizaciones, el compuesto de Férmula | es una sal de clorhidrato de 3-(5-amino-2-metil-4-oxo-4H-
quinazolin-3-il)piperidina-2,6-diona, o un enantidmero o una mezcla de enantidmeros del mismo; o un solvato,
hidrato, co-cristal, clatrato, o polimorfo del mismo, aceptable farmacéuticamente. En determinadas realizaciones, la
sal clorhidrato es un solido. En determinadas realizaciones, la sal clorhidrato es anhidra. En determinadas
realizaciones, la sal clorhidrato no es higroscopica. En determinadas realizaciones, la sal clorhidrato es amorfa. En
determinadas realizaciones, la sal clorhidrato es cristalina. En determinadas realizaciones, la sal clorhidrato esta en
Forma cristalina A.

La sal clorhidrato del compuesto de Férmula | y las formas sdlidas del mismo se pueden preparar segun los métodos
descritos en la divulgacion de la Solicitud de Patente Provisional U.S. N° 61/451.806. La sal clorhidrato y las formas
solidas de la misma se pueden preparar segun otros métodos evidentes para los expertos en la técnica.

El compuesto de Férmula | que se proporciona en la presente memoria contiene un centro quiral, y puede existir
como una mezcla de enantidmeros, por ejemplo, una mezcla racémica. Esta divulgacién comprende el uso de
formas puras estereoméricamente de tal compuesto, asi como el empleo de mezclas de estas formas. Por ejemplo,
se pueden usar en los métodos y composiciones descritos en la presente memoria, mezclas que comprenden
cantidades iguales o no de los enantiomeros del compuesto de Férmula | que se proporcionan en la presente
memoria. Estos isdmeros se pueden sintetizar asimétricamente o resolver empleando técnicas estandar, tales como
columnas quirales o agentes de resolucion quirales. Véase, por ejemplo, Jacques, J., et al., Enantiomers,
Racemates and Resolutions (Willey-Interscience, Nueva York, 1981); Wilen, S. H., et al., Tetrahedron 33:2725
(1997); Eliel, E. L., Stereochemistry of Carbon Compounds (McGraw-Hill, NY, 1962); y Willen, S. H., Tables of
Resolving Agents and Optical Resolutions p.268 (E.L. Eliel, Ed., Univ. of Notre Dame Press, Notre Dame, IN, 1972).

Debe sefialarse que si hay discrepancia entre una estructura representada y un nombre proporcionado a esta
estructura, la estructura representada se reconocera como la de mas peso. Ademas, si la estereoquimica de una
estructura o una parte de una estructura no se indica con, por ejemplo, lineas gruesas o discontinuas, la estructura o
parte de la estructura se interpretara como aplicable a todos los estereoisémeros de la estructura.

Métodos de tratamiento

En la presente memoria se proporcionan métodos de tratamiento, prevencion, y/o manejo de enfermedades,
trastornos y/o afecciones asociadas a enfermedades relacionadas al sistema inmune y a enfermedades
inflamatorias, que comprenden administrar una cantidad eficaz terapéuticamente del Compuesto | o una sal, solvato,
hidrato, estereoisdmero, tautébmero, o mezclas racémicas del mismo, aceptable farmacéuticamente, a un paciente
que necesita de los mismos. En determinadas realizaciones, la enfermedad se selecciona del lupus, esclerodermia,
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sindrome de Sjogren, vasculitis inducida por ANCA, sindrome anti-fosfolipidico y miastenia gravis. En determinadas
realizaciones, la enfermedad es lupus o esclerodermia.

La sensibilidad del Compuesto | o una sal, solvato, hidrato, esterecisémero, tautdmero o mezclas racémicas del
mismo, aceptable farmacéuticamente se puede estudiar en varios ensayos in vivo e in vitro, incluyendo modelos
animales conocidos por un experto en la técnica para enfermedades relacionadas con el sistema inmune y con
enfermedades inflamatorias, que incluyen, pero no se limitan a el modelo de ratén MRL/MpJ-Faslpr/J del lupus
eritematoso sistémico, el modelo de raton NZBWF1/J del lupus eritematoso sistémico, el modelo de fibrosis cutanea
inducida por bleomicina, y el modelo de ratén estricto murino cutaneo-1 (Tsk-1).

Tratamiento de la esclerodermia

En determinadas realizaciones, en la presente memoria se proporcionan métodos para tratar, prevenir y/o manejar
la esclerodermia o un sintoma de la misma, que comprende administrar una cantidad eficaz terapéuticamente del
Compuesto | o una sal, solvato, hidrato, esterecisémero, tautdmero o mezclas racémicas del mismo, aceptable
farmacéuticamente, a un paciente que tiene esclerodermia.

En determinadas realizaciones, en la presente memoria se proporcionan métodos para prevenir la esclerodermia o
un sintoma de la misma, que comprende administrar una cantidad eficaz del Compuesto | o una sal, solvato, hidrato,
estereoisomero, tautdbmero o mezclas racémicas del mismo, aceptable farmacéuticamente, a un paciente con riesgo
de tener esclerodermia.

En determinadas realizaciones, la esclerodermia es localizada, sistémica, esclerodermia limitada o difusa.

En determinadas realizaciones, la esclerodermia sistémica comprende el sindrome CREST (calcinosis, sindrome de
Raynaud, disfuncion o dismotilidad esofagica, esclerodactalia, telangiectasia). La esclerodermia también se conoce
como esclerosis sistémica o esclerosis sistémica progresiva. En determinadas realizaciones, en la presente memoria
se proporcionan métodos para tratar o prevenir la enfermedad o sindrome de Raynaud. En determinadas
realizaciones, la esclerosis sistémica comprende enfermedad pulmonar de esclerodermia, crisis renal de
esclerodermia, manifestaciones cardiacas, debilidad muscular (incluyendo la fatiga o CREST limitado), dismotilidad
y espasmo gastrointestinal, y anomalias en el sistema nervioso central, periférico y autbnomo (incluyendo el
sindrome del tlinel carpiano seguido de neuralgia trigeminal). También incluye discapacidad general, que incluye
depresion, e impacto sobre la calidad de vida.

En determinadas realizaciones, el escleroderma limitado se limita a las manos, la cara, cuello, o combinaciones de
los mismos.

En determinadas realizaciones, la esclerodermia difusa comprende endurecimiento cutaneo y también aparece
sobre las mufiecas (o codos). En determinadas realizaciones, la esclerosis sistémica difusa es esclerodermia
sinusal, que comprende fibrosis de los érganos internos, pero no hay estiramiento cutaneo; o una esclerosis
sistémica progresiva familiar.

En una realizacion, la esclerodermia no se asocia el con debilitamiento, tal como el debilitamiento asociado a la
enfermedad.

En una realizacion, en la presente memoria se proporcionan métodos para la reduccion, inhibicién, o prevencion de
uno o mas de los siguientes sintomas de la esclerodermia: (i) calcificacion gradual, engrosamiento, y estiramiento
cutaneo (por ejemplo, en extremidades, tal como en manos, cara, y pies); (ii) decoloracién cutanea; (iii)
entumecimiento de las extremidades; (iv) piel brillante; (v) pequefios bultos blanquecinos bajo la superficie cutanea
que erupcionan en un fluido blanco como la tiza; (vi) disfuncidon esofagica de Raynaud (dolor, entumecimiento, y/o
cambios de color en las manos causados por espasmos de los vasos sanguineos en la exposicion al calor o al
estrés emocional); (vii) telangiectasia (puntos rojos en, por ejemplo, las manos, palmas, antebrazos, cara, y labios);
(viii) dolor y/o rigidez de las articulaciones; (ix) inflamacion de las manos y los pies; (x) prurito cutaneo; (xi) rigidez y
encorvamiento de los dedos; (xii) Ulceras (llagas) en el exterior de determinadas articulaciones, tales como los
nudillos y los codos; (xiii) problemas digestivos, tales como ardor, dificultad al tragar, diarrea, intestino irritable, y
estrefiimiento; (xiv) fatiga y debilidad; (xv) dificultad respiratoria; (xvi) artritis; (xvii) pérdida del cabello; (xviii)
problemas en 6rganos internos; (xix) uUlceras digitales; o (xx) auto-amputacion digital, que comprende administrar
una cantidad eficaz del Compuesto | al paciente que necesita de los mismos.

Sin estar vinculado a ninguna teoria particular, se cree que el Compuesto | o una sal, solvato, hidrato,
estereoisdmero, tautdbmero o mezclas racémicas del mismo, aceptable farmacéuticamente, mejora la respuesta del
sistema inmune Th1, y suprime la respuesta inmune Th2, lo que puede dar como resultado efectos anti-fibréticos en
la piel.

En la presente memoria se proporcionan ademas métodos para mejorar o reducir el engrosamiento cutaneo de un
paciente que tiene esclerodermia que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz del Compuesto | 0 una
sal, solvato, hidrato, estereoisémero, tautdmero o mezclas racémicas del mismo, aceptable farmacéuticamente. En
una realizacién, el engrosamiento cutaneo se reduce aproximadamente 20%, aproximadamente 25%,
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aproximadamente 30%, aproximadamente 40%, aproximadamente 50%, aproximadamente 60%, aproximadamente
70%, aproximadamente 80%, aproximadamente 90% o mas.

En la presente memoria se proporcionan ademas métodos para alcanzar uno o mas desenlaces asociados a la
esclerodermia que comprende administrar una cantidad eficaz del Compuesto | o una sal, solvato, hidrato,
estereoisdmero, tautdbmero o mezclas racémicas del mismo, aceptable farmacéuticamente, a un paciente que
necesita de los mismos.

En la presente memoria se proporcionan ademas métodos para incrementar la supervivencia general, la tasa de
respuesta objetiva, el tiempo de progresion, la supervivencia libre de progresién y/o el tiempo hasta el fracaso del
tratamiento de un paciente que tiene esclerodermia, que comprende administrar a un paciente una cantidad eficaz
del Compuesto | o una sal, solvato, hidrato, estereocisémero, tautdmero o mezclas racémicas del mismo, aceptable
farmacéuticamente.

En la presente memoria se proporcionan ademas métodos para reducir la mortalidad, la mortalidad respiratoria y/o la
hospitalizaciéon respiratoria de un paciente que tiene esclerodermia, que comprende administrar al paciente una
cantidad eficaz del Compuesto | o una sal, solvato, hidrato, estereocisémero, tautdbmero o mezclas racémicas del
mismo, aceptable farmacéuticamente.

En la presente memoria se proporcionan ademas métodos para mejorar la puntaciéon cutanea modificada de Rodnan
de un paciente que tiene esclerodermia, que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz del Compuesto |
o una sal, solvato, hidrato, esterecisbmero, tautdbmero o mezclas racémicas del mismo, aceptable
farmacéuticamente. En una realizacion, la mejora de la puntacion cutanea modificada de Rodnan es de 5, 10, 15 6
20 puntos 0 mas.

En la presente memoria se proporcionan ademas métodos para mejorar o reducir el engrosamiento cutaneo de un
paciente que tiene esclerodermia, que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz del Compuesto | o una
sal, solvato, hidrato, estereoisémero, tautdmero o mezclas racémicas del mismo, aceptable farmacéuticamente. En
una realizacién, el engrosamiento cutaneo se reduce aproximadamente 20%, aproximadamente 25%,
aproximadamente 30%, aproximadamente 40%, aproximadamente 50%, aproximadamente 60%, aproximadamente
70%, aproximadamente 80%, aproximadamente 90% o mas.

En la presente memoria se proporcionan ademas métodos para mejorar o reducir la induracién cutanea de un
paciente que tiene esclerodermia, que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz del Compuesto | o una
sal, solvato, hidrato, estereoisdmero, tautdmero o mezclas racdel mismo, aceptable farmacéuticamente.

En la presente memoria se proporcionan ademas métodos para mejorar el indice de calidad de vida dermatoldgica
de un paciente que tiene esclerodermia, que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz del Compuesto |
o una sal, solvato, hidrato, esterecisbmero, tautdbmero o mezclas racémicas del mismo, aceptable
farmacéuticamente.

En la presente memoria se proporcionan ademas métodos para mejorar la funcion pulmonar de un paciente que
tiene esclerodermia, que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz del Compuesto | o una sal, solvato,
hidrato, estereoisémero, tautdmero o mezclas racémicas del mismo, aceptable farmacéuticamente.

En la presente memoria se proporcionan ademas métodos para mejorar la capacidad de difusién de mondxido de
carbono de un paciente que tiene esclerodermia, que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz del
Compuesto | o una sal, solvato, hidrato, estereocisémero, tautbmero o mezclas racémicas del mismo, aceptable
farmacéuticamente. En una realizacion, la capacidad de difusion de mondxido de carbono de un paciente se mejora
mediante una mejora en la capacidad de difusion del pulmén del monéxido de carbono (D .CO) de aproximadamente
10%, aproximadamente 20%, aproximadamente 25%, aproximadamente 30%, aproximadamente 40%,
aproximadamente 50%, aproximadamente 60%, aproximadamente 70%, aproximadamente 80%, aproximadamente
90% o mas.

En la presente memoria se proporcionan ademas métodos para mejorar el indice de Disnea de Mahler de un
paciente que tiene esclerodermia, que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz del Compuesto | 0 una
sal, solvato, hidrato, estereoisémero, tautdmero o mezclas racémicas del mismo, aceptable farmacéuticamente. En
una realizacion, el indice de Disnea de Mahler es de 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 puntos o mas.

En la presente memoria se proporcionan ademas métodos para mejorar la puntuacion del Cuestionario Respiratorio
de Saint George de un paciente que tiene esclerodermia, que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz
del Compuesto | o una sal, solvato, hidrato, estereocisémero, tautdmero o mezclas racémicas del mismo, aceptable
farmacéuticamente. En una realizacion, la mejora de la puntuacion del Cuestionario Respiratorio de Saint George es
de 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, 48, 52 puntos 0 mas.

En la presente memoria se proporcionan ademas métodos para mejorar la puntuacion del tracto gastrointestinal del
consorcio de ensayos clinicos de esclerodermia de UCLA de un paciente que tiene esclerodermia, que comprende
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administrar al paciente una cantidad eficaz del Compuesto | o una sal, solvato, hidrato, estereoisémero, tautémero o
mezclas racémicas del mismo, aceptable farmacéuticamente.

En la presente memoria se proporcionan ademas métodos para tratar o prevenir Ulceras digitales de un paciente o
poblacién de pacientes que tiene esclerodermia, que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz del
Compuesto | o una sal, solvato, hidrato, estereocisémero, tautbmero o mezclas racémicas del mismo, aceptable
farmacéuticamente.

En la presente memoria se proporcionan ademas métodos para mejorar la dilatacion por flujo de un paciente que
tiene esclerodermia, que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz del Compuesto | o una sal, solvato,
hidrato, estereoisémero, tautémero o mezclas racémicas del mismo, aceptable farmacéuticamente.

En la presente memoria se proporcionan ademas métodos para mejorar o incrementar la distancia caminada
durante seis minutos de un paciente que tiene esclerodermia, que comprende administrar al paciente una cantidad
eficaz del Compuesto | o una sal, solvato, hidrato, estereocisémero, tautdmero o mezclas racémicas del mismo,
aceptable farmacéuticamente. En una realizacién, la mejora de la distancia caminada durante seis minutos es
aproximadamente 200 metros, aproximadamente 250 metros, aproximadamente 300 metros, aproximadamente 350
metros, aproximadamente 400 metros, o mas.

Tratamiento del Lupus Eritematoso

En determinadas realizaciones, en la presente memoria se proporcionan métodos para tratar, prevenir y/o manejar
el lupus eritematosos o un sintoma del mismo, que comprende administrar a un paciente que tiene lupus
eritematoso una cantidad eficaz del Compuesto | o una sal, solvato, hidrato, esterecisémero, tautémero o mezclas
racémicas del mismo, aceptable farmacéuticamente.

En una realizacion, se proporcionan en la presente memoria métodos para prevenir el lupus eritematoso o un
sintoma del mismo, que comprende administrar a un paciente que tiene riesgo de tener lupus eritematoso una
cantidad eficaz del Compuesto | o una sal, solvato, hidrato, estereoisémero, tautdbmero o mezclas racémicas del
mismo, aceptable farmacéuticamente.

En determinadas realizaciones, se proporcionan en la presente memoria métodos para tratar, prevenir y/o manejar
el lupus eritematoso sistémico (SLE), el lupus eritematoso cutaneo (CLE) o el lupus inducido por farmacos.

La frase “Lupus eritematoso sistémico” que se emplea en la presente memoria es intercambiable con el SLE, y el
lupus se refiere a todas las manifestaciones de la enfermedad como se conocen en la técnica (incluyendo las
remisiones y los brotes). En el SLE, la hiperactividad anormal de los linfocitos B y la produccién anormal masiva de
los auto-anticuerpos inmunoglobulina gamma (IgG), juegan un papel clave. Este proceso patolégico da como
resultado un secuestro y destruccion de células recubiertas con Ig, fijacion y unién de proteinas del complemento, y
liberacion de quimiotaxinas, péptidos vasoactivos y enzimas destructoras en los tejidos (Hahn BH. Systemic Lupus
Erythematosus. In: Kasper DL, Braunwald E, Fauci AS, Hauser SL, Longo DL, Jameson, JL, editores. In: Harrison’s
Principles of Internal Medicine (162 edicion). Nueva York (US): McGraw-Hill; 2005. pp.1960-1967).

Los sintomas del SLE varian de una persona a otra, y pueden ir y venir. En la mayoria de los pacientes, los
sintomas incluyen dolor e inflamacion articular. Frecuentemente las articulaciones afectadas son los dedos, manos,
mufiecas, y rodillas. Algunos pacientes desarrollan artritis. Otros sintomas comunes incluyen: dolor toracico al
respirar profundamente, fatiga, fiebre sin otra causa, malestar general, indisposicion, o sensacion general de
enfermedad (dolencia), pérdida de cabello, llagas orales, ganglios linfaticos inflamados, sensibilidad a la luz solar,
erupcion cutanea- una erupcion en forma de “mariposa” sobre las mejillas y el puente de la nariz que afecta
aproximadamente a la mitad de las personas con SLE, en algunos pacientes, la erupcion empeora a la luz solar, y la
erupcion también se puede extender.

Otros sintomas dependen de qué parte del cuerpo se afecte, y pueden incluir lo siguiente:

Cerebro y sistema nervioso: cefaleas, entumecimiento, hormigueo, convulsiones, problemas de visidon, cambios de
personalidad,

Tracto digestivo: dolor abdominal, nauseas, y vomitos,

Corazon: ritmos cardiacos anormales (arritmias),

Pulmon: tos con sangre y dificultad respiratoria, y

Piel: color cutaneo en parches, dedos que cambian de color con el frio (fenédmeno de Raynaud).
Algunos pacientes sdlo tienen sintomas cutaneos. Esto se llama lupus discoide.

En una realizacion, en la presente memoria se proporcionan métodos para tratar el SLE moderado, grave, o muy
grave. El término “SLE grave” como se emplea en la presente memoria se refiere a una afeccion de SLE donde el
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paciente tiene uno o mas sintomas o que amenazan a la vida (tal como anemia hemolitica, implicacion grave del
corazon o los pulmones, enfermedad renal, o implicacién del sistema nervioso).

En la presente memoria se proporcionan ademas métodos para lograr uno o mas de los objetivos asociados con el
SLE que comprende administrar una cantidad eficaz del Compuesto | o una sal, solvato, hidrato, estereoisémero,
tautdbmero o mezclas racémicas del mismo, aceptable farmacéuticamente a un paciente que necesita de los mismos.

En la presente memoria se proporcionan ademas métodos para incrementar la supervivencia general, la tasa de
respuesta objetiva, el tiempo de progresion, la supervivencia libre de progresién y/o el tiempo hasta el fracaso del
tratamiento de un paciente que tiene SLE, que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz del
Compuesto | o una sal, solvato, hidrato, estereocisémero, tautdmero o mezclas racémicas del mismo, aceptable
farmacéuticamente.

En una realizacion determinada, el Compuesto | o una sal, hidrato, estereoisémero, tautdbmero o mezclas racémicas
del mismo, aceptable farmacéuticamente actia como un inhibidor de la diferenciaciéon de células B CD19+ de
memoria humana primaria para la etapa del plasmoblasto.Sin estar vinculado a ninguna teoria en particular, se cree
que el Compuesto | o una sal, solvato, hidrato, esterecisémero, tautdmero o mezclas racémicas del mismo,
aceptable farmacéuticamente, bloquean asi a las células en una etapa prematura descendiendo el nimero de
plasmoblastos que son capaces de producir mayores niveles de inmunoglobulina. Una consecuencia funcional de
este efecto es reducir la produccién de inmunoglobulina G (IgG) e inmunoglobulina M (IgM) en estos cultivos de
diferenciacion.

En determinadas realizaciones, el Compuesto | o una sal, solvato, hidrato, estereoisémero, tautbmero o mezclas
racémicas del mismo, aceptable farmacéuticamente, inhibe la capacidad de las células B CD19+ de memoria
humana primaria para diferenciarse a la etapa de plasmoblasto. En determinadas realizaciones el Compuesto | o
una sal, solvato, hidrato, estereoisdmero, tautdbmero o mezclas racémicas del mismo, aceptable farmacéuticamente,
no tienen un efecto significativo en las células plasmaticas maduras CD138+ en cultivos a corto plazo. En
determinadas realizaciones, el Compuesto | o una sal, solvato, hidrato, estereocisémero, tautébmero o mezclas
racémicas del mismo, aceptable farmacéuticamente, inhibe factores de diferenciacion de células B que incluyen el
factor 4 regulador del interferon (IRF4), la proteina de maduracion inducida por linfocitos (BLIMP), proteina de unién
a la caja X-1(XBP-1) y proteina 6 del linfoma de células B (Bcl6).

Tratamiento de Otras Enfermedades o Trastornos Relacionados con el sistema Inmune

En la presente memoria se proporcionan ademas métodos para tratar, manejar, o prevenir otras enfermedades o
afecciones relacionadas con el sistema inmune empleando el Compuesto | o una sal, solvato, hidrato,
estereoisdmero, tautdmero o mezclas racémicas del mismo, aceptable farmacéuticamente. En determinadas
realizaciones, por ejemplo, en la presente invencion se proporciona un método para tratar un individuo que tiene una
enfermedad o trastorno, en donde la enfermedad o trastorno es causada por, o se asocia con, una respuesta
inmune inadecuada o no deseable, por ejemplo, una enfermedad, trastorno o afeccidon que se puede tratar
beneficiosamente mediante inmunosupresién, que comprende administrar al individuo el Compuesto | o una sal,
solvato, hidrato, estereoisémero, tautdmero o mezclas racémicas del mismo, aceptable farmacéuticamente.

En varias realizaciones especificas, dicha enfermedad relacionada con el sistema inmune es una o mas de las
seleccionadas del sindrome de Sjogren, vasculitis inducida por ANCA, sindrome anti-fosfolipidico, miastenia gravis,
enfermedad de Addison, alopecia areata, espondilitis anquilosante, sindrome del anticuerpo anti-fosfolipidico,
sindrome anti-fosfolipidico (primario o secundario), asma, gastritis autoinmune, anemia hemolitica autoinmune,
hepatitis autoinmune, enfermedad autoinmune del oido interno, enfermedad linfoproliferativa autoinmune, purpura
trombocitopénica autoinmune, enfermedad de Bald, enfermedad de Behcet, penfigoide bulloso, cardiomiopatia,
enfermedad celiaca, enfermedad de Chagas, polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica, penfigoide
cicatricial (por ejemplo, penfigoide de la membrana mucosa), enfermedad de aglutinina fria, enfermedad de Degos,
dermatitis herpetiforme, crioglobulinemia mixta esencial, sindrome de Goodpasture, sindrome de enfermedad de
Graves, sindrome de Guillain-Barre, tiroiditis de Hashimoto (enfermedad de Hashimoto; tiroiditis autoinmune),
fibrosis pulmonar idiopatica, purpura trombocitopénica idiopatica, nefropatia IgA, artritis juvenil, liquen plano,
enfermedad de Méniére, enfermedad tisular conectiva mixta, morfea, narcolepsia, neuromiotonia, trastornos
neuropsiquiatricos autoinmunes pediatricos (PANDAs), pénfigo vulgar, anemia perniciosa, poliarteritis nodosa,
policondritis, polimialgia reumatica, agamma globulinemia primaria, cirrosis biliar primaria, enfermedad de Raynaud
(fendmeno de Raynaud), sindrome de Reiter, policondritis recidivante, fiebre reumatica, sindrome de Sjogren,
sindrome de la persona rigida (sindrome de Moersch-Woltmann), arteritis de Takayasu, arteritis temporal (arteritis de
las células gigantes), uveitis, vasculitis (por ejemplo, vasculitis no asociada con el lupus eritematoso), vitiligo, y/o
granulomatosis de Wegener.

Dosificaciones y cantidades de dosificacion

La dosis del Compuesto | o una sal, solvato, hidrato, estereocisémero, tautémero o mezclas racémicas del mismo,
aceptable farmacéuticamente, que se le administra al paciente es generalmente bastante variable y puede estar
sujeta a juicio del profesional sanitario. Las dosis del Compuesto | o una sal, solvato, hidrato, estereoisémero,
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tautdbmero o mezclas racémicas del mismo, aceptable farmacéuticamente, varia dependiendo de factores tales
como: indicacion especifica a tratar, prevenir, o manejar; edad y condicion del paciente; y de la cantidad del segundo
agente activo que se use, si lo hubiera. En general, el Compuesto | o una sal, solvato, hidrato, estereoisémero,
tautdmero o mezclas racémicas del mismo, aceptable farmacéuticamente, se puede administrar en un paciente de
una a cuatro veces o mas al dia, en una dosis de aproximadamente 0,005 mg/kg del peso corporal del paciente
hasta aproximadamente 10 mg/kg del peso corporal del paciente, pero la dosis anterior puede variar
adecuadamente dependiendo de la edad, peso corporal y condicion del paciente y del tipo de administracion. En
una realizacion, la dosis es aproximadamente 0,01 mg/kg del peso corporal del paciente hasta aproximadamente 5
mg/kg del peso corporal del paciente, aproximadamente 0,05 mg/kg del peso corporal del paciente hasta
aproximadamente 1 mg/kg del peso corporal del paciente, aproximadamente 0,1 mg/kg del peso corporal del
paciente hasta aproximadamente 0,75 mg/kg del peso corporal del paciente o aproximadamente 0,25 mg/kg del
peso corporal del paciente hasta aproximadamente 0,5 mg/kg del peso corporal del paciente.

En una realizacién, se proporciona una dosis al dia. De todos modos, la cantidad administrada del Compuesto | o
una sal, solvato, hidrato, estereoisdémero, tautdbmero o mezclas racémicas del mismo, aceptable farmacéuticamente,
dependera de factores tales como la solubilidad del componente activo, la formulaciéon que se utilice y de la ruta de
administracién. En una realizacion, la aplicacion de una concentracién tdpica proporciona exposiciones
intracelulares o concentraciones de aproximadamente 0,01 - 10 uM.

En determinadas realizaciones, el Compuesto | o una sal, solvato, hidrato, estereoisémero, tautbmero o mezclas
racémicas del mismo, aceptable farmacéuticamente, se emplea en una cantidad de aproximadamente 0,1 mg hasta
aproximadamente 1000 mg al dia, y se puede ajustar de una manera convencional (por ejemplo, se administra la
misma cantidad cada dia del periodo del tratamiento, prevenciéon o manejo), en ciclos (por ejemplo, una semana si,
una semana no), o en una cantidad que incrementa o desciende en el transcurso del tratamiento, prevencioén, o
manejo. En ofras realizaciones, la dosis puede ser desde aproximadamente 1 mg hasta aproximadamente 300 mg,
desde aproximadamente 0,1 mg hasta aproximadamente 150 mg, desde aproximadamente 1 mg hasta
aproximadamente 200 mg, desde aproximadamente 10 mg hasta aproximadamente 100 mg, desde
aproximadamente 0,1 mg hasta aproximadamente 50 mg, desde aproximadamente 1 mg hasta aproximadamente 50
mg, desde aproximadamente 10 mg hasta aproximadamente 50 mg, desde aproximadamente 20 mg hasta
aproximadamente 30 mg, o desde aproximadamente 1 mg hasta aproximadamente 20 mg.

Terapia de combinacion

En métodos y composiciones que se proporcionan en la presente memoria, el Compuesto | o una sal, solvato,
hidrato, estereoisdmero, tautdbmero o mezclas racémicas del mismo, aceptable farmacéuticamente, se puede
combinar con otros compuestos activos farmacolégicamente (“agentes activos secundarios”). Determinadas
combinaciones pueden funcionar sinérgicamente en el tratamiento de determinados tipos de enfermedades o
trastornos, y en afecciones y sintomas asociados con tales enfermedades o trastornos. El Compuesto | o una sal,
solvato, hidrato, estereoisémero, tautdmero o mezclas racémicas del mismo, aceptable farmacéuticamente, puede
funcionar también para aliviar efectos adversos asociados con determinados agentes activos secundarios, y
viceversa.

En los métodos y composiciones proporcionados en la presente memoria se pueden emplear uno o mas
ingredientes o agentes activos secundarios. Los agentes activos secundarios pueden ser grandes moléculas (por
ejemplo, proteinas) o moléculas pequefias (por ejemplo, moléculas sintéticas inorganicas, organometdlicas, u
organicas).

En otra realizaciéon, el método del tratamiento que se proporciona en la presente memoria comprende la
administracion de un segundo agente terapéutico, en donde el segundo agente terapéutico es un farmaco anti-
inflamatorio, por ejemplo, un farmaco anti-inflamatorio esteroideo, o un farmaco anti-inflamatorio no-esteroideo
(AINE), acetaminofeno, naproxeno, ibuprofeno, acido acetilsalicilico, y similares. En una realizacion mas especifica
en la que se administra un AINE, se puede administrar también un inhibidor de la bomba de protones (PPI, de sus
siglas en inglés), por ejemplo, omeprazol. En una realizacién, el agente antiinflamatorio es un corticoide. En otra
realizacion, el agente antiinflamatorio es colchicina.

En ofra realizacién, el segundo agente terapéutico es un compuesto inmunomodulador o un compuesto
inmunosupresor, tal como azatioprina (ImuranT , AzasanTM), metotrexato (RheumatrexTM, TrexaIITM), penicilamina
(Depen™, Cuprimine™), ciclofosfamida (CytoxanTM), micofenolato (CellCept™, Myfortic™), bosentan (Tracleer®),
prednisona (DeltasoneT , Liquid PredTM), y un inhibidor de la PDES5. En otra realizacion, donde el individuo afectado
tiene ulceraciones digitales e hipertension pulmonar, se puede administrar un vasodilatador, tal como prostaciclina
(iloprost).

En otra realizacion, el segundo agente activo es un inhibidor de los receptores ActRIl o un inhibidor de activina-
ActRII. Inhibidores de los receptores ActRIl, incluyen inhibidores ActRIIA e inhibidores ActRIIB. Los inhibidores de
los receptores ActRIl pueden ser polipéptidos que comprenden dominios de unién de activina de ActRIl. En
determinadas realizaciones, el dominio de unién a activina que comprende polipéptidos se une a una porciéon Fc de
un anticuerpo (es decir, se genera un conjugado que comprende un dominio de unién a activina que comprende un
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polipéptido de un receptor ActRIl y una porcién Fc de un anticuerpo). En determinadas realizaciones, el dominio de
union a activina, se une a una porcion Fc de un anticuerpo a través de un enlazador, por ejemplo, un enlazador
peptidico.

Un ejemplo de un polipéptido ActRIIA de union a activina fusionado a un dominio Fc humano se proporciona en SEQ
ID NO: 1.

SEQ ID NO:1

ILGRSETQECLFFNANWEKDRTNQTGVEPCYGDKDKRRHCFATWKNISGS
IEIVKQGCWLDDINCYDRTDCVEKKDSPEVYFCCCEGNMCNEKFSYFPEM

EVTQPTSNPVTPKPPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMI
SRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVV
SVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPVPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPP
SREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS
FFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Un ejemplo de proteina de fusién que comprende un dominio extracelular soluble de ActRIIB fusionado a un dominio
Fc se proporciona en SEQ ID NO: 2

SEQ ID NO:2

ETRECIY YNANWELERTNQSGLERCEGEQDKRLHCYASWRNSSGTIELVK
KGCWDDDFNCYDRQECVATEENPQVYFCCCEGNFCNERFTHLPEAGGPEV
TYEPPPTGGGTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTICYV
VVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQD
WLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSKLTV
DKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK

Otros ejemplos de proteinas no anticuerpos seleccionados para unirse a activina o a ActRIIA y métodos para disefiar
y seleccionar los mismos se encuentran en WO/2002/088171, WO/2006/055689, WO/2002/032925,
WO/2005/037989, US 2003/0133939, y US 2005/0238646, cada una de las cuales se incorporan en la presente
memoria por referencia en su totalidad.

Se puede administrar cualquier combinacion de los agentes terapéuticos anteriores, adecuados para el tratamiento
de las enfermedades o sintomas de las mismas. Tales agentes terapéuticos se pueden administrar en cualquier
combinacién con el Compuesto | o una sal, solvato, hidrato, esterecisdémero, tautdmero o mezclas racémicas del
mismo, aceptable farmacéuticamente, al mismo tiempo o separados en el transcurso del tratamiento.

Terapia de ciclo

En determinadas realizaciones, el Compuesto | o una sal, solvato, hidrato, estereoisémero, tautbmero o mezclas
racémicas del mismo, aceptable farmacéuticamente, que se proporciona en la presente memoria se administra de
manera ciclica a un paciente. La terapia de ciclo implica la administracion de un agente activo durante un periodo de
tiempo, seguido de un descanso (es decir, suspension de la administraciéon) durante un periodo de tiempo, y
repeticion de esta administracion secuencial. La terapia de ciclo puede reducir el desarrollo de resistencia para una
o mas de las terapias, evita o reduce los efectos adversos de una de las terapias, y/o mejora la eficacia del
tratamiento.
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Por consiguiente, en una realizacion, se proporciona en la presente memoria un compuesto que se administra
diariamente en una sola dosis o0 en dosis divididas en un ciclo de unas cuatro a seis semanas con un periodo de
descanso de aproximadamente una semana o dos semanas. La terapia de ciclo permite ademas incrementar la
frecuencia, el numero, y la duracién de los ciclos de dosificacion. Por tanto, otra realizacién comprende la
administraciéon de un compuesto que se proporciona en la presente memoria para administrar en mas ciclos que los
tipicos cuando se administra en solitario. En otra realizacioén, en la presente memoria se proporciona un compuesto
que se administra durante un mayor nuimero de ciclos que los que causarian toxicidad limitante de dosis en un
paciente para el cual no se esta administrando un segundo ingrediente activo.

En una realizacion, en la presente memoria se proporciona un compuesto que se administra diariamente y
continuamente durante tres o cuatro semanas a una dosis desde aproximadamente 0,1 mg hasta aproximadamente
500 mg al dia, seguido de un descanso de una o dos semanas. En ofras realizaciones, la dosis puede ser desde
aproximadamente 1 mg hasta aproximadamente 300 mg, desde aproximadamente 0,1 mg hasta aproximadamente
150 mg, desde aproximadamente 1 mg hasta aproximadamente 200 mg, desde aproximadamente 10 mg hasta
aproximadamente 100 mg, desde aproximadamente 0,1 mg hasta aproximadamente 50 mg, desde
aproximadamente 1 mg hasta aproximadamente 50 mg, desde aproximadamente 10 mg hasta aproximadamente 50
mg, desde aproximadamente 20 mg hasta aproximadamente 30 mg, o desde aproximadamente 1 mg hasta
aproximadamente 20 mg, seguido de un descanso.

En una realizacién, en la presente memoria se proporciona un compuesto y un segundo ingrediente activo que se
administran por via oral, con una administracién del compuesto proporcionado en la presente memoria que se
produce 30 a 60 minutos antes del segundo ingrediente activo, durante un ciclo de cuatro a seis semanas. En otra
realizacion, se administra la combinacién de un compuesto que se proporciona en la presente memoria y un
segundo ingrediente activo, mediante infusion intravenosa a lo largo de aproximadamente 90 minutos en cada ciclo.

Normalmente, el nimero de ciclos durante el cual se administra el tratamiento de combinaciéon a un paciente ira
desde aproximadamente uno hasta aproximadamente 24 ciclos, desde aproximadamente dos hasta
aproximadamente 16 ciclos, o desde aproximadamente tres hasta aproximadamente cuatro ciclos.

Composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion

Las composiciones farmacéuticas se pueden emplear en la preparacion de formas de dosificacion unitaria,
individual. Las composiciones farmacéuticas y las formas de dosificacion que se proporcionan en la presente
memoria comprenden un compuesto proporcionado en la presente memoria, 0 una sal, solvato, hidrato,
estereoisdbmero, racemato, clatrato, o un profarmaco del mismo, aceptable farmacéuticamente. Las composiciones
farmacéuticas y las formas de dosificacion pueden comprender ademas uno o mas excipientes.

Las composiciones farmacéuticas y las formas de dosificacion que se proporcionan en la presente memoria pueden
comprender también uno o mas ingredientes activos adicionales. Ejemplos de segundos ingredientes activos
opcionales o adicionales, se describen anteriormente.

Las formas de dosificacién unitarias que se proporcionan en la presente memoria son adecuadas para la
administracion oral, a través de mucosas (por ejemplo, nasal, sublingual, vaginal, bucal, o rectal), parenteral (por
efemplo, subcutanea, intravenosa, inyeccion por bolo, intramuscular, o intra-arterial), topica (por ejemplo, gotas
oculares u ofras preparaciones oftalmicas), transdérmica o transcutanea, a un paciente. Ejemplos de formas de
dosificacion incluyen, pero no se limitan a: comprimidos, pastillas, capsulas, tales como capsulas de gelatina blanda
elastica; papelillos; dispersiones; supositorios; polvos; aerosoles (por ejemplo, pulverizadores o inhaladores
nasales); geles; formas de dosificacion liquidas adecuadas para administracion oral o a través de las mucosas a un
paciente, incluyendo suspensiones (por ejemplo, suspensiones liquidas acuosas o no-acuosas, emulsiones de fase
externa oleosa, o emulsiones liquidas de fase externa acuosa), disoluciones, y elixires; formas de dosificacion
liqguida adecuadas para administracion parenteral a un paciente; gotas oculares u otras preparaciones oftalmicas
adecuadas para administracion topica; y solidos estériles (por ejemplo, sélidos cristalinos o amorfos) que se pueden
reconstituir para proporcionar formas de dosificacién liquidas adecuadas para la administraciéon parenteral a un
paciente.

La composicion, forma, y tipo de formas de dosificacion variara dependiendo de su uso. Por ejemplo, una forma de
dosificacion que se emplea en el tratamiento agudo de una enfermedad puede contener mayores cantidades de uno
o mas de los ingredientes activos de los que comprende una forma de dosificacion empleada en el tratamiento
cronico de la misma enfermedad. De forma similar, una forma de dosificacion parenteral puede contener cantidades
mas pequefias de uno o mas de los ingredientes activos de los que comprende una forma de dosificacion oral
empleada para tratar la misma enfermedad. Estas y otras maneras en las que varian las formas de dosificacion
especificas empeladas seran facilmente evidentes para los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 20? edicion; Mack Pubilishing, Easton PA (2000).

En una realizacion, las composiciones farmacéuticas y las formas de dosificacion comprenden uno o mas

excipientes. Los excipientes adecuados son bien conocidos por los expertos en la técnica de la farmacia, y en la
presente memoria se proporcionan ejemplos no limitantes de excipientes adecuados. Si un excipiente en particular
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es adecuado para la incorporacién en una composicién farmacéutica o forma de dosificacién depende de una
variedad de factores bien conocidos en la técnica que incluyen, pero no se limitan a, la manera en la cual se
administrara la forma de dosificacion a un paciente. Por ejemplo, formas de dosificacion oral, tales como
comprimidos pueden contener excipientes no adecuados para el uso en formas de dosificacion parenteral. La
idoneidad de un excipiente particular puede depender también de los ingredientes activos especificos en la forma de
dosificacion. Por ejemplo, la descomposicion de algunos ingredientes activos se puede acelerar por algunos
excipientes, tales como lactosa, o cuando se exponen al agua. Los ingredientes activos que comprenden aminas
primarias o secundarias son particularmente susceptibles a tal descomposicion acelerada. Por consiguiente, las
composiciones farmacéuticas y las formas de dosificacion proporcionadas contienen poca, si la hubiera, lactosa u
otros mono- o di-sacaridos. Como se emplea en la presente memoria, el término “libre en lactosa” significa que la
cantidad de lactosa presente, si la hubiera, es insuficiente para incrementar sustancialmente la tasa de degradacion
de un ingrediente activo.

Las composiciones libres en lactosa pueden comprender excipientes que son bien conocidos en la técnica y se
enumeran, por ejemplo, en la U.S. Pharmacopeia (USP) 25-NF20 (2002). En general, las composiciones libres en
lactosa comprenden ingredientes activos, un aglutinante/rellenador, y un lubricante en cantidades compatibles
farmacéuticamente y aceptables farmacéuticamente. En una realizacion, las formas de dosificacion libres en lactosa
comprenden ingredientes activos, celulosa microcristalina, almidon pre-gelatinizado y estearato de magnesio.

También se proporcionan composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion anhidras que comprenden
ingredientes activos, ya que el agua puede facilitar la degradacién de algunos compuestos. Por ejemplo, la adicion
de agua (por ejemplo, 5%) es ampliamente aceptada en las técnicas farmacéuticas como un medio de simulacion
del almacenamiento a largo plazo para determinar caracteristicas, tales como la vida media o la estabilidad de las
formulaciones a largo plazo. Véase, por ejemplo, Jens T. Carstensen, Drug Stability: Principles & Practice, 22
Edicion, Marcel Dekker, NY, NY, 1995, pp. 379-80. En efecto, el agua y el calor aceleran la descomposicion de
algunos compuestos. Por tanto, el efecto del agua en una formulacién puede ser de gran significancia ya que la
hidrataciéon y/o humedad se encuentran normalmente durante la fabricacion, manipulaciéon, empaquetado,
almacenamiento, transporte, y uso de las formulaciones.

Las composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion anhidras se pueden preparar empleando ingredientes
anhidros o que contienen poca hidratacion y condiciones de baja hidratacién o baja humedad. Las composiciones
farmacéuticas y las formas de dosificacion que comprenden lactosa, y al menos un ingrediente activo que
comprende una amina primaria o secundaria, son anhidros si se prevé el contacto sustancial con la hidratacién y/o
humedad durante la fabricacion, empaquetado, y/o almacenamiento.

Una composicion farmacéutica anhidra se deberia preparar y almacenar de tal forma que se mantuviera su
naturaleza anhidra. Por consiguiente, las composiciones anhidras, en una realizacién, se envasan empleando
materiales conocidos para prevenir la exposicion al agua, de tal forma que se puedan incluir en kits de formulacion
adecuados. Ejemplos de envases adecuados incluyen, pero no se limitan a, laminas selladas herméticamente,
plasticos, envases de dosis unitaria (por ejemplo, viales), envases en blister, y envases en tiras.

También se proporcionan composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion que comprenden uno o mas
compuestos que reducen la tasa mediante la cual se descompondra un ingrediente activo. Tales compuestos, que
se refieren en la presente memoria como “estabilizantes”, incluyen pero no se limitan a, antioxidantes tales como
acido ascorbico, reguladores del pH, o reguladores de la sal.

Al igual que las cantidades y los tipos de excipientes, las cantidades y los tipos especificos de los ingredientes
activos en una forma de dosificacion, pueden diferir dependiendo de factores tales como, pero no limitados a, la via
mediante la cual se va a administrar a los pacientes. En una realizacion, las formas de dosificacion comprenden un
compuesto proporcionado en la presente memoria en una cantidad desde aproximadamente 0,10 hasta a
aproximadamente 500 mg. En otras realizaciones, las formas de dosificacion comprenden un compuesto
proporcionado en la presente memoria en una cantidad de aproximadamente 0,1, 1, 2, 5, 7,5, 10, 12,5, 15, 17,5, 20,
25, 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 6 500 mg.

En otras realizaciones, las formas de dosificacion comprenden el segundo ingrediente activo en una cantidad de a 1
hasta aproximadamente 1000 mg, desde aproximadamente 5 hasta aproximadamente 500 mg, desde
aproximadamente 10 hasta aproximadamente 350 mg, o desde aproximadamente 50 hasta aproximadamente 200
mg. Por supuesto, la cantidad especifica del segundo agente activo dependera del agente especifico que se
emplee, las enfermedades o trastornos que se estan tratando o manejando, y de la cantidad o cantidades de un
compuesto proporcionado en la presente memoria, y de cualquier agente activo adicional opcional que se administre
simultaneamente al paciente.

Formas de Dosificacion Oral

Las composiciones farmacéuticas que son adecuadas para la administraciéon oral se pueden proporcionar como
formas de dosificacion diferenciadas, tales como, pero no limitadas a, comprimidos (por ejemplo, comprimidos
masticables), pastillas, capsulas y liquidos (por ejemplo, jarabes aromatizados). Tales formas de dosificacion
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contienen cantidades predeterminadas de los ingredientes activos, y se pueden preparar mediante métodos
farmacéuticos bien conocidos por los expertos en la técnica. Véase generalmente, Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 202 edicion; Mack Pubilishing, Easton PA (2000).

Las formas de dosificacion oral que se proporcionan en la presente memoria se preparan mediante la combinacion
de ingredientes activos en una mezcla intima con al menos un excipiente segun las técnicas de compuestos
farmacéuticos convencionales. Los excipientes pueden tomar una amplia variedad de formas dependiendo de la
forma de la preparacion deseada para la administracion. Por ejemplo, excipientes adecuados para usar en formas
de dosificacion liquida oral o en aerosol incluyen, pero no se limitan a, agua, glicoles, aceites, alcoholes, agentes
saborizantes, conservadores, y agentes colorantes. Ejemplos de excipientes adecuados para usar en formas de
dosificacion orales sélidas (por efemplo, polvos, comprimidos, capsulas, y pastillas) incluyen, pero no se limitan a,
almidones, azucares, celulosa microcristalina, diluyentes, agentes de granulacion, lubricantes, aglutinantes, y
agentes disgregantes.

En una realizacion, las formas de dosificacion oral son comprimidos o capsulas, en cuyo caso se emplean
excipientes solidos. En otra realizacion, los comprimidos se pueden recubrir mediante técnicas estandar acuosas o
no acuosas. Tales formas de dosificacién se pueden preparar mediante cualquiera de los métodos de farmacia. En
general, las composiciones farmacéuticas y las formas de dosificacion se preparan mezclando uniforme e
intimamente los ingredientes activos de la mezcla con los vehiculos liquidos, los vehiculos sélidos finamente
divididos, o ambos, y dando forma después al producto en la presentacion deseada si es necesario.

Por ejemplo, un comprimido se puede preparar mediante compresion o moldeado. Los comprimidos se pueden
preparar mediante la compresién en una maquina adecuada de los ingredientes activos en una forma que fluye
libremente, tal como en polvos o granulos, mezclado opcionalmente con un excipiente. EI moldeado de los
comprimidos se puede realizar mediante el moldeado en una maquina adecuada de una mezcla del compuesto en
polvo humedecida con un diluyente liquido inerte.

Ejemplos de excipientes que se pueden emplear en las formas de dosificacion oral que se proporcionan en la
presente memoria incluyen, pero no se limitan a, aglutinantes, rellenadores, disgregantes, y lubricantes. Aglutinantes
adecuados para su empleo en composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion incluyen, pero no se limitan a,
almidon de maiz, almidén de patata, u otros almidones, gelatina, gomas sintéticas y naturales tales como de acacia,
alginato sédico, acido alginico, otros alginatos, tragacanto en polvo, goma guar, celulosa y sus derivados (por
efemplo, etilcelulosa, acetato de celulosa, carboximetilcelulosa calcica, carboximetilcelulosa sddica),
polivinilpirrolidona, metilcelulosa, almidén pre-gelatinizado, hidroxipropilmetilcelulosa, (por ejemplo, Nos 2208, 2906,
2910), celulosa microcristalina, y mezclas de los mismos.

Formas adecuadas de la celulosa microcristalina incluyen, pero no se limitan a, el material vendido como AVICEL-
PH-101, AVICEL-PH-103 AVICEL RC-581, AVICEL-PH-105 (disponible en FMC Corporation, American Viscose
Division, Avicel Sales, Marcus Hook, PA), y mezclas de las mismas. Un aglutinante especifico es una mezcla de
celulosa microcristalina y carboximetilcelulosa sédica vendida como AVIVEL RC-581. Excipientes o aditivos
adecuados anhidros o de baja humedad incluyen AVICEL-PH-103™ y Aimidén 1500 LM.

Ejemplos de rellenadores adecuados para emplear en las composiciones farmacéuticas y las formas de dosificacion
que se proporcionan en la presente memoria incluyen, pero no se limitan a, talco, carbonato calcico (por ejemplo,
granulos o polvos), celulosa microcristalina, celulosa en polvo, dextratos, caolin, manitol, acido salicilico, sorbitol,
almidon, almidén pre-gelatinizado, y mezclas de los mismos. El aglutinante o rellenador en las composiciones
farmacéuticas esta presente en una realizacion, desde aproximadamente 50 hasta aproximadamente 99 por ciento
del peso de la composicion farmacéutica o forma de dosificacion.

Los disgregantes se pueden emplear en las composiciones para proporcionar comprimidos que se disgregan
cuando se exponen a un entorno acuoso. Los comprimidos que contienen demasiado disgregante puede
disgregarse en el almacenamiento, aunque contengan muy poco puede que no se disgreguen en una tasa deseada
o bajo las condiciones que se desean. Por tanto, se puede emplear para formas de dosificacion oral sélida, una
cantidad suficiente de disgregante que ni sea demasiado ni muy poca para alterar negativamente la liberacion de los
ingredientes activos. La cantidad de disgregante empleada varia en base al tipo de formulacién, y es facilmente
apreciable para los expertos en la técnica. En una realizacién, las composiciones farmacéuticas comprenden desde
aproximadamente 0,5 hasta aproximadamente 15 por ciento en peso del disgregante, o desde aproximadamente 1
hasta aproximadamente 5 por ciento en peso de disgregante.

Los disgregantes que se pueden emplear en las composiciones farmacéuticas y en las formas de dosificacion
incluyen, pero no se limitan a, agar-agar, acido alginico, carbonato calcico, celulosa microcristalina, croscarmelosa
sédica, crospovidona, polacrilina potasica, glicolato sddico de almidon, almidén de patata o tapioca, otros almidones,
almidon pre-gelatinizado, otros almidones, arcillas, otros alginatos, otras celulosas, gomas, y mezclas de las
mismas.

Los lubricantes que se pueden emplear en las composiciones farmacéuticas y en las formas de dosificacion
incluyen, pero no se limitan a, estearato calcico, estearato de magnesio, aceite mineral, aceite mineral ligero,
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glicerina, sorbitol, manitol, polietilenglicol, otros glicoles, acido estearico, laurilsulfato sddico, talco, aceite vegetal
hidrogenado (por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de algoddn, aceite de girasol, aceite de sésamo, aceite de
oliva, aceite de maiz, y aceite de soja), estearato de zinc, oleato de etilo, laureato de etilo, agar, y mezclas de los
mismos. Lubricantes adicionales incluyen, por ejemplo, un gel de silice syloid (AEROSIL200, fabricado por W.R.
Grace Co. de Baltimore, MD), un aerosol coagulado de silice sintético (comercializado por Degussa Co. de Plano,
TX), CAB-O-SIL (un producto de didxido de silicona pirogénico vendido por Cabot Co. de Boston, MA), y mezclas de
los mismos. Si acaso se emplean, los lubricantes se pueden usar en una cantidad de menos de aproximadamente 1
por ciento en peso de las composiciones farmacéuticas o formas de dosificacién en las que se incorporan.

En una realizacién, una forma de dosificacion sélida comprende un compuesto que se proporciona en la presente
memoria, lactosa anhidra, celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona, acido estearico, silice anhidro coloidal, y
gelatina.

Formas de Dosificacion de Liberacién Controlada

Ingredientes activos tales como los compuestos que se proporcionan en la presente memoria se pueden administrar
mediante medios de liberacién controlada o mediante dispositivos de reparto que son bien conocidos por los
expertos en la técnica. Ejemplos incluyen, pero no se limitan a, los descritos en las Patentes U.S. Nos: 3.845.770;
3.916.899; 3.536.809; 3.598.123; y 4.008.719; 5.674.533; 5.059.595; 5.591.767; 5.120.548; 5.073.543; 5.639.476;
5.354.556; 5.639.480; 5.733.566; 5.739.108; 5.891.474; 5.922.356; 5.972.891; 5.980.945; 5.993.855; 6.045.830;
6.087.324; 6.113.943; 6.197.350; 6.248.363; 6.264.970; 6.267.981; 6.376.461; 6.419.961; 6.589.548; 6.613.358;
6.699.500, cada una de las cuales se incorpora en la presente memoria por referencia. Tales formas de dosificacion
se pueden emplear para proporcionar una liberacion lenta o controlada de uno o mas ingredientes activos
empleando, por ejemplo, hidroxipropilmetilcelulosa, otras matrices poliméricas, geles, membranas permeables,
sistemas osmoticos, recubrimientos multicapa, microparticulas, liposomas, microesferas, o una combinacién de los
mismos para proporcionar el perfil de liberacién deseado en proporciones variables. Las formulaciones de liberacién
controlada adecuadas son conocidas por los expertos en la técnica, incluyendo las descritas en la presente
memoria, pueden seleccionarse facilmente para usarse con los ingredientes activos que se proporcionan en la
presente memoria. Por tanto, las composiciones que se proporcionan comprenden formas de dosificaciéon unitarias
adecuadas para administracion oral tal como, pero no se limita a, comprimidos, capsulas, capsulas de gel, y pastillas
que se adaptan para la liberacién controlada.

Todos los productos farmacéuticos de liberacién controlada tienen el objetivo comin de mejorar la terapia
farmacologica sobre el que se logra mediante sus equivalentes no controlados. Idealmente, el empleo de una
preparacion de liberacion controlada disefiada de forma oéptima en el tratamiento médico, se caracteriza con un
minimo de sustancia farmacoldgica que se esta empleando para curar o controlar la afeccion en un minimo periodo
de tiempo. Las ventajas de las formulaciones de liberacion controlada incluyen la actividad prolongada del farmaco,
una frecuencia de dosificacion reducida, y un incremento del cumplimiento del sujeto. Ademas, las formulaciones de
liberacién controlada se pueden emplear para modificar el tiempo de inicio de la accién u otras caracteristicas, tales
como los niveles sanguineos del farmaco, y pueden por tanto modificar la aparicion de efectos secundarios (por
ejemplo, adversos).

Muchas formulaciones de liberacion controlada se disefian para liberar inicialmente una cantidad de farmaco
(ingrediente activo) que produce de inmediato el efecto terapéutico deseado, y libera gradual y continuamente otras
cantidades de farmaco para mantener este nivel del efecto terapéutico o profilactico a lo largo de un periodo de
tiempo prolongado. Para mantener este nivel constante del farmaco en el cuerpo, el farmaco se tiene que liberar
desde la forma de dosificacion en una tasa que reemplazara la cantidad del farmaco que se esta metabolizando y
excretando por el cuerpo. La liberacion controlada de un ingrediente activo se puede estimular mediante varias
condiciones que incluyen, pero no se limitan a, el pH, temperatura, enzimas, agua, u otras condiciones fisiolégicas o
compuestos.

En determinadas realizaciones, el farmaco se puede administrar empleando infusién intravenosa, una bomba
osmotica implantable, un parche transdérmico, liposomas, u otros modos de administraciéon. En una realizacion, se
puede emplear una bomba (véase, Sefton, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:201 (1987); Buchwald et al., Surgery
88:507 (1980); Saudek et al., N. Engl. J. Med. 321:574 (1989)). En ofra realizacion, se pueden emplear materiales
poliméricos. En otra realizacion, el sistema de liberacion controlada se puede reemplazar en un sujeto en un lugar
adecuado determinado por un experto en la técnica, es decir, se requiere por tanto Unicamente una fraccion de la
dosis sistémica (véase, por ejemplo, Goodson, Medical Applications of Controlled Release, vol. 2, pp. 115-138
(1984)). Otros sistemas de liberacion controlada se discuten en la revision de Langer (Science 249:1527-1533
(1990)). El ingrediente activo se puede dispersar en una matriz interna sélida, por ejemplo, polimetilmetacrilato,
polibutilmetacrilato, cloruro de polivinilo plastificado o no plastificado, nylon plastificado, tereftalato de polietileno,
caucho natural, poliisopreno, poliisobutileno, polibutadieno, polietileno, copolimeros de etileno y acetato de vinilo,
cauchos de silicona, polidimetilsiloxanos, copolimeros de carbonato de silicona, polimeros hidrofilicos tales como
hidrogeles de ésteres de acido acrilico y metacrilico, colageno, polivinilalcohol reticulado y acetato de polivinilo
hidrolizado parcialmente reticulado, que esta rodeado por una membrana polimérica, por ejemplo, polietileno,
polipropileno, copolimeros de etileno/propileno, copolimeros de etileno/acrilato de etilo, copolimeros de
etileno/acetato de vinilo, cauchos de silicona, polidimetilsiloxanos, caucho de neopreno, polietileno clorado,
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policloruro de vinilo, copolimeros de cloruro de vinilo con acetato de vinilo, cloruro de vinililideno, etileno y propileno,
tereftalato de polietileno iondmero, gomas de butilo, cauchos de epiclorihidrina, copolimero de etileno/alcohol
vinilico, terpolimero de etileno/acetato de vinilo/alcohol vinilico, y copolimero de etileno/viniloxietanol, que es
insoluble en los fluidos corporales. El ingrediente activo difunde después a través de la membrana polimérica
externa en una etapa que controla la tasa de liberacion. El porcentaje del ingrediente activo en tales composiciones
parenterales es altamente dependiente de la naturaleza especifica de los mismos, asi como de las necesidades del
sujeto.

Formas de Dosificacion Parenteral

Las formas de dosificacion parenteral se pueden administrar a los pacientes mediante varias vias que incluyen, pero
no se limitan a, la subcutanea, intravenosa (incluyendo la inyeccion en bolo), intramuscular, e intra-arterial. En
algunas realizaciones, la administracion de una forma de dosificacion parenteral evita las defensas naturales del
paciente frente a los contaminantes, y por tanto, en estas realizaciones, las formas de dosificacion parenterales son
estériles o capaces de ser estériles antes de la administracion a un paciente. Ejemplos de formas de dosificacion
parenteral incluyen, pero no se limitan a, disoluciones listas para inyeccion, productos secos listos para disolverse o
suspenderse en un vehiculo aceptable farmacéuticamente para inyeccion, suspensiones listas para inyeccion, y
emulsiones.

Los vehiculos adecuados que se pueden emplear para proporcionar formas de dosificaciéon parenteral son bien
conocidos por los expertos en la técnica. Ejemplos incluyen, pero no se limitan a: agua para Inyeccion USP;
vehiculos acuosos tales como, pero no limitados a, Cloruro de Sodio para Inyeccion, Inyeccion de Ringer, Inyeccion
de Dextrosa, Inyeccion de Dextrosa y Cloruro de Sodio, e Inyeccion de Ringer Lactato; vehiculos miscibles en agua
tales como, pero no limitados a, alcohol de etilo, polietilenglicol, y polipropilenglicol; y vehiculos no acuosos tales
como, pero no limitados a, aceite de maiz, aceite de algodon, aceite de cacahuete, aceite de sésamo, oleato de
etilo, miristato de isopropilo, y benzoato de bencilo.

Los compuestos que incrementan la solubilidad de uno o mas de los ingredientes activos descritos en la presente
memoria, se pueden incorporar también en las formas de dosificacion parenterales. Por ejemplo, la ciclodextrina y
sus derivados se pueden emplear para incrementar la solubilidad de un compuesto proporcionado en la presente
memoria. Véase, por gjemplo, la Patente U.S. N° 5.134.127, la cual se incorpora en la presente memoria por
referencia.

Formas de Dosificacion Topicas y por Mucosas

Las formas de dosificacion topicas y a través de las mucosas que se proporcionan en la presente memoria incluyen,
pero no se limitan a, pulverizadores, aerosoles, disoluciones, emulsiones, suspensiones, gotas oculares u otras
preparaciones oftalmicas, u otras formas conocidas por un experto en la técnica. Véase, por ejemplo, Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 162, 182 y 20? eds., Mack Publishing, Easton PA (1980, 1990 y 2000); e Introducction to
Pharmaceutical Dosage Forms, 42 ed., Lea & Febiger, Filadelfia (1985). Las formas de dosificacion adecuadas para
tratar los tejidos de las mucosas dentro de la cavidad oral se pueden formular como enjuagues o como geles orales.

Los excipientes adecuados (por ejemplo, vehiculos y diluyentes) y otros materiales que se pueden emplear para
proporcionar formas de dosificacion para las mucosas que se engloban en la presente memoria, son bien conocidos
por los expertos en las técnicas farmacéuticas, y dependen del tejido en particular al que se aplicara una
composicion farmacéutica o forma de dosificacion. En una realizacion, los excipientes incluyen, pero no se limitan a,
agua, acetona, etanol, etilenglicol, propilenglicol, butano-1,3-diol, miristato de isopropilo, palmitato de isopropilo,
aceite mineral, y mezclas de los mismos, para formar disoluciones, emulsiones o geles, que sean aceptables
farmacéuticamente y no sean toxicas. También se pueden afiadir hidratantes o humectantes a las composiciones
farmacéuticas y formas de dosificacion. Ejemplos de ingredientes adicionales son bien conocidos en la técnica.
Véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 162, 182 y 202 eds., Mack Publishing, Easton PA (1980,
1990 y 2000).

El pH de una composiciéon farmacéutica o forma de dosificacion se puede ajustar para mejorar el reparto de uno o
mas ingredientes activos. También se puede ajustar para mejorar el reparto, la polaridad de un vehiculo disolvente,
su fuerza idnica, o tonicidad. También se pueden afiadir compuestos tales como estearatos a las composiciones
farmacéuticas o formas de dosificacion, para alterar la hidrofilia o lipofilia de uno o mas ingredientes activos para
mejorar el reparto. En otras realizaciones, los estearatos pueden servir como un vehiculo lipidico para la
formulacién, como un agente emulsionante o tensioactivo, o como un agente que mejora el reparto o que mejora la
penetracion. En otras realizaciones, se pueden emplear sales, solvatos, hidratos, profarmacos, clatratos, o
estereoisomeros de los ingredientes activos para ajustar ademas las propiedades de la composicion resultante.

Kits

En una realizacioén, los ingredientes activos que se proporcionan en la presente memoria no se administran a un
paciente al mismo tiempo o mediante la misma ruta de administracién. En otra realizacion, se proporcionan kits que
pueden simplificar la administracion de cantidades apropiadas de los ingredientes activos.
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En una realizacion, un kit comprende una forma de dosificacién de un compuesto que se proporciona en la presente
memoria. Los kits pueden comprenden ademas ingredientes activos adicionales, tales como compuestos anti-
inflamatorios, inmunomoduladores o inmunosupresores, o una combinacion de los mismos. Ejemplos de
ingredientes activos adicionales incluyen, pero no se limitan a, los descritos en la presente memoria.

En otra realizaciéon, los kits pueden comprender ademas dispositivos que se emplean para administrar los
ingredientes activos. Ejemplos de tales dispositivos incluyen, pero no se limitan a, jeringas, bolsas por goteo,
parches, e inhaladores.

Los kits pueden comprender ademas células o sangre para trasplante, asi como vehiculos aceptables
farmacéuticamente que se pueden emplear para administrar uno o mas ingredientes activos. Por ejemplo, si se
proporciona un ingrediente activo en una forma sdélida que se tenga que reconstituir para la administracion
parenteral, el kit puede comprender un envase cerrado de un vehiculo adecuado en el que el ingrediente activo se
puede disolver para formar una disolucion estéril libre de particulas que es adecuada para la administracién
parenteral. Ejemplos de vehiculos aceptables farmacéuticamente incluyen, pero no se limitan a: Agua para Inyeccion
USP; vehiculos acuosos tales como, pero no limitados a, Cloruro de Sodio para Inyeccioén, Inyeccion de Ringer,
Inyeccién de Dextrosa, Inyeccion de Dextrosa y Cloruro de Sodio, e Inyeccion de Ringer Lactato; vehiculos miscibles
en agua tales como, pero no limitados a, alcohol de etilo, polietilenglicol, y polipropilenglicol; y vehiculos no acuosos
tales como, pero no limitados a, aceite de maiz, aceite de algodén, aceite de cacahuete, aceite de sésamo, oleato
de etilo, miristato de isopropilo, y benzoato de bencilo.

EJEMPLOS
Los siguientes ejemplos se presentan a modo de ilustracion, no como limitacion.

Ejemplo 1: Efecto del compuesto de ensayo sobre la produccion de citoquina y quimioquina en células T humanas
estimuladas con CD3 anti-humana

Este ejemplo demuestra el efecto del 3-(5-amino-2-metil-4-oxoquinazolin-3(4H)-il)piperidina-2,6-diona (compuesto
de ensayo) sobre la produccién de citoquina y quimioquina en células T humanas estimuladas con CD3 anti-humana
empleando Tecnologia Luminex multiplex.

Se emplean las siguientes abreviaturas:

Abreviatura Explicacion o Definicion

IL Interleuquina

G-CSF Factor de Estimulacién de la Colonia de Granulocitos

GM-CSF Factor de Estimulacion de la Colonia de Granulocitos
Macréfagos

IFN-y Interferon Gamma

TNF-a Factor de Necrosis Tumoral Alfa

RANTES Regulada por Activacion, Expresada y Secretada por

Células T Normales
En este estudio se emplearon los siguientes materiales:

Medio RPMI-1640 enriquecido con FBS 10%, penicilina 100 unidades/mL, estreptomicina 100 mg/mL y L-glutamina
2 mM (Life Tecnologies)

Céctel Enriquecido con Células T Humanas RosetteSep® (StemCell, Cat# 15061)

Kit Plex-12 de Citoquina/quimioquina Humana Luminex (Millipore, Cat# MPXHCYTO-60K-12)
Instrumento Luminex 1S100 (Millipore)

Anticuerpo CD3 Anti-humano, clon OKT3 (eBioscience, Cat# 16-0037-85)

Los compuestos de ensayo se prepararon como disoluciones madre de 4mM en DMSO. Las células T se aislaron de
la capa leucocitaria por seleccion negativa empleando el Cdctel Enriquecido con Células T Humanas RosetteSep®
segun los procedimientos del fabricante.

Los 96 pocillos se pre-cubrieron con 3 ug/mL de anticuerpo CD3 anti-humano en 100 pL 1X PBS durante 4 horas a
37°C. Las placas se lavaron 3 veces con Medio Completo RPMI-1640 antes del ensayo de células T. Las células T
se incubaron a continuacioén en placas pre-cubiertas con anti-CD3 a una densidad de 2,5 x 10° células/pocillo en 180

19



10

15

20

25

30

ES 2 659 205 T3

pL de Medio Completo RPMI-1640. Las células se trataron con 20 yL 10X de un compuesto de ensayo de titulacion
a 10,1, 0,1, 0,01, 0,001, 0,0001, y 0,00001 uM por duplicado. Las concentraciones de DMSO finales fueron 0,25%.
Las placas se incubaron durante 48 horas a 37°C, 5% CO..

Después de 48 horas, se recogieron los sobrenadantes y se ensayaron mediante ensayo de chip en perla (CBA)
citométrico multiplex para las siguientes citoquinas/quimioquinas: IL-2, IL-3, IL-5, IL-10, IL-13, IL-15, IL-17A, GM-
CSF, G-CSF, IFN-y, TNF-a, y RANTES. Las placas CBA se analizaron en el instrumento Luminex IS100.

Los datos a partir de cada donador se representan graficamente empleando el programa informatico GraphPad
Prism 5.0 y se expres6 como media pg/mL + SEM y % de DMSO control + SEM.

El compuesto de ensayo demostré actividad inmunomoduladora en células T humanas primarias estimuladas con
anti-CD3, alterando la produccion de varias citoquinas y quimioquinas. Los niveles de referencia de las citoquinas y
de las quimioquinas producidas mediante estimulacion de células T humanas incubadas con el vehiculo se
presentan en la Tabla 1 de abajo.

Tabla 1: Niveles de referencia de citoquinas y quimioquinas

Citoquina/Quimioquina Cantidad de Referencia
Producida
(pg/mL)
IL-2 31
IL- 38
IL-5 27
IL-10 449
IL-13 205
IL-17A 19
GM-CSF 132
IFN-y 1271
TNF-a 411
RANTES 314

El compuesto de ensayo mejord la produccion de IL-2, IL-3, IL-5, IL-10, IL-13, GM-CSF, IFN-y, RANTES, y TNF-a en
células T humanas estimuladas. La mejora de la produccion por el compuesto de ensayo fue mayormente
dependiente de la concentraciéon para la mayoria de las citoquinas y quimioquinas, excepto para IL-10 y IL-5. El
compuesto de ensayo mejor6 la produccion de IL-10 a concentraciones bajas pero inhibié la mejora de la produccion
de IL-10 a concentraciones mas altas. El compuesto de ensayo incrementé la produccion de IL-5 3- y 4-veces a 0,01
y 0,1 uM, respectivamente, mostrando menos mejora tanto a concentraciones mas bajas como mas altas. En las
FIGs 1y 2, se proporciona el efecto del compuesto de ensayo en la produccion de citoquina y quimioguina en
células T humanas estimuladas con anti-CD3, expresado como cantidad absoluta producida y como porcentaje de
las células control del vehiculo, respectivamente. En la FIG.2 las lineas discontinuas indican el nivel equivalente a la
produccion de referencia doble (ECzoo).

Ejemplo 2: Actividad anti-inflamatoria

La actividad anti-inflamatoria del 3-(5-amino-2-metil-4-oxoquinazolin-3(4H)-il)piperidina-2,6-diona (compuesto de
ensayo) se estudioé en células mononucleares de sangre periférica humana (hPBMC, de sus siglas en inglés). Se
utilizé la Tecnologia Luminex para determinar la concentracion (mejora) inhibitoria, ICso, para el compuesto durante

la elaboracion de perfiles de citoquinas/quimioquinas pro-inflamatorias e IL-10 (citoquina anti-inflamatoria) a partir de
PBMCs de donantes humanos sanos estimulados con LPS.

Se emplearon las siguientes abreviaturas:
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Abreviatura Explicacion o Definicion
GM-CSF Factor de Estimulacién de la Colonia de
Granulocitos Macrofagos
IL Interleuquina
LPS Lipopolisacarido
MCP-1 Proteina quimioatrayente de monocitos 1
MDC Quimioquina derivada de macrofagos
MIP-1a Proteina inflamatoria de macroéfagos 1-alfa
MIP-113 Proteina inflamatoria de macroéfagos 1-beta
PBMC Células mononucleares de sangre periférica
humana
PPM Modificador de la via pleiotropica
RANTES Regulada por Activacion, Expresada y

Secretada por Células T Normales
TNF-a Factor de Necrosis Tumoral-Alfa

Se obtuvieron 50 ml de una capa leucocitaria de donantes sanos a partir del Banco de Sangre de Nueva Yersey
(East Orange, Nueva Yersey). Los liposacaridos (cepa) (Cat# L-1887) se adquirid de Sigma. Los Kits Milliplex con
perlas de unién a anticuerpo para Tecnologia xMAP Luminex, se adquirieron de Millipore (Billerica, Massachusetts) y
se combinaron en un formato multiplex antes del ensayo.

Purificacion de Células Mononucleares de Sangre Periférica Humana

50 ml de capa leucocitaria humana se repartieron en alicuotas de 25 ml cada una en dos tubos conicos de 50 mly
se afadié 25 ml de HBSS estéril a cada tubo coénico. Los tubos se mezclaron suavemente por inversiéon. Se
repartieron en alicuotas quince ml de Ficoll-Paque Plus a temperatura ambiente (GE Healthcare (localizacion); cat#
17-1440-02) en cuatro tubos conicos de 50 ml. Después, 25 ml de la mezcla de la capa leucocitaria/HBSS se
estratificd suave y lentamente en la superficie del Ficol. Las muestras se centrifugaron a 450 rpm durante 35
minutos. La capa superior que contiene plasma se pipeted y se desechd. La superficie de contacto que contiene
células mononucleares se transfirié a dos tubos coénicos de 50 ml. Los tubos cénicos se llenaron con HBSS hasta un
volumen final de 50 ml y se centrifugaron a 1200 rpm durante 10 minutos. Las células se lavaron de nuevo en HBSS
y se centrifugaron a 1000 rpm durante 10 minutos. Las células del sedimento se resuspendieron con 20 ml de medio
RPMI completo (RPMI/5% suero humano/1x de penicilina/estreptomicina/glutamina) y se contabilizaron.

Tratamiento de Células Mononucleares de Sangre Periférica Humana

Se afiadié un millon de pl (2x106/ml) de hPBMCs a cada pocillo de una placa de fondo plano de 96 pocillos
(recuento celular final=2x105/pocillo) y se incubaron a 37°C durante 1 hora. Se afiadieron veinte yl (10x) del
compuesto a cada pocillo de ensayo y veinte yl de medio que contiene DMSO 2,5% a cada pocillo control
([DMSOIfinal=0,25%) y la placa se incub6 durante 1 hora a 37°C. Las células se estimularon después con 80 pl de
LPS 2,5 ng/ml ([LPS]final=1 ng/ml) y se incubaron durante 18 horas a 37°C.

Se transfirieron 50 ul de sobrenadante de cada pocillo a 3 placas de 96 pocillos de fondo redondo y se almacenaron
a -20°C para analisis Luminex. Los pocillos se realizaron por duplicado para cada muestra.

Analisis Luminex

Se analizaron las muestras de sobrenadantes para las citoquinas en formato multiplex segun las instrucciones del
fabricante (Millipore, Billerica, Ma 01821) empleando un instrumento Luminex 1S100. Los analisis de IL-12 y GM-
CSF se realizaron en formato duplex empleando sobrenadantes puros, mientras que para todas las citoquinas se
realizaron en un formato multiplex empleando sobrenadantes diluidos 1:20. Los datos de los analisis se realizaron
empleando un programa informatico Upstate Beadview. Las ICsg se calcularon empleando regresion no-lineal, dosis-
respuesta sigmoidal, limitando la cota superior hasta 100% vy la inferior a 0%, permitiendo una pendiente variable.
Las ECso se basaron en el limite superior de las curvas sigmoidales iguales a 246,9%, que representan la mejora
media de IL-10 producida por pomalidomida (control) a 10 uM vy el limite inferior hasta 100%. Las ICso se realizaron
empleando el GraphPad Prism v5.00. Los valores de los datos representan la media + SEM (error estandar de la
media) de n (nUmero de experimentos por duplicado).
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Como se demostré mediante los datos en la Tabla 2 de abajo y en la FIG.3, el compuesto de ensayo tiene potencias
variables para las inhibiciones de las multiples citoquinas examinadas, por ejemplo, IL-6, IL-8, IL-18, GM-CSF, MDC,
MIP-1a, MIP-183, y TNF-a, en general. Ademas, el compuesto de ensayo mejor6 la produccion de IL-10, MCP-1, y
RANTES con varias potencias, como se proporcionan en la Tabla 3 y la FIG.4.

Tabla 2: Resumen del Perfil Inhibitorio de Citoquina del Compuesto de Ensayo

Citoquina Compuesto de ensayo
1Cs0 (UM)

IL-6 0,060

IL-8 >10

IL-1B 0,054

GM-CSF 0,95

MDC 0,062

MIP-1a 0,30

MIP-18 >10

TNF-a 0,034

Tabla 3: Resumen del Perfil de Citoquina frente al % medio de control a 0,1 uM

Citoquina Compuesto de ensayo

(% de control)

IL-10 480
MCP-1 236
RANTES 131

Ejemplo 3: Efecto en la funcién de las células asesinas (NK) humanas en respuesta a IgG/Rituximab

En este ejemplo se estudio la capacidad del compuesto de ensayo para mejorar la funcién de las células NK en
respuesta a IgG/Rituximab. La actividad inmunomoduladora del compuesto de ensayo se comparé en dos ensayos
de la funcion celular de las células asesinas naturales (NK) (1) IgG y IL-2 inducen la produccion de interferon-
gamma (IFN-y) y (2) actividad letal, como medida en un modelo ADCC (citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpo) in vitro.

Se emplean las siguientes abreviaturas

Abreviatura Explicacion o Definicion

ABC-DLBCL Célula B Activada similar al Linfoma Difuso de
Células B grandes

ADCC Citotoxidad Celular Dependiente de Anticuerpo

DMSO Sulféxido de dimetilo

IgG Inmunoglobulina G

IFN-y Interferon-gamma

NK Asesinas naturales

PPM Modificador de la via pleiotropica
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Abreviatura Explicacion o Definicion
rhiL-2 Interleuquina-2 Recombinante Humana
Los materiales que se emplearon en el estudio y sus fuentes se proporcionan a continuacion:
Capa leucocitaria de voluntarios sanos (Banco de Sangre de Nueva Yersey)
Ficoll-Hypaque Plus (Fisher Scientif Co LLC, PA, Cat # 17144002)
Medio RPMI-1640 enriquecido con 10% de FBS (suero fetal bovino), 100 unidades/mL de penicilina,
100 mg/mL de estreptomicina, y L-glutamina 2 mM (Invitrogen, Cat # 21870-076)
Medio RPMI-1640 (sin rojo de fenol) enriquecido con FBS 10%, 100 unidades/mL de penicilina,
100 mg/mL de estreptomicina, y L-glutamina 2 mM (Invitrogen, Cat # 11835-030)
Rituximab (Rituxan, Roche, Inc.) (Cat N° DIN 02241927, Lot N° B50177)
Suero AB+ humano (Gemini Bio Products, CA, Cat # 100-512)
Kit de ensayo de Citotoxicidad No-Radiactiva CytoTox 96 (Promega, WI, Cat # G1780)

Céctel de Enriquecimiento de Células NK Humanas RosetteSep (Stem Cell Technologies, Vancouver, BC, Cat#
15065)

CD56+ anti-humano de ratén conjugado con APC (BD Biosciences, CA, Cat # 555518)

Inmunoglobulina G humana a partir de suero (IgG) (Sigma, St. Louis, MO; Cat # 12511-10MG)

IL-2 Recombinante Humana (R&D Systems, MN, Cat # 202-IL-050/CF)

Kit ELISA IFN-gamma Humana (ThermoFisher, Cat # PIEHIFNG5)

Se emplearon las siguientes lineas celulares:

Célula B Activada similar al Linfoma Difuso de Células B grandes (ABC-DLBCL): células Riva (NCI, MD)

Célula B centrogerminal similar al Linfoma Difuso de Células B grandes (GCB-DLBCL): WSU-DLCL2 (Celgene
Signal, CA)

Farage (ATCC, VA)
Linfoma folicular: DoHH2 (DSMZ, Alemania)
Linfoma de Burkitt (BL): Raji (ATCC, VA).

Las células NK se aislaron a partir de la capa leucocitaria de sangre de donantes sanos mediante seleccién negativa
empleando Céctel de Enriquecimiento de Células NK Humanas RosetteSep (Stem Cell Technologies, Vancouver,
BC) previo a la centrifugacion por gradiente de densidad para Ficoll-Hypaque (Fisher Scientif Co LLC, PA) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Las células CD56+ NK se aislaron hasta una pureza ~85%, como se determiné
mediante citometria de flujo (BD, Biosciences, CA).

Ensayo de Interferéon-Gamma (IFN-Gamma) inducido por NK I1gG

Se recubrieron placas de fondo plano de noventa y seis pocillos con IgG 100 pg/mL (Sigma) durante la noche a 4°C.
Al dia siguiente, la IgG no unida se lavd con 1X PBS frio. Las células NK se incubaron entonces en 96 pocillos
recubiertos con IgG a 2 x 105 células por pocillo en 180 yL de Medio RPMI-1640 y rhiL-2 10 ng/mL (R&D Systems,
MN). El compuesto de ensayo se afadié en un volumen de 20 yL de DMSO. Las concentraciones finales del
compuesto de ensayo fueron de 0,0001, 0,001, 0,01 0,1, 1, 6 10 uM. Las concentraciones finales de DMSO fueron
del 0,25%. Después de 48 horas, se recogieron los sobrenadantes y se analizaron mediante ELISA para la
produccién de IFN-y.

Se analizaron para cada donante los datos empleados para determinar la capacidad del compuesto de ensayo para
mejorar la produccion de IFN-y de células NK en respuesta de la estimulacion de IgG y rhilL-2 inmovilizados
empleando el programa informatico GraphPad Prism v5.0. Los datos se presentan de dos maneras, (1) como la
cantidad absoluta si se produce IFN-y (pg/mL + SEM) y (2) como el porcentaje de la cantidad de IFN-y producida en
presencia de pomalidomina 1 uM. ECsp es la concentracion del compuesto de ensayo que proporciona la produccion
media maxima de IFN-y, con una produccién maxima definida como la cantidad de IFN-y producida en presencia de
pomalidomida 1 uM. Los valores ECso se calcularon empleando regresion no-lineal, dosis-respuesta sigmoidal,
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limitando la cota superior hasta 100% vy la inferior a 0%, permitiendo una pendiente variable. ECso para el compuesto
de ensayo fue de 0,0015 pM.

El compuesto de ensayo mejord la produccion de IFN-y de células NK de una manera dependiente de la dosis en
respuesta a la estimulacion de 1gG y IL-2 inmovilizadas. En la FIG.5 se proporcionan los resultados (expresados
como pg/mL de la IFN-y producida), respectivamente. La FIG.6 proporciona los resultados expresados como un
porcentaje del incremento del IFN-y producido relativo al IFN-y producido en presencia de pomalidomida a 1 yM
para el compuesto de ensayo. Cada valor trazado en las FIGs 5 y 6 representan la media de 12-14 determinaciones
+ SEM.

Ensayo ADCC

Las células NK (5 x 104) purificadas se sembraron en placas con fondo en U de 96 pocillos en 100 yL de medio
RPMI-1640 sin fenol (invitrogen) + suero AB+ humano 2% (Gemini Bio Products, CA) y se trataron con 10 ng/mL de
rhIL-2 y rituximab (5 pg/mL) mas diferentes concentraciones del compuesto de ensayo de 0,01 hasta 10 uM durante
48 horas.

Se trataron varias lineas celulares de linfoma (GCB-DLBCL: WSU-DLCL2 y Farage; Linfoma folicular: DoHH2; ABC-
DLBCL: Riva; linfoma de Burkitt [BL]: Raji) con 5 pg/mL de rituximab durante 30 minutos a 37°C. El rituximab sin unir
se lavo, se anadieron las células diana (5 x 103/100 uL/pocillo) a las células efectoras pretratadas (Células NK) en
una proporcion de 10:1, y las dos se co-incubaron durante 4 horas a 37°C. Las condiciones de control consistian de
células NK mas células tumorales tratadas con (1) sélo medio, (2) solo rituximab, o (3) sélo IL-2. Se analizé la
citotoxidad de las células NK frente a las células tumorales empleando una alicuota de sobrenadante (50 uL)
utilizando un ensayo de liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH) estandar para medir la ADCC (Ensayo de
Citotoxidad No-Radiactiva CytoTox 96, Promega, WI). La liberaciéon espontanea de las células diana en solitario fue
<15% de la liberaciéon maxima, como se determiné con las células diana lisadas en Triton X-100 1%. La liberacion
experimental se corrigi6 mediante la resta de la liberacion espontanea de las células efectoras en la dilucion
correspondiente. Se calculd el porcentaje de lisis especifica segun la formula:

Porcentaje de lisis especifica = 100 x (experimental - efector espontaneo - diana espontanea) / (diana maxima -
diana espontanea).

El compuesto de ensayo indujo el ADCC mediado por células NK de manera dependiente de la dosis en todas las
lineas celulares. Se realizaron tres experimentos para cada linea celular y se ensayaron muestras de cada uno de
los tres donantes en cada experimento. Los datos se representan en la FIG.8, como media de las 9 determinaciones
+ SEM.

Ejemplo 4: Efecto de la expresion de los factores de transcripcion en el modelo de diferenciacion de células B
humanas primarias

En este ejemplo, se ensaya el efecto del 3-(5-amino-2-metil-4-oxoquinazolin-3(4H)-il)piperidina-2,6-diona
(compuesto de ensayo) en la expresion de factores de transcripcion que controlan la diferenciacion de células
plasmaticas, y producciéon de inmunoglobulina, empleando un sistema de cultivo in vitro de diferenciacion de células
B humanas.

En este ejemplo se emplearon las siguientes abreviaturas:

Abreviatura o Término | Explicacion o Definicion

Especialista

BCL6 grotel’na 6 del linfoma de células

BLIMP-1 Linfocito B inducido por
maduracion de Proteina 1

EtOH Etanol

FBS Suero Fetal Bovino

DMSO Sulféxido de dimetilo

IRF-4 Factor Regulador del Interferén 4

MFI Intensidad de fluorescencia media

PAXS5 Proteina de caja apareada Pax-5
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Abreviatura o Término | Explicacion o Definicion
Especialista

SLE Lupus eritematoso sistémico
XBP-1 Proteina 1 de union a la caja X

Se obtuvieron 50 ml de capa leucocitaria a partir de donantes sanos del Banco de Sangre de Nueva Yersey. Se
obtuvieron muestras PBMC de lupus SLE de Conversant Bio (Huntsville, Alabama 35806).

En este estudio se emplearon los siguientes reactivos de cultivos celulares.

Articulo Fuente
Medio Dulbecco Modificado de | Invitrogen
Iscove

Suero Fetal Bovino Lonza
Insulina Humana Sigma
Transferrina Humana Sigma
penicilina/estreptomicina Lonza

IL-2 Humana Recombinante

R & D Systems

IL-6 Humana Recombinante

R & D Systems

IL-10 Humana Recombinante

R & D Systems

IL-15 Humana Recombinante

R & D Systems

Ligando
histidina-diana

CDA40/TNFSF5/

R & D Systems

Polihistidina de ratéon anticuerpo

R & D Systems

Lo siguiente se empled en el andlisis citométrico

IgG1

ODN 2006-ligando TLR9 | Invivogen

Humano

Interferén Humano ALFA A Fuente de interferéon PB
Articulo Fuente

FITC CD19 anti-humano

IBD Pharmigen

FITC CD20 anti-humano

IBD Pharmigen

CD27 PE anti-humano

IBD Pharmigen

CD38 PE anti-humano

IBD Pharmigen

CD38 APC anti-humano

IBD Pharmigen

FITC
ratén

Isotipo IgG1k anti-

IBD Pharmigen

PE Isotipo IgG1k anti-ratén

IBD Pharmigen

FITC Isotipo 1gG2bk anti-
raton

IBD Pharmigen
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Articulo Fuente

APC Isotipo IgG1k anti-ratén | IBD Pharmigen

Tampon de tincion IBD Pharmigen

Se emplearon los siguientes cebadores genéticos para el RT-PCR:

Articulo Fuente

Ensayo de expresion génico | Applied Biosystem
AICDA

Ensayo de expresion génico | Applied Biosystem
BCL6

Ensayo de expresion génico | Applied Biosystem
GAPDH

Ensayo de expresion génico | Applied Biosystem
IGJ

Ensayo de expresion génico | Applied Biosystem
IRF4

Ensayo de expresion génico | Applied Biosystem
PAXS5

Ensayo de expresion génico | Applied Biosystem
PRDM1

Ensayo de expresion génico | Applied Biosystem
XBP1

Kit de Transcripcion Inversa | Applied Biosystem

Mix Master Applied Biosystem

Purificacién de hPBMCs

Cincuenta ml de capa leucocitaria humana se repartieron en alicuotas de 25 ml cada una en dos tubos cénicos de
50 ml y se afiadié 25 ml de HBSS estéril a cada tubo cénico. Los tubos se mezclaron suavemente por inversion. Se
repartieron en alicuotas quince ml de Ficoll-Paque Plus a temperatura ambiente (GE Healthcare; cat# 17-1440-02)
en cuatro tubos cénicos de 50 ml. Después 25 ml de la mezcla de capa leucocitaria/lHBSS se estratificé suave y
lentamente en la superficie del Ficol. Las muestras se centrifugaron a 450 rpm durante 35 minutos. La capa superior
que contiene plasma se pipeted y se desechd. La superficie de contacto que contiene células mononucleares se
transfirio a tubos conicos de 50 ml. Los tubos cénicos se llenaron con HBSS hasta un volumen final de 50 ml y se
centrifugaron a 1200 rpm durante 10 minutos. Las células se lavaron de nuevo en HBSS y se centrifugaron a 1000
rpm durante 10 minutos. Las células del sedimento se resuspendieron con 20 ml de medio de células B
(Iscoves+PFBS 10%, P/S 1%, y 5 pyg/mL de insulina humana) y se contabilizaron en el contador celular.

Enriquecimiento de Células B con CD19+

Las PBMCs purificadas se contabilizaron y se repartieron en alicuotas a 2x10® células por tubo. Las células se
centrifugaron a 1200 rpm durante 5 minutos y después se desecharon los sobrenadantes. Las células se
resuspendieron en 4 mL de Tampdn Robosep (catalogo Stemcell Tecnologies #20104) y se transfirieron a un tubo
de poliestireno de fondo redondo de 14 mL (catalogo BD # 352057) y se mezclaron bien. A continuacion se
afadieron 200 pL de un cdctel de enriquecimiento de células B Humanas EasySep (catalogo StemCell Tecnologies
# 19054). Las muestras se agitaron e incubaron a temperatura ambiente durante 10 minutos. A continuacion se
afadieron a cada tubo 300 pL de particulas EasySep Magnetic (agitado) (catalogo StemCell Tecnologies # 19054).
Las muestras se agitaron e incubaron a temperatura ambiente durante 5 minutos. Después de 5 minutos de
incubacion, se afiadieron 5 mL de tampon Robosep al tubo y se mezclé bien mediante pipeteado arriba y abajo. El
tubo se colocoé inmediatamente en el iman magnético (catalogo StemCell Tecnologies # 19054) y se incub6 a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Después de la incubacion, en un movimiento continuo, se invirtié el iman y
el tubo, y se recogid la fraccion deseada en un tubo cénico de 50 mL. Estos procedimientos se repitieron y
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combinaron para el resto de las PBMCs (por un donante). La fraccion combinada se centrifugé a 1200 rpm durante 5
minutos y a continuacidon se desecharon los sobrenadantes y las células se resuspendieron en 5 mL de medio de
células B. Las células CD19+ aisladas se contabilizaron en el contador celular.

Ensayo de Diferenciaciéon de Células B

Etapa 1- Activacion de Células B- del dia 0 al dia 4: Preparar el coctel de células B en fresco mediante adicion de 50
pg/mL de transferrina humana al medio de Células B. (Iscoves+PFBS 10%, P/S 1%, y 5 pg/mL de insulina humana).
El volumen de medio necesario para el experimento requeria de un filtro de 0,22 uM. Afadir el coctel de
diferenciacion de células B (concentracion final): IL-2 recombinante humana (20U/mL), IL-10 (50 ng/mL), IL-15 (10
ng/mL), Ligando CD40/TNFSF5/histidina-diana (50 ng/mL), Polihistidina de raton anticuerpo 1IgG1 (5ug/mL), y ODN
2006-ligandoTLR9 Humano (3_10 pg/mL) para células. Se afiadieron a cada pocillo de una placa de fondo plano con 6
pocillos cinco mililitros (1x10°/mL) de células B CD19+ (recuento celular final=5x10°/pocillo). Se afiadieron cinco pL
(1x) £ de compuesto/DMSO a cada pocillo de ensayo (DMSO final 0,1%) y se incubaron a 37°C durante 4 dias.

Etapa 2-Generacion de plasmoblastos- del dia 4 al dia 7: Las células se recogieron y contaron en el contador
celular; se elimind una alicuota para analisis de flujo, las células restantes se lavaron con PBS. Preparar el coctel de
células B mediante adicion de 1 pyg/ml de transferrina humana al medio de células B. (Iscoves+PFBS 10%, P/S 1%,
y 5 yg/mL de insulina humana). El volumen de medio necesario para el experimento requeria de un filtro de 0,22 pM.
Anadir el coctel de diferenciacion de células B (concentracion final): IL-2 recombinante humana (20U/mL), IL-10 (50
ng/mL), IL-15 (10 ng/mL), IL-6 (50 ng/mL) a las células. Afadir el céctel de células B y transferir las células a los
pocillos originales y enrasar a un volumen de hasta 5 mL. Se afiadieron cinco pL (1x) + de compuesto/DMSO a cada
pocillo de ensayo (DMSO final 0,1%) y se incubaron a 37°C durante 4 dias.

El dia 7, las células se recogieron y se contaron en el contador celular. Las células se dividieron después para
analisis de flujo y las células restantes se lisaron con tampoén RLT y se almacenaron a -80°C para extraccion de
ARN y expresion genética. Los sobrenadantes se repartieron en alicuotas y se congelaron a -20°C para analisis de
inmunoglobulina.

Preparacion de las Existencias de Disoluciones y Diluciones del Compuesto de Ensayo

Los compuestos de ensayo se pesaron y disolvieron en DMSO 100% estéril (sulféxido de dimetilo; Research
Organics, Cleveland, OH) para crear unas existencias de la disolucion de 40 mM. Las existencias de las
disoluciones 40 mM se utilizaron en el ensayo para obtener concentraciones del compuesto de ensayo final en base
al disefio experimental.

Extraccion de ARN y Expresion Genética

Se recogieron las células B diferenciadas (véase la seccion 4.3.3) para una preparacion total de acido ribonucleico
(ARN) con un instrumento de extraccion de ARN Qiacube (Qiagen, Valencia, CA) utilizando columnas mini spin
QIAGEN RNeasy. ElI ARN purificado se reservé transcrito en un ADNc con un termociclador [MJ Research; Inc., St.
Bruno, Quebec, Canada] empleando un kit de transcripcion inversa (Applied Biosystems). El ensayo de expresion
genética se llevd a cabo empleando un sistema RT-PCR 7500 (Applied Biosystems) por triplicado. Se hizo correr
para cada muestra un control de ensayo de la expresidon genética de gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa y se
empled como un control de normalizacion. Para cada gen, las muestras de cada experimento se normalizaron para
el tratamiento con DMSO 0,1% sélo para ese punto de tiempo particular.

Se recogieron y analizaron los sobrenadantes (a partir de la seccion 8.4.3) mediante ELISA para la produccion de
IgG y IgM (ZeptoMetrix Corp. Buffalo, NY).

Fenotipado de células

Las células B diferenciadas (véase seccion 4.3.3) se recogieron, contaron, y se repartieron en alicuotas de
aproximadamente 1x10° células o menos por tubo de 4 mL. Las células se lavaron con tampoén de tinciéon 1X. A
continuacion, las células se bloquearon con suero humano 10%/PBS durante 20-30 minutos. Tras el bloqueo, las
células se centrifugaron durante 5 minutos a 1200 rpm y se desecharon los sobrenadantes. En los 100 yL de
tampon restante, se afiadieron 20 pL de varios anticuerpos BD Pharmigen flow segun el disefio experimental. Las
células se tifieron durante 20-30 minutos a 4°C. A continuacion las células se lavaron 2X con tampodn de tincion y se
desecharon los sobrenadantes. A continuacion, se afadieron 500 L de tampén de tinciéon o de PBS a los tubos. Las
muestras se analizaron inmediatamente o se dejaron a 4°C durante la noche. Las células se tifieron con CD20 y
CD38, CD19 y CD27 anti-humano de raton, o con los respectivos controles de is6topos. Todas las muestras se
analizaron empleando un citémetro de flujo FACSCanto, el programa informatico de analisis FACSDiva (BD
Biosciences), y el programa informatico de Analisis FlowJo.

Analisis de la viabilidad celular
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Para determinar el recuento de células vivas, las células B (véase seccion 4.3.3) se tifieron con azul de tripano 0,4%
y las células se contaron empleando el contador celular Countess automatizado (Invitrogen) en muestras por
duplicado.

Los datos se representaron en graficas empleando el programa informatico GraphPad Prism 5.0. Los valores ICsp se
calcularon empleando regresion no-lineal, dosis-respuesta sigmoidal, limitando la cota superior hasta 100% y la
inferior a 0% para una pendiente variable. Los resultados para los compuestos de ensayo en los ensayos de Ig se
expresaron como el porcentaje de inhibicion relativo a los valores de DMSO control.

La potencia para la inhibicion de la produccion de PBMC normal y de SLE de IgG y IgM para el compuesto de
ensayo es como sigue:

|gG ICs0 (nM) IgM ICs0 (nM)
SLE (n=3) Normal (n=3) SLE (n=3) Normal (n=3)
46 61 30 23

Ejemplo 5: Efectos en la prevencion y el tratamiento de la fibrosis cutanea inducida por bleomicina

En este ejemplo, se estudiaron los efectos del 3-(5-amino-2-metil-4-oxoquinazolin-3(4H)-il)piperidina-2,6-diona
(compuesto de ensayo) en la progresion de la fibrosis experimental y en la regresion de la fibrosis establecida en un
modelo de ratén de fibrosis cutanea inducida por bleomicina.

En este ejemplo se emplearon las siguientes abreviaturas:

Abreviatura o Término | Explicacién o Definicion
Especifico

ANOVA Analisis de Varianza
a-SMA Actina Alfa de Musculo Liso
CMC Carboximetilcelulosa

ECM Matriz Extracelular

NaCl Cloruro sédico

PO Oralmente

QD Dosis una vez al dia

SSc Esclerosis Sistémica

En este estudio se utilizaron ratones DBA/2. Se utilizaron ocho animales por grupo de tratamiento en este estudio.
Los ratones se mantuvieron en la jaula bajo condiciones de comida y agua a voluntad.

El vehiculo, carboximetilcelulosa (CMC) 0,5%/Tween 80 0,25%, se prepard en agua destilada y se disolvié durante
la noche en un agitador magnético (afadir 0,5g CMC; Sigma #C9481) y 0,25 ml de Tween 80 (Sigma #P8074) hasta
99,75 ml para hacer un total de 100 ml de CMC 0,5%/Tween 80 0,25%).

El compuesto de ensayo en polvo se peso y se suspendid fresco a diario en el vehiculo CMC 0,5%/Tween 80
0,25%, para permitir la hidrolisis del farmaco en el medio acuoso. El compuesto se suspendié, no se disolvié, en
este vehiculo. La formulacién se homogeneizd con un mortero de teflon (triturador tisular Potter-Elvehjem)
empleando un homogeneizador tisular Eberbach motorizado. La concentracion de farmaco utilizado a diario en estos
estudios fue de 3 mg/ml.

La bleomicina se obtuvo de la farmacia de la Universidad de Erlangen-Nuremberg y se preparé en fresco una vez a
la semana. La fibrosis cutanea se indujo en la semana 6 de edad de los ratones DBA mediante inyecciones
intracutaneas de 100 pl de bleomicina disuelta en NaCl 0,9%, a una concentracion de 0,5 mg/ml, cada dia en areas
definidas de 1,5 cm2 en la parte superior de la espalda.

Diseno del estudio
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El modelo de raton de fibrosis cutanea inducida por bleomicina es muy utilizado para evaluar las terapias anti-
fibroticas. En este modelo, se induce una fibrosis cutanea localizada, mediante inyecciones intracutaneas con
bleomicina cada dia durante 3 semanas. Este modelo se asemeja a las etapas inflamatorias tempranas de la SSc.
Para evaluar los efectos potenciales en la prevencion de la fibrosis, el tratamiento se inicié simultaneamente con la
primera inyeccion de bleomicina. Para estudiar el efecto del compuesto de ensayo en la prevencion de la fibrosis
cutanea inducida por bleomicina in vivo, los tratamientos se dividieron en los siguientes grupos:

e Grupo control: Inyeccion intradérmica de NaCl durante 3 semanas. El tratamiento consiste en la
administracion del vehiculo (CMC 0,5%/Tween 80 0,25%).

e  Grupo de bleomicina sin tratar: Inyeccion intradérmica de bleomicina durante tres semanas. Administracion
del vehiculo (CMC 0,5%/Tween 80 0,25%,).

e Grupo del compuesto de ensayo: Inyeccion intradérmica de bleomicina durante tres semanas. El
compuesto de ensayo se administré a 30 mg/kg; PO, QD.

e Grupo control positivo: Inyeccion intradérmica de bleomicina durante tres semanas. Inyeccion de Imatinib
(50 mg/kg; IP, QD). Se demostré previamente que el Imatinib mesilato ejerce potentes efectos anti-
fibréticos en la fibrosis cutanea inducida por bleomicina. Véase Akhmetshina A. et al., Arthritis Rheum 2009;
60(1):219-224.

Para evaluar la regresion de la fibrosis, se utilizd un modelo modificado de fibrosis cutanea inducida por bleomicina.
Los ratones se pre-probaron con bleomicina para inducir una fibrosis cutanea fuerte. Un grupo recibié tratamiento
con el compuesto de ensayo, mientras que la exposicion a bleomicina se continuaron durante tres semanas mas. El
efecto de este grupo se compard con el de los ratones expuestos a bleomicina durante seis semanas (prevencion de
otra progresion) y los ratones se expusieron a bleomicina durante tres semanas seguido de NaCl durante tres
semanas mas (induccion de la regresion). Los grupos siguientes se utilizaron para el estudio de regresion:

e Grupo control: Inyeccion intradérmica de NaCl durante seis semanas. El tratamiento control
consistié en la administracion del vehiculo.

e Grupo 1 de bleomicina sin tratar (regresion): Inyeccion intradérmica de bleomicina durante tres
semanas seguido de inyecciones intradérmicas de NaCl durante otras tres semanas. El
tratamiento consisti6 en la administracion del vehiculo. El grupo 2 de bleomicina sin tratar
(prevencion de la progresion): Inyeccion intradérmica de bleomicina durante seis semanas. El
tratamiento consistié en la administracion del vehiculo.

e Grupo del compuesto de ensayo: Inyeccion intradérmica de bleomicina durante seis semanas. El
compuesto de ensayo se administré a 30 mg/kg; PO, QD.

e Grupo control positivo: Inyeccion intradérmica de bleomicina durante seis semanas. Inyeccion de
Imatinib (50 mg/kg; IP, QD).

Procedimiento Experimental

El engrosamiento dérmico se determind mediante tincion con hematoxilina y eosina y activacion de fibroblastos
mediante el ejemplo de inmunohistoquimica para actina alfa del musculo liso (a-SMA). El engrosamiento dérmico,
como se determindé mediante la puntacién cutanea modificada de Rodnan, es normalmente el principal resultado
mas frecuente en ensayos clinicos humanos para los agentes anti-fibréticos en SSc. Las secciones de piel se
tiieron con hematoxilina/eosina para una mejor visualizacion de la estructura tisular. El engrosamiento dérmico se
analizé6 con un microscopio Nikon Eclipse 80i (Nikon, Badhoevedorp, Paises Bajos) mediante medicion de la
distancia maxima entre la union epidérmica-dérmica y la unién dérmica-grasa subcutanea en 4 secciones de piel
diferentes en cada ratén. La evaluacion se realizé mediante 2 examinadores independientes.

Para la cuantificacion de los miofibroblastos, las secciones de piel se sometieron a desparafinaciéon y se incubaron
con albumina sérica bovina 5% durante 60 minutos. Se detectaron las células positivas para a-SMA mediante
incubacion con anticuerpos anti-a-SMA monoclonales (clon 1A4; Sigma-Adldrich, Steinheim, Alemania) durante 2
horas a temperatura ambiente seguido por incubacién con peréxido de hidrégeno 3% durante 10 minutos. Se
utilizaron como anticuerpos secundarios anticuerpos anti-conejo de cabra marcados con peroxidasa de rabano
picante (Dako, Hamburg, Alemania). La expresion de a-SMA se visualizd con 3,3’-diaminobencidamida
tetrahidrocloruro (Sigma-Aldrich). Se utilizaron como controles anticuerpos de IgG de ratén monoclonales
(Calbiochem, San Diego, CA).

Ademas, se medira la cantidad de colageno en la lesidon cutanea con el ensayo de colageno SirCol; el RNA y el
plasma de todos los ratones se recuperé para los demas analisis.
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El compuesto de ensayo descendié significativamente el engrosamiento dérmico de la lesiéon cutanea en el modelo
de raton de fibrosis cutanea inducida por bleomicina. EI compuesto de ensayo a 30 mg/kg; PO, QD previno
significativamente el engrosamiento dérmico mediante aproximadamente 22 + 0,49% (p<0,0001).

En la FIG.8 se muestran microfotografias de las secciones de piel tefiidas con hematoxilina y eosina. El
engrosamiento dérmico se ensay6 mediante la medicion de la distancia maxima entre la unién epidérmica-dérmica y
la unién dérmica-grasa subcutanea. La linea dibujada entre los puntos de unién muestra el engrosamiento relativo
en los grupos de tratamiento.

Para determinar el efecto de los tratamientos en la activaciéon de los fibroblastos, se contaron las a-SMA +
miofibroblastos en las secciones de las lesiones cutaneas. El compuesto de ensayo a 30 mg/kg; PO, QD, redujo el
numero de miofibroblastos mediante 30 + 0,23% (p<0,0001).

Efecto en la regresion de la fibrosis cutanea inducida por bleomicina

También se confirmoé en el modelo de bleomicina disefiado para investigar la regresion potencial de la fibrosis, los
efectos inhibitorios del compuesto de ensayo en la progresiéon de la fibrosis. EI compuesto de ensayo redujo el
engrosamiento dérmico del engrosamiento dérmico inducido por bleomicina mediante 22 + 0,28% (p<0,0001). La
FIG.9 muestra las microfotografias de las secciones de piel tefiidas con hematoxilina y eosina. El engrosamiento
dérmico se ensayd mediante la medicion de la distancia maxima entre la unién epidérmica-dérmica y la union
dérmica-grasa subcutanea. La linea dibujada entre los puntos de unién muestra el engrosamiento relativo en los
grupos de tratamiento.

El alcance de la presente invencién no esta limitado por las realizaciones especificas descritas en la presente
memoria. De hecho, varias modificaciones de la invencién ademas de las descritas seran evidentes para el experto
en la técnica a partir de la descripcion anterior y de las figuras acompafantes. Tales modificaciones se destinan a
entrar dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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LISTA DE SECUENCIAS

=<110> Celgene Corporation,
Anita Gandhi
Petar H. Schafer

<120% Usoc de 3—{S5-—aminc-Z-metil-4-oxoguinazolin-3(4H)-il)piperidina-2, ce—diona
en 2l tratamisnto de enfermedades inflamatorias v
relacicnadas con el sistema inmune

«130> 12827-263-228

<140=>
141>

«<150> £1/451,995
<151= 2011-03-11

<150> 61/480,272
<151= 2011-04-28

<160> 2

<170> FastSEQ para Windows Versicn 4.0

<210= 1
<211=> 344
212> PRT

<213> Becuencia Artificial
=220

<2237 ActRIIL humana fusionada a un dominic Feo humano

=400= 7
Ile Leu Gly Arg Ser Glu Thr Gln Glu Cys Leun Phe Phe Asn Ala fAsn
1 5 10 15
Trp Glu Lys Asp Arg Thr Asn Gln Thr Gly Val Glu Pro Cys Tyr Gly
20 25 30
hsp Lys Asp Lys Ahrg Arg His Cys Phe Ala Thr Trp Lys Asn Ile Ser
35 40 45
Gly Ser Ile Glu Ile Val Lys Gln Gly Cys Trp Leu Asp Asp Ile Asn
50 55 a6l

Cys Tyr Asp Arg Thr Asp Cys Val Glu Lys Lys Asp Ser Pro Glu Val

685 70 15 20

Tyr Fhe Cya Cys Cya Glu Gly Asn Met Cys Asn Glu Lys Phe Ser Tyr
85 a0 95

Phe Pro Glu Met Glu Val Thr Gln Fro Thr Ser Asn Pro Val Thr Pro

100 105 110
Lys Pro Pro Thr Gly Gly Gly Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala
115 120 125
Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro
130 135 140

Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Fro Glu Val Thr Cys Val Val

145 150 155 160

Val Asp Val Ser Hia Glu Asp Fro Glu Val Lys FPhe ARsn Trp Tyr Val
165 170 175

Asp Gly Val Glu Val Hig Asn Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln
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REIVINDICACIONES

Un compuesto para usar en un método para tratar, prevenir o controlar una enfermedad relacionada con el
sistema inmune o una enfermedad inflamatoria, en donde el método comprende administrar a un paciente que
necesita del mismo, una cantidad eficaz del compuesto, en donde el compuesto es 3-(5-amino-2-metil-4-
oxoquinazolin-3(4H)-il)piperidin-2,6-diona, o una sal, solvato, hidrato, esterecisémero, tautdmero, mezcla
racémica, co-cristal, clatrato, o polimorfo del mismo, aceptable farmacéuticamente.

El compuesto para uso de la reivindicacion 1, en donde la enfermedad es el lupus eritematoso sistémico,
esclerodermia, sindrome de Sjogren, vasculitis inducida por ANCA, sindrome antifosfolipidico o miastenia grave.

El compuesto para uso de la reivindicacion 1 o 2, en donde la enfermedad es el lupus eritematoso sistémico.

El compuesto para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la enfermedad es el lupus
eritematoso sistémico grave.

El compuesto para uso de la reivindicacion 1 o 2, en donde la enfermedad es la esclerodermia.

El compuesto para uso de la reivindicacion 5, en donde la esclerodermia es localizada, sistémica, esclerodermia
limitada o difusa.

El compuesto para uso de la reivindicacion 6, en donde la esclerodermia sistémica comprende el sindrome
CREST.

El compuesto para uso de la reivindicacion 1, en donde la enfermedad es el lupus eritematoso sistémico, y el
método comprende administrar una cantidad eficaz de dicho compuesto a un paciente que tiene los sintomas del
lupus eritematoso sistémico, en donde el sintoma se selecciona del grupo que consiste en dolor articular,
inflamacion articular, artritis, dolor toracico al respirar profundamente, fiebre sin otra causa, malestar general,
indisposicion, pérdida de cabello, llagas orales, ganglios linfaticos inflamados, sensibilidad a la luz solar, erupcion
cutanea, cefaleas, entumecimiento, hormigueo, convulsiones, problemas de visién, cambios de personalidad,
dolor abdominal, nauseas, vomitos, ritmos cardiacos anormales, tos con sangre y dificultad respiratoria,
coloracion cutanea en parches y fenémeno de Raynaud.

El compuesto para uso de la reivindicacion 1, en donde la enfermedad es esclerodermia, y el método
comprende administrar a un paciente que tiene los sintomas de la esclerodermia una cantidad eficaz de dicho
compuesto, en donde el sintoma se selecciona del grupo que consiste en (i) endurecimiento gradual,
engrosamiento, y estiramiento cutaneo; (ii) decoloraciéon cutanea; (iii) entumecimiento de las extremidades; (iv)
piel brillante; (v) pequefios bultos blanquecinos bajo la superficie cutanea que erupcionan en un fluido blanco
como la tiza; (vi) disfuncion esofagica de Raynaud; (vii) telangiectasia; (viii) dolor y/o rigidez de las articulaciones;
(ix) inflamacion de las manos y los pies; (x) prurito cutaneo; (xi) rigidez y encorvamiento de los dedos; (xii)
Ulceras en el exterior de determinadas articulaciones, tales como los nudillos y los codos; (xiii) problemas
digestivos, tales como ardor, dificultad al tragar, diarrea, intestino irritable y estrefiimiento; (xiv) fatiga y debilidad;
(xv) ; (xvi) artritis; (xvii) pérdida del cabello; (xviii) problemas en érganos internos; (xix) Ulceras digitales; y (xx)
auto-amputacion digital.

El compuesto para uso de la reivindicacion 1, en donde el método comprende mejorar la puntuaciéon cutanea
modificada de Rodnan, reducir o mejorar el engrosamiento cutaneo, reducir o mejorar la induracion cutanea,
mejorar la funcion pulmonar, mejorar el indice de calidad de vida dermatolégico, mejorar la capacidad de difusion
de monodxido de carbono, mejorar el indice de disnea de Mahler, mejorar la puntuacion del cuestionario
respiratorio de Saint George, mejorar la puntuacion del tracto gastrointestinal del consorcio de ensayos clinicos
de esclerodermia de UCLA, mejorar la dilatacion mediada por flujo o mejorar o incrementar la distancia caminada
durante seis minutos de un paciente que tiene esclerodermia.

El compuesto para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-10 que comprende ademas administrar un
segundo agente activo que es un compuesto antiinflamatorio o inmunomodulador.

El compuesto para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en donde la cantidad eficaz de dicho
compuesto es desde aproximadamente 0,005 mg/kg hasta aproximadamente 10 mg/kg del peso corporal del
paciente.

Un método in vitro para la actividad moduladora de una célula B que comprende poner en contacto la célula con
una cantidad eficaz de 3-(5-amino-2-metil-4-oxoquinazolin-3(4H)-il)piperidin-2,6-diona, o una sal, forma sdlida,
solvato, hidrato, estereoisémero, tautdmero, mezcla racémica, co-cristal, clatrato, o polimorfo del mismo,
aceptable farmacéuticamente.
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14. Un método in vitro para la actividad moduladora de una célula T que comprende poner en contacto la célula con
una cantidad eficaz de 3-(5-amino-2-metil-4-oxoquinazolin-3(4H)-il)piperidin-2,6-diona, o una sal, forma sdlida,
solvato, hidrato, tautémero, estereoisémero, mezcla racémica, co-cristal, clatrato, o polimorfo del mismo,
aceptable farmacéuticamente.
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FIG. 2
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FIG. 4
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FIG. 5
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FIG. 6
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