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DESCRIPCION

Métodos y composiciones usando inhibidores de PDE4 para el tratamiento y gestion de enfermedades autoinmunes
e inflamatorias

1. Campo

En la presente memoria se proporciona (S)-N-(2-(1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etil)-1,3-dioxoisoindolin-4-
il)acetamida en combinacién con ciclosporina A para uso en un método de tratamiento de artritis reumatoide.

2. Antecedentes

La inflamacién juega un papel fundamental en las defensas del huésped y la progresion de enfermedades mediadas
por inmunidad. La respuesta inflamatoria se inicia en respuesta a dafio (por ejemplo, trauma, isquemia, y particulas
extrafias) e infeccion (por ejemplo, infeccion bacteriana o viral) por una cascada compleja de eventos, incluyendo
mediadores quimicos (por ejemplo, citoquinas y prostaglandinas) y células inflamatorias (por ejemplo, leucocitos).
La respuesta inflamatoria se caracteriza por flujo sanguineo incrementado, permeabilidad capilar incrementada, y el
influjo de células fagociticas. Estos eventos resultan en hinchazén, enrojecimiento, calor (patrones de calor
alterados), y formacion de pus en el sitio del dafio o infeccion.

Las citoquinas y prostaglandinas controlan la respuesta inflamatoria, y se liberan en una cascada ordenada y auto-
limitante en la sangre o tejidos afectados. Esta liberacion de citoquinas y prostaglandinas incrementa el flujo
sanguineo al area del dafio o infeccion, y puede resultar en enrojecimiento y calor. Algunos de estos compuestos
quimicos causan una extravasacion de fluido en los tejidos, resultando en hinchazoén. Este proceso protector puede
estimular los nervios y causar dolor. Estos cambios, cuando ocurren durante un periodo limitado en el area
relevante, funcionan para el beneficio del cuerpo.

El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) es una citoquina que se libera principalmente por los fagocitos
mononucleares en respuesta a inmunoestimuladores. El TNF-a es capaz de aumentar la mayor parte de los
procesos celulares, tales como diferenciacion, reclutamiento, proliferacion, y degradacion proteolitica. A bajos
niveles, el TNF-a confiere proteccion frente a agentes infecciosos, tumores, y dafio tisular. Pero el TNF-a también
tiene un papel en muchas enfermedades. Cuando se administra a mamiferos o seres humanos, el TNF-a causa o
agrava la inflamacion, fiebre, efectos cardiovasculares, hemorragia, coagulacion, y respuestas de fase aguda de
manera similar a las observadas durante infecciones agudas y estados de choque. La produccion aumentada o no
regulada de TNF-a se ha implicado en un nimero de enfermedades y afecciones médicas, por ejemplo, canceres,
tales como tumores solidos y tumores transportados por la sangre; enfermedad cardiaca, tal como fallo cardiaco
congestivo; y enfermedades virales, genéticas, inflamatorias, alérgicas, y autoinmunes.

La adenosina monofosfato 3',5'-ciclico (AMPc) también juega un papel en muchas enfermedades y afecciones, tales
como pero no limitado a asma e inflamacion, y otras afecciones (Lowe y Cheng, Drugs of the Future, 17(9), 799-
807, 1992). Se ha mostrado que la elevacion de AMPc en leucocitos inflamatorios inhibe su activacion y la
liberacion posterior de mediadores inflamatorios, incluyendo TNF-a y NF-kB. Los niveles incrementados de AMPc
también dan lugar a la relajacion del musculo liso de las vias aéreas.

Se cree que el mecanismo celular primario para la inactivacion del AMPc es la degradacion de AMPc por una
familia de isoenzimas referidas como fosfodiesterasas de nucleétidos ciclicos (PDE) (Beavo y Reitsnyder, Trends in
Pharm., 11, 150-155, 1990). Hay once familias de PDE conocidas. Se reconoce, por ejemplo, que la inhibicion de
PDE tipo IV es particularmente efectiva tanto en la inhibicion de la liberacién de mediadores inflamatorios como en
la relajacion del musculo liso de las vias aéreas (Verghese, et al., Journal of Pharmacology and Experimental
Therapeutics, 272(3), 1313-1320, 1995). Asi, los compuestos que inhiben PDE4 especificamente, pueden inhibir la
inflamacién y ayudar en la relajacion del musculo liso de las vias aéreas con un minimo de efectos secundarios no
deseados, tales como efectos cardiovasculares o anti-plaquetarios. Los inhibidores de PDE4 usados actualmente
carecen de accion selectiva a dosis terapéuticas aceptables.

Las enfermedades inflamatorias tales como artritis, afecciones artriticas relacionadas (por ejemplo, osteoartritis,
artritis reumatoide, y artritis psoriasica), enfermedad inflamatoria del intestino (por ejemplo, enfermedad de Crohn y
colitis ulcerativa), sepsia, psoriasis, dermatitis atdpica, dermatitis de contacto, y enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, enfermedades pulmonares inflamatorias crénicas también son dolencias prevalentes y problematicas. La
produccion aumentada o no regulada de TNF-a juega un papel central en la respuesta inflamatoria y la
administracion de sus antagonistas bloquea las respuestas crénicas y agudas en modelos animales de enfermedad
inflamatoria.

La artritis es una enfermedad autoinmune sistémica que puede referirse a un grupo de afecciones que implican
dafio en las articulaciones del cuerpo. Hay mas de 100 formas diferentes de artritis. La forma mas comun es
osteoartritis (enfermedad articular degenerativa) y otras formas de artritis son artritis reumatoide, artritis psoriasica, y
enfermedades autoinmunes relacionadas tales como lupus y gota. La artritis reumatoide se caracteriza por una
inflamacién crénica de las articulaciones. Tanto el tejido como el fluido sinovial estan invadidos por células
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inflamatorias que dan lugar a la produccion de citoquinas. Las células T y los monocitos que se infiltran en las
articulaciones presentan una activacion incrementada de marcadores de respuesta inmune Tipo 1y 2.

La psoriasis es una enfermedad autoinmune sistémica cronica que aparece en la piel. Hay cinco tipos de psoriasis:
en placas, en gotas, inversa, pustulosa y eritrodérmica. La forma mas comun, psoriasis en placas, se observa
comunmente como tonos rojos y blancos de parches escamosos que aparecen en la primera capa superior de la
epidermis. Algunos pacientes, sin embargo, no tienen sintomas dermatoldgicos. En la psoriasis en placas, la piel se
acumula rapidamente en estos sitios, lo que la proporciona una apariencia plateada, blanca. Las placas aparecen
frecuentemente en la piel de los codos y rodillas, pero pueden afectar cualquier area, incluyendo el craneo, palmas
de las manos y plantas de los pies, y genitales. A diferencia del eccema, la psoriasis se encuentra mas
probablemente en el lado exterior de la articulacion. El trastorno es una afeccién crénica recurrente que varia en
gravedad de parches menores localizados a cobertura corporal completa. Las ufias de los dedos de las manos y
uias de los dedos de los pies estan frecuentemente afectadas (distrofia ungueal psoriasica) y puede observarse
como un sintoma aislado. La psoriasis también puede causar inflamacion de las articulaciones, que se conoce como
artritis psoriasica. En la psoriasis, una hipotesis es que las células T se vuelven activas, migran a la dermis y
desencadenan la liberacion de citoquinas, TNF-a en particular, lo que causa inflamacion y la rapida proliferacion de
queratinocitos.

La artritis psoriasica es una afeccion artritica inflamatoria cronica que afecta la piel, las articulaciones, los sitios de
insercion de tendones, ligamentos, y fascia. Gladman, Current Opinion in Rheumatology, "Current concepts in
psoriatic arthritis," 2002, 14:361-366, y Ruddy et al., Rheumatology, vol. 2., capitulo 71, pagina 1071, 62 ed., 2001.
La artritis psoriasica esta asociada cominmente con psoriasis. /d. Aproximadamente el 7% de los pacientes con
psoriasis desarrolla artritis psoriasica. The Merck Manual, 448 (172 ed., 1999).

La artritis psoriasica puede aparecer en una variedad de patrones clinicos. Hay cinco patrones generales de artritis
psoriasica: artritis de las articulaciones interfalangicas distales, artritis destructora, poliartritis simétrica indistinguible
de artritis reumatoide, oligoartritis asimétrica, y espondiloartropatia. Ruddy ef al., pagina 1073. La psoriasis parece
preceder el inicio de la artritis psoriasica en el 60-80% de los pacientes. Ocasionalmente, la artritis y la psoriasis
aparecen simultaneamente. Las erupciones cutaneas pueden estar precedidas por la artropatia.

Los sintomas de la artritis psoriasica incluyen formacion de hueso extra, rigidez de las articulaciones, dactilitis,
entesopatia, tendinitis, y espondilitis. Gladman, pagina 362. La mayor parte de los pacientes tienen el patrén clasico
de psoriasis de lesiones en la piel. Ruddy et al., pagina 1075. Placas escamosas, eritematosas, lesiones en gota,
lagos de pus, y eritroderma son lesiones cutaneas psoriasicas que pueden observarse en pacientes con artritis
psoriasica. Las lesiones en las ufias, incluyendo con févea, lineas de Beau, leuconiquia, onicolisis, manchas de
aceite, hiperqueratosis subungular, hemorragias en astilla, linulas en manchas, y rotura, son caracteristicas clinicas
asociadas significativamente con el desarrollo de artritis psoriasica. Ruddy et al., pagina 1076. Los sintomas
oculares en la artritis psoriasica incluyen conjuntivitis, iritis, episcleritis, queratoconjuntivitis seca e insuficiencia
aortica.

Aunque la causa exacta de la artritis psoriasica es desconocida, los factores genéticos, medioambientales,
inmunoldgicos, y vasculares contribuyen a la predisposicion individual. Ruddy et al., paginas 1071-72, y Gladman,
pagina 363. La enfermedad ocurre lo mas probablemente en familiares de primer grado que estan afectados que en
la poblacion general. Ruddy et al., pagina 1071. Los estudios poblacionales han mostrado que estan asociados
multiples antigenos de leucocitos humanos (HLA). British Society for Rheumatology, Rheumatology, 2001; 40:243, y
Gladman, pagina 362. Mucha evidencia sugiere que un proceso mediado por células T dirige la patofisiologia de la
artritis psoriasica. Ruddy et al., paginas 1071 y 1077, y Gladman, pagina 363. Las células T activadas pueden
contribuir a la produccién aumentada de citoquinas encontrada en el fluido sinovial. Las citoquinas Th1 (por
ejemplo, factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-alfa), interleuquina (IL)-1-beta e IL-10) son mas prevalentes en artritis
psoriasica que en artritis reumatoide, lo que sugiere que las dos enfermedades pueden resultar de un mecanismo
diferente. Ruddy et al., pagina 1071. Los monocitos también juegan un papel en la artritis psoriasica y son
responsables de la produccién de metaloproteinasas de matriz, que pueden mediar los cambios destructores en las
articulaciones de pacientes con artritis psoriasica. Gladman, pagina 364.

Internacionalmente, la incidencia de artritis psoriasica es 1-40%. La artritis psoriasica se desarrolla habitualmente en
la cuarta a sexta década de la vida, pero puede ocurrir casi a cualquier edad. Los hombres y mujeres estan
afectados por igual, pero se produce una predominancia de hombres en la forma espondilitica, mientras se produce
una predominancia de mujeres en la forma reumatoide. Ruddy et al., pagina 1077.

Existe una necesidad significativa de métodos seguros y efectivos para tratar, prevenir y gestionar la artritis
psoriasica, particularmente para pacientes que son refractarios a los tratamientos convencionales. Ademas, existe
una necesidad de tratar dicha enfermedad mientras se reduce o evita la toxicidad y/o efectos secundarios asociados
con las terapias convencionales.

Asi, los compuestos y composiciones que puedan bloquear la actividad o inhibir la produccion de PDE4 y
determinadas citoquinas, incluyendo TNF-a, pueden ser terapéuticos beneficiosos. Muchos inhibidores que son
moléculas pequefias han demostrado una capacidad para tratar o prevenir enfermedades inflamatorias en las que
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estan implicados PDE4 o TNF-a (para una revision, véase Lowe, 1998 Exp. Opin. Ther. Patents 8:1309-1332). Una
de dichas clases de moléculas son las fenetilsulfonas sustituidas descritas en las Patentes U.S. Nos. 6.020.358;
6.962.940; 7.208.526; y 7.659.302, y Publicacion de Patente U.S. No. 2008/0234359. Por ejemplo, Apremilast es un
nuevo inmunomodulador oral pluripotente que inhibe especificamente PDE4 e inhibe la produccién espontanea de
TNF-a de células sinoviales reumatoides humanas y mejora la artritis experimental. (McCann et al., Arthritis Res.
Ther. 2010, 12(3):R107). Ademas, Etanercept (Enbrel®) es un inhibidor de TNF-a util.

Una interrelacion delicada bien equilibrada entre los elementos inmunes humorales y celulares en la respuesta
inflamatoria permite la eliminacion de agentes dafiinos y el inicio de la reparacion del tejido dafiado. Cuando esta
interrelacion equilibrada de forma delicada se interrumpe, la respuesta inflamatoria puede resultar en un dafio
considerable en el tejido normal y puede ser mas dafina que la agresion original que inicid la reaccion. En estos
casos de respuestas inflamatorias incontroladas, es necesaria la intervencion clinica para evitar el dafio tisular y
disfuncion organica. Las enfermedades tales como psoriasis, artritis reumatoide, osteoartritis, artritis psoriasica,
enfermedad de Crohn, asma, alergias o enfermedad inflamatoria del intestino, se caracterizan por inflamacion
cronica.

Los tratamientos actuales para trastornos inflamatorios implican medicaciones sintomaticas y agentes
inmunosupresores para controlar los sintomas. Por ejemplo, los farmacos anti-inflamatorios no esteroideos (NSAID)
tales como aspirina, ibuprofeno, fenoprofeno, naproxeno, tolmetina, sulindac, meclofenamato sodio, piroxicam,
flurbiprofeno, diclofenac, oxaprozina, nabumetona, etodolac, y quetoprofeno tienen efectos analgésicos y anti-
inflamatorios. Sin embargo, se cree que los NSAID no son capaces de alterar la progresion de la enfermedad.
(Tierney et al. (eds), Current Medical Diagnosis & Treatment, 37 ed., Appleton & Lange (1998), p 793). Ademas, los
NSAID causan frecuentemente efectos secundarios gastrointestinales, afectan el tracto intestinal inferior causando
perforacion o agravando la enfermedad inflamatoria del intestino, producen toxicidad renal, y prolongan el tiempo de
sangrado. Los corticosteroides son otra clase de farmacos que se usan comunmente para controlar los sintomas
inflamatorios. Los corticosteroides, como los NSAID, no alteran la progresion natural de la enfermedad, y asi, las
manifestaciones clinicas de la enfermedad activa reaparecen cominmente cuando se interrumpe el farmaco. El
problema serio de reacciones inadecuadas que resultan de terapia prolongada con corticosteroides (por ejemplo,
osteoporosis, riesgo incrementado de infeccion, apetito incrementado, hipertension, edema, Ulceras pépticas,
psicosis) limita en gran medida su uso a largo plazo.

Las dosis bajas de agentes inmunosupresores tales como agentes citotdxicos pueden usarse para el tratamiento de
trastornos inflamatorios. Por ejemplo, algunos tratamientos para la psoriasis y artritis se basan en farmacos anti-
reumaticos que modifican la enfermedad (DMARD tales como ciclosporina A y metotrexato), agentes anti-
inflamatorios (inhibidores de TNF-a tales como etanercept), y analgésicos.

Se estan buscando constantemente nuevos tratamientos para los trastornos inflamatorios y autoinmunes. En
particular, se esta buscando constantemente cualquier nuevo tratamiento que reduzca la dosificacion y/o frecuencia
de administracion de agentes que se estan usando actualmente, o que sea capaz de hacer que un tratamiento
usado actualmente sea mas efectivo. Aunque ha habido reportes de combinaciones entre inhibidores de PDE4 y
corticosteroides en modelos de leucemia y cancer de la piel, la combinacién de inhibidores de PDE4 con inhibidores
de TNF-a, inhibidores de calcineurina, o antimetabolitos para el tratamiento de enfermedades inflamatorias todavia
no se ha utilizado. Véase, por ejemplo, Dong, H. et al., Biochem Pharmacol., 2010, 79(3): 321-329; Kowalczyk P. et
al., Eur J Pharmacol., 2009, 610(1-3): 29-36; Meyers, J.A., et al. Clin Cancer Res., 2007, 13(16): 4920-4927.

US 2009/239926 A1 describe el uso de ciclopropil-N-{2-[(1S)-1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etil]-3-
oxoisoindolina-4-il}carboxamida en el tratamiento de psoriasis o artritis psoriasica. US 2006/183787 describe el uso
de (+)-2-[1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-metilsulfoniletil]-4-acetilaminoisoindolina-1,3-diona en el tratamiento de artritis
psoriasica.

3. Compendio

La presente invencion proporciona (S)-N-(2-(1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etil)-1,3-dioxoisoindolin-4-
illacetamida, o una sal, o solvato farmacéuticamente aceptable de éste, y una cantidad terapéuticamente efectiva
de agente activo adicional ciclosporina A para uso en un método para tratar la artritis reumatoide.

4. Breve descripcion de las figuras

La Figura 1. muestra efectos de (+)-2-[1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-metilsulfoniletil]-4-acetilaminoisoindolina-1,3-diona
(Compuesto A) y dexametasona en el grosor de las patas posteriores en ratones.

La Figura 2. muestra efectos de (+)-[1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-metilsulfonil]etil]-4-acetilaminoisoindolina-1,3-diona
(Compuesto A) y Etanercept en el grosor de las patas posteriores en ratones.

La Figura 3. muestra la produccion de interferon-gamma en respuesta a inhibidores de PDE4 en combinacion con
ciclosporina, Etanercept o metotrexato.
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La Figura 4. muestra la produccion de interleuquina-2 en respuesta a inhibidores de PDE4 en combinacion con
ciclosporina, Etanercept o metotrexato.

La Figura 5. muestra la produccion de interleuquina-4 en respuesta a inhibidores de PDE4 en combinacion con
ciclosporina, Etanercept o metotrexato.

La Figura 6. muestra la produccién de interleuquina-10 en respuesta a inhibidores de PDE4 en combinacién con
ciclosporina, Etanercept o metotrexato.

La Figura 7. muestra la produccién de interleuquina-13 en respuesta a inhibidores de PDE4 en combinacién con
ciclosporina, Etanercept o metotrexato.

La Figura 8. muestra la produccion de proteina 10 inducible por interferén en respuesta a inhibidores de PDE4 en
combinacién con ciclosporina, Etanercept o metotrexato.

La Figura 9. muestra la produccion de proteina 1-alfa inflamatoria de macréfagos en respuesta a inhibidores de
PDE4 en combinacién con ciclosporina, Etanercept o metotrexato.

La Figura 10. muestra la produccién de proteina 1-beta inflamatoria de macréfagos en respuesta a inhibidores de
PDE4 en combinacién con ciclosporina, Etanercept o metotrexato.

La Figura 11. muestra la produccion de TNF-a en respuesta a inhibidores de PDE4 en combinacion con
ciclosporina, Etanercept o metotrexato.

La Figura 12. muestra la produccion de interferon-gamma en respuesta a inhibidores de PDE4 en combinacion con
ciclosporina, Etanercept o metotrexato.

La Figura 13. muestra la produccion de interleuquina-2 en respuesta a inhibidores de PDE4 en combinacién con
ciclosporina, Etanercept o metotrexato.

La Figura 14. muestra la produccion de interleuquina4 en respuesta a inhibidores de PDE4 en combinacion con
ciclosporina, Etanercept o metotrexato.

La Figura 15. muestra la produccion de interleuquina-10 en respuesta a inhibidores de PDE4 en combinacién con
ciclosporina, Etanercept o metotrexato.

La Figura 16. muestra la produccion de interleuquina-13 en respuesta a inhibidores de PDE4 en combinacién con
ciclosporina, Etanercept o metotrexato.

La Figura 17. muestra la produccién de proteina 10 inducible por interferén en respuesta a inhibidores de PDE4 en
combinacién con ciclosporina, Etanercept o metotrexato.

La Figura 18. muestra la produccion de proteina 1-alfa inflamatoria de macréfagos en respuesta a inhibidores de
PDE4 en combinacién con ciclosporina, Etanercept o metotrexato.

La Figura 19. muestra la produccién de proteina 1-beta inflamatoria de macréfagos en respuesta a inhibidores de
PDE4 en combinacién con ciclosporina, Etanercept o metotrexato.

La Figura 20. muestra la produccion de TNF-a en respuesta a inhibidores de PDE4 en combinacion con
ciclosporina, Etanercept o metotrexato.

La Figura 21. muestra la produccion de interleuquina-10 en respuesta a inhibidores de PDE4 en combinacién con
ciclosporina, Etanercept o metotrexato en células mononucleares de sangre periférica tratadas con enterotoxina B
estafilococica.

La Figura 22. muestra la produccién de proteina 10 inducible por interferén en respuesta a inhibidores de PDE4 en
combinacién con ciclosporina, Etanercept o metotrexato en células mononucleares de sangre periférica tratadas con
enterotoxina B estafilococica.

La Figura 23. muestra la produccion de proteina 1-alfa inflamatoria de macréfagos en respuesta a inhibidores de
PDE4 en combinacion con ciclosporina, Etanercept o metotrexato en células mononucleares de sangre periférica
tratadas con enterotoxina B estafilocécica.

La Figura 24. muestra la produccion de proteina 1-beta inflamatoria de macréfagos en respuesta a inhibidores de
PDE4 en combinacion con ciclosporina, Etanercept o metotrexato en células mononucleares de sangre periférica
tratadas con enterotoxina B estafilococica.
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La Figura 25. muestra la produccion de TNF-a en respuesta a inhibidores de PDE4 en combinacion con
ciclosporina, Etanercept o metotrexato en células mononucleares de sangre periférica tratadas con enterotoxina B
estafilococica.

La Figura 26. muestra la produccion de IL-7 en respuesta al Compuesto A, solo o en combinaciéon con metotrexato.
La Figura 27. muestra la produccion de IL-7 en respuesta al Compuesto A, solo o en combinacion con Etanercept.
La Figura 28. muestra la produccion de IL-7 en respuesta al Compuesto A, solo o en combinacion con prednisona.
5. Descripcion detallada

5.1. Terapias de combinacion que comprenden inhibidores de PDE4 para la inflamacién

En la presente memoria se describen métodos para tratar, gestionar o prevenir artritis reumatoide. El Compuesto A,
que es el enantibmero (+) de 2-[1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-metilsulfoniletil]-4-acetilaminoisoindolina-1,3-diona,
también conocido como Apremilast, o una sal farmacéuticamente de éste en combinacién con ciclosporina A para
uso en un método para tratar artritis reumatoide. Sin estar limitado por teoria, el enantiomero (+) de 2-[1-(3-etoxi-4-

metoxifenil)-2-metilsulfoniletil]-4-acetilaminoisoindolina-1,3-diona se cree que es (S)-N-(2-(1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-
2-(metilsulfonil)etil)-1,3-dioxoisoindolin-4-il)acetamida, que tiene la estructura siguiente:

0 0—
)LNH 0 0
N
~
0 df N (A).

El Compuesto A puede prepararse segun los métodos descritos en la Patente U.S. No. 6.962.940, titulada "(+)-2-[1-
(3-Ethoxy-4-methoxyphenyl)-2-methylsulfonylethyl]-4-acetylaminoisoindoline-1,3-dione: Methods Of Using And
Compositions Thereof," o la Publicacion de Patente U.S. No. 2010/0168475. Generalmente, la 2-[1-(3-etoxi-4-
metoxifenil)-2-metilsulfoniletil]-4-acetilaminoisoindolina-1,3-diona racémica puede prepararse usando los métodos
descritos en la Patente de los Estados Unidos No. 6.020.358. El enantiomero (+) correspondiente puede aislarse del
compuesto racémico por técnicas conocidas en la técnica. Los ejemplos incluyen, pero no estan limitados a, la
formacion de sales quirales y el uso de cromatografia liquida quiral o de alta resolucion "HPLC" y la formacién y
cristalizacion de sales quirales. Véase, por ejemplo, Jacques, J., et al., Enantiomers, Racemates and Resolutions
(Wiley-Interscience, Nueva York, 1981); Wilen, S. H., et al, Tetrahedron 33:2725 (1977); Eliel, E. L.,
Stereochemistry of Carbon Compounds (McGraw-Hill, NY, 1962); Wilen, S. H., Tables of Resolving Agents and
Optical Resolutions p. 268 (E. L. Eliel, Ed., Univ. de Notre Dame Press, Notre Dame, IN, 1972).

En un método especifico, el enantidmero (+) de 2-[1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-metilsulfoniletil]-4-
acetilaminoisoindolina-1,3-diona se sintetiza a partir de anhidrido 3-acetamidoftalico y una sal de aminoacido quiral
de (S)-2-(3-etoxi-4-metoxifenil)-1-(metilsulfonil)-et-2-lamina. Las sales de aminoacido quirales de (S)-2-(3 etoxi-4-
metoxifenil)-1-(metilsulfonil)-et-2-ilamina incluyen, pero no estan limitadas a sales formadas con los isémeros L de
alanina, arginina, asparagina, acido aspartico, cisteina, glutamina, acido glutamico, glicina, histidina, isoleucina,
leucina, lisina, metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina, valina, ornitina, acido 4-
aminobutirico, acido 2-aminoisobutirico, acido 3-aminopropionico, ornitina, norleucina, norvalina, hidroxiprolina,
sarcosina, citrulina, acido cisteico, t-butilglicina, t-butilalanina, fenilglicina, ciclohexilalanina, y N-acetil-L-leucina. Una
sal de aminoacido quiral especifica es sal de N-acetil-L-leucina de (S)-2-(3-etoxi-4-metoxifenil)-1-(metilsulfonil)-et-2-
ilamina, que se resuelve a partir de 2-(3-etoxi-4-metoxifenil)-1-(sulfonil)-et-2-ilamina y N-acetil-L-leucina en metanol.

La combinacion inventiva del inhibidor de PDE4 (S)-N-(2-(1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etil)-1,3-
dioxoisoindolin-4-il)acetamida ("Compuesto A") con ciclosporina A ("CsA") proporciona efectos sinérgicos para la
inhibicion de citoquinas asociadas con la artritis reumatoide. Como se proporciona en la presente memoria, la
determinacion de si la adicion de Compuesto A aumentaba la inhibicién de la produccién de citoquinas respecto a la
producida por CsA sola se evalud en células T estimuladas con anticuerpo monoclonal (mAb) anti-CD3 humano y
PBMC tratadas con enterotoxina B estafilococica (SEB). El perfilado de citoquinas incluy6 interferén-gamma (IFN-y),
interleuquina (IL)-2, IL-4, IL-10, IL-13, proteina 10 inducible por interferon (IP-10), proteina 1-alfa inflamatoria de
macrofagos (MIP-1a) y proteina 1-beta inflamatoria de macréfagos (MIP-183) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-
a).

5.2. Definiciones

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "Compuesto A" se refiere a una forma enantioméricamente
pura de 2-[1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-metilsulfoniletil]-4-acetilaminoisoindolina-1,3-diona, también conocido como
Apremilast, y que cuando se disuelve en metanol rota el plano de la luz polarizada en la direccion (+). Sin estar
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limitado por teoria, se cree que el Compuesto A es (S)-N-(2-(1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etil)-1,3-
dioxoisoindolin-4-il)acetamida, que tiene la estructura siguiente:

O 00—
&g
N
el
o ol A (A).

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "Compuesto B" se refiere a {2-[(1S)-1-(3-etoxi-4-metoxi-fenil)-
2-metanosulfonil-etil]-3-oxo-2,3-dihidro-1H-isoindol-4-il}-amida del acido ciclopropanocarboxilico
enantioméricamente pura. Sin estar limitado por teoria, se cree que el Compuesto B es (S)-N-(2-(1-(3-etoxi-4-
metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etil)-3-oxoisoindolin-4-il)ciclopropanocarboxamida, que tiene la estructura siguiente:

@f@\“

Tal y como se usa en la presente memoria y a no ser que se indique otra cosa, el término "sal farmacéuticamente
aceptable" incluye, pero no esta limitado a, sales preparadas a partir de acidos o bases no tdxicos
farmacéuticamente aceptables incluyendo acidos y bases inorganicas y acidos y bases organicas. Las sales de
adicién a base farmacéuticamente aceptables adecuadas incluyen sales metalicas preparadas a partir de aluminio,
calcio, litio, magnesio, potasio, sodio y cinc o sales organicas preparadas a partir de lisina, N,N'-
dibenciletilendiamina, cloroprocaina, colina, dietanolamina, etilendiamina, meglumina (N-metilglucamina) y procaina.
Los acidos no téxicos adecuados incluyen, pero no estan limitados a, acidos inorganicos y organicos tales como
acido aceético, alginico, antranilico, bencenosulfénico, benzoico, camforsulfénico, citrico, etanosulfénico, férmico,
fumarico, furoico, galacturénico, glucénico, glucurénico, glutamico, glicélico, bromhidrico, clorhidrico, isetidnico,
lactico, maleico, malico, mandélico, metanosulfénico, mucico, nitrico, pamoico, pantoténico, fenilacético, fosférico,
propionico, salicilico, estearico, succinico, sulfanilico, sulfarico, tartarico, y acido p-toluenosulfénico. Los acidos no
toxicos especificos incluyen acidos clorhidrico, bromhidrico, fosférico, sulfurico, y metanosulfénico. Los ejemplos de
sales especificas incluyen sales hidrocloruro y mesilato.

Tal y como se usa en la presente memoria y a no ser que se indique otra cosa, el término "hidrato" significa un
compuesto proporcionado en la presente memoria o una sal de éste, que incluye ademas una cantidad
estequiométrica o no estequiométrica de agua unida por fuerzas intermoleculares no covalentes.

Tal y como se usa en la presente memoria y a no ser que se indique otra cosa, el término "solvato" significa un
solvato formado a partir de la asociacién de una o mas moléculas de disolvente con un compuesto proporcionado
en la presente memoria. El término "solvato" incluye hidratos (por ejemplo, mono-hidrato, dihidrato, trihidrato,
tetrahidrato y semejantes).

Tal y como se usa en la presente memoria y a no ser que se indique ofra cosa, el término "polimorfo" significa
formas solidas cristalinas de un compuesto proporcionado en la presente memoria o complejo de éste. Los
diferentes polimorfos del mismo compuesto pueden presentar diferentes propiedades fisicas, quimicas, y/o
espectroscopicas.

Tal y como se usa en la presente memoria y a no ser que se especifique otra cosa, el término "profarmaco” significa
un derivado de un compuesto que puede hidrolizarse, oxidarse, o reaccionar de otra forma en condiciones
bioldgicas (in vitro o in vivo) para proporcionar el compuesto. Los ejemplos de profarmacos incluyen, pero no estan
limitados a, derivados y metabolitos de (+)-2-[1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-metilsulfoniletil]-4-acetilaminoisoindolina-
1,3-diona que incluyen restos biohidrolizables tales como analogos amidas biohidrolizables, ésteres biohidrolizables,
carbamatos biohidrolizables, carbonatos biohidrolizables, ureidos biohidrolizables, y fosfato biohidrolizables. Los
profarmacos pueden prepararse tipicamente usando métodos muy conocidos, tales como los descritos por 1
Burger's Medicinal Chemistry and Drug Discovery, 172-178, 949-982 (Manfred E. Wolff ed., 52 ed. 1995).

Tal y como se usa en la presente memoria y a no ser que se especifique otra cosa, el término "enantidomero,"
"isbmero" o "estereoisdmero" engloba todos los compuestos enantioméricamente/estereoméricamente puros y
enantioméricamente/estereoméricamente enriquecidos proporcionados en la presente memoria.
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Tal y como se usa en la presente memoria y a no ser que se indique ofra cosa, el término "estereoméricamente
puro” o "enantioméricamente puro" significa que un compuesto comprende un estereocisémero y carece
sustancialmente de su contra estereoisdmero o enantidmero. Por ejemplo, un compuesto es estereoméricamente o
enantioméricamente puro, cuando el compuesto contiene mas de o igual a 80%, 90%, 95%, 98% 6 99% de un
estereoisomero, y 20%, 10%, 5%, 2%, 1% o menos del contra estereoisomero. "Carece sustancialmente de su
enantiomero (-)" esta englobado por el término estereoméricamente puro o enantioméricamente puro.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "efecto adverso" incluye, pero no esta limitado a, toxicidades
gastrointestinales, renales y hepaticas, leucopenia, incrementos en los tiempos de sangrado, debido, por ejemplo, a
trombocitopenia, y prolongaciéon de la gestacion, nausea, vomito, somnolencia, astenia, mareo, teratogenicidad,
sintomas extra-piramidales, acatisia, cardiotoxicidad incluyendo alteraciones cardiovasculares, inflamacion,
disfuncion sexual masculina, y niveles séricos elevados de enzimas hepaticas. El término "toxicidades
gastrointestinales" incluye, pero no esta limitado a, ulceraciones y erosiones gastricas e intestinales. El término
"toxicidades renales" incluye, pero no esta limitado a, afecciones tales como necrosis papilar y nefritis intersticial
cronica.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "paciente" se refiere a un mamifero, particularmente un ser
humano. En algunas realizaciones, el paciente es una hembra. En realizaciones adicionales, el paciente es un
macho. En realizaciones adicionales, el paciente es un nifo.

Tal y como se usan en la presente memoria y a no ser que se especifique otra cosa, los términos "tratar," "que trata"
y "tratamiento” contemplan una acciéon que ocurre mientras un paciente esta padeciendo la enfermedad o trastorno
especificado, que reduce la gravedad o sintomas de la enfermedad o trastorno, o retarda o ralentiza la progresion o
sintomas de la enfermedad o trastorno.

Tal y como se usan en la presente memoria y a no ser que se especifique otra cosa, los términos "prevenir," "que
previene" y "prevencion" contemplan una accidon que ocurre antes de que un paciente empiece a padecer la
enfermedad o trastorno especificado, que inhibe o reduce la gravedad o sintomas de la enfermedad o trastorno.

Tal y como se usan en la presente memoria y a no ser que se indique otra cosa, los términos "gestionar," "que
gestiona" y "gestion" engloban prevenir la recurrencia de la enfermedad o trastorno especificado en un paciente que
ya ha padecido la enfermedad o trastorno, y/o prolongar el tiempo en el que un paciente que ha padecido la
enfermedad o trastorno permanece en remisiéon. Los términos engloban modular el umbral, desarrollo y/o duracion
de la enfermedad o trastorno, o cambiar la manera en la que un paciente responde a la enfermedad o trastorno.

5.3. Tratamiento

En la presente memoria se proporciona la combinacion inventiva para uso en métodos para tratar, gestionar y/o
prevenir artritis reumatoide-que comprende administrar a un paciente que necesita dicho tratamiento, gestion o
prevencion, una cantidad terapéuticamente o profilacticamente efectiva de Compuesto A, o una sal, solvato
farmacéuticamente aceptable de éste y una cantidad terapéuticamente efectiva del agente adicional ciclosporina A.
En algunas realizaciones, se usa la sal o solvato del Compuesto A. En ofras realizaciones, se usa la base libre del
Compuesto A.

La invencion proporcionada en la presente memoria comprende administrar Compuesto A que carece
sustancialmente de su enantiémero (-), o una sal, solvato farmacéuticamente aceptable de éste, después del inicio
de los sintomas de la artritis reumatoide.

La invencion proporcionada en la presente memoria también incluye inhibir o evitar los sintomas de la artritis
reumatoide, asi como abordar la enfermedad en si misma, antes del inicio de los sintomas mediante la
administracion del Compuesto A, o una sal, solvato farmacéuticamente aceptable de éste. En algunas realizaciones,
los pacientes tratados por los métodos proporcionados en la presente memoria tienen un historial de artritis. En
determinadas realizaciones, los métodos comprenden administrar el Compuesto A o una sal, solvato
farmacéuticamente aceptable de éste, a un paciente (por ejemplo, un ser humano) que padece o es probable que
padezca, artritis reumatoide).

Los inhibidores de PDE4 (S)-N-(2-(1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etil)-1,3-dioxoisoindolin-4-il)acetamida y
(S)-N-(2-(1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etil)-3-oxoisoindolin-4-il)ciclopropanocarboxamida pueden usarse
en el tratamiento, gestién o prevencion de la artritis reumatoide. La magnitud de una dosis profilactica o terapéutica
de un ingrediente activo particular en la gestién aguda o crénica de la artritis variara, sin embargo, con la naturaleza
y gravedad de la enfermedad o afeccion, y la ruta por la que el ingrediente activo se administra. La dosis, y quiza la
frecuencia de la dosis, también variara segun la edad, peso corporal, y respuesta del paciente individual. Los
regimenes de dosificacion adecuados pueden seleccionarse facilmente por los expertos en la técnica con la
consideracion debida de dichos factores.

En general, el intervalo de dosis diaria recomendada para las afecciones descritas en la presente memoria estara
en el intervalo de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 1.000 mg al dia, proporcionada como una dosis
Unica una vez al dia o como dosis divididas a lo largo del dia. Mas especificamente, la dosis diaria puede
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administrarse una vez, dos veces, tres veces, o cuatro veces diariamente en dosis divididas igualmente.
Especificamente, un intervalo de dosis diaria puede ser de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 500 mg al
dia, mas especificamente, entre aproximadamente 10 mg y aproximadamente 200 mg al dia. Especificamente, la
dosis diaria puede administrarse en formas de dosificacion de 1 mg, 5 mg, 6,25 mg, 10 mg, 15 mg, 20 mg, 25 mg,
30 mg, 50 mg, 100 mg, 200 mg, 300 mg, 400 mg 6 500 mg (Q.D. o B.I.D.). En la gestién del paciente, la terapia
puede iniciarse a una dosis menor, quiza aproximadamente 1 mg a aproximadamente 25 mg, e incrementarse si es
necesario hasta aproximadamente 200 mg a aproximadamente 1.000 mg al dia bien como una Unica dosis o dosis
divididas, dependiendo de la respuesta global del paciente. En realizaciones adicionales, la dosis diaria del
Compuesto A es de aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 100 mg por kg del peso corporal de un
paciente. En algunas realizaciones, la dosis diaria del compuesto elegido es aproximadamente 1 mg/kg, 5 mg/kg,
6,25 mg/kg,10 mg/kg 6 25 mg/kg. En determinadas realizaciones, la cantidad terapéuticamente efectiva del primer
agente activo como se proporciona en la presente memoria es aproximadamente 1, 5, 6 25 mg por kg de peso
corporal del paciente al dia y la cantidad terapéuticamente efectiva del agente activo adicional como se proporciona
en la presente memoria es aproximadamente 1, 5, 6 6,25 mg por kg de peso corporal del paciente al dia.

5.3.1. Terapia de combinacion

Tal y como se proporciona en la presente memoria, (S)-N-(2-(1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etil)-1,3-
dioxoisoindolin-4-il)acetamida se administra en combinacién con otro farmaco (un "segundo agente activo" o un
"agente activo adicional") para tratar, gestionar y/o prevenir artritis reumatoide.

El Compuesto A se combina con un segundo agente activo en la invencion proporcionada en la presente memoria.
En algunas realizaciones, en la presente memoria se proporcionan combinaciones sinérgicas para el tratamiento,
prevencion y/o gestion de la artritis reumatoide. En algunas realizaciones, el Compuesto A también puede usarse
para aliviar efectos adversos asociados con los segundos agentes activos. Alternativamente, en algunas
realizaciones, los segundos agentes activos también pueden usarse para aliviar efectos adversos asociados con el
Compuesto A.

El segundo agente activo que se va a usar en la invencion proporcionada en la presente memoria en combinacion
con el Compuesto A es ciclosporina A.

Los segundos agentes activos pueden administrarse antes, después, o simultaneamente con el Compuesto A.

En algunas realizaciones, la administraciéon de una combinacién del Compuesto A y ciclosporina A resulta en un
efecto terapéutico sinérgico para el tratamiento, gestion, y/o prevencion de la artritis reumatoide.

La administracion de (S)-N-(2-(1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etil)-1,3-dioxoisoindolin-4-il)acetamida y
ciclosporina A a un paciente puede ocurrir simultaneamente o secuencialmente por la misma ruta o rutas diferentes
de administracion. La idoneidad de una ruta de administracion particular empleada para un segundo agente activo
depende del segundo agente activo en si mismo (por ejemplo, si puede administrarse oralmente o tépicamente sin
descomposicion antes de entrar en la corriente sanguinea) y el sujeto que se esta tratando. Una ruta de
administracion particular del  enantidmero (+) de  2-[1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-metilsulfoniletil]-4-
acetilaminoisoindolina-1,3-diona es la administracién oral en formas de dosificacién de un comprimido o una
capsula. Las rutas de administracion particulares para los segundos agentes o ingredientes activos proporcionados
en la presente memoria son conocidas para los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, The Merck Manual, 448
(172 ed., 1999).

La cantidad de segundo agente activo administrado puede determinarse sobre la base del agente especifico usado,
el sujeto que se esta tratando, la gravedad y estadio de la enfermedad y la o las cantidades de Compuesto A 'y
cualesquiera segundos agentes activos adicionales administrados simultaneamente al paciente. Los expertos en la
técnica pueden determinar las cantidades especificas segin procedimientos convencionales conocidos en la
técnica. En el inicio, se puede empezar a partir de la cantidad del segundo agente activo que se usa
convencionalmente en las terapias y ajustar la cantidad segun los factores descritos anteriormente. Véase, por
ejemplo, Physician's Desk Reference (562 Ed., 2004).

Puede ser necesario usar dosificaciones del ingrediente activo que estan fuera de los intervalos descritos en la
presente memoria en algunos casos, como sera evidente para los expertos en la técnica. Ademas, se indica que el
sanitario o médico responsable sabra cémo, y cuando, interrumpir, ajustar, o terminar la terapia conjuntamente con
la respuesta del paciente individual.

Las expresiones "cantidad terapéuticamente efectiva,”" "cantidad profilacticamente efectiva,” y "cantidad
terapéuticamente o profilacticamente efectiva," tal y como se usan en la presente memoria engloban las cantidades
de dosificacion y esquemas de frecuencia de dosis descritos anteriormente. Pueden ser aplicables diferentes
cantidades terapéuticamente efectivas para diferentes enfermedades y afecciones, como conoceran facilmente los
expertos en la técnica. De forma similar, las cantidades suficientes para tratar o prevenir dichos trastornos, pero
insuficientes para causar, o suficientes para reducir, efectos adversos asociados con formas racémicas del
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Compuesto A también estan englobadas por las cantidades de dosificacion descritas en la presente memoria y
esquemas de frecuencia de dosis.

5.4. Composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion

Pueden usarse composiciones farmacéuticas en la preparacion de formas de dosificacion unitarias individuales. Las
composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion proporcionadas en la presente memoria pueden comprender
un inhibidor de PDE4, incluyendo, pero no limitado a, el Compuesto A, o una sal, solvato farmacéuticamente
aceptable de éste y el segundo agente activo ciclosporina.

Las formas de dosificaciéon unitarias proporcionadas en la presente memoria son adecuadas para administracion
oral, mucosal (por ejemplo, nasal, sublingual, vaginal, cistica, rectal, prepucial, ocular, bucal o aural), parenteral (por
ejemplo, subcutanea, intravenosa, inyeccion en bolo, intramuscular o intraarterial), tépica (por ejemplo, gotas
oculares u otras preparaciones oftalmicas), transdérmica o transcutanea a un paciente. Los ejemplos no limitativos
de formas de dosificacion incluyen comprimidos; comprimidos oblongos; capsulas, tales como capsulas de gelatina
elastica blanda; sobres; pastillas; comprimidos para chupar; dispersiones; supositorios; polvos; aerosoles (por
ejemplo, pulverizadores nasales o inhaladores); geles; formas de dosificacion liquidas adecuadas para
administracion oral o mucosal a un paciente, incluyendo suspensiones (por ejemplo, suspensiones liquidas acuosas
0 no acuosas, emulsiones liquidas agua en aceite o aceite en agua), disoluciones y elixires; formas de dosificacion
liqguidas adecuadas para administracion parenteral a un paciente; gotas oculares u otras preparaciones oftalmicas
adecuadas para administracion tépica; y solidos estériles (por ejemplo, sélidos cristalinos o amorfos) que pueden
reconstituirse para proporcionar formas de dosificacion liquidas adecuadas para administracion parenteral a un
paciente.

La composicion, forma y tipo de formas de dosificacion proporcionadas en la presente memoria variaran tipicamente
dependiendo de su uso. Por ejemplo, una forma de dosificacion usada en el tratamiento agudo de una enfermedad
puede contener cantidades mayores de uno o mas de los ingredientes activos que comprende que una forma de
dosificacion usada en el tratamiento crénico de la misma enfermedad. De forma similar, una forma de dosificacion
parenteral puede contener cantidades menores de uno o mas de los ingredientes activos que comprende que una
forma de dosificacion oral usada para tratar la misma enfermedad. Estas y otras maneras en las que las formas de
dosificaciéon especificas proporcionadas en la presente memoria variaran entre si seran facilmente evidentes para
los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 20? ed., Mack Publishing,
Easton PA (2000).

Las composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion tipicas comprenden uno o mas excipientes. Los
excipientes adecuados son muy conocidos por los expertos en la técnica de farmacia y los ejemplos no limitantes
de excipientes adecuados se proporcionan en la presente memoria. Si un excipiente particular es adecuado para su
incorporacién en una composicion farmacéutica o forma de dosificacion depende de una variedad de factores
incluyendo, pero no limitado a, la manera en la que la forma de dosificacion se administrara a un paciente. Por
ejemplo, las formas de dosificacion orales tales como comprimidos pueden contener excipientes no idéneos para
uso en formas de dosificacion parenterales. La idoneidad de un excipiente particular también puede depender de los
ingredientes activos especificos en la forma de dosificacion. Por ejemplo, la descomposicion de algunos
ingredientes activos puede acelerarse 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 dicha
descomposicion acelerada. Consecuentemente, en la presente memoria se proporcionan composiciones
farmacéuticas y formas de dosificacion que contiene poca, si alguna, lactosa otros mono-o di-sacaridos. Tal y como
se usa en la presente memoria, el término "libre de lactosa" significa que la cantidad de lactosa presente, si alguna,
es insuficiente para incrementar sustancialmente la tasa de degradacion de un ingrediente activo.

Las composiciones libres de lactosa proporcionadas en la presente memoria pueden comprender excipientes que
son muy conocidos en la técnica y se listan, por ejemplo, en la Farmacopea de los EEUU (USP) 25-NF20 (2002).
En general, las composiciones libres de lactosa comprenden ingredientes activos, un aglutinante/relleno y un
lubricante en cantidades farmacéuticamente compatibles y farmacéuticamente aceptables. Las formas de
dosificacion libres de lactosa particulares comprenden ingredientes activos, celulosa microcristalina, almidon pre-
gelatinizado y estearato de magnesio.

En la presente memoria también se proporcionan composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion anhidras
que comprenden ingredientes activos, ya que el agua puede facilitar la degradacion de algunos compuestos. Por
ejemplo, la adicion de agua (por ejemplo 5%) estd ampliamente aceptada en las técnicas farmacéuticas como un
medio para simular el almacenamiento a largo plazo con el fin de determinar caracteristicas tales como vida util o la
estabilidad de las formulaciones con el tiempo. Véase, por ejemplo, Jens T. Carstensen, Drug Stability: Principles &
Practice, 22. Ed., Marcel Dekker, NY, NY, 1995, p. 379-80. En efecto, el agua y el calor aceleran la descomposicion
de algunos compuestos. Asi, el efecto del agua en una formulaciéon puede tener una gran significancia ya que el
contenido en agua y/o la humedad se encuentran comunmente durante la fabricacién, manejo, envasado,
almacenamiento, transporte y uso de las formulaciones.
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Las composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion anhidras proporcionadas en la presente memoria
pueden prepararse usando ingredientes anhidros o que contienen un bajo contenido en agua y condiciones de bajo
contenido en agua o baja humedad. Las composiciones farmacéuticas y formas de dosificacién que comprenden
lactosa y al menos un ingrediente activo que comprende una amina primaria o secundaria son preferiblemente
anhidras si se espera un contacto sustancial con contenido de agua y/o humedad durante la fabricacion, envasado
y/o almacenamiento.

Una composicién farmacéutica anhidra debe prepararse y almacenarse de manera que se mantenga su naturaleza
anhidra. De acuerdo con esto, las composiciones anhidras se envasan preferiblemente usando materiales que se
sabe que evitan la exposicion al agua de manera que pueden incluirse en kits de formulacién adecuados. Los
ejemplos no limitantes de envases adecuados incluyen aluminios, plasticos, contenedores de dosis unitaria (por
ejemplo, viales), envases blister, y laminas en tiras sellados herméticamente.

En la presente memoria también se proporcionan composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion que
comprenden uno o mas compuestos que reducen la velocidad a la que se descompondra un ingrediente activo.
Dichos compuestos, que se refieren en la presente memoria como "estabilizantes," incluyen, pero no estan limitados
a, antioxidantes tales como acido ascoérbico, tampones de pH o tampones de sal. Como las cantidades vy tipos de
excipientes, las cantidades y tipos especificos de ingredientes activos en una forma de dosificacion pueden ser
diferentes dependiendo de factores tales como, pero no limitado a, la ruta por la que se va a administrar a
pacientes. Sin embargo, las formas de dosificacion tipicas proporcionadas en la presente memoria comprenden (S)-
N-(2-(1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etil)-1,3-dioxoisoindolin-4-ilJacetamida o wuna sal o solvato
farmacéuticamente aceptable de éste en una cantidad de aproximadamente 1 a aproximadamente 1.000 mg. Las
formas de dosificacion tipicas comprenden Compuesto A o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de éste
en una cantidad de aproximadamente 1, 2, 5, 7,5, 10, 12,5, 15, 17,5, 20, 25, 30, 50, 100, 150 6 200 mg. En una
realizacién particular, una forma de dosificacion comprende bien uno de Compuesto A en una cantidad de
aproximadamente 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 50, 100 6 200 mg.

Por supuesto, la cantidad especifica del farmaco anti-artritico dependera del agente especifico usado, el tipo de
artritis que se esta tratando o gestionando, y la o las cantidades del inhibidor de PDE4 proporcionadas en la
presente memoria y los agentes activos adicionales administrados simultaneamente al paciente.

5.4.1. Formas de dosificacion orales

Las composiciones farmacéuticas proporcionadas en la presente memoria que son adecuadas para administracion
oral pueden presentarse pararse como formas de dosificacién discretas, tal como, pero no estan limitados a,
comprimidos (por ejemplo, comprimidos masticables), comprimidos oblongos, capsulas, y liquidos (por ejemplo,
jarabes con sabor). Dichas formas de dosificacion contienen cantidades predeterminadas de ingredientes activos, y
pueden prepararse por métodos de farmacia muy conocidos para los expertos en la técnica. Véase, generalmente,
Remington's Pharmaceutical Sciences, 20? ed., Mack Publishing, Easton PA (2000).

Las formas de dosificacion orales tipicas proporcionadas en la presente memoria se preparan combinando el o los
ingredientes activos en una mezcla intima con al menos un excipiente segun técnicas de composicion
farmacéuticas convencionales. Los excipientes pueden tomar una amplia variedad de formas dependiendo de la
forma de preparacién deseada para administracion. Los ejemplos no limitantes de excipientes adecuados para uso
en formas de dosificacion orales liquidas o en aerosol incluyen agua, glicoles, aceites, alcoholes, agentes
saporiferos, conservantes, y agentes colorantes. Los ejemplos no limitantes de excipientes adecuados para uso en
formas de dosificacion orales sélidas (por ejemplo, polvos, comprimidos, capsulas, y comprimidos oblongos)
incluyen almidones, azulcares, celulosa micro-cristalina, diluyentes, agentes de granulacién, lubricantes,
aglutinantes, y agentes disgregantes.

Dada su facilidad de administracion, los comprimidos y capsulas representan las formas unitarias de dosificacion
mas ventajosas en cuyo caso se emplean excipientes solidos. Si se desea, los comprimidos pueden recubrirse por
técnicas acuosas o0 no acuosas estandar. Dichas formas de dosificacion pueden prepararse por cualquiera de los
métodos de farmacia. En general, las composiciones farmacéuticas y formas de dosificaciéon se preparan
mezclando uniformemente e intimamente los ingredientes activos con vehiculos liquidos, vehiculos sélidos
finamente divididos, o ambos, y después se da forma al producto en la presentacion deseada si es necesario.

Por ejemplo, un comprimido puede prepararse por compresion o moldeo. Los comprimidos comprimidos pueden
prepararse comprimiendo en una maquina adecuada los ingredientes activos en una forma de flujo libre tal como
polvo o granulos, opcionalmente mezclado con un excipiente. Los comprimidos moldeados pueden prepararse
moldeando en una maquina adecuada una mezcla del compuesto en polvo humedecido con un diluyente liquido
inerte.

Los ejemplos no limitantes de excipientes que pueden usarse en formas de dosificacion orales proporcionadas en la
presente memoria incluyen aglutinantes, rellenos, disgregantes, y lubricantes. Los ejemplos no limitantes de
aglutinantes adecuados para uso en composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion incluyen almidén de
maiz, almidon de patata, u otros almidones, gelatina, gomas naturales y sintéticas tal como arabiga, alginato de
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sodio, acido alginico, otros alginatos, goma de tragacanto en polvo, goma guar, celulosa y sus derivados (por
ejemplo, etil celulosa, acetato de celulosa, carboximetil celulosa de calcio, carboximetil celulosa de sodio), polivinil
pirrolidona, metil celulosa, almidén pre-gelatinizado, hidroxipropil metil celulosa, (por ejemplo, Nos. 2208, 2906,
2910), celulosa microcristalina, y mezclas de éstos.

Los ejemplos no limitantes de formas adecuadas de celulosa microcristalina incluyen los materiales vendidos 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 éstos. Un aglutinante especifico es una mezcla de
celulosa microcristalina y carboximetil celulosa de sodio vendido como AVICEL RC-581. Los excipientes o aditivos
anhidros o con bajo contenido en agua adecuados incluyen AVICEL-PH-103™ y Almidon 1500 LM.

Los ejemplos no limitantes de rellenos adecuados para uso en las composiciones farmacéuticas y formas de
dosificacion descritas en la presente memoria incluyen talco, carbonato de calcio (por ejemplo, granulos o polvo),
celulosa microcristalina, celulosa en polvo, dextratos, caolin, manitol, acido silicico, sorbitol, almidén, almidén pre-
gelatinizado, y mezclas de éstos. El aglutinante o relleno en las composiciones farmacéuticas esta presente
tipicamente en de aproximadamente 50 a aproximadamente 99 por ciento en peso de la composiciéon farmacéutica
o forma de dosificacion.

Los disgregantes pueden usarse en las composiciones proporcionadas en la presente memoria para proporcionar
comprimidos que se disgregan cuando se exponen a un entorno acuoso. Los comprimidos que contienen
demasiado disgregante pueden disgregarse en el almacenamiento, mientras aquellos que contienen demasiado
poco disgregante pueden no disgregarse a una velocidad deseada o bajo las condiciones deseadas. Asi, una
cantidad suficiente de disgregante que no es demasiado alta ni demasiado baja para alterar perjudicialmente la
liberacion de los ingredientes activos debe usarse para formar formas de dosificacion orales sdlidas. La cantidad de
disgregante usada varia sobre la base del tipo de formulacion, y es facilmente discernible para los expertos en la
técnica. Las composiciones farmacéuticas tipicas comprenden de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 15 por
ciento en peso de disgregante, preferiblemente de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 por ciento en peso de
disgregante.

Los ejemplos no limitantes de disgregantes que pueden usarse en composiciones farmacéuticas y formas de
dosificacion proporcionadas en la presente memoria incluyen agar-agar, acido alginico, carbonato de calcio,
celulosa microcristalina, croscarmelosa de sodio, crospovidona, polacrilina potasio, glicolato sédico de almidén,
almidon de patata o tapioca, otros almidones, almidén pre-gelatinizado, otros almidones, arcillas, otras alginas, otras
celulosas, gomas, y mezclas de éstos.

Los ejemplos no limitantes de lubricantes que pueden usarse en composiciones farmacéuticas y formas de
dosificacion proporcionadas en la presente memoria incluyen estearato de calcio, estearato de magnesio, aceite
mineral, aceite mineral ligero, glicerina, sorbitol, manitol, polietilen glicol, otros glicoles, acido estearico, lauril sulfato
de sodio, talco, aceite vegetal hidrogenado (por ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodon, aceite
de girasol, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz, y aceite de soja), estearato de cinc, oleato de etilo,
laureato de etilo, agar, y mezclas de éstos. Los lubricantes adicionales incluyen, por ejemplo, un gel de silice siloide
(AEROSIL 200, fabricado por W.R. Grace Co. de Baltimore, MD), un aerosol coagulado de silice sintética
(comercializado por Degussa Co. de Plano, TX), CAB-O-SIL (un producto de diéxido de silicio pirogénico vendido
por Cabot Co. de Boston, MA), y mezclas de éstos. Si se usan, los lubricantes se usan tipicamente en una cantidad
de menos de aproximadamente 1 por ciento en peso de las composiciones farmacéuticas o formas de dosificacion
en las que se incorporan.

En una realizacién, una forma de dosificacion soélida oral proporcionada en la presente memoria comprende
Compuesto A, lactosa anhidra, celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona, acido estearico, silice coloidal anhidra y
gelatina.

5.4.2. Formas de dosificacion de liberacion retardada

Los ingredientes activos pueden administrarse por medios de liberacion controlada o por dispositivos de
administracion que son muy conocidos para los expertos en la técnica. Los ejemplos no limitantes de medios de
liberacion controlada o dispositivos de administracion incluyen 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 y 5.733.566. Dichas formas de dosificacion pueden usarse para proporcionar una liberaciéon lenta o
controlada de uno o mas ingredientes activos usando, por ejemplo, hidropropilmetil celulosa, otras matrices de
polimero, geles, membranas permeables, sistemas osmaticos, recubrimientos con multiples capas, microparticulas,
liposomas, microesferas, o una combinacion de éstos para proporcionar el perfil de liberacion deseado en
proporciones variadas. Las formulaciones de liberacion controlada adecuadas conocidas para los expertos en la
técnica, incluyendo las descritas en la presente memoria, pueden seleccionarse faciimente para uso con los
ingredientes activos proporcionados en la presente memoria. Asi, en algunas realizaciones, en la presente memoria
se proporcionan formas de dosificacion unitarias Unicas adecuadas para administracién oral tal como, pero no
limitado a, comprimidos, capsulas, perlas de gel, y comprimidos oblongos que se adaptan para liberacion
controlada.
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Todos los productos farmacéuticos de liberacion controlada tienen un objetivo comun de mejorar la terapia con
farmaco sobre la conseguida por sus equivalentes no controlados. Idealmente, el uso de una preparacion de
liberacién controlada disefiada de forma éptima en el tratamiento médico se caracteriza porque se emplea un
minimo de sustancia farmacéutica para curar o controlar la afeccién en una cantidad de tiempo minima. Las
ventajas de las formulaciones de liberacion controlada incluyen actividad prolongada del farmaco, frecuencia de
dosificacion reducida, y seguimiento por el paciente incrementado. Ademas, las formulaciones de liberacion
controlada pueden usarse para afectar el momento del inicio de la accién u otras caracteristicas, tal como niveles
sanguineos del farmaco, y pueden asi afectar la aparicion de efectos secundarios (por ejemplo, adversos).

La mayor parte de las formulaciones de liberacion controlada se disefian para liberar inicialmente una cantidad del
farmaco (ingrediente activo) que produce rapidamente el efecto terapéutico deseado, y gradualmente y
continuamente liberan otras cantidades de farmaco para mantener este nivel de efecto terapéutico o profilactico
durante un periodo de tiempo prolongado. Con el fin de mantener este nivel constante de farmaco en el cuerpo, el
farmaco debe liberarse de la forma de dosificacion a una velocidad que reemplazara la cantidad de farmaco que se
esta metabolizando y excretando del cuerpo. La liberacion controlada de un ingrediente activo puede estimularse
por varias condiciones incluyendo, pero no limitado a, pH, temperatura, enzimas, agua, u otras condiciones
fisiolégicas o compuestos.

5.4.3. Formas de dosificacion parenterales

Las formas de dosificacion parenterales pueden administrarse a pacientes por varias rutas incluyendo, pero no
limitado a, subcutanea, intravenosa (incluyendo inyeccion en bolo), intramuscular, e intraarterial. Como su
administracion sobrepasa tipicamente las defensas naturales de los pacientes frente a contaminantes, las formas de
dosificaciéon parenterales son preferiblemente estériles o capaces de ser esterilizadas antes de la administracion a
un paciente. Los ejemplos no limitantes de formas de dosificacion parenterales incluyen disoluciones listas para
inyeccion, productos secos listos para ser disueltos o suspendidos en un vehiculo farmacéuticamente aceptable
para inyeccion, suspensiones listas para inyeccion, y emulsiones.

Los vehiculos adecuados que pueden usarse para proporcionar formas de dosificacion parenterales son muy
conocidos para los expertos en la técnica. Los ejemplos no limitantes de vehiculos adecuados incluyen Agua para
Inyeccién USP; vehiculos acuosos tales como, pero no limitado a, Inyeccién de Cloruro de Sodio, Inyecciéon de
Ringer, Inyeccion de Dextrosa, Inyeccion de Dextrosa y Cloruro de Sodio, e Inyeccion de Ringer Lactato; vehiculos
miscibles en agua tal como, pero no limitado a, etil alcohol, polietilen glicol, y polipropilen glicol; y vehiculos no
acuosos tal como, pero no limitado a, aceite de maiz, aceite de semilla de algoddn, 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 también pueden incorporarse en las formas de dosificacion parenterales proporcionadas en la presente
memoria. Por ejemplo, pueden usarse ciclodextrina y sus derivados para incrementar la solubilidad de (S)-N-(2-(1-
(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etil)-1,3-dioxoisoindolin-4-il)acetamida y sus derivados.

5.4.4. Formas de dosificacion tépicas y mucosales

Los farmacos pueden aplicarse localmente en la piel y su anexo o en una variedad de membranas mucosas. Las
rutas que pueden usarse incluyen nasal, sublingual, vaginal, cistica, rectal, prepucial, ocular, bucal o aural. Se han
desarrollado muchas formas de dosificacion para administrar principios activos en el sitio de la aplicacién para
producir efectos locales. Los ejemplos no limitantes de formas de dosificacion tépicas y mucosales proporcionadas
en la presente memoria incluyen pulverizaciones, inhaladores, aerosoles, pomadas, cremas, geles, pastas, polvos
en particulas, lociones, linimentos, emplastos, disoluciones, emulsiones, suspensiones, gotas oculares u otras
preparaciones oftalmicas u otras formas conocidas para un experto en la técnica. Véase, por ejemplo, Remington's
Pharmaceutical Sciences, 20? ed., Mack Publishing, Easton PA (2000). e Introduction to Pharmaceutical Dosage
Forms, 42 ed., Lea y Febiger, Filadelfia (1985). Las formas de dosificacion adecuadas para tratar tejidos mucosales
en la cavidad oral pueden formularse como lavados bucales o como geles orales.

Los excipientes adecuados (por ejemplo, vehiculos y diluyentes) y otros materiales que pueden usarse para
proporcionar formas de dosificacion tépicas y mucosales son muy conocidos para los expertos en la técnica
farmacéutica, y dependen del tejido particular en el que se aplicara una composicion farmacéutica o forma de
dosificacion dada. Los ejemplos no limitantes de excipientes tipicos incluyen, agua, acetona, etanol, etilen glicol,
propilen glicol, butano-1,3.diol, miristato de isopropilo, palmitato de isopropilo, aceite mineral, y mezclas de éstos
para formar disoluciones, emulsiones o geles, que no son téxicos y son farmacéuticamente aceptables.

Los hidratantes tales como oclusivos, humectantes, emolientes y rejuvenecedores proteicos también pueden
afiadirse a composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion si se desea. Los ejemplos de dichos ingredientes
adicionales son muy conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 202 ed.,
Mack Publishing, Easton PA (2000).
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Los oclusivos son sustancias que bloquean fisicamente la pérdida de agua en el estrato cérneo. Los ejemplos no
limitantes de oclusivos incluyen petrolato, lanolina, aceite mineral, siliconas tal como dimeticona, 6xido de cinc y
combinaciones de éstos. Preferiblemente, los oclusivos son petrolato y lanolina, mas preferiblemente petrolato en
una concentracion minima de 5%.

Los humectantes son sustancias que atraen el agua cuando se aplican en la piel y tedricamente mejoran la
hidratacion del estrato corneo. Sin embargo, el agua que se vierte en la piel es agua de otras células, no agua
atmosférica. Con este tipo de hidratante, la evaporacion de la piel puede continuar y realmente puede hacer que
empeore la sequedad. Los ejemplos no limitantes de humectantes incluyen glicerina, sorbitol, urea, alfa hidroxi
acidos, azucares y combinaciones de éstos. Preferiblemente, los humectantes son alfa hidroxi acidos, tales como
acido glicolico, acido lactico, acido malico, acido citrico y acido tartarico.

Los emolientes son sustancias que suavizan la piel rellenando los espacios entre escamas de la piel con gotitas de
aceite, y habitualmente no son oclusivos a no ser que se apliquen abundantemente. Cuando se combinan con un
emulsionante, pueden ayudar a mantener aceite y agua en el estrato cérneo. La vitamina E es un aditivo comun,
que parece no tener efecto, excepto como un emoliente. Asimismo, otras vitaminas, por ejemplo, A y D, también se
afiaden, pero su efecto es cuestionable. Los ejemplos no limitantes de emolientes incluyen aceite mineral, lanolina,
acidos grasos, colesterol, escualeno, lipidos estructurales y combinaciones de éstos.

Los rejuvenecedores proteicos son sustancias que rejuvenecen la piel reponiendo proteinas esenciales. Los
ejemplos no limitantes de rejuvenecedores proteicos incluyen colageno, queratina, elastina y combinaciones de
éstos.

El pH de una composicion farmacéutica o forma de dosificacion también puede ajustarse para mejorar la
administracion de uno o mas ingredientes activos. De forma similar, la polaridad de un vehiculo disolvente, su
fuerza ionica, o tonicidad pueden ajustarse para mejorar la administracion. Por ejemplo, la absorcién a través de la
piel también puede aumentarse por vendajes oclusivos, uncién o el uso de dimetilsulféxido como un vehiculo. Los
compuestos tales como estearatos metalicos (por ejemplo, estearato de calcio, estearato de cinc, estearato de
magnesio, estearato de sodio, estearato de litio, estearato de potasio, etc,) también pueden afadirse a
composiciones farmacéuticas o formas de dosificacion para alterar ventajosamente la hidrofilicidad o lipofilicidad de
uno o mas ingredientes activos de manera que se mejora la administracion. A este respecto, los estearatos pueden
servir como un vehiculo lipidico para la formulacién, como un agente emulsionante o tensioactivo, y como un agente
que potencia la administracion o potencia la penetracion. Pueden usarse diferentes sales, hidratos o solvatos de los
ingredientes activos para ajustar adicionalmente las propiedades de la composicion resultante.

En determinadas realizaciones, uno o ambos de los agentes activos como se proporciona en la presente memoria
se administran parenteralmente, transdérmicamente, mucosalmente, nasalmente, bucalmente, sublingualmente,
topicamente, u oralmente. En determinadas realizaciones, el primer agente activo se administra oralmente en una
forma de comprimido o capsula. En determinadas realizaciones, uno o mas de los agentes activos se administran
topicamente (por ejemplo, en la forma de dosificacion de una locién o un liquido).

5.4.5 Kits

Los ingredientes activos no se administran frecuentemente a un paciente al mismo tiempo o por la misma ruta de
administracion. En la presente memoria también se describen kits que, cuando se usan por el médico responsable,
pueden simplificar la administracion de cantidades apropiadas de los ingredientes activos a un paciente.

Un kit tipico comprende una forma de dosificacion unitaria del Compuesto A o una sal, solvato, hidrato
farmacéuticamente aceptable de éste y una forma de dosificacion unitaria de un segundo ingrediente activo,
ciclosporina A.

Los kits pueden comprender ademas dispositivos que se usan para administrar el o los ingredientes activos. Los
ejemplos de dichos dispositivos incluyen, pero no estan limitados a, jeringas, bolsas de goteo, parches, e
inhaladores.

Los kits pueden comprender ademas vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden usarse para administrar
uno o mas ingredientes activos. Por ejemplo, si un ingrediente activo se proporciona en una forma sélida que debe
reconstituirse para administracion parenteral, el kit puede comprender un contenedor sellado de un vehiculo
adecuado en el que puede disolverse el ingrediente activo para formar una disolucién estéril sin particulas que es
adecuada para administracion parenteral. Los ejemplos de vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen, pero
no estan limitados a: Agua para Inyeccién USP; vehiculos acuosos tales como, pero no limitado a, Inyeccién de
Cloruro de Sodio, Inyeccion de Ringer, Inyeccion de Dextrosa, Inyeccion de Dextrosa y Cloruro de Sodio, e
Inyeccién de Ringer Lactato; vehiculos miscibles en agua tal como, pero no limitado a, etil alcohol, polietilen glicol, y
polipropilen glicol; y vehiculos no acuosos tal como, pero no limitado a, aceite de maiz, aceite de semilla de
algoddn, aceite de cacahuete, aceite de sésamo, oleato de etilo, miristato de isopropilo, y benzoato de bencilo.
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6. Ejemplos

Algunas realizaciones proporcionadas en la presente memoria se ilustran por los ejemplos no limitantes siguientes.
Los ejemplos no deben considerarse como una limitacion en el alcance de éstos.

6.1. Ejemplo 1: Sintesis de 2-[1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-metilsulfoniletil]-4-acetilaminoisoindolina-1,3-diona

Una disolucion agitada de 1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-metilsulfoniletilamina (1,0 g, 3,7 mmoles) y anhidrido 3-
acetamidoftalico (751 mg, 3,66 mmoles) en acido acético (20 mL) se calenté a reflujo durante 15 h. El disolvente se
eliminé in vacuo para rendir un aceite. La cromatografia del aceite resultante rindié el producto como un sélido
amarillo (1,0 g, 59% de rendimiento): pf, 144°C.; "H RMN (CDCl3) 61,47 (t, J=7,0 Hz, 311, CH3), 2,26 (s, 3H, CHa),
2,88 (s,3H, CHa), 3,75 (dd, J=4,4, 14,3 Hz, 1H, CHH), 3,85 (s, 3H, CH3), 4,11 (q, J= 7 Hz, 2H, CH2), 5,87 (dd,
J=4,3, 10,5 Hz, 1H, NCH), 6,82-6,86 (m, 1H, Ar), 7,09-7,11 (m, 2H, Ar), 7,47 (d, J= 7 Hz, 1H,, Ar), 7,64 (i, J= 8 Hz,
1H, Ar), 8,74 (d, J= 8 Hz, 1H, Ar), 9,49 (br s, 1H, NH); "*C RMN (CDCls) 514,61, 24,85, 41,54, 48,44, 54,34, 55,85,
64,43, 111,37, 112,34, 115,04, 118,11, 120,21, 124,85, 129,17, 130,96, 136,01, 137,52, 148,54, 149,65, 167,38,
169,09, 169,40; Anal Calc'd. para C,,H24NO7S: C, 57,38; H, 5,25; N, 6,08. Encontrado: C, 57,31; H, 5,34; N, 5,83.

6.2. Ejemplo 2: Preparacion de (+)-2-[1-(3-Etoxi-4-metoxifenil)-2-metilsulfoniletil]-4-acetilaminoisoindolina-
1,3-diona ("Compuesto A")

6.2.1. Preparacion de acido 3-aminoftalico.

Una mezcla de 10% Pd/C (2,5 g), acido 3-nitroftalico (75,0 g, 355 mmoles) y etanol (1,5 L) se cargé en un
hidrogenador Parr de 2,5 L, bajo una atmodsfera de nitrdgeno. Se cargd hidrégeno en el recipiente de reaccion hasta
55 psi. La mezcla se agit6 durante 13 horas, manteniendo la presion de hidrogeno entre 50 y 55 psi. El hidrégeno se
liberdé y la mezcla se purgd con nitrégeno 3 veces. La suspension se filtré a través de un lecho de celite y se lavo
con metanol. El filtrado se concentré in vacuo. El sélido resultante se volvié a resuspender en éter y se aislé por
filtracion con vacio. El sélido se seco en in vacuo hasta un peso constante, rindiendo 54 g (84% de rendimiento) de
acido 3-aminoftalico como un producto amarillo. "H-RMN (DMSO-d6) &: 3,17 (s, 2H), 6,67 (d, 1H), 6,82 (d, 1H), 7,17
(t, 1H), 8-10 (brs, 2H). *C-RMN (DMSO0-d6)3: 112,00, 115,32, 118,20, 131,28, 135,86, 148,82, 169,15, 170,09.

6.2.2. Preparacion de anhidrido 3-acetamidoftalico.

Un matraz con 3 bocas de fondo redondo de 1 L se equipé con un agitador mecanico, termémetro, y condensador y
se cargo con acido 3-aminoftalico (108 g, 596 mmoles) y anhidrido acético (550 mL). La mezcla de reacciéon se
calentd a reflujo durante 3 horas y se enfrid6 hasta temperatura ambiente y adicionalmente hasta 0-5°C durante 1
horas mas. El sélido cristalino se recogid por filtracion con vacio y se lavd con éter. El producto sélido se seco in
vacuo a temperatura ambiente hasta un peso constante, proporcionando 75 g (61% de rendimiento) de anhidrido 3-
acetamidoftalico como un producto blanco. "H-RMN (CDCl3) 8: 2,21 (s, 3H), 7,76 (d, 1H), 7,94 (t, 1H), 8,42 (d, 1H),
9,84 (s, 1H).

6.2.3. Resolucion de 2-(3-etoxi-4-metoxifenil)-1-(metilsulfonil)-et-2-ilamina.

Un matraz con 3 bocas de fondo redondo de 3 L se equip6 con un agitador mecanico, termémetro, y condensador y
se cargo con 2-(3-etoxi-4-metoxifenil)-1-(metilsulfonil)-et-2-ilamina (137,0 g, 500 mmoles), N-acetil-L-leucina (52 g,
300 mmoles), y metanol (1,0 L). La suspension de solidos agitada se calentd a reflujo durante 1 hora. La mezcla
agitada se dej6 enfriar hasta temperatura ambiente y la agitacion se continué durante 3 horas mas a temperatura
ambiente. La suspension de sdlidos se filtrd y se lavé con metanol (250 L). El sélido se seco al aire y después se
seco in vacuo a temperatura ambiente hasta un peso constante, proporcionando 109,5 g (98% de rendimiento) del
producto crudo (85,8% ee). El sodlido crudo (55,0 g) y metanol (440 mL) se llevaron a reflujo durante 1 hora, se
enfriaron hasta temperatura ambiente y se agitaron durante 3 horas adicionales a temperatura ambiente. La
suspension de solidos se filtro y la torta del filiro se lavé con metanol (200 mL). El sélido se seco al aire y después
se seco in vacuo a 30°C hasta un peso constante, rindiendo 49,6 g (90% de recuperacion) de sal de N-acetil-L-
leucina de (S)-2-(3-etoxi-4-metoxifenil)-1-(metilsulfonil)-et-2-ilamina (98,4% ee). HPLC quiral (1/99 EtOH/20 mM
KH2PO4 a pH 7,0, Ultron Quiral ES-OVS de Agilent Technologies, 150mm x 4,6 mm, 0,5 mL/min., a 240 nm): 18,4
min (isémero S, 99,2%), 25,5 min (isémero R, 0,8%).

6.2.4. Preparacion de (+)-2-[1-(3-Etoxi-4-metoxifenil)-2-metilsulfoniletil]-4-acetilaminoisoindolina-1,3-diona.

Un matraz con 3 bocas de fondo redondo de 500 mL se equipé con un agitador mecanico, termémetro, y
condensador. El recipiente de reaccion se cargdé con sal de N-acetil-L-leucina de (S)-2-(3-etoxi-4-metoxifenil)-1-
(metilsulfonil)-et-2-il amina (25 g, 56 mmoles, 98% ee), anhidrido 3-acetamidoftalico (12,1 g 58,8 mmoles), y acido
acético glacial (250 mL). La mezcla se puso a reflujo toda la noche y después se enfri6 hasta < 50°C. El disolvente
se elimind in vacuo, y el residuo se disolvié en acetato de etilo. La disolucion resultante se lavo con agua (250 mL x
2), NaHCO3 acuoso saturado (250 mL x 2), salmuera (250 mL x 2), y se sec6 sobre sulfato de sodio. El disolvente
se evaporo in vacuo, y el residuo se recristalizé de un disolvente binario que contenia etanol (150 mL) y acetona (75
mL). El sodlido se aisl6 por filtracion con vacio y se lavd con etanol (100 mL x 2). El producto se seco in vacuo a
60°C hasta un peso constante, rindiendo 19,4 g (75% de rendimiento) de (S)-{2-[1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-
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metilsulfoniletil]-4-inoisoindolina-1,3-diona con 98% ee. HPLC quiral (15/85 EtOH/20 mM KH,PO,4 a pH .5, Ultron
Quiral ES-OVS de Agilent Technology, 150 mm x 4,6 mm, 0,4 mL/min., a 240 nm): 25,4 min (isémero S, 98,7%),
29,5 min (isdomero R, 1,2%). "H-RMN (CDCls) 8:1,47 (t, 3H), 2,26 (s, 3H), 2,87 (s, 3H), 3,68-3,75 (dd, 1H), 3,85 (s,
3H), 4,07-4,15 (q, 2H), 4,51-4,61 (dd, 1H), 5,84-5,90 (dd, 1H), 6,82-8,77 (m, 6H), 9,46 (s, 1H). BC-RMN (DMSO-d6)
O: 14,66, 24,92, 41,61, 48,53, 54,46, 55,91, 64,51, 111,44, 112,40, 115,10,118,20, 120,28, 124,94, 129,22, 131,02,
136,09, 137,60, 148,62,149,74, 167,46, 169,14, 169,48.

Las formas cristalinas especificas del Compuesto A pueden prepararse segun la Patente U.S. No. 7.893.101.

6.3. Ejemplo 3: Evaluacion de la actividad anti-artritica en el modelo artritogénico murino experimental
inducido por mAB/LPS

La actividad anti-artritica de (+)-2-[1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-metilsulfoniletil]-4-acetilaminoisoindolina-1,3-diona
"isdbmero (+)"; Compuesto A) se evalu6 en el modelo artritogénico murino experimental inducido por mAB/LPS. Se
administro a los ratones 1, 5 y 25 mg/kg una vez al dia por sonda oral (PO) a lo largo de cinco dias de tratamiento
sucesivos. Los grupos de tratamiento comprendieron n=8 ratones macho BALB/c por grupo. Se trataron dos grupos
con igual tamafio bien con dexametasona (1 mg/kg) o una suspension de 0,5% CMC/0,25% Tween 80, sirvieron
como Controles Positivo o de Vehiculo, respectivamente.

La artritis experimental se indujo inicialmente en el Dia 0 del estudio por inyeccion intravenosa (IV) de una mezcla
de 4 anticuerpos monoclonales (mAB) a una dosis de 100 mg/kg, seguido de aproximadamente 72 horas después
de la inyeccion intraperitoneal (IP) de LPS 2,5 mg/kg.

El grosor de las patas se determind con un calibrador digital electronico en seis ocasiones (Dia 0, 4, 5,6,7y9)y se
presenta como valores de grupo medios del promedio tanto para las patas posteriores izquierda y derecha. El
resultado se muestra en la Figura 1. Los datos indicaron claramente supresion altamente significativa
estadisticamente (p<0,01 frente al Control de Vehiculo) y constante de hinchazén de las patas en la dosis mas alta
(25 mg/kg) del grupo de tratamiento con el Compuesto A, igualando la del grupo de Control Positivo de
Dexametasona. Un grado menor (p<0,05 frente a Control de Vehiculo) se reveld en los animales a los que se
administré 5 mg/kg de isémero (+) (dosis intermedia), pero se limitd a la ocasién de medida del Dia 9.

En este estudio, el Compuesto A, administrado oralmente a una dosis de una vez al dia de 25 mg/kg durante cinco
dias sucesivos, demostré una actividad anti-artritica potencial comparable, evidente a partir de la reduccién
estadisticamente significativa del hinchazén de las patas como se consigue con dexametasona (1 mg/kg) aplicada
por un régimen de dosificacion idéntico.

6.3.1. Evaluacion histopatologica

Para determinar la actividad anti-artritica potencial de (+)-2-[1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-metilsulfoniletil]-4-
acetilaminoisoindolina-1,3-diona ("isémero (+)"; Compuesto A), se ensayaron 16 animales en total con Control de
Vehiculo 6 25 mg/kg de isdmero (+) para evaluacion histopatologica. Se fijaron las extremidades posteriores
izquierdas en 10% formalina tamponada neutra durante 1 semana, después se transfirieron en acido inorganico
tamponado (proceso de descalcificacién durante aproximadamente 48 horas) y de nuevo en 10% formalina antes
del almacenamiento. Cada extremidad desde la mitad de la tibia y distalmente, para incluir la articulacion del tobillo,
es decir, la articulacion entre la pierna y el pie (articulacion tibial-tarso), se corté longitudinalmente a la mitad, y
ambas mitades se incluyeron en parafina y las partes de 6 micrémetros de grosor se cortaron y se tifieron con
hematoxilina y eosina. Los cambios histopatoldgicos en las articulaciones se describieron y puntuaron, usando una
gradacion semicuantitativa de cinco grados (0 - 4), teniendo en consideracién la gravedad de los cambios (0 =
ordinario, 1 = minimo, 2 = ligero, 3 = moderado, 4 = marcado). Los descubrimientos individuales se presentan en la
Tabla 1. Los resultados indican la induccion exitosa del modelo de artritis, consiguiendo el grado 3 (moderado) de
gravedad. Se observaron todos los intervalos tipicos de cambios observados de forma caracteristica en esta artritis.
Todas las muestras de los animales tratados con el Compuesto A de ensayo no tenian practicamente artritis
existente, indicando una capacidad muy potente para inhibir el desarrollo de artritis.

Tabla 1: Caracteristicas histopatolégicas observadas en la articulacion tibiotarsal de ratones artriticos
tratados con vehiculo (control) o Compuesto A

Control Compuesto A

No. de Animal/ |1 2 3 4 5 6 7 8 25 |26 |27 (28 |29 |30 (31 |32
Histopatologia

Hiperplasia sinovial 1 2 1 2 2 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
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Control Compuesto A

Formacion de |1 2 1 2 2 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
vellosidad sinovial

Deposicion de fibrina 2 3 3 3 3 2 3 3 0 0 0 0 0 1 0 1

Infiltraciéon inflamatoria |3 3 3 3 3 3 3 3 0 0 0 0 0 0 0 0
en la membrana
sinovial

Formacion de pannus |3 3 3 3 3 3 3 3 0 0 0 0 0 0 0 0
(reflejada por la

proliferacion de tejido

de granulacion)

Disrupcion de cartilago |2 2 2 2 2 2 2 3 0 0 0 0 0 0 0 0

Destruccion de [2 2 2 2 2 2 3 3 0 0 0 0 0 0 0 0
cartilago hialino

(reflejada por

resorcion/erosion en el

cartilago)

Destruccion de hueso |3 3 2 3 2 2 2 3 0 0 0 0 0 0 0 0
subcondral  (reflejado

por  resorcién/erosion

por osteoclastos y

pérdida de hueso)

Evaluacion global: |3 3 3 3 3 3 3 3 0 0 0 0 0 0 0 0
"determinado como
artritis"

6.3.2. Artritis inducida por anticuerpos en ratones

La actividad anti-artritica potencial se evalu6 en el modelo artritogénico murino experimental inducido por mAb/LPS
para (+)-2-[1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-metilsulfoniletil]-4-acetilaminoisoindolina-1,3-diona ("isomero (+)"; Compuesto
A), administrado a 5 y 25 mg/kg una vez al dia por administraciones orales repetidas durante 11 dias de tratamiento
sucesivos. Los grupos tratados con el item de ensayo comprendieron n=8 ratones macho BALB/c por grupo.
Ademas, cuatro grupos de igual tamafio tratados bien con Enbrel (5 6 6,25 mg/kg, Control Positivo), una suspension
de 0,5% CMC/0,25% Tween 80 (5 ml/kg, Control de Vehiculo), o con una combinacién de Enbrel y Compuesto A
(cada uno 5 mg/kg, grupo Control Positivo-item de Ensayo).

La artritis experimental se indujo inicialmente en el Dia 0 del estudio por una Unica inyeccion intravenosa de una
mezcla de 4 anticuerpos monoclonales (mAb) a un nivel de dosis de 100 mg/kg, seguido de aproximadamente 72
horas después de una Unica inyeccion intraperitoneal (IP) de LPS 2,5 mg/kg.

No se observaron reacciones adversas relacionadas con el tratamiento obvias entre todos los animales tratados con
el Compuesto A a lo largo del periodo de observacion completo de 14 dias, excluyendo las reacciones tipicas a
inyeccion de LPS, caracterizadas por piloereccion, disminucion en la actividad motora espontanea y ligera diarrea.

El grosor de las patas posteriores se determiné con un calibrador digital electrénico en ocho ocasiones (en los Dias
0,4,5,6,7,9, 11y 14) y se presenta como valores de grupo medios del promedio tanto para las patas posteriores
izquierda y derecha. El resultado se muestra en la Figura 2. Los datos indicaron claramente una disminucion
altamente significativa (P<0,01 frente a Control de Vehiculo) en los animales sometidos a administraciones
repetidas de 5 6 25 mg/kg de Compuesto A, igualando la de los animales tratados con Controles Positivos (5 6 6,25
mg/kg Enbrel) o el tratamiento combinado Enbrel-Compuesto A en los dias de estudio 5,7, 9, 11y 14.

El valor de puntuacion artritogénica media del grupo de ambas patas posteriores (valor promedio de izquierda y
derecha/animal) en los animales sometidos a la combinacion de Enbrel-Compuesto A y en aquellos sometidos a
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6,25 mg/kg de Enbrel fue altamente a extremadamente estadisticamente menor (p<0,01 y p<0,001,
respectivamente) que la de aquellos registrados en el grupo de Control de Vehiculo en los dias de estudio 7,9, 11y
14. Ademas, en los animales sometidos a 25 mg/kg de Compuesto A, se revelaron reducciones estadisticamente a
extremadamente significativas (p<0,05, p<0,01, p<0,001) frente al grupo de Control de Vehiculo en los Dias 9, 11y
14, respectivamente.

El porcentaje de cambio de grupo medio en el grosor de las patas posteriores frente al inicio de la induccion de
artritis (empleado en el Dia 0 del estudio) se encontré que era altamente significativamente menor (P<0,01) en los
animales sometidos a administraciones repetidas de 5 6 25 mg/kg de isdmero (+), 5 6 6,25 mg/kg de Enbrel o en el
grupo con tratamiento combinado con Enbrel-Compuesto A, comparado con el grupo de Control de Vehiculo a lo
largo del periodo de hinchazén completo en los Dias 7, 9, 11, y 14.

En este estudio, el Compuesto A, administrado oralmente a una dosis de una vez al dia de 5 y 25 mg/kg durante 11
dias de tratamiento sucesivos, reveld una actividad anti-artritica potencial comparable, evidente a partir de la
reduccion estadisticamente significativa del hinchazén de las patas como se consigue con Enbrel tanto a 5 6 6,25
mg/kg aplicada por un régimen de dosificacion idéntico.

6.4. Ejemplo 4: Actividad anti-inflamatoria de Compuesto A frente a células T in vitro y en el modelo en ratén
de artritis inducida por anticuerpo colageno y en combinacion

La actividad anti-inflamatoria del Compuesto A en células T se midié solo y en combinacion con otros agentes anti-
reumaticos incluyendo etanercept (ETN), ciclosporina A (CsA), y metotrexato (MTX). EI Compuesto A se ensayo
solo y en combinacion en el modelo en raton de artritis inducida por colageno anticuerpo (CAIA).

6.4.1. Métodos

Se aislaron células T totales de sangre periférica humana de donantes sanos (n = 5) por seleccién negativa en
lechos magnéticos y se estimularon a 1,25 x. 10e6 células/mL con anticuerpo anti-CD3 durante 2 dias. Los niveles
de proteina citoquina y quimioquina se analizaron por matriz de lecho citométrico en un Luminex 100. Modelo CAIA:
Se inyect6 intravenosamente a ratones macho BALB/c (n = 10 por grupo) una mezcla de 4 anticuerpos
monoclonales a una dosis de 100 mg/kg, y 3 dias después se les inyecto6 intraperitonealmente (IP) LPS a 2,5 mg/kg.
El Compuesto A y ETN se administraron una vez al dia en los dias 3-13. El Compuesto A se dosificd oralmente
como una suspension de 1, 5, 6 25 mg/kg cd. ETN se inyect6 IP a 5 6 6,25 mg/kg. Ambas patas posteriores
(izquierda y derecha) de cada animal se examinaron para signos de respuestas artritogénicas de forma ciega. Las
reacciones artriticas se puntuaron y registraron segin una escala de 0-4 en orden ascendente de gravedad. El
grosor de las patas posteriores se midi6 en mm usando un Calibrador Digital Electrénico Mitutoyo. Ambas patas
posteriores se diseccionaron libres justo por encima del tobillo, se fijaron en 10% formalina tamponada neutra, y se
analizaron para histopatologia.

6.4.2. Resultados

El Compuesto A inhibio la produccion de todas las citoquinas y quimioquinas de células T medidas (IL-2, IL-4, IL-13,
IFN-y, TNF-a, CXCL10, CCL3, y CCL4) con concentraciones inhibidoras del 50% (Clso) de 15-360 ng/mL. CsA
también inhibi6 todos los analitos, con Clsg de 4,7-140 ng/mL. Por el contrario, ETN inhibié potentemente TNF-a
(Clso = 1,5 ng/mL), y en menor medida IL-13 e IP-10 (16-62 ng/mL), pero las Clso para todos los demas analitos
fueron >1.600 ng/mL. Las Clsp de MTX fueron todas >1.600 ng/mL. Se observé inhibicion sinérgica para las
combinaciones de Compuesto A + ETN y Compuesto A + CsA. En el modelo de CAIA, las puntuaciones de reaccion
artritica y grosores de las patas posteriores se redujeron significativamente (p<0,01) con el Compuesto A a 5y 25
mg/kg, y con ETN a ambas dosis ensayadas. A la dosis alta, el Compuesto A inhibié la hiperplasia sinovial,
formacion de vellosidad sinovial, deposicion de fibrina, infiltraciéon inflamatoria en la membrana sinovial, formacién
de pannus, disrupcion de cartilago, y destruccion de hueso subcondral (reflejado por resorcidn/erosion por
osteoclastos y pérdida de hueso). La combinacion de Compuesto A + etanercept a 5 mg/kg cada uno fue aditiva a
sinérgica en el modelo de artritis.

El tratamiento de células T humanas con Compuesto A resulté en la inhibicién de IL-2, IL-4, IL-13, IFN-y, TNF-q,
CXCL10, CCL3, y CCL4. En combinacion con ETN o CsA, el Compuesto A inhibid sinérgicamente varias de las
citoquinas y quimioquinas. En el modelo CAIA, el Compuesto A redujo la hinchazén de las patas y las puntuaciones
de reaccion artritica, y a 25 mg/kg no tenian practicamente artritis existente por analisis histopatoldgico. El
Compuesto A y etanercept se combinaron favorablemente en este modelo de artritis.

6.5 Ejemplo de referencia 5: Preparacion de {2-[(7S)-1-(3-etoxi-4-metoxi-fenil)-2-metano-sulfonil-etil]-3-oxo-
2,3-dihidro-1 H-isoindol-4-il}-amida del acido ciclopropanocarboxilico ("Compuesto B")

6.5.1. Preparacion de 2-metil-6-nitrobenzoato de metilo

Una mezcla de acido 2-metil-6-nitrobenzoico (300,0 g, 1,66 moles, de Acros Organics, Morris Plains, NJ) y
ortoacetato de trimetilo (298,3 g, 2,48 moles, de Aldrich Chemicals, Milwaukee, WI) se cargd en un matraz de 3
bocas de 3 L a aproximadamente 20-25°C bajo nitrdgeno. La mezcla de reaccion se calentd gradualmente y los
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componentes de bajo punto de ebullicion generados durante la reaccion se retiraron por destilacion a una
temperatura interna de 95-100°C. Después de 2 horas, la mezcla de reaccién se enfrié hasta 20-25°C durante 1-2
horas. Después, se cargé heptano (1,50 L, de Aldrich Chemicals) en la mezcla de reaccién durante 1,0-1,5 horas, la
mezcla de reaccion se sembro con 2-metil-6-nitrobenzoato de metilo (0,5 g) cuando se volvid turbia. La suspension
se enfrié hasta 0-5°C durante 0,5-1 hora y se mantuvo a 0-5°C durante otras 1,5-2 horas. El sélido se recogié por
filtracién en vacio, se lavo con heptano (3x300 mL), y se secd hasta un peso constante en una bandeja a 30-35°C
bajo un vacio a 100-120 torr. El rendimiento de 2-metil-6-nitrobenzoato de metilo fue 292,0 g (91%), sobre la base
de 300,0 g de acido 2-metil-6-nitrobenzoico. Se encontré que el producto tenia una pureza de >99% medida por
HPLC sobre la base de porcentaje de area, y un contenido de agua de <0,1 % medido por titulacion de Karl Fisher.

6.5.2. Preparacion de 2-bromometil-6-nitrobenzoato de metilo

Una mezcla de 2-metil-6-nitrobenzoato de metilo (200,0 g, 1,02 moles, preparado previamente), 1,3-dibromo-5,5-
dimetilhdantoina (DBH, 162,0 g, 0,57 moles, de Aldrich Chemicals) y acetato de metilo (1,20 L, de Aldrich
Chemicals) se cargdé en un matraz de tres bocas de 3 L a aproximadamente 20-25°C bajo nitrégeno. Después, de
que la mezcla de reaccion se sometiera a reflujo durante 0,5-1 hora, se cargd una disolucion de 2,2'-
azobisisobutironitrilo (AIBN, 8,6 g, 52 mmoles, de Aldrich Chemicals) en 100 mL de acetato de metilo durante 15-30
minutos. La mezcla de reaccion se sometié a reflujo durante 6,5-8 horas hasta que la cantidad de 2-metil-6-
nitrobenzoato que no habia reaccionado fue menor del 5-10%. La mezcla de reaccion se enfrio hasta 15-18°C y se
mantuvo a 15-18°C durante 50-60 minutos. El sélido se filtro, se lavo con acetato de metilo (2x100 mL) frio (es
decir, 5-10°C) hasta que hubo menos del 3% de 2-bromometil-6-nitrobenzoato de metilo remanente en el solido. A
continuacioén, después de cargar heptano (1,00 L) en el filtrado, la capa superior de fase organica se lavo con 2% de
salmuera (2x500 mL) y agua desionizada (1-2 x 500 mL) hasta que hubo menos del 0,5% (porcentaje de area a 210
nm) de 5,5-dimetilhidantoina que no habia reaccionado segun medida por HPLC. Después de que la disolucion se
concentrara bajo presion reducida para eliminar aproximadamente 1,80-1,90 L de acetato de metilo, se cargé metil
terc-butil éter (MTBE, 300 mL). Después de que la mezcla de reaccion se sometiera a reflujo a 65-70°C durante 10-
15 minutos, la disolucion se enfrié hasta 50-55°C durante 0,5-1 hora y se sembré con 500 mg de 2-bromometil-6-
nitrobenzoato de metilo a 45-50°C. La suspension se enfrid hasta 20-25°C y se mantuvo a 20-25°C durante 2-3
horas. Los solidos se recogieron por filtracion, se lavaron con una mezcla fria a 5-10°C de heptano y MTBE en una
relacion de volumen de 1:2 (2x100 mL), y se secaron hasta un peso constante a 20-25°C bajo un vacio de 100-120
torr. El rendimiento de 2-bromometil-6-nitrobenzoato de metilo fue 185,2 g (66%), sobre la base de una introduccion
de 200,0 g de 2-metil-6-nitrobenzoato de metilo. Se encontré que el producto tenia una pureza de >98% medida por
HPLC sobre la base de porcentaje de area, y un contenido de agua de <0,1 % medido por titulacion de Karl Fisher.

6.5.3. Preparacion de (1S)-1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-metanosulfonil-etilamina

Después de que se cargara una mezcla de sal de N-acetil-L-Leucina de (1S)-1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-
metanosulfonil-etilamina (1,10 kg, 2,46 moles), agua desionizada (4,40 L), y diclorometano (DCM, 5,50 L) en un
recipiente de reaccion, se cargd una disolucion de hidroxido de sodio (196,0 g, 4,90 moles) en 1,00 L de agua
desionizada en el recipiente de reaccién durante aproximadamente 5 minutos a 15-25°C. La mezcla resultante se
agitoé durante al menos 10 minutos a 15-25°C y se dejo que las fases acuosa y organica se separaran. El pH de la
fase acuosa superior se mantuvo o ajusté a pH 13-14. Las fases se separaron y la fase acuosa superior se extrajo
con DCM (2x4,4 L). El pH de la fase acuosa se mantuvo a pH 13-14 a lo largo de las extracciones. Los extractos de
DCM se combinaron y se lavaron con agua desionizada (3,3 L) hasta que el pH de la fase acuosa alcanzé 11 o
menos. EI DCM se elimind bajo vacio por debajo de 35°C. El contenido de agua del sélido residual debe ser <0,1%
p/p segun se mide por titulacion de Karl Fisher. El sélido residual se secé azeotrépicamente con mas DCM. El soélido
se secO hasta un peso constante in vacuo a 30-35°C para proporcionar (1S)-1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-
metanosulfonil-etilamina como un polvo blanco (639,0-672,0 g, 95-100% de rendimiento).

6.5.4. Preparacion de (1S)-7-nitro-2-[1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etil]isoindolin-1-ona

Se prepard (1S)-7-nitro-2-[1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etil)isoindolin-1-ona por el procedimiento
siguiente. Una mezcla de 2-bromometil-6-nitrobenzoato de metilo (100,0 g, 365 mmoles, preparado previamente en
el Ejemplo 6.5.2.), (1S)-1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-metanosulfoniletilamina (104,7 g, 383 mmoles, preparado
previamente en el Ejemplo 6.5.3.), hidrégeno carbonato de sodio (67,5 g, 8,03 moles, de Aldrich Chemicals) y
dimetil formamida (500 mL) se cargé en un matraz de 3 bocas de 1 L a temperatura ambiente bajo nitrégeno. La
mezcla de reaccion se calentd gradualmente hasta una temperatura interna de 70-75°C durante dos horas hasta
que hubo menos del <2% de 2-bromometil-6-nitrobenzoato de metilo que no habia reaccionado. La mezcla de
reaccion se calentdé gradualmente hasta una temperatura interna de 95-100°C durante 18 horas. La mezcla de
reaccion se enfrid hasta 20-25°C y se transfirié a un embudo de adicion de 1 L. Después de cargar agua purificada
(1.500 mL) en un matraz de 3 bocas de 5 L, la mezcla de reaccion en el embudo de adicién se afiadié en agua en el
matraz de 3 bocas de 5 L a temperatura ambiente durante 1-2 horas manteniendo una temperatura interna por
debajo de 30°C. La mezcla de reaccion se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. El sélido se retird por
filtracion en vacio, se lavo con agua (3x300 mL) y metanol (2x400 mL), y se cargd en un matraz de 3 bocas de 2 L
seguido de metanol (1.000 mL). La mezcla se sometid a reflujo durante 1 hora. La mezcla se enfrié hasta
temperatura ambiente. El solido se recogi6 por filtracion en vacio, se lavé con 200 mL de metanol (2 vol), y se seco
hasta un peso constante a 40-45°C en un vacio de 100-120 torr. El rendimiento de (1S)-7-nitro-2-[1-(3-etoxi-4-
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metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etillisoindolin-1-ona fue 123,0 g (78 %), sobre la base de una introduccion de 100,0 g de
2-bromometil-6-nitrobenzoato de metilo. Se encontré que el producto tenia una pureza de >99% medida por HPLC
sobre la base de porcentaje de area, y un contenido de agua de <0,1 % medido por titulacion de Karl Fisher.

6.5.5. Preparacion alternativa de (1S)-7-nitro-2-[1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etil]isoindolin-1-ona

Se preparé (1S)-7-nitro-2-[1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etil]isoindolin-1-ona también por el procedimiento
siguiente. Una mezcla de 2-bromometil-6-nitrobenzoato de metilo (100,0 g, 365 mmoles, preparado previamente en
el Ejemplo 6.5.2.), (1S)-1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-metanosulfonil-etilamina (104,7 g, 383 mmoles, preparado
previamente en el Ejemplo 6.5.3.), y polvo de carbonato de potasio (100,8 g, 730 mmoles, de Aldrich Chemicals) se
suspendidé en acetonitrilo (500 mL) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se sometio a reflujo a 81-83°C
durante aproximadamente dos horas hasta que hubo menos del 2% de 2-bromometil-6-nitrobenzoato de metilo que
no habia reaccionado. Después de enfriar la mezcla de reaccién hasta 45-50°C, se cargé metanol (200 mL) durante
5-10 minutos. Después de dejar que la mezcla se enfriara hasta 20-25°C y agitarla durante 2 horas, se cargd agua
desionizada (1,40 L) durante 0,5-1 hora y se agité a 20-25°C durante 30 minutos y a 0-5°C durante 1-2 horas. El
solido se filtro, se lavd con agua desionizada (3x300 mL), y se secd hasta <10% de contenido de agua segun se
mide por titulacion de Karl Fisher. El solido se suspendié en metanol (750 mL) y se sometio a reflujo durante 1-1,5
horas. La suspension se enfrié hasta 0-5°C durante 1,5-2 horas y se mantuvo a 0-5°C durante 1-1,5 horas. El sélido
se filtrd, se lavé con metanol a 0-5°C (2x200 mL) y heptano (200 mL), y se sec6 a 40-45°C en vacio hasta un peso
constante. El rendimiento de (1S)-7-nitro-2-[1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etillisoindolin-1-ona fue 148,0 g
(93 %), sobre la base de la introduccion de 100,0 g de 2-bromometil-6-nitrobenzoato de metilo. Se encontr6 que el
producto tenia una pureza de >99% medida por HPLC sobre la base de porcentaje de area, y un contenido de agua
de <1,0% medido por titulacién de Karl Fisher.

6.5.6. Preparacion del Compuesto B

Una mezcla de (1S)-7-nitro-2-[1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-(metilsulfonil)etil]isoindolin-1-ona (60 g, 138 mmoles,
preparado previamente en el Ejemplo 6.5.5.), 10% Pd/C (50% humedo, 2,4 g, 4% en peso, de Johnson Matthey,
Londres, Reino Unido), acetato de etilo (780 mL) se cargd en un recipiente Parr a temperatura ambiente bajo
nitrégeno. Después de que la mezcla se purgara con nitrégeno tres veces y con hidrégeno tres veces, la mezcla de
reaccion se calentd hasta 40°C y después el calentamiento de retird. La mezcla de reaccién se agité con hidrégeno
a una presion entre 40-45 psi durante 4-6 horas hasta que hubo <3% del intermedio hidroxilamina. La mezcla de
reaccion se enfrié hasta 20-25°C. La mezcla de reaccion se filtré a través de un lecho de celite (grosor de 2,54 cm)
y después se lavaron los lechos con acetato de etilo (120 mL). El filtrado se transfirié a un matraz de 3 bocas de 3 L
equipado con un embudo de adicidon de 50 mL. Después de cargar N,N-diisopropiletilamina (29 mL, 165 mmoles) en
el matraz, el embudo de adicidon se cargd con cloruro de ciclopropilcarbonilo (13,0 mL, 145 mmoles, de Aldrich
Chemicals). El cloruro de ciclopropilcarbonilo se afiadié a temperatura ambiente durante 1-2 horas a una
temperatura interna por debajo de 30°C. La mezcla de reaccion se agité durante 2-4 horas a temperatura ambiente.
Después de afiadir heptano (300 mL), la mezcla de reaccion se agité durante 4-6 horas. El sélido se recogio por
filtracion en vacio, se lavé con 2N HCI (2x300 mL), agua (2x300 mL) y después heptano (2x300 mL). El producto
crudo se secd a 40-45°C bajo un vacio de 100-120 torr hasta un peso constante. El rendimiento del Compuesto B
crudo fue 58 g (88%), sobre la base de una introduccién de 60,0 g de (1S)-7-nitro-2-[1-(3-etoxi-4-metoxifenil)-2-
(metilsulfonil)etil]-isoindolin-1-ona.

6.5.7. Recristalizacion del Compuesto B

Una mezcla de Compuesto B crudo (95,2 g, preparado previamente en el Ejemplo 6.5.6.) y tetrahidrofurano (THF,
1,43 L) se carg6 en un matraz de 3L a 20-25°C bajo nitrégeno. La suspension se calentd hasta 60-65°C hasta que
se consiguio la disolucion. La suspension se filtro a 45-50°C y el solido se lavé con 95 mL de THF precalentado a
45-55°C. Después de retirar por destilacion aproximadamente 950-1.150 mL de THF a presiéon normal durante 30-
60 minutos, se cargd etanol absoluto (950 mL) a 55-60°C durante 5-10 minutos. Aproximadamente 350-400 mL de
disolventes se eliminaron a presiéon normal hasta que la temperatura interna se elevé hasta 72-74°C. La suspension
resultante se sometio a reflujo a 72-75°C durante 30-60 minutos, se enfrio hasta 20-25°C durante 1-2 horas y se
mantuvo a 20-25°C durante otras 1-2 horas. El solido se recogio por filtracion en vacio, se lavd con etanol absoluto
(240-280 mL) y heptano (240-280 mL), y después se seco en bandeja a 50-55°C in vacuo a 130-140 torr hasta un
peso constante. El rendimiento del producto cristalino blanquecino fue (88,0-91,0 g, 92-96 %).

Los compuestos descritos en la presente memoria también pueden prepararse segun el proceso descrito en la
Publicacion de Patente U.S. No. 2010/0168475.

6.6. Ejemplo 6: Efectos de los inhibidores de PDE4 Compuesto A y Compuesto B en combinacion con
ciclosporina A, metotrexato, y Etanercept en la produccion de citoquinas asociada a artritis reumatoide y
psoriasis en células T estimuladas (combinacién de Compuesto A y ciclosporina A segun la invencion)

6.6.1. Procedimiento para el ensayo multiple en células mononucleares de sangre periférica

Purificacion de células mononucleares de sangre periférica humana
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Cincuenta mililitros (50 mL) de capa leuco-plaquetaria humana se dividieron en dos alicuotas de 25 mL en dos tubos
conicos de 50 mL que contenian 25 mL de Disoluciéon Salina Tamponada de Hank (HBSS) estéril. Los tubos se
mezclaron suavemente mediante inversion varias veces. Quince mililitros (15 mL) de Ficoll-Paque Plus a
temperatura ambiente (Amersham Bioscience; cat# 17-1440-02) se alicuotaron en cuatro tubos cénicos de 50 mL.
Después, 25 mL de la mezcla capa leuco-plaquetaria/HBSS se pusieron en capas suavemente y lentamente en la
parte superior del Ficoll. Las muestras se centrifugaron (Centrifuga Eppendorf 5810R) a 450 rpm (Rotor A-4-81)
durante 35 minutos. La capa superior que contenia plasma se desechd. La interfase que contenia células
mononucleares se transfirié en dos tubos cénicos de 50 mL. Ambos tubos conicos se rellenaron hasta un volumen
total (50 mL) con HBSS y se centrifugaron a 1.200 rpm durante 10 minutos. Las células se lavaron de nuevo en
HBSS y se centrifugaron a 1.000 rpm durante 10 minutos. Se afiadié tampodn de lisis de células sanguineas rojas
humanas (5 mL) (Boston Bioproducts cat# IBB-197) a los sedimentos celulares y se incubd durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Se afadié disolucion salina tamponada con fosfato (PBS; 45 mL) a los tubos conicos y se
centrifugd a 1.200 rpm durante 10 minutos. Los sedimentos celulares se combinaron y se resuspendieron en 20 mL
de medio completo del Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (RPMI/5% suero humano/1x
penicilina/estreptomicina [pen/strep]/L-glutamina [L-gIn]) y las células se contaron.

Para PBMC tratadas con enterotoxina B estafilococica (SEB)

Las PBMC aisladas se plaquearon en placas de 96 pocillos y se afiadié compuesto (empezando a 1.600 ng/ml y
diluido 1:4) durante 1 hora a 37°C. Se afadid entonces la enterotoxina B estafilocécica (Sigma) a una concentracion
final de 100 ng/ml y las células se incubaron durante 18 horas a 37°C.

Los sobrenadantes se recogieron para ensayo luminex.
6.6.2. Procedimiento para el ensayo multiple de células T estimuladas con anticuerpo monoclonal anti-CD3
Purificacion y tratamiento de células T humanas

Se recubrieron placas de cultivo tisular (de fondo plano de 96 pocillos) con mAb anti-CD3 (2,5 pg/mL) y se
incubaron a 37°C durante 4 horas. Las placas se lavaron 3 veces con 100 pl/pocillo de Medio Completo (RPMI 1640
con 10% suero bovino fetal inactivado con calor (FBS), 1% pen/strep/1% L-gin) justo antes de afadir las células T.
Se sembraron células mononucleares de sangre periférica (5 x 10® células; preparadas como se ha descrito
anteriormente) en cinco placas de cultivo tisular de 10 cm (10 mL cada una). La parte de monocitos adherentes se
depleciond por incubacion durante 30 - 60 minutos a 37°C. Las placas se lavaron con medio para eliminar todas las
PBMC no adherentes. Las PBMC no adherentes se contaron y se retiraron 2 x 108 células, se centrifugaron durante
10 minutos a 1.200 rpm, y el volumen se ajusté a 4,0 mL usando Medio Completo. La mezcla de anticuerpos
siguiente se preparé mezclando en un agitador a temperatura ambiente (RT) durante 30 minutos en un tubo Falcon
(5 mL):

e lechos de IgG anti-ratén de oveja (600 pl; Dynal Cat. No 110.31),
e anti-CD16 (30 ul; BD Pharmingen Cat. No. 555404),
e anti-CD33 (30 ul; BD Pharmingen Cat. No. 555449),

e anti-CD56 (30 ul; BD Pharmingen Cat. No. 555514).

Después de la finalizacién, se afiadieron lechos anti-CD19 (460 pl; Dynal Cat. No. 111.43) y lechos anti-CD14 (112
pl; Dynal Cat. No. 111.49) a la mezcla de tubo Falcon/anticuerpo. La mezcla se lavo 3 veces con Medio Completo
usando un iman y aspiracion con pipeta. Las PBMC no adherentes (2 x 10® células en 4,0 mL) se afadieron y el
tubo se roté a 4°C durante 30 minutos. Las células se separaron de los lechos usando un iman para seleccién
negativa. Las células T se recogleron se contaron, y se resuspendieron en Medio Completo. La concentracion de
células T se ajusté a 2,5 x 10° células/180 ul (1,39 x 10° células/mL) y se afiadieron a los pocillos de la placa (180
pl/pocillo). El compuesto de ensayo (20 ul de una concentracion 10x) se afiadié inmediatamente a los pocillos que
contenian las células T. Se ensayaron Compuesto A, Compuesto B, ciclosporina A (Sigma), metotrexato (Sigma) y
Enbrel (obtenido por prescripcion) empezando a 400 ng (1.600 ng/ml y diluidos 1:4). Las concentraciones de
farmaco usadas en el ensayo se determinaron segun los estudios farmacocinéticos realizados en pacientes con RA
(Tabla 2). Las placas de células T se incubaron durante 2 dias a 37°C a 5% CO.,. Cincuenta pl de sobrenadante de
cada pocillo se transfirieron a 3 nuevas placas de fondo redondeado de 96 pocillos y se almacenaron a -20°C para
analisis Luminex. Se realizaron pocillos en duplicado para cada muestra. Véase. Fox et al., "Combined oral
cyclosporin and methotrexate therapy in patients with rheumatoid arthritis elevates methotrexate levels and reduces
7-hydroxymethotrexate levels when compared with methotrexate alone." Rheumatology (Oxford). 2003;42(8):989-
94.
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Tabla 2: Datos farmacocinéticos para los farmacos del estudio

Farmacos Cmax (ng/ml) Cmin Comentario
(ng/ml)
Ciclosporin (800 250 - 350 Pacientes RA
aA
Metotrexato | 300-1.040 Dependiendo de

pacientes RA

Etanercept |Paciente RA 6 meses 25-mg bisemanalmente: 3.000 Biodisponibilidad 76%
(Enbrel) (1.700 a 5.600)
Pacientes RA 50-mg semanalmente: 2.400 + 1.500 1.200 £ 700
Compuesto (419 49 20-mg; dia-7
A
Compuesto 195 40 200-mg dia-7
B

RA = artritis reumatoide.

6.6.3. Analisis Luminex

Las citoquinas IFN-y, IL-2, IL-4, IL-10, IL-13, IP-10, MIP-1a, MIP18 y TNF-a se analizaron en un formato nueve-plex
usando sobrenadantes sin disolvente. El analisis de los datos se realizé usando software Upstate Beadview. Los
datos se representaron graficamente como % del control (DMSO) usando Prism v5 (GraphPad). La sinergia
potencial de la combinacion de farmacos se identific6 en primer lugar por inspeccion visual de los datos
representados a lo largo de la parte lineal de la curva. Después de la identificacion de la sinergia, los datos
representados se introdujeron en el Programa Compusyn (Combosyn, Inc.) que calculd el indice de combinacion
(IC) para cada punto de datos a lo largo de la curva de concentracion (Tabla 3).

Tabla 3: Significado de los valores del indice de combinacion

IC Descripcion
<1,0 sinergia
=1,0 aditivo
>1,0 no aditivo

IC = indice de combinacion; < = menos de; > = mayor de

6.6.4. Inhibidor de fosfodiesterasa 4 en combinacién con ciclosporina, Etanercept o metotrexato en células
T humanas estimuladas con anticuerpo monoclonal anti-CD3: Respuestas del donante con altos niveles de
citoquinas

En las células T estimuladas con mAb anti-CD3 derivadas de un donante con altos niveles de citoquinas, el efecto
de la combinacion de Compuesto A bien con CsA o ETC inhibié sinérgicamente la produccion de IFN-y (Figura 3A),
IL-13 (Figura 7A), IP-10 (Figura 8A), MIP-1a (Figura 9A), MIP-1( Figura 10A), y TNF-a (Figura 11A) a un minimo de
una de las concentraciones ensayadas (Tabla 4). El efecto inhibidor combinado de Compuesto A y MTX para las
citoquinas mencionadas anteriormente fue no aditivo con la excepcion de INF-y que no se pudo determinar (ND)
(Tabla 4). La inhibicién sinérgica también se observd para la produccion de IL-10 con la combinacion del
Compuesto A 'y CsA o MTX a una de las concentraciones ensayadas, pero fue ND para la combinacion Compuesto
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A/ETC (Figura 6 y Tabla 4). A las maximas concentraciones de ensayo (1.600 ng/ml), la combinacion del
Compuesto A/MTX inhibié sinérgicamente la produccion de IL-2; sin embargo, el Compuesto A en combinacién con
ETC o CsA fue no aditivo para la inhibicion de la produccion de IL-2. Notablemente, la combinacién del Compuesto
A/CsA fue realmente antagonista (Figura 4A y Tabla 4). La inhibicién de la produccion de IL-4 fue no aditiva en
respuesta a las combinaciones del Compuesto Ay ETC o MTX pero fue aditiva para la combinacion del Compuesto
A/CsA (Figura 5A y Tabla 4).

El Compuesto B en combinacion con CsA, ETC o MTX en las células T estimuladas derivadas de donantes con
altos niveles de citoquinas y a un minimo de una de las concentraciones ensayadas inhibié sinérgicamente la
producciéon de MIP-1a (Figura 9B) (Tabla 4). La combinacion del Compuesto B/CsA también fue sinérgica para la
inhibicién de la producciéon de IFN-y (Figura 3B), IL-4 (Figura 5B), IL-10 (Figura 6B), e IL-13 (Figura 7B), IP-10
(Figura 8B), MIP-1p (Figura 10B), y TNF-a (Figura 11B) al menos a una de las concentraciones ensayadas pero el
efecto fue no aditivo para la produccion de IL-2 Figura 4B) (Tabla 4). Adicionalmente, la combinaciéon del
Compuesto B/MTX inhibié sinérgicamente la produccion de IL-2 (Figura 4B), IL-4 (Figura 5B), y MIP-1B (Figura 10B)
(Tabla 4) pero los efectos de esta combinacion fueron no aditivos para la inhibicion de la produccion de IL-10
(Figura 6B), IL-13 (Figura 7B), IP-10 (Figura 8B), y TNF-a (Figura 11B), pero fue ND para la produccion de IFN-y
(Figura 3B) (Tabla 4). El Compuesto B/ETC no se ensay6 para las citoquinas perfiladas en este estudio con la
excepcion de MIP-a (mencionado anteriormente; Figura 9B) (Tabla 4).

Tabla 4: Resumen de los efectos para inhibidores de fosfodiesterasa 4 en combinaciéon con ciclosporina,
Etanercept, o metotrexato: células T de donantes con altos niveles

. . |Compuesto A Compuesto B
Citoqui
na
CsA ETC MTX CsA ETC MTX
Sinergia (25 1Sigg(|)’g:la /nSES IC; Sinergia (25
IFN-y |[ng/mL; IC =|_ gime ND ng/mL; IC =|No ensayado ND
0,31) = Q0066 - 0,28)
' 0,038) '
Sinergia (1.600 Sinergia
No aditivo y gla (1.509 y (1.600
IL-2 . No aditivo ng/mL; IC = No aditivo No ensayado . _
(antagonista) 0,39) ng/mL; IC =
’ 0,0013)
Aditvo (25 Sinergia (25 (32'29’_9'100
IL-4 ng/mL; IC =|No aditivo No aditivo ng/mL; IC =|No ensayado P
1,01) 0,88) ng/mL; IC =
' ' 0,17 - 0,76)
Sinergia (6,25 Sinergia (25 - |Sinergia (6,25 -
IL-10 - 25 ng/mL; IC |[ND 400 ng/mL; IC |25 ng/mL; IC = |No ensayado No aditivo
=0,27 - 0,43) =0,11-0,62) |0,26-0,39)
Sinergia (25 |Sinergia (6,25 - Sinergia (25
IL-13 ng/mL; IC =|1.600 ng/mL; IC |No aditivo ng/mL; IC =|No ensayado No aditivo
0,77) =0,088 - 0,39) 0,85)
Sinergia (100 |Sinergia (25 - Sinergia (100
IP-10 ng/mL; IC =|1.600 ng/mL; IC |No aditivo ng/mL; IC =|No ensayado No aditivo
0,095) =0,039 0,27) 0,055)
Sinergia
Sinergia (25 - |Sinergia (25 - Sinergia (6,25 - |Sinergia (25 - (6,25 - 100
MIP-1a (100 ng/mL; IC 100 ng/mL; IC = No aditivo 100 ng/mL; IC = 100 ng/mL; IC = |ng/mL; IC =
=0,27-0,59) |0,18-0,55) 0,12 - 0,38) 0,22 - 0,65) 0,041 -
0,44)
MIP-18 |Sinergia (100 |Sinergia (1.600 |No aditivo Sinergia (25 - |No ensayado Sinergia
. - . - e = (1.600
ng/mL; IC =|ng/mL; IC = 100 ng/mL; IC = ng/mL: IC =
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0,35) 0,35) 0,25 -0,88) 0,14)
Sinergia (6,25 |Sinergia (0,39 - Sinergia (25

TNF-a |- 25 ng/mL; IC |25 ng/mL; IC = |No aditivo ng/mL; IC =|No ensayado No aditivo
=0,80-0,87) |0,11-0,16) 0,74)

IC = indice de combinacion; IL = interleuquina; INF-y = interferon-gamma; IP-10 = proteina 10 inducible por
interferon; MIP-1a(B) = proteina 1 alfa (beta) inflamatoria de macroéfagos; ND = no determinable; TNF-a =
factor de necrosis tumoral alfa.

No aditivo: el porcentaje de inhibidor de PDE4 en combinacion con otro agente < cualquiera de los farmacos
actuando solo; IC > 1.

Aditivo: [(100 - % inhibidor de PDE4) + (100 - % agente de combinacion)] = (100 - % inhibidor de PDE4 con
agente de combinacion); IC = 1,0.

Sinergia: [(100 - % inhibidor de PDE4) + (100 - % otro agente)] < (100 - % inhibidor de PDE4 con agente de
combinacién); IC < 1.

6.6.5. Inhibidor de fosfodiesterasa 4 en combinaciéon con ciclosporina, Etanercept o metotrexato en células
T humanas estimuladas con anticuerpo monoclonal anti-CD3: Respuestas del donante con bajos niveles de
citoquinas

En las células T estimuladas con mAb anti-CD3 de donantes con bajos niveles (n = 5), el efecto de la combinacion
del Compuesto A bien con CsA inhibio sinérgicamente la produccion de IFN-y (Figura 12A), IL-4 (Figura 14A), IL-10
(Figura 15A), IL-13 (Figura 16A), IP-10 (Figura 17A), MIP-1a (Figura 18A), MIP-18 (Figura 19A), y TNF-a (Figura
20A) a un minimo de una de las concentraciones ensayadas, y fue no aditivo para la inhibicion de la produccién de
IL-2 (Figura 13A) (Tabla 5). EI Compuesto A en combinacion con ETC también inhibié sinérgicamente la produccion
de IL-4 (Figura 14A), IL-10 (Figura 15A), IL-13 (Figura 16A), IP-10 (Figura 17A), y MIP-1a (Figure 18A) a un minimo
de una de las concentraciones ensayadas, y fue no aditivo para la inhibicién de la produccion de IFN-y (Figura 12A),
IL-2 (Figura 13A), MIP-1B3 (Figura 19A) y TNF-a (Figura 20A) (Tabla 5). La combinacion de Compuesto A/IMTX fue
no aditiva para la inhibicion de todas las citoquinas perfiladas (Tabla 5).

El Compuesto B en combinaciéon con CsA, ETC o MTX en las muestras de células T estimuladas de donantes con
bajos niveles (n = 5) y a un minimo de una de las concentraciones ensayadas inhibio sinérgicamente la produccion
de MIP-1a (Figura 18B) (Tabla 5). La combinacién del Compuesto A/CsA presentoé una sinergia inhibidora a una de
las concentraciones ensayadas para la produccion de IFN-y (Figura 12B), IL-2 (Figura 13B), IP-10 (Figura 17B), y
MIP-18 (Figura 19B) (Tabla 5). Se obtuvo una respuesta no aditiva para la producciéon de TNF-a (Figura 20B) con la
combinacién del Compuesto A/CsA e IL-4, IL-10, e IL-13 no se ensayaron. EI Compuesto B en combinacion con
ETC también demostrd respuestas inhibidoras sinérgicas al menos para una de las concentraciones ensayadas
para la produccion de IFN-y (Figura 12B), IL-4 (Figura 14B), IL-10 (Figura 15B), e IP-10 (Figura 17B) (Tabla 5), y
presentd respuestas inhibidoras no aditivas para la produccion de IL-2 (Figura 13B), IL-13 (Figura 16B), MIP-13
(Figura 179B), y TNF-a (Figura 20B) (Tabla 5). La combinacion del Compuesto B/MTX demostré una respuesta
inhibidora no aditiva para todas las citoquinas perfiladas excepto MIP-1a (mencionado anteriormente; Tabla 5).

Tabla 5: Resumen de los efectos para inhibidores de fosfodiesterasa 4 en combinaciéon con ciclosporina,
Etanercept, o metotrexato: células T de donantes con bajos niveles

Compuesto A Compuesto B

Citoquina
CsA ETC MTX |CsA ETC MTX
Sinergia (6,25 No Sinergia (6,35 - |Sinergia (25 -

IFN-y ng/mL; IC = |No aditivo aditivo 100 ng/mL; IC =|100 ng/mL; IC =|No aditivo
0,81) 0,0012 - 0,68) 0,13 - 39)

24



Citoquina

IL-2

IL-4

IL-10

IL-13

IP-10

MIP-1a

MIP-18

TNF-a

Compuesto A

CsA

No aditivo

Sinergia (6,25
ng/mL; IC =
0,069)

Sinergia (25 -
100 ng/mL; IC
=0,085-0,17)

Sinergia (6,25
ng/mL; IC =
0,040)

Sinergia (25 -
100 ng/mL; IC
=0,20-0,35)

Sinergia (25 -
100 ng/mL; IC
=0,28-0,71)

Sinergia
ng/mL;
0,40)

(25
IC =

Sinergia (25 -
100 ng/mL; IC
=0,4-0,61)

ES 2661 583 T3

ETC

No aditivo

(100
Ic =

Sinergia
ng/mL;
0,15)

Sinergia (25
100 ng/mL; IC
0,038 - 0,10)

Il <

Sinergia (25
100 ng/mL; IC
0,025 - 0,033)

Sinergia (6,25 -
25 ng/mL; IC
0,075 -0,13)

Sinergia (625
100 ng/mL; IC
0,089 - 0,58)

No aditivo

No aditivo

MTX

No
aditivo

No
aditivo

No
aditivo

No
aditivo

No
aditivo

No
aditivo

No
aditivo

No
aditivo

Compuesto B

CsA

Sinergia (6,25 -
25 ng/mL; IC =
0,0015 - 0,060)

No ensayado

No ensayado

No ensayado

Sinergia
ng/mL;
0,094)

(6,25
Ic =

Sinergia (25 -
100 ng/mL; IC
0,27 - 0,65)

Sinergia (25 -
100 ng/mL; IC =
0,27 - 0,37)

No aditivo

ETC

No aditivo

Sinergia (6,25 -
400 ng/mL; IC =
0,16 - 0,63)

Sinergia
ng/mL;
0,14)

(100
IcC =

No aditivo

Sinergia (1,56 -
25 ng/mL; IC =
0,027 - 0,14)

Sinergia (6,25 -
100 ng/mL; IC =
0,25 - 0,65)

No aditivo

No aditivo

MTX

No aditivo

No aditivo

No aditivo

No aditivo

No aditivo

Sinergia (1,5625

- 100 ng/mL; IC =

0,012 - 0,38)

No aditivo

No aditivo

IC = indice de combinacioén; IL = interleuquina; INF-y = interferon-gamma; IP-10 = proteina 10 inducible por
interferon; MIP-1a(B) = proteina 1 alfa (beta) inflamatoria de macrofagos; TNF-a = factor de necrosis tumoral

alfa.

No aditivo: el porcentaje de inhibidor de PDE4 en combinacién con otro agente < cualquiera de los farmacos
actuando solo; IC > 1.
Aditivo: [(100 - % inhibidor de PDE4) + (100 - % agente de combinacion)] = (100 - % inhibidor de PDE4 con
agente de combinacion); IC = 1,0.
Sinergia: [(100 - % inhibidor de PDE4) + (100 - % otro agente)] < (100 - % inhibidor de PDE4 con agente de
combinacién); IC < 1.
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6.6.6. Inhibidor de fosfodiesterasa 4 en combinaciéon con ciclosporina, Etanercept o metotrexato: respuesta
en células mononucleares de sangre periférica tratadas con enterotoxina B estafiloc6cica

En las muestras de PBMC tratadas con SEB (n = 6), el Compuesto A o Compuesto B en combinacién con CsA
inhibieron sinérgicamente la produccion de IL-10 (Figura 21A y B), IP-10 (Figura 22A y B), MIP-1a (Figura 23A y B),
MIP-18 (Figura 24A y B) y TNF-a (Figura 25A y B) para al menos una de las concentraciones ensayadas (Tabla 6).
También, el Compuesto A o Compuesto B combinados con ETC para al menos una de las concentraciones
ensayadas inhibieron sinérgicamente la produccion de IL-10 (Figura 21A y B), IP-10 (Figura 22A y B), y MIP-1a
(Figura 23A y B) y presentaron efectos no aditivos para la inhibicion de la produccion de MIP-1B (Figura 24Ay B) y
TNF-a (Figura 25A y B) (Tabla 6). La combinacion de Compuesto A/MTX mostré inhibicion no aditiva para todas las
citoquinas perfiladas en este ensayo; sin embargo, la combinacién del Compuesto B/MTX demostré inhibicion no
aditiva para todas las citoquinas perfiladas excepto la produccidon de TNF-a que mostrd sinergia inhibidora a la
concentracion de 400 ng/ml (Figura 25B y Tabla 6).

6.6.7. El Compuesto A inhibe la expresion génica de la citoquina IL-7 reguladora en células T

La citoquina IL-7 reguladora en células T, producida por condrocitos y sinoviocitos, juega un papel en las
enfermedades inflamatorias de las articulaciones tales como artritis y en el dafio éseo. Long, D. et al. Arthritis Res
Ther., 2008, 10(1): R23. En particular, el acido ribonucleico mensajero (ARNm) de IL-7 y los niveles de proteina
estaban incrementados en fluido sinovial de pacientes con espondilartritis y artritis reumatoide (RA). Rihl, M. et al.,
Arthritis Rheum., 2008, 58(11): 3430-3435. En condrocitos humanos primarios normales estimulados con IL-1, IL-6 y
receptor de IL-6 (IL-6R), el Compuesto A (0,1 - 10 yM) inhibi6 significativamente la expresion génica de IL-7 de una
manera dependiente de la dosis. En este ensayo, el Compuesto A fue un inhibidor mas efectivo de la expresion
génica de IL-7 que metotrexato y etanercept en intervalos de dosis que englobaban sus concentraciones
plasmaticas maximas respectivas (Cmsx- MTX = 400 y ETC = 1.600 ng/ml). En condrocitos normales humanos
primarios estimulados, el Compuesto A inhibid la expresion de los biomarcadores en tejido sinovial molécula 1 de
adhesion intercelular (ICAM-1) y la expresion de alfa-v-beta-3 (avp3) integrina. De forma similar, en fibroblastos
sinoviales de artritis reumatoide estimulados con IL-1, IL-6 e IL-6R, el Compuesto A (0,1 - 10 yM) inhibio
significativamente la expresion génica de IL-7 de una manera dependiente de la dosis, mientras MTX y ETC no
tuvieron efectos significativos.

Tabla 6: Resumen de los efectos para los inhibidores de fosfodiesterasa 4 en combinacion con ciclosporina,
Etanercept o metotrexato en células mononucleares de sangre periférica tratadas con enterotoxina B
estafilocdcica

Compuesto A Compuesto B

Citoquina
CsA ETC MTX |CsA ETC MTX
Sinergia (6,25 - |Sinergia (25 - Sinergia (25 - |q; .

IL-10 100 ng/mL; IC = 100 ng/mL; IC = N0 1100 ngiml; IC = f"/‘:f'f‘czoqg;) No aditivo
0,056 - 0,17) 0,04 - 0,11) 0,010 - 0,040) gimt '

Sinergia (25 - |Sinergia (6,25
IP-10 100 ng/mL; IC = |25 ng/mL; IC
0,31-0,47) 0,12-0,17)

Sinergia (1,56 -
6,25 ng/mL; IC = |No aditivo
0,03 -0,14)

No Sinergia (100
aditivo |ng/mL; IC = 0,61)

Sinergia (6,25 - |Sinergia (6,25

Sinergia (6,25

e = . _ |No . _ |Sinergia (25 -
MIP-1a 100 ng/mL; IC = |25 ng/mL; IC = " 100 ng/mL; IC = SV No aditivo
0,14-0,63)  0,070-0,15) aditive | 45 0,33) ng/ml; 1€ =0.22)
Sinergia (100 No Sinergia (25
MIP-113 ng/mL; IC =|No aditivo aditivo 100 ng/mL; IC = No aditivo No aditivo
0,86) 0,24 - 0,42)
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Compuesto A Compuesto B
Citoquina
CsA ETC MTX |[CsA ETC MTX
Sinergia (25 No Sinergia (25 - Sinergia (400
TNF-a ng/mL; IC =|No aditivo aditivo 100 ng/mL; IC = No aditivo ng/mL; IC =
0,79) 0,75-0,77) 0,24)

IC = indice de combinacion; IL = interleuquina; IP-10 = proteina 10 inducible por interferéon; MIP-1a(B) = proteina
1 alfa (beta) inflamatoria de macréfagos; TNF-a = factor de necrosis tumoral alfa.

No aditivo: el porcentaje de inhibidor de PDE4 en combinacién con otro agente < cualquiera de los farmacos
actuando solo; IC > 1.

Aditivo: [(100 - % inhibidor de PDE4) + (100 - % agente de combinacion)] = (100 - % inhibidor de PDE4 con
agente de combinacion); IC = 1,0.

Sinergia: [(100 - % inhibidor de PDE4) + (100 - % otro agente)] < (100 - % inhibidor de PDE4 con agente de
combinacion); IC < 1.

6.6.8. Compuesto A en combinacion con Etanercept, metotrexato y prednisona: respuesta en el ensayo de
citoquina IL-7 reguladora en células T

Ensayo de expresion génica de IL-7: El efecto del Compuesto A en combinacién con Etanercept, metotrexato y
prednisona frente a la produccion de IL-7 se ensay6 en fibroblastos sinoviales derivados de pacientes con artritis
reumatoide. Se descongelaron condrocitos humanos primarios normales y fibroblastos sinoviales de artritis
reumatoide adquiridos en Asterand (Detroit, Ml) en un matraz T-75 y se cultivaron durante 2 - 3 semanas hasta
alcanzar la confluencia. El medio fue 20% FBS-DMEM/F-12 premium no inactivado con calor (Invitrogen 11330-032)
+ 1% pen/strep y 1% L-Glutamina. Las células (1,5 a 2,0 x 105 células) se plaquearon en placas de 6 pocillos que
contenian 2 ml de medio completo. Después de alcanzar un 90% de confluencia (habitualmente en 1 - 2 dias
después de plaquear), se quito el suero a las células durante 20 horas reemplazando el medio completo con 2 ml de
medio sin suero. Las células se trataron con los compuestos de ensayo durante 1 hora a 37°C (0,25%
concentracion final de DMSO). Después del tratamiento con los farmacos, las células se incubaron durante 18 horas
a 37°C con citoquinas estimuladoras IL-18 (10 ng/ml), IL-6 (10 ng/ml), e IL-6R (20 ng/ml). Las células se lavaron con
PBS frio. Se aisl6 acido ribonucleico (ARN) afiadiendo 600 ul de tampén de lisis RLT (Qiagen kit RNAEasy cat#
74104), pasando las células a través de Qiashredder (Qiagen cat# 23800) seguido de aislamiento de ARN segun
las instrucciones del fabricante (Qiagen kit RNAEasy). El ARN purificado se transcribié de forma inversa en ADNc
con ciclador térmico para analisis por reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa en tiempo real
(RTPCR). Los ensayos de la expresion génica de interleuquina-7 se llevaron a cabo usando el sistema de PCR
7500 Real Time. Se opero un control de ensayo de expresion génica de GAPDH para cada muestra y se usé como
un control de normalizacion. Para cada gen, las muestras en cada experimento se normalizaron a tratamiento con
0,25% DMSO.

Ensayo de expresién de proteinas en la superficie celular: Se descongelaron condrocitos humanos primarios
normales en un matraz T-75 y se crecieron durante 2 - 3 semanas hasta alcanzar la confluencia en 20% FBS-
DMEM/F-12 premium no inactivado con calor (Invitrogen 11330-032) + 1% pen/strep y 1% L-Glutamina. Las células
se plaquearon (1,0 x 106 células/10 ml de medio completo) en una placa de cultivo tisular de 100 x 20 mm. Al dia
siguiente, el medio se reemplazé con 10 ml de medio sin suero durante 20 min para quitar el suero a las células. Se
afadio el Compuesto A (0,1 - 10 uM) durante 1 hora a 37°C (0,25% DMSO final). Ademas, se afiadieron las
citoquinas IL-18 (10 ng/ml), IL-6 (10 ng/ml), e IL-6R (20 ng/ml) y se continud la incubacién de las células toda la
noche (18 horas) a 37°C. Las células se recogieron con una disolucion de disociacion celular no enzimatica
(Millipore S-004-B) después se lavaron una vez en tampon de tincion frio (BD Pharmigen 554656) a 300 x g durante
5 minutos. Las células se resuspendieron y alicuotaron en tres tubos de fondo redondeado de 5 ml mas dos
alicuotas adicionales para control. Las células se lavaron de nuevo en tampén de tincion frio a 300 x g durante 5
minutos. Las células se tifieron con PE anti-CD54 humana de ratén: (ICAM-1) (BD Pharmigen 555511) e integrina
aVB3anti (Millipore MAB1976H). Las muestras se agitaron con vortex y se incubaron durante 30 minutos a 4°C
mientras se protegian de la luz. También se ensayaron dos controles de isotipo, PE IgG1 k de raton (BD Pharmigen
555749) e IgG1 (Millipore CBL600P) en la muestra no tratada-DMSO. Las muestras se lavaron dos veces en
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tampon de tincion a 300 x g durante 5 minutos. Después de un lavado final, se afiadieron 500 yl de tampdn de
tincion a cada muestra y se analizé por citometria de flujo.

Se descongelaron condrocitos humanos primarios normales en un matraz T-75 en 20% FBS-DMEM/F-12 premium
no inactivado con calor (Invitrogen 11330-032) + 1% pen/strep y 1% L-Glutamina. Las células se plaquearon (1,0 x
106 células/10 ml 6 5.000 células/100uL de medio completo) en una placa de cultivo tisular de 100 x 20 mm o placa
de 96 pocillos respectivamente. Al dia siguiente, el medio se reemplazé con 10 ml o 100ul de medio sin suero
durante 20 minutos para quitar el suero a las células. Se afiadié el Compuesto A durante 1 hora a 37°C (0,25%
DMSO final). Ademas, se afiadieron las citoquinas IL-13 (10 ng/ml), IL-6 (10 ng/ml), e IL-6R (20 ng/ml) y se continué
la incubacién de las células toda la noche (18 horas) a 37°C. Los sobrenadantes se recogieron a las 24 y 48 horas y
se congelaron a
-20°C. Al dia siguiente, se realizé un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) de CXCL8/TL-8 humana
MMP-3 humana y pro-MMP-13. Los resultados se muestran en las Figuras 26-28.

Tomados conjuntamente, estos datos demuestran que la combinacién bien de los inhibidores de PDE4 Compuesto
A o Compuesto B con opciones de tratamiento aprobadas para artritis reumatoide y psoriasis CsA, ETC, o MTX,
particularmente CsA o ETC, tiene un amplio rango de efectos inhibidores incluyendo sinergia, dependiendo de la
concentracion de la combinacién, ademas de bloquear varias citoquinas inflamatorias y relacionadas con la
enfermedad.

6.6.9. El Compuesto A inhibe la osteoclastogénesis y produccion de osteoblastos de RANKL

Se trataron células de médula ésea humana con el Compuesto A y con 10 nM dexametasona y 10 nM Vitamina D
para diferenciar las células en osteoclastos. Se afiadieron cada 3 dias medio fresco y Compuesto A. En el dia 7, se
recogio el sobrenadante y se aislaron las células adherentes para obtener ARN. Las células del Dia 7 se tifieron con
TRAPS y se conté el numero de osteoclastos.

Resultados: se encontré que el Compuesto A inhibia la formacién de osteoclastos, lo que proporciona evidencia de
que el Compuesto A puede contrarrestar el efecto catabdlico en el hueso de los corticosteroides. Esto proporciona
una ventaja potencial como un tratamiento para la artritis, incluyendo la artritis reumatoide.

El Compuesto A también inhibe significativamente la osteoclastogénesis inducida por el tratamiento con vitamina D
y corticosteroides de las células mononucleares de la médula 6sea. Se plaquearon células de osteoblasto humanas
normales (NHOST, fuente: Lonza) en placas de 6 pocillos y se incubaron toda la noche para que las células se
adhieran. Las células se trataron durante 7 dias con el Compuesto A y con 10 nM dexametasona y 10 nM Vitamina
D. ElI Compuesto y el medio se repusieron frescos cada 3-4 dias. En el Dia 7, se recogi6 el sobrenadante para
RANKL y OPG por ELISA.

Resultados: se encontr6 que el Compuesto A causaba una disminucion significativa en sRANKL después de
tratamiento de células de osteoblasto humanas normales a concentraciones de 1 pM y 10 yM Compuesto A.
También se observé un incremento en OPG después de tratamiento con el Compuesto A. El Compuesto A inhibid
significativamente la relacion RANKL/OPG en células de osteoblasto humanas normales.
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REIVINDICACIONES

1. Un primer agente activo y un agente activo adicional para uso en un método para tratar artritis reumatoide, en el
que el primer agente activo es de férmula (1):

0 0—
)LNH o 0
N
N O
SH
o 4>
(D

o una sal farmacéuticamente aceptable de éste, y el agente activo adicional es ciclosporina A, en el que el método
comprende administrar a un paciente que necesita dicho tratamiento una cantidad terapéuticamente efectiva del
primer agente activo y una cantidad terapéuticamente efectiva del agente activo adicional.

2. El primer agente activo y el agente activo adicional para uso de la reivindicacion 1, en el que la cantidad
terapéuticamente efectiva del primer agente activo es entre aproximadamente 10 mg y aproximadamente 200 mg al
dia.

3. El primer agente activo y el agente activo adicional para uso de la reivindicaciéon 1, en el que uno o mas de los
agentes activos se administran oralmente.

4. El primer agente activo y el agente activo adicional para uso de la reivindicacion 3, en el que el primer agente
activo se administra oralmente en una forma de comprimido o capsula.

5. El primer agente activo y el agente activo adicional para uso de la reivindicaciéon 1, en el que uno o mas de los
agentes activos se administran tépicamente.

6. El primer agente activo y el agente activo adicional para uso de la reivindicacion 5, en el que la administracion
tépica es en la forma de una locién o un liquido.

7. El primer agente activo y el agente activo adicional para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el
que la cantidad terapéuticamente efectiva del primer agente activo es de aproximadamente 0,01 mg a
aproximadamente 100 mg por kg de peso corporal del paciente al dia.

8. El primer agente activo y el agente activo adicional para uso de la reivindicacion 2, en el que la cantidad
terapéuticamente efectiva del primer agente activo es aproximadamente 10, 20, 30, 50 6 100 mg al dia.
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Produccion de IFN-y (% del Control)
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Produccion de IL-2 (% del Control)
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Produccion de IL-10(% del Control)
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Produccion de IL-13(% del Control)
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Produccién de MIP-1a (% del Control)
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Produccion de IFN=y (% del Control)
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Produccién de IL-2 (% del Control)
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Produccién de IL-4 (% del Control)
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Produccién de IL-13 (% del Control)
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Produccion de IP-10(% del Control)
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Produccion de MIP-1a (% del Control)

Produccion de MIP-1a (% del Control)
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Produccion de IP-10(% del Control)
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Produccion de MIP-1a (% del Control)
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Produccion de TNF-q (% del Control)

Produccion de TNF-u (% del Control)
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