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DESCRIPCION
Inhibidores de FBXO3
Antecedentes

Los trastornos inflamatorios subyacen a numerosas enfermedades humanas caracterizadas por un sistema inmune
altamente activado que conduce a la secrecion de grandes cantidades de citoquinas proinflamatorias en circulacion
después de la infeccion con patdgenos virulentos, en respuesta a la lesion de la célula huésped, o irritantes relacionados
que activan los receptores en células efectoras inmunitarias. (células T, macréfagos, etc.). Por ejemplo, la sepsis ocasiona
mas de 500.000 muertes en los EE. UU. cada afio y la neumonia es la causa principal de muerte por infecciones. Ademas,
las enfermedades no infecciosas (colitis, artritis) también pueden involucrar a las citoquinas como mediadores principales
de la patogénesis de la enfermedad. Una caracteristica central de estos trastornos infecciosos es el estallido en la
liberacion de citoquinas, es decir, la tormenta de citoquinas, de células proinflamatorias que incluyen macréfagos, linfocitos
y PMN. Bajo muchas condiciones, la tormenta de citoquinas es exagerada (hipercitoquinemia) y produce una reaccion
inmune fatal con activacion constante de las células efectoras inmunes que producen niveles sostenidos vy
suprafisioldgicos de citoquinas, incluyendo TNFa, IL-3 e IL-6 que conducen a una lesién profunda del tejido. Si no se
controla, esta cascada inflamatoria profunda puede tener consecuencias devastadoras para el huésped.

Los esfuerzos previos para bloquear la tormenta de citoquinas se han centrado en el uso de corticosteroides sistémicos
o el desarrollo de agentes antiinflamatorios dirigidos a citoquinas especificas, por ejemplo, TNFa e IL-18 que no han
mejorado la mortalidad en la sepsis. Otros enfoques que se centran en la inhibiciéon de los receptores de superficie en
secuencia arriba dentro de las células T (por ejemplo, el receptor TLR4) no han sido concluyentes y los agentes similares
no han tenido éxito en los ensayos clinicos de fase 3. Muchos de estos enfoques estan limitados porque solo se selecciona
un objetivo (un receptor o citoquina) para la inhibicion; sin embargo, la inflamacion sistematica y la sepsis son trastornos
intrincados por los cuales se liberan multitud de mediadores inflamatorios a partir de la activacion de multiples receptores.
Los agentes que se dirigen contra un unico objetivo molecular no pueden impedir las actividades de otras citoquinas
proinflamatorias durante la respuesta inflamatoria del huésped. Estas observaciones subrayan la importancia de identificar
nuevos objetivos para la intervencion que puedan regir la sintesis y secrecion de una gama mas amplia de biomoléculas
proinflamatorias. Ademas, el pilar de las terapias para la sepsis son los agentes antimicrobianos que no proporcionan
proteccion total y estan limitados debido a las toxicidades concomitantes y la rapida aparicion de resistencia a multiples
farmacos. Por lo tanto, el descubrimiento de nuevas terapias antiinflamatorias de moléculas pequefias con nuevos
objetivos podria tener un impacto profundo en la gravedad de las enfermedades inflamatorias como la sepsis.

Los factores asociados al receptor del TNF (TRAF) son una familia de proteinas implicadas principalmente en la regulacion
de la inflamacidn, las respuestas antivirales y la apoptosis. Existen seis proteinas TRAF bien caracterizadas (TRAF1-6) y
recientemente se identificé un TRAF7 homologo mas nuevo. Todos los miembros de TRAF comparten un dominio Extremo
terminal C altamente conservado que media las interacciones con los receptores del TNF transmembrana. La
identificacion de las proteinas TRAF ha contribuido significativamente a la elucidacién de los mecanismos moleculares de
la transduccion de sefiales que emanan de la superfamilia TNFR y de la familia del receptor similar a Toll /de interleuquina-
1 (TLR/IL-1R). Las proteinas de la familia TRAF interactian con el receptor de IL-1, los TLR, CD40, RANK, I-TAC, el
receptor de NGF p75, etc. Especificamente, TRAr,, TRAF5 y TRAF6 sirven como proteinas adaptadoras que enlazan los
receptores de la superficie celular con las cascadas de quinasa mas adelante, que a su vez, activa factores claves de
transcripcion, tales como el factor nuclear kB (NFkB), que resulta en la expresion del gen de citoquinas. Con una respuesta
inmune exagerada, la liberacion de citoquinas mediada por TRAF conduce a efectos profundos de edema, fallo
multiorganico y conmocion. Las proteinas TRAF, sin embargo, tienen un papel central ya que median la transduccién de
sefiales para provocar la activacion transcripcional de varias citoquinas mas adelante. Estos hallazgos sugieren que las
maniobras disefiadas para modular selectivamente la abundancia de proteinas TRAF podrian servir como una estrategia
novedosa para la intervencion terapéutica. Sin embargo, hasta la fecha, se sabe muy poco sobre la regulacion molecular
de la familia TRAF en el nivel de estabilidad de la proteina. Las estrategias dirigidas a la modulacién de las
concentraciones de proteina TRAF en las células podrian servir como base para el disefio de una nueva clase de agentes
antiinflamatorios.

La ubiquitinacién de proteinas las marca para degradacion, ya sea por el proteasoma o por medio del lisosoma, y regula
diversos procesos. La conjugacion de ubiquitina a una proteina objetivo esta orquestada por una serie de reacciones
enzimaticas que involucran una enzima de activacion de ubiquitina E1, la transferencia de ubiquitina de una enzima de
activacion E1 a una enzima de conjugacion E2 y, por ultimo, la generacion de un enlace isopeptidico entre la e-amino
lisina del el sustrato y el Extremo terminal C de la ubiquitina catalizada por una ubiquitina ligasa E3. De las muchas ligasas
E3, la superfamilia de la caja Skp-Culina1-F (SCF) se encuentra entre las mas estudiadas. El complejo SCF tiene un
complejo de nucleo catalitico que consiste en Skp1, Culinal y la enzima de conjugacion de ubiquitina E2 (Ubc). El
complejo SCF también contiene una subunidad receptora, denominada proteina de caja F, que se dirige a cientos de
sustratos a través de las interacciones del dominio fosfoespecifico. Las proteinas de la caja F tienen dos dominios: un
motivo de la caja F en el extremo terminal NH2 y un motivo de repeticion rico en leucina en el extremo terminal C (LRR) o
un motivo de repeticion WD. El complejo SCF utiliza el motivo de la caja F para unirse a Skp1, mientras que el motivo de
repeticion rico en leucina/WD se usa para reconocimiento del sustrato.

Chen et al ("Calmodulin Antagonizes a Calcium-Activated SCF Ubiquitin E3 Ligase Subunit, FBXL2, To Regulate
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Surfactant Homeostasis", Molecular and Cellular Biology, vol. 31, 1905-1920) describe la calmodulina como una proteina
universal que detecta calcio que tiene efectos pleiotropicos. Los autores muestran que la calmodulina inhibe un nuevo
componente de la ligasa E3 de SCF (Skpl-Culina-Caja-F), FBXL2. Durante la infeccién por Pseudomonas aeruginosa,
SCF (FBXL2) dirige a la enzima clave, CCTa, para su monoubiquitinacion y degradacion, reduciendo asi la sintesis del
componente indispensable de la membrana y el surfactante, la fosfatidilcolina. P. aeruginosa provoca la entrada de calcio
y la activacion dependiente de calcio de FBXL2 dentro del complejo de Golgi, donde se engancha a CCTa. FBXL2 a través
de su extremo terminal C se une al motivo IQ de CCTa. La desactivacion de FBXL2 aumenta los niveles de CCTay la
sintesis de fosfolipidos. La interaccion molecular de FBXL2 con CCTa se opone a la calmodulina, que transita al complejo
de Golgi, se une a FBXL2 (residuos 80 a 90) a través de su extremo terminal C, y compite con la ligasa para la ocupacion
dentro del motivo 1Q. Estas observaciones se recapitularon en modelos murinos de deficiencia de surfactante inducida
por P. aeruginosa, donde la transferencia del gen de calmodulina redujo las acciones de FBXL2 al estabilizar el CCTa y
disminuir la gravedad de la lesion inflamatoria pulmonar. Los resultados proporcionan un modelo Unico de competencia
intermolecular regulada por calcio entre una subunidad de la ligasa E3 y un antagonista que es de importancia critica para
la neumonia y la homeostasis lipidica.

Resumen

Una realizacion descrita en este documento es un compuesto, o una sal o éster farmacéuticamente aceptable del mismo,
como se define en la reivindicacion 1.

Una descripcién en el presente documento que no forma parte de la invencion es un método para inhibir la liberacién de
citoquinas proinflamatorias en un sujeto, que comprende administrar al sujeto un inhibidor de FBXO3.

Una descripcion en el presente documento que no forma parte de la invencién es un método para tratar un trastorno
inflamatorio en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un inhibidor de
FBXO3.

Una descripcion en el presente documento que no forma parte de la invencién es un método para inhibir la ubiquitinacion
y degradacion inducidas por FBXO3 de FBXL2, que comprende poner en contacto tejidos o células que contienen FBXO3
con un compuesto de benzatina, un diaminoalcano opcionalmente sustituido, una quinolina sustituida, hematoxilina,
tetrametilenbis, naftacaina, ampicilina, o eliptina.

Una descripcion en el presente documento que no forma parte de la invencién es un método para inhibir el crecimiento
bacteriano en un sujeto o una superficie de un objeto, que comprende administrar al sujeto o la superficie del objeto una
cantidad eficaz de un inhibidor de FBXO3.

Una descripcion en el presente documento que no forma parte de la invencion es un método para inhibir una bioactividad
de la proteina FBXO3, que comprende poner en contacto FBXO3 con un compuesto que interactia con los residuos de
aminoacidos Y308, N335, E341, T368 y S370 que estan presentes en una cavidad del dominio ApaG de la proteina
FBXO3.

Lo anterior se hara mas evidente a partir de la siguiente descripcion detallada, que procede con referencia a las figuras
adjuntas.

Breve descripcion de los dibujos
Figs. 1A-1E. FBXL2 se dirige a las TRAF para la poliubiquitinacion.

Fig. 1A. Inmunotransferencia que muestra niveles de TRAF y proteinas de control negativo, después del plasmido de
control (CON) o de la expresion del plasmido ectopico FBXL2. Fig. 1B. Las células se transfectaron con un plasmido
FBXL2 inducible bajo control de doxiciclina exdgena. Las células se trataron con doxiciclina varias veces, luego se
recolectaron las células y se analizaron los lisados celulares para detectar FBXL2, TRAF y B-actina mediante
inmunotransferencia. Fig. 1C. Se inmunoprecipité FBXL2 enddgeno seguido por inmunotransferencia de TRAF 1-6. Fig.
1D. Ensayos de ubiquitinacion in vitro. Los componentes purificados del complejo SCF se incubaron con V5-TRAF
individuales y el complemento completo de los componentes de la reaccién de ubiquitinacion (segundo carril de la
izquierda) que muestran proteinas TRAF poliubiquitinadas. Fig. 1E. Se muestra la semivida de cada proteina TRAF con
o sin sobreexpresion de FBXL2.

Las Figs. 2A-2D. FBXL2 esta poliubiquitinado en el sitio de Lisina 201. Figs. 2A-C. Se disefiaron y clonaron varias
mutaciones de eliminacion (Figs. 2A, 2B) y puntuales (Fig. 2C) de FBXL2 en un vector pcDNA3.1D/V5-HIS (panel
superior). Los plasmidos que codifican los mutantes FBXL2 se transfectaron en células, seguido por el tratamiento con
MG132. Las células se recolectaron y los lisados celulares se analizaron en busca de V5-FBXL2 y B-actina mediante
inmunotransferencia después de la exposicion de las células al vehiculo (abajo a la izquierda) o a MG132 (abajo a la
derecha). Fig. 2D. Estudios de semivida de FBXL2 de tipo silvestre (VT) y FBXL2 K201R.

Figs. 3A-3K. FBXL2 se fosforila y se selecciona mediante el FBXO3 de la ligasa E3 de la de SCF en el residuo T404. Fig.
3A. Esquema de sitios de fosforilacion potenciales dentro de FBXL2 (prediccion de GPS2.1). Fig. 3B. El FBXL2 enddgeno
se inmunoprecipitdé y se sigui® mediante inmunotransferencia con fosfotreonina. Fig. 3C. FBXL2 enddgeno se
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inmunoprecipitd y fue seguido mediante inmunotransferencia por varias quinasas candidatas. Fig. 3D. FBXL2 enddgeno
se inmunoprecipitd y se siguié mediante inmunotransferencia con FBXO3. Fig. 3E. Ensayos de ubiquitinacion in vitro. Los
componentes del complejo SCFFBXO3 purificados se incubaron con V5-FBXL2 y el complemento completo de los
componentes de la reaccion de ubiquitinacion (carril derecho) que muestra FBXL2 poliubiquitinado. Fig. 3F. Las células
se transfectaron con los plasmidos mutantes con eliminacion de FBXL2 marcado con his, seguido de la eliminaciéon de
his; la proteina FBXO3 unida a las perlas de cobalto se eluyé y luego se resolvi6 en SDS-PAGE seguido de
inmunotransferencia con FBXO3. Fig. 3G. Estudios de semivida de mutantes de eliminacion del extremo terminal C de
FBXL2 WT y FBXL2. Fig. 3H. Secuencia de consenso GSK3 dentro de FBXL2. Fig. 3l. Las células se transfectaron con
plasmidos que codifican mutantes puntuales T404A de V5-WT FBXL2 o V5-FBXL2, las células transfectadas se
sometieron luego a inmunoprecipitacion con anticuerpo V5 seguido de inmunotransferencia con fosfotreonina. Fig. 3J.
Ensayos de ubiquitinacion in vitro. Los componentes del complejo SCFFBXO3 purificados se incubaron con el mutante
T404A de FBXL2 WT marcado con V5 o el FBXL2 y el complemento completo de los componentes de la reaccion de
ubiquitinacién que muestran FBXL2 poliubiquitinado (segundo carril desde la izquierda). Fig. 3K. Modelo de FBXO3 que
se dirige a FBXL2.

Figs. 4A-4F. FBXO3 contiene una mutacion natural en V220. Fig. 4A. Analisis SNP de la proteina FBXL2 que indica una
mutacion V220l. Fig. 4B. El ADN gendmico se extrajo por primera vez de células PBMC de veinte donantes sanos
caucasicos, seguido de un genotipado SNP utilizando una sonda SNP TagMan® con PCR en tiempo real. Fig. 4C. Tres
muestras de células PBMC WT vy tres células PBMC que contenian la mutacion V220l heterocigética se trataron con 2
pg/mL de LPS durante 24 h antes de los ensayos de liberacion de citoquinas utilizando una matriz de citoquinas humanas
(R&D). Fig. 4D. Ensayos de ubiquitinacion in vitro. Los componentes del complejo mutante SCFFBXO3 o
SCFFBX03V220I purificados se incubaron con V5-FBXL2 y el complemento completo de los componentes de la reaccion
de ubiquitinacién que muestran niveles de FBXL2 poliubiquitinado. Fig. 4E. Las células se transfectaron con los plasmidos
mutantes FBXO3 V5-WT o V5-FBXO3V220I, seguido de inmunotransferencia para las proteinas V5, FBXL2 y TRAF. Fig.
4F. Las células U937 se trataron con LPS durante 24 h adicionales antes de analizar la secrecién de citoquina utilizando
una matriz de citoquinas humanas (R&D).

Figs. 5A-51. FBXO3V220I es un mutante de pérdida de funcién de FBXO3 in vivo. La transferencia del gen FBXO3 lentiviral
aumenta la gravedad de la inflamacion y lesion pulmonar inducida por P. aeruginosa. A los ratones C57BL/6J se les
administré en forma intratraqueal (it) Lenti-LacZ, Lenti-FBXO3 o Lenti-FBXO3V220! (107 CFU/raton) durante 120 h, y 4
ratones/grupo se inocularon con P. aeruginosa (PA103, 10* PFU/mouse) durante 24 h. Los ratones se monitorizaron en
un FlexiVent para medir la mecanica pulmonar (Figs. 5A-5D). Los ratones se sacrificaron y los pulmones se lavaron con
solucion salina, se recogieron y luego se homogeneizaron; la proteina de lavado, los recuentos celulares y la secrecion
de citoquinas se determinaron en (Figs. 5E-5F, 5I). Fig. 5G. La tincién con H&E se realizd en muestras de pulmén en (Fig.
5A). Fig. 5H. Estudios de supervivencia de ratones administrados en forma it Se determindé PA103 (10° PFU/raton, 7
ratones por grupo). Los ratones fueron monitoreados cuidadosamente con el tiempo; Los animales prematuros
moribundos fueron inmediatamente sacrificados y registrados como fallecidos. Las curvas de supervivencia de Kaplan-
Meier se generaron utilizando el software Prism.

Figs. 6A-6l. La desactivacion de FBXO3 mejora la lesion pulmonar inducida por Pseudomonas.

La inactivacion de FBXO3 lentiviral atenda la gravedad de la inflamacion y lesion pulmonar inducidas por P. aeruginosa.
Se administré a ratones C57BL/6J en forma it lentivirus que codifica ARNhp de control (CON) o ARNhp de Lenti-FBXO3
(107 CFU/ratén) durante 120 h, y se inocularon 4 ratones/grupo con PA103 (10* PFU/raton) durante 24 h. Los ratones se
monitorizaron en FlexiVent para medir la mecanica pulmonar (Figs. 6A-6D). Los ratones se sacrificaron y los pulmones
se lavaron con solucion salina, se recogieron y se homogeneizaron. La proteina de lavado, los recuentos celulares y la
secrecion de citoquinas se midieron en (Figs. 6E, 6F, 6H). Fig. 6G. La tincion con H&E se realizé en muestras de pulmoén
en (Fig. 6A). Fig. 6l. Se realizd un estudio de supervivencia de ratones administrados en forma it con PA103 (10°
PFU/ratén, 6 ratones por grupo). Los ratones fueron monitoreados cuidadosamente con el tiempo; los animales
prematuros moribundos fueron inmediatamente sacrificados y registrados como fallecidos. Las curvas de supervivencia
de Kaplan-Meier se generaron utilizando el software Prism.

Figs. 7A-7F. El analisis estructural de FBXO3 revela un dominio ApaG de tipo bacteriano.

Fig. 7A. Se disefaron varios mutantes de eliminacién de FBXO3 y se clonaron en un vector pcDNA3.1D/V5-HIS. Fig. 7B.
Ensayos de ubiquitinacion in vitro. Las proteinas FBXO3 de longitud completa (FL) SCFFBXO3 purificadas o truncadas
se incubaron con V5-FBXL2 y el complemento completo de los componentes de la reaccion de ubiquitinacion muestran
FBXL2 poliubiquitinado (segundo carril de la izquierda). Fig. 7C. Analisis estructural del dominio ApaG de FBXO3. Figs.
7D-7F. Estudio de acoplamiento del compuesto candidato, benzatina, que interactia con el dominio ApaG de FBXO3.

Figs. 8A-8D. Generacion de inhibidores de FBXO3 y analisis de acoplamiento.

Figs. 8A-8D. Tema general de la sintesis de analogos de benzatina. En resumen, los analogos de la benzatina objetivo
se prepararon a partir de derivados de benzaldehido y derivados de diamina tales como etilendiamina. En general, los
derivados de benzaldehido relevantes (0,02 moles) se agregaron a una solucion de etilendiamina (0,01 mol, ~700 pL) en
etanol anhidro (20 mL). La solucion resultante se sometio a reflujo y se agité durante 60 minutos hasta la precipitacion de
la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se filtraron y se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadio luego
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a 30 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucion al 10% de borohidruro de sodio (0,02 moles) en metanol absoluto
y se afadio a la base de Schiff. Cuando se completd la adicidn, la solucion de reaccién se sometié a reflujo durante 15
minutos adicionales. Luego se elimind el solvente mediante evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para
liberar la amina secundaria. La precipitacion de los derivados de benzatina se recogio, se lavd con agua y se seco, seguido
de recristalizacion en acetato de etilo. Figs. 8B-8D. Estudios de estructura y acoplamiento del nuevo inhibidor de FBXO3,
BC-1215.

Fig. 9. BC-1215 inhibe un amplio espectro de citoquinas del panel de Th1.

Las células PBMC (0,6 mL a razén de 1,5 x 108/mL) se trataron con 2 ug/mL de LPS durante 16 horas con BC-1215a 10
pg/mL. La liberacion de citoquinas fue controlada por la matriz de citoquinas humanas (R&D Systems). Los resultados de
la transferencia de puntos de la matriz de citoquinas se cuantificaron y se representaron graficamente a continuacion.

Figs. 10A-10E. BC-1215 inhibe FBXO3 y disminuye los niveles de proteina TRAF.

Fig. 10A. Las células PBMC se trataron con 2 ug/mL de LPS en cada punto de tiempo antes de la inmunotransferencia
para las proteinas indicadas. Fig. 10B. Ensayos de ubiquitinacién in vitro. Los componentes del complejo SCFFBXO3
purificados se incubaron con V5-FBXL2 y el complemento completo de los componentes de la reaccion de ubiquitinacion
con una mayor concentracion de BC-1215, mostrando niveles reducidos de FBXL2 poliubiquitinado. Fig. 10C. Las células
MLE también se trataron con BC-1215 a diferentes concentraciones durante 16 h. Las células se recogieron y se
ensayaron por inmunotransferencia. Fig. 10D. Las células Hela se trataron con BC-1215 a diferentes concentraciones
durante 24 h antes del analisis del ciclo celular (BD BioScience). Fig. 10E. Las células MLE se trataron con BC-1215 (10
pg/mL) durante 24 h antes de analizar la actividad de COX-2 (Cayman).

Figs. 11. BC-1215 inhibe la liberacién de citoquinas en un modelo de choque séptico por endotoxinas. BC-1215 se
solubilizé en agua utilizando acido acético en una proporcién molar de 1:2; La solucién madre de BC-1215 fue de 5 mg/mL.
Los ratones C57BL6 se anestesiaron profundamente con ketamina (80-100 mg/kg por via intraperitoneal (ip) y xilazina
(10 mg/kg ip). Se administraron a los ratones 500 ug, 100 ug, 20 ug, 4 ugy 0,8 ug de BC-1215) a través de una inyeccion
intraperitoneal (ip). 10 minutos mas tarde, a los ratones se les administraron 100 pg de LPS (E. coli) a través de una
inyeccion IP. 90 minutos mas tarde, se sacrificaron los ratones; se recogio la sangre y se realizaron ensayos para IL1-,
IL-6 y TNFa. (n = 3/grupo de ratones a cada dosis).

Fig. 12. BC-1215 inhibe la liberacion de citoquinas en un modelo de sepsis de ligadura y puncién cecal (CLP). BC-1215
se solubilizé como anteriormente. Los ratones C57BL6 se anestesiaron profundamente con ketamina (80-100 mg/kg ip) y
xilazina (10 mg/kg ip). Se administraron 100 ug de BC-1215 a ratones mediante una inyeccion IP. 30 minutos mas tarde,
se realizé la CLP. 6 h mas tarde, los ratones se sacrificaron; la sangre se recogié y se analizé para determinar los niveles
de IL1-B, IL-6 y TNFa (n = 4-5 ratones/grupo, * p <0,05 frente a CLP)

Figs. 13A-13H. BC-1215 reduce la lesiéon pulmonar en la neumonia por Pseudomonas.

BC-1215 (100 pg) se administrd a ratones C57BL6 a través de una inyeccion IP, los ratones se retaron con Pseudomonas
(cepa PA103, 10* CFU/raton, it) durante 18 h adicionales. Los ratones se monitorizaron en un FlexiVent para medir la
mecanica pulmonar (Figs. 13A-13D). Los ratones se sacrificaron y los pulmones se lavaron con solucion salina, se
recogieron y se homogeneizaron. La proteina de lavado, el recuento celular y la secrecién de citoquinas se midieron en
(Fig. 13E, 13F, 13H). Fig. 13G. La tincion con H&E se realiz6 en muestras de pulmén. (n = 4-6 ratones/grupo, * p <0,05
frente al vehiculo).

Figs. 14A-14H. BC-1215 disminuye la gravedad de la neumonia por influenza H1N1. Figs. 14A-14D. Los ratones C57BL6
fueron retados con H1N1 (10® PFU/ratdn, it) hasta 9 dias. Para el tratamiento con BC-1215, se afiadié una solucion madre
(5 mg/mL) al agua de bebida (que contiene 2% de sacarosa) hasta la concentracion final de 30 pg/mL. La mecanica
pulmonar se midié el dia 5 utilizando FlexiVent (Figs. 14A-14C). Fig. 14D. Estudio de supervivencia de ratones
administrados it con H1N1 (10° PFU/raton, 8 ratones/grupo). Los ratones fueron monitoreados cuidadosamente con el
tiempo; los animales prematuros moribundos fueron inmediatamente sacrificados y registrados como fallecidos. Los
ratones se sacrificaron y los pulmones se lavaron con solucion salina, se recogieron y se homogeneizaron. La proteina
de lavado y el recuento de células se midié en (Fig. 14E, 14F). Fig. 14G. Fotografia de pulmones de ratones tratados con
vehiculo o BC-1215. Fig. 14H. La tincién con H&E se realiz6 en muestras de pulmén. (n = 5-8 ratones/grupo, * p <0,05
frente a H1N1).

Figs. 15A-15C. BC-1215 reduce el edema de oreja inducido por TPA. Fig. 15A-15C. Los ratones C57BL6 se anestesiaron
profundamente con ketamina (80-100 mg/kg ip) y xilazina (10 mg/kg ip). Se aplicaron 20 uL de solucion de etanol de BC-
1215 en las orejas a razén de 8, 40, 200 ug/oreja 30 min después de la administracion de TPA (2 pg/oreja). Las
comparaciones incluyeron voliumenes iguales de etanol (control del vehiculo). 18 h después de la administracion de TPA,
los ratones se sacrificaron; el grosor de la oreja se midié utilizando un micrometro (Fig. 15B). También se tomaron de
inmediato biopsias de puncion de oreja, se pesaron y se graficaron (Fig. 15C).

Figs. 16A-16C. BC-1215 reduce el edema de pata inducida por carragenina. Figs. 16A-16C. Los ratones C57BL6 se
anestesiaron profundamente con ketamina (80-100 mg/kg ip) y xilazina (10 mg/kg ip). Los ratones recibieron una
administracion subplantar de 25 pL de solucion salina o 25 uL de carragenina (1% en solucion salina), seguida de una
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inyeccion IP de 100 yg de BC-1215 diariamente durante dos dias. Los ratones fueron luego sacrificados; se midio el
espesor y el volumen de la pata (Fig. 16B-16C). (n = 4 ratones/grupo, * p <0,05 frente al vehiculo)

Figs. 17A-17D. BC-1215 reduce la inflamacion del colon inducida por DSS. Figs. 17A-17C. Los ratones C57BL6 fueron
alimentados con agua que contenia 3,5% de sulfato de dextrano sédico (DSS) hasta por cinco dias. Los ratones se
trataron con vehiculo o con 100 yg de BC-1215 diariamente (mediante inyeccion IP). Los ratones fueron luego
sacrificados; la longitud del colon se midi6 y grafico en (Fig. 17A). Los tejidos colénicos también se analizaron para detectar
IL1B (Fig. 17B) y TNFa (Fig. 17C) mediante ELISA. (n = 4 ratones/grupo, * p <0,05 frente a DSS) Fig. 17D. La tincién con
H&E se realiz6 en muestras de colon. (n = 4 ratones/grupo, * p <0,05 frente a DSS)

Fig. 18. Una nueva via inflamatoria propuesta catalizada por FBXO3.

La infeccion o los trastornos autoinmunes pueden involucrar la siguiente via: FBXO3- | FBXL2- | TRAF — produccién de
citoquinas — inflamacion del tejido, lesion y edema. Especificamente, la inflamacion local y sistémica esta regulada en
parte, por una via Unica por la cual un componente de la ligasa E3 no reconocido previamente, FBXO3, desencadena la
ubiquitinacién y degradacion de otra subunidad de la ligasa E3, FBXL2, lo que aumenta los niveles de proteinas TRAF
que median la secrecién de citoquinas de las células inflamatorias. En esencia, FBXL2 parece ser un inhibidor de
retroalimentacién de inflamacion. Como los TRAF son elementos moleculares criticos para la expresion del gen de las
citoquinas a través de NF-k, la mutacion o inhibicion de FBXO3 evitara la induccion de las proteinas TRAF y suprimira la
produccioén de citoquinas. EI FBXO3 sirve como un nueva objetivo molecular como la pieza central de esta invencion que
ha conducido a la génesis de los inhibidores de la ligasa E3 de ubiquitina de la proteina de la caja F.

Fig. 19. Prueba de antibiéticos de Kirby-Bauer. BC-1215 se probé en pruebas de sensibilidad a los antibidticos utilizando
agar Mueller-Hinton. En resumen, se agregaron papeles de filtro de 6 mm que contenian diferentes cantidades de BC-
1215 o gentamicina (control positivo) en el agar Mueller-Hinton previamente expuesto a Staphylococcus aureus. Las
placas se incubaron a 37 grados durante 24 h. Los tamafios de las zonas se midieron y se marcaron con un circulo rojo
que indicaba resultados positivos. Los datos sugieren que el BC-1215 puede inhibir el crecimiento bacteriano a través de
la interaccion con la proteina ApaG bacteriana.

Las Figs. 20A-20J son una tabla que representa compuestos de benzatina y resultados de ensayos. Las células PBMC
(0,6 mL a 1,5 x 108/mL) se trataron con 2 pug/mL de LPS durante 16 horas junto con cada compuesto a diferentes
concentraciones. La liberacion de citoquinas IL13 y TNFa se monitorizé mediante ELISA para calcular la IC50. Se traté el
monocito U937 (0,6 mL a razon de 1,5 x 10%/mL) con cada compuesto a diferentes concentraciones durante 16 h. Luego,
las células se tifieron con azul tripano para diferenciar las células muertas y calcular la LD50. indice terapéutico (TI) =
LD50/1C50. Los compuestos marcados en rojo son objetivos de alto valor (IC50 baja, LD50 baja) y requieren mas pruebas
in vivo.

Figs. 21A-21E. BC-1261 reduce la inflamacion pulmonar inducida por P. aeruginosa. BC-1261 se administro a ratones a
través de un inyeccion IP, y los ratones fueron retados inmediatamente con P. aeruginosa (cepa PA103, 2,5 x 10*
cfu/raton, it) o sin (control, CON) durante 18 h adicionales. Los ratones se sacrificaron y los pulmones se lavaron con
solucion salina, se recogieron y luego se homogeneizaron. La proteina de lavado, los recuentos de células y la secrecion
de citoquinas se midieron en (A-C). D. Las células de lavado se procesaron con citosina y se tifieron con May-Grunwald
y Geimsa. E. La tincién con H&E se realizé en muestras de pulmon. Los datos representan n = 4 ratones/grupo, *P < 0,05
frente a PA103.

Figs. 22A-22C. BC-1261 reduce la inflamacion pulmonar crénica inducida por el humo. Los ratones se expusieron al humo
del cigarrillo durante 5 semanas antes de recibir en forma ip la inyeccion de BC1261 (100 pg), 18 h mas tarde, los ratones
se sacrificaron y los pulmones se lavaron con solucion salina, se recogieron y se homogeneizaron. La proteina de lavado,
los recuentos de células y la secrecion de citoquinas se midieron en (A-C). Los datos representan n = 3 ratones/grupo, *P
< 0,05 frente a con.

Figs. 23A-23D. BC-1261 reduce el edema de oreja inducido por TPA. Se aplicé una dosis diferente de BC-1261 a las
orejas de los ratones a diferentes dosis 30 min después de la administracion de TPA (2 ug/oreja). A. Las comparaciones
aproximadas se hicieron con volumenes iguales de etanol como control de vehiculo (CON). Dieciocho horas después de
la administracion de TPA, los ratones se sacrificaron y se midié el grosor de la oreja con un micrometro (B). También se
tomd una muestra de autopsia para medir la actividad de la MPO (C) y calcular el edema de la oreja (D). Los datos
representan n = 6 ratones/grupo, *P < 0,05 frente a TPA.

Figs. 24A-24D. BC-1261 reduce la inflamacion colénica aguda inducida por DSS. A-D. Los ratones C57BL6 fueron
alimentados con agua a voluntad que contenia 3,5% de sulfato de dextrano sodico (DSS) hasta por cinco dias. Los ratones
se trataron con vehiculo (control [CON]) o BC-1261 (150 ug) diariamente (mediante una inyeccion IP), o se administro
BC-1261 en agua potable a razén de 30 pyg/mL (po). Los ratones se sacrificaron y se midio la longitud del colon y se
grafico en (A-B). Los tejidos coldnicos también se analizaron para TNFa (C) e IL6 (D). E. La tincién con H&E se realiz6 en
secciones de colon. Los datos representan n = 4 ratones/grupo, *P < 0,05 frente a DSS y **P < 0,05 frente a con.

Figs. 25A-25J. BC-1261 reduce la inflamacion crénica del colon inducida por DSS. A. Los ratones C57BL6 se alimentaron
con agua a voluntad que contenia 2% de sulfato de dextrano sédico (DSS) durante seis dias, luego se cambiaron a agua
hasta tres ciclos. BC-1261 se administré en agua potable a razén de 30 pg/mL, comenzando en el dia 7. Los ratones se
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sacrificaron al final del experimento y se midio la longitud del colon y se representd graficamente en (B-C). El indice de
enfermedad se midi6 y se grafico en (D). Los niveles de citoquinas en suero se midieron en (E-F). También se analizaron
las citoquinas de tejidos coldnicos y la actividad de la MPO (GJ). Los datos representan n = 7 ratones/grupo, *P < 0,05
frente a con.

Figs. 26A-26C. Estudio de acoplamiento del compuesto BC-1234 con el dominio ApaG de FBXO3. A. Estructura de BC-
1234. B. BC-1234 interactua con los residuos Glu64 y Thr91 dentro del motivo ApaG de FBXO3. C. Las cinco poses del
BC-1234 con las mejores puntuaciones de acoplamiento interactuando con el motivo ApaG de FBXO3. D. BC-1234 se
probaron adicionalmente en MLE (células de epitelio murino). En resumen, las células MLE se trataron con BC-1234 a
diferentes concentraciones durante 16 h. Las células se recogieron y ensayaron para determinar la inmunotransferencia
de Aurora B, ciclina D3, FBXL2 y FBXO3.

Figs. 27A-27G. BC-1258 Induce la detencion de G2/M y la apoptosis en células cancerosas. A. PBMC de 5 controles,
sujetos con AML y ALL se cultivaron en medio RPMI durante 18 h. Luego se recogieron las células, se lisaron y se
analizaron para determinar la inmunotransferencia de proteinas. B-D. Se trataron células de leucemia humana (células
U937, K562 y THP1) con BC-1258 a diferentes concentraciones durante 16 h. Las células se recogieron y ensayaron para
determinar la inmunotransferencia de Aurora B, ciclina D2, ciclina D3 y FBXL2. E-F. Las células MLE se trataron con BC-
1258 a diferentes concentraciones durante 16 h, las células se procesaron mediante captacion de BrdU vy tincion con 7-
AAD seguida del analisis del ciclo celular mediante FACS (E), los histogramas de ADN 2N, 4N y 8N se cuantificaron y se
representaron graficamente en (F). G. Cuantificacion del analisis FACS que muestra los niveles de células MLE
apoptéticas después del tratamiento con BC-1258 en cada punto temporal.

Figs. 28A-28I1. BC-1258 suprime el crecimiento tumoral en xenoinjerto. A-E. Efecto de BC-1258 y otros compuestos sobre
el crecimiento de los implantes de tumores U937 en ratones desnudos, n = 4 ratones/grupo con concentracion de farmaco
arazén de 30 pg/mL en el agua potable. El panel A mostré imagenes representativas de tamafios variables de xenoinjerto
en tres ratones desnudos (flechas) después del tratamiento farmacolégico. B. Mediciones del volumen del tumor a lo largo
del tiempo (n = 4 ratones/grupo, *P < 0,05 frente a con). D. El tejido tumoral de C se pesé y se grafico (n = 4 ratones/grupo,
*P < 0,05 frente a con). E. Se recogieron los tumores de tres controles y tres implantes U937 tratados con farmacos en
ratones en el punto final y se analizaron las proteinas Aurora B, CaM y FBXL2 mediante inmunotransferencia. F-I. El suero
de cada ratén se recogio en el punto final y se procesoé para la creatinina, LDH, ALT y la actividad de la creatina quinasa.

Fig. 29. Motivo de unién al farmaco ApaG.

Fig. 30. Interaccion de FBXO3-ApaG con los compuestos BC-1261 y BC-1234.

Fig. 31. Interaccion de FBXO3-ApaG con el compuesto BC-1304.

Fig. 32. Interaccion de FBXO3-ApaG con el compuesto BC-1305.

Fig. 33. Interaccion de FBXO3-ApaG con el compuesto BC-1305 (posicién secundaria).
Fig. 34. Interaccion de FBXO3-ApaG con el compuesto BC-1306.

Fig. 35. Interaccion de FBXO3-ApaG con el compuesto BC-1307.

Fig. 36. Interaccion de FBXO3-ApaG con el compuesto BC-1308.

Fig. 37. Interaccion de FBXO3-ApaG con el compuesto BC-1309.

Fig. 38. Tabla que resume la deteccién de toxicidad para los compuestos BC-1215 y BC-1261.
Listado de secuencias

La secuencia de aminoacidos enumerada en el listado de secuencias adjunta se muestra utilizando el codigo estandar de
tres letras para los aminoacidos, como se define en 37 C.F.R. 1.822. El listado de secuencias se envia como un archivo
de texto ASCII, creado el 11 de marzo de 2013, 4,47 KB, que se incorpora en el presente documento como referencia.

Descripcion detallada

Terminologia

Como se usa en este documento, los términos singulares "un", "uno, una"y "el, Ia" incluyen referentes al plural, a menos
que el contexto indique claramente lo contrario. Ademas, como se usa en el presente documento, el término "comprende”
significa "incluye".

Aunque se pueden usar métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el presente documento en la
practica o el ensayo de la presente descripcion, los métodos y materiales adecuados se describen a continuacion.
Ademas, los materiales, métodos y ejemplos son solo ilustrativos y no pretenden ser limitativos.
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Para facilitar la revision de los diversos ejemplos de esta descripcion, se proporcionan las siguientes explicaciones de
términos especificos:

"Acilo" se refiere a un grupo que tiene la estructura -C(O)R, en la que R puede ser, por ejemplo, opcionalmente sustituido,
arilo opcionalmente sustituido o heteroarilo opcionalmente sustituido. Los grupos "acilo inferior" son aquellos que
contienen de uno a seis atomos de carbono.

"Aciloxi" se refiere a un grupo que tiene la estructura -OC(O)R-, en la que R puede ser, por ejemplo, alquilo opcionalmente
sustituido, arilo opcionalmente sustituido o heteroarilo opcionalmente sustituido. Los grupos de "aciloxi inferior" contienen
de uno a seis atomos de carbono.

La "administracion" tal como se usa en el presente documento incluye la administracion por parte de otra persona al sujeto
o la autoadministracién por parte del sujeto.

El término "alifatico” se define como que incluye grupos alquilo, alquenilo, alquinilo, alquilo halogenado y cicloalquilo. Un
grupo "alifatico inferior" es un grupo alifatico ramificado o no ramificado que tiene de 1 a 10 atomos de carbono.

"Alcanodiilo”, "cicloalcanodiilo”, "arildiilo", "alcanoarildiilo" se refieren a un radical divalente derivado de hidrocarburos
alifaticos, cicloalifaticos, arilo y alcanoarilo.

"Alquenilo” se refiere a un grupo de cadena lineal, ramificada o ciclica que contiene solo carbono e hidrogeno, y contiene
uno o mas enlaces dobles que pueden o no estar conjugados. Los grupos alquenilo pueden estar no sustituidos o
sustituidos. Los grupos "alquenilo inferior" contienen de uno a seis atomos de carbono.

El término "alcoxi" se refiere a una configuracion de hidrocarburo lineal, ramificado o ciclico y combinaciones de los
mismos, que incluyen de 1 a 20 atomos de carbono, preferiblemente de 1 a 8 atomos de carbono (denominado "alcoxi
inferior"), mas preferiblemente de 1 a 4 atomos de carbono, que incluyen un atomo de oxigeno en el punto de unién. Un
ejemplo de un "grupo alcoxi" esta representado por la férmula -OR, en la que R puede ser un grupo alquilo, opcionalmente
sustituido con un grupo alquenilo, alquinilo, arilo, aralquilo, cicloalquilo, alquilo halogenado, alcoxi o heterocicloalquilo. Los
grupos alcoxi adecuados incluyen metoxi, etoxi, n-propoxi, i-propoxi, n-butoxi, i-butoxi, sec-butoxi, terc-butoxi,
ciclopropoxi, ciclohexiloxi y similares.

"Alcoxicarbonilo” se refiere a un radical carbonilo sustituido con alcoxi, -C(O)OR, en el que R representa un alquilo, arilo,
aralquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo o una fraccién similar opcionalmente sustituida.

El término "alquilo" se refiere a un grupo hidrocarburo saturado ramificado o no ramificado de 1 a 24 atomos de carbono,
tal como metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, t-butilo, pentilo, hexilo, heptilo, octilo, decilo, tetradecilo,
hexadecilo, eicosilo, tetracosilo y similares. Un grupo "alquilo inferior" es un hidrocarburo ramificado o no ramificado
saturado que tiene de 1 a 6 atomos de carbono. Los grupos alquilo preferidos tienen de 1 a 4 atomos de carbono. Los
grupos alquilo pueden ser "alquilos sustituidos" en los que uno o mas atomos de hidrogeno estan sustituidos con un
sustituyente tal como halégeno, cicloalquilo, alcoxi, amino, hidroxilo, arilo, alquenilo o carboxilo. Por ejemplo, un alquilo
inferior o alquilo (C1-C6) puede ser metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, iso-butilo, sec-butilo, pentilo, 3-pentilo o hexilo;
cicloalquilo (C3-C6) puede ser ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo o ciclohexilo; el cicloalquil (C3-C6) alquilo (C1-C6)
puede ser ciclopropilmetilo, ciclobutilmetilo, ciclopentilmetilo, ciclohexilmetilo, 2-ciclopropiletilo, 2-ciclobutiletilo, 2-
ciclopentiletilo o 2-ciclopentiletilo; el alcoxi (C1-C6) puede ser metoxi, etoxi, propoxi, isopropoxi, butoxi, iso-butoxi, sec-
butoxi, pentoxi, 3-pentoxi o hexiloxi; el alquenilo (C2-C6) puede ser vinilo, alilo, 1-propenilo, 2-propenilo, 1-butenilo, 2-
butenilo, 3-butenilo, 1-pentenilo, 2-pentenilo, 3-pentenilo, 4-pentenilo, 1- hexenilo, 2-hexenilo, 3-hexenilo, 4-hexenilo o 5-
hexenilo; el alquinilo (C2-C6) puede ser etinilo, 1-propinilo, 2-propinilo, 1-butinilo, 2-butinilo, 3-butinilo, 1-pentinilo, 2-
pentinilo, 3-pentinilo, 4-pentinilo, 1-hexinilo, 2-hexinilo, 3-hexinilo, 4-hexinilo o 5-hexinilo; el alcanoilo (C1-C6) puede ser
acetilo, propanoilo o butanoilo; el haloalquilo (C1-C6) puede ser yodometilo, bromometilo, clorometilo, fluorometilo,
trifluorometilo, 2-cloroetilo, 2-fluoroetilo, 2,2,2-trifluoroetilo o pentafluoroetilo; el hidroxi-alquilo (C1-C6) puede ser
hidroximetilo, 1-hidroxietilo, 2-hidroxietilo, 1-hidroxipropilo, 2-hidroxipropilo, 3-hidroxipropilo, 1-hidroxibutilo, 4-
hidroxibutilo, 1-hidroxipentilo, 5-hidroxipentilo, 1-hidroxihexilo, o 6-hidroxihexilo; el alcoxicarbonilo (C1-C6) puede ser
metoxicarbonilo, etoxicarbonilo, propoxicarbonilo, isopropoxicarbonilo, butoxicarbonilo, pentoxicarbonilo o
hexiloxicarbonilo; el alquiltio (C1-C6) puede ser metiltio, etiltio, propiltio, isopropiltio, butiltio, isobutiltio, pentiltio o hexiltio;
El alcanoiloxi (C2-C6) puede ser acetoxi, propanoiloxi, butanoiloxi, isobutanoiloxi, pentanoiloxi o hexanoiloxi.

"Alquinilo” se refiere a un grupo de cadena lineal, ramificada o ciclica que contiene solo carbono e hidrégeno, y contiene
uno o mas enlaces triples. Los grupos alquinilo pueden estar no sustituidos o sustituidos. Los grupos "alquinilo inferior"
son aquellos que contienen de uno a seis atomos de carbono.

El término "amina" o "amino" se refiere a un grupo de la férmula -NRR', en la que R y R' pueden ser, independientemente,
hidrégeno o un grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, aralquilo, cicloalquilo, alquilo halogenado, o heterocicloalquilo. Por
ejemplo, un "alquilamino” o "amino alquilado" se refiere a -NRR’, en el que al menos uno de R o R' es un alquilo.

"Aminocarbonilo” solo o en combinacion, significa un radical carbonilo sustituido con amino (carbamoilo), en el que el
radical amino puede estar opcionalmente mono o disustituido, tal como con alquilo, arilo, aralquilo, cicloalquilo,
cicloalquilalquilo, alcanoilo, alcoxicarbonilo, aralcoxicarbonilo y similares. Un grupo aminocarbonilo puede ser -N(R)-C
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(O)-R (en el que R es un grupo sustituido o H). Un grupo aminocarbonilo adecuado es acetamido.

El término "amida" o "amido" esta representado por la férmula -C(O)NRR', donde R y R’ pueden ser independientemente
un hidrégeno, un grupo alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, aralquilo, cicloalquilo, alquilo halogenado, o heterocicloalquilo
descrito anteriormente.

Un "analogo" es una molécula que se diferencia en la estructura quimica de un compuesto original, por ejemplo, un
homologo (que se diferencia en un incremento en la estructura quimica o masa, tal como una diferencia en la longitud de
una cadena de alquilo o la inclusién de uno o mas isétopos), un fragmento molecular, una estructura que difiere en uno o
mas grupos funcionales, o un cambio en ionizacién. Un analogo no necesariamente se sintetiza a partir del compuesto
original. Un derivado es una molécula derivada de la estructura base.

Un "animal" se refiere a organismos vertebrados multicelulares vivos, una categoria que incluye, por ejemplo, mamiferos
y aves. El término mamifero incluye tanto mamiferos humanos como no humanos. De manera similar, el término "sujeto”
incluye tanto seres humanos como no humanos, incluidos aves y mamiferos no humanos, tales como primates no
humanos, animales de compafia (tales como perros y gatos), ganado (tal como cerdos, ovejas, vacas), asi como animales
no domesticados, tales como los grandes felinos. El término sujeto se aplica independientemente de la etapa en el ciclo
de vida del organismo. Por lo tanto, el término sujeto se aplica a un organismo en el Utero o en el huevo, dependiendo del
organismo (es decir, si el organismo es un mamifero o un ave, tal como un ave doméstica o salvaje).

"Arilo" se refiere a un grupo carbociclico aromatico insaturado monovalente que tiene un solo anillo (por ejemplo, fenilo)
o multiples anillos condensados (por ejemplo, naftlo o antrilo), que pueden estar opcionalmente no sustituidos o
sustituidos. Un "grupo heteroarilo" se define como un grupo aromatico que tiene al menos un heteroatomo incorporado
dentro del anillo del grupo aromatico. Los ejemplos de heteroatomos incluyen, pero no se limitan a, nitrégeno, oxigeno,
azufre y fosforo. El heteroarilo incluye, pero no se limita a, piridinilo, pirazinilo, pirimidinilo, pirrolilo, pirazolilo, imidazolilo,
tiazolilo, oxazolilo, isooxazolilo, tiadiazolilo, oxadiazolilo, tiofenilo, tiofenilo, furanilo, quinolinilo, isoquinolinilo
benzimidazolilo, benzooxazolilo, quinoxalinilo y similares. El grupo arilo o heteroarilo puede estar sustituido con uno o mas
grupos que incluyen, pero no se limitan a, alquilo, alquinilo, alquenilo, arilo, haluro, nitro, amino, éster, cetona, aldehido,
hidroxi, acido carboxilico o alcoxi, o el grupo arilo o heteroarilo puede estar no sustituido.

El término "aralquilo" se refiere a un grupo alquilo en el que un grupo arilo esta sustituido por un hidrégeno del grupo
alquilo. Un ejemplo de un grupo aralquilo es un grupo bencilo.

"Ariloxi" o "heteroariloxi" se refiere a un grupo de la formula -OAr, en la que Ar es un grupo arilo o un grupo heteroarilo,
respectivamente.

Las coordenadas atomicas o coordenadas de estructura se refieren a coordenadas matematicas derivadas de ecuaciones
matematicas relacionadas con los patrones obtenidos en la difraccion de un haz monocromatico de rayos X por los atomos
(centros de dispersion) tales como una proteina. En algunos ejemplos, esa proteina puede ser proteina FBXO3 en un
cristal. Los datos de difraccién se utilizan para calcular un mapa de densidad electrénica de la unidad de repeticién del
cristal. Los mapas de densidad de electrones se utilizan para establecer las posiciones de los atomos individuales dentro
de la celda unitaria del cristal. En un ejemplo, el término "coordenadas de la estructura” se refiere a las coordenadas
cartesianas derivadas de las ecuaciones matematicas relacionadas con los patrones obtenidos en la difraccion de un haz
monocromatico de rayos X, tal como los atomos de una proteina FBXO3 en forma de cristal. Los expertos en la técnica
entienden que un conjunto de coordenadas de estructura determinadas por cristalografia de rayos X no esta exenta de
error estandar. Para el propédsito de esta descripcion, cualquier conjunto de coordenadas de estructura que tenga una
desviaciéon cuadratica media de los atomos de la cadena principal de la proteina (N, Ca, C y 0) de menos de
aproximadamente 1.0 Angstrom cuando se superponen, como aproximadamente 0.75, o aproximadamente 0.5, o
aproximadamente de 0,25 Angstroms, utilizando atomos de la cadena principal, deben (en ausencia de una declaracion
explicita en contrario) considerarse idénticos.

El término "carboxilato" o "carboxilo" se refiere al grupo -COO" o0 -COOH.

El término "coadministracion” o "administracion conjunta” se refiere a la administracion de un inhibidor de FBXO3 con al
menos otro agente terapéutico dentro del mismo periodo de tiempo general, y no requiere la administracion en el mismo
momento exacto (aunque la coadministracion conjunta incluye la administracion en el mismo momento exacto en el
tiempo). Por lo tanto, la administracion conjunta puede ser el mismo dia o en dias diferentes, o en la misma semana o en
semanas diferentes. El agente terapéutico adicional puede incluirse en la misma composicion que el inhibidor de FBXO3.

El término "cicloalquilo" se refiere a un anillo basado en carbono no aromatico compuesto por al menos tres atomos de
carbono. Los ejemplos de grupos cicloalquilo incluyen, pero no se limitan a, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo
y similares. El término "grupo heterocicloalquilo” es un grupo cicloalquilo como se definié anteriormente, en el que al
menos uno de los atomos de carbono del anillo esta sustituido con un heteroatomo tal como, pero no se limita a, nitrégeno,
oxigeno, azufre o fosforo.

El término "éster" se refiere a un grupo carboxilo que tiene el hidrogeno reemplazado con, por ejemplo, un grupo alquilo

Cis ("alquil-carboxil-alquilo Ci.6" o "alquiléster"), un grupo arilo o aralquilo ("ariléster" o "arilalquilester") y asi
sucesivamente. Se prefieren los grupos CO»-alquilo C1-C3, tales como, por ejemplo, metiléster (CO;Me), etiléster (CO-Et)
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y propiléster (CO2Pr) e incluyen sus ésteres inversos (por ejemplo, -OCOMe, -OCOEt y -OCOPr).
El término “halégeno” se refiere a los sustituyentes fluor, bromo, cloro y yodo.

Los términos "alquilo halogenado" o "grupo haloalquilo™" se refieren a un grupo alquilo como se definié anteriormente con
uno o mas atomos de hidrégeno presentes en estos grupos sustituidos con un halégeno (F, Cl, Br, I).

El término "hidroxilo" esta representado por la férmula -OH.

"Inhibicién" se refiere a la inhibicion del desarrollo completo de una enfermedad o afeccién. "Inhibicién" también se refiere
a cualquier reduccion cuantitativa o cualitativa en la actividad o la unién bioldgica, en relaciéon con un control.

"N-heterociclico" o "N-heterociclo" se refiere a anillos o sistemas de anillo mono o biciclicos que incluyen al menos un
heteroatomo de nitrégeno. Los anillos o sistemas de anillos generalmente incluyen de 1 a 9 atomos de carbono ademas
del o los heteroatomos y pueden ser saturados, insaturados o aromaticos (incluyendo pseudoaromaticos). El término
"pseudoaromatico” se refiere a un sistema de anillos que no es estrictamente aromatico, pero que se estabiliza por medio
de la deslocalizacion de electrones y se comporta de manera similar a los anillos aromaticos. Aromatico incluye sistemas
de anillos pseudoaromaticos, tales como anillos de pirrolilo.

Los ejemplos de N-heterociclos monociclicos de 5 miembros incluyen pirrolilo, H-pirrolilo, pirrolinilo, pirrolidinilo, oxazolilo,
oxadiazolilo (incluyendo 1,2,3 y 1,2,4-oxadiazolilos), isoxazolilo, furazanilo, tiazolilo, isotiazolilo, pirazolilo, pirazolinilo,
pirazolidinilo, imidazolilo, imidazolinilo, triazolilo (incluyendo 1,2,3 y 1,3,4-triazolilos), tetrazolilo, tiadiazolilo (incluyendo
1,2,3 y 1,3,4-tiadiazolilos) y ditiazolilo. Los ejemplos de N-heterociclos monociclicos de 6 miembros incluyen piridilo,
pirimidinilo, piridazinilo, pirazinilo, piperidinilo, morfolinilo, tiomorfolinilo, piperazinilo y triazinilo. Los heterociclos pueden
estar opcionalmente sustituidos con una amplia gama de sustituyentes, y preferiblemente con alquilo Ci.6, alcoxi Ci.,
alquenilo C2-6, alquinilo C2-6, halo, hidroxi, mercapto, trifluorometilo, amino, ciano o mono o di(alquil C+.s) amino. El grupo
N-heterociclico se puede fusionar a un anillo carbociclico tal como fenilo, naftilo, indenilo, azulenilo, fluorenilo y antracenilo.

Los ejemplos de heterociclos biciclicos de 8, 9 y 10 miembros incluyen 1H-tieno[2,3-c]pirazolilo, indolilo, isoindolilo,
benzoxazolilo, benzotiazolilo, benzisoxazolilo, benzimidazolilo, indazolilo, isoquinolinilo, quinolinilo quinoxalinilo, purinilo,
cinolinilo, ftalazinilo, quinazolinilo, quinoxalinilo, benzotriazinilo, y similares. Estos heterociclos pueden estar
opcionalmente sustituidos, por ejemplo con alquilo C1.6, alcoxi C1.6, alquenilo C2-6, alquinilo C2-6, halo, hidroxi, mercapto,
trifluorometilo, amino, ciano o mono o di(alquil Cis)amino. A menos que se defina lo contrario, los N-heterociclicos
opcionalmente sustituidos incluyen sales de piridinio y la forma N-6xido de nitrégenos en el anillo adecuados.

"Nitro" se refiere a un grupo R que tiene la estructura -NOx.

Un "grupo R" o "sustituyente" se refiere a un solo atomo (por ejemplo, un atomo de halégeno) o un grupo de dos o mas
atomos que estan covalentemente unidos entre si, que estan covalentemente unidos a un atomo o atomos en una
molécula para satisfacer los requisitos de valencia del atomo o atomos de la molécula, tipicamente en lugar de un atomo
de hidrégeno. Los ejemplos de grupos R/sustituyentes incluyen grupos alquilo, grupos hidroxilo, grupos alcoxi, grupos
aciloxi, grupos mercapto y grupos arilo.

El término "sujeto" incluye tanto sujetos humanos y no humanos, incluyendo aves y mamiferos no humanos, tales como
primates no humanos, animales de compaiiia (tales como perros y gatos), ganado (tales como cerdos, ovejas, vacas),
asi como animales no domesticados, tales como los grandes felinos. El término sujeto se aplica independientemente de
la etapa en el ciclo de vida del organismo. Por lo tanto, el término sujeto se aplica a un organismo en el Utero o en el
huevo, dependiendo del organismo (es decir, si el organismo es un mamifero o un ave, tal como un ave doméstica o
salvaje).

"Sustituido" o "sustitucion" se refieren al reemplazo de un atomo de hidrégeno de una molécula o un grupo R con uno o
mas grupos R adicionales. A menos que se defina lo contrario, el término "opcionalmente sustituido" u "sustituyente
opcional", como se usa en este documento, se refiere a un grupo que puede o no estar mas sustituido con 1, 2, 3,4 o
mas grupos, preferiblemente 1, 2 o 3, mas preferiblemente 1 o 2 grupos. Los sustituyentes pueden seleccionarse, por
ejemplo, entre alquilo C1.s, alquenilo C2-6, alquinilo C2-6, cicloalquilo C3-8, hidroxilo, oxo, alcoxi C1.s, ariloxi, alcoxi C1.¢
arilo, halo, alquil C1¢-halo (tal como Cr3 y CHr2), alcoxi C1s-halo (tal como OCr3 y OCHg2), carboxilo, ésteres, ciano, nitro,
amino, amino sustituido, amino disustituido, acilo, cetonas, amidas, aminoacilo, amidas sustituidas, amidas disustituidas,
tiol, alquiltio, tioxo, sulfatos, sulfonatos, sulfinilo, sulfinilo sustituido, sulfonilo sustituido, sulfonilamidas, sulfonamidas
sustituidas, sulfonamidas disustituidas, arilo, aralquilo C1., heterociclilo y heteroarilo, en los que cada alquilo y alquenilo,
alquinilo, cicloalquilo, arilo y heterociclilo, grupos que los contienen pueden estar ademas opcionalmente sustituidos. Los
sustituyentes opcionales en el caso de N-heterociclos también pueden incluir, pero no se limitan a, alquilo C+., es decir,
N- alquilo C+.3, mas preferiblemente metilo, particularmente N-metilo.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a una cantidad de un agente especificado suficiente para lograr un
efecto deseado en un sujeto que esta siendo tratado con ese agente. Por ejemplo, una cantidad terapéutica puede ser
una cantidad de un inhibidor de FBXO3 que es suficiente para inhibir la inflamacion en un sujeto. Idealmente, una cantidad
terapéuticamente eficaz de un agente es una cantidad suficiente para inhibir o tratar la enfermedad o afeccion sin causar
un efecto citotdxico sustancial en el sujeto. La cantidad terapéuticamente eficaz de un agente dependera del sujeto que
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se trate, la gravedad de la afliccion y la forma de administracion de la composicion terapéutica.

"Tratamiento" se refiere a una intervencion terapéutica que mejora un signo o sintoma de una enfermedad o condicion
patolégica una vez que ha comenzado a desarrollarse. Como se usa en el presente documento, el término "mejorar”, con
referencia a una enfermedad o afeccion patoldgica, se refiere a cualquier efecto beneficioso observable del tratamiento.
El efecto beneficioso se puede evidenciar, por ejemplo, por un inicio tardio de los sintomas clinicos de la enfermedad en
un sujeto susceptible, una reduccién en la gravedad de algunos o todos los sintomas clinicos de la enfermedad, una
progresion mas lenta de la enfermedad, una mejora en la salud general o el bienestar del sujeto, o por otros parametros
bien conocidos en la técnica que son especificos de la enfermedad particular. La frase "tratar una enfermedad" se refiere
a inhibir el desarrollo completo de una enfermedad, por ejemplo, en un sujeto que esta en riesgo de contraer una
enfermedad como el cancer. "Prevenir" una enfermedad o afeccién se refiere a la administracion profilactica de una
composicion a un sujeto que no muestra signos de una enfermedad o muestra solo signos tempranos con el fin de
disminuir el riesgo de desarrollar una patologia o afeccion, o disminuir la gravedad de una patologia o condicién. En ciertas
realizaciones descritas en el presente documento, el tratamiento inhibe la inflamacién en un sujeto.

Las "composiciones farmacéuticas" son composiciones que incluyen una cantidad (por ejemplo, una dosis unitaria) de
uno o mas de los compuestos descritos junto con uno o mas aditivos farmacéuticamente aceptables no toxicos, incluidos
vehiculos, diluyentes y/o adyuvantes, y opcionalmente otros ingredientes bioldgicamente activos. Dichas composiciones
farmacéuticas pueden prepararse mediante técnicas de formulacion farmacéutica estandar, tales como las descritas en
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, PA (decimonovena edicion).

Los términos "sal o éster farmacéuticamente aceptable" se refieren a sales o ésteres preparados por medios
convencionales que incluyen sales, por ejemplo, de acidos inorganicos y organicos, que incluyen, pero no se limitan a,
acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido fosférico, acido metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido
malico, acido acético, acido oxalico, acido tartarico, acido citrico, acido lactico, acido fumarico, acido succinico, acido
maleico, acido salicilico, acido benzoico, acido fenilacético, acido mandélico y similares. Las "sales farmacéuticamente
aceptables" de los compuestos actualmente descritos también incluyen aquellas formadas a partir de cationes tales como
sodio, potasio, aluminio, calcio, litio, magnesio, zinc y de bases tales como amoniaco, etilendiamina, N-metil-glutamina,
lisina, arginina, ornitina, colina, N,N'-dibenciletilendiamina, cloroprocaina, dietanolamina, procaina, N-bencilfenetilamina,
dietilamina, piperazina, tris(hidroximetil)aminometano e hidréxido de tetrametilamonio. Estas sales pueden prepararse
mediante procedimientos estandar, por ejemplo, haciendo reaccionar el acido libre con una base organica o inorganica
adecuada. Cualquier compuesto quimico mencionado en esta memoria descriptiva puede administrarse alternativamente
como una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Las "sales farmacéuticamente aceptables” también incluyen las
formas libres de acido, base y zwitterionicas. Las descripciones de las sales farmacéuticamente aceptables adecuadas
se pueden encontrar en el Handbook of Pharmaceutical Salts, Properties, Selection and Use, Wiley VCH (2002). Cuando
los compuestos descritos en el presente documento incluyen una funcion acido tal como un grupo carboxilo, entonces los
expertos en la técnica conocen bien los pares de cationes farmacéuticamente aceptables adecuados para el grupo
carboxilo e incluyen cationes alcalinos, alcalinotérreos, de amonio, amonio cuaternario y similares. Tales sales son
conocidas por los expertos en la técnica. Para ejemplos adicionales de "sales farmacolégicamente aceptables”, véase
Berge et al., J. Pharm. Sci. 66: 1 (1977).

Los "ésteres farmacéuticamente aceptables" incluyen aquellos derivados de compuestos descritos en el presente
documento que se modifican para incluir un grupo carboxilo. Un éster hidrolizable in vivo es un éster, que se hidroliza en
el cuerpo humano o animal para producir el acido o alcohol parental. Los ésteres representativos incluyen ésteres de
acido carboxilico en los que la fraccidon no carbonilo de la porcidon de acido carboxilico del grupo éster se selecciona de
alquilo de cadena lineal o ramificada (por ejemplo, metilo, n-propilo, t-butilo o n-butilo), cicloalquilo, alcoxialquilo (por
ejemplo, metoximetilo), aralquilo (por ejemplo, bencilo), ariloxialquilo (por ejemplo, fenoximetilo), arilo (por ejemplo, fenilo,
opcionalmente sustituido con, por ejemplo, halégeno, alquilo C1-4 o alcoxi C1-4 o amino); ésteres de sulfonato, tales
como alquil o aralquilsulfonilo (por ejemplo, metanosulfonilo); o ésteres de aminoacidos (por ejemplo, L-valilo o L-
isoleucilo). Un "éster farmacéuticamente aceptable" también incluye ésteres inorganicos tales como ésteres de mono, di
o trifosfato. En tales ésteres, a menos que se especifique lo contrario, cualquier fraccién alquilo presente contiene
ventajosamente de 1 a 18 atomos de carbono, particularmente de 1 a 6 atomos de carbono, mas particularmente de 1 a
4 atomos de carbono. Cualquier fraccion cicloalquilo presente en tales ésteres contiene ventajosamente de 3 a 6 atomos
de carbono. Cualquier fraccion arilo presente en tales ésteres comprende ventajosamente un grupo fenilo, opcionalmente
sustituido como se muestra en la definicién de carboxiciclilo anterior. Los ésteres farmacéuticamente aceptables incluyen,
por lo tanto, ésteres de acidos grasos C1-C,,, tales como acetilo, t-butilo o acidos grasos monoinsaturados de cadena
larga o ramificada insaturados o acidos grasos mono insaturados omega-6 tales como palmoilo, estearoilo y similares.
Los ésteres arilo o heteroarilo alternativos incluyen benzoilo, piridilmetiloilo, y similares, cualquiera de los cuales puede
estar sustituido, como se definid en el carbociclilo anteriormente. Esteres farmacéuticamente aceptables adicionales
incluyen ésteres de L-aminoacidos alifaticos tales como leucilo, isoleucilo y especialmente valilo.

Para uso terapéutico, las sales de los compuestos son aquellas en las que el contraidon es farmacéuticamente aceptable.
Sin embargo, las sales de acidos y bases que no son farmacéuticamente aceptables también pueden ser utiles, por
ejemplo, en la preparacion o purificacion de un compuesto farmacéuticamente aceptable.

Las sales de adicion de acido y base farmacéuticamente aceptables, como se menciond anteriormente, pretenden
comprender las formas de sal de adicion de acido y base no tdxicas terapéuticamente activas cuyos compuestos son
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capaces de formarse. Las sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables pueden obtenerse convenientemente
tratando la forma base con el acido apropiado. Los acidos apropiados comprenden, por ejemplo, acidos inorganicos tales
como acidos hidrohalicos, por ejemplo, acido clorhidrico o bromhidrico, sulfurico, nitrico, fosférico y similares; o acidos
organicos tales como, por ejemplo, acético, propanoico, hidroxiacético, lactico, pirtvico, oxalico (es decir, etanodioico),
maldnico, succinico (es decir, acido butanodioico), maleico, fumarico, malico (es decir, acido hidroxibutanodioico),
tartarico, citrico, metanosulfénico, etanosulfénicos, bencenosulfénico, p-toluensulfénico, ciclamico, salicilico, p-
aminosalicilico, pamoico y similares. Por el contrario, dichas formas de sal se pueden convertir por tratamiento con una
base apropiada a la forma de base libre.

Los compuestos que contienen un protén acido también se pueden convertir en sus formas de sal de adicion de metal o
amina no toéxicas por tratamiento con bases organicas e inorganicas apropiadas. Las formas de sal de base apropiadas
comprenden, por ejemplo, las sales de amonio, las sales de metales alcalinos y alcalinotérreos, por ejemplo, las sales de
litio, sodio, potasio, magnesio, calcio y similares, sales con bases organicas, por ejemplo, la benzatina, la N-metil-D-
glucamina, las sales de hidrabamina y las sales con aminoacidos tales como, por ejemplo, arginina, lisina y similares.

El término "sal de adicién", como se uso en el presente documento anteriormente, también comprende los solvatos que
los compuestos descritos en este documento son capaces de formar. Tales solvatos son, por ejemplo, hidratos,
alcoholatos y similares.

El término "amina cuaternaria”" como se usa en el presente documento anteriormente define las sales de amonio
cuaternario que los compuestos pueden formar por reaccion entre un nitrégeno basico de un compuesto y un agente de
cuaternizacion apropiado, tal como, por ejemplo, un haluro de alquilo, arilhaluro o arilalquilhaluro opcionalmente
sustituidos, por ejemplo, yoduro de metilo o yoduro de bencilo. También se pueden usar otros reactivos con buenos grupos
salientes, tales como trifluorometanosulfonatos de alquilo, metanosulfonatos de alquilo y p-toluenosulfonatos de alquilo.
Una amina cuaternaria tiene un nitrégeno cargado positivamente. Los contraiones farmacéuticamente aceptables incluyen
cloro, bromo, yodo, trifluoroacetato y acetato. El contraién de eleccion se puede introducir utilizando resinas de intercambio
iénico.

Algunos de los compuestos descritos en el presente documento también pueden existir en su forma tautomérica.

Los profarmacos de los compuestos descritos también se contemplan en el presente documento. Un profarmaco es un
compuesto activo o inactivo que se modifica quimicamente a través de la accion fisiolégica in vivo, tal como la hidrdlisis,
el metabolismo y similares, en un compuesto activo después de la administracion del profarmaco a un sujeto. El término
"profarmaco” tal como se usa en todo este texto significa los derivados farmacolégicamente aceptables tales como
ésteres, amidas y fosfatos, de modo que el producto de biotransformacion in vivo resultante del derivado es el farmaco
activo tal como se define en los compuestos descritos en este documento. Los profarmacos preferiblemente tienen
excelente solubilidad acuosa, mayor biodisponibilidad y se metabolizan faciimente en los inhibidores activos in vivo. Los
profarmacos de un compuesto descrito en el presente documento pueden prepararse modificando los grupos funcionales
presentes en el compuesto de tal manera que las modificaciones se escindan, ya sea mediante manipulacion rutinaria o
in vivo, al compuesto original. Los expertos en la técnica conocen bien la idoneidad y las técnicas implicadas en la
fabricacion y el uso de profarmacos. Para una discusion general de profarmacos que involucran ésteres, véase Svensson
y Tunek, Drug Metabolism Reviews 165 (1988) y Bundgaard, Design of Prodrugs, Elsevier (1985).

El término "profarmaco” también pretende incluir cualquier vehiculo unido covalentemente que libere un farmaco original
activo de la presente invencion in vivo cuando el profarmaco se administra a un sujeto. Dado que los profarmacos a
menudo tienen propiedades mejoradas en relacién con el agente farmacéutico activo, tal como, la solubilidad y la
biodisponibilidad, los compuestos descritos en el presente documento pueden administrarse en forma de profarmacos.
Por lo tanto, también se contemplan los profarmacos de los compuestos actualmente descritos, los métodos de
administracion de profarmacos y las composiciones que contienen dichos profarmacos. Los profarmacos de los
compuestos descritos tipicamente se preparan modificando uno o mas grupos funcionales presentes en el compuesto de
tal manera que las modificaciones se escinden, ya sea en la manipulacion rutinaria o in vivo, para producir el compuesto
original. Los profarmacos incluyen compuestos que tienen un grupo fosfonato y/o amino funcionalizado con cualquier
grupo que se escinde in vivo para producir el correspondiente grupo amino y/o fosfonato, respectivamente. Los ejemplos
de profarmacos incluyen, sin limitacion, compuestos que tienen un grupo amino acilado y/o un grupo éster de fosfonato o
amida de fosfonato. En ejemplos particulares, un profarmaco es un éster de fosfonato de alquilo inferior, tal como un éster
de fosfonato de isopropilo.

Los derivados protegidos de los compuestos descritos también se contemplan. Una variedad de grupos protectores
adecuados para uso con los compuestos descritos se describen en Greene y Wuts, Protective Groups in Organic
Synthesis; tercera ed.; John Wiley & Sons, Nueva York, 1999.

En general, los grupos protectores se eliminan en condiciones que no afectaran a la porcion restante de la molécula. Estos
métodos son bien conocidos en la técnica e incluyen hidrdlisis acida, hidrogendlisis y similares. Un método preferido
implica la eliminacién de un éster, tal como la escisidon de un éster de fosfonato usando condiciones acidas de Lewis, tales
como la escision del éster mediada por TMS-Br para producir el fosfonato libre. Un segundo método preferido implica la
eliminacion de un grupo protector, tal como la eliminacién de un grupo bencilo mediante hidrogendlisis utilizando paladio
sobre carbono en un sistema disolvente adecuado tal como un alcohol, acido acético y similares o mezclas de los mismos.
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Un grupo basado en t-butoxi, que incluye grupos protectores de t-butoxicarbonilo, puede eliminarse utilizando un acido
organico o inorganico, tal como HCI o acido trifluoroacético, en un sistema disolvente adecuado, tal como agua, dioxano
y/o cloruro de metileno. Otro ejemplo de grupo protector, adecuado para proteger las funciones amino e hidroxi, es tritilo.
Se conocen otros grupos protectores convencionales y los expertos en la técnica pueden seleccionar grupos protectores
adecuados en consulta con Greene y Wuts, Protective Groups in Organic Synthesis; 32 ed.; John Wiley & Sons, Nueva
York, 1999. Cuando una amina se desprotege, la sal resultante se puede neutralizar facilmente para producir la amina
libre. De manera similar, cuando se revela una fraccién acido, tal como una fraccién de acido fosfénico, el compuesto
puede aislarse como el compuesto acido o como una sal del mismo.

Los ejemplos particulares de los compuestos actualmente descritos incluyen uno o mas centros asimétricos; por lo tanto,
estos compuestos pueden existir en diferentes formas estereoisoméricas. Por consiguiente, los compuestos y
composiciones pueden proporcionarse como enantiomeros puros individuales o como mezclas estereoisoméricas,
incluyendo mezclas racémicas. En ciertas realizaciones, los compuestos descritos en el presente documento se sintetizan
o se purifican para estar en forma sustancialmente enantiopura, tal como en un exceso enantiomérico del 90%, un exceso
enantiomérico del 95%, un exceso enantiomérico del 97% o incluso en un exceso enantiomérico mayor al 99%, tal como
en forma enantiopura.

Los grupos que estan sustituidos (por ejemplo, alquilo sustituido), en algunas realizaciones pueden estar sustituidos con
un grupo que esta sustituido (por ejemplo, arilo sustituido). En algunas realizaciones, el nimero de grupos sustituidos
unidos entre si esta limitado a dos (por ejemplo, el alquilo sustituido esta sustituido con arilo sustituido, en el que el
sustituyente presente en el arilo no esta sustituido). En algunas realizaciones, un grupo sustituido no esta sustituido con
otro grupo sustituido (por ejemplo, alquilo sustituido esta sustituido con arilo no sustituido).

Descripcion general

Se ha descubierto que los agentes patdgenos activan una subunidad de la ligasa E3 de ubiquitina identificada
relativamente recientemente, denominada FBXO3 (SEQ ID NO.1), que es suficiente para ubiquitinar y mediar la
degradacion proteasomal de otra subunidad de ligasa E3 de ubiquitina identificada relativamente recientemente,
denominada FBXL2. Ademas, también se ha descubierto que FBXL2 actia como una "interrupciéon” en la inflamacion, al
atacar la familia de proteinas TRAF para su eliminacion en epitelios y monocitos. Por lo tanto, los patdgenos, a través de
la activacion de FBXO3, dan como resultado la ubiquitinacion y degradacion de FBXL2 que resulta en un aumento de
TRAF inmunorreactivas, un aumento en la produccion de citoquinas y una estabilidad pulmonar alterada. Especificamente,
los datos descritos en el presente documento muestran que i) FBXL2 se dirige a seis proteinas de la familia TRAF (TRAF1-
6) para su ubiquitinacion y degradacion, (i) FBXO3 se dirige especificamente a FBXL2 para su ubiquitinacion y
degradacion, (iii) la glucégeno sintetasa quinasa (GSK3) fosforila FBXL2 sirviendo asi como una nueva sefial molecular
para la ubiquitinacion de FBXO3 de FBXL2, y (iv) comparado con FBXO3 de tipo silvestre (WT), la expresion de un
mutante puntal FBXO3 de origen natural (FBXO3V220I) no logra estimular la produccion de citoquinas después de la
infeccion por P. aeruginosa y la expresion de FBXO3V220I disminuye la gravedad de la lesion pulmonar inflamatoria en
modelos murinos de neumonia.

El descubrimiento de FBXO3 es de particular importancia ya que contiene una firma molecular de tipo bacteriano dentro
de su estructura terciaria no detectada en proteinas de mamiferos. Este motivo, denominado ApaG, condujo al desarrollo
descrito en la actualidad de un phylum altamente selectivo Unico de terapias de moléculas pequefias que bloquean la
actividad de FBXO3, reducen los niveles de TRAF a niveles nativos, inhiben profundamente la liberacién de citoquinas de
las células humanas y disminuyen la gravedad de la inflamacién en modelos de animales sépticos. Se generé una serie
de inhibidores de molécula pequefia de FBXO3 que, cuando se analizan, atentdan la secrecion de citoquinas inducida por
lipopolisacaridos (LPS) de células mononucleares de sangre periférica humana. En una realizacion, el inhibidor de FBXO3
BC-1215 inhibe la inflamacién y previene el dafo tisular en varios modelos animales.

En este documento se proporciona un nuevo modelo molecular de inmunidad innata en lo que se refiere a la sefalizacion
de citoquinas. Se han descubierto dos proteinas previamente mal caracterizadas (FBXO3, FBXL2) recientemente
vinculadas a la respuesta de las citoquinas a través de la sefializacién de la proteina TRAF. Los estudios descritos en el
presente documento son los primeros en dilucidar el comportamiento enzimatico de FBXO3 que parece activar el eje de
FBXL2-TRAF-citoquinas. Basados en el nuevo mecanismo no reconocido previamente de la actividad de FBXO3 en la
via inflamatoria de TRAF, los agentes descritos en este documento se dirigen a una firma molecular procariota Unica
dentro de la proteina de la caja F. En el presente documento se describen compuestos de benzatina que sirven como
inhibidores altamente selectivos de molécula pequefia de FBXO3, y que pueden ser Utiles en la profilaxis y el tratamiento
del choque séptico, la neumonia y otras afecciones inflamatorias.

Compuestos

En el presente documento se describen inhibidores de FBXO3. Los inhibidores ilustrativos de FBXO3 incluyen compuestos
de benzatina, diaminoalcanos opcionalmente sustituidos (por ejemplo, 1,10-diaminodecano), quinolinas sustituidas (por
ejemplo, quinidina, hidroxicloroquina, primaquina), hematoxilina, tetrametilenbis, naftacaina, ampicilina y eliptina y sales
y ésteres farmacéuticamente aceptables de los mismos.

El compuesto de benzatina puede ser benzatina o un analogo de benzatina. En ciertas realizaciones, el compuesto de
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benzatina no es penicilina benzatina. En una descripcion de la aplicacion, el analogo de benzatina incluye una fraccion
central de diamina divalente, una primera fraccién que contiene arilo en un primer extremo terminal de la fraccién central
de diamina divalente, y una segunda fraccién que contiene arilo en un segundo extremo terminal de la fraccion central de
la diamina divalente. Cada uno de los grupo amino del grupo diamina puede ser individualmente -NH- o -NR-, en los que
R es un grupo sustituido como se describio, tal como un alquilo, alcoxi, hidroxi, acilo, aciloxi, alcoxicarbonilo, arilo, carboxilo
o éster inferior. La fraccion central de diamina divalente puede incluir un alcanodiilo opcionalmente sustituido, un
cicloalcanodiilo opcionalmente sustituido, un arildilo opcionalmente sustituido, o un alcanoarildiilo opcionalmente
sustituido posicionado entre los dos grupos amino. En una descripcion de la solicitud, los dos grupos amino de la diamina
pueden, junto con los atomos de carbono, formar un grupo heteroarildiilo. Los grupos terminales que contienen arilo
pueden ser cada uno individualmente un grupo aralquilo (preferiblemente un grupo bencilo) o un grupo N-heteroaralquilo
tal como -alquil-pirazinilo, -alquil-pirimidinilo, -alquil-piridazinilo, o -alquil-piridinilo. El anillo arilo del grupo aralquilo puede
estar sustituido con un grupo N-heterociclico opcionalmente sustituido. En una descripcion, el grupo N-heterociclico
opcionalmente sustituido esta situado en una posicion para del anillo con respecto al punto de unién del grupo aralquilo a
la fraccion central de diamina divalente.

Los analogos de benzatina ilustrativos incluyen benzatinas N-heterociclico sustituidas opcionalmente sustituidas. En una
descripcion, los analogos de benzatina incluyen dos anillos de fenilo, en donde al menos uno, y preferiblemente ambos,
de los anillos de fenilo estan sustituidos con un grupo N-heterociclico opcionalmente sustituido, cuyo N-heterociclico
opcionalmente sustituido puede ser el mismo o diferente. En una descripcion, el grupo N-heterociclico opcionalmente
sustituido esta localizado en un posicion para en el anillo con respecto al punto de union del anillo de fenilo al andamiaje
molecular de benzatina.

Los grupos N-heterociclicos ilustrativos incluyen, por ejemplo, pirrolilo, H-pirrolilo, pirrolinilo, pirrolidinilo, oxazolilo,
oxadiazolilo (incluyendo 1,2,3; 1,2,4; y 1,3,4-oxadiazolilos), isoxazolilo , furazanilo, tiazolilo, isotiazolilo, pirazolilo,
pirazolinilo, pirazolidinilo, imidazolilo, imidazolinilo, triazolilo (incluyendo 1,2,3 y 1,3,4-triazolilos), tetrazolilo, tiadiazolilo
(incluyendo 1,2,3 y 1,3,4-tiadiazolilos), ditiazolilo, piridilo, pirimidinilo, piridazinilo, pirazinilo, piperidinilo, morfolinilo,
tiomorfolinilo, piperazinilo y triazinilo. Los grupos N-heterociclicos particularmente preferidos incluyen imidazolilo, piridilo,
pirazolilo, oxadiazolilo y pirimidinilo.

En la presente memoria se describen compuestos, o sales o ésteres farmacéuticamente aceptables de los mismos, que
tienen una estructura de férmula Il como se define en la reivindicacion 1.

En ciertas realizaciones de la férmula ll, X es un alcanodiilo opcionalmente sustituido. Por ejemplo, X es un alcanodiilo
que tiene una estructura de -CrHzn- en la que n es de 2 a 5. Un fraccion X particularmente preferido es -CH,-CHo-.

En ciertas realizaciones de férmula Il, al menos uno de R'-R'® es un N-heterociclico, particularmente un N-heterociclico
de 5 miembros o 6 miembros. En ciertas realizaciones de férmula Il, al menos uno de R3 o R, y preferiblemente ambos
de R® y R8, son un N-heterociclico, particularmente un N-heterociclico de 5 miembros o 6 miembros. Los grupos N-
heterociclicos ilustrativos incluyen, por ejemplo, pirrolilo, H-pirrolilo, pirrolinilo, pirrolidinilo, oxazolilo, oxadiazolilo
(incluyendo 1,2,3; 1,2,4; y 1,3,4-oxadiazolilos), isoxazolilo, furazanilo, tiazolilo, isotiazolilo, pirazolilo, pirazolinilo,
pirazolidinilo, imidazolilo, imidazolinilo, triazolilo (incluidos 1,2,3 y 1,3,4-triazolilos), tetrazolilo, tiadiazolilo (incluyendo 1,2,3
y 1,3,4-tiadiazolilos), ditiazolilo, piridilo, pirimidinilo, piridazinilo, pirazinilo, piperidinilo, morfolinilo, tiomorfolinilo,
piperazinilo y triazinilo. Los grupos N-heterociclicos particularmente preferidos incluyen imidazolilo, piridilo, pirazolilo,
oxadiazolilo y pirimidinilo. Los grupos N-heterociclicos especialmente preferidos incluyen imidazolilo, piridilo y pirazolilo.
En ciertas realizaciones de formula Il, R', R2, R4, R5, R®, R7, R® y R'® son cada uno H. En ciertas realizaciones de formula
I, R", R?, R4 R5 R R, R° y R'% son cada uno H; X es un alcanodiilo opcionalmente sustituido, y R® y R® son cada uno
individualmente un N-heterociclico de 5 miembros o 6 miembros opcionalmente sustituido. En ciertas realizaciones de
formula 1, R® y R® son cada uno el mismo grupo.

En ciertas realizaciones de las formulas I-VII, los compuestos pueden estar en forma de una sal. Por ejemplo, la fraccion
diamina dentro de la estructura del compuesto de benzatina puede formar una sal con un anién tal como acetato (por
ejemplo, compuesto BC-1215 HAc), carbonato, haluro, citrato, nitrato, nitrito, fosfato, fosfonato, sulfato, sulfonato, o acido
lactico. En ciertas realizaciones, los compuestos de las féormulas I-VII son solubles en agua permitiendo asi su formacion
de sal. La solubilidad en agua de los compuestos también permite la formulacion de los compuestos en el suministro de
aerosol para los pulmones, la administracion oral o las emulsiones para la administracion tépica.

Los compuestos ilustrativos de férmulas | y | se muestran en la tabla 1 de la Fig. 20.

Los compuestos ilustrativos también se muestran a continuacion:
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Métodos de uso

En una realizacién, los compuestos descritos en el presente documento pueden usarse para tratar trastornos
inflamatorios, particularmente trastornos inflamatorios que estan mediados por la liberacién de citoquinas, especialmente
una tormenta de citoquinas. Por ejemplo, los compuestos descritos en el presente documento pueden usarse para tratar
trastornos inflamatorios que subyacen a numerosas enfermedades humanas caracterizadas por un sistema inmune
altamente activado que conduce a la secrecion de grandes cantidades de citoquinas proinflamatorias en circulacion
después de la infeccion con patégenos virulentos, en respuesta a la lesion de una célula huésped, o irritantes relacionados
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que activan los receptores en las células efectoras inmunes (células T, macréfagos, etc.). Una caracteristica central de
estos trastornos infecciosos es el estallido en la liberaciéon de citoquinas, es decir, la tormenta de citoquinas, de células
proinflamatorias que incluyen macréfagos, linfocitos y PMN. Bajo muchas condiciones, la tormenta de citoquinas es
exagerada (hipercitoquinemia) y produce una reaccion inmune fatal con la activacion constante de las células efectoras
inmunes que producen niveles sostenidos y suprafisioldgicos de TNFa, IL- e IL-6 que conducen a una lesion profunda
del tejido. Los compuestos descritos en el presente documento pueden inhibir la liberacion de citoquinas proinflamatorias
(por ejemplo, TNFaq, IL-B y/o IL-6). En ciertas realizaciones, los compuestos descritos en el presente documento son
panreactivos para numerosas citoquinas nocivas. Los compuestos descritos en este documento inhiben la inflamacion y
previenen el dafio tisular (por ejemplo, dafio pulmonar, particularmente dafio pulmonar por infecciéon bacteriana) en un
sujeto. Por ejemplo, los compuestos descritos en el presente documento pueden inhibir la hipercitoquinemia y/o pueden
prevenir o disminuir los niveles suprafisioldgicos de TNFa, IL- y/o IL-6 o moléculas dafiinas relacionadas.

Los trastornos inflamatorios que pueden tratarse con los compuestos descritos en el presente documento incluyen
cualquier trastorno que posea un componente inflamatorio. Los trastornos inflamatorios ilustrativos incluyen trastornos de
inflamacion aguda y crénica como asma, enfermedad pulmonar obstructiva cronica, fibrosis pulmonar, neumonitis (incluida
neumonitis por hipersensibilidad y neumonitis por radiacion), neumonia, fibrosis quistica, psoriasis, artritis/artritis
reumatoide, rinitis, faringitis, cistitis, prostatitis, dermatitis, alergia incluyendo fiebre del heno, nefritis, conjuntivitis,
encefalitis, meningitis, oftalmitis, uveitis, pleuritis, pericarditis, miocarditis, aterosclerosis, inflamacion relacionada con el
virus de inmunodeficiencia humana, diabetes, osteoartritis, artritis psoriasica, enfermedad inflamatoria del intestino
(enfermedad de Crohn, colitis ulcerativa)/colitis, sepsis, vasculitis, bursitis, enfermedad del tejido conectivo, enfermedades
autoinmunes tal como el lupus eritematoso sistémico (SLE), polimialgia reumatica, esclerodermia, granulomatosis de
Wegener, arteritis temporal, vasculitis, crioglobulinemia y esclerosis multiple, inflamacion viral o inducida por influenza, o
edema. Los compuestos descritos en el presente documento pueden ser particularmente efectivos para tratar sepsis,
neumonia, inflamacién inducida por la influenza, edema, neuropatia, colitis, artritis, enfermedad de Crohn, diabetes,
inflamacioén de la piel, los ojos y los oidos (por ejemplo, Psoriasis, uveitis/oftalmitis, otitis externa), lupus eritematoso
sistémico (SLE). Los compuestos descritos en el presente documento pueden ser Utiles para tratar una inflamacion y dafio
tisular inducidos por infeccion patégena, por ejemplo, con, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenza o Escherichia coli. Los compuestos descritos en el presente
documento pueden ser especialmente eficaces para tratar sepsis 0 neumonia.

En ciertas realizaciones, los compuestos descritos en el presente documento pueden ser agentes antibacterianos. Los
compuestos pueden inhibir el crecimiento bacteriano (funcionan como bacteriostatico) de, por ejemplo, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenza o Escherichia coli. Los
compuestos pueden inhibir el crecimiento bacteriano a través de la interaccién con la proteina ApaG bacteriana. El
crecimiento bacteriano puede inhibirse en un sujeto administrando el compuesto al sujeto. El crecimiento bacteriano en la
superficie de un objeto (por ejemplo, un alimento, un instrumento quirdrgico, una superficie de cocina, una superficie de
hospital, etc.) puede inhibirse administrando o aplicando el compuesto a la superficie del objeto.

En ciertas realizaciones, los compuestos descritos en el presente documento pueden usarse para tratar otros trastornos
o lesiones mediadas por FBXO3 tales como, por ejemplo, malaria, exposicion tdxica a los pulmones, cancer, enfermedad
de Alzheimer o una lesidn relacionada con quemaduras. Los canceres ilustrativos incluyen leucemia, linfoma, carcinoma
broncogénico, adenocarcinoma de mama, colon, ovario, tiroides, pancreas, estbmago y prostata, cancer de células
escamosas, cancer de células pequefias, melanoma, sarcoma y cancer metastasico. Dado que un inhibidor de FBXO3
sobrerregula a FBXL2, otros sustratos de FBXL2 tales como la ciclina D2/3, la proteina Aurora B se degradaran con el
tratamiento con inhibidores de FBXO3. Dado que la Ciclina D2/3 y Aurora B son oncoproteinas bien descritas, por lo tanto
el inhibidor de FBXO3 puede inhibir la proliferacion del cancer mediante la inhibicion de las ciclinas y la proteina Aurora
B.

Otra realizacion descrita en el presente documento es un método para inhibir la liberacién de citoquinas proinflamatorias
en un sujeto, que comprende administrar al sujeto un inhibidor de FBXO3. El inhibidor de FBXO3 inhibe la actividad de
FBXO3, reduce los niveles de proteina TRAF en las células, inhibe la liberacion de citoquinas de las células y disminuye
la gravedad de la inflamacion en un sujeto séptico. En ciertas realizaciones, el inhibidor de FBXO3 reduce la concentracion
de proteinas TRAF (por ejemplo, TRAF2, TRAF5 y TRAF6) en células en un sujeto que ha sido sometido a un evento
inductor de citoquinas, tal como una infeccién. Al atacar la liberacion de citoquinas mediada por TRAF, un inhibidor de
FBXO3 puede evitar los efectos severos a largo plazo de los corticosteroides que suprimen la inflamacion en multiples
vias bioldgicas, pero proporcionan un efecto sistémico mas amplio en relacion con los antiinflamatorios dirigidos a una
Unica citoquina. En ciertas realizaciones, el analisis de células sanguineas inflamatorias en sujetos tratados con
inhibidores de FBXO3 mostrara niveles reducidos de proteina TRAF.

En ciertas realizaciones, los compuestos descritos en el presente documento se dirigen a una firma molecular "de tipo
bacteriano" (el dominio ApaG (SEQ ID NO. 1, residuos 278-400) identificados dentro de FBXO3 que no esta identificado
en otras proteinas dentro de células huésped de mamiferos. Esta caracteristica es muy atractiva, ya que potencialmente
confiere selectividad al farmaco con efectos limitados fuera del objetivo. En particular, un inhibidor de FBXO3, tal como
los compuestos descritos en el presente documento, ocupa una cavidad del dominio ApaG de la proteina FBXO3.

Se generd una estructura tridimensional del motivo FBXO3-ApaG a partir de un modelo de homologia basado en la
estructura cristalina de la proteina ApaG (2F1E.pdb) de Xanthomonas axonopodis pv. Citri. En ciertas realizaciones, un
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inhibidor de FBXO3 contacta e interactia con los residuos de aminoacidos Y308, N335, E341, T368 y S370 que se
encuentran en la cavidad del dominio ApaG. Por ejemplo, un inhibidor de FBXO3 puede acoplarse con los residuos de
aminoacidos mediante enlaces de hidrégeno, fuerzas de Van der Waals, formacién de puentes salinos o enlaces
covalentes. En ciertas realizaciones, un inhibidor de FBXO3 incluye al menos un grupo amina que forma un puente salino
dentro de 4 angstroms del grupo carboxilo del acido glutamico 341, y al menos un grupo que contiene nitrégeno u oxigeno
que forma un enlace de hidrogeno dentro de 3 angstroms del grupo hidroxilo de la treonina 368, el grupo hidroxilo serina
370, el grupo carboxamida de la asparagina 335 y el grupo hidroxilo de la tirosina 308.

En ciertas realizaciones, el sujeto necesita, o se ha reconocido que necesita un tratamiento con un inhibidor de FBXO3.
El sujeto puede seleccionarse como susceptible de tratamiento con un inhibidor de FBXO3. Por ejemplo, el sujeto puede
necesitar un agente antiinflamatorio que inhiba la inflamacién causada por al menos dos citoquinas proinflamatorias
diferentes.

Actualmente, se usan glucocorticoides sintéticos en el tratamiento de una amplia gama de trastornos inflamatorios; su
principal mecanismo antiinflamatorio implica el bloqueo de la sintesis de lipocortina 1, seguido de la supresion de la accion
de la fosfolipasa A2 y la modulacién de los niveles de dos clases de productos proinflamatorios como las prostaglandinas
y los leucotrienos. Sin embargo, los glucocorticoides tienen muchas otras proteinas objetivo in vivo; por lo tanto, su no
especificidad con efectos fuera del objetivo puede causar una variedad de efectos adversos como hiperglicemia,
resistencia a la insulina, diabetes mellitus, osteoporosis, cataratas, ansiedad, depresion, colitis, hipertension, ictus,
disfuncion eréctil, hipogonadismo, hipotiroidismo, amenorrea, y retinopatia. Basandose en el nuevo mecanismo selectivo
de los inhibidores de FBXO3, los compuestos descritos en el presente documento pueden proporcionar un mejor perfil de
toxicidad con una potente actividad in vivo.

Los compuestos descritos en el presente documento regulan la inflamacién a través de una subunidad de ligasa E3
relativamente nueva, FBXO3, y su objetivo mas adelante, las proteinas TRAF. Por lo tanto, representa un mecanismo de
accion totalmente distinto de los glucocorticoides y los antiinflamatorios existentes, tal como los agentes antiinflamatorios
no esteroideos (NSAID).

Composiciones farmacéuticas

Otro aspecto de la descripcion incluye composiciones farmacéuticas preparadas para la administracion a un sujeto y que
incluyen una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas de los compuestos descritos en el presente documento. En
ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas son Utiles para tratar la inflamacion, particularmente la inflamacion
inducida por citoquinas. La cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto descrito dependera de la via de
administracion, la especie de sujeto y las caracteristicas fisicas del sujeto que se esta tratando. Los factores especificos
que se pueden tener en cuenta incluyen la gravedad de la enfermedad y el estadio, el peso, la dieta y los medicamentos
concurrentes. Los expertos en la técnica entenderan la relacién de estos factores para determinar una cantidad
terapéuticamente eficaz de los compuestos descritos.

Las composiciones farmacéuticas para la administracion a un sujeto pueden incluir al menos un aditivo farmacéuticamente
aceptable adicional tal como vehiculos, espesantes, diluyentes, reguladores, conservantes, agentes tensioactivos y
similares, ademas de la molécula de eleccion. Las composiciones farmacéuticas también pueden incluir uno o mas
ingredientes activos adicionales tales como agentes antimicrobianos, agentes antiinflamatorios, anestésicos y similares.
Los vehiculos farmacéuticamente aceptables utiles para estas formulaciones son convencionales. Remington's
Pharmaceutical Sciences, por E. W. Martin, Mack Publishing Co., Easton, PA, 19?2 edicion (1995), describe composiciones
y formulaciones adecuadas para el suministro farmacéutico de los compuestos descritos en este documento.

En general, la naturaleza del portador dependera del modo particular de administracion que se esté empleando. Por
ejemplo, las formulaciones parenterales generalmente contienen fluidos inyectables que incluyen fluidos
farmacéuticamente y fisioldgicamente aceptables, tales como agua, solucidon salina fisiologica, soluciones salinas
equilibradas, dextrosa acuosa, glicerol o similares como vehiculo. Para composiciones solidas (por ejemplo, polvo, pildora,
tableta o capsula), los vehiculos sdlidos no téxicos convencionales pueden incluir, por ejemplo, grados farmacéuticas de
manitol, lactosa, almidén o estearato de magnesio. Ademas de los vehiculos biolégicamente neutros, las composiciones
farmacéuticas a administrar pueden contener cantidades menores de sustancias auxiliares no toxicas, tales como agentes
humectantes o emulsionantes, conservantes y agentes reguladores del pH y similares, por ejemplo acetato de sodio o
monolaurato de sorbitan.

Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento incluyen las formadas a partir de sales y/o solvatos
farmacéuticamente aceptables de los compuestos descritos. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen aquellas
derivadas de bases y acidos inorganicos u organicos farmacéuticamente aceptables. Los compuestos descritos en
particular poseen al menos un grupo basico que puede formar sales acido-base con acidos. Los ejemplos de grupos
basicos incluyen, pero no se limitan a, grupos amino e imino. Los ejemplos de acidos inorganicos que pueden formar
sales con dichos grupos basicos incluyen, pero no se limitan a, acidos minerales tales como acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido sulfurico o acido fosférico. Los grupos basicos también pueden formar sales con acidos organicos
carboxilicos, acidos sulfénicos, acidos sulfoacidos o fosfoacidos o acido sulfamico N-sustituido, por ejemplo, acido acético,
acido propiodnico, acido glicdlico, acido succinico, acido maleico, acido hidroximaleico, acido metilmaleico, acido fumarico,
acido malico, acido tartarico, acido glucénico, acido glucarico, acido glucurdnico, acido citrico, acido benzoico, acido
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cinamico, acido mandélico, acido salicilico, acido 4-aminosalicilico, acido 2-fenoxibenzoico, acido 2-acetoxibenzoico,
acido embodnico, acido nicotinico o acido isonicotinico y, ademas, con aminoacidos, por ejemplo con a-aminoacidos, y
también con acido metanosulfénico, acido etanosulfonico, acido 2-hidroximetanosulfénico, acido etano-1,2-disulfénico,
acido bencenodisulfénico, acido 4-metilbencenosulfonico, acido naftaleno-2-sulfénico, 2- o 3-fosfoglicerato, glucosa-6-
fosfato o acido N-ciclohexilsulfamico (con formacion de ciclamatos) o con otros compuestos organicos acidos, tales como
el acido ascorbico. En particular, las sales adecuadas incluyen aquellas derivadas de metales alcalinos tales como potasio
y sodio, metales alcalinotérreos tales como calcio y magnesio, entre muchos otros acidos bien conocidos en la técnica
farmacéutica.

Ciertos compuestos incluyen al menos un grupo acido que puede formar una sal acido-base con una base inorganica u
organica. Los ejemplos de sales formadas a partir de bases inorganicas incluyen sales de los compuestos actualmente
descritos con metales alcalinos tales como potasio y sodio, metales alcalinotérreos, incluyendo calcio y magnesio y
similares. De manera similar, Se contemplan las sales de compuestos acidos con una base organica, tal como una amina
(como se usa en este documento, términos que se refieren a aminas, debe entenderse que incluyen sus acidos
conjugados, a menos que el contexto indique claramente que se pretende la amina libre), incluidas las sales formadas
con aminoacidos basicos, aminas alifaticas, aminas heterociclicas, aminas aromaticas, piridinas, guanidinas y amidinas.
De las aminas alifaticas, las aminas alifaticas aciclicas, y las di y tri-alquilaminas ciclicas y aciclicas son particularmente
adecuadas para uso en los compuestos descritos. Ademas, también se pueden utilizar contraiones de amonio cuaternario.

Los ejemplos particulares de bases de amina adecuadas (y sus correspondientes iones de amonio) para uso en los
presentes compuestos incluyen, sin limitacion, piridina, N,N-dimetilaminopiridina, diazabiciclononano,
diazabicicloundeceno, N-metil-N-etilamina, dietilamina, trietilamina, diisopropiletilamina, mono, bis o tris-(2-hidroxietil)
amina, 2-hidroxi-terc-butilamina, tris(hidroximetil)metilamina, N,N-dimetil-N-(2-hidroxietil)amina, tri-( 2-hidroxietil) amina y
N-metil-D-glucamina. Para ejemplos adicionales de "sales farmacolégicamente aceptables”, véase Berge et al., J. Pharm.
Sci. 66: 1 (1977).

Los compuestos descritos en el presente documento pueden cristalizarse y pueden proporcionarse en una Unica forma
cristalina o como una combinacion de diferentes polimorfos cristalinos. Como tales, los compuestos pueden
proporcionarse en una o mas formas fisicas, tales como diferentes formas cristalinas, forma cristalina, cristalina liquida o
no cristalina (amorfa). Dichas formas fisicas diferentes de los compuestos pueden prepararse usando, por ejemplo,
diferentes disolventes o diferentes mezclas de disolventes para la recristalizacion. Alternativa o adicionalmente, se pueden
preparar diferentes polimorfos, por ejemplo, realizando recristalizaciones a diferentes temperaturas y/o alterando las
velocidades de enfriamiento durante la recristalizacion. La presencia de polimorfos puede determinarse mediante
cristalografia de rayos X o, en algunos casos, mediante otra técnica espectroscépica, como la espectroscopia de RMN en
fase sélida, la espectroscopia IR o la calorimetria diferencial de barrido.

Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse a sujetos mediante una variedad de modos de administracion a
la mucosa, que incluyen administracion oral, rectal, intranasal, intrapulmonar o transdérmica, o mediante administracion
tépica a otras superficies. Opcionalmente, las composiciones pueden administrarse por vias diferentes a la mucosa,
incluyendo por via intramuscular, subcutanea, intravenosa, intraarterial, intraarticular, intraperitoneal, intratecal,
intracerebroventricular o parenteral. En otras realizaciones alternativas, el compuesto puede administrarse ex vivo
mediante exposicion directa a células, tejidos u érganos originados de un sujeto.

Para formular las composiciones farmacéuticas, el compuesto se puede combinar con diversos aditivos
farmacéuticamente aceptables, asi como una base o vehiculo para la dispersiéon del compuesto. Los aditivos deseados
incluyen, pero no se limitan a, agentes de control del pH, tales como arginina, hidréxido de sodio, glicina, acido clorhidrico,
acido citrico y similares. Ademas, se pueden incluir anestésicos locales (por ejemplo, alcohol bencilico), agentes
isotonizantes (por ejemplo, cloruro de sodio, manitol, sorbitol), inhibidores de la adsorcion (por ejemplo, Tween 80 o
Miglyol 812), agentes que aumentan la solubilidad (por ejemplo, ciclodextrinas y sus derivados), estabilizadores (por
ejemplo, albumina sérica) y agentes reductores (por ejemplo, glutatién). Adyuvantes, tales como hidréxido de aluminio
(por ejemplo, Amphogel, Wyeth Laboratories, Madison, NJ), adyuvante de Freund, MPLVR (lipido A monofosforilo 3-O-
desacilado; Corixa, Hamilton, IN) e IL-12 (Genetics Institute, Cambridge, MA), entre muchos otros adyuvantes adecuados
bien conocidos en la técnica, pueden incluirse en las composiciones. Cuando la composicién es liquida, la tonicidad de la
formulacion, medida con referencia a la tonicidad de solucioén salina fisiolégica al 0,9% (p/v) tomada como una unidad, se
suele ajustar a un valor en el que no se inducira dafio tisular sustancial irreversible en el sitio de administracion. En
general, la tonicidad de la solucion se ajusta a un valor de aproximadamente 0,3 a aproximadamente 3,0, tal como
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 2,0, o aproximadamente 0,8 a aproximadamente 1,7.

El compuesto puede dispersarse en una base o vehiculo, que puede incluir un compuesto hidréfilo que tiene una
capacidad para dispersar el compuesto, y cualquier aditivo deseado. La base se puede seleccionar de una amplia gama
de compuestos adecuados, incluidos, pero no se limitan a, copolimeros de acidos policarboxilicos o sales de los mismos,
anhidridos carboxilicos (por ejemplo, anhidrido maleico) con otros monémeros (por ejemplo, metil(met)acrilato, acido
acrilico y similares), polimeros de vinilo hidréfilos, tales como acetato de polivinilo, alcohol polivinilico, polivinilpirrolidona,
derivados de celulosa, tales como la hidroximetilcelulosa, hidroxipropilcelulosa y similares, y polimeros naturales, tales
como quitosano, colageno, alginato de sodio, gelatina, acido hialurdnico, y sus sales metalicas no téxicas. A menudo, un
polimero biodegradable se selecciona como una base o vehiculo, por ejemplo, acido polilactico, copolimero poli(acido
lactico-acido glicolico), acido polihidroxibutirico, copolimero poli(acido hidroxibutirico-acido glicélico) y mezclas de los
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mismos. Como alternativa o adicionalmente, los ésteres de acidos grasos sintéticos tales como los ésteres de acidos
grasos de poliglicerina, los ésteres de acidos grasos de sacarosa y similares pueden emplearse como vehiculos. Los
polimeros hidrofilos y otros vehiculos se pueden usar solos o en combinacidn, y se puede impartir una integridad
estructural mejorada al vehiculo mediante cristalizacion parcial, enlace iénico, entrecruzamiento y similares. El vehiculo
puede proporcionarse en una variedad de formas, incluidas soluciones fluidas o viscosas, geles, pastas, polvos,
microesferas y peliculas para aplicacion directa a una superficie de la mucosa.

El compuesto puede combinarse con la base o el vehiculo de acuerdo con una variedad de métodos, y la liberacion del
compuesto puede ser por difusion, desintegracion del vehiculo o formacion asociada de canales de agua. En algunas
circunstancias, el compuesto se dispersa en microcapsulas (microesferas) o nanocapsulas (nanoesferas) preparadas a
partir de un polimero adecuado, por ejemplo, 2-cianoacrilato de isobutilo (véase, por ejemplo, Michael et al., J. Pharmacy
Pharmacol. 43: 1-5, 1991), y se dispersa en un medio de dispersidon biocompatible, que produce un suministro sostenido
y actividad biolégica durante un tiempo prolongado.

Las composiciones de la descripciéon pueden contener alternativamente sustancias de vehiculos farmacéuticamente
aceptables segun se requiera para aproximarse a condiciones fisioldgicas, tales como agentes de ajuste de pH y
reguladores, agentes de ajuste de tonicidad, agentes humectantes y similares, por ejemplo, acetato de sodio, lactato de
sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de calcio, monolaurato de sorbitan y oleato de trietanolamina. Para
composiciones sdlidas, se pueden usar vehiculos convencionales no téxicos farmacéuticamente aceptables que incluyen,
por ejemplo, grados farmacéuticos de manitol, lactosa, almidén, estearato de magnesio, sacarina de sodio, talco, celulosa,
glucosa, sacarosa, carbonato de magnesio y similares.

Las composiciones farmacéuticas para administrar el compuesto también se pueden formular como una solucién,
microemulsion u otra estructura ordenada adecuada para una alta concentracion de ingredientes activos. El vehiculo
puede ser un disolvente o medio de dispersion que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol,
propilenglicol, polietilenglicol liquido y similares), y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez adecuada para las
soluciones se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como la lecitina, mediante el
mantenimiento de un tamafio de particula deseado en el caso de formulaciones dispersables y mediante el uso de
surfactantes. En muchos casos, sera deseable incluir agentes isotonicos, por ejemplo, azlicares, polialcoholes, tales como
manitol y sorbitol, o cloruro de sodio en la composiciéon. La absorcién prolongada del compuesto se puede lograr
incluyendo en la composicidon un agente que retrasa la absorcion, por ejemplo, sales de monoestearato y gelatina.

En ciertas realizaciones, el compuesto se puede administrar en una formulacién de liberacion prolongada, por ejemplo,
en una composicion que incluye un polimero de liberacién lenta. Estas composiciones pueden prepararse con vehiculos
que protejan contra la liberacion rapida, por ejemplo, un vehiculo de liberacion controlada tal como un polimero, un sistema
de administracién microencapsulado o un gel bioadhesivo. El suministro prolongado en diversas composiciones de la
descripcion puede realizarse incluyendo en la composicion agentes que retrasan la absorcion, por ejemplo, hidrogeles de
monoestearato de aluminio y gelatina. Cuando se desean formulaciones de liberacion controlada, los aglutinantes de
liberacion controlada adecuados para su uso de acuerdo con la descripcién incluyen cualquier material de liberacion
controlada biocompatible que sea inerte al agente activo y que sea capaz de incorporar el compuesto y/u otro agente
bioldgicamente activo. Numerosos materiales de este tipo son conocidos en la técnica. Los aglutinantes utiles de liberacion
controlada son materiales que se metabolizan lentamente en condiciones fisioldgicas luego de su administracion (por
ejemplo, en una superficie mucosa o en presencia de fluidos corporales). Los aglutinantes apropiados incluyen, pero no
se limitan a, polimeros y copolimeros biocompatibles bien conocidos en la técnica para uso en formulaciones de liberacion
sostenida. Dichos compuestos biocompatibles son no téxicos e inertes a los tejidos circundantes, y no provocan efectos
secundarios adversos significativos, tales como irritacion nasal, respuesta inmune, inflamacioén o similares. Se metabolizan
en productos metabdlicos que también son biocompatibles y se eliminan facilmente del cuerpo.

Los ejemplos de materiales poliméricos para uso en la presente descripcion incluyen, pero no se limitan a, matrices
poliméricas derivadas de poliésteres copoliméricos y homopoliméricos que tienen enlaces éster hidrolizables. Se sabe
que varios de estos son biodegradables y conducen a productos de degradacion que tienen una toxicidad nula o baja.
Los ejemplos de polimeros incluyen acidos poliglicolicos y acidos polilacticos, poli(acido DL-lactico-acido co-glicolico),
poli(acido D-lactico-acido co-glicélico) y poli(acido L-acido lactico-acido-co-glicélico). Otros polimeros biodegradables o
bioerosionables Utiles incluyen, pero no se limitan a, polimeros tales como poli(épsilon-caprolactona), poli(épsilon-
aprolactona-CO-acido lactico), poli(épsilon-aprolactona-CO-acido glicélico), poli(acido beta-hidroxi butirico), poli(alquil-2-
cianoacrilato), hidrogeles, tales como poli(metacrilato de hidroxietilo), poliamidas, poli(aminoacidos) (por ejemplo, L-
leucina, acido glutamico, acido L-aspartico y similares), poli(éster urea), poli(2-hidroxietil DL-aspartamida), polimeros de
poliacetal, poliortoésteres, policarbonato, polimaleamidas, polisacaridos y copolimeros de los mismos. Los expertos en la
técnica conocen muchos métodos para preparar tales formulaciones (véase, por ejemplo, Sustained and Controlled
Release Drug Delivery Systems, J. R. Robinson, editor, Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1978). Otras formulaciones
utiles incluyen microcapsulas de liberacion controlada (Patentes de Estados Unidos. Nos. 4.652.441 y 4.917.893),
copolimeros de acido lactico-acido glicdlico utiles para fabricar microcapsulas y otras formulaciones (Patentes de los
Estados Unidos Nos. 4.677.191y 4.728.721) y composiciones de liberacion sostenida para péptidos solubles en agua.
(Patente de Estados Unidos No. 4.675.189).

Las composiciones farmacéuticas de la descripcion tipicamente son estériles y estables en condiciones de fabricacion,
almacenamiento y uso. Las soluciones estériles se pueden preparar incorporando el compuesto en la cantidad requerida
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en un solvente apropiado con uno o una combinacion de ingredientes enumerados en el presente documento, segun se
requiera, seguido por esterilizacion filtrante. En general, las dispersiones se preparan incorporando el compuesto y/u otro
agente biolégicamente activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes
requeridos a partir de aquellos enumerados en el presente documento. En el caso de polvos estériles, los métodos de
preparacion incluyen secado al vacio y liofilizaciéon que produce un polvo del compuesto mas cualquier ingrediente
adicional deseado de una solucién previamente esterilizada y filtrada del mismo. La prevencion de la accion de los
microorganismos se puede lograr mediante diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos,
clorobutanol, fenol, acido sorbico, timerosal y similares.

De acuerdo con diversos métodos de tratamiento de la descripcién, el compuesto puede administrarse a un sujeto de una
manera consistente con las metodologias convencionales asociadas con el tratamiento del trastorno para el cual se busca
tratamiento o prevencién. De acuerdo con la descripcién en el presente documento, una cantidad profilactica o
terapéuticamente eficaz del compuesto y/u otro agente biolégicamente activo se administra a un sujeto que necesita tal
tratamiento durante un tiempo y en condiciones suficientes para prevenir, inhibir y/o mejorar una enfermedad o afeccion
seleccionada o uno o mas sintomas de la misma.

La administracién del compuesto de la descripcién puede ser con fines tanto profilacticos como terapéuticos. Cuando se
proporciona de forma profilactica, el compuesto se proporciona antes de cualquier sintoma. La administracion profilactica
del compuesto sirve para prevenir o mejorar cualquier proceso de enfermedad posterior. Cuando se proporciona
terapéuticamente, el compuesto se proporciona en el momento (o poco después) de la aparicion de un sintoma de
enfermedad o infeccion.

Para fines profilacticos y terapéuticos, el compuesto se puede administrar al sujeto por via oral o en un solo bolo de
administracion, mediante administracion continua (por ejemplo, administracion transdérmica continua, mucosal o
intravenosa) durante un periodo de tiempo prolongado, o en un protocolo de administracion repetida (por ejemplo,
mediante un protocolo de administracion repetida por hora, por dia o semanalmente). La dosis terapéuticamente efectiva
del compuesto puede proporcionarse como dosis repetidas dentro de un régimen de profilaxis o tratamiento prolongado
que dara resultados clinicamente significativos para aliviar uno o mas sintomas o afecciones detectables asociadas con
una enfermedad o afeccion especifica como se establece en el presente documento. La determinacién de las dosis
efectivas en este contexto generalmente se basa en estudios en modelos animales seguidos por ensayos clinicos en
humanos y esta guiada por protocolos de administracion que reducen significativamente la aparicion o la severidad de los
sintomas o afecciones de la enfermedad dirigida en el sujeto. Los modelos adecuados a este respecto incluyen, por
ejemplo, murinos, ratas, aves, perros, ovejas, porcinos, felinos, primates no humanos y otros sujetos aceptados de
modelos animales conocidos en la técnica. Alternativamente, las dosis efectivas se pueden determinar utilizando modelos
in vitro. Usando tales modelos, solo se requieren calculos y ajustes ordinarios para determinar una concentracion y dosis
apropiadas para administrar una cantidad terapéuticamente efectiva del compuesto (por ejemplo, cantidades que son
efectivas para aliviar uno o mas sintomas de una enfermedad especifica). En realizaciones alternativas, una cantidad
efectiva o una dosis efectiva del compuesto puede simplemente inhibir o mejorar una o mas actividades bioldgicas
seleccionadas correlacionadas con una enfermedad o afeccién, como se establece en el presente documento, con fines
terapéuticos o de diagnostico.

La dosis real del compuesto variara de acuerdo con factores tales como la indicacién de la enfermedad y el estado
particular del sujeto (por ejemplo, la edad, el tamafo, la aptitud fisica, la extensiéon de los sintomas, los factores de
susceptibilidad y similares del sujeto), el tiempo y la via de administracion, otros farmacos o tratamientos que se
administran simultaneamente, asi como la farmacologia especifica del compuesto para provocar la actividad deseada o
la respuesta bioldgica en el sujeto. Los regimenes de dosificacion se pueden ajustar para proporcionar una respuesta
profilactica o terapéutica éptima. Una cantidad terapéuticamente eficaz es también una en la que cualquier efecto
secundario toxico o perjudicial del compuesto y/u otro agente biolégicamente activo se supera en términos clinicos por
los efectos terapéuticamente beneficiosos. Un intervalo no limitante para una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto y/u otro agente biolégicamente activo dentro de los métodos y formulaciones de la descripcion es de
aproximadamente 0,01 mg/kg de peso corporal a aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal, tal como
aproximadamente 0,05 mg/kg a aproximadamente 5 mg/kg de peso corporal, o aproximadamente 0,2 mg/kg a
aproximadamente 2 mg/kg de peso corporal.

El médico a cargo puede variar la dosis para mantener una concentracion deseada en un sitio objetivo (por ejemplo, los
pulmones o la circulacion sistémica). Las concentraciones mas altas o0 mas bajas se pueden seleccionar segun el modo
de administracion, por ejemplo, la administracion transepidérmica, rectal, oral, pulmonar, intradsea o intranasal frente a la
administracion intravenosa o subcutanea o intramuscular. La dosificacion también puede ajustarse en funcion de la
velocidad de liberacion de la formulacion administrada, por ejemplo, de un aerosol intrapulmonar frente a polvo, liberacion
sostenida oral frente a particulas inyectadas o formulaciones de administracion transdérmica, y asi sucesivamente.

Los compuestos descritos en el presente documento también pueden coadministrarse con un agente terapéutico
adicional. Dichos agentes incluyen, pero no se limitan a, otro agente antiinflamatorio, un agente antimicrobiano, un
inhibidor de la metaloproteasa de matriz, un inhibidor de lipoxigenasa, un antagonista de citoquina, un inmunosupresor,
un agente anticancerigeno, un agente antiviral, una citoquina, un factor de crecimiento, un inmunomodulador, una
prostaglandina o un compuesto de hiperproliferaciéon antivascular.
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La presente descripcion también incluye kits, empaques y unidades de multiples contenedores que contienen las
composiciones farmacéuticas, los ingredientes activos y/o los medios para la administracion de los mismos para uso en
la prevencion y el tratamiento de enfermedades y otras afecciones en sujetos mamiferos. También se proporcionan kits
para uso diagndstico. En una realizacion, estos kits incluyen un recipiente o formulacion que contiene uno o mas de los
compuestos descritos en el presente documento. En un ejemplo, este componente esta formulado en una preparacion
farmacéutica para ser administrada a un sujeto. EI compuesto esta opcionalmente contenido en un contenedor o unidad
de dosificacion a granel o una forma de dosificacion de unidades multiples. Se pueden proporcionar medios de
dispensacion opcionales, por ejemplo, un aplicador de pulverizacion pulmonar o intranasal. Los materiales de empaque
incluyen opcionalmente una etiqueta o instruccion que indica para qué fines de tratamiento y/o de qué manera se puede
usar el agente farmacéutico empacado con el mismo.

Resultados

FBXL2 se dirige a las TRAF para poliubiquitinacion. Actualmente se observd que la expresion ectopica de FBXL2 en
epitelios pulmonares murinos (MLE) reduce especificamente los niveles de proteina TRAF1-6 y los niveles de fosforilacion
de la subunidad p105 en la ruta NF-kb (Fig. 1A). FBXL2 también se expresé condicionalmente en células MLE utilizando
un plasmido inducible por doxiciclina que dio como resultado la degradacion de la proteina TRAF de una manera
dependiente del tiempo (Fig. 1B). En experimentos de coinmunoprecipitacion en los que las células se lisaron y se
sometieron a inmunoprecipitacion (ip) de FBXL2, todas las proteinas TRAF se detectaron en inmunoprecipitados de
FBXL2 mediante inmunotransferencia (Fig. 1C). Los resultados sugieren que FBXL2 interactia con las TRAF en las
células. Es importante destacar que la inclusion de SCFFBXL2 purificado con el complemento completo de las enzimas
E1 y E2 mas ubiquitina fue suficiente para generar especies de TRAF poliubiquitinadas in vitro (Fig. 1D). Por ultimo, la
expresion ectépica de FBXL2 disminuy6 la semivida de la proteina TRAF (Fig. 1E) pero no sus niveles de ARNm (datos
no mostrados).

FBXL2 esta poliubiquitinado en el sitio de Lisina 201. Dado que FBXL2 es un regulador importante de las TRAF, se
investigd el mecanismo involucrado en la estabilidad y degradacion de FBXL2. En primer lugar, se construyeron varios
mutantes de eliminacion de FBXL2 que carecen de sitios receptores de ubiquitina lisina especificos (Fig. 2A, mapa
superior) y se evalud su vulnerabilidad a la poliubiquitinacion al exponer las células al inhibidor MG132 del proteasoma
26S. Los mutantes de eliminacion de FBXL2 de longitud completa (FL) y otros cuatro, mostraron todos una acumulacion
significativa de productos de ubiquitinacion de alto peso molecular (Fig. 2A, abajo, a la derecha). Un analisis de eliminacion
adicional sugiri6 que un mutante FBXL2-C150 es resistente a la ubiquitinacién ya que no se detecté una acumulacion
significativa de especies migratorias mas lentas (Fig. 2B, abajo a la derecha). Hay dos sitios de ubiquitinacion potenciales
dentro de los 50 residuos entre C150 y C200 de FBXL2. La mutagénesis dirigida al sitio de estos sitios y la expresion de
un plasmido que codifica estos mutantes dieron como resultado una resistencia significativa del mutante K201R de FBXL2
al inhibidor MG132 del proteasoma 26S (Fig. 2C). La estabilidad de este mutante también se probé en un estudio de
semivida (t12), que indicé un ty,» significativamente prolongado en comparacion con FBXL2 WT (2,5 h, Fig. 2D).

FBXL2 esta fosforilado y se dirige a la subunidad FBXO3 de la ligasa E3 de SCF en el residuo T404. Las ligasas E3
basadas en SCF apuntan a las fosfoproteinas. El anadlisis de la base de datos indica muchos sitios de fosforilacion
potenciales dentro del FBXL2 (Fig. 3A, prediccion del software GPS2.1). Para confirmar que FBXL2 es fosfoproteina, las
células se lisaron y se sometieron a FBXL2 ip, y utilizando anticuerpos de fosfo-treonina fue posible detectar una banda
que migra al tamafio predicho de FBXL2 (Fig. 3B). Con el fin de identificar la quinasa potencial que se dirige a FBXL2
para la fosforilacion, se realizaron experimentos de co-inmunoprecipitacion (co-ip). Las células MLE se lisaron y se
sometieron a ip de FBXL2; De forma muy interesante, de las siete quinasas analizadas, GSK3p fue la Unica proteina
detectada en los inmunoprecipitados de FBXL2 (Fig. 3C). Debido a que FBXL2 es una fosfoproteina que podria ser
direccionada para la ubiquitinacién a base de SCF, se inicié una evaluacién imparcial que prueba aleatoriamente las
proteinas de la caja F que pueden mediar en la degradacion de FBXL2. Tras la sobreexpresion de estas proteinas, solo
FBXO3 fue capaz de disminuir los niveles de FBXL2 inmunorreactivo (datos no mostrados). FBXO3 pertenece a un gran
grupo de proteinas de la caja F que carecen de un motivo distinto en el extremo terminal C, por lo que se consideran solo
proteinas del dominio de la caja F (FBXO). Solamente un estudio mostré que FBXO3 aumenta la ubiquitinacién de p300,
y su autenticidad como una subunidad de SCF y sus sustratos siguen siendo en gran parte desconocidos. Para confirmar
la especificidad de FBXO3 dirigida a FBXL2, se realizaron experimentos de co-ip en los que se detect6 FBXO3 en los
inmunoprecipitados de FBXL2 (Fig. 3D). Ademas, el complejo SCFFBXO3 fue capaz de inducir la poliubiquitinacion de
FBXL2 (Fig. 3E). Usando los mutantes de eliminacion de FBXL2 descritos en la Fig. 2A, se realizaron estudios de mapeo
preliminares que transfectan células con constructos FBXL2 marcados con his seguidas de por eliminacion de his. Estos
resultados indican que FBXO3 se acopla en el extremo terminal C (residuos 350-423) de FBXL2 (Fig. 3F). Para confirmar
que esta region es importante para la estabilidad de FBXL2, se analizaron la estabilidad de FBXL2 de tipo silvestre (WT)
y varios mutantes de eliminacion del extremo terminal C de FBXL2 (Fig. 3G). Curiosamente, un mutante de eliminacion
C390 de FBXL2 exhibié una tq, significativamente prolongada en comparacion con FBXL2 WT, lo que sugiere que los
residuos 390-423 son importantes para su estabilidad. Dentro de esta region, hay un sitio de fosforilacion GSK3f de
consenso (Fig. 3H, prediccion del software GPS2.1). Para confirmar que T404 es el sitio de fosforilacién auténtico de
FBXL2, se lisaron células transfectadas con un mutante T404A de FBXL2 WT o FBXL2 y se sometieron a ip de V5-FBXL2,
e inmunotransferencia usando anticuerpos de fosfotreonina en los que se detectd una disminucién significativa en los
niveles de fosforilacion de la proteina en T404 de FBXL2. (Fig. 31). Curiosamente, este sitio también sirve como un motivo
de direccionamiento para la interaccion de FBXO3, ya que T404A de FBXL2 exhibe una resistencia significativa a
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SCFFBXO3 usando ensayos de ubiquitinacion in vitro (Fig. 3J). En resumen, FBXO3 se dirige a un sitio de fosforilacion
T404 dentro de FBXL2, que a su vez recluta el complejo SCF para poliubiquitinar FBXL2 en un sitio K201 (Fig. 3K).

FBXO3 contiene una mutacién o natural en V220. Curiosamente, el analisis de la base de datos de SNP indica una
mutacion natural dentro de FBXO3 (Val220lle) con una frecuencia de mutacion muy alta de -10%, aunque solamente en
caucasicos (Fig. 4A). Para confirmar que V220! es una mutacion relevante de FBXO3 en células humanas, se analizaron
muestras de PBMC de veinte voluntarios sanos caucasicos (disponibles comercialmente a través de Sanguine Life
Science). EI ADN gendmico se extrajo primero de las células PBMC seguido por genotipado de SNP a través de la sonda
TagMan® SNP usando PCR en tiempo real. Se identificaron tres muestras de PBMC caucasicas que albergan mutaciones
V2201l de FBXO3 (Fig. 4B). Estas células PBMC que contienen esta mutacion de FBXO3 se analizaron utilizando ensayos
in vitro para la liberacion de citoquinas. Las células PMBC WT o mutantes se cultivaron primero en medio RPMI
suplementado con FBS al 10%, las células se trataron luego con 2 pg/mL de LPS durante 24 h, y las citoquinas liberadas
en el medio se analizaron utilizando una matriz de citoquinas humanas. Curiosamente, en el modelo inducido por LPS, la
induccion de varias citoquinas proinflamatorias importantes se suprimid significativamente en células PBMC que albergan
la mutacion V2201 de FBXO3 en comparacion con células PBMC WT (Fig. 4C); por lo tanto, la mutacion V2201 de FBXO3
podria conferir un fenotipo proinflamatorio reducido en sujetos con infeccion u otras enfermedades autoinmunes.

La naturaleza de la mutacion V220l de FBXO3 se probo posteriormente. En comparacion con FBXO3 WT, el complejo
SCF-FBXO3V220l mostré una capacidad marcadamente reducida para poliubiquitinar FBXL2 con la mayor parte del
sustrato intacto (Fig. 4D, abajo, exposicidon mas ligera). Luego se estudio la funcion de FBXO3 en los monocitos U937,
que adoptan la morfologia y muchas caracteristicas de los macréfagos maduros. Los datos preliminares muestran que
FBXL2 ubiquitina y media la degradacion de las proteinas TRAF, lo que potencialmente reduce la expresion de citoquinas.
Por lo tanto, al eliminar FBXL2 en las células, se plantea la hipotesis de que FBXO3 deberia ser capaz de sobrerregular
los niveles de proteina TRAF y estimular la expresion de citoquinas. De hecho, de acuerdo con esta hipodtesis, la
sobreexpresion de FBXO3 fue capaz de disminuir los niveles de proteina FBXL2, aunque aumento significativamente los
seis niveles de miembros de proteina TRAF (Fig. 4E). Sin embargo, la sobreexpresion de FBXO3V220I solo dio como
resultado un aumento basal o nulo en varias proteinas TRAF. La liberacion de citoquinas por células U937 tras el desafio
con LPS se sigui6 de cerca. Las células se transfectaron primero con LacZ, FBXO3 o FBXO3V220I durante 24 h antes
de la exposicion a LPS a razén de 100 ng/mL durante 24 h adicionales. Se midieron treinta y seis niveles de citoquinas
utilizando una matriz de citoquinas humanas. Curiosamente, se observé que el FBXO3 sobrerregula significativamente la
mayoria de las citoquinas liberadas en combinacién con el desafio con LPS (Fig. 4F, rojo); sin embargo, la expresion de
FBXO3V220I no alteré dramaticamente la liberacién de citoquinas en comparacioén con el control de LacZ (Fig. 4F). Estos
nuevos resultados son los primeros en vincular dos proteinas de la caja F a la respuesta inmune innata y sugieren que
FBXO3V220l es una mutacion de pérdida de funciéon de FBXO3. Los resultados aumentan la posibilidad de que los
individuos que albergan esta mutacion hipomorfica natural puedan mostrar una respuesta contundente a la infeccion u
otras enfermedades autoinmunes.

FBXO3V220Il es una mutacion de pérdida de funcion a de FBXO3 in vivo. Para ampliar las observaciones anteriores in
vivo, los ratones se infectaron con un lentivirus vacio, o lentivirus que codifica FBXO3 o FBXO3V220I durante 120 h (107
CFU/ratén, it). Los ratones se expusieron a continuacion a P. aeruginosa (cepa PA103, 10* CFU/ratén, it) durante 24 h
adicionales. Los ratones se controlaron con FlexiVent para medir la mecanica pulmonar y se sacrificaron para recoger el
liquido de lavado. La expresion de FBXO3 WT, pero no la de FBXO3V220l, aumento significativamente la lesion pulmonar
inducida por PA103. Especificamente, la sobreexpresion de FBXO3 aumenté significativamente la resistencia y la
elastancia pulmonar, y disminuyé el cumplimiento (Fig. 5A-D). La sobreexpresion de FBXO3 aumento significativamente
la concentracion de proteinas de lavado, los recuentos de células de lavado y los infiltrados celulares (Fig. 5E-G). FBXO3
también disminuyd la supervivencia de los ratones infectados con PA103 (10%5 CFU/ratén, Fig. 5H). La sobreexpresion de
FBXO3 también aumentd significativamente los niveles de citoquinas de lavado en ratones infectados con PA103 en
comparacion con un vector vacio con o sin PA103 (Fig. 51). Estos efectos no se observaron utilizando el mutante
FBXO3V220Il. Estos estudios in vivo sugieren nuevamente que FBXO3V220Il es un mutante de pérdida de funcién de
FBXO3.

La inactivacion de FBXO3 mejoro la lesion pulmonar inducida por Pseudomonas in vivo. Para confirmar el papel de FBXO3
en la neumonia, se realizaron estudios de inactivacion in vivo donde los ratones se infectaron con lentivirus que codifican
ARNhp vacio o ARNhp de FBXO3 durante 120 h (107 PFU/raton, i.t). Luego, los ratones se expusieron a PA103 (104
CFU/mouse, it) durante 24 h adicionales. Curiosamente, la inactivacion de FBXO3 mejoro significativamente los efectos
adversos de PA103 en la mecanica pulmonar. Especificamente, la inactivacion de FBXO3 aumentd el cumplimiento,
disminuy6 la resistencia y la elastancia pulmonar (Fig. 6A-D). La inactivacion de FBXO3 también disminuy6 la
concentracion de proteinas de lavado, los recuentos de células de lavado y los infiltrados celulares (Fig. 6E-G). Ademas,
la inactivacion de FBXO3 redujo significativamente los niveles de citoquinas de lavado en ratones infectados con PA103
(Fig. 6H) y aumento su supervivencia (105 CFU/ratén, Fig. 6l). Estos estudios in vivo sugieren que el FBXO3 desempefia
un papel importante en la regulacién de la tormenta de citoquinas y puede servir como un posible objetivo farmacéutico.
Por lo tanto, para investigar la posible aplicacion de la inhibiciéon de FBXO3 en la neumonia, se analizd la estructura de
FBXO3 y se analizaron los inhibidores de moléculas pequefias.

Analisis estructural del dominio ApaG de FBXO3 y deteccion del inhibidor. FBXO3 alberga un dominio muy singular
denominado ApaG dentro de su extremo terminal carboxilo. EI dominio ApaG se identificd por primera vez en bacterias,
que contenian aproximadamente 125 aminoacidos, que comprenden un nucleo. Sin embargo, la funcién de la proteina
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ApaG en bacterias es desconocida. En Salmonella typhimurium, el dominio ApaG de la proteina, CorD, esta involucrada
en la resistencia al Co2+ y el flujo de salida de Mg2+. El analisis estructural de diferentes proteinas ApaG muestra un
pliegue de varias laminas beta. Dado que las proteinas de la caja F a menudo utilizan su dominio del extremo terminal
carboxilo para dirigirse a sus sustratos, se plante6 la hipotesis de que el dominio ApaG de FBXO3 esta involucrado en el
reconocimiento del sustrato de FBXO3. Para probar esto, se disefid una serie de mutantes de eliminaciéon de FBXO3
donde se eliminé el dominio ApaG (Fig. 7A). La transcripcion y traduccion in vitro (TnT) se usaron para sintetizar estos
mutantes y luego se analizaron en el ensayo de ubiquitinaciéon in vitro utilizando FBXL2 como sustrato. Curiosamente,
FBXO03-C278, que carece del dominio ApaG, perdi6 la capacidad de inducir la poliubiquitinacion de FBXL2 (Fig. 7B);
FBXO3-N70, que carece del dominio de la caja F del extremo terminal NH. requerido para interactuar con el complejo
SCF, sirvi6 como control negativo. Estos experimentos sugieren que el dominio ApaG de FBXO3 es necesario para el
direccionamiento de FBXL2. A continuacién, se planted la hipétesis de que la inhibicién del dominio ApaG interrumpe el
direccionamiento de FBXO3 a su sustrato, FBXL2. Se realizé un analisis de homologia estructural identificando que el
dominio ApaG de FBXO3 esta altamente conservado (Fig. 7C). Usando analisis de acoplamiento molecular y las
operaciones de clasificacion puntuada en el modelo de estructura tridimensional FBXO3-ApaG, se evaluaron los ligandos
potenciales que podrian encajar en las cavidades del dominio ApaG (Fig. 7D). Los experimentos de acoplamiento se
llevaron a cabo utilizando LigandFit y CDock de Discovery studio 2.5. Una biblioteca que contenia 6507 medicamentos
aprobados o experimentales se utilizé por primera vez para detectar ligandos potenciales para FBXO3-ApaG. En este
modelo, Glu® dentro del dominio ApaG (123AA) es potencialmente importante para los inhibidores que interactan.
Basandose en el acoplamiento y el analisis de mejor ajuste de los ligandos adecuados, se selecciond benzatina como
una estructura principal para desarrollar una serie de nuevas biomoléculas para probar su capacidad para inhibir la
secrecion de citoquinas interactuando dentro del bolsillo de unién de ApaG (Fig. 7E-F).

Preparacion de inhibidores de FBXO3 y analisis de acoplamiento. Los analogos de benzatina objetivo se prepararon a
partir de derivados de benzaldehido y derivados de diamina tales como etilendiamina (Fig. 8A). En general, los derivados
de benzaldehido relevantes (0,02 mol) se agregaron a una solucion de etilendiamina (0,01 mol, ~700 pL) en etanol anhidro
(20 mL). La solucién resultante se sometid a reflujo y se agité durante 60 minutos hasta la precipitacion de la base de
Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por filtracion y se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadio
luego a 30 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucién al 10% de borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol
absoluto y se afiadio a la base de Schiff. Cuando se complet6 la adicién gota a gota de borohidruro de sodio, la solucion
de reaccion se sometio a reflujo durante 15 minutos adicionales. Luego se eliminé el solvente por evaporacion rotatoria y
se agregaron 40 mL de agua fria para liberar la amina secundaria. Los precipitados de los analogos de benzatina se
recogieron, se lavaron con agua y se secaron, seguido de recristalizacion en acetato de etilo.

Como se muestra en la Tabla 1, se construyeron y probaron cuarenta compuestos nuevos para su IC50, LD50 e indice
terapéutico (TI). En resumen, los compuestos se agregaron a células PBMC humanas a diferentes concentraciones que
fueron expuestas a LPS y la secrecion de citoquinas se controlé mediante ELISA para determinar la IC50. Los compuestos
también se agregaron a los monocitos U937 en diferentes concentraciones, y las células se tifieron con azul de tripano
para determinar la LD50. Varios compuestos (BC-1207, BC-1215, BC-1241, BC-1250 y BC-1261) obtuvieron un alto
puntaje en estudios de acoplamiento con el dominio ApaG de FBXO3 y mostraron alto IC50 y bajo LD50 in vitro. Es
importante destacar que varias nuevas moléculas pequefias, denominadas BC-1215 y BC-1261, mostraron interacciones
optimas con FBXO-ApaG con base en el andlisis estructural y de acoplamiento como se muestra en la Fig. 8B-D. Estos
agentes especificos exhibieron indices terapéuticos notables que justificaron pruebas biolégicas adicionales. Se realizaron
varios estudios funcionales para evaluar los efectos antiinflamatorios centrados en BC-1215.

BC-1215 inhibe profundamente el amplio espectro a de las citoquinas. Las células PBMC se trataron con 2 uyg/mL de LPS
durante 16 horas junto con BC-1215 a razén de 10 pg/mL. La liberacién de citoquinas se controlé mediante una matriz de
citoquinas humanas (R&D Systems). Los resultados de la Fig. 9 indican una capacidad notable de BC-1215 para suprimir
significativamente la mayoria de las citoquinas del panel TH1, incluyendo G-CSF, GM-CSF, GROa, 1-309, IL1-q, IL1-3,
IL1ra, IL-6, IL-12, IL-23, MIP-1a, MIP-13 y TNFa. Estas citoquinas estan estrechamente relacionadas con la patogénesis
de muchas enfermedades proinflamatorias, algunas de las cuales han llevado al uso de anticuerpos de citoquinas
bloqueadores para reducir la gravedad de la enfermedad. Por ejemplo: GM-CSF impulsa la inflamacion en la artritis
reumatoide (RA), y actualmente, los anticuerpos bloqueadores de GM-CSF (MOR103) se probaron en el ensayo de Fase
1b/2a en pacientes que padecen de RA.

El canakinumab, un anticuerpo bloqueante de IL1-B humano, ha sido aprobado para el tratamiento de sindromes
periddicos asociados a la criopirina y se esta probando en ensayos de Fase 1 para la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica. La IL-6 se ha relacionado con muchas enfermedades autoinmunes y el cancer, y recientemente se probo el
anticuerpo bloqueador de la IL-6 en ensayos de Fase 2 en pacientes que padecen cancer de pulmén de células no
pequenas. IL-12 e IL-23 estan vinculados con la autoinmunidad; Ustekinumab (nombre comercial Stelara) es un anticuerpo
monoclonal humano contra IL-12 e IL-23, que ha sido aprobado para tratar la psoriasis en placa de moderada a grave.
TNFa, una citoquina TH1 critica, también promueve la respuesta inflamatoria y esta relacionada etiolégicamente con
muchos trastornos autoinmunes como la RA, la enfermedad inflamatoria intestinal, la psoriasis y el asma refractaria. Varios
anticuerpos bloqueadores del TNFa como infliximab (Remicade), adalimumab (Humira) o certolizumab (Cimzia) han sido
aprobados para tratar estos trastornos autoinmunes. Sin embargo, muchos de los enfoques anteriores tienen un espectro
limitado de bioactividad ya que se dirigen a una Unica citoquina y se dirigen contra una proteina huésped. Los datos
descritos en el presente documento son significativos porque sugieren que esta nueva familia de antagonistas de la ligasa
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E3 de la proteina de caja F (por ejemplo, BC-1215) descrita en el presente documento puede ser mas eficaz en los
trastornos inflamatorios ya que son panreactivos a varias moléculas proinflamatorias y se dirigen a una Unica firma
molecular de tipo bacteriano en las células huésped. Estas propiedades unicas de los antagonistas de la ligasa E3 de la
proteina de la caja F confieren mayores actividades antiinflamatorias y, sin embargo, tienen efectos limitados fuera del
objetivo.

BC-1215 inhibe FBXO3 y disminuye los niveles de proteina TRAF. Para establecer un vinculo mecanico entre la infeccion
y la liberacién de citoquinas, las células PBMC se trataron con LPS y las proteinas de sefializacion secuencia abajo se
analizaron mediante inmunotransferencia. Se encontré que el LPS aumenta los niveles de proteina FBXO3, disminuye
los niveles de proteina FBXL2 y aumenta los niveles de proteina TRAF (Fig. 10A). Por lo tanto, la sefalizacion
proinflamatoria por las acciones de la endotoxina podria estar mediada a través de la proteina FBXO3. BC-1215 se probd
por primera vez en ensayos de ubiquitinacion in vitro utilizando FBXL2 como sustrato. BC-1215 fue capaz de inhibir la
poliubiquitinacion de FBXL2 catalizada por FBXO3 (Fig. 10B). Las células MLE también se trataron con BC-1215 a
diferentes concentraciones durante 16 h. Las células se recogieron y se ensayaron para determinar la inmunotransferencia
de proteinas. Como se muestra en la Fig. 10C, BC-1215 aumento6 los niveles de proteina FBXL2 de una manera
dependiente de la dosis, disminuyendo a su vez los niveles de proteina TRAF. Otros sustratos FBXL2 conocidos, que
incluyen ciclina D2, ciclina D3 y CCTalfa, sirvieron como controles positivos. También se observd que BC-1215 no alterd
significativamente la progresion del ciclo celular de células Hela en las dosis terapéuticas (Fig. 10D). BC-1215 no altero
la actividad de COX-2 en comparacion con el control positivo, DuP-697 (Fig. 10E). Estos ultimos resultados sugieren
fuertemente que BC-1215 y los agentes relacionados representan mecanicamente un nuevo género de antiinflamatorios
que ejerce actividades independientes de los mecanismos utilizados por los farmacos antiinflamatorios no esteroideos
(NSAID) que actdan como inhibidores de COX-2. Con base en el nuevo mecanismo de accion de BC-1215, la efectividad
de este agente se probo en varios modelos de inflamacion diferentes en ratones.

BC-1215 inhibe potentemente la liberacién de citoquinas en un modelo de choque séptico inducido por a LPS. El
compuesto BC-1215 se solubilizd primero en agua usando acido acético en una relacién molar de 1:2; la solucién madre
de BC-1215 fue de 5 mg/mL. Se administraron 500 pg, 100 pg, 20 ug, 4 ug y 0,8 ug de BC-1215 a ratones a través de
una inyeccion intraperitoneal (IP). Diez minutos mas tarde, los ratones recibieron 100 ug de LPS (E. coli) a través de una
inyeccion IP. Noventa minutos mas tarde, los ratones fueron sacrificados; la sangre se recogio y se analizd para los
ensayos de citoquinas IL1-B, IL-6 y TNFa. Los resultados de la Fig. 11 indican que IC50..1g = 1 mg/kg, IC50i.6 = 2,5
mg/kg, IC50tnrq = 1,2 mg/kg. Estos IC50 se consideran muy bajos, considerando que la dosis predicha de LD50 oral en
raton para BC-1215 es de 1,135 g/kg; por lo tanto, BC-1215 ejerce bioactividad muy por debajo de una dosis tdxica
predicha in vivo.

BC-1215 inhibe la liberacion de citoquinas en el modelo de sepsis de ligacion y puncién a cecal (CLP). El compuesto BC-
1215 se solubilizé primero como anteriormente. Se administraron 100 ug de BC-1215 a ratones a través de una inyeccion
IP. Treinta minutos después, se realiz6 el CLP. Seis h mas tarde, los ratones fueron sacrificados; la sangre se recolecté
y se analizé para citoquinas IL1-B, IL-6 y TNFa. Como se muestra en la Fig. 12, los ratones tratados con CLP habian
aumentado significativamente la liberacién de citoquinas en comparacioén con los ratones tratados de forma simulada. Sin
embargo, el BC-1215 fue capaz de atenuar significativamente la secrecion inducida por CLP de las tres citoquinas
proinflamatorias circulantes en ratones.

BC-1215 reduce la lesién pulmonar en neumonia inducida por Pseudomonas. Para probar el inhibidor BC-1215 de la caja
F en neumonia, se administraron 100 ug de BC-1215 a ratones mediante una inyeccion IP, los ratones se expusieron a
la cepa PA103 de Pseudomonas aeruginosa (10* CFU/ratén) durante 18 h adicionales. Curiosamente, BC-1215 mejoro
significativamente los efectos adversos de PA103 en la mecanica pulmonar. Especificamente, BC-1215 aumenté el
cumplimiento, disminuyd la resistencia pulmonar y redujo la elastancia (Fig. 13A-D). BC-1215 también disminuy¢ la
concentracion de proteinas de lavado, los recuentos de células de lavado y los infiltrados celulares (Fig. 13E, F, G).
Ademas, BC-1215 también disminuyo significativamente los niveles de citoquinas proinflamatorias de lavado en ratones
infectados con PA103 (Fig. 13H).

BC-1215 mejora la lesion pulmonar inducida por influenza H1N1 in vivo. Para realizar una prueba adicional de BC-1215
en neumonia, los ratones se expusieron a H1N1 (10° PFU/ratdn, it) y se observaron durante 9 dias. Para el tratamiento
con BC-1215, se afadié una solucion madre (5 mg/mL) al agua de bebida (que contiene 2% de sacarosa) hasta la
concentracion final de 30 yg/mL. La mecanica pulmonar se midio en el dia 5. Especificamente, BC-1215 aumento el
cumplimiento, disminuy6 la resistencia pulmonar y redujo la elastancia (Fig. 14A-C) en ratones infectados con H1N1.
Ademas, BC-1215 aumentd significativamente su supervivencia con la neumonia H1N1 (Fig. 14D). BC-1215 también
disminuy6 notablemente la concentracion de proteinas de lavado, los recuentos de células de lavado (Fig. 14E, F), el
edema pulmonar y los infiltrados celulares (Fig. 14G, H).

BC-1215 reduce el edema de oreja inducido por TPA. La aplicacion tépica de BC-1215 como agente antiinflamatorio se
probd en un modelo de edema de oreja inducido por 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) (Bralley et al., J Inflamm
(LOnd), 2008. 5: p.1). En resumen, se aplicaron 20 yL de una solucién de etanol de BC-1215 a las orejas de los ratones
arazon de 8, 40 y 200 pg/oreja durante 30 minutos después de la administracion de TPA (2 pg/oreja). Las comparaciones
incluyeron volumenes iguales de etanol (control del vehiculo). Diez y ocho horas después de la administracion de TPA,
los ratones se sacrificaron; el grosor de la oreja se midié utilizando un micrometro. También se tomaron de inmediato
biopsias de puncion de oreja, se pesaron y se graficaron. Como se muestra en la Fig. 15A, se observé edema de oreja
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en los animales tratados con TPA a las 18 h después de su tratamiento. Sin embargo, BC-1215 fue capaz de resolver
significativamente el edema. Como se muestra en la Fig. 15B-C, BC-1215 redujo significativamente el grosor y el peso de
la oreja de una manera dependiente de la dosis en comparacion con el control del vehiculo. Estos estudios demuestran
por primera vez que el inhibidor BC-1215 de FBXO3, al inhibir el desarrollo de edema, puede tener aplicabilidad tépica y,
por lo tanto, puede tener un papel en los trastornos inflamatorios dermatolégicos.

BC-1215 mejora el edema de pata inducido por carragenina. BC-1215 también se probé en un modelo de edema de pata
de ratén para confirmar su actividad antiinflamatoria. Los ratones recibieron administraciéon subplantar de 25 uL de
solucion salina o 25 pL de carragenina (1% en solucion salina) (Posadas et al., Br J Pharmacol, 2004. 142 (2): paginas
331-8), seguido de una inyeccion IP de 200 ug de BC-1215 diariamente. Cuarenta y ocho horas mas tarde, los ratones
fueron sacrificados; se midi6 el grosor y el volumen de la pata. Como se muestra en la Fig. 16A, se observo edema de
pata en animales tratados con carragenina a las 48 h. Sin embargo, BC-1215 fue capaz de suprimir significativamente
este efecto. Como se muestra en la Fig. 16B-C, BC-1215 redujo significativamente el grosor de la pata y el edema en
comparacioén con el control del vehiculo. Por lo tanto, el inhibidor BC-1215 de FBXO3 suprime la inflamaciéon en un modelo
no pulmonar de edema que involucra las extremidades.

BC-1215 mejora la colitis inducida por DSS. BC-1215 también se probd en un modelo de colitis de raton para confirmar
su actividad antiinflamatoria. En resumen, los ratones C57BL6 fueron alimentados con agua que contenia 3,5% de sulfato
de dextrano sodico (DSS) por hasta cinco dias. Los ratones se trataron con vehiculo o 200 ug de BC-1215 diariamente (a
través de inyeccion de ip). Los ratones fueron luego sacrificados; se midi6 la longitud de los coélones. Como se muestra
en la Fig. 17A, se observo una disminucién significativa en la longitud del colon con ratones tratados con DSS, en
consonancia con la inflamacién del colon. Sin embargo, los ratones tratados con BC-1215 no mostraron una disminucion
significativa en la longitud del colon en comparacion con el control. Se analizaron los niveles de citoquinas del tejido
colénico. Como se muestra en la Fig. 17B-C, los ratones tratados con BC-1215 mostraron una reduccion notable en los
niveles de IL13 y TNFa en tejidos de colon en comparacion con los ratones tratados con vehiculo. Ademas, BC-1215
redujo significativamente la lesion del tejido coldnico en ratones tratados con DSS (Fig. 17D). Por lo tanto, el inhibidor BC-
1215 de FBXO3 suprime la inflamacién en el modelo de colitis inducida por compuestos quimicos en ratones.

En resumen, en este documento se describe la primera evidencia de que la inflamacion esta mediada en parte por una
nueva via por la cual un componente de la ligasa E3 no reconocido previamente, FBXO3, desencadena la ubiquitinacion
y degradacion de otra subunidad de la ligasa E3, FBXL2, aumentando asi los niveles de proteinas TRAF. En esencia,
FBXL2 parece ser un inhibidor de retroalimentacion de la inflamacion. Como TRAF son entradas moleculares criticas para
la expresion del gen de citoquinas impulsadas por NF-kB, la anulacion de FBXO3 es capaz de prevenir la induccion de
proteinas TRAF y suprimir la produccién de citoquinas (Fig. 18). Por lo tanto, sobre la base de la estructura molecular
Unica de FBXO3 como la pieza central de este descubrimiento, se generé un nuevo phylum de inhibidores de la molécula
pequefia ApaG con base en la ligasa E3 de ubiquitina de la caja F que ejerce una profunda actividad antiinflamatoria en
células humanas y en modelos complementarios de animales pequefios de inflamacion y lesion del tejido.

BC-1215 inhibe la proliferacion de S. aureus. BC-1215 se probd en pruebas de sensibilidad a los antibioticos utilizando
agar Mueller-Hinton como se muestra en la Fig. 19. En resumen, se agregaron papeles filtro de 6 mm que contenian
diferentes cantidades de BC-1215 o antibidtico gentamicina (control positivo) en el agar de Mueller-Hinton expuesto
previamente a Staphylococcus aureus. Las placas se incubaron a 37 grados durante 24 h. Los tamafios de las zonas se
midieron y se marcaron con un circulo rojo que indicaba resultados positivos. Los datos en el presente documento sugieren
que el BC-1215 puede inhibir el crecimiento bacteriano a través de la proteina bacteriana ApaG.

Sintesis de inhibidores de FBXO3

Procedimiento general para la sintesis de BC-1202. Se afadi6 4-(bencil-oxi)benzaldehido (0,01 mol, 2,12 g) a una solucion
de etilendiamina (0,005 mol, ~350 pL) en etanol anhidro (20 mL). La solucién resultante se calentd y se agité durante 20
minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por filtracion y se lavaron
con etanol frio. La base de Schiff se afiadio luego a 30 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucion al 10% de
borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadié a la base de Schiff. Cuando se completo la adicion gota
a gota de borohidruro de sodio, la solucion de reaccion se sometié a reflujo durante 15 minutos adicionales. Luego se
eliminé el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para liberar la amina secundaria. La
precipitacion de BC-1202 se recogio, se lavé con agua y se seco, seguido de recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1203. Se afadié 4-(dimetilamino)benzaldehido (0,01 mol, 1,49 g) a una
solucién de etilendiamina (0,005 mol, ~ 350 pL) en etanol anhidro (20 mL). La solucion resultante se calento y se agitd
durante 20 minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por filtracién y
se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadio luego a 30 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucion al
10% de borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadi6 a la base de Schiff. Cuando se completd la
adicién gota a gota de borohidruro de sodio, la solucion de reaccion se sometio a reflujo durante 15 minutos adicionales.
Luego se elimind el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para liberar la amina secundaria.
La precipitacion de BC-1203 se recogiod, se lavd con agua y se seco, seguido de recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1204. Se afadié 4-metoxi-benzaldehido (0,02 mol, 2,72 g) a una solucion
de etilendiamina (0,01 mol, ~700 uL) en etanol anhidro (40 mL). La solucion resultante se calentd y se agitdé durante 40
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minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por filtracion y se lavaron
con etanol frio. La base de Schiff se afiadio luego a 30 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucion al 10% de
borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadié a la base de Schiff. Cuando se completo la adicion gota
a gota de borohidruro de sodio, la solucion de reaccion se sometié a reflujo durante 15 minutos adicionales. Luego se
eliminé el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para liberar la amina secundaria. El
producto BC-1204 se extrajo luego con EtOAc y la capa organica se lavé con agua, se seco sobre Na; SO, y se concentrd
al vacio.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1205. Se afadié 4-(4-morfolinil)benzaldehido (0,01 mol, 1,91 g) a una
solucién de etilendiamina (0,005 mol, ~350 pL) en etanol anhidro (20 mL). La solucién resultante se calenté y se agitod
durante 20 minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por filtraciéon y
se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadio luego a 30 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucién al
10% de borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadi6 a la base de Schiff. Cuando se completd la
adicién gota a gota de borohidruro de sodio, la solucion de reaccion se sometio a reflujo durante 15 minutos adicionales.
Luego se elimind el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para liberar la amina secundaria.
La precipitacion de BC-1205 se recogiod, se lavd con agua y se seco, seguido de recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1206. Se afiadio 4-(1-pirrolidin)-benzaldehido (0,01 mol, 1,75 g) a una
solucién de etilendiamina (0,005 mol, ~ 350 pL) en etanol anhidro (20 mL). La solucion resultante se calento y se agitd
durante 20 minutos hasta la precipitacién de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por filtraciéon y
se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadio luego a 30 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucién al
10% de borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadi6 a la base de Schiff. Cuando se completd la
adicién gota a gota de borohidruro de sodio, la solucion de reaccion se sometio a reflujo durante 15 minutos adicionales.
Luego se eliminé el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para liberar la amina secundaria.
La precipitacion de BC-1206 se recogiod, se lavd con agua y se secd, seguido de recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1207. Se afadid 4-(1H-imidazol-1-il)benzaldehido (0,01 mol, 1,72 g) a una
solucién de etilendiamina (0,005 mol, ~350 pL) en etanol anhidro (20 mL). La solucion resultante se calenté y se agitod
durante 20 minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por filtracién y
se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadio luego a 30 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucién al
10% de borohidruro de sodio (0,02 moles) en metanol absoluto y se afiadié a la base de Schiff. Cuando se completé la
adicién gota a gota de borohidruro de sodio, la solucion de reaccion se sometio a reflujo durante 15 minutos adicionales.
Luego se elimind el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para liberar la amina secundaria.
La precipitacion de BC-1207 se recogiod, se lavd con agua y se seco, seguido de recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1208. Se afiadio 4-acetilbenzaldehido (0,01 mol, 1,48 g) a una solucién de
etilendiamina (0,005 mol, ~350 uL) en etanol anhidro (20 mL). La solucion resultante se sometio a reflujo y se agité durante
60 minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por filtracion y se
lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadié luego a 30 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucién al 10%
de borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadio a la base de Schiff. Cuando se complet6 la adicion
gota a gota de borohidruro de sodio, la solucion de reacciéon se sometid a reflujo durante 15 minutos adicionales. Luego
se elimind el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para liberar la amina secundaria. La
precipitacion de BC-1208 se recogio, se lavé con agua y se seco, seguido de recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1209. Se afiadié 2-hidroxibenzaldehido (0,01 mol, 1,22 g) a una solucion
de etilendiamina (0,005 mol, ~350 pL) en etanol anhidro (20 mL). La solucién resultante se calenté y se agité durante 10
minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por filtracion y se lavaron
con etanol frio. La base de Schiff se afiadio luego a 30 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucion al 10% de
borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadié a la base de Schiff. Cuando se completo la adicion gota
a gota de borohidruro de sodio, la solucion de reaccion se sometié a reflujo durante 15 minutos adicionales. Luego se
eliminé el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para liberar la amina secundaria. La
precipitacion de BC-1209 se recogio, se lavé con agua y se seco, seguido de recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1210. Se afiadié 4-hidroxibenzaldehido (0,01 mol, 1,22 g) a una solucion
de etilendiamina (0,005 mol, ~350 pL) en etanol anhidro (20 mL). La solucién resultante se calentd y se agité durante 10
minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por filtracion y se lavaron
con etanol frio. La base de Schiff se afiadio luego a 30 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucion al 10% de
borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadio a la base de Schiff. Cuando se completo la adicion gota
a gota de borohidruro de sodio, la solucion de reaccion se sometié a reflujo durante 15 minutos adicionales. Luego se
eliminé el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para liberar la amina secundaria. La
precipitacion de BC-1210 se recogiod, se lavé con agua y se seco, seguido de recristalizacion en etanol.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1211. Se afadio 4-(trifluorometoxi)benzaldehido (0,01 mol, 1,9 g) a una
solucién de etilendiamina (0,005 mol, ~ 350 pL) en etanol anhidro (20 mL). La solucion resultante se calento y se agitd
durante 60 minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por filtracién y
se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadio luego a 30 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucién al
10% de borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadi6 a la base de Schiff. Cuando se completd la
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adicién gota a gota de borohidruro de sodio, la solucion de reaccion se sometio a reflujo durante 15 minutos adicionales.
Luego se elimind el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para liberar la amina secundaria.
El producto BC-1211 se extrajo luego con EtOAc y la capa organica se lavd con agua, se seco sobre Na;SO, y se
concentr6 al vacio.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1212. Se afadié 4-(dimetilamino)benzaldehido (0,01 mol, 1,49 g) a una
solucién de 1,2-fenilendiamina (0,005 mol, 0,54 g) en etanol anhidro (20 mL). La solucidn resultante se calenté y se agitd
durante 30 min. La reaccién se enfrid6 hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se
separaron por filtraciéon y se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadi6 luego a 30 mL de metanol absoluto. Se
disolvié una solucién al 10% de borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadi6 a la base de Schiff.
Cuando se completo la adicion gota a gota de borohidruro de sodio, la solucidon de reaccién se sometio a reflujo durante
15 minutos adicionales. Luego se elimind el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para
liberar la amina secundaria. La precipitacion de BC-1212 se recogi6, se lavd con agua y se seco, seguido de
recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1213. Se afadié 4-(dimetilamino)benzaldehido (0,01 mol, 1,49 g) a una
solucién de (+/-)-trans-1,2-diaminociclohexano (0,005 mol, 0,57 g) en etanol anhidro (20 mL). La solucion resultante se
calenté y se agitdé durante 20 minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se
separaron por filtracion y se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadi6 luego a 30 mL de metanol absoluto. Se
disolvié una solucién al 10% de borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadi6 a la base de Schiff.
Cuando se completo la adicion gota a gota de borohidruro de sodio, la solucion de reaccion se sometio a reflujo durante
15 minutos adicionales. Luego se elimind el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para
liberar la amina secundaria. La precipitacion de BC-1213 se recogi6, se lavd con agua y se seco, seguido de
recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1214. Se afadi6é 4-(1-piperidinil)benzaldehido (0.01 mol, 1,89 g) a una
solucién de etilendiamina (0,005 mol, ~350 uL) en etanol anhidro (20 mL). La soluciéon resultante se sometio a reflujo y
se agitd durante 30 minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por
filtracion y se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadié luego a 30 mL de metanol absoluto. Se disolvié una
solucion al 10% de borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadié a la base de Schiff. Cuando se
completé la adicion gota a gota de borohidruro de sodio, la solucién de reaccion se sometié a reflujo durante 15 minutos
adicionales. Luego se eliminé el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para liberar la
amina secundaria. La precipitacion de BC-1214 se recogio, se lavo con agua y se seco, seguido de recristalizacion en
acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1215. Se afiadié 4-(2-piridinil)benzaldehido (0,01 mol, 1,83 g) a una solucién
de etilendiamina (0,005 mol, ~350 pL) en etanol anhidro (20 mL). La solucién resultante se calentd y se agité durante 30
minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff correspondiente. Las bases de Schiff se separaron por filtracion y se
lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadio luego a 30 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucién al 10%
de borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadio a la base de Schiff. Cuando se completo la adicion
gota a gota de borohidruro de sodio, la solucién de reaccion se sometié a reflujo durante 15 minutos adicionales. Luego
se elimind el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para liberar la amina secundaria. La
precipitacion de BC-1215 se recogid, se lavé con agua y se seco, seguido de recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1216. Se afadio 3,4,5-trimetoxibenzaldehido (0,01 mol, 1,96 g) a una
solucién de etilendiamina (0,005 mol, ~ 350 pL) en etanol anhidro (20 mL). La solucion resultante se calento y se agitd
durante 30 min. La reaccién se enfrid6 hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se
separaron por filtracion y se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadi6 luego a 30 mL de metanol absoluto. Se
disolvié una solucién al 10% de borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadi6 a la base de Schiff.
Cuando se completo la adicion gota a gota de borohidruro de sodio, la solucion de reaccion se sometio a reflujo durante
15 minutos adicionales. Luego se elimind el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para
liberar la amina secundaria. La precipitacion de BC-1216 se recogi6, se lavd con agua y se seco, seguido de
recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1217. Se afiadio 4-(1-pirrolidin)-benzaldehido (0,01 mol, 1,75 g) a una
solucién de (+/-)-trans-1,2-diaminociclohexano (0,005 mol, 0,57 g) en etanol anhidro (20 mL). La solucion resultante se
calenté y se agitdé durante 20 minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se
separaron por filtracion y se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadi6 luego a 30 mL de metanol absoluto. Se
disolvié una solucién al 10% de borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadi6 a la base de Schiff.
Cuando se completo la adicion gota a gota de borohidruro de sodio, la solucion de reaccion se sometio a reflujo durante
15 minutos adicionales. Luego se elimind el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para
liberar la amina secundaria. La precipitacion de BC-1217 se recogi6, se lavd con agua y se seco, seguido de
recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1218. Se afadi6é 4-(1-piperidinil)benzaldehido (0,01 mol, 1,89 g) a una
solucién de (+/-)-trans-1,2-diaminociclohexano (0,005 mol, 0,57 g) en etanol anhidro (20 mL). La solucion resultante se
calenté y se agitdé durante 20 minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se
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separaron por filtracion y se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadi6 luego a 30 mL de metanol absoluto. Se
disolvié una solucién al 10% de borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadi6 a la base de Schiff.
Cuando se completo la adicion gota a gota de borohidruro de sodio, la solucidon de reaccién se sometio a reflujo durante
15 minutos adicionales. Luego se elimind el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para
liberar la amina secundaria. La precipitacion de BC-1218 se recogi6, se lavd con agua y se seco, seguido de
recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1220. Se afadié 4-(4-morfolinil)benzaldehido (0,01 mol, 1,91 g) a una
solucién de (+/-)-trans-1,2-diaminociclohexano (0,005 moles, 0,57 g) en etanol anhidro (20 mL). La solucién resultante se
calenté y se agitdé durante 20 minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se
separaron por filtracion y se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadi6 luego a 30 mL de metanol absoluto. Se
disolvié una solucién al 10% de borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadi6 a la base de Schiff.
Cuando se completo la adiciéon gota a gota de borohidruro de sodio, la solucion de reaccion se sometio a reflujo durante
15 minutos adicionales. Luego se elimind el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para
liberar la amina secundaria. La precipitacion de BC-1220 se recogi6, se lavd con agua y se seco, seguido de
recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1232. Se afiadié 4-(1-pirrolidin)benzaldehido (0,01 mol, 1,75 g) a una
solucion de 1,2-fenilendiamina (0,005 mol, 0,54 g) en etanol anhidro (20 mL). La solucién resultante se sometié a reflujo
y se agité durante 30 min. La reaccién se enfrié hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff
se separaron por filtracion y se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadié luego a 30 mL de metanol absoluto.
Se disolvié una solucion al 10% de borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadié a la base de Schiff.
Cuando se completo la adicion gota a gota de borohidruro de sodio, la solucion de reaccion se sometié a reflujo durante
15 minutos adicionales. Luego se elimind el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para
liberar la amina secundaria. La precipitacion de BC-1232 se recogi6, se lavd con agua y se seco, seguido de
recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1233. Se afiadio 4-(1-pirrolidin)-benzaldehido (0,01 mol, 1,75 g) a una
solucion de (1S,2S)-(+)-1,2-diaminociclohexano (0,005 mol, 0,57 g) en etanol anhidro (20 mL ). La solucion resultante se
calenté y se agitdé durante 20 minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se
separaron por filtracion y se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadi6 luego a 30 mL de metanol absoluto. Se
disolvié una solucién al 10% de borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadi6 a la base de Schiff.
Cuando se completo la adicion gota a gota de borohidruro de sodio, la solucion de reaccion se sometio a reflujo durante
15 minutos adicionales. Luego se elimind el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para
liberar la amina secundaria. La precipitacion de BC-1233 se recogi6, se lavd con agua y se seco, seguido de
recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1234. Se afiadio 4-(1-pirrolidin)-benzaldehido (0,01 mol, 1,75 g) a una
solucién de 1,4-diaminobutano (0,005 mol, 0,44 g) en etanol anhidro (20 mL). La solucion resultante se calentd y se agitd
durante 20 minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por filtracién y
se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadio luego a 30 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucion al
10% de borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadi6 a la base de Schiff. Cuando se completd la
adicién gota a gota de borohidruro de sodio, la solucion de reaccion se sometié a reflujo durante 15 minutos adicionales.
Luego se elimind el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para liberar la amina secundaria.
La precipitacion de BC-1234 se recogiod, se lavd con agua y se seco, seguido de recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1239. Se afiadié 4-(1-pirrolidin)benzaldehido (0,01 mol, 1,75 g) a una
solucion de 1,3-diaminopropano (0,005 mol, 0,37 g) en etanol anhidro (20 mL). La solucién resultante se calentd y se agitd
durante 20 minutos hasta la precipitacién de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por filtracion y
se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadio luego a 30 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucion al
10% de borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadi6 a la base de Schiff. Cuando se completd la
adicién gota a gota de borohidruro de sodio, la solucion de reaccion se sometio a reflujo durante 15 minutos adicionales.
Luego se eliminé el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para liberar la amina secundaria.
La precipitacion de BC-1239 se recogiod, se lavd con agua y se seco, seguido de recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1241. Se afiadié 4-(2-piridinil)benzaldehido (0,005 mol, 0,92 g), 4-
fluorobenzaldehido (0,005 mol, 0,62 g) a una solucion de etilendiamina (0,005 mol, ~ 350 pL) en etanol anhidro (20 mL).
La solucion resultante se sometié a reflujo y se agitd durante 60 min. La reaccion se enfrid hasta la precipitacion de la
base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por filtracion y se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se
afadié luego a 30 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucion al 10% de borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol
absoluto y se afiadio a la base de Schiff. Cuando se complet6 la adicién gota a gota de borohidruro de sodio, la solucion
de reaccion se sometio a reflujo durante 15 minutos adicionales. Luego se eliminé el solvente por evaporacion rotatoria y
se agregaron 40 mL de agua fria para liberar la amina secundaria. La precipitacion de BC-1241 se recogiod, se lavo con
agua y se seco, seguido de recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1248. Se afiadié 4-(2-piridinil)benzaldehido (0,005 mol, 0,92 g), 2-
piridincarboxaldehido (0,005 mol, 0,53 g) a una solucion de etilendiamina (0,005 mol, ~350 pL) en etanol anhidro (20 mL).
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La solucion resultante se sometié a reflujo y se agitd durante 60 min. La reaccion se enfrid hasta la precipitacion de la
base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por filtracion y se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se
afadié luego a 30 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucién al 10% de borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol
absoluto y se afiadio a la base de Schiff. Cuando se complet6 la adicién gota a gota de borohidruro de sodio, la solucion
de reaccion se sometio a reflujo durante 15 minutos adicionales. Luego se eliminé el solvente por evaporacion rotatoria y
se agregaron 40 mL de agua fria para liberar la amina secundaria. La precipitacion de BC-1248 se recogio, se lavo con
agua y se seco, seguido de recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1250. Se anadié 4-(1H-pirazol-1-il)benzaldehido (0,004 mol, 0,7 g) a una
solucién de etilendiamina (0,002 mol, ~ 140 pL) en etanol anhidro (10 mL). La solucion resultante se calento y se agitd
durante 20 minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por filtracién y
se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadio luego a 15 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucién al
10% de borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadi6 a la base de Schiff. Cuando se completd la
adicién gota a gota de borohidruro de sodio, la solucion de reaccion se sometio a reflujo durante 15 minutos adicionales.
El solvente se elimind luego por evaporacion rotatoria y se agregaron 20 mL de agua fria para liberar la amina secundaria.
La precipitacion de BC-1250 se recogiod, se lavd con agua y se secd, seguido de recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1251. Se anadi6é 5-cloro-2-hidroxibenzaldehido (0,01 mol, 1,56 g) a una
solucién de etilendiamina (0,005 mol, ~ 350 yL) en etanol anhidro (20 mL). La solucién resultante se calento y se agitd
durante 20 minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por filtracién y
se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadio luego a 30 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucién al
10% de borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadi6 a la base de Schiff. Cuando se completd la
adicién gota a gota de borohidruro de sodio, la solucion de reaccion se sometio a reflujo durante 15 minutos adicionales.
Luego se elimind el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para liberar la amina secundaria.
La precipitacion de BC-1251 se recogio, se lavd con agua y se secd, seguido de recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1252. Se afadi6 2-hidroxi-4-metoxibenzaldehido (0,01 mol, 1,52 g) a una
solucién de etilendiamina (0,005 mol, ~350 pL) en etanol anhidro (20 mL). La solucion resultante se calenté y se agitod
durante 20 minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por filtracién y
se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadio luego a 30 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucién al
10% de borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadi6 a la base de Schiff. Cuando se completd la
adicién gota a gota de borohidruro de sodio, la solucion de reaccion se sometid a reflujo durante 15 minutos adicionales.
Luego se elimind el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para liberar la amina secundaria.
La precipitacion de BC-1252 se recogio, se lavé con agua y se seco, seguido de recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1253. Se afadi6 2,4-dihidroxibenzaldehido (0,01 mol, 1,38 g) a una solucion
de etilendiamina (0,005 mol, ~ 350 pL) en etanol anhidro (20 mL). La solucidn resultante se calento y se agité durante 20
minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por filtracion y se lavaron
con etanol frio. La base de Schiff se afiadio luego a 30 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucion al 10% de
borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadié a la base de Schiff. Cuando se completo la adicion gota
a gota de borohidruro de sodio, la solucion de reaccion se sometié a reflujo durante 15 minutos adicionales. Luego se
eliminé el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para liberar la amina secundaria. La
precipitacion de BC-1253 se recogio, se lavé con agua y se seco, seguido de recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1254. Se afadio 4-(2-piridinil)benzaldehido (0,01 mol, 1,83 g) a una solucion
de 1,4-diaminobutano (0,005 mol, 0,44 g) en etanol anhidro (20 mL). La solucién resultante se calentd y se agité durante
20 minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por filtracion y se
lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadio luego a 30 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucién al 10%
de borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadio a la base de Schiff. Cuando se complet6 la adicion
gota a gota de borohidruro de sodio, la solucién de reaccion se sometio a reflujo durante 15 minutos adicionales. Luego
se elimind el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para liberar la amina secundaria. La
precipitacion de BC-1254 se recogio, se lavé con agua y se seco, seguido de recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1255. Se afiadié 4-(2-piridinil)benzaldehido (0,01 mol, 1,83 g) a una solucion
de 1,3-diamino-2-propanol (0,005 mol, 0,45 g) en etanol anhidro (20 mL). La solucién resultante se calenté y se agitd
durante 20 minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por filtracién y
se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadio luego a 30 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucion al
10% de borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadi6 a la base de Schiff. Cuando se completd la
adicién gota a gota de borohidruro de sodio, la solucion de reaccion se sometio a reflujo durante 15 minutos adicionales.
Luego se elimind el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para liberar la amina secundaria.
La precipitacion de BC-1255 se recogio, se lavd con agua y se secd, seguido de recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1256. Se afiadié 2-(2-hidroxietoxi)benzaldehido (0,01 mol, 1,66 g) a una
solucién de etilendiamina (0,005 mol, ~350 pL) en etanol anhidro (20 mL). La solucion resultante se calenté y se agitod
durante 40 minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por filtracién y
se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadio luego a 30 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucién al
10% de borohidruro de sodio (0,02 mol) en metanol absoluto y se afiadi6 a la base de Schiff. Cuando se completd la
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adicién gota a gota de borohidruro de sodio, la solucion de reaccion se sometio a reflujo durante 15 minutos adicionales.
Luego se elimind el solvente por evaporacion rotatoria y se agregaron 40 mL de agua fria para liberar la amina secundaria.
La precipitacion de BC-1256 se recogiod, se lavd con agua y se seco, seguido de recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1257. 4-trifluorometoxi)Salicilaldehido (0,004 mol, 0,82 g) se afiadieron a
una solucion de etilendiamina (0,002 mol, ~ 140 yL) en etanol anhidro (20 mL). La soluciéon resultante se calentd y se
agité durante 40 minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por
filtracion y se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadié luego a 15 mL de metanol absoluto. Se disolvié una
solucion al 10% de borohidruro de sodio (0,01 moles) en metanol absoluto y se afiadié a la base de Schiff. Cuando se
completé la adicion gota a gota de borohidruro de sodio, la solucidn de reaccion se sometio a reflujo durante 15 minutos
adicionales. El solvente se elimind luego por evaporacion rotatoria y se agregaron 20 mL de agua fria para liberar la amina
secundaria. La precipitacion de BC-1257 se recogio, se lavé con agua y se seco, seguido de recristalizacion en acetato
de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1258. Se afiadié 4-(1,3-tiazol-2-il)benzaldehido (0,004 mol, 0,76 g) a una
solucién de etilendiamina (0,002 mol, ~140 uL) en etanol anhidro (20 mL). La solucion resultante se calenté y se agitod
durante 20 minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por filtracién y
se lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadio luego a 15 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucion al
10% de borohidruro de sodio (0,01 mol) en metanol absoluto y se afiadi6 a la base de Schiff. Cuando se completd la
adicién gota a gota de borohidruro de sodio, la solucion de reaccion se sometio a reflujo durante 15 minutos adicionales.
El solvente se elimind luego por evaporacion rotatoria y se agregaron 20 mL de agua fria para liberar la amina secundaria.
La precipitacion de BC-1258 se recogiod, se lavd con agua y se secd, seguido de recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1259. Se afiadié 4-(2-tienil)benzaldehido (0,004 mol, 0,76 g) a una solucion
de etilendiamina (0,002 mol, ~ 140 pL) en etanol anhidro (20 mL). La solucién resultante se calento y se agité durante 40
minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por filtracion y se lavaron
con etanol frio. La base de Schiff se afiadio luego a 15 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucion al 10% de
borohidruro de sodio (0,01 mol) en metanol absoluto y se afiadié a la base de Schiff. Cuando se completo la adicion gota
a gota de borohidruro de sodio, la solucién de reaccion se sometid a reflujo durante 15 minutos adicionales. El solvente
se elimind luego por evaporacion rotatoria y se agregaron 20 mL de agua fria para liberar la amina secundaria. La
precipitacion de BC-1259 se recogio, se lavé con agua y se seco, seguido de recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1260. Se afiadi6 4-(2-furil)benzaldehido (0,004 mol, 0,69 g) a una solucion
de etilendiamina (0,002 mol, ~ 140 pL) en etanol anhidro (20 mL). La solucién resultante se calento y se agité durante 40
minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por filtracion y se lavaron
con etanol frio. La base de Schiff se afiadio luego a 15 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucion al 10% de
borohidruro de sodio (0,01 mol) en metanol absoluto y se afiadié a la base de Schiff. Cuando se completo la adicion gota
a gota de borohidruro de sodio, la solucién de reaccion se sometid a reflujo durante 15 minutos adicionales. El solvente
se elimind luego por evaporacion rotatoria y se agregaron 20 mL de agua fria para liberar la amina secundaria. La
precipitacion de BC-1260 se recogiod, se lavé con agua y se seco, seguido de recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general de sintesis de BC-1261. Se afiadié 4-(pirimidin-2-il)benzaldehido (0,004 mol, 0,74 g) a una solucion
de etilendiamina (0,002 mol, ~ 140 pL) en etanol anhidro (20 mL). La solucién resultante se calento y se agité durante 30
minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff correspondiente. Las bases de Schiff se separaron por filtracion y se
lavaron con etanol frio. La base de Schiff se afiadio luego a 15 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucién al 10%
de borohidruro de sodio (0,01 mol) en metanol absoluto y se afiadio a la base de Schiff. Cuando se completo la adicion
gota a gota de borohidruro de sodio, la solucién de reaccion se sometié a reflujo durante 15 minutos adicionales. El
solvente se elimind luego por evaporacion rotatoria y se agregaron 20 mL de agua fria para liberar la amina secundaria.
La precipitacion de BC-1261 se recogiod, se lavd con agua y se seco, seguido de recristalizacion en acetato de etilo.

Procedimiento general para la sintesis de BC-1262. Se afiadié 4-fenilbenzaldehido (0,004 mol, 0,73 g) a una solucién de
etilendiamina (0,002 mol, ~140 pL) en etanol anhidro (20 mL). La solucién resultante se calento y se agit6 durante 20
minutos hasta la precipitacion de la base de Schiff relevante. Las bases de Schiff se separaron por filtracion y se lavaron
con etanol frio. La base de Schiff se afiadio luego a 15 mL de metanol absoluto. Se disolvié una solucion al 10% de
borohidruro de sodio (0,01 mol) en metanol absoluto y se afiadié a la base de Schiff. Cuando se completo la adicion gota
a gota de borohidruro de sodio, la solucién de reaccion se sometid a reflujo durante 15 minutos adicionales. El solvente
se elimind luego por evaporacion rotatoria y se agregaron 20 mL de agua fria para liberar la amina secundaria. La
precipitacion de BC-1262 se recogio, se lavé con agua y se seco, seguido de recristalizacion en acetato de etilo.

En vista de las muchas realizaciones posibles a las que se pueden aplicar los principios de la invencién divulgada, debe
reconocerse que las realizaciones ilustradas son solo ejemplos preferidos de la invencién y no deben tomarse como
limitantes del alcance de la invencion.
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Met Ala Ala Met Glu Thr Glu Thr Ala Pro Leu Thr Leu Glu Ser Leu
1 5 10 15

Pro Thr Asp Pro Leu Leu Leu Ile Leu Ser Phe Leu Asp Tyr Arg Asp
20 25 30

Leu Ile Asn Cys Cys Tyr Val Ser Arg Arg Leu Ser Gln Leu Ser Ser
35 40 45
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Asp Thr Tyr Ser Asp Val Gly Arg Tyr Ile Asp His Tyr Ala Ala Ile
85 90 95

Lys Lys Ala Trp Asp Asp Leu Lys Lys Tyr Leu Glu Pro Arg Cys Pro
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115 120 125
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto, o una sal o éster farmacéuticamente aceptable del mismo, que tiene la estructura de férmula Il
R! RS

R2 X R

R® RS
R4
en el que X es un alcanodiilo que tiene una estructura de -C,Hzr- enlaquenes2a5;y
R', R?, R3, R* R?® R® R’, R% R°y R'" son cada uno individualmente H, alquilo opcionalmente sustituido, alcoxi
opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido, cicloalquilo opcionalmente sustituido, heterociclico

opcionalmente sustituido, halégeno, amino o hidroxi, siempre y cuando al menos uno de R® o R® es un N-heterociclico de
5 miembros o 6 miembros;

en el que el N-heterociclico se selecciona entre pirrolilo, H-pirrolilo, pirrolinilo, pirrolidinilo, oxazolilo, oxadiazolilo,
isoxazolilo, furazanilo, isotiazolilo, pirazolilo, pirazolinilo, pirazolidinilo imidazolilo tetrazolilo ditiazolilo piridilo, pirimidinilo
piridazinilo pirazinilo piperidinilo morfolinilo, tiomorfolinilo, piperazinilo o triazinilo,

en el que X es -CHx-CH,-, 0 R® y R® son cada uno pirimidinilo, o X es -CH,-CH2- y R® y R® son cada uno pirimidinilo.
2. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que R® es pirimidinilo y R® es pirimidinilo.

3. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que el N-heterociclico se selecciona de imidazolilo, piridilo, pirazolilo,
oxadiazolilo o pirimidinilo, preferiblemente pirimidinilo.

4. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que X es -CH>-CHa-.

5. El compuesto de la reivindicacién 1, en el que el compuesto se selecciona de:

\
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6. Una composicion farmacéutica que comprende al menos un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
5, y al menos un aditivo farmacéuticamente aceptable.

7. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para uso en un método para tratar un trastorno
inflamatorio en un sujeto, preferiblemente en el que el trastorno inflamatorio es asma, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, fibrosis pulmonar, neumonitis, neumonia, fibrosis quistica, psoriasis, artritis/artritis reumatoide, rinitis, faringitis,
cistitis, prostatitis, dermatitis, alergia, nefritis, conjuntivitis, encefalitis, meningitis, oftalmitis, uveitis, pericarditis, miocarditis,
aterosclerosis, inflamacién relacionada con el virus de inmunodeficiencia humana, diabetes, osteoartritis, artritis
psoriasica, enfermedad inflamatoria del intestino, colitis, sepsis, vasculitis, bursitis, enfermedad del tejido conectivo,
enfermedades autoinmunes, inflamacion viral o inducida por influenza, o edema, o el trastorno inflamatorio es inducido
por infeccion con Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenza
o Escherichia coli.

8. El compuesto para el uso de la reivindicacién 7, en el que el trastorno inflamatorio es una enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, sepsis 0 neumonia.

9. El compuesto de la reivindicacion 3, para uso en el tratamiento de enfermedad pulmonar obstructiva crénica, sepsis o
neumonia.

10. El compuesto de la reivindicacion 4, para uso en el tratamiento de la enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

35



ES 2734 567 T3

9dvHl
GAvML
pAYHL
PEVE IR
ZdvL

LAYHL

1

"Dl

eunoe

AVEERTY ™

X0p Y0l

9 2
a1 did

GRS 1SS

g euipID
L euIpID
£ euipIn
¥ BUIDID

7IEd HOD
V1

Old

36



ES 2734 567 T3

¢1X84% NQO#
31" Old

N O G W = N O

— —

(4) dvyL eu

3P EPIAILIBS

19104d gj

IYHLGA *

VRS . . A

o+ -

&4 -

Sdvel  LdYdl vAVHL €4vil

at’ o

£Avdl

Lavel

37



Rt

ES 2734 567 T3

i

WO

FIG. 2B

FL

CON NIOD RI80 NBOG C130 C280 COM NI00D NISBG N2GD 0150 C250

38



ES 2734 567 T3

FIG. 2C
K o KK ¥ K s 2K
wisaR
KR0IR -

CON FLOKIBSR K201R CON FL OK188R K2R

K201R

0.8
06 -
0.4 e
0.2 -

k|

i
#,
{

F

f

T 1

0 15 3 45
Tiempo (h)

Niveles Relativos de Proteina

39



ES 2734 567 T3

ey
oMkl
oy
A

byEED |
77%8
eh

J€ 94

Epel.J

d€ 'Old

40



ES 2734 567 T3

Entrada

109 lgG FBXLZ

41



ES 2734 567 T3

FIG. 3F

CON FL N100 N200 C350 C250

B

Hmni .
His-V/5-
— = FBXL2

Lisado

| M ::: .:: :.. ..: ::.: ::: :.. ..: :::: .:: :':.' ] aCtina

W His-V5-
L X2

e

HisPD._
l

FBXO3

VS.FBXLZ
FL

actina

N100

we actina

. V5.FRXL2

actina

€390

Va-FBXLZ
C350

' actina

42



ES 2734 567 T3

FIG. 3H
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FIG. 11

Modelo de sepsis inducido por LPS in vivo
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FIG. 16A

Modelo de edema de la pata de ratén in vivo
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FIG. 30
Interaccion del Residuo E341 de FBXO3-ApaG con BC-1261

i

Interaccion de los Residuos E341 y T368 de FBXO3-ApaG con BC-1234
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