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DESCRIPCION
Uso de inhibidores de la actividad o de la funcion de la PI3K para el tratamiento del sindrome de Sjégren primario
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La invencidn se refiere a usos de inhibidores de la actividad o la funcién de la familia de la fosfatidilinositol
3-cinasa (en adelante inhibidores de la PI3K), en donde dichos inhibidores tienen una accion inhibitoria sobre la
isoforma delta de la PI3K y/o sus sales y/o solvatos farmacéuticamente aceptables para el tratamiento del sindrome
de Sjogren primario. La invencion se refiere mas especificamente a la 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-
3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o sus sales farmacéuticamente
aceptables para su uso en el tratamiento del sindrome de Sjogren primario.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] EI sindrome de Sjogren se clasifica como “primario” o “secundario”. El sindrome de Sjogren primario (SSp)
ocurre en ausencia de otro trastorno reumatico subyacente, mientras que el sindrome de Sjogren secundario se
asocia con ofra enfermedad reumatica subyacente, como el lupus eritematoso sistémico (LES), la artritis
reumatoide (AR) o la esclerodermia. El sindrome de Sjogren primario es una enfermedad autoinmune crénica en
la cual el sistema inmunitario del cuerpo ataca las glandulas que secretan liquidos, por ejemplo, las glandulas
salivales y lagrimales. El ataque inmunomediado a las glandulas salivales y lagrimales lleva al desarrollo de
sequedad bucal y ocular. Otros sintomas o afecciones del SSp incluyen sequedad de la piel, cansancio y fatiga a
veces hasta agotamiento total, mialgia, artralgia, rigidez e hinchazén de las articulaciones, vasculitis, dificultad para
la concentracion. Actualmente, no existe una cura conocida para el sindrome de Sjogren primario, pero los
tratamientos pueden ayudar a controlar los sintomas. Se pueden usar medicamentos antiinflamatorios no
esteroideos para tratar los sintomas musculoesqueléticos, pero también se recetan corticosteroides, farmacos
inmunosupresores y farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad (FARME), la mayoria de los cuales
tienen efectos secundarios adversos. Por lo tanto, existe la necesidad de avances terapéuticos adicionales en el
tratamiento del sindrome de Sjogren primario (Holdgate N. F1000Research 2016, 5 (F1000 Faculty Rev): 1412).

RESUMEN DE LA INVENCION

[0003] Se ha descubierto que el inhibidor de la PI3K delta 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-
tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o sus sales farmacéuticamente aceptables
son adecuadas para el tratamiento del sindrome de Sjogren primario.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0004] La figura 1 muestra la relacion FC/FD del compuesto A después de la administracion oral Unica a sujetos
humanos sanos.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
[0005] Se ha descubierto que la 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-
d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o sus sales farmacéuticamente aceptables son adecuadas para

el tratamiento del sindrome de Sjogren primario.

[0006] La 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-
pirrolidin-1-il}-propan-1-ona

(compuesto A)
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y ejemplos de sus sales farmacéuticamente aceptables se describen en el Ejemplo 67 de la patente
W02012/004299.

[0007] La Akt fosforilada (pAkt) es un efector posterior de la activacion de PI3K delta. La 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-
trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona, o sus sales
farmacéuticamente aceptables, es un inhibidor de la PI3K con una selectividad para la isoforma delta de PI3K
(W0O2012/004299). Presumimos que la ruta de Akt se activa en pacientes con SSp, y se ha descubierto que la 1-
{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7, 8-tetrahidro-pirido [4,3-d] pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-
propan-1-ona o sus sales farmacéuticamente aceptables son Utiles en el tratamiento del SSp.

1) La hiperactividad crénica de los linfocitos B es una anormalidad inmunorreguladora constante y prominente
en el SSp (Hansen Ay col, Arthritis Research & Therapy 2007; 9; 218). La 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-
piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidina-1-il}-propan-1-ona o sus sales
farmacéuticamente aceptables inhibe directamente multiples funciones de los linfocitos B in vitro e in vivo, por
ejemplo la funcién de pAkt, CD69, CD86, APC, la produccioén de citocinas y la produccion de anticuerpos.

2) Se ha descubierto que los pacientes con SSp expresan un perfil Unico de moléculas de adhesion, citocinas
y quimiocinas, incluida una sobreexpresion llamativa de la quimiocina atrayente de linfocitos B CXCL13 (BCA-
1, BLC), pero también de CXCL10 (IP-10) y CCL4 (MIP-1beta) que desempefian una funcion en la patogénesis
del SSp (Hansen A y col, Arthritis Research & Therapy 2007; 9; 218, Lee, Y. J. y col, Rheumatology 2010; 49
(9); 1747-1752, Kramer JM y col., J Leukoc Biol. 2013; 94 (5); 1079-1089, Nishikawa A y col Arthritis Research
& Therapy 2016; 18;106). La 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-
d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o sus sales farmacéuticamente aceptables inhiben CXCL13
(BCA-1, BLC), pero también CXCL10 (IP-10) y CCL4 (MIP-1beta) en el sobrenadante de BPMC derivado de
voluntarios humanos sanos estimulados con CpG o anti-IgM.

3) Las caracteristicas del SSp incluyen la formacion de tejido linfoide ectdpico con estructuras similares a
centros germinales (CG). En individuos sanos, los CG se generan a partir de foliculos primarios de linfocitos B
de drganos linfoides secundarios durante las respuestas inmunes dependientes de los linfocitos T (Hansen A
y col, Arthritis Research & Therapy 2007; 9; 218).

[0008] Histolégicamente, la inhibicion de la formacién de CG va acompafiada de una reduccién general de los
linfocitos B de la zona marginal (linfocitos B MZ) y los linfocitos T cooperadores foliculares (TFH) segun lo medido
por el analisis FACS. Se considera que esas células contribuyen a la fisiopatologia en el SSp. La 1-{(S)-3-[6-(6-
metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidina- 1-il}-propan-1-ona o
sus sales farmacéuticamente aceptables reducen estructuras similares a los CG, los linfocitos B MZ y los TFH.

[0009] En una forma de realizacion, la invencion proporciona 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-
5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o sus sales farmacéuticamente
aceptables para su uso en el tratamiento del sindrome de Sjogren primario.

[0010] En otra forma de realizacion, la invencion proporciona un compuesto para usar en un método para el
tratamiento del sindrome de Sjoégren primario, que comprende la administracion de una cantidad terapéuticamente
eficaz  de 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-
pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o sus sales farmacéuticamente aceptables a un sujeto, por ejemplo un sujeto humano
que necesita dicho tratamiento.

[0011] En otra forma de realizacion, la invencion proporciona el uso de 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-
3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d] pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o sus sales farmacéuticamente
aceptables para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento del sindrome de Sjogren primario.

[0012] En otra forma de realizacion, la invencion proporciona 1-{(S)-3-6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-
5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o sus sales farmacéuticamente
aceptables para su uso en el tratamiento del sindrome de Sjogren primario.

[0013] Se prefieren cualesquiera de las formas de realizacion anteriores, en donde la 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-
trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido [4,3-d] pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona esta en
forma de sal de fosfato.

[0014] En una forma de realizacién preferida, la invencioén se refiere a la sal de fosfato de 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-
trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona.

[0015] Como se usa en el presente documento, el término "sujeto” se refiere a un animal. Tipicamente el animal
es un mamifero. Un sujeto también se refiere, por ejemplo, a los primates (por ejemplo, humanos, hombres o
mujeres), vacas, ovejas, cabras, caballos, perros, gatos, conejos, ratas, ratones, peces, aves y similares. En ciertas
formas de realizacion, el sujeto es un primate. En una forma de realizacién preferida, el sujeto es un humano.
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[0016] Como se usa en el presente documento, el término "inhibe”, "inhibicion" o "inhibir" se refiere a la reduccion
o supresion de una afeccion, sintoma o trastorno o enfermedad dados, o a una disminucion significativa en la
actividad basal de una actividad o proceso bioldgico.

[0017] Como se usa en el presente documento, el término "trata”, "tratar" o "tratamiento” de cualquier enfermedad
o trastorno se refiere en una forma de realizacion a mejorar la enfermedad o trastorno (es decir, ralentizar o detener
o reducir el desarrollo de la enfermedad o al menos uno de los sintomas clinicos de esta). En otra forma de
realizacion, "trata", "tratar" o "tratamiento" se refiere a aliviar o mejorar al menos un parametro fisico que incluye
aquellos que pueden no ser discernibles por el paciente. En otra forma de realizaciéon mas, "trata", "tratar" o
"tratamiento” se refiere a la modulacién de la enfermedad o trastorno, ya sea fisicamente (por ejemplo,
estabilizaciéon de un sintoma discernible), fisioldgicamente (por ejemplo, estabilizacién de un parametro fisico), o
ambos. En otra forma de realizacion mas, "trata", "tratar" o "tratamiento” se refiere a prevenir o retrasar el inicio o
desarrollo o progresion de la enfermedad o trastorno.

[0018] Tal como se usa en el presente documento, un sujeto "necesita" un tratamiento si dicho sujeto se
beneficiaria de dicho tratamiento biolégica, médicamente o en términos de la calidad de vida.

[0019] Como se usa en el presente documento, el término "administracion" o "administrar” del compuesto objeto
significa proporcionar un compuesto de la invencién y profarmacos del mismo a un sujeto que necesite tratamiento.
La administracién "en combinacion con" uno o mas agentes terapéuticos adicionales incluye la administracién
simultanea (concomitante) y consecutiva en cualquier orden y mediante cualquier via de administracion.

[0020] Otros agentes terapéuticos como posibles elementos de combinacion incluyen, por ejemplo, anticuerpos
que se unen a CD40, como se describe en W02012/065950; coestimuladores de linfocitos T inducibles, tales como
AMG557; anticuerpos dirigidos al receptor del factor de activacion de linfocitos B (BAFF-R) tal como se describe
en W02010/007082; dosis bajas de IL-2, anticuerpos anti CD20, tales como rituximab; anticuerpos que inhiben el
factor de activacién de linfocitos B (BAFF) como belimumab; anticuerpos contra el receptor de interleucina-6 (IL-
6R), como tocilizumab; abatacept; o belatacept; pero también gotas de ciclosporina para los ojos; farmacos
antirreumaticos modificadores de la enfermedad (FARME), tales como metotrexato, sulfasalazina, leflunomida,
hidroxicloroquina y sales de oro; inhibidores del factor de necrosis tumoral (TNF)-a, como infliximab y etanercept;
medicamentos antiinflamatorios no esteroideos, como el ibuprofeno; corticosteroides sistémicos, como la
prednisona; u otros agentes inmunosupresores, como la azatioprina, el micofenolato mofetilo y la ciclofosfamida.

[0021] Otros agentes como posibles elementos de combinacion incluyen, por ejemplo, secretagogos; agonistas de
los receptores muscarinicos, como cevimelina y pilocarpina; gabapentina o pregabalina; lagrimas artificiales; saliva
artificial o crema vaginal de estrégenos.

[0022] Composicion  farmacéutica que comprende 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-
tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o sus sales farmacéuticamente aceptables y
un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los portadores farmacéuticamente aceptables se describen en
WO2012/004299. La via de administracion preferida es la oral.

[0023] En una forma de realizacion, la invencidon proporciona una combinacion, en particular una combinacion
farmacéutica, que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-
3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o sus sales farmacéuticamente
aceptables y uno o mas agentes terapéuticamente activos.

[0024] En una forma de realizacion, la invencidon proporciona una combinacion, en particular una combinacion
farmacéutica, que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de la sal de fosfato de 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-
5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona y uno o
mas agentes terapéuticamente activos.

[0025] En otra forma de realizacién, la invencion proporciona un producto que comprende 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-
trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o sales
farmacéuticamente aceptables y al menos otro agente terapéutico como una preparaciéon combinada para uso
simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento del SSp.

[0026] En otra forma de realizacion, la invencién proporciona un producto que comprende la sal de fosfato de 1-
{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-
propan-1-ona y al menos otro agente terapéutico como una preparaciéon combinada para uso simultaneo, separado
o secuencial en el tratamiento del SSp.

[0027] Los productos proporcionados como una preparacion combinada para el tratamiento del SSp incluyen una
composicion que comprende  1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4, 3-
d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o sus sales farmacéuticamente aceptables y el/llos otro(s)
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agente(s) terapéutico(s) juntos en la misma composicion farmacéutica, o el compuesto de la Férmula (1) y el/los)
otro(s) agente(s) terapéutico(s) en forma separada, por ejemplo en forma de kit.

[0028] Los productos proporcionados como una preparacion combinada para el tratamiento del SSp incluyen una
composicion que comprende la sal de fosfato de 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-
pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona y el/los otro(s) agente(s) terapéutico(s) juntos en la
misma composicion farmacéutica, o el compuesto de la Férmula (1) y el/los otro(s) agente(s) terapéutico(s) en
forma separada, por ejemplo en forma de kit.

[0029] En consecuencia, la invencion proporciona 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-
tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o sus sales farmacéuticamente aceptables
para usar en el tratamiento del SSp, en donde el medicamento se prepara para la administracion con otro agente
terapéutico.

[0030] La invencién también proporciona el uso de otro agente terapéutico para el tratamiento del SSp, en el que
el medicamento se administra con 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-
d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o sus sales farmacéuticamente aceptables.

[0031] La invencion también proporciona 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-
pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o sus sales farmacéuticamente aceptables para usar
en un método de tratamiento del SSp, en donde la 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-
tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o sus sales farmacéuticamente aceptables
se preparan para la administracion con otro agente terapéutico.

[0032] La invencién también proporciona otro agente terapéutico para usar en un método de tratamiento del SSp
en el que el otro agente terapéutico se prepara para la administracion con 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-
piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin- 1-il}-propan-1-ona o) sus sales
farmacéuticamente aceptables.

[0033] La invencion también proporciona 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-
pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o sus sales farmacéuticamente aceptables para usar
en un método de tratamiento del SSp, en donde la 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-
tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o sus sales farmacéuticamente aceptables
se administran con otro agente terapéutico.

[0034] La invencién también proporciona otro agente terapéutico para usar en un método de tratamiento del SSp,
en el que el otro agente terapéutico se administra con 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-
tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o sus sales farmacéuticamente aceptables.

[0035] La invencion también proporciona 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-
pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o sus sales farmacéuticamente aceptables para su uso
en el tratamiento del SSp, en donde el paciente ha recibido tratamiento con otro agente terapéutico previamente
(por ejemplo, dentro de las 24 horas anteriores).

[0036] La invencién también proporciona otro agente terapéutico para usar en el tratamiento del SSp, en el que el
paciente ha recibido tratamiento con otro agente terapéutico previamente (por ejemplo, dentro de las 24 horas
anteriores) con 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-
pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o sus sales farmacéuticamente aceptables.

[0037] La invencion proporciona la sal de fosfato de 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-
tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona para usar en el tratamiento del SSp, en
donde el medicamento se prepara para la administracion con otro agente terapéutico.

[0038] La invencién también proporciona otro agente terapéutico para usar en el tratamiento del SSp, en el que el
medicamento se administra con la sal de fosfato de 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-
tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona.

[0039] La invencion también proporciona la sal de fosfato de 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-
5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona para usar en un método de
tratamiento del SSp, en el que la sal de fosfato de 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-
tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona se prepara para la administracion con otro
agente terapéutico.

[0040] La invencién también proporciona otro agente terapéutico para usar en un método de tratamiento del SSp

en el que el otro agente terapéutico se prepara para la administracion con la sal de fosfato de 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-
5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona.

5
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[0041] La invencion también proporciona la sal de fosfato de 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-
5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona para usar en un método de
tratamiento del SSp, en el que la sal de fosfato de 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-
tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona se administra con otro agente terapéutico.

[0042] La invencién también proporciona otro agente terapéutico para usar en un método de tratamiento del SSp,
en el que el otro agente terapéutico se administra con la sal de fosfato de 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-
piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona.

[0043] La invencion también proporciona la sal de fosfato de 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-
5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona para usar en el tratamiento del SSp,
en el que el paciente ha recibido tratamiento con otro agente terapéutico previamente (por ejemplo, dentro de las
24 horas anteriores).

[0044] La invencién también proporciona otro agente terapéutico para usar en el tratamiento del SSp, en el que el
paciente ha recibido tratamiento previamente (por ejemplo, dentro de las 24 horas anteriores) con la sal de fosfato
de 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-
il}-propan-1-ona.

[0045] En una forma de realizacion, la composicion farmacéutica o combinacién que comprende 1-{(S)-3-[6-(6-
metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o
sus sales farmacéuticamente aceptables para el tratamiento del SSp pueden estar en dosis unitarias de
aproximadamente 10-100 mg de ingrediente activo para un sujeto humano de unos 50-70 kg.

[0046] En otra forma de realizacién, la composicion farmacéutica o combinacion que comprende 1-{(S)-3-[6-(6-
metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o
sus sales farmacéuticamente aceptables para el tratamiento del SSp pueden estar en dosis unitarias de
aproximadamente 10-100 mg de ingrediente activo para un sujeto humano de unos 40-200 kg.

[0047] En una forma de realizacion, la composicidon farmacéutica o combinacién que comprende la sal de fosfato
de 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-
il}-propan-1-ona para el tratamiento del SSp puede estar en dosis unitarias de aproximadamente 10-100 mg de
ingrediente activo para un sujeto humano de unos 50-70 kg.

[0048] En otra forma de realizacién, la composicién o combinacién farmacéutica que comprende la sal de fosfato
de 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-
il}-propan-1-ona para el tratamiento del SSp puede estar en dosis unitarias de aproximadamente 10-100 mg de
ingrediente activo para un sujeto humano de unos 40-200 kg.

[0049] La dosis terapéuticamente eficaz de un compuesto, la composicién farmacéutica, o las combinaciones de
estos, depende del peso corporal, la edad y el estado individual o la gravedad del trastorno o enfermedad que se
esta tratando. Un médico versado en la materia puede determinar facilmente la cantidad eficaz de cada uno de los
ingredientes activos necesarios para prevenir, tratar o inhibir el progreso del trastorno o enfermedad.

[0050] En otra forma de realizacién, la composiciéon farmacéutica o combinacién que comprende 1-{(S)-3-[6-(6-
metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o
sus sales farmacéuticamente aceptables para el tratamiento del SSp pueden estar en dosis unitarias de
aproximadamente 70 mg de ingrediente activo para un sujeto humano de alrededor de 50-70 kg.

[0051] En otra forma de realizacién, la composiciéon farmacéutica o combinacion que comprende 1-{(S)-3-[6-(6-
metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o
sus sales farmacéuticamente aceptables para el tratamiento del SSp pueden estar en dosis unitarias de
aproximadamente 70 mg de ingrediente activo para un sujeto humano de alrededor de 40-200 kg.

[0052] En otra forma de realizacién, la composicién o combinacién farmacéutica que comprende la sal de fosfato
de 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-
il}-propan-1-ona para el tratamiento del SSp puede estar en dosis unitarias de aproximadamente 70 mg de
ingrediente activo para un sujeto humano de aproximadamente 50-70 kg.

[0053] En otra forma de realizacién, la composicién o combinacién farmacéutica que comprende la sal de fosfato
de 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-
il}-propan-1-ona para el tratamiento del SSp puede estar en dosis unitarias de aproximadamente 70 mg de
ingrediente activo para un sujeto humano de aproximadamente 40-200 kg.
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[0054] En otra forma de realizacién, la composicidon farmacéutica o combinacion que comprende 1-{(S)-3-[6-(6-
metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o
sus sales farmacéuticamente aceptables para el tratamiento del SSp se administra a aproximadamente 70 mg de
ingrediente activo para un sujeto humano de aproximadamente 50-70 kg, dos veces al dia.

[0055] En otra forma de realizacién, la composicion farmacéutica o combinacion que comprende 1-{(S)-3-[6-(6-
metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona o
sus sales farmacéuticamente aceptables para el tratamiento del SSp se administra a aproximadamente 70 mg de
ingrediente activo para un sujeto humano de aproximadamente 40-200 kg, dos veces al dia.

[0056] En otra forma de realizacién, la composicién o combinacién farmacéutica que comprende la sal de fosfato
de 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-
il}-propan-1-ona para el tratamiento del SSp se administra a aproximadamente 70 mg de ingrediente activo para
un sujeto humano de aproximadamente 50-70 kg, dos veces al dia.

[0057] En otra forma de realizacién, la composicién o combinacién farmacéutica que comprende la sal de fosfato
de 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-
il}-propan-1-ona para el tratamiento del SSp se administra a aproximadamente 70 mg de ingrediente activo para
un sujeto humano de aproximadamente 40-200 kg, dos veces al dia.

DETALLES EXPERIMENTALES
[0058] En la medida en que la produccion de los materiales de partida no se describe particularmente, los
compuestos son conocidos o pueden prepararse de manera analoga a los métodos conocidos en la técnica o como

se describe a continuacion.

[0059] Los siguientes ejemplos son ilustrativos de la invencién sin ninguna limitacion.

Abreviaturas
Abreviatura Descripcion
Akt véase PKB
CPA Célula presentadora de antigeno
BCR Receptor de linfocitos B
BD Becton Dickinson
b.i.d dos veces al dia ("bis in die")
BMMC Mastocitos derivados de la médula 6sea
ASB Albumina de suero bovino
CsA Ciclosporina A
DMSO Dimetilsulfoxido
CEso Concentracién que conduce un efecto del 50%
FACS Seleccionador celular activado por fluorescencia
fMLP N-formilmetionil-lencil-fenilalanina
HEL Lisozima de huevo de gallina
Clso Concentracién que conduce a una inhibicion del 50%.
IFNa Interferon alfa
Ig Inmunoglobulina
IL Interleucina
InsR Receptor de insulina
LLOQ Limite inferior de cuantificacién
LPS Lipopolisacarido
m-IL-3 murino IL-3
RLM Reaccion linfocitaria mixta
mTOR Diana de la rapamicina

en mamiferos

n.d. no determinado
CMSP Células mononucleares de sangre periférica
CDp Célula dendritica plasmocitoide
PDKA1 Proteina cinasa dependiente de 3-fosfoinositida 1
PH Dominio de homologia Pleckstrin
PI Fosfatidil-inositol
PI3K Fosfatidil-inositol 3-cinasa
PKB Proteina cinasa B (también conocida como Akt)
riL-4 interleucina-4 de rata
TA Temperatura ambiente
SCF Factor de células madre
DE Desviacién Estandar

7
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EEM Error estandar de la media
Ser473 Posicion de la serina 473
Th Linfocitos T cooperadores
TLR Receptor tipo Toll

Activacion de linfocitos B humanos en sangre total diluida.

[0060] Método. Para evaluar los efectos sobre la activacion de los linfocitos B con la estimulacion del receptor de
linfocitos B de superficie, se estimularon linfocitos B en sangre total humana al 90% por incubacién con anticuerpos
anti-IgM solos (algM) o en combinacion con IL-4 (algM/IL-4) en la presencia de cantidades tituladas de compuestos.
Las estimulaciones en sangre total reflejan de manera fidedigna el estado fisiologico y tienen en cuenta la posible
unién a las proteinas plasmaticas. La activacion temprana a través de la via proximal la diana PI3K se visualiz6
como la inhibicion de la fosforilacion de Akt.

[0061] Para la evaluacion de los efectos in vitro del compuesto A en los marcadores de activacion de superficie de
los linfocitos B tras la estimulacion, se afiadieron 180,5 pl de sangre total heparinizada con 9,5 pl de compuesto A
prediluido en placas de microtitulacién con fondo en forma de U de 96 pocillos (Nunc), lo que dio como resultado
una dilucién en serie a 1/2 con un rango de concentracion de 50 a 0,008 uM. Los pocillos de control se pretrataron
con DMSO para obtener una concentracion final de DMSO del 0,5%. Los cultivos se establecieron por duplicado,
se mezclaron bien mediante agitacién en un agitador de placas (30 segundos, velocidad 900), se mezclaron
mediante absorcion y expulsion con pipeta y se agitaron nuevamente en el agitador de placas. Los cultivos se
incubaron a 37 °C con CO» al 5 % durante 1 hora. Luego se incubaron 10 pl de solucién de estimulo como se ha
descrito y se mezclaron como se ha especificado y los cultivos se incubaron a 37 °C con CO; al 50% durante otras
24 h.

Anélisis por citometria de flujo

[0062] Después de la incubacion, los agregados celulares se separaron mediante la adicion de 15 pl/pocillo de una
solucion de EDTA 25 mM, pH 7,4, a los cultivos. Las muestras se mezclaron completamente mediante agitacion
en un agitador de placas (velocidad 900) durante 15 minutos. Las células se tifieron mediante la adicion de 25 pl
de una mezcla de anticuerpos marcados con fluorescencia, mezcla en un agitador de placa (30 segundos,
velocidad 900) e incubacion durante 30 minutos en la oscuridad a temperatura ambiente. Las muestras se tifieron
con anti-huCD3-CPA-Cy7 (Becton Dickinson [BD]# 557832) para permitir la activacion de los linfocitos T y con anti-
huCD19-CPA (BD # 555415) para permitir la activacién de los linfocitos B en el analisis FACS. Ademas, las
muestras se tifieron con combinaciones de los siguientes anticuerpos como se describe en la seccion Resultados:
anti-huCD69-PE-Cy7 (BD # 557745) y anti-huCD86-PE-Cy5 (BD # 555659).

[0063] Después de la tincion, las muestras se transfirieron a placas de microtitulacion con fondo en forma de V de
96 pocillos profundos (Corning n°® 396096) que contenian 2 ml/pocillo de solucién 1x de lisis BD (BD n° 349202).
Las placas se mezclaron mediante absorcién y expulsion con pipeta y se incubaron durante 10 minutos en la
oscuridad a temperatura ambiente. Las placas se centrifugaron a 450 x g durante 5 minutos y, después de la
eliminacion del sobrenadante, se afiadieron 2 ml de CellWASH (BD # 349524) a cada pocillo. Las placas se
centrifugaron a 450 x g durante 5 minutos nuevamente, el sobrenadante se retiré y el sedimento celular se
resuspendio en 0,5 ml de CellWASH.

[0064] Los datos se obtuvieron en un citémetro de flujo BD LSR Il utilizando el software BD FACSDiva (version
4.1.2). Los linfocitos se seleccionaron en el diagrama de dispersion FSC/SSC de acuerdo con el tamafio y la
granularidad y se analizaron adicionalmente para detectar la expresion de CD19, CD3 y marcadores de activacion.
Los datos se calcularon a partir de diagramas de dispersién como porcentaje de células tefidas positivamente para
marcadores de activacion dentro de la poblacion CD19 + o CD3 +.

Evaluacion estadistica

[0065] La relacion sefal/ruido (S/N) se calculd dividiendo los porcentajes de linfocitos B o T con marcadores
positivos de muestras de sangre activadas por el porcentaje de linfocitos B o T con marcadores positivos de
muestras no activadas.

[0066] El porcentaje de inhibicién de la activacion de linfocitos B o T después de la exposicion al farmaco se calculo
mediante la siguiente férmula:

L estimulacion sin farmaco — estimulacion con farmaco
% de inhibicion = 100 x

estimulacion sin farmaco — sin estimular

[0067] Se uso el software ORIGIN 7 (OriginLab Corporation, Northampton, Massachusetts) para el ajuste de la
curva de regresion no lineal. La concentracion del farmaco que resultd en una inhibicion del 50% (C150) se obtuvo
ajustando la ecuacion de Hill a los datos de inhibicién.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2797091 T3

[0068] Para la evaluacion de los efectos in vitro del compuesto A en el marcador de activacion de la via intracelular
pAkt tras la estimulacién, se afiadieron 180 pl de sangre heparinizada con 10 pl de compuesto A prediluido en
tubos de 5 ml con fondo en forma de U (BD, cat # 352063) lo que dio como resultado una dilucién con un rango de
concentracién de 16666 nM a 0,8 nM. Las muestras de control se pretrataron con DMSO para obtener una
concentracion final de DMSO al 0,17%. Las muestras se colocaron por duplicado, se mezclaron bien mediante
agitacion en un agitador de vértice (3 veces durante 5 segundos, velocidad 1800). Las muestras se incubaron a
37 °C en el bafio de agua durante 1,5 horas (con las tapas cerradas). Luego, se afiadid el estimulo en un volumen
de 10 pl, se mezclé (3 veces durante 5 segundos, velocidad 1800) y se incub6 durante 20 minutos a 37 °C en el
bafio de agua.

Lisis, fijacion y permeabilizacion

[0069] Después de la incubacion, se agregaron 2 ml de tampén BD Phosflow Lyse/Fix precalentado (37 °C en bafio
de agua) (BD, cat # 558049) por tubo y se agité durante 3 segundos en un agitador de vortice y se incubo durante
20 minutos a 37 °C en el bafio de agua. Las muestras se centrifugaron a 400 g durante 5 min. Después de la
centrifugacion, se afiadieron 2 ml de tampon BD Phosflow Perm/Wash | (BD, cat # 557885) por tubo y se incubaron
a temperatura ambiente (TA) en la oscuridad durante 10 minutos. Después de la centrifugacion a 400 g durante 5
minutos, los granulos se lavaron con 2 ml de tampén BD Phosflow Perm/Wash | y se centrifugaron nuevamente a
400 g durante 5 minutos. Los sobrenadantes se descartaron y las muestras se tifieron como se describe a
continuacion.

Anélisis de citometria de flujo

[0070] Para el analisis de la pAkt, las muestras de sangre humana procesadas se tifieron con anti-hu CD20 (anti-
huCD20 marcado con Alexa488, BD cat # 558056) para permitir la activacién de los linfocitos B en el andlisis
citométrico. Ademas, las muestras se tifieron con fosfo-Akt antihumana conjugada con Alexa647 (Ser473; BD, cat
# 560343).

[0071] Los procedimientos de tinciéon se realizaron en BD Phosflow Perm/tampdn de lavado | a temperatura
ambiente durante 30 minutos en la oscuridad. Después de la incubacién, las muestras se lavaron con 2 ml de
tampén BD Phosflow Perm/Wash | y se centrifugaron a 400 g durante 5 minutos y los sedimentos se
resuspendieron en 300 pl de tampon de tincion BD Stain Buffer (BD, cat # 554656). Las muestras se mantuvieron
en hielo hasta que se obtuvieron los datos en un citdmetro de flujo LSRII (BD Biosciences) utilizando el software
DIVA (versién 6.1.2). Los linfocitos se seleccionaron en el diagrama de dispersion FSC/SSC segun el tamafio y la
granularidad y se analiz6 adicionalmente la expresion de CD20 y la fosforilacion de Akt. Los datos se calcularon a
partir de diagramas de dispersién o histogramas como porcentaje de células tefidas positivamente para la
fosforilacion de Akt dentro de la poblacion de CD20+. La ecuacion estadistica se realiz6 como se ha descrito
anteriormente para los marcadores de activacion de superficie.

[0072] Resultados (Tabla 1).

Tabla 1 Inhibicién de las funciones de los linfocitos B humanos en sangre total

Matriz Sangre humana al 90 %

Estimulo algM/IL-4 algM

Lectura CD69 CD86 pAkte
(A) Clso [UM] 0,193¢ 0,202¢ 0,144

dLos datos mostrados son valores medios + DE de al menos cuatro experimentos independientes;
°Los datos mostrados son valores medios + DE de al menos dos experimentos independientes

Proliferacion de linfocitos B de raton después de la estimulacién a través de BCR

[0073] Método. Los linfocitos B de murino se estimularon a través de BCR mediante un anticuerpo anti-lgM en
presencia de cantidades tituladas de compuestos como se describe en (Julius y col 1984) y se evalud la
proliferacién mediante la incorporacion de *H-timidina radiactiva.

[0074] Resultados (Tabla 2).

Produccion de anticuerpos inducida por LPS a partir de linfocitos B de ratén in vitro

[0075] Método. Las funciones de los linfocitos B inducidas por LPS se investigaron de acuerdo con un protocolo
adaptado de Moon (Moon y col 1989) con modificaciones menores: se cultivaron linfocitos B esplénicos de ratones
Balb/c nu/nu con miIL-4, mIL-5 y LPS en la presencia de cantidades tituladas de compuesto. Las concentraciones
finales fueron 0,5x10% esplenocitos/pocillo, 500 U/ml de miL-4, 500 U/ml de mIL-5 y 50 pg/ml de LPS. Los
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sobrenadantes se analizaron por ELISA para detectar la producciéon de anticuerpos después de 6 dias de
incubacion.

[0076] Resultados (Tabla 2).

Presentacién de antigenos y produccion de citocinas de linfocitos B con BCR transgénicos de raton.
Método. Purificacion de linfocitos B CD19*esplénicos de ratéon MD4 HEL BcR Tg

[0077] Los ratones MD4 HEL BcR Tg B10.BR (MD4 B10.BR) fueron un obsequio del Profesor Jose Moreno (Unidad
de Investigacién sobre Enfermedades Autoinmunes, Centro Médico Nacional Siglo XXI, México).

[0078] Se aislaron los bazos de ratones MD4 B10.BR y B10.BR de control de camada no transgénica después de
sacrificarlos por exposicién a una cantidad excesiva de isoflurano. Los bazos aislados se suspendieron en
RPMI1640 (Invitrogen, # 31870), y se disociaron mediante un disociado GentleMACS (Miltenyi Biotec), y se filtraron
con Cell Strainer (BD Falcon, malla de 70 uym, # 352350). La suspensién de células de bazo individual se traté
adicionalmente con tampon de lisis (Sigma, # R7757) para eliminar los eritrocitos, se lavé con PBS-dos veces, y
se resuspendié en medio de cultivo completo consistente en RPMI-1640 suplementado con FBS al 10%, 100 U/ml
de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 50 pM de 2-mercaptoetanol (2-ME). Se realiz6 una purificacion
adicional de linfocitos B esplénicos mediante la eliminacion de células no B con clasificacion celular activada
magnéticamente, AutoMACS (Miltenyi Biotec), de acuerdo con las instrucciones proporcionadas por el fabricante.
En resumen, se incubaron 1 x 107 células de bazo suspendidas en 40 ul de tampon MACS, PBS suplementado
con albumina de suero bovino al 0,5% (ASB) y EDTA 2 mM con 0 ul de céctel de biotina-anticuerpos consistente
en anticuerpos monoclonales contra CD43 (Ly48, IgG2. de rata), CD4 (L3T4, IgG2, de rata) y Ter-119 (IgG2 de
rata) durante 15 minutos en hielo. Después del tratamiento con un coctel de biotina-anticuerpos, los esplenocitos
se incubaron adicionalmente con 30 pl de anticuerpos anti-biotina durante 15 minutos en hielo, se resuspendieron
en 1 ml de tampon MACS y se aplicaron para purificar linfocitos B mediante AutoMACS. En la purificacion mediante
AutoMACS, se eligio el programa “Deplete”, y la fraccion negativa del puerto de salida neg1 se recogié como la
fraccioén rica en linfocitos B. La pureza se determind mediante la proporciéon de células CD19* en la fraccion
separada en el andlisis FACS, y fue superior al 95 %.

Tincién celular y analisis FACS

[0079] Los linfocitos B purificados se resuspendieron en 50 ul de tampon FACS helado (PBS suplementado con
azida al 0,1% y ASB al 0,1%). Las suspensiones celulares en tampon FACS se trataron con 1 pl de bloque Fc
(anticuerpo anti-ratén CD16/CD32 de rata, BD Pharmingen, # 553142) durante 10 minutos en hielo. Después del
tratamiento con el bloque Fc, las células se tifieron durante 30 minutos en hielo con PerCp anti-CD19 para
identificar la poblacién de linfocitos B y luego con péptido anti-HEL4s.s1/anticuerpos MHC Class Il I-Ak (Aw3.18.14)
seguido del anticuerpo PE IgG1 anti-raton para medir la activacion celular y la actividad presentadora de antigeno.
Las muestras de células tefiidas se lavaron con 5 ml de tampén FACS helado dos veces y se analizaron mediante
FACS Calibur (BD Bioscience).

[0080] EI anticuerpo Aw3.18.14 (Dadaglio G y col. 1997) se purificd a partir del cultivo de hibridoma (ATCC, #
CRL2826) con un filtro de 30 kd de centrifuga Amicon (Milliore, # LSK2ABA20). Todos los demas anticuerpos se
adquirieron de BD Bioscience.

[0081] Se analizaron los datos de FACS y se calculd su intensidad de fluorescencia media (IFM) con el software
FlowJo (Tree Star Inc). Los valores de Clsg se calcularon con el software GraphPad PRISM version 6.0 (GraphPad
Software Inc).

Medicién de la carga de antigeno a través de MHC Il

[0082] Un millén de esplenocitos o linfocitos B purificados de ratones MD4 B10.BR se suspendieron en 500 pl de
medio de cultivo completo y se sembraron en una placa de 24 pocillos. Las células se pretrataron con compuesto
A durante 30 minutos, y luego se cultivaron con ciertas concentraciones de proteina HEL a 37 °C, con CO- al 5%
durante la noche. Después del cultivo durante la noche, las células se recogieron y se aplicaron al analisis FACS
para medir el nivel de expresion del complejo péptido HEL/MHC Il en células CD19* como se ha descrito
anteriormente. El DMSO se mantuvo a una concentracion inferior al 0,1%.

Medicién de la liberacién de citocinas proinflamatorias

[0083] Un millon de linfocitos B purificados de MD4 B10.BR como se escribe en la seccion 2.1 se suspendieron en
200 pl de medio de cultivo completo y se estimularon con 100 uM de proteinas HEL con ligando CD40 soluble a
37 °C, con CO; al 5% durante 48 horas. El compuesto A se afiadié en el cultivo 30 minutos antes de la
estimulacion. Después de la estimulacion con la proteina HEL, se recogieron los sobrenadantes de cultivo y se
aplicaron para medir la IL-6 y el TNFa por ELISA de acuerdo con las instrucciones de fabricacion proporcionadas
(sistemas de I+D). Los datos se representan como la media de concentracion (pg/ml) de muestras por triplicado y
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los valores de Clso se calculan como se ha descrito anteriormente. La concentracion de DMSO se mantuvo a una
concentracion inferior al 0,1%.

[0084] Resultados (Tabla 2).

Tabla 2 Inhibicién de las funciones de los linfocitos B de murino

Matriz Bazo de raton Linfocito B de ratén BCR tg

Estimulo Anti-IgM LPS/IL-4 Lisozima de huevo de gallina (HEL)
Lectura Proliferacion IgM funcién IL-6 TNFa
(A) 1Cs0 [UM] 0,008 0,2342 0,395° 0,0222 0,028

3L os datos mostrados son la media de al menos dos experimentos independientes; PLos datos mostrados son
la media de al menos cuatro experimentos independientes

Produccion de quimiocinas de células mononucleares de sangre periférica humana (CMSP)

Método.

Aislamiento de CMSP

[0085] Para evaluar el efecto del compuesto A sobre la produccion de quimiocinas relevantes para la formacion de
centros germinales, se aislaron CMSP de la capa leucocitaria (recogida a través de Inter-Regionale Blutspende de
la Cruz Roja Suiza) mediante centrifugacién en gradiente Ficoll estandar utilizando Ficoll-Paque plus (GE
healthcare # 17-1440-03) en tubos de Leucosep (Greiner Bio-one # 2272809). Las células se lavaron dos veces con
PBS y luego se resuspendieron a 2,2 x 108/ mL en medio RPMI 1640 suplementado con FBS al 10%, Gentamicina
(50 ug/ml), Insulina-Transferrina-Selenio y -Mercaptoetanol (50 uM).

Estimulacién de CMSP

[0086] Se distribuyeron las CMSP en placas de 48 pocillos (Costar # 3548) y se incubaron con compuesto A
prediluido, lo que resultdé en una dilucién con una concentracion final de 0,3, 1 o 3 uM. Las muestras de control se
pretrataron con DMSO para obtener una concentracion final de DMSO al 0,03%. Las muestras se mezclaron a
fondo y se incubaron en una incubadora humificada a 37 °C durante 1 h. Posteriormente, las células se estimularon
mediante la adicion del agonista TLR9 ODN M362 (Invivogen, # tirl-m362) a una concentracion final de 30 ug/ml o
anti-lgM-Dextrano (Finabiosolution # 0004) a una concentracion final de 2 ug/ml. Las muestras de control se
dejaron sin estimular. Las muestras se mezclaron a fondo y se incubaron en una incubadora humificada a 37 °C
durante 24 h.

Determinacion de citocinas/quimiocinas

[0087] Después de la estimulacion, se recogieron los sobrenadantes de cultivo y se cuantificaron las quimiocinas
mediante inmunoensayo Bio-Plex Multiplex (CXCL13; Bio Rad # 171 BK12MR2) o ensayo MSD V-Plex (IP-10;
Meso Scale Diagnostics) o de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

[0088] Resultados (Tablas 3 y 4).

Tabla 3 Inhibicion de la produccion de CXCL 13 inducida por el ligando TLR9

estimulo no ODN ODN ODN ODN
Compuesto A (nM) no no 3000 1000 300
Donante 1 12 61 41 42 51
Donante 2 1 19 4 6 8
Donante 3 0 14 5 7 8
Donante 4 1 9 3 3 3
Donante 5 1 63 29 42 39
Donante 6 4 202 86 84 113
media 1 61 28 31 37
DE 1 73 33 32 42
% de inhibicion 55 51 40

@ La cantidad de CXCL13 medida en el sobrenadante de cultivo se muestra como pg/ml

Tabla 4 Inhibicién de la produccién de IP-10 inducida por ligando anti-IlgM-Dextrano

estimulo no anti-IgM- anti-IgM- anti-IgM- anti-lgM-dextrano
dextrano dextrano dextrano
Compuesto A no no 3000 1000 300
(nM)
Donante 1 117 3026 715 1624 2764
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Donante 2 48 106 93 71 79
Donante 3 15 77 27 29 32
Donante 4 17 35 34 42 37
Donante 5 88 1460 899 1010 1233
Donante 6 442 58 59 52 52
media 121 794 305 471 699
DE 162 1227 394 683 1117
% de inhibicion 62 41 12

aLa cantidad de IP-10 medida en el sobrenadante de cultivo se muestra como pg/ml

Migracion de linfocitos B inducida por CXCL13

Método.

Aislamiento de linfocitos B de la capa leucocitaria

[0089] Las CMSP se aislaron de capa leucocitaria como se ha descrito anteriormente. Las células se lavaron dos
veces con PBS y luego se resuspendieron a 5 x 107/ mL en PBS que contenia FBS al 2% y EDTA 1 mM. La
purificacion adicional de los linfocitos B se realiz6 mediante la eliminacion de las células no B con un kit de
enriguecimiento de linfocitos B humanos EasySep™ (STEMCELL Technologies # 19054) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. En resumen, se incubaron 4 x 108 CMSP en 8 ml de tampon de aislamiento con 400 ul
de coctel de enriquecimiento en un tubo de fondo redondo de 14 ml durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Las CMSP se incubaron adicionalmente con 600 ul de particulas magnéticas durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Para el aislamiento de los linfocitos B, el tubo se colocé en el iman durante 5 minutos y los linfocitos B
enriquecidos se recogieron en un tubo nuevo de 14 ml. Las células fueron lavadas y resuspendidas a 5 x 108/ mL
en medio RPMI 1640 suplementado con FBS al 10%, Gentamicina (50 ug/ml), Insulina-Transferrina-Selenio y 3-
Mercaptoetanol (50 uM).

Ensayo de migracién en placa transwell de 96 pocillos

[0090] Los linfocitos B aislados se pasaron a un tubo de fondo redondo de 5 ml (Costar # 352054) y se incubaron
con compuesto A prediluido, lo que resulté en una dilucién con una concentracion final de 10, 1, 0,1 o 0,01 uM.
Las muestras de control se pretrataron con DMSO para obtener una concentracion final de DMSO al 0,1%. Las
muestras se mezclaron a fondo y se incubaron en un bafio de agua a 37 °C durante 30 minutos. Unos 235 ul de
CXCL13 (R&D Systems # 801-CX) en una dilucién con una concentracion final de 100 nM se afiadieron a los
pocillos de la placa receptora de transwell de 96 pocillos (Costar # 3387). Los pocillos de control se llenaron con
235 ul de medio. El inserto de soporte permeable de 5 um se afiadio a la placa receptora y se llen6 con 80 ul de
linfocitos B preincubados. La placa Transwell se incubd en una incubadora humificada a 37 °C durante 3 h. El
inserto de soporte permeable se retird y el nimero de células en la placa receptora se evalu6 mediante citometria
de flujo. Resultados (Tabla 5).

Tabla 5 Inhibicion de la migracién de linfocitos B inducida por CXCL 13

estimulo No CXCL13 CXCL13 CXCL13 CXCL13 CXCL13
compuesto A No No 10000 1000 100 10
(nM)
Recuento 737 6981 2043 3743 4556 6165
celular?
DE 42 478 353 594 317 953
% de inhibicion 100 0 79 52 39 13
DE 1 8 6 10 5 15

2 Valor medio de 4 pocillos

Inhibicion dependiente del tiempo de la fosforilacion de Akt ex vivo por una sola dosis oral de compuesto
de prueba en ratas

Método.
Animales

[0091] Todos los experimentos se realizaron con ratas Lewis macho adultas (LEW/Han/Hsd, Charles River,
Alemania y LEW/Orl @ Rj, Janvier, Francia), con un peso de 220-280 g.

Condiciones de mantenimiento
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[0092] Los animales fueron alojados en condiciones higiénicas convencionales y alimentados con una dieta
estandar y agua potable a voluntad. Se les permiti6 el acceso sin restricciones a alimentos y agua antes y durante
el experimento.

Reactivos

[0093] Se us6 heparina de sodio de alto peso molecular (B. Braun, Melsungen, Alemania; 5000 Ul/ml) como
anticoagulante. El anticuerpo IgM de cabra anti-rata se obtuvo de Serotec, Dusseldorf, Alemania (cat # 302001).
El tampén BD Phosflow Lyse/Fix | se obtuvo de BD biosciences (cat # 558049). La IL- 4 recombinante de rata (BD,
cat # 555107) se almacendé en partes alicuotas a -80 °C.

Farmacos y aplicacion de farmacos in vivo

[0094] La suspension para la administracion se prepar6 de cero y se almacend en la oscuridad a temperatura
ambiente. 14,8 mg de compuesto A se suspendieron en 5,92 ml de CMC al 0,5% con Tween80 al 0,5%. Las
suspensiones lechosas y homogéneas se aplicaron luego al animal. Las sustancias de prueba se administraron
oralmente en un volumen de 4 ml/kg de peso corporal resultante en una dosis oral de 10 mg/kg.

Recogida de sangre

[0095] Los animales fueron anestesiados con isoflurano usando un sistema de flujo de aire Fluvac. Se recogio6 la
sangre total por via sublingual antes de la administracién de la dosisy alas 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 24 horas después
de la administracion de la dosis. Para el andlisis farmacodinamico, se recogieron 100 pl de sangre de rata por
punto temporal en tubos Eppendorf con 30 Ul de heparina de sodio (B. Braun, Melsungen, Alemania; 5000 Ul/ml).
Para el analisis farmacocinético, se recogieron 150 pl de sangre de rata por punto temporal en tubos Eppendorf
(Milian cat # TOM-14) recubiertos con EDTA.

Anélisis farmacocinético.

[0096] Para el analisis farmacocinético, se almacenaron 150 pl de cada muestra de sangre total a-80 °C antes del
andlisis. Después de la adicion de 20 pl de patron interno (conc = 400 ng/ml) a una alicuota de 80 pl de cada
muestra de sangre total, las células y las proteinas se eliminaron por centrifugacion después de precipitacion con
400 pl de acetonitrilo. La capa superior organica se evaporoé luego hasta secarse. Los residuos se disolvieron en
acetonitrilo al 50% que contenia acido férmico al 0,2%, se diluyeron con acido férmico al 0,2%, se centrifugaron y
luego se almacenaron a 10 °C antes del analisis. Para la calibracién, se afiadieron 8 muestras de sangre total sin
tratar con cantidades de compuesto de 1 a 5000 ng/ml. Las muestras de control de calidad y recuperacion se
ajustaron a 100 ng/ml.

[0097] Para el andlisis, se inyectd una alicuota de 10 pyL de cada extracto de muestra en un sistema LC-MS-MS.
Los compuestos se resolvieron en una columna de fase inversa Reprosil-pur C18 aplicando un gradiente lineal de
formiato de amonio 5 mM que contenia acido férmico al 0,2% a acetonitrilo, que contenia metanol al 5%, en 5
minutos. Para la deteccion, se utilizé espectrometria de masas en MRM con la transicion de masa 451,2 m/z —
247,0 m/z. Después de la ionizacion del efluente de la columna en una fuente de electrospray AP, el compuesto A
y el estdndar interno se detectaron como sus iones de producto [MH]+.

[0098] Las concentraciones del compuesto A se calcularon mediante XKalibur® y Excel®, en base a la relacion
del area de pico extraida, obtenida de la intensidad relativa de la sefial MS/MS. Se determin6 que el LOQ era de
1 ng/mly la precision de la calibracién entre 1 ng/ml'y 1000 ng/ml fue mejor que el 5%. La precisién de las muestras
de QC (n =5 a 100 ng/ml) fue mejor que el 4,7% de RSD y la recuperacion fue del 102,6%.

Estimulacién de sangre total in vitro

[0099] Para el analisis ex vivo de la sangre de animales tratados con farmacos, se mezclaron 90 ml de sangre
heparinizada en tubos de 5 ml con fondo en forma de U (BD, cat # 352063) con 100 ml de medio RPMI (Gibco, cat
# 31870) inmediatamente después de la recolecciéon de sangre, y se activaron con 10 pl de IgM anti-rata/rlL-4 a
una concentracion final de IgM anti-rata de 50 mg/ml y rIL-4 de 10 ng/ml. Las muestras de control se dejaron sin
estimular. Las muestras se mezclaron a fondo y se incubaron durante 10 minutos a 37 °C en el bafio de agua.

Lisis, fijacion y permeabilizacion

[0100] Después de la incubacién, se afiadieron 2 ml de tampon BD Phosflow Lyse/Fix precalentado (37 °C en bafio
de agua) por tubo. Las muestras se mezclaron completamente y se incubaron durante 20 minutos a 37 °C en el
bafio de agua. Luego, las muestras se centrifugaron a 400 g durante 5 minutos. Después de la centrifugacion, se
afiadieron 2 ml de tampdn BD Phosflow Perm/Wash por tubo. Las muestras se mezclaron a fondo y se incubaron
a temperatura ambiente (TA) en la oscuridad durante 10 minutos. Posteriormente, las muestras se congelaron
rapidamente en hielo seco y luego se almacenaron a -80 °C hasta la tincién con FACS.
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Anélisis de citometria de flujo

[0101] Para su descongelacion, todas las muestras se incubaron durante 10 minutos en el bafio de agua a 25 °C.
Después de centrifugado a 400 g durante 5 minutos, los granulos se lavaron con 2 ml de tampon BD Phosflow
Perm/wash y se centrifugaron nuevamente a 400 g durante 5 minutos. Se eliminaron los sobrenadantes. Para el
andlisis de pAkt, las muestras se tifieron con IgM anti-rata marcada con PE (BD, cat # 553888) para permitir la
activacion de los linfocitos B en el analisis FACS. Ademas, las muestras se tifieron con anti-fosfo-Akt conjugada
con Alexa647 (Ser473; BD, cat # 560343). Los procedimientos de tincion se realizaron en un volumen total de
100 pl de tampon BD Phosflow Perm/wash a temperatura ambiente durante 30 minutos en la oscuridad. Después
de la incubacién, las muestras se lavaron con 2 ml de tampén BD Phosflow Perm/wash y se centrifugaron a 400 g
durante 5 minutos y los sedimentos se resuspendieron en 300 pl de BD Stain Buffer (BD, cat # 554656). Las
muestras se mantuvieron en hielo hasta que se obtuvieron los datos en un citometro de flujo LSRII (BD Biosciences)
utilizando el software DIVA (versién 6.1.2). Los linfocitos se seleccionaron en el diagrama de dispersion FSC/SSC
segun el tamafio y la granularidad y se analizaron adicionalmente para determinar la expresion de IgM vy la
fosforilacion de Akt. Los datos se calcularon a partir de diagramas de dispersion o histogramas como porcentaje
de células tefidas positivamente para la fosforilacion de Akt dentro de la poblacién de IgM +.

Evaluacion estadistica

[0102] Los efectos de los farmacos ex vivo se expresaron como inhibicion de la fosforilacion de Akt medida por
citometria de flujo. El porcentaje de inhibicion de la fosforilacion de Akt se calculé mediante la siguiente formula:

L estimulacion sin farmaco — estimulacion con farmaco
% de inhibicion = 100 x

estimulacion sin farmaco — sin estimular

[0103] Resultados (Tabla 6).

Tabla 6 Inhibicion dependiente del tiempo de la fosforilacién de Akt en ratas

% de inhibicion de pAkt en IgM + linfocitos B
tiempo[h] | rata1 | rata2 | rata3 | rata Media DE.
4

0 -2,0 15,7 6,9 -20,6 0,0 15,5
1 100,0 98,2 95,6 99,1 98,2 1,9
2 100,9 97,3 101,8 | 98,2 99,6 21
4 93,8 100,0 | 1053 | 814 95,1 10,3
6 76,1 99,1 94,7 83,1 88,2 10,6
8 83,1 83,1 85,8 65,4 79,4 9,4
10 69,0 74,3 76,9 62,7 70,7 6,3
12 74,3 71,6 73,4 69,0 72,1 2,3
24 30,8 40,6 37,0 12,2 30,2 12,6

[0104] Se traté a un grupo de cuatro ratas Lewis con una dosis oral unica de 10 mg/kg de compuesto A. En los
puntos temporales indicados, se estimulé la sangre total de rata al 50% con IgM anti-rata/rlL-4 y se determiné la
fosforilacion de Akt como se ha descrito en la seccion Método. Los datos muestran valores individuales y medios
de cuatro animales con DE.

Andlisis farmacocinético del compuesto A en plasma humano.

[0105] Método. Se obtuvo una muestra de sangre total por puncidon venosa directa o una canula permanente
insertada en una vena del antebrazo. Se recogieron muestras de sangre en tubos que contenian acido
etilendiaminotetraacético tripotasico (K3 EDTA) y se centrifugaron dentro de 60 minutos a 3-5 °C para separar el
plasma. El plasma obtenido se congel6 y se almacen6 a-20 °C hasta la medicion de la concentracion del farmaco.

[0106] Las concentraciones plasmaticas del compuesto A se cuantificaron usando un método de espectrometria
de masas en tandem - cromatografia liquida de ionizacion por electropulverizacion (HPLC-MS/MS) validado en
modo de iones positivos. Brevemente, se transfirieron 40 yl de muestras de plasma a una placa de precipitacion
de proteina Impact colocada en una placa de 96 pocillos. Ciento cincuenta microlitros de compuesto A estandar
interno [13CD3] diluido a 4 ng/ml preparado en acetonitrilo al 75% en agua se afiadieron a la placa de 96 pocillos
antes de mezclar con vortice. Para las muestras de control sin tratar, se anadié un volumen de ciento cincuenta
microlitros de acetonitrilo al 75% en agua que no contenia patron interno en reemplazo. La placa sellada con una
pelicula se agité durante 10 minutos, se centrifugé (10 minutos, 2250 g, a 4 °C). Se inyecté un volumen de 4 pL
del extracto de muestra en el sistema LC/MS/MS (AP14000, Applied Biosystems).
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[0107] La separacion cromatografica del compuesto A se realizé utilizando un Ascentis 2,7 um C18, 50 x 2,1 mm
(Sigma-Aldrich) a 40 °C y un caudal de 1,00 ml/min. La fase mévil consistié en A: acido férmico al 0,1% en agua y
B: acido férmico al 0,1% en acetonitrilo. La condicion inicial con el 10% de la fase movil B se mantuvo durante los
primeros 0,3 minutos, la composicion de la fase movil B se incrementé linealmente al 50% en los siguientes 0,3
minutos, salté al 95% en 1,0 minutos y luego nuevamente al 10%. El tiempo de retencién para el compuesto A 'y
su estandar interno fue de alrededor de 1.4 min. Las transiciones de masa seleccionadas fueron respectivamente
de 451,2 — 2471, 174,1 y 455,3 — 251,2, 174,2, 124,2 para el compuesto A y el compuesto A [13CD3].

[0108] Las curvas de calibracion se construyeron utilizando relaciones de area de pico (compuesto A versus
compuesto A [13CD3]) de los estandares de calibracion mediante la aplicacion de un algoritmo de regresion
cuadratica por minimos cuadrados ponderado (1/concentracion al cuadrado).

[0109] Las concentraciones del compuesto A en las muestras clinicas se volvieron a calcular a partir de sus
relaciones de area de pico frente a la curva de calibracion (software de analisis). El método fue validado con éxito
en el rango de 3 ng/ml a 1000 ng/ml con un LLOQ de 3 ng/ml. El rango dinamico estaba cubierto por 7 estandares
de calibracién. EI método cumplié con los criterios dados para la aceptacion con respecto a la linealidad (desviacion
estandar de calibracion £15% (< 20% en el LLOQ) de la curva de calibracién), exactitud y precision dentro del dia
y entre dias (sesgo medio < 15% (< 20 % en el LLOQ) del valor nominal; precision < 15% (< 20% en el LLOQ)), asi
como la respuesta de transferencia.

[0110] Resultados (Figura 1).

Medicion de pAkt en linfocitos B en muestras clinicas de sangre total estimuladas/no estimuladas

Método.

Recoleccion de sangre y estimulacion celular

[0111] Para la evaluacion de los efectos in vivo del compuesto A en la activacion de linfocitos B humanos medida
como fosforilacion de Akt, se prepararon muestras clinicas a partir de sangre total usando un sistema monovette
de Na-Heparina.

[0112] Luego se incubd sangre total con anti-IgM/IL-4 (7,5 pg/ml de anti-IgM [Southern Biotech] y 7,5 ng/ml de IL-
4 11 + D]) o con PBS (muestra no estimulada). La incubacion se realizé utilizando 95 pl de sangre (por duplicado)
en formato de placa dentro de 1 h después de la extraccion de sangre. Los cultivos se mezclaron bien mediante
absorcién y expulsién con pipeta y se incubaron a 37 °C (en incubadora, 5% de CO;). Después de 30 minutos, se
lisé la sangre total y se fij6 con tampon BD PhosFlow-Lyse/Fix precalentado (37 °C) (1600 pl) durante 20 minutos
a 37 °C (bafio de agua) en la oscuridad. Las muestras de sangre lisadas y fijadas se congelaron inmediatamente
y se almacenaron a-80 °C hasta su posterior procesamiento.

Tincién para marcador de activacion de linfocitos B

[0113] Las muestras clinicas se procesaron dentro de una semana después de la extraccion de sangre. Después
de completar la descongelacion (a 37 °C en bafio de agua), las muestras se centrifugaron a 502 g (1580 rpm)
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Luego, las células sedimentadas se lavaron con 500 pL de tampén BD
Phosflow Perm |l helado, se mezclaron bien y se mantuvieron en hielo durante 30-35 minutos. Después de la
incubacion, se afadieron 1200 pl de tampon FACS vy las células se centrifugaron durante 10 minutos a 650 g
(1800 rpm) a temperatura ambiente. Los sobrenadantes se descartaron y las muestras se lavaron una vez mas
como se ha descrito anteriormente. El procedimiento de tincidn consistié en tincién directa (con CD20 anti-humano
marcado con anticuerpo anti-humano CD20 Per-CP-Cy5.5-labeled [BD cat # 558021] y conjugado anti-humano
total Akt Alexa Fluor ® 488 [Cell Signaling cat # 2917S]), y tincion indirecta para pAkt (Ser473) (Cell Signaling cat
# 4058L). En primer lugar, las células se incubaron con anticuerpos primarios (50 puL de volumen total) durante 30-
35 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad, seguido de lavado con tampén FACS (1200 pL) y
centrifugacién a 650 g (1800 rpm) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las células granuladas se
incubaron adicionalmente con anticuerpos secundarios (50 pL de volumen total) durante 15-17 minutos a
temperatura ambiente en la oscuridad seguido de lavado con tampén FACS (1200 L) y centrifugacion a 650 g
(1800 rpm) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Después de repetir la etapa de lavado (tampén FACS
1200 pL, centrifugacion a 650 g durante 10 minutos a temperatura ambiente), las células se resuspendieron en
300 pL de PFA al 1% (en PBS) y se transfirieron a tubos de poliestireno de 5 ml.

Adquisicion y analisis de datos

[0114] Las muestras se analizaron el mismo dia. La adquisicion de datos se realizé en un FACS Canto Il utilizando
el software DIVA a un alto caudal. La activacion se realizé de la siguiente manera: en primer lugar, se excluyeron
los dobletes utilizando un diagrama de dispersion FSC-A vs. FSC-H. Las células individuales se mostraron en un
diagrama de dispersion FSC-A vs. SSC-A para crear una puerta en los leucocitos. Se cre6 un diagrama de
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dispersion CD20 frente a SSC-A y se mostraron los leucocitos. Se cre6 un histograma grafico basado en los
linfocitos B positivos para CD20 para pAkt. Se utilizaron muestras no estimuladas para establecer la puerta de
intervalo para poblaciones de pAkt positivas y negativas. Los datos se calcularon como porcentaje de inhibicion de
pAkt en relacion con el valor de referencia.

[0115] Resultados (Figura 1).

[0116] EI compuesto A muestra una inhibicién dependiente de la dosis, la concentracion y el tiempo de la via
PI3K/Akt. Se logra una inhibicion de la via de mas del 80% durante 12 horas después de una sola administracion
de 80 mg del compuesto A. El modelado de la relaciéon dosis-respuesta para el compuesto A sugeriria que un
régimen de dosificacion de dos veces al dia garantizaria una inhibicién sostenida de la via durante 24 horas.
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REIVINDICACIONES
1. 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-
propan-1-ona o sus sales farmacéuticamente aceptables para su uso en el tratamiento del sindrome de Sjogren
primario.

2. Compuesto para usar segun la reivindicacion 1, que es la sal de fosfato de 1-{(S)-3-[6-(6-metoxi-5-trifluorometil-
piridin-3-il)-5,6,7,8-tetrahidro-pirido[4,3-d]pirimidin-4-ilamino]-pirrolidin-1-il}-propan-1-ona.

3. Composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto para usar
segun la reivindicacion 1 0 2 y uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables.

4. Combinacion que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto para usar segun la
reivindicacion 1 o 2 y uno o mas agentes terapéuticamente activos.

5. Compuesto para usar segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que la dosis unitaria es de 10-100 mg
de ingrediente activo para un sujeto humano de aproximadamente 40-200 kg.

6. Compuesto para usar segun la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, en el que la dosis unitaria es de 70 mg de
ingrediente activo para un sujeto humano de aproximadamente 50-70 kg.

7. Compuesto para su uso segun la reivindicacién 5 o la reivindicacion 6 en el que la administracién es dos veces
al dia.

17



Figura 1

Dosis del compuesto A
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