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DERIVADOS DE IMIDAZO[1,2-A]PIRIDINA CON ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién esta relacionada con la obtencidn de productos quimicos sintéticos

con aplicacién cosmética, nutracéutica y terapéutica (sector Biomédico).

Se enmarca en el campo de la preparacién de nuevos compuestos mediante proceso de
sintesis quimica de derivados de imidazo[1,2-a] piridina mediante reaccién de
acoplamiento de Suzuki y heterociclacién, con potente actividad antiiflamatoria in vitro en

cultivos celulares e in vivo en modelos de raton.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La inflamacién es una respuesta normal del sistema inmunolégico a la infeccién. Sin
embargo, cuando se permite que continue sin control, puede resultar en trastornos
autoinmunes o autoinflamatorios, enfermedades neurodegenerativas o incluso cancer. La
comprension cada vez mayor de que la inflamacion cronica es crucial en muchas

enfermedades abre nuevas vias de tratamiento.

Actualmente se encuentra disponible una variedad de agentes antiinflamatorios seguros
y efectivos, incluida la aspirina y otros medicamentos antiinflamatorios no esteroides
(AINE), con muchos mas medicamentos en desarrollo. Un farmaco antiinflamatorio eficaz
deberia poder inhibir el desarrollo de la inflamacion sin interferir en la homeostasis normal.
Por lo general, los medicamentos antiinflamatorios inhiben las ciclooxigenasas (COX),
que participan en la biosintesis de prostaglandinas que promueven la inflamacién. Los
AINE convencionales se asocian con efectos secundarios gastricos y renales, ya que
inhiben tanto la COX-1 constitutiva como la COX-2 inducible. La mayoria de los
inhibidores selectivos de la COX-2 (COXIB) carecen de efectos secundarios gastricos,

pero estan asociados con efectos secundarios cardiacos en el uso a largo plazo.

Por otro lado, el exceso de especies reactivas al oxigeno (ROS) en el cuerpo causa estrés
oxidativo, que dana la proteina p53 y la poli (ADP-ribosil)aciéon (PARP), que, a su vez,
desencadena la activaciéon de proteasas (calpainas), la degradacidén de proteinas y la

alteracion de las funciones mitocondriales, lo que reduce los niveles de ATP y finalmente
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conduce a la necrosis celular. La desregulacién de ROS puede causar disfuncion celular
que resulta en el desarrollo de muchas enfermedades como canceres, enfermedades

cardiovasculares, accidentes cerebrovasculares y, en ultima instancia, la muerte.

Los enfoques actuales para superar la inflamacién incluyen el uso de derivados
antiinflamatorios inmuno selectivos, agonistas selectivos del receptor de glucocorticoides,
estatinas, inhibidores de histonas desacetilasas, agonistas de PPAR, resolvinas y

proteinas e inhibidores de TNFaq, entre otros.

El factor de crecimiento transformante-beta (TGFB) es un agente crucial en la
homeostasis del sistema inmunolégico, involucrado entre otros, en la migracién de células
inflamatorias, inhibicidén del crecimiento, invasion, transicidén epitelio-mesenquimal (EMT),
remodelacién de la matriz extracelular (MEC) y la inmunosupresién. Sin embargo, aunque
normalmente esta regulado dinamicamente e involucrado en el mantenimiento de la
homeostasis tisular, el TGFB a menudo se sobreexpresa cronicamente en diferentes
patologias, como cancer, fibrosis e inflamacién. La via de sefializacién de TGFB se ha

convertido en un objetivo popular para el desarrollo de farmacos.

Ademas, TGFB es la citoquina profibrogénica mas potente y su expresién aumenta en
casi todas las enfermedades fibréticas. Existe una creciente evidencia de que las
especies reactivas de oxigeno (ROS) modulan la sefializacién de TGFB a través de
diferentes vias. En particular, TGFB1 aumenta la produccion de ROS y suprime las
enzimas antioxidantes, lo que conduce a un desequilibrio redox. Las ROS, a su vez,

inducen / activan TGFB1 y median muchos de los efectos fibrogénicos de TGF.

En ese sentido, los compuestos que inhiben selectivamente los receptores de TGFB
podrian tener el potencial de inhibir la respuesta inflamatoria y desarrollarse para
aplicaciones terapéuticas en el tratamiento de la fibrosis, carcinogénesis en etapa tardia,
aterosclerosis y enfermedades de cicatrizacion excesiva en las que la actividad de TGFB
se ha implicado en la via de sefalizacion. La inhibicién de TGFB es capaz de reducir la
inflamacién perivascular, retardando asi el progreso de la enfermedad. En este sentido,
la deficiencia de su receptor ALK5 es capaz de inhibir la inflamacién mediada por
macréfagos. A su vez, la via TGFB / ALK5 se ha propuesto como una diana terapéutica
capaz de restaurar la sensibilidad a la actividad antiinflamatoria de los corticoides en

inflamaciones provocadas por infecciones virales respiratorias.
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En la mayoria de las células, TGFB envia sefales a través de la combinacién de TGFBR-
Iy ALKS5.

ALKS5 es una tirosina quinasa que es el receptor tipo | del factor de crecimiento tumoral
beta (TGFB-I), y que ha sido descrito como mediadora en la respuesta inflamatoria,
inductora de fibrosis de diversos origenes, asi como promotora de la supervivencia, la
migracion, la diferenciacion y la proliferacion celular, relacionada con diversas patologias,
incluyendo procesos tumorales. De hecho, la inhibicion de AIk5 tiene un claro efecto
inhibidor de la respuesta inflamatoria promoviendo la respuesta antiinflamatoria en
macréfagos humanos. A la inhibicion de Alk5S se refiere Ling LE, Lee WC. Tgf-beta type |
receptor (AIk5) kinase inhibitors in oncology. Curr Pharm Biotechnol. 2011
Dec;12(12):2190-202. https://doi.org/10.2174/138920111798808257.

Por otro lado, recientemente se ha descrito que el direccionamiento de la via de
sefializacién TGFB / Smad atenua la formacion de cicatrices queloides e hipertréficas. La
formacion de cicatrices aberrantes, que incluye cicatrices queloides e hipertréficas, se
asocia con una cicatrizacion patoldgica desorganizada proceso con inflamacion crénica.
La via de sefalizacién de TGFB / Smad es la via mas canodnica a través de la cual se
regula la formacién de colagenos en los fibroblastos y miofibroblastos. En los ultimos afios
se han desarrollado varias estrategias terapéuticas que se dirigen a la via de sefalizacion

de TGF-B / Smad para atenuar la formacién anormal de cicatrices en la piel.

Muy recientemente, también se ha descrito el posible tratamiento de COVID-19 con
bloqueo de TGFB (Chen et al., 2020; Ferreira-Gomes et al., 2021). La principal causa de
muerte en pacientes infectados es un sindrome de dificultad respiratoria aguda grave
(SDRA) causado por el virus SARS-Cov-2. El sindrome se atribuye a respuestas
inflamatorias en gran parte incontroladas caracterizadas por una "tormenta de citocinas",
edema y fibrosis en los pulmones en las etapas finales. Esto conduce al fallo funcional de

los pulmones y a la muerte de los pacientes.

El sindrome de distrés respiratorio agudo (SDRA) es una forma de edema pulmonar no
cardiogénico, debido a una lesidon alveolar secundaria a un proceso inflamatorio intenso
de los pulmones. A pesar de su alta incidencia, el SDRA no tiene un tratamiento
especifico, mas alla de atacar el origen (antibiéticos en caso de infeccién bacteriana),

minimizar la ventilacién potencialmente defina y evitar un balance de liquidos positivo.
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La fibrosis en el pulméon puede deberse principalmente al factor de crecimiento
transformante beta (TGFB). Ademas, el TGFB también participa en la homeostasis de
liquidos en el pulmdn. Se ha propuesto que la tormenta de citocinas y la patogénesis de
COVID-19 son una consecuencia de la red de citocinas desequilibrada, resultante del
aumento de la actividad biolégica del factor de crecimiento transformante-g (TGFB) (Shen
et al., 2021). El aumento repentino e incontrolado del TGF-B activo (posiblemente con la
ayuda de algunas citocinas proinflamatorias como TNFa, IL-6 e IL-1B) inevitablemente
dan como resultado un edema vy fibrosis rapidos y masivos que remodelan y finalmente
bloquean las vias respiratorias. Ademas, TGFB, por internalizacién del canal de sodio
epitelial (ENaC), también suprime el sistema antioxidante y las especies reactivas de
oxigeno juegan un papel importante en la lesion pulmonar, que se eleva durante la
infeccidon por SARS-CoV-2. Con todas estas caracteristicas, se sugiere una posible
inmunoterapia para el COVID-19 grave mediante el bloqueo del factor de crecimiento
transformante beta (TGFR).

Recientemente ha sido descrita la evaluacién antiinflamatoria de derivados del acido
imidazo[1,2-a]piridincarboxilico (Marquez-Flores et al, 2012), derivados de imidazo[1,2-
a]piridina 2,3,6-sustituidos con actividad anti-inflamatoria in vitro medida mediante el
ensayo de desnaturalizacion de proteina de albumina de suero bovino (BSA), (Budumuru
etal, 2019), y 7-aril-imidazo[1,2-a]piridin-3-ilquinolinas como inhibidores de ALK. ((Engers
et al., 2020).

Galunisertib y Vactosertib son inhibidores de la via TGFB y/o ALK5 que han mostrado un
buen perfil de seguridad en ensayos en Fase |, y estan siendo considerados como
potenciales agentes antitumorales debido a la implicacion de la mencionada via en la

proliferacién y migracion celular.

WO 2013147711 se refiere a compuestos entre los cuales se encuentran ciertas imidazo-
piridinas que actuan como inhibidores de las quinasas MNK2a, MNK2b, MNK1a y MNK1b,
que interactuan con la quinasa MAP, a composiciones farmacéuticas que comprenden
estos compuestos y al uso de los compuestos para la preparacion de un medicamento
para la profilaxis y el tratamiento de enfermedades, como enfermedades proliferativas,
por ejemplo, cancer, enfermedades inflamatorias, enfermedad de Alzheimer. Los
compuestos divulgados por W02013147711 son distintos de los preparados en la
presente invencion. Ademas, no hay ninguna evidencia en W02013147711 que muestre

gue dichos compuestos tienen capacidad inhibidora de la tirosina quinasa Alk5, que es el

PCT/ES2024/070403
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receptor | del factor de crecimiento transformante o TGF, que es la base de la actividad

de los compuestos de la presente invencion.

WO02008014219 divulga un método para inhibir la actividad/funcion de PB quinasas
utilizando derivados de tiozolidinediona. Entre los compuestos divulgados se encuentran
algunas se refiere a compuestos entre los cuales se encuentran ciertas imidazo-piridinas
que actuan como inhibidores. Se dice que son utiles para tratar estados patologicos
seleccionados tales como trastornos autoinmunes, enfermedades inflamatorias o
lesiones pulmonares. Los compuestos divulgados por W02008014219 son distintos de
los preparados en la presente invencion. Ademas, no hay ninguna evidencia en
WO02008014219 que muestre que dichos compuestos tienen capacidad inhibidora de la
tirosina quinasa Alk5, que es el receptor | del factor de crecimiento transformante o TGFp,

que es la base de la actividad de los compuestos de la presente invencion.

US2004122044 divulga formulaciones farmacéuticas con compuestos que tienen un
esqueleto imidazo[1,2-a]-piridin-3-il-amida o compuestos de amina como ingredientes
activos para inhibir la 6xido nitrico sintasa. Se mencionan también algunos tratamientos
de enfermedades que se pueden tratar con dichos compuestos. Sin embargo, los
compuestos divulgados por US2004122044 son distintos de los preparados en la
presente invencion. Ademas, solo muestra ejemplos de actividad anti NO sintasa, pero
no hay ninguna evidencia en US2004122044 que muestre que dichos compuestos tienen
actividad para las enfermedades concretas o problemas para los cuales estan previstos
los compuestos de la presente invencién.

WO02019099336 se refiere a compuestos derivados de indol entre los cuales se
encuentran ciertas imidazo-piridinas, utiles en el tratamiento de enfermedades
autoinmunes e inflamatorias. No obstante, las imidazo-piridinas divulgadas no coinciden
€n ningun caso con compuestos de la presente invencion, puesto que segun la formula
() de la reivindicacion principal, cuando el sustituyente en las posiciones 6 o 7 del
esqueleto imidazo-pridina es un heterociclo, dicho heterociclo nunca esta sustituido con
una piperidina. Por lo tanto, la actividad en el campo de la medicina no tiene por qué ser
la misma, ni siquiera similar a la de los compuestos de la presente invencién. En particular
no se demuestra en W02019099336 que los indoles divulgados tienen capacidad
inhibidora de la tirosina quinasa AIk5, que es el receptor | del factor de crecimiento
transformante o TGFB, que es la base de la actividad de los compuestos de la presente

invencion.
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El articulo RODRIGUEZ, J. C. et al., “Microwave-assisted synthesis and luminescent
activity of imidazo[1,2a]pyridine derivatives”; Journal of Heterocyclic Chemistry, 2020,
divulga una serie de compuestos potencialmente utiles en el campo de la medicina.
Dichos compuestos son distintos de los obtenidos en la presente invencion, ademas de
que en este documento no se demuestra ninguna actividad en medicina, ni cosmética

para los compuestos mostrados.

Los compuestos de la invencién utilizan la inhibicion de ALKS, perteneciente a la familia
de receptores TGFB, como estrategia antiinflamatoria, capaz de prevenir eventos
fibréticos entre otros (Nolte y Margadant, 2020). Estos compuestos son utiles en el
tratamiento del cancer, enfermedades pulmonares, enfermedades fibréticas, prevencion
de la formacién de cicatrices queloides e hipertroficas y asi como un tratamiento para
COVID-19 grave.

Los compuestos de la invencidén tienen la estructura quimica de un esqueleto de
imidazo[1,2-a]piridina aromatico planar funcionalizado en distintas posiciones de este
esqueleto heterociclico, destacando especialmente aquellos derivados sustituidos en C-
7 con un sistema heterociclico aromatico. Algunos de ellos se prepararon a partir de 7-
bromoimidazo[1,2-a]piridina y acidos (hetero) arilborénicos mediante acoplamientos de
Suzuki. El esqueleto de imidazo[1,2-a]piridina es conocido como una estructura
privilegiada ya que esta presente en muchos farmacos comerciales como Zolpidem,
Olprinona, Soraprazan y muchos otros compuestos que actualmente se encuentran en
diferentes etapas de pruebas biologicas y evaluacién preclinica. mostrando multiples

aplicaciones terapéuticas.

Los compuestos de la invenciéon son compuestos basados en estructuras con actividad
inhibidora de la tirosina quinasa AIk5, que es el receptor | del factor de crecimiento

transformante o TGF.

Presentaron potente actividad antiinflamatoria tanto in vitro (sobre macréfagos humanos
en cultivo y macréfagos humanos en cultivo) como in vivo en un modelo animal de dano

pulmonar agudo, asi como efecto antifibrético en un modelo murido.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a un compuesto de formula I

7
R N

N
PV

R3

RG
RS
|

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, donde:

R? representa H; arilo, donde el grupo arilo puede estar no sustituido o puede estar
sustituido con grupos alquilo de 1 a 5 atomos de carbono, o sustituido con haloalquilo (tal
como -CF3), o sustituido con un grupo alcoxi de 1 a 5 dtomos de carbono, tal como

metoxilo, etoxillo, propilo, butanilo,

R® representa H, halégeno (F, ClI, Br, 1); haloalquilo; alcoxicarbonilo de 2 a 5 atomos de
carbono; amino; arilo é heteroarilo, donde los grupos arilo y heteroarilo pueden estar no
sustituidos o pueden estar sustituidos con grupos alquilo de 1 a 5 atomos de carbono o
con uno o mas grupos alcoxicarbonilo de 2 a 5 atomos de carbono (tal como

etoxicarbonilo),

RS representa H; alquenilo de 2 a 10 atomos de carbono; alcoxicarbonilo de 2 a 5 atomos
de carbono; nitro; carboxilo; alquilo de 1 a 5 a&tomos de carbono no sustituido o sustituido
con uno 0 mas grupos hidroxi, preferentemente sustituido con un grupo hidroxi; por un

grupo N-(3-metilén-2-oxoindolin-5-il)-3-(piperidin-1-il)propanamida) o carbaldehido,

R® representa un atomo de hidrégeno (H); un grupo alquilo no sustituido de 1 a 5 atomos
de carbono; un grupo alquilo de 1 a 5 atomos de carbono sustituido con uno 0 mas grupos
hidroxi, preferentemente sustituido con uno o mas grupos hidroxi, tal como hidroximetilo;
un grupo alcoxilo de 1 a 5 atomos de carbono; halégeno (F, Cl, Br, I); un grupo
alcoxicarbonilo (-O-(C=0)-R) donde R tiene de 1 a 3 atomos de carbono, tal como

metoxicarbonilo, etoxicarbonilo, propoxicarbonilo; un grupo nitro; un grupo alquenilo de 2
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a 10 atomos, tal como de 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 atomos de carbono — preferentemente de
3 a 10 atomos de carbono, no sustituido o sustituido, por ejemplo, por un grupo arilo, tal
como fenilo; alquenilo de 2 atomos de carbono sustituido con fenilo (estirilo); arilo, donde
el grupo arilo puede ser no sustituido o puede estar sustituido por uno 0 mas grupos
hidroxilo (por ejemplo, sustituido por un hidroxilo), o sustituido con uno 0 mas grupos
metoxilo; heteroarilo, tal como furanilo, tiofenilo, pirrolilo o piridinilo; o heteroarilo donde
el grupo heteroarilo esta seleccionado entre, dibenzotiofenilo, un grupo de férmula Il, un

grupo de formula lil:

= Z =
D \ D \Y
[ Lo ULy

donde D, B, E, G representan independientemente N, CH 6 C-R, donde R puede
ser alquilo de uno a 3 atomos de carbono no sustituido, arilo no sustituido o
cicloalquilo no sustituido

Zrepresenta CHSO N

Y representa CH 6 N

W representa O 6 S 6 NH,
tal como benzotiofenilo, benzofuranilo, benzopirrolilo,

- R representa un atomo de hidrégeno (H); un grupo arilo no sustituido o un grupo arilo
sustituido con uno o mas grupo hidroxi, tal como hidroxifenilo (por ejemplo, sustituido por
un hidroxilo), o sustituido con uno o mas grupos metoxilo; halégeno (F, Cl, Br, I); alquenilo
de 2 a 10 atomos, tal como de 3, 4, 5,6, 7, 8, 9 0 10 atomos de carbono — preferentemente
de 3 a 10 atomos de carbono no sustituido o sustituido por un grupo arilo tal como fenilo;
alquenilo de 2 atomos de carbono sustituido con fenilo (estirilo); alcoxicarbonilo de 2 a 5
atomos de carbono; un grupo heteroarilo, tal como furanilo, tiofenilo, pirrolilo o piridinilo;
o0 heteroarilo donde el grupo heteroarilo estd seleccionado entre benzotiofenilo,
benzofuranilo, benzopirrolilo; dibenzotiofenilo, un grupo de férmula Il y un grupo de

formula 1l como se han definido anteriormente,

- en el que:
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- al menos 3 de los sustituyentes R?, R®, R® R®y R? son simultdneamente H, y
la posiciéon del carbono 8 de la estructura de imidazo[1,2a]piridina no lleva
sustituyentes, y
- cuando R®es carbaldehido, al menos uno de R?, R?, R® o R7 es distinto de H,
5 - cuando R® es arilo o arilo sustituido, R® no es arilo sustituido
- cuando R®representa un grupo amino, R® no representa hidrégeno
- cuando R? representa arilo no sustituido, o arilo sustituido con un grupo metilo o
con metoxilo, al menos uno de los sustituyentes R?, R®*, R®>, R® y R’ noes H
- al menos uno de los grupos R?, R® R® R’ es distinto de H, cuando R? es arilo
10  no sustituido, o es un arilo sustituido con halégeno, metilo 0 metoxilo.
0 es un compuesto de férmula (1) en el que
R? representa arilo sustituido con alcoxi de 1 a 5 atomos de carbono y simultaneamente
R® es un grupo arilo sustituido con un halégeno (F, Cl, Br, 1), y los demas sustituyentes
tienen los significados indicados anteriormente.
15
El grupo es N-(3-metilén-2-oxoindolin-5-il)-3-(piperidin-1-il)propanamida) en la posicién

RS, da lugar a un compuesto de férmula | que es como se muestra a continuacion:

20  “Arilo “significa un grupo fenilo; carbociclo aromatico condensado, tal como naftilo o

antranilo; o indanilo, sin heteroatomos.

“Alquilo”, si no se indica otra cosa, significa alquilo de 1 a 5 atomos de carbono, en

particular, metilo, etilo, propilo o butilo
“Alquenilo”, si no se indica otra cosa, significa alquenilo de 2 a 10 atomos de carbono.

25 “Heteroarilo” si no se indica otra cosa, significa un grupo monociclico, o biciclico

fusionado, compuesto por entre 5y 10 miembros en el anillo, que tiene al menos un resto



10

15

20

25

WO 2025/003545 PCT/ES2024/070403

11

aromatico y que contiene de 1 a 3 heteroatomos seleccionados de oxigeno, azufre y

nitrégeno.

“Haloalquilo”, si no se indica otra cosa, significa un grupo alguilo de 1 a 3 atomos de
carbono, sutituido con uno 0 mas atomos de halégeno, seleccionado entre fluor, cloro,

bromo o iodo.

“Cicloalquilo” tiene el significado habitual, es decir, un sustituyentes univalente derivado

de un cicloalcanos sin cadenas laterales.

Segun realizaciones particulares R? representa arilo sustituido con un grupo CF3; o con un
grupo alcoxi de 1 a 5 atomos de carbono, por ejemplo, sustituido con metoxi; y de forma

preferente para estas realizaciones, R®*y R® son simultaneamente H.

Segun realizaciones particulares adicionales, R? representa arilo sustituido con un grupo

para-metoxi-fenilo, y de forma preferente, ademas, R®*y R® son simultaneamente H.

Segun realizaciones particulares adicionales, R? representa arilo sustituido con alcoxi de
1 a 5 atomos de carbono, por ejemplo, sustituido con metoxi, y simultaneamente R® es un
alquilo de uno a 5 atomos de carbono, por ejemplo metilo, o simultdneamente R® es un
grupo arilo sustituido con un hidroxilo, o con haldégeno (F, Cl, Br, I); y de forma preferente

para estas realizaciones, R®*y R® son simultaneamente H.

Segun realizaciones particulares adicionales, R? representa un grupo seleccionado entre
arilo sustituido con alcoxi de 1 a 5 atomos de carbono, por ejemplo, sustituido con metoxi;
y simultaneamente R® es alquilo de uno a 5 atomos de carbono, por ejemplo metilo, o
simultaneamente R® es un grupo arilo sustituido con un hidroxilo, o con halégeno; y de

forma preferente para estas realizaciones, R®y R°® son simultaneamente H.

Segun realizaciones particulares adicionales, R? representa un fenilo sustituido con alcoxi
de 1 a 5 atomos de carbono, por ejemplo, sustituido con p-metoxilo, o R? representa fenilo
sustituido con trihalometilo, tal como un grupo p-trifluorometilfenilo; y simultaneamente R’
es un grupo heteroarilo, por ejemplo, 2-benzo[b]furilo; y de forma preferente, para estas

realizaciones, R® R* R°y R® son simultaneamente H.

Segun realizaciones particulares adicionales:
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- R? representa arilo sustituido con alcoxi de 1 a 5 atomos de carbono, por ejemplo,
sustituido con metoxi, y R” es arilo sustituido con hidroxilo o con un grupo alcoxi de 1 a

5 atomos de carbono, por ejemplo, sustituido con metoxi, o

- R? representa arilo sustituido con alcoxi de 1 a 5 atomos de carbono, por ejemplo,
sustituido con metoxi, y R’ representa alquenilo sustituido con un grupo arilo, por ejemplo,
sustituido con un fenilo; y de forma preferente para estas realizaciones, R®y R® son

simultaneamente H.

Segun realizaciones particulares adicionales, R? representa arilo sustituido con alcoxi de
1 a 5 atomos de carbono, por ejemplo, sustituido con metoxi, y R” es arilo sustituido con
hidroxilo o con un grupo alcoxi de 1 a 5 atomos de carbono, por ejemplo, sustituido con
metoxi, o alquenilo sustituido con un grupo arilo, por ejemplo, sustituido con un fenilo; y

de forma preferente para estas realizaciones, R®y R® son simultdneamente H.

Segun realizaciones preferentes, R? representa arilo sustituido con alcoxi de 1 a 5 atomos
de carbono, por ejemplo, sustituido con metoxi, R* es H, R® es H, grupo alquilo o grupo
arilo, y R” es H o arilo sustituido con hidroxilo o con un grupo alcoxi de 1 a 5 atomos de
carbono, por ejemplo, sustituido con metoxi; y de forma preferente, para estas

realizaciones, R®y R® son simultaneamente H.

Segun realizaciones particulares adicionales, R* es un arilo no sustituido; y de forma
preferente para estas realizaciones, R?, R®y R®son simultaneamente H; y de forma mas

preferente para estas realizaciones, R? R®, R® y R” son simultaneamente H.

Segun realizaciones particulares adicionales, R® representa un heterociclo aromatico, que
puede estar no sustituido, o puede estar sustituido con un grupo alcoxicarbonilo de 2 a 5
atomos de carbono, tal como un grupo etoxicarbonilo; y de forma preferente para estas
realizaciones, R?, R°%y R® son simultaneamente H; y de forma mas preferente para estas

realizaciones, R?, R®, R® y R” son simultaneamente H.

Segun realizaciones particulares adicionales, R®* es un grupo seleccionado entre
benzofuranilo, benzotiofenilo e indol, que puede estar no sustituido o puede estar
sustituido con un grupo alcoxicarbonilo de 2 a 5 atomos de carbono, tal como un grupo
etoxicarbonilo; y de forma preferente para estas realizaciones, R?, R® y R® son
simultaneamente H; y de forma mas preferente, para estas realizaciones, R?, R®>, R® y

R son simultdneamente H.

Segun realizaciones particulares adicionales, R® es un grupo seleccionado entre

benzofuranilo, benzotiofenilo e indol, que puede estar no sustituido o puede estar
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sustituido con un grupo alcoxicarbonilo de 2 a 5 atomos de carbono, tal como un grupo
etoxicarbonilo; y simultdneamente y R’ es un grupo seleccionado entre benzofuranilo,
benzotiofenilo e indol; de forma preferente para estas realizaciones, R? R°y R® son

simultaneamente H.

Segun realizaciones particulares adicionales, R® representa H, etoxicarbonilo, nitro,
carboxilo, hidroximetilo, carbaldehido, o etoxilo, y preferentemente, para estas

realizaciones R?, R®*, R® y R” son simultaneamente H.

Segun realizaciones particulares adicionales, R’ y R® representan independientemente

un fragmento

0P N
)

en el que D, B, E, G representan independientemente CH é C-R, donde R puede ser
alquilo no sustituido de uno a 3 atomos de carbono, arilo no sustituido o cicloalquilo no

sustituido, Z representa CH y W representa O.

Segun realizaciones particulares adicionales, R’ o R® representa un fragmento

0P N
[ L)

en el que D, B, E, G representan independientemente CH, Z representa CHy W

representa O.

Segun realizaciones particulares adicionales, R® representa un grupo alquilo de 1 a 5

atomos de carbono o alcoxicarbonilo (-O-(C=0)-R) donde R tiene de 1 a 3 atomos de
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carbono, tal como metoxicarbonilo; y preferentemente, para estas realizaciones R?, R®,

R® y R” son simultaneamente H.

Segun realizaciones particulares adicionales, R’ representa un grupo arilo no sustituido,
tal como fenilo, y preferentemente, para estas realizaciones R?, R*, R® y R’ son

simultaneamente H.

Segun realizaciones particulares adicionales, R representa un grupo bennzofuranilo, , y

preferentemente, para estas realizaciones R? R®, R® y R®son simultaneamente H.
Segun realizaciones particulares, el compuesto de férmula | esta seleccionado entre:

- Acido imidazo[1,2-a]piridin-5-carboxilico (2)

- Imidazo[1,2-a]piridin-5-carboxilato de etilo (3)

- 3-Fenilimidazo[1,2-a]piridina (4)

- Imidazo[1,2-a]piridin-5-ilmetanol (5)

- 2-(4-Metoxifenil)-6-metilimidazo[1,2-a]piridina (8)

- 4-(Imidazo[1,2-a]piridin-7-il)fenol (12)

- 4-(2-(4-(Trifluorometil)fenil)imidazo[1,2-a]piridin-7-il)fenol (13)
- 4-(2-(4-(Trifluorometih)fenilimidazo[1,2-a]piridin-6-il)fenol (15)
- 4-(2-(4-Metoxifenil)imidazo[1,2-a]piridin-7-il)fenol (16)

- 4-(2-(4-Metoxifenil)imidazo[1,2-a]piridin-6-il)fenol (17)

- (E)-7-Estirilimidazo[1,2-a]piridina (19)

- (BE)-2-(4-Metoxifenil)-7-estirilimidazo[1,2-a]piridina (20)

- 7-(3,4-Dimetoxifenil)imidazo[1,2-a]piridina (21)

- 6-lodo-2-(4-(trifluorometil)fenil)imidazo[1,2-a]piridina (25)

- 7-(Benzofuran-2-il)imidazo[1,2-a]piridina (26) PS1906

- 4-(Imidazo[1,2-a]piridin-6-il)fenol (27)

- (E)-6-Estirilimidazo[1,2-a]piridina (28)

- 6-(Benzofuran-2-ilimidazo[1,2-a]piridina (29)

- 6-(3,4-Dimetoxifenil)imidazo[1,2-a]piridina (30)

- Etil 5-(imidazo[1,2-a]piridin-3-il)-1H-indol-2-carboxilato (31) (PS1801)
- 7-(Benzofuran-3-ilimidazo[1,2-a]piridina (32)

- 6-(Benzofuran-3-ilimidazo[1,2-a]piridina (33)

- 7-(Furan-3-ilimidazo[1,2-a]piridina (34)
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- 6-(Furan-3-ilimidazo[1,2-a]piridina (35)

- 7-(Tiofen-3-il)imidazo[1,2-a]piridina (36)

- 6-(Tiofen-3-il)imidazo[1,2-a]piridina (37)

- 7-(Piridin-4-il)imidazo[1,2-a]piridina (38)

- B6-(Piridin-4-il)imidazo[1,2-a]piridina (39)

- 7-(Dibenzotiofen-3-il)imidazo[1,2-a]piridina (40)

- 6-(Dibenzotiofen-3-il)imidazo[1,2-a]piridina (41)

- 5-(7-(Benzofuran-2-il)-3-imidazo[1,2-a]piridin)-1H-indol-2-carboxilato de etilo, (42)

- N-(3-(imidazo[1,2-a]piridin-5-iimetilén)-2-oxoindolin-5-il)-3-(piperidin-1-il)propanamida.

Segun una realizacion preferente, el compuesto de formula | es 7-(benzofuran-2-
ilimidazo[1,2-a]piridina. (26), PS1906.

Segun una realizacion preferente adicional, el compuesto de formula | es etil 5-

(imidazo[1,2-a]piridin-3-il)-1H-indol-2-carboxilato, compuesto (31).

La presente invencion se refiere también a un procedimiento para preparar un compuesto

de férmula | que comprende:

1) Hacer reaccionar una amino piridina de formula (IV) (comercial)
2, -1 H2
b N
(IV)

en el que X es Cl, Br, o |, con R-B(OH)2 en el que R es un fragmento de formula R? o R®

definido anteriormente para obtener un compuesto de férmula (V)

= MNH=

FH
L

V)
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2) hacer reaccionar el compuesto de férmula (V) con una halocetona de formula (VI)
R2
XY
O (VI

en la que X es Cl, Br o | y R, dando lugar a un compuesto de férmula | definida

anteriormente.

La reaccion de la etapa 1) se puede llevar a cabo en presencia de un catalizador de Pd(0)

y una base inorganica tal como carbonato potasico.
La temperatura para la reaccion de la etapa 1) puede estar entre 80 y 150 °C-

La reaccion de la etapa 1) se puede realizar de forma convencional (18-24 h) o con

microondas (1-5 h).

El disolvente para la reaccion de la etapa 1),puede ser, por ejemplo, un disolvente polar,
tal como 1,2-dimetoxietano, 1,4-dioxano, DMF, DMSO.

La reaccion de la etapa 2) se puede llevar a cabo en presencia de un disolvente, tal como
los que se han mencionado para la etapa 1) y una base organica o inorganica, tal como
bicarbonato sodico o potasico, fosfato sédico o potasico, acetato potasico, metoxido

potasico.

La reaccion de la etapa 2) se puede llevar a cabo a una temperatura entre 25y 120 °C,

preferentemente a reflujo.

Una alternativa adicional del procedimiento para preparar un compuesto de férmula |

comprende:

1) Hacer reaccionar una amino piridina de formula (V)

o M Ha
#
=M

en la que X es Cl, Br, o |, con una halocetona de férmula (V1))

(V)
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R2
x/\n/
O (VI

en la que X es Cl, Br o | y R, tiene el significado dado anteriormente dando lugar a un

compuesto de formula VI

(Vi1

2) y hacer reaccionar el compuesto de férmula (VII) con R-B(OH). en la que R- es un
fragmento de formula R® o R’ definido anteriormente dando lugar a un compuesto de

formula 1.

En el caso de los compuestos de formula | sustituidos en la posicién 7 con un sustituyente
heterociclico aromatico, el procedimiento comprende hacer reaccionar 7-
bromoimidazo[1,2-a]piridina y acidos (hetero) arilborénicos mediante acoplamientos de
Suzuki.

Una tercera alternativa del procedimiento para preparar los compuestos de férmula |,
cuando llevan un heteroarilo como sustituyente en el carbono C3 es utilizar la reaccién
de Heck, que comprende hacer reaccionar una imidazopiridina con un haloheteroarilo, en

presencia de un catalizador de Pd(0) que se genera in situ.

Para analizar la actividad inhibidora de Alk5 de los compuestos de la invencién en
ensayos de actividad quinasa in vitro se siguieron los estudios de Roth y col. (Roth et al.,
2010). Para ello se utilizaron Alk5 recombinante (Abcam, ref. ab105908), determinando
la actividad quinasa mediante el sistema comercial Kinase-Glo® Luminiscent kinase
assay platform (Promega, ref. TB372). Como control positivo de inhibicién se utilizé el
compuesto GW788388 Hydrate (Sigma-Aldrich ref. SML0116) cuya férmula es (4-{4-[3-
(piridin-2-il)-1H-pirazol-4-il]-piridin-2-il}-N-(tetrahidro-2H-piran-4-il)benzamida hidrato, un
potente inhibidor de AIk5 y de uso oral.

PCT/ES2024/070403
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La invencion tiene aplicaciones en Biomedicina, en el sector farmacéutico, asi como en
cosmeética, y nutracéutica. Se pueden obtener formulaciones efectivas para su aplicacion

tanto tépica, como por vias oral y parenteral.

Un objeto adicional de la invencion se refiere a un compuesto de formula |, tal como se

ha descrito anteriormente, para su uso como medicamento.

Segun realizaciones particulares dicho uso comprende el tratamiento de una enfermedad

inflamatoria en un sujeto.

Los términos "tratamiento" y "tratar" utilizados en el presente documento se refieren al
tratamiento médico de un sujeto con la intencion de curar, mejorar, estabilizar o prevenir
una enfermedad, afeccién patolégica o trastorno. Este término incluye el tratamiento
activo, es decir, el tratamiento dirigido especificamente a la mejora de una enfermedad,
afeccion patologica o trastorno, y también incluye el tratamiento causal, es decir, el
tratamiento dirigido a la eliminacién de la causa de la enfermedad, afeccion patolégica o
trastorno asociado. Ademas, este término incluye el tratamiento paliativo, es decir, el
tratamiento disefiado para aliviar los sintomas en lugar de curar la enfermedad, afecciéon
patolégica o trastorno; el tratamiento preventivo, es decir, el tratamiento dirigido a
minimizar o inhibir parcial 0 completamente el desarrollo de la enfermedad, afeccidon
patolégica o trastorno asociados; y el tratamiento de apoyo, es decir, el tratamiento
empleado para complementar otra terapia especifica dirigida a la mejora de la
enfermedad, afeccidn patoldgica o trastorno asociados. Se entiende que el tratamiento,
aunque esté destinado a curar, mejorar, estabilizar o prevenir una enfermedad, afeccion
patolégica o trastorno, no tiene por qué producir realmente la curacién, mejora,
estabilizacion o prevencion. Los efectos del tratamiento pueden medirse o evaluarse
como se describe en el presente documento y como se conoce en la técnica, segun
convenga para la enfermedad, afeccién patoldgica o trastorno de que se trate. Dichas
mediciones y evaluaciones pueden realizarse en términos cualitativos y/o cuantitativos.
Asi, por ejemplo, las caracteristicas o rasgos de una enfermedad, afeccién patologica o
trastorno y/o los sintomas de una enfermedad, afeccién patoldgica o trastorno pueden
reducirse a cualquier efecto o en cualquier cantidad. En el contexto de un sujeto que
padece una enfermedad inflamatoria, los términos "tratamiento” y "tratar" se refieren a la
gestion médica de un sujeto con la intencién de curar, mejorar o estabilizar dicha

enfermedad inflamatoria.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "sujeto" incluye, entre otros,

animales, plantas y cualquier otro organismo o entidad. El sujeto puede ser un vertebrado,
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mas concretamente un mamifero (por ejemplo, un ser humano, un caballo, un cerdo, un
Cconejo, un perro, una oveja, una cabra, un primate no humano, una vaca, un gato, una
cobaya o un roedor), un pez, un ave o un reptil o anfibio.. El t¢érmino no denota una edad
0 sexo en particular. Por lo tanto, los sujetos adultos y recién nacidos, asi como los fetos,
ya sean varones o hembras, estan cubiertos por la definicion de sujeto. Un paciente es
un sujeto afectado por una enfermedad o trastorno. El término "paciente” incluye sujetos
humanos y veterinarios. En otro aspecto de la invenciéon, uno o mas compuestos de
fébrmula | para su uso en el tratamiento de una enfermedad inflamatoria pueden
administrarse a un sujeto que comprenda un ser humano o un animal, incluidos, entre

otros, un ratdn, un perro, un gato, un caballo, un bovino o un ovino y similares.

Tal y como se ha indicado anteriormente, los compuestos de la férmula | son capaces de
inhibir la actividad fosforilante de la kinasa Alk5 lo que inhibe la activacion de los

macrofagos inhibiéndose asi la respuesta inflamatoria.

El término "inhibir" significa reducir o disminuir la actividad fosforlinate de la kinasa Alk5.
Puede tratarse de una inhibicién completa de la actividad o la expresion de la kinasa, o
de una inhibicién parcial. La inhibicion puede compararse con un control 0 con un nivel
estandar. La inhibicién puede ser 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42,
43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64,65, 66,
67,68, 69,70,71,72,73,74,75,76, 77,78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90,
91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 0 100% comparado con dicho control.

En una realizacion particular, la enfermedad inflamatoria se selecciona del grupo

consistente en enfermedades que cursan con componente inflamatorio y/o pro-fibrotico.

En otra realizacion particular, la enfermedad inflamatoria es una enfermedad inflamatoria
pulmonar seleccionada del grupo consistente en sindrome por distres respiratorio agudo,
la enfermedad pulmonar obstructiva cronica, la fibrosis pulmonar, la hipertension
pulmonar, inflamacién pulmonar, preferentemente sindrome por distres respiratorio

agudo y fibrosis pulmonar.

En otra realizacion particular, la enfermedad inflamatoria es una enfermedad inflamatoria
intestinal que cursa con un fuerte componente inflamatorio como por ejemplo la

enfermedad de Chron y la colitis ulcerosa,
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En otra realizacion particular, la enfermedad inflamatoria es una enfermedad inflamatoria
cardiovascular que cursa con un fuerte componente inflamatorio como por ejemplo infarto

agudo de miocardio, miocarditis, o aterosclerosis.

En otfra realizaciéon particular, la enfermedad inflamatoria es cualquier enfermedad
inflamatoria que cursa con un fuerte componente inflamatorio como por ejemplo la

diabetes de tipo 2, esclerosis multiple o cancer.

En otra realizacién particular el compuesto de formula | es etil 5-(imidazo[1,2-a]piridin-3-
il)-1H-indol-2-carboxilato (31) (PS1801).

En otra realizacién particular el compuesto de formula | es etil 5-(imidazo[1,2-a]piridin-3-
il)-1H-indol-2-carboxilato (31) (PS1906).

En una realizacion particular, la concentracién de PS1801 o PS1906 administrada a un
sujeto esta comprendida entre 1000 mg/kg y 1 pg/kg de peso corporal, preferiblemente
entre 500 mg/kg y 2 ug/kg, mas preferiblemente entre 100 mg/kg y 3 pg/kg, aun mas
preferiblemente entre 50 mg/kg y 4 ug/kg, aun mas preferiblemente entre 25 mg/kg y 5
Hg/kg, aun mas preferiblemente entre 20 mg/kg y 8 ug/kg, aun mas preferiblemente entre
15 mg/kg y 10 ug/kg, aun mas preferiblemente entre 1 mg/kg y 50 pg/kg, y aun mas
preferiblemente entre 800 ug/kg y 80 ug/kg.

Otro objeto adicional de la invencion se refiere a una composicién farmacéutica, que
comprende uno o mas compuesto de formula |, tal y como se ha definido anteriormente y
uno 0 mas compuestos activos adicionales, y/o uno o mas portadores, adyuvantes o
vehiculos farmacéuticamente aceptables.

Por "farmacéuticamente aceptable” se entiende un material que puede ser administrado
a un sujeto junto con el compuesto seleccionado sin causar ningun efecto biolégico
indeseable o interactuar de manera deletérea con cualquiera de los otros componentes

de la composicién farmacéutica en la que esta contenido.

En una realizacion adicional, el vehiculo farmaceuticamente aceptable puede ser un

desintegrante, tensioactivo, aglutinante y lubricante farmacéuticamente aceptables.

En una realizacién particular la composicion farmacéutica comprende otro compuesto
activo adicional, tal como esteroides o corticosteroides (por ejemplo, dexametasona), y
los medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) como salicilatos, ibuprofeno,

naproxeno.
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En una realizacién particular, cuando se emplea el compuesto de férmula | para el

Sindrome por Distrés respiratorio Agudo, el otro principio activo es Dexametasona.

En otra realizacion particular, el compuesto activo adicional es otro compuesto de férmula

|, descrito anteriormente.

Tal y como se utiliza en el presente documento, el término "una combinacién de", cuando
se refiere a dos o mas compuestos, agentes o ingredientes farmacéuticos activos
adicionales, significa la administraciéon de dos o0 mas compuestos, agentes o ingredientes

farmacéuticos activos al sujeto antes, simultdneamente o posteriormente entre si.

En una realizacién particular, el compuesto activo adicional se selecciona entre un agente
mucolitico, un broncodilatador, un antibidético, un agente antivirico, un agente

antiinflamatorio, un agente nutricional y combinaciones de los mismos.

Los compuestos de formula | de la invencién y las composiciones farmacéuticamente
aceptables pueden administrarse a un sujeto por via oral, intravenosa, rectal, parenteral,
intracisternal, intravaginal, intraperitoneal, topica (como polvos, pomadas o gotas), bucal,
como aerosol oral o nasal, o similares, dependiendo de la gravedad de la infeccién que
se esté tratando preferentemente por via intravenosa. En ciertas realizaciones, los
compuestos o las composiciones de la invencion pueden administrarse a niveles de
dosificacidbn de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg y
preferentemente de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 25 mg/kg, del peso
corporal del sujeto por dia, una o mas veces al dia, para obtener el efecto terapéutico

deseado.

Otro objeto adicional de la invencion se refiere a una composicién farmacéutica, que
comprende uno o mas compuesto de formula |, tal y como se ha definido anteriormente y
uno o0 mas compuestos activos adicionales, y/o

uno o mas portadores, adyuvantes o vehiculos farmacéuticamente aceptables

para su uso en el tratamiento de una enfermedad inflamatoria.

Cada uno de los términos " comprende", " consiste esencialmente en" y " consiste en"
puede sustituirse por cualquiera de los otros dos términos. Los términos "un" o "una"
pueden referirse a uno 0 a una pluralidad de los elementos que modifican (por ejemplo,
"un reactivo” puede significar uno 0 mas reactivos), a menos que esté contextualmente
claro que se describe uno de los elementos 0 mas de uno. El término "aproximadamente”,

tal como se utiliza aqui, se refiere a un valor dentro del 10% del parametro subyacente
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(es decir, mas o menos el 10%; por ejemplo, un peso de "aproximadamente 100 gramos
puede incluir un peso entre 90 gramos y 110 gramos). El uso del término
"aproximadamente" al principio de un listado de valores modifica cada uno de los valores
(por ejemplo, "aproximadamente 1, 2 y 3" se refiere a "aproximadamente 1
aproximadamente 2 y aproximadamente 3"). Cuando se describe un listado de valores, el
listado incluye todos los valores intermedios y todos los valores fraccionarios de los
mismos (por ejemplo, el listado de valores "80%, 85% 0 90%" incluye el valor intermedio
86% vy el valor fraccionario 86,4%). Cuando un listado de valores va seguido del término
"o mas", el término "o mas" se aplica a cada uno de los valores enumerados (por ejemplo,
el listado de "80%, 90%, 95% o mas" o0 "80%, 90% o0 95% o mas" se refiere a "80% o mas,
90% o mas, 0 95% o mas"). Cuando se describe un listado de valores, el listado incluye
todos los rangos entre dos de los valores listados (por ejemplo, el listado de "80%, 90%
0 95%" incluye rangos de "80% a 90%", "80% a 95%" y "90% a 95%"). A continuacién, se

exponen algunos ejemplos de aplicacién de la tecnologia.

Entre las ventajas de la presente invencién se encuentran:

ventajas tanto a nivel de produccion, por ser compuestos de sintesis quimica, la cual se
ha optimizado en el laboratorio, manteniendo los lotes de producto idénticas propiedades
de solubilidad, estabilidad y caracteristicas reproducibles. Dicha optimizacién debe
derivar en ventajas tanto de indole econdmica, siendo mas econdmica la sintesis que la
obtencion a partir de productos naturales, como de rapidez en la produccion de los
compuestos. La dosis utilizada en los ensayos in vitro muestran que se requiere muy poca
cantidad de producto para obtener el efecto deseado, y a dicha dosis no se ha observado

efecto toxico en las células analizadas.

Breve descripcién de las figuras

Figura 1: Representacion grafica del porcentaje de inhibicién de la quinasa Alk5 in vitro
de diferentes compuestos sintetizados de la presente invencién. (como control se utilizo
el compuesto comercial GW788388 (GW)).

Figura 2: Evaluacién de la viabilidad celular (citotoxicidad) sobre macréfagos humanos
THP-1-XBlue™-CD14 de los diferentes compuestos a tres concentraciones diferentes (1,
5y 10 uM), el vehiculo es PBS. GW788388 (GW) se utilizd6 como control.***p<0,001

***p<0.001
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Figura 3: Efecto de los compuestos PS1906 y PS1801 sobre la viabilidad de células
epiteliales humanas (Caco-2) y macréfagos (THP-1-XBlue™-CD14) a diferentes
concentraciones (1, 5y 10 uM). GW788388 (GW) se utilizé como control.

Figura 4. Evaluacién del efecto antiinflamatorio en macréfagos THP-1-XBlue™-CD14
estimulados con LPS bacteriano y posteriormente tratados con los compuestos PS1906
y PS1801 a 5 pM. GW788388 (GW) se utilizé como control. ****p<0.0001

Figura 5. Evaluacion de efecto antiinflamatorio en macréfagos THP-1-XBlue™-CD14 sin
estimular previamente con LPS bacteriano y tratados con los compuestos PS1906 y
PS1801 a 5 uM. GW788388 (GW) fue usado como control.

Figura 6. Evaluacion in vivo (modelo de ratén con dafio agudo pulmonar (ALI) producido
por la exposicion a LPS bacteriano) del efecto protector del compuesto PS1906 a
diferentes dosis equipotentes (D1 y D2) siendo D1 = 156 ug/kg y D2 = 312 ug/kg. A)
Imagenes cortes histoloégicos de pulmén de ratones tefiidos con Hematoxilina y Eosina;
B) representacion gréfica de valoracion de dafio pulmonar (ALI Score) en los diferentes
tratamientos; C) Recuento de neutréfilos por mL de lavado broncoalveolar de los ratones
analizados (representados en escala logaritmica Log10); D) Recuento de linfocitos por
mL de lavado broncoalveolar de los ratones analizados (representados en escala
logaritmica Log10). Los datos se representaron como el valor de la media x el error
estandar de la media. Siendo # p<0.01; ## p<0.001; ***p<0.0001 analizado mediante

ANOVA de una via ajustado con el método multiple de comparaciones de Dunnet.

EJEMPLOS
MATERIALES Y METODOS

A. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE COMPUESTOS QUIMICOS

Sintesis de derivados de imidazo[1,2-a]piridina

Acido imidazo[1,2-a]piridin-5-carboxilico (2)
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HO™ O

Se irradia con microondas, en atmoésfera inerte, una mezcla de reaccion de 2-cloroacetilo
(13 mg, 0,173 mmol), acido 6-aminopicolinico (20 mg, 0,144 mmol) en isopropanol (1,5
mL). Después de 40 min. a 170 °C bajo irradiacién de microondas el sélido resultante es

filtrado y secado para obtener 25 mg, Rto 43%.

RMN "H (400 MHz, Metanol-ds) 3 9,22 (d, J = 2,2 Hz, 1H); 8,29 (dd, J = 7,2, 1,3 Hz, 1H);
8,21 - 8,13 (m, 2H); 8,06 (dd, J= 9,0; 7,3 Hz, 1H).

RMN **C (101 MHz, Metanol-ds) d 161,7; 140,9; 132,3; 129,5; 122,8; 121,5; 116,5; 115,9.

Imidazo[1,2-a]piridin-5-carboxilato de etilo (3)

Se afade lentamente cloruro de tionilo (0,072 mL, 0,987 mmol) a una disolucién, en un
tubo sellado, del acido imidazo[1,2-a]piridin-5-carboxilico (64 mg, 0,395 mmol) en EtOH
(7 mL). Después de 24 horas a 78 °C el disolvente se elimina a presién reducida y la
mezcla de reaccién se neutraliza usando una solucién acuosa de NaHCOs. El crudo de
reaccion es extraido usando como disolvente organico AcOEt. Las fases organicas se
secan sobre MgSO. y el disolvente es eliminado a presion reducida para obtener 50 mg,
Rto 66%.

RMN "H (400 MHz, Acetona-ds) 8 8,82 (s, 1H); 7,86 (dd, J = 10,7; 8,2 Hz, 2H); 7,75 (s,
1H); 7,36 (dd, J = 8,9; 7,2 Hz, 1H); 4,49 (q, J = 7,1 Hz, 2H); 1,44 (t, J = 7,1 Hz, 3H).

RMN "*C (101 MHz, Acetona-ds) d 162,7; 147,0, 135,6; 127,2; 123,50; 123,3; 119,5;
115,4; 62,8; 14,6.

3-Fenilimidazo[1,2-a]piridina (4)
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2 N=N
N

Se irradia con microondas, en atmoésfera inerte, una mezcla de reaccion de imidazo[1,2-
alpiridina (115 mg, 0,973 mmol), bromo benceno (0,204 mL, 1,946 mmol), Pd(AcO) (0,027
mg, 0,097 mmol) y KOAc (0,200 mg, 1,946 mmol) en DMF (4 mL). Después de 1 hora a
160 °C el disolvente es eliminado a presion reducida y la mezcla de reaccion es extraida
usando AcOEt como disolvente organico. Las fases organicas son secadas sobre MgSO.
y el disolvente es eliminado a presion reducida. El crudo de reaccién es purificado en
columna cromatografica usando una mezcla de Tolueno/MeOH (10:1) para obtener 147
mg, Rto 77%.

RMN "H (400 MHz, Cloroformo-d) & 8,34 (d, J = 7,0 Hz, 1H); 7,74 - 7,64 (m, 2H); 7,54 (dt,
J=154: 7.4 Hz, 4H); 7,46 - 7,39 (m, 1H); 7,25 - 7,15 (m, 1H): 6,81 (t, J = 6,8 Hz, 1H).

RMN "*C (101 MHz, Cloroformo-d) d 146,3; 132,7; 129,5; 129,4; 128,3; 128,2; 125,9;
124,4; 123,5; 118,4; 112,7.

Imidazo[1,2-a]piridin-5-ilmetanol (5)

=N

\N\/)

HO

Se afade lentamente, bajo atmosfera inerte, MeOH (13 pL, 0,325 mmol) a una mezcla de
etil imidazo[1,2-a]piridina-5-carboxilato (30 mg, 0,158 mmol) y LiBH4 (7 mg, 0,325 mmol)
en EtO (3 mL). Después de 5 horas a temperatura ambiente la mezcla de reaccion se
saturd con una disolucion de HCI 2M a 0 °C. La mezcla de reaccién es extraida AcOEt
usando como disolvente organico, las fases organicas son secadas sobre MgSOsy el

disolvente es eliminado a presidn reducida para obtener el producto buscado.

RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) & 7,88 (d, J = 1,3 Hz, 1H); 7,63 (d, J = 1,3 Hz, 1H); 7,53
(d,d =9,0 Hz, 1H); 7,26 (dd, J = 9,1; 6,8 Hz, 1H); 6,92 (d, J = 6,6 Hz, 1H); 4,76 (s, 2H).

RMN **C (101 MHz, DMSO) & 145,0; 138,4; 133,2; 124,2; 115,5; 110,5; 109,4; 59,6.
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2-(4-Metoxifenil)-6-metilimidazo[1,2-a]piridina (8)

AN /
Se anade, bajo atmosfera inerte, 2-bromo-1-(4-metoxifenil)etan-1-ona (160 mg, 0,694
mmol) a una disolucién de 5-metilpiridin-2-amina (50 mg. 0,462 mmol) en acetona (4 mL).
Después de 18 horas a 60 °C se elimina el disolvente a presion reducida y la mezcla de
reaccion se basifica con una solucién acuosa de NaOH (1M). La mezcla de reaccién es
extraida usando CH-Cl, como disolvente organico, las fases organicas son secadas sobre
MgSO. y el disolvente es eliminado a presion reducida. El crudo de reaccién es purificado

en columna cromatografica usando una mezcla de Hex/AcOEt (1:1) como eluyente para
obtener 72 mg, Rto 65%.

RMN "H (400 MHz, DMSO-d8) & 8,28 (s, 1H); 8,17 (s, 1H); 7,87 (d, J = 8,7 Hz, 2H); 7,45
(d, J = 9,2 Hz, 1H); 7,07 (dd, J = 9,2; 1,8 Hz, 1H); 6,99 (d, J = 8,7 Hz, 2H); 3,79 (s, 3H);
2,27 (s, 3H).

RMN "*C (101 MHz, DMSO-d6) d 158,9; 144,2; 143,8; 127,5; 126,7; 126,7; 124,1; 121,15;
115,8; 114,1, 107,7; 55,1; 17,5.

Procedimiento experimental A: Reaccién de acoplamiento cruzado (A1) vy
heterociclacién (A2)
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Reaccion de Suzuki (A1):

5 La 4- 6 5- halo-2-aminopiridina (1 eq) correspondiente se affiade a una mezcla del
correspondiente acido bordnico (1,2 eq), K:COs (1,3 eq) y Pd(PPhs)s (2% mol) en una
mezcla de DME/H2O (4:1, 5 mL/mmol) bajo atmosfera inerte en un tubo de microondas,
Después de 30 minutos a 110 °C el disolvente es evaporado a presion reducida y el
crudo de reaccion se purifica en columna cromatografica empleando los eluyentes

10 correspondientes.

Alternativa del procedimiento mediante calefaccion convencional

Alternativamente, la 4- 6 5- halo-2-aminopiridina (1 eq) correspondiente se anade a una
mezcla del correspondiente acido bordnico (1,6 eq), Na.COs (2 eq) y Pd(PPhs)4 (2-10%
mol) en una mezcla de dioxano/H>O (12:1, 20 mL/mmol), y la mezcla se mantiene a reflujo
15 bajo argdn durante 18 h. Tras evaporar el disolvente a presion reducida, el crudo de
reaccion se purifica en columna cromatografica empleando los eluyentes

correspondientes.

Heterociclacidén (A2):

20 Se anade la correspondiente a-halo cetona (1,75 eq) a una mezcla de la aminopiridina
sustituida en posicion 2 (1 eq) y NaHCOs (0,1 g/ 5 mL) en EtOH (4 mL). Después de 18
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horas a 90°C el disolvente fue evaporado a presion
reducida, el solido resultante fue suspendido en una disolucién de K>CO3 en HxO y fue
extraido usando como fase organica AcOEt. Las fases organicas fueron secadas sobre
MgSO. y el disolvente organico fue evaporado a presién reducida para dar lugar a las

imidazopiridinas correspondientes.

4-(Imidazo[1,2-a]piridin-7-il)fenol (12)

HO
=N
X N\/)
Empleando el método experimental A2, una mezcla de 4-(4-hidroxifenil)-2-aminopiridina

(30 mg, 0,161 mmol), NaHCOs (83 mg, 0,1 g/5 mL EtOH) y 2-cloroacetaldehido (20 pL,
0,322 mmol) en EtOH (4 mL) fue agitada a 90 °C para obtener 25 mg, Rto 74%.

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 8,53 (d, J = 7,2 Hz, 1H); 7,89 (s, 1H), 7,70 (s, 1H); 7,61
(d, J = 8,2 Hz, 2H); 7,54 (s, 1H); 7,20 (d, J = 6,9 Hz, 1H); 6,86 (d, J = 8,3 Hz, 2H).

RMN *C (101 MHz, DMSO-ds) d 173,7; 158,6; 145,2; 136,2; 133,5; 127,5; 126,7; 116,0;
112,4; 111,3; 111,0.

HPLC-MS (ES*): CHsCN/H,0 2:98 a 95:5 (5 min), tr = 3,95 min, [M+H*] = 211.

4-(2-(4-(Trifluorometil)fenil)imidazo[1,2-a]piridin-7-il)fenol (13)

HO

Empleando el método experimental A2 una mezcla de 4-(4-hidroxifenil)-2-aminopiridina
(30 mg, 0,161 mmol), NaHCOs; (83 mg, 0,1 g/5 mL EtOH) y 2-bromo-1-(4-
(trifluorometil)fenil)etan-1-ona (30 mg, 0,322 mmol) en EtOH (4 mL) fue agitada a 90 °C.
El crudo de reaccion fue purificado en columna cromatografica usando CH>Cl./MeOH

como eluyente para obtener 31 mg, Rto 54%.
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RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) 5 9,74 (s, 1H): 8,56 (d, J = 7,1 Hz, 1H): 8,52 (s, 1H); 8,19
(d, J = 8,1 Hz, 2H): 7,80 (d, J = 6,4 Hz, 3H); 7,68 (d, J = 8,6 Hz, 2H); 7,26 (dd, J=7,2; 1,9
Hz, 1H); 6,89 (d, J = 8,6 Hz, 2H);

RMN '3C (126 MHz, DMSO-ds) d 158,4; 146,2; 143,6; 138,4; 137,5; 128,7; 128,2; 127,3;
126,4; 126,1 (q, Jee = 3,8 Hz); 124,8 (q, Jecr = 271 Hz); 116,3; 112,2; 111,8; 110,5.

HPLC-MS (ES*): CHsCN/H,0 30: 70 a 95:5 (10 min), tr = 1,96 min, [M+H*] = 355.

4-(2-(4-(Trifluorometil)fenil)imidazo[1,2-a]piridin-6-il)fenol (15)

Z /N: C
HO

Empleando el método experimental A2 una mezcla de 5-(4-hidroxifenil)-2-aminopiridina
(50 mg, 0,268 mmol), NaHCOs; (83 mg, 0,1 g/5 mL EtOH) y 2-bromo-1-(4-
(trifluorometil)fenil)etan-1-ona (215 mg, 0,805 mmol) en EtOH (4 mL) fue agitada a 90 °C.
El crudo de reaccion fue purificado en columna cromatografica para obtener 31 mg, Rto
31%.

RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) 8 9,65 (s, 1H): 8,77 (dd, J = 1,9; 1,0 Hz, 1H); 8,52 (s, 1H);
8,20 (d, J = 7,8 Hz, 2H); 7,80 (d, J = 7,9 Hz, 2H); 7,65 (d, J = 9,4 Hz, 1H): 7,58 (dd, J =
9,4: 1,8 Hz, 1H); 7,56 - 7,53 (m, 2H); 6,89 (d, J = 8,6 Hz, 2H).

3C NMR (126 MHz, DMSO-ds) d 157,4; 144,1; 142,9; 137,9; 127,7; 127,1; 126,0; 125,7;
125,6 (q, Jor = 3,8 Hz); 125,6; 124,3 (q, Jer = 272,5 Hz); 122,9; 116,7; 115,9; 110,8.

HPLC-MS (ES*): CHsCN/H,0 30:70 a 95:5 (10 min), tr = 2,91 min, [M+H*] = 355,

4-(2-(4-Metoxifenil)imidazo[1,2-a]piridin-7-il)fenol (16)

HO
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Empleando el método experimental A2 una mezcla de 4-(2-aminopiridin-4-il)fenol (69 mg,
0,386 mmol) y 2-bromo-1-(4-(metoxi)fenil)etan-1-ona (103 mg, 0,464 mmol) en acetona
(5 mL) fue agitada a 90 °C. EIl crudo de reaccion fue filtrado (0,22 pM) para obtener 82
mg, Rto 67%.

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 5 9,79 (s, 1H): 8,58 (d, J = 7,1 Hz, 1H): 8,33 (s, 1H); 7,89
(d, J = 8,7 Hz, 2H): 7,77 (s, 1H); 7,69 (d, J = 8,7 Hz, 2H); 7,34 (d, J = 7,1 Hz, 1H): 7,05 (d,
J = 8,8 Hz, 2H); 6,91 (d, J = 8,6 Hz, 2H); 3,81 (s, 3H).

RMN *C (101 MHz, DMSO-ds) d 159,4; 158,2; 144,2; 142,7; 127,9; 127,9; 127,0; 127,0;
124,7, 115,9; 114,3; 112,1; 109,6; 108,0; 55,2.

HPLC-MS (ES*): CHsCN/H.0 15:85 a 95:5 (5 min), tr = 4,09 min, [M+H*] = 317.

4-(2-(4-Metoxifenil)imidazo[1,2-a]piridin-6-il)fenol (17)

=N /
N7 ©
HO

Empleando el método experimental A2 una mezcla de 4-(6-aminopiridin-3-il)fenol (70 mg,
0,375 mmol) y 2-bromo-1-(4-(metoxi)fenil)etan-1-ona (103 mg, 0,464 mmol) en acetona

(5 mL) fue agitada a 90 °C. El crudo de reaccién fue filtrado para obtener 71 mg, Rto 60%.

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) 5 9,64 (s, 1H); 8,76 (s, 1H); 8,30 (s, 1H): 7,90 (d, J = 8,7
Hz, 2H); 7,61 (m, 2H); 7,54 (d, J = 8,5 Hz, 2H); 7,04 (d, J = 8,8 Hz, 2H); 6,89 (d, J = 8,6
Hz, 2H): 3,81 (s, 3H).

RMN '3C (126 MHz, DMSO-ds) d 159,2; 157,4; 143,1; 127,7; 127,0; 126,9; 125,8; 125,7;
122,8; 115,8; 115,6; 114,2; 108,5; 55,1.

HPLC-MS (ES*): CHsCN/H.0 15:85 a 95:5 (5 min), tr = 4,13 min, [M+H*] = 317.

(E)-7-Estirilimidazo[1,2-a]piridina (19)



10

15

20

25

WO 2025/003545 PCT/ES2024/070403

31

NN
N N\/)
Empleando el método experimental A2 una mezcla de (E)-4-estirilpiridin-2-amina (50 mg,

0,254 mmol) y 2-cloroacetaldehido (19 pL, 0,305 mmol) en acetona (6 mL) fue agitada a
40 °C para obtener 53 mg, Rto 94%.

RMN "H (400 MHz, Cloroformo-d) & 8,00 (d, J = 7,1 Hz, 1H); 7,54 (d, J = 8,0 Hz, 2H); 7,46
(d, J = 8,8 Hz, 3H); 7,31 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 7,26 — 7,17 (m, 2H); 7,03 (dd, J = 16,5; 6,5
Hz, 3H).

RMN **C (101 MHz, Cloroformo-d)  145,8; 136,7; 134,4; 134,1, 130,6; 128,9; 128,3;
126,8; 125,5; 115,7; 112,6; 110,2.

HPLC-MS (ES*): CHsCN/H0 5:95 a 95:5 (5 min), tr = 4,59 min, [M+H*] = 221,

(E)-2-(4-Metoxifenil)-7-estirilimidazo[1,2-a]piridina (20)

Empleando el método experimental A2 una mezcla de (E)-4-estirilpiridin-2-amina (63 mg,
0,323 mmol) y 2-bromo-1-(4-(trifluorometil)fenil)etan-1-ona (88 mg, 0,387 mmol) en
acetona (2 mL) fue agitada a 40 °C. El crudo de reaccién fue filtrado (0,22 pM) para
obtener 60 mg, Rto 47%.

RMN "H (500 MHz, Cloroformo-d) & 7,98 (d, J = 7,0 Hz, 1H); 7,73 (d, J = 8,7 Hz, 2H); 7,67
(s, TH): 7,44 (s, 1H): 7,39 (d, J = 7,1 Hz, 2H): 7,22 (t, J = 7,6 Hz, 2H); 7,14 (t, J= 7,3 Hz,
1H); 7,01 (d, J = 16,3 Hz, 1H); 6,98 - 6,92 (m, 2H); 6,81 (d, J = 8,8 Hz, 2H): 3,69 (s, 3H).

RMN **C (126 MHz, Cloroformo-d) & 159,4; 145,5; 145,3; 136,2; 134,3; 130,2; 128,5;
127,9; 127,0; 126,4; 126,45; 125,7; 125,2; 114,3; 113,9; 109,9; 107,5; 55,1.

HPLC-MS (ES*): CHsCN/H.0 15:85 a 95:5 (5 min), tr = 4,81 min, [M+H*] = 327.

7-(3,4-Dimetoxifenil)imidazo[1,2-a]piridina (21)
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Empleando el método experimental A2 una mezcla de 4-(3,4-dimetoxifenil)piridin-2-amina
(50 mg, 0,217 mmol), NaHCOs (50 mg, 0,1 g/5 mL EtOH) y 2-cloroacetaldehido (27 L,
5 0,434 mmol) en EtOH (2,5 mL) fue agitada a 90 °C para obtener 52 mg, Rto 94%.

RMN 'H (400 MHz, Cloroformo-d) 8 8,13 (d, J = 7,1 Hz, 1H); 7,76 (s, 1H): 7,63 (s, TH);
7,55 (s, 1H); 7,20 (dd, J = 8,3; 2,2 Hz, 1H); 7,15 (d, J = 2,2 Hz, 1H): 7,04 (dd, J=7,1: 1,8
Hz, 1H): 6,95 (d, J = 8,3 Hz, 1H); 3,95 (s, 3H): 3,92 (s, 3H).

RMN **C (101 MHz, Cloroformo-d) & 149,5; 146,1; 137,4; 134,3; 131,6; 125,6; 119,3;
10 113,9; 112,3; 111,9; 111,7; 109,9; 56,1.

HPLC-MS (ES*): CHsCN/H.0 10:90 a 95:5 (5 min), tr = 1,46 min, [M+H*] = 255.

Procedimiento experimental B: Heterociclacién (B1) y reaccién de acoplamiento
de Suzuki (B2)

NH2 2
N R?  NaHCO; NN
B1 x'—/\r v X e )R

1 X1—
N O \/N
2 5 6
X =Cl,Br, | X =Cl, Br X=1,Br
(en posicion 4 6 3) R? = H, Aril RZ=H, Aril
B2 x_//\é'j R2 ~BOH) Pd(PPh3)4, basi R—/Y:’\;)—RZ
N - 2 > N
\/ disolvente \/
3 M.O 1
X =Cl,Br, | R = Aril, (E)-estirenil Formula |
R2=H. Aril R = R®, R (Aril, (E)-estirenil
RZ=H, Aril

15

Heterociclacién (B1):
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Se afade la correspondiente a-halo-cetona (1,5 - 2 eq) a una mezcla de la
correspondiente halo-2-aminopiridina y NaHCO3 (0,1 g/5 mL -si se utiliz6 EtOH como
disolvente-) en EtOH. La mezcla de reaccién fue calentada a una temperatura superior a
la temperatura de ebullicion del disolvente empleado, en cada caso, durante 18 horas.
Transcurrido el tiempo de reaccion el disolvente fue evaporado a presién reducida y el
crudo de reaccion fue suspendido en una disolucion acuosa de K>COs y posteriormente
fue extraido utilizando AcOEt. Las fases organicas fueron secadas sobre MgSQO4 anhidro,
filtradas y el disolvente fue evaporado a presidn reducida para obtener las

correspondientes imidazo[1,2-a]piridinas.

Reaccion de Suzuki (B2):

Se afade la correspondiente halo-imidazo[1,2-a]piridina (1 eq) a una mezcla del
correspondiente acido boronico (1,2 €q), y la correspondiente base (NaHCO; (1,3 eq) o
K>COs (1,1 eq)) y de Pd(PPhs)s (2 mmol%) en 1,4-dioxano/H0O (3:1) o DME/H0 (4:1) -
dependiendo de la reaccién- en un tubo de microondas. La mezcla se calienta a 130 °C
durante 30 minutos. Transcurrido el tiempo de reaccién el disolvente fue evaporado a
presién reducida y el crudo de reaccién fue purificado en columna cromatografica para

obtener las correspondientes imidazo[1,2-a]piridinas.

Se afade la correspondiente halo-imidazo[1,2-a]piridina (1 eq) a una mezcla del
correspondiente acido borénico (1,2 eq) y la correspondiente base (NaHCO; (1,3 eq) o
K>COs (1,1 eq)) y de Pd(PPhs)s (2 mmol%) en 1,4-dioxano/H0O (3:1) o DME/H0 (4:1) -
dependiendo de la reaccién. La mezcla se calienta a reflujo durante 18 h. Transcurrido el
tiempo de reaccion el disolvente fue evaporado a presién reducida y el crudo de reaccion
fue purificado en columna cromatografica para obtener las correspondientes imidazo[1,2-

a]piridinas.

6-lodo-2-(4-(trifluorometil)fenil)imidazo[1,2-a]piridina (25)

Z /N: C
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Empleando el método experimental B1 una mezcla de 5-iodo-2-aminopiridina (41 mg,
0,136 mmol), NaHCO3 (80 mg, 0,1 g/5 mL EtOH) y 2-bromo-1-(4-(trifluorometil)fenil)etan-
1-ona (60 mg, 0,204 mmol) en EtOH (4 mL) fue agitada a 90 °C y el crudo de reaccién
fue purificado en columna cromatogréafica usando CH.Cl,/MeOH como eluyente para
obtener 25 mg, Rto 47%.

RMN 'H (400 MHz, Cloroformo-d) & 8,40 (s, 1H); 8,03 (d, J = 8,0 Hz, 2H); 7,85 (s, 1H);
7,68 (d, J= 8,1 Hz, 2H): 7,45 (d, J = 9,4 Hz, 1H); 7,37 (dd, J = 9,5; 1,6 Hz, 1H).

RMN *C (101 MHz, Cloroformo-d) & 144,6; 144,4; 136,6; 133,4; 126,3; 125,9 (q, Jcr =
273 Hz); 124,3 (q, Jcr = 3,8 Hz); 118,7; 108,7; 75,8.

HPLC-MS (ES*): CHsCN/H,0 40:60 a 95:5 (10 min), tr = 5,57, [M+H*] = 389.

7-(Benzofuran-2-il)imidazo[1,2-a]piridina. (26) PS1906

o)

NN

\N\/)

Empleando el método experimental A1, se afiaden sucesivamente 4-iodo-2-aminopiridina
(440 mg, 2.15 mmol), acido benzofuran-2-bordnico (584 mg, 3.6 mmol), Pd(PPh3),, (248
mg, 10 mol%), y Na,COs; (477 mg, 4.5 mmol) a una mezcla de dioxano (74 mL) y H,O (6
mL). La mezcla se mantiene a reflujo bajo argén durante 18 h. Tras eliminaciéon del
disolvente a vacio, el crudo de reaccién se purifico mediante cromatografia en columna
empleando CH»Cl,/MeOH como eluyente para obtener 431 mg, Rto 95 %. Empleando el
meétodo experimental A2, el producto asi obtenido (5-(benzofuran-2-il)piridin-2-amina) se
disolvi6 en EtOH (15 mL) y se afadieron sucesivamente una disolucion de
cloroacetaldehido (40% en agua, 1.0 mL) y NaHCOs (344 mg, 4.1 mmol). La mezcla se
mantuvo a reflujo durante 18 h. Tras dilucidn con acetato de etilo, filtracion a través de
celita, lavado con disolucién saturada de cloruro sédico, secado de la fase organica sobre
MgSO,, filtracidn, y evaporacion del disolvente a vacio, el crudo de reaccién fue purificado
en columna cromatografica usando CH>Cl,/MeOH como eluyente para obtener 440 mg
del compuesto 26. Rto 92 %.

Empleando el método experimental B2 se disolvié el acido benzofuran-2-borénico (62 mg,
0,106 mmol), K.COs (46 mg, 0,106 mmol), Pd(PPhs)s; (6 mg, 2 mol%) y 7-
bromoimidazo[1,2-a]piridina (50 mg, 0,082 mmol) en 5 mL de una mezcla de DME/ H>O
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(4:1). El crudo de reaccidon fue purificado en columna cromatografica usando

CH2Cl./MeOH como eluyente para obtener 42 mg, Rto 70 %.

RMN "H (400 MHz, Cloroformo-d) & 8,09 - 8,00 (m, 2H); 7,62 (s, 1H); 7,55 - 7,43 (m, 3H);
7,29-7,21 (m, 1H); 7,20 - 7,11 (m, 2H); 7,01 (s, 1H).

RMN **C (101 MHz, Cloroformo-d) & 155,2; 153,8; 145,5; 135,0; 129,0; 126,7; 125,8;
125,1; 123,3; 121,2; 113,0; 112,9; 111,4; 109,7; 103,2.

HPLC-MS (ES*): CHsCN/H.0 15:85 a 95:5 (5 min), tr = 1,39 min, [M+H*] = 235.

El compuesto PS19086, tiene también efecto antiinflamatorio en un modelo murido in vivo
de dafo pulmonar agudo (ALl en inglés), donde presenta grandes diferencias
macroscopicas y un significativamente diferente al grupo de ratones enfermos tratados
con LPS. El analisis por citometria de flujo del lavado broncoalveolar evidencié un efecto
antiinflamatorio dependiente de dosis del compuesto PS1906, tanto en neutrofilos como

en linfocitos y en el recuento total de células infiltradas.

4-(Imidazo[1,2-a]piridin-6-il)fenol (27)

NN N/\/)
HO

Empleando el método experimental B2 se disolvié el acido 4-hidroxifenil borénico (20 mg,
0,147 mmol), K>COs (22 mg, 0,160 mmol), Pd(PPhs)s, (2 mg, 2 mmol%) y 6-
iodoimidazo[1,2-a]piridina (30 mg, 0,123 mmol) en 3 mL de una mezcla de DME/H.0O
(4:1). El crudo de reaccidon fue purificado en columna cromatografica usando

CH2Cl./MeOH como eluyente para obtener 28 mg, Rto 70 %.

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 9,60 (s, 1H); 8,78 (s, 1H); 7,93 (s, 1H); 7,63 — 7,55 (m,
2H): 7,55 — 7,48 (m, 3H); 6,87 (d, J = 8,6 Hz, 2H).

RMN **C (101 MHz, DMSO) d 157,2; 143,5; 133,3; 127,6; 127,3; 125,1; 124,4; 122,9;
116,7; 115,8; 113,3.

HPLC-MS (ES*): CHsCN/H,0 2:98 a 95:5 (5 min), tr = 3,92 min, [M+H*] = 211.

(E)-6-Estirilimidazo[1,2-a]piridina (28)
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Empleando el método experimental B2 se disolvid el acido stiril borénico (22 mg, 0,147
mmol), NaHCOs (11 mg, 0,135 mmol), Pd(PPha)s4, (2 mg, 2 mmol%) y 6-iodoimidazo[1,2-
alpiridina (30 mg, 0,123 mmol) en 3 mL de una mezcla de 1,4-dioxano/H.O (3:1). El crudo
de reaccion fue purificado en columna cromatografica usando CH.Cl,/MeOH como

eluyente para obtener 25 mg, Rto 91 %.

RMN 'H (400 MHz, Cloroformo-d) & 8,05 (s, 1H); 7,57 - 7,50 (m, 2H); 7,47 (s, 1H); 7,46 -
7,36 (m, 3H); 7,34 - 7,25 (m, 2H); 7,25 - 7,17 (m, 1H); 6,99 (d, J = 16,3 Hz, 1H); 6,92 (d,
J=16,3 Hz, 1H).

RMN **C (101 MHz, Cloroformo-d) & 145,1; 136,9; 134,1; 129,5; 128,9; 128,1; 126,5;
124,3; 124,2; 123,5; 122,4; 117,9; 112,9.

HPLC-MS (ES*): CHsCN/H.0 10:90 a 95:5 (5 min), tr = 4,13 min, [M+H*] = 221.

6-(Benzofuran-2-il)imidazo[1,2-a]piridina (29)

z N

o N2

|

Empleando el método experimental B2 se disolvié el acido benzofuran-2-borénico (16 mg,
0,106 mmol), K>COs (15 mg, 0,106 mmol), Pd(PPhs)s, (2 mg, 2 mmol%) y 6-
iodoimidazo[1,2-a]piridina (20 mg, 0,082 mmol) en 3 mL de una mezcla de DME/H.O
(4:1). El crudo de reacciéon fue purificado en HPLC semipreparativo (gradiente: 10: 90 a
40: 60 CH3CN/H20 durante 30 min) para obtener 10 mg, Rto 52 %.

RMN "H (400 MHz, Acetona-ds) 8 9,07 (s, 1H); 8,02 (s, 1H); 7,74 (dd, J=9,5; 1,8 Hz, 1H);
7,70 — 7,60 (m, 3H); 7,56 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 7,41 — 7,32 (m, 2H); 7,27 (t, J = 7,4 Hz, 1H).

RMN **C (101 MHz, Acetona-ds) d 155,6; 153,9; 145,4; 135,0; 130,0; 125,6; 124,1; 123,9;
122,5; 121,9; 118,5; 117,0; 114,8; 111,7; 103,2.

HPLC-MS (ES*): CHsCN/H.0 10:90 a 95:5 (5 min), tr = 4,40 min, [M+H*] = 235.
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6-(3,4-Dimetoxifenil)imidazo[1,2-a]piridina (30)

Empleando el método experimental B2 se disolvié el acido 3,3,4-dimetoxifenil borénico
(33 mg, 0,184 mmol), Na-CO3 (20 mg, 0,246 mmol), Pd(PPhs)4, (7 mg, 5 mmol%) y 6-
iodoimidazo[1,2-a]piridina (30 mg, 0,123 mmol) en 3 mL de una mezcla de
H>O/MeOH/Tolueno (1:2:8). El crudo de reaccion fue purificado en columna

cromatografica usando CH>Cl,/MeOH como eluyente para obtener 30 mg, Rto 96 %.

RMN 'H (400 MHz, Cloroformo-d) & 8,25 (s, 1H); 7,64 (t, J = 10,9 Hz, 3H); 7,39 (dd, J =
9,3; 1,9 Hz, 1H); 7,09 (dd, J = 8,2; 2.2 Hz, 1H); 7,03 (d, J= 2,1 Hz, 1H); 6,95 (d, J = 8,2
Hz, 1H); 3,95 (s, 3H): 3,92 (s, 3H).

RMN **C (101 MHz, Cloroformo-d) & 149,5; 149,2; 144,7; 134,0; 130,3; 126,9; 125,4;
122,6; 119,5; 117,7; 112,8; 111,8; 110,3; 56,1; 56,1.

HPLC-MS (ES™): CHsCN/H>0 10:90 a 95:5 (5 min), tr = 1,39 min, [M+H*] = 255.
Procedimiento experimental C: Reaccién de Heck

Pd(OAG), KOAG N
N \/R/Het

Y e TS
N7 r DMF
7 8

165°C,2h  \_J

Se anade Pd(OAc), (10 mmol%) a una disolucién de la correspondiente imizado[1,2-
alpiridina (1 eq), el correspondiente haloheteroaril (1,3 eq) y KOAc (2 eq) en DMF (4 mL)
en un tubo de microondas, bajo corriente de argon. Después de irradiar el tubo a 165 °C
durante 2 horas se afiade a la mezcla de reaccidén una solucién concentrada de KOH (1
mL) y se deja bajo agitacion durante 1 hora a temperatura ambiente. Transcurrido el
tiempo de reaccién se afade H>O y la mezcla de reaccién es extraida con AcOEt. Las
fases organicas se secan sobre MgSQOs y el disolvente es evaporado a presion reducida.
El crudo de reaccién se purifica en columna cromatografica usando una mezcla de

Hexano/AcOEt para obtener las correspondientes imidazo[1,2- a]piridinas.
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Etil 5-(imidazo[1,2-a]piridin-3-il)-1H-indol-2-carboxilato (31)

Empleando el método experimental C se afade Pd(OAc). (15 mg, 10 mmol%) a una
disolucion de imizado[1,2-a]pyridine (80 mg, 0,677 mmol), 5-bromo-1H-indol-2-
carboxilato de etilo (0,235 mg, 0,880 mmol) y KOAc (86 mg, 0,880 mmol) en DMF (4 mL).
El crudo de reaccién se purificé en columna cromatografica usando una mezcla de

Hexano/AcOEt como eluyente para obtener 130 mg, Rto 62%.

RMN 'H (400 MHz, Cloroformo-d): & 9,61 (s, 1H); 8,33 (d, J = 6,9 Hz, 1H); 7,86 (s, 1H);
7,70 (d, J = 11,5 Hz, 2H); 7,58 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 7,48 (d, J = 8,5 Hz, 1H); 7,29 (s, 1H);
7,20 (t, J= 7,9 Hz, 1H); 6,80 (t, J = 6,9 Hz, 1H); 4,44 (q, J = 7,1 Hz, 2H); 1,43 (t, J = 7,1
Hz, 3H).

RMN **C (101 MHz, Cloroformo-d): d 161,9; 145,8; 136,7; 132,1; 128,8; 128,1; 126,4;
126,0; 124,2; 123,5; 122,6; 121,8; 118,2; 113,0; 112,6; 108,7; 61,3; 14,5.

HPLC-MS (ES*): CHsCN/H,0 10:90 a 90:10 (5 min), tr = 4,24, [M+H*] = 306.

7-(Benzofuran-3-il)imidazo[1,2-a]piridina (32)

N\ \ N

™ N\/)

La sintesis de 32 fue realizada empleando el procedimiento general B2. Utilizando
7-bromoimidazo[1,2-a]piridina (0,25 mmol), acido benzofuran-3-borénico (0,33
mmol) en DME/H20 (4:1). Obteniendo un sdlido de color blanco amarillento con

un rendimiento de 82%.
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H NMR (500 MHz, CDCls) 8 8.21 (d, J = 7.0 Hz, 1H, 5), 7.98 (d, J = 0.9 Hz, 1H),
7.97 —7.90 (m, 2H), 7.69 (s, 1H), 7.62 (s, 1H), 7.61 — 7.55 (m, 1H), 7.44 — 7.33
(m, 2H), 7.09 (d, J = 7.0 Hz, 1H, 6). 13C NMR (126 MHz, CDCls) 5 156.32, 142.59,
134.44, 132.54, 128.94, 128.85, 126.31, 126.03, 125.45, 123.87, 120.73, 115.14,
112.96, 112.79, 112.41. MS (ES* m/z), 235 [M+H]*.

6-(Benzofuran-3-il)imidazo[1,2-a]piridina (33)

=N
N2
I

O

La sintesis de 33 fue realizada empleando el procedimiento general B2. Utilizando
6-iodoimidazo[1,2-alpiridina (0,20 mmol), acido benzofuran-3-bordnico (0,26
mmol) en DME/H20 (4:1). Obteniendo un solido verde oscuro con un rendimiento
de 68%.

TH NMR (500 MHz, CDCl3) 8 8.42 (s, 1H), 7.83 (s, 1H), 7.79 — 7.76 (m, 1H), 7.74
(d, J=9.3 Hz, 1H), 7.69 (s, 1H), 7.67 (s, 1H), 7.58 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 7.44 (dd, J
=9.3,1.7 Hz, 1H), 7.42-7.38 (m, 1H), 7.35 (td, J = 7.6, 1.0 Hz, 1H)."3C NMR (126
MHz, CDCls) 8 155.9, 144.8, 141.7, 134.0, 126.1, 125.5, 125.2, 123.5, 123.2,
120.0, 118.6, 118.3, 117.9, 113.0, 112.2. MS (ES*,m/z), 235 [M+H]*.

7-(Furan-3-il)imidazo[1,2-a]piridina (34)

X \ N

> N\/)
La sintesis de 34 fue realizada empleando el procedimiento general B2. Utilizando
7-bromoimidazo[1,2-a]piridina (0,25 mmol), acido furan-3-boronico (0,33 mmol) en

1,4-dioxano/H20 (3:1). Obteniendo un aceite marrén con un rendimiento de 73%.

H NMR (500 MHz, CDCls) 8 8.26 (dd, J = 1.7, 1.0 Hz, 1H, 10), 7.75 - 7.74 (m,
1H, 3), 7.71 (d, J=9.4 Hz, 1H, 5), 7.66 (d, J = 1.3 Hz, 1H, 2), 7.61 (m, 1H, 8), 7.53
—7.52 (m, 1H, 12), 7.37 (dd, J = 9.3, 1.7 Hz, 1H, 6), 6.67 (dd, J = 1.9, 0.9 Hz, 1H,
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11).3C NMR (126 MHz, CDCls) & 144.29 (C12), 138.84 (C3), 132.13 (C2), 132.05
(C8a or C10a), 128.5 (C8a or C10a), 124.90 (C6), 122.14 (C10), 121.6 (C5) 117.64
(C5), 112.76 (C8), 108.33 (C11). HPLC-MS (ES+): CH3CN/H20 20:95 to 95:20, t
= 0.98 (92%): MS (ES*,m/z), 185 [M+H]*.

6-(Furan-3-il)imidazo[1,2-a]piridina (35)

=N
™ N\/)
O

e,

La sintesis de 35 fue realizada empleando el procedimiento general B2. Utilizando
6-iodoimidazo[1,2-a]piridina (0,25 mmol), acido furan-3-bordnico (0,32 mmol) en
1,4-dioxano/H20 (3:1). Obteniendo un aceite de color marrén con un rendimiento
de 58%.

H NMR (500 MHz, CDCls) & 8.11 (dd, J = 7.0, 1.0 Hz, 1H, 12), 7.81 (s, 1H, 5),
7.71 (m, 1H, 10), 7.63 (d, J = 1.3 Hz, 1H, 2), 7.56 (m, 1H, 3), 7.52 (t, J = 1.7 Hz,
1H, 7), .94 (dd, J = 7.0, 1.7 Hz, 1H, 11), 6.78 - 6.77 (m, 1H, 8).3C NMR (126
MHz, CDCls) 5 146.1 (C10a), 144.7 (C2), 139.8 (C5), 134.2 (C3), 126 (C8a), 125.7
(C12), 125.2 (C6), 113.3 (C7), 112.7 (C10), 111.9 (C11), 108.8 (C8). HPLC-MS
(ES+): CHsCN/H20 2:50 to 50:2, £, = 1.67 (98%); MS (ES*,m/z), 185 [M+H]*.

7-(Tiofen-3-il)imidazo[1,2-a]piridina (36)
C ]
N\

A N=N

™ N\/)
La sintesis de 36 fue realizada empleando el procedimiento general B2. Utilizando
7-bromoimidazo[1,2-a]piridina (0.30 mmol), &cido tiofen-3-bordnico (0.39 mmol)
en 1,4-dioxano/H20 (3:1). Obteniendo un sdlido de color rojo oscuro con un

rendimiento de 87%.



10

15

20

25

WO 2025/003545 PCT/ES2024/070403
41

H NMR (500 MHz, CDCls) 8 8.12 (d, J = 7.1 Hz, 1H, 5), 7.82 (s, 1H, 8), 7.65 (s,
1H), 7.58 - 7.54 (m, 2H), 7.45 - 7.42 (m, 2H), 7.07 (d, J = 7.1 Hz, 1H, 6)."*C NMR
(126 MHz, CDCls) 8 146.0, 140.1, 134.4, 132.3, 127.1, 125.9 (C5), 125.8, 121.6,
113.7 (C8), 112.3, 112.1 (CB). HPLC-MS (ES+): CHsCN/H20 2:50 to 50:2, ¢, = 4.41
(99%): MS (ES*,m/z), 200 [M+H]*.

6-(Tiofen-3-il)imidazo[1,2-a]piridina (37)

A N\=N
. N\/)
S

e

La sintesis de 37 fue realizada empleando el procedimiento general B2. Utilizando
6-iodoimidazo[1,2-a]piridina (0,25 mmol), acido tiofen-3-bordnico (0,32 mmol) en
1,4-dioxano/H20 (3:1). Obteniendo un sdlido de color marrén grisaceo con un

rendimiento de 82%.

H NMR (500 MHz, CDCls) 3 8.16 (s, 1H), 7.47 — 7.43 (m, 4H), 7.30 — 7.23 (m,
1H), 7.15 (s, 1H), 7.08 (s, 1H). *C NMR (126 MHz, CDCls) 5 144.7, 138.2, 134.1,
132.2, 127.2, 125.8, 125.0, 122.5, 120.9, 117.9, 112.9. HPLC-MS (ES+):
CH3CN/H20 5:95 to 95:5, t = 4.21 (99%): MS (ES*,m/z), 200 [M+H]*.

7-(Piridin-4-il)imidazo[1,2-a]piridina (38)

N™ X

|
= = N

NN N\/)
La sintesis de 38 fue realizada empleando el procedimiento general B2. Utilizando
7-bromoimidazo[1,2-a]piridina (0,41 mmol), acido piridinil-4-bordnico (0,52 mmol)
en 1,4-dioxano/H20 (3:1). Obteniendo un sdlido de color marron claro con un

rendimiento de 61%.

H NMR (500 MHz, MeOD4) & 8.65 (d, J = 6.4 Hz, 2H, 10), 8.59 (d, J = 7.1 Hz, 1H,
5), 7.99 (s, 1H, 8), 7.95 (s, 1H, 3), 7.86 — 7.83 (m, 2H, 11), 7.69 (s, 1H, 2), 7.37
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(dd, J = 7.2, 1.8 Hz, 1H, 6). 3C NMR (126 MHz, MeOD4) & 150.9 (C10), 148.0
(C11a), 146.4 (C8a), 136.1 (C7), 134.7(C2), 128.6 (C5), 122.8 (C11), 115.3 (C8),
114.9 (C3), 112.6 (C6). HPLC-MS (ES+): CHaCN/H20 2:95 t0 95:2, t, = 0.96 (97%);
MS (ES* m/z), 196 [M+H]".

6-(Piridin-4-il)imidazo[1,2-a]piridina (39)

A N=N

% NN N\/)

Na |

La sintesis de 20 fue realizada empleando el procedimiento general B2. Utilizando
6-iodoimidazo[1,2-a]piridina (0,33 mmol), acido piridinil-4-bordnico (0,42 mmol) en

1,4-dioxano/H20 (3:1). Obteniendo un sélido morado con un rendimiento de 70%.

H NMR (500 MHz, MeOD4) 8 9.03 —9.01 (m, 1H, 5), 8.63 (dd, J=4.7, 1.6 Hz, 2H,
10), 7.98 (s, 1H, 3), 7.79 (dd, J = 4.7, 2.0 Hz, 2H, 11), 7.74 (dd, J = 9.4, 1.8 Hz,
1H, 7), 7.69 (d, J = 9.4 Hz, 1H, 8), 7.65 (d, J = 1.4 Hz, 1H, 2). 13C NMR (126 MHz,
MeOD.) & 150.8 (C10), 146.9 (C11a), 146.0 (C8a), 134.2 (C8), 126.9 (C5), 125.9
(C7), 124.9(C6), 122.8 (C11), 117.9 (C2), 1154 (C3). HPLC-MS (ES+):
CH3CN/H20 2:95 to 95:2, £ = 0.71 (95%); MS (ES*,m/z), 196 [M+H]*.

7-(Dibenzotiofen-3-il)imidazo[1,2-a]piridina (40)

o C

La sintesis de 40 fue realizada empleando el procedimiento general B2. Utilizando
7-bromoimidazo[1,2-a]piridina (0,41 mmol), &cido dibenzotiofen-4-boronico (0,52
mmol) en 1,4-dioxano/H20 (3:1). Obteniendo un sdélido naranja con un rendimiento
de 90%.

H NMR (500 MHz, CDCls)  8.25 (dd, J = 7.0, 0.5 Hz, 1H, 5), 8.21 — 8.19 (m, 2H),
8.02 (d, J = 0.6 Hz, 1H), 7.86 — 7.84 (m, 1H), 7.73 (d, J = 1.2 Hz, 1H), 7.67 — 7.66
(m, 1H), 7.60 — 7.60 — 7.57 (m, 1H), 7.55 (dd, J = 7.4, 1.4 Hz, 1H), 7.49 — 7.47 (m,
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2H), 7.22 (dd, J = 7.0, 1.8 Hz, 1H, 6)."*C NMR (126 MHz, CDCls) d 145.91 (C8a),
139.73, 138.66, 137.30, 136.96, 135.95, 134.92 (C7), 132.52, 128.93, 127.44,
127.11,126.12, 125.63 (C5), 124.98, 123.08, 121.63, 117.01, 113.59 (CB), 112.80.
HPLC-MS (ES+): CH3CN/H20 15:95 to 95:15, {; = 4.50 (96%); MS (ES*,m/z), 301
[M+H]*.

6-(Dibenzotiofen-3-il)imidazo[1,2-a]piridina (41)

S N_n
OO
La sintesis de 41 fue realizada empleando el procedimiento general B2. Utilizando
6-iodoimidazo[1,2-a]piridina (0,33 mmol), acido dibenzotiofen-4-borénico (0,42
mmol) en 1,4-dioxano/H20 (3:1). Obteniendo un sdlido de color amarillo claro con

un rendimiento de 69%.

H NMR (500 MHz, CDCls) 3 8.50 (p, J = 1.3 Hz, 1H), 8.23 — 8.19 (m, 2H), 7.87 —
7.84 (m, 1H), 7.78 (d, J = 9.4 Hz, 1H), 7.73 (s, 1H), 7.68 (s, 1H), 7.61 — 7.53 (m,
2H), 7.51 — 7.48 (m, 3H). 13C NMR (126 MHz, CDCls) & 144.80, 139.20, 138.80,
136.51, 135.65, 134.25, 132.71, 132.13, 127.14, 126.94, 126.08, 125.77, 125.27,
124.69, 124.54, 122.71, 121.88, 121.17, 117.93, 112.94. HPLC-MS (ES+):
CHsCN/H20 30:95 to 95:30, t = 1.17 (94%); MS (ES*,m/z), 301 [M+H]"*,

Sintesis 5-(7-(Benzofuran-2-il)-3-imidazo[1,2-a]piridin)-1H-indol-2-carboxilato de
etilo, (42)
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Se disuelven 7-(benzofuran-2-il)imidazo[1,2-a]piridina (0,21 mmol) y 5-bromo-1H-
indol-2-carboxilato de etilo (0,28 mmol) en DMF (6 mL) en un tubo de microondas,
bajo corriente de nitrégeno Se afade Pd(OAc)> (10 mmol%). Transcurridas 2
horas bajo irradiacion de microondas a 165 °C se afadi6 a la mezcla de reaccion
una solucion concentrada de KOH (1 mL). Transcurrida 1 hora a temperatura
ambiente se afiadid H2O y la mezcla de reaccidn fue extraida con AcOEt. Las
fases organicas fueron secadas sobre MgSQO4 anhidro, filtradas y el disolvente
fue evaporado a presidn reducida. El crudo de reaccidn fue purificado en columna
cromatogréfica usando como eluyente una mezcla de Hexano/AcOEt (1:4) para
obtener el producto correspondiente (42) como un sélido amarillo con un

rendimiento de 33%.

H NMR (500 MHz, CDCl3) 5 9.38 (s, 1H, 15) 8.36 (d, J = 7.2 Hz, 1H, 5), 8.18 (s,
1H, 11), 7.89 (s, 1H), 7.77 (s, 1H), 7.62 — 7.59 (m, 2H), 7.56 (d, J = 8.2 Hz, 1H),
7.51(dd, J =8.5, 1.7 Hz, 1H), 7.35 - 7.30 (m, 2H, 17), 7.27 — 7.23 (m, 2H, 6), 7.11
(s, 1H), 4.45 (9, J = 7.1 Hz, 2H, 23), 1.45 (t, J = 7.1 Hz, 3H, 24). 3C NMR (126
MHz, CDCls) 8 162.0, 155.2, 154.0, 145.9, 136.7, 133.7, 129.1, 128.9, 128.0,
127.1, 126.3, 126.0, 125.2, 123.5 (C5), 123.4, 122.5, 121.6, 121.3, 113.2 (C11),
111.5, 109.8 (C8), 109.6, 108.8 (C17), 103.2, 61.2 (C23), 14.3 (C24). HPLC-MS
(ES+): CHsCN/H20 40:95 to 95:40, £ = 1.10 (91%): MS (ES*,m/z), 422 [M+H]*.

B. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA DE LA QUINASA TGFB-1R (ALK5)

Se analizaron los siguientes compuestos de sintesis quimica (Tabla 1) para determinar
su actividad inhibidora in vitro mediante la determinacién de capacidad de fosforilacién de
la quinasa Alk5 (TGFBRI), siguiendo las indicaciones de Roth et al. (2010) (Roth GJ,
Heckel A, BrandI T, Grauert M, Hoerer S, Kley JT, et al. Design, Synthesis, and Evaluation
of Indolinones as Inhibitors of the Transforming Growth Factor  Receptor | (TGFBRI). J
Med Chem.2010;53(20):7287-95; hitns/idolom/10. 102 /m 1008 12a).
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Ci1sH1sN3O2 305,337 31/ PS1801
C20H16N202 316,36 16
C1sH10N20 210,236 12
CisH10N20 234,258 26/ PS1906

Tabla 1. Listado inicial de compuestos analizados

Para ello se utilizo la proteina Alk5 recombinante de origen comercial (Abcam, ref.
ab105908), asi como el sistema comercial Kinase-Glo® Luminiscent kinase assay
platform (Promega, ref. TB372), que determina el adenosin trifosfato (ATP) no consumido
en la reaccién de fosforilacion por su conjugacion a luciferina en una reaccion catalizada
por la enzima luciferasa en presencia de Mg?. La luminiscencia observada es
inversamente proporcional a la actividad quinasa. Como control de inhibicion se utilizé el
compuesto GW788388 Hydrate (Sigma-Aldrich ref. SML0116), ampliamente utilizado en

este tipo de ensayos.

Inicialmente se puso a punto el ensayo de reaccion de fosforilacidon con diluciones
seriadas de sustrato (se estim6 1:8 como la mejor); y diferentes concentraciones de ATP,
estimandose en este caso la concentracion de 100 uM como la idonea. Asi mismo se
determiné la concentracién de quinasa recombinante realizando ensayos con diluciones
seriadas de la misma (de 20ng hasta 0.62 ng), determinandose 3 ng como la

concentracién idénea por pocillo (volumen final 100 L).

Una vez determinadas la condiciones 6ptimas de la reaccion, se probaron los compuestos
de sintesis quimica, que inicialmente fueron disueltos en dimetilsulféxido (DMSO) a una
concentracién de 1mM. A partir de dicha solucion madre se realizaron diluciones en
tampdn quinasa (Tris-HCI pH 7.5 40 mM; MgCl» 20 mM; Albumina suero bovino (BSA) 0.1
mg/mL) de 10uM y valorando concentraciones de 5y 10 yM. Las reacciones se llevaron
a cabo en un volumen total de 50 uL en placas de plastico multipocillo (96 pocillos) de
microtitulacion Microtiter® Microlite™ 1+ (Thermo Scientific, ref. 7571), que permiten su

uso para determinar luminiscencia en luminémetros.

PCT/ES2024/070403
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La reaccién incluia:
Inhibidores (10uM)........ 5uL

ATP (1mM)................... 5puL
AIk5 quinasa (10 ng/uL)..3 uL
Tampon.....................37 UL

La incubacion fue 2h a temperatura ambiente en agitacion y oscuridad siguiendo las
instrucciones del sistema comercial.

Transcurrido ese tiempo se anadia 50 uL de sustrato comercial (diluido 1:8), se dejaba en
agitacién 10 min a temperatura ambiente y se procedia a la lectura de la luminiscencia en
un lector Luminoskan Ascent instrument (Thermo Scientific, Waltham, USA).

Todas las reacciones se realizaron por duplicado.

C. ESTUDIOS DE TOXICIDAD DE COMPUESTOS QUIMICOS SINTETIZADOS EN
CELULAS EN CULTIVO

El primer estudio que se realizé fue investigar si dichos compuestos presentaban
toxicidad sobre células humanas en cultivo. Se analizé su efecto sobre macrofagos y

sobre células de epitelio intestinal.

C.1. Ensayo de citotoxicidad (MTT).

Para cuantificar el porcentaje de células que se mantenian viables en cada uno de
los experimentos, se evaluaron macréfagos THP-1-XBlue™-CD14 (InvivoGen de 8
a 13 pases), derivados de monocitos humanos THP-1, y que expresan de forma
estable el gen de la enzima fosfatasa alcalina inducible por promotor de NF-kB y
AP-1.

Se utilizd el colorante MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difeniltetratozoliobromuro)
(Biotium). Este ensayo esta basado en la escisiéon de la sal de tetrazolio MTT (de color
amarillo), para formar cristales de formazan (de color morado), producida por las células
metabdlicamente activas. El formazan se solubiliza con DMSO y su concentracion se
determina por espectrofotometria; la densidad 6ptica es proporcional al numero de células

viables.
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En primer lugar, los monocitos THP1-XBlue™-CD14 (InvivoGen, de 8 a 13 pases) se
diferenciaron a un fenotipo de tipo macréfago utilizando forbol-12-miristato-13-acetato
(PMA, Sigma Aldrich), que a 100 ng/mL se ha mostrado como la alternativa mas eficaz
para la obtencion de macréfagos THP-1, con similitud con macréfagos mononucleares de
sangre periférica (PBMC) (Starr et al., 2018). Para ello, las células se sembraron en
placas de 96 pocillos a una densidad de 3 x 10° células/mL en medio RPMI 1640 (Gibco)
suplementado con un 10% de FBS, penicilina, estreptomicina (ambas a una
concentracion de 100 ug/mL, Sigma-Aldrich) y PMA (100 ng/mL) (Sigma-Aldrich), y fueron
cultivadas a 37 °C, 5% CO- durante 48 h. Posteriormente, el medio fue sustituido por uno
equivalente, pero sin la suplementacion con PMA, cultivandose esta vez las células a 37
°C, 5% CO, durante 24 h mas. A continuacion, las células se lavaron dos veces con PBS
(10mM, pH 7.4), y se anadieron 100 uL de RPMI 1640 suplementado con penicilina y
estreptomicina (100ug/mL) pero sin FBS. se sembraron en placas de 96 pocillos en
condiciones idénticas a las empleadas en los ensayos de antiinflamacion. A continuacion,
se lavaron las células con PBS y se trataron con diferentes compuestos: 1) PBS (10 uL)
(control positivo de crecimiento, (vehiculo)); 2) diferentes concentraciones de los
compuestos quimicos producidos (1 uM, 5 uM y 10 uM). Las placas se incubaron durante
24 horas a 37 °C, 5% CO. y, a continuacion, se afadieron 10 uL de MTT a cada pocillo y
la placa se incubé durante 4 horas a 37 °C, 5% COo.. Los cristales de formazan formados
se disolvieron en 180 yL de DMSO vy la placa se incubé 20 minutos en agitacion a
temperatura ambiente. La absorbancia se midié en cada pocillo a 595 nm (problema) y a
655 nm (background), siguiendo las instrucciones del fabricante, en un equipo iMark™
Microplate Absorbance Reader (Bio-Rad). Las muestras fueron analizadas por triplicado.

El porcentaje de células viables se calculd con la siguiente férmula:

% Viabilidad = (Asgs — Asss Muestra problema) / (Asgs — Asss Control positivo) x 100

D. DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA EN MACROFAGOS EN
CULTIVO DE LOS COMPUESTOS SINTETIZADOS

D.1. Ensayo de efecto antiinflamatorio

Para el estudio de la actividad antiinflamatoria de los compuestos quimicos sintetizados
hemos utilizado como biomarcador el factor de transcripcion NF-kB, implicado en
procesos de inflamacion. Para ello se ha utilizado la linea celular THP-1-XBlue™-CD14
(InvivoGen), derivada de monocitos humanos THP-1, y que expresa de forma estable el

gen de la enzima fosfatasa alcalina inducible por promotor de NF-kB y AP-1. Ademas,
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estas células sobre-expresan de manera estable CD14, un receptor especifico de
macrofagos de tipo Toll (Toll like receptors, TLR), como TLR4. Asi, al estimular este
receptor CD14 (por ejemplo, con lipopolisacarido bacteriano, LPS, InvivoGen), las células
THP1-XBlue™-CD14 activan esos factores de transcripcién y consecuentemente la
sintesis y secrecion de fosfatasa alcalina, que es detectada facilmente al anadir el sustrato
comercial QUANTI-Blue™ (InvivoGen), que vira a color azul/purpura en presencia de la

fosfatasa secretada.

Las células THP1-XBlue™-CD14 (InvivoGen, de 8 a 13 pases) se procesaron como se
menciond anteriormente, diferenciandolas a macréfagos en presencia de PMA (Sigma
Aldrich). A continuacién, las células se lavaron dos veces con PBS (10mM, pH 7.4), y se
afadieron 100 pL de RPMI 1640 suplementado con penicilina y estreptomicina
(100ug/mL) pero sin FBS. Posteriormente, las células en cultivo se trataron con: 1) 10 pL
PBS (control negativo); 2) GW788388 (control positivo); y concentraciones de 5 uM de
los compuestos sintetizados. Tras 1 h de incubacién se afadié lipopolisacarido (LPS), de
la bacteria Escherichia coli (InvivoGen), a una concentracion final de 300 ng/mL, y los

cultivos se mantuvieron a 37 °C, 5% CO, durante 24 h.

Tras ese tiempo, se extrajeron 20 pL de sobrenadante del medio de cultivo de cada pocillo
y se pasaron a una nueva placa y se anadieron 180 pL del reactivo QUANTI-Blue™. Tras
5 h de incubacién a 37 °C, se midié la absorbancia a 655 nm en los pocillos de la placa
con un lector iMark™ Microplate Absorbance Reader (Bio-Rad). Las muestras fueron

analizadas por cuadruplicado.

Por otro lado, el mismo proceso se realiz6 en paralelo, sin afadir el estimulante LPS a las

placas, para comprobar la posible actividad inflamatoria intrinseca de dichos compuestos.

Se realizaron 8 réplicas de los ensayos bioldgicos.

E. ESTUDIOS DE VIABILIDAD CELULAR Y TOXICIDAD DE COMPUESTOS
QUIMICOS 31 (PS1801) Y 26 (PS1906)

Para estudiar si dichos compuestos de los ejemplos 26 y 31 presentaban toxicidad
sobre células humanas en cultivo se analizé su efecto sobre macrofagos y sobre células

de epitelio intestinal.
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E.1. Cuantificacion de viabilidad celular.

Para cuantificar el porcentaje de células que se mantenian viables en cada uno de los
experimentos, se evaluaron macrofagos THP-1-XBlue™-CD14 (InvivoGen de 8 a 13
pases), derivados de monocitos humanos THP-1, y que expresan de forma estable el gen
de la enzima fosfatasa alcalina inducible por promotor de NF-kB y AP-1. Asi mismo se
evaluaron células de epitelio intestinal humano Caco-2 (ATCC®, HTB-37™ de 10 a 12
pases). Para ello, se us6 azul tripan (Gibco) como tincién de exclusion. Este colorante
penetra en aquellas células cuya membrana esta deteriorada (signo de muerte celular), y
tine su citoplasma de color azul oscuro. Para ello, las suspensiones celulares ensayadas
se centrifugaron a 500 x g (5 min a 24 °C), los sedimentos celulares se resuspendieron
en 0,1 mL de PBS, y, a continuacion, 10 gL se mezclaron con 10 uL de azul tripan (0,4%)
filtrado por 0,22 um. El porcentaje de células vivas se determiné en 10 yL de la mezcla
anterior empleando una camara y un aparato de contaje celular Countess™ (Invitrogen).

Se realizaron 8 réplicas de los ensayos bioldgicos.

E.2. Ensayo de citotoxicidad (MTT).

En esta segunda evaluacién de citotoxicidad sobre THP-1-XBlue-CD14 y Caco-2, se
utilizé la técnica previamente descrita con el colorante MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5

difeniltetratozoliobromuro) (Biotium).

Para ello, ambos tipos de células se sembraron en placas de 96 pocillos en condiciones
idénticas a las empleadas en los ensayos de antiinflamacién. A continuacién, se lavaron
las células con PBS y se trataron con diferentes compuestos: 1) PBS (10 pL) (control
positivo de crecimiento, (vehiculo)); 2) DMSO 20% (control negativo, ya que dosis
elevadas de este compuesto son citotdxicas); 3) diferentes concentraciones de los
compuestos PS1801 y PS1906 (1, 5y 10 uM). Las placas se incubaron durante 24 horas
a 37 °C, 5% COz y, a continuacion, se anadieron 10 uL de MTT a cada pocillo y la placa
se incubo6 durante 4 horas a 37 °C, 5% CO.. Los cristales de formazan formados se
disolvieron en 180 yL de DMSO vy la placa se incub6é 20 minutos en agitacion a
temperatura ambiente. La absorbancia se midié en cada pocillo a 595 nm (problema) y a
655 nm (background), siguiendo las instrucciones del fabricante, en un equipo iMark™

Microplate Absorbance Reader (Bio-Rad). Las muestras fueron analizadas por triplicado.

Se realizaron 8 réplicas de los ensayos bioldgicos.

PCT/ES2024/070403



10

15

20

25

30

WO 2025/003545 PCT/ES2024/070403

50
El porcentaje de células viables se calculd igualmente con la siguiente férmula:

% Viabilidad = (Asgs — Asss Muestra problema) / (Asgs — Asss Control positivo) x 100

F. DETERMINACION DE ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA EN MACROFAGOS EN
CULTIVO DE LOS COMPUESTOS PS1801 Y PS1906

F.1. Ensayo de efecto antiinflamatorio

Para el estudio de la actividad antiinflamatoria de los compuestos quimicos PS1801 y
PS1906 hemos seguido el protocolo previamente descrito utilizado como biomarcador el

factor de transcripcién NF-kB, usando la linea celular THP-1-XBlue™-CD14 (InvivoGen).

De manera analoga a los ensayos previamente descritos, los monocitos THP1-XBlue ™-
CD14 (InvivoGen, de 8 a 13 pases) se diferenciaron a un fenotipo de tipo macréfago
utilizando PMA (Sigma Aldrich) y se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad
de 3 x 10° células/mL en medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con un 10% de FBS,
penicilina, estreptomicina (ambas a una concentracion de 100 pg/mL, Sigma-Aldrich) y
PMA (100 ng/mL) (Sigma-Aldrich), y fueron cultivadas a 37 °C, 5% CO; durante 48 h.
Posteriormente, el medio fue sustituido por uno equivalente, pero sin la suplementacién
con PMA, cultivandose esta vez las células a 37 °C, 5% CO: durante 24 h mas. A
continuacion, las células se lavaron dos veces con PBS (10mM, pH 7.4), y se afadieron
100 uL de RPMI 1640 suplementado con penicilina y estreptomicina (100ug/mL) pero sin
FBS.

Posteriormente, las células en cultivo se trataron con: 1) 10 yL PBS (control negativo); 2)
GW788388 (control positivo); y 3) 5 uM de los compuestos PS1801 y PS1906. Tras 1 h
de incubacién se afadi6 lipopolisacarido (LPS), de la bacteria Escherichia coli
(InvivoGen), a una concentracion final de 300 ng/mL, y los cultivos se mantuvieron a 37
°C, 5% CO2 durante 24 h.

Tras ese tiempo, se extrajeron 20 pL de sobrenadante del medio de cultivo de cada pocillo
y se pasaron a una nueva placa y se anadieron 180 pL del reactivo QUANTI-Blue™. Tras
5 h de incubacién a 37 °C, se midié la absorbancia a 655 nm en los pocillos de la placa
con un lector iMark™ Microplate Absorbance Reader (Bio-Rad). Las muestras fueron

analizadas por cuadruplicado.

Por otro lado, el mismo proceso se realiz6 en paralelo, sin afadir el estimulante LPS a las

placas, para comprobar la posible actividad inflamatoria intrinseca de dichos compuestos.
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Se realizaron 8 réplicas de los ensayos bioldgicos.

G. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados experimentales obtenidos fueron sometidos a analisis de varianza,
ANOVA, y para aquellos parametros que no mostraron una distribucién poblacional
normal, se aplicd el test no-paramétrico Kruskal-Wallis. Se ha utilizado el programa
GraphPad Prism versién 7.0 para Windows (GraphPad Software, La Jolla California USA,

www.graphpad.com), *P valor < 0.05, **P valor < 0.01, ***P valor < 0.001.

H. EVALUACION DE ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA IN VIVO: MODELO MURIDO
DE DANO AGUDO DE PULMON (ACUTE LUNG INJURY, ALlI)

Con el fin de evaluar el posible efecto antiinflamatorio de la molécula PS1906 en un
modelo in vivo, seleccionamos el modelo de ALl inducido por instilacién traquela de
lipopolisacarido (LPS) ampliamente descrito en la literatura y previamente realizado por
miembros del grupo de investigacién (Clemente-Moragon et al., 2020). Este modelo
murino es un modelo de inflamacién o dano agudo de pulmén que lleva asociado un
periodo fibrético a largo plazo, por lo que puede servir tanto para el estudio de

enfermedades pulmonares inflamatorias como de procesos fibréticos pulmonares.

H.1. Animales

Para este modelo se escogieron ratones de la cepa C57BL/6J-OlaHsd. Los ratones
adultos se mantuvieron en condiciones libres de patdgenos en una habitacidon con
temperatura controlada y un ciclo de luz y oscuridad de 12 horas. La dieta y el agua
estaban disponibles ad libitum. Los ratones fueron anestesiados por via i.p. con una
inyeccion de un coctel anestésico conteniendo sulfato de atropina (1 mg / kg; B. Braun, 1
mg / mL), clorhidrato de xilazina (20 mg / kg; Rompun® Bayer, 20 mg / mL) y ketamina
(100 mg / kg; Anesketin Dechra, 100 mg / mL). Todos los procedimientos experimentales
y otros procedimientos cientificos con animales se ajustaron a la Directiva de la UE 2010
/ 63EU y la Recomendacién 2007/526 / EC, promulgada en la ley espariola bajo el Real
Decreto 53/2013. Los protocolos animales fueron aprobados por los comités éticos

locales y el Area de Proteccién Animal de la Comunidad Auténoma de Madrid.
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H.2. Eleccion de las dosis y administracién de los tratamientos.

Para la seleccion de las dosis a adminsitrar se tuvieron en cuenta los estudios in vitro,
tomando como concentracion eficaz maxima (no toxica) la concentracion de 10 uM.
Asumiendo una volemia aproximada de 2 mL para un ratén de unos 30g de peso, y
teniendo en cuenta una perdida por distribucion, metabolismo o secrecién del 50% de los
productos, calculamos la dosis 1 (D1) y seleccionamos como dosis 2 (D2) el doble de la
primera. Asi, teniendo en cuenta los respectivos pesos moleculares, las dosis
correspondientes para el producto PS1906 fueron 156 ug/kg (D1) y 312 ug/kg (D2). Para
la preparacion de las diferentes dosis se utilizé como diluyente suero fisiolégico. Todas
las dosis fueron preparadas para administrar el mismo volumen en el ratdn. Las dosis se
administraron via intravenosa con el animal debidamente anestesiado momentos previos

a la induccién de la inflamacién pulmonar.

H.3. Induccién del modelo de inflamacién aguda pulmonar.

Con el animal debidamente anestesiado, se expuso la trdquea, se inserté un catéter
(Introcan Safety 22G, Braun) y los ratones recibieron una inyeccion intratraqueal de
lipopolisacarido estéril (LPS) (L2262, Sigma) a una dosis alta de 10 mg / kg en 25 yl de
PBS 1X, seguida de por 200 | de aire para asegurar la deposicién en cada pulmén. Los
ratones del grupo control sanos recibieron una inyeccién intratraqueal de 25 pl de PBS.
Después de la administracién intratraqueal, se cerraron las heridas y se permitié que los

ratones se recuperaran con libre acceso a comida y agua.

H.4. Evaluacion del infiltrado inflamatorio en lavado broncoalveolar.

Después de 24 h, se sacrificaron los animales y se lavaron los pulmones con 1,5 mL de
PBS frio a través de un catéter traqueal (Introcan Safety 22G, Braun), y se extrajo un total
de 1 mL de liquido de lavado broncoalveolar de cada ratdn para la deteccion. de
neutréfilos y linfocitos por citometria de flujo. La deteccién se realizé por tamano y
complejidad, asi como el marcaje positivo para el marcador Ly6G (neutrofilos) y el
marcador CD4 (linfocitos), asi como el numero total de células usando un citbmetro de
fluo FACS Canto-3L equipado con software DIVA (BD Biosciences). Los datos se

analizaron con el software FlowJo (Ashland).
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H.5. Procesado de los pulmones para evaluacién histopatologica

Al finalizar el protocolo y ras proceder a la eutanasia de los animales, se extrajo el pulmén
separando el [6bulo derecho del izquierdo. El I16bulo derecho se fijé en paraformaldehido
(PFA) al 4% durante 24 h a 4°C, y el I6bulo izquierdo se congel6 rapidamente en nitrégeno
liquido para el posterior aislamiento de proteinas y ensayos de inmunotransferencia. Los
lobulos derechos fijados con PFA se colocaron en alcohol al 70% a 4°C y se cortaron
transversalmente en dos porciones. Para la puntuacion histopatoldégica de la lesién
pulmonar aguda (ALI score), ambas porciones transversales se deshidrataron mediante
una serie de etanol, se aclararon en xileno, se incrustaron en cera de parafina, se cortaron
en secciones de 5 pym, se montaron en portaobjetos Superfrost Plus (Thermo Fisher
Scientific) y se tifieron con solucién de hematoxilina y eosina. Los tejidos se procesaron
en la Unidad de Histopatologia del CNIC, y todos los portaobjetos se escanearon con un
escaner de portaobjetos digital NanoZoomer-2.0-RS (C110730®, Hamamatsu, Japdn) y
se visualizaron con el software NanoZoomer Digital Pathology (Hamamatsu). El ALI se
puntué con un sistema semicuantitativo, utilizando una escala de 0 a 4 que combinaba
evaluaciones de la infiltracién de células inflamatorias del espacio aéreo y la pared de los
vasos, la congestion alveolar, la hemorragia, el grosor de la pared alveolar y la formacién
de la membrana hialina. Una puntuacion de 0 indica que no hay lesiones, 1 indica una

lesion leve, 2 una lesion moderada, 3 una lesidén grave y 4 una lesion muy grave.

H.6. Analisis estadistico

Los datos se transformaron en escala logaritmica para apreciar mejor las diferencias entre
grupos. Se presentan como media + desviacidén estandar y se analizaron con el software
Prism v7 (Graph pad, Inc.). Las comparaciones entre los grupos se realizaron mediante
ANOVA de una via. Los valores p se ajustaron con el método de comparaciones multiples
de Dunnet. *** p <0.0001 vs control; # p < 0.05, ## p < 0.01, ## p < 0.001 vs grupo LPS

para un n= 4-7 ratones.

RESULTADOS

RESULTADOS DE ENSAYOS DE INHBICION DE ACTIVIDAD QUINASA DE ALKS
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Los ensayos realizados pusieron de manifiesto que varios compuestos presentaban
actividad inhibidora de la quinasa Alk5, en comparacién con el compuesto GW788388,
que rondaba el 25% de inhibicién. Los compuestos presentaron el efecto inhibidor que se

muestran en la Tabla 2.

C1sH1sN:O, 305,337 | 31/ PS1801 79.1
C20H1sN20; 316,36 16 75.4
C,,H,,N,O 210,236 12 87.5

CisH10N20 234,258 | 26/ PS1906 93.4

Tabla 2. Formula y referencia de los compuestos con actividad inhibidora de quinasa
AIKS in vitro.

Los valores de % de reduccion de actividad quinasa se refieren considerando el 100% de
reduccion de actividad del compuesto control de inhibicién GW788388 Hydrate (Sigma-
Aldrich ref. SML0116).

En la figura 1 se muestran los resultados obtenidos con los diferentes compuestos, donde
se observa que el compuesto PS1906 (16) fue de los que mostraron mayor efecto

inhibidor de la tirosina quinasa Alk5.

RESULTADOS DE ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD /N VITRO EN CULTIVOS
CELULARES

Como se observa en la Figura 2, los tratamientos realizados con los compuestos
utilizados a 1 UM carecen de efectos citotdxicos sobre macréfagos THP-1 (Figura 2), ya
que no disminuyen la viabilidad celular. Se pudo observar que el compuesto 16 resultaba
téxico para las células a concentraciones de 5 uM y 10 pM, mientras que el resto no
resultaban toxicos. También se probé el compuesto GW788388 (control), conocido

inhibidor de la actividad quinasa de Alk5 y carente de actividad citotéxica (Figura 2).

Se realizaron 8 réplicas de los ensayos bioldgicos.
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RESULTADOS DE VIABILIDAD Y CITOTOXICIDAD DE LOS COMPUESTOS PS1801
Y PS1906

Como se observa en la Figura 3, los tratamientos realizados con los compuestos PS1801
y PS1906 carecen de efectos citotoxicos sobre células epiteliales Caco-2 (Figura 3A) o
macrofagos THP-1 (Figura 3B) a todas las concentraciones utilizadas, ya que no
disminuyen la viabilidad celular. Dichos resultados confirman los datos previos obtenidos
en macrofagos THP-1 y ponen de manifiesto la ausencia de toxicidad en células de
epitelio intestinal. Se utiliz6 DMSO como sustancia téxica para las células (control
positivo), asi como el compuesto GW788388 (control) conocido inhibidor de la actividad

quinasa de Alk5 y carente de actividad citotdxica.

Se decidié continuar los ensayos utilizando una concentracién de 5 uM por ser donde

menos disminuia la viabilidad celular en ambos tipos celulares.

9.5. LOS COMPUESTOS PS1801 Y PS1906 PRESENTAN ACTIVIDAD
ANTIINFLAMATORIA EN MACROFAGOS HUMANOS THP-1-XBLUE™ CD14.

Para el estudio de la actividad antiinflamatoria de los compuestos PS1801 y PS1906
hemos utilizado como biomarcador el factor de transcripcion implicado en inflamacion NF-
kB. Se estimularon macréfagos THP-1-XBlue™-CD14 con LPS (Figura 4), un promotor
de la expresion de este factor transcripcional, que se une al receptor TLR4, sobre-
expresado en estos macréfagos. Con una concentracion de los compuestos de 5 uM se
consiguié una inhibiciéon significativa de la produccién de NF-kB (p < 0.001) dependiente

de LPS. Estos resultados confirmaban los resultados obtenidos previamente.

A su vez, se comprobé la actividad de estas vesiculas en un ambiente control, sin la
estimulacion con LPS (Figura 5), revelandose que por si solas no producen la expresion
de NF-kB in vitro. Estos resultados nos indican que los compuestos PS1906 y PS1801
son utiles para disminuir la inflamacion derivada de los efectores dependientes de este
factor transcripcional, con especial interés cuando se usen como tratamiento en un

ambiente previo de inflamacién.



10

15

20

WO 2025/003545 PCT/ES2024/070403

56

9.6. RESULTADOS OBTENIDOS IN VIVO EN MODELO MURIDO DE INFLAMACION Y
DANO AGUDO PULMONAR

Para el estudio de la actividad antiinflamatoria in vivo hemos elegido un modelo de
inflamacién y dano agudo de pulmén (ALl) empleado para el estudio de enfermedades
pulmonares inflamatorias como el Sindrome de Distrés Respiratorio Agudo. Este modelo
es evaluado siguiendo una puntuacion extraida del analisis histopatologico de cortes
fijados de pulmoén y tefidos con Hematoxilina y Eosina. El panel A de la figura 6 muestra
imagenes representativas del pulmdén de cada grupo donde se pueden observar
diferencias macroscopicas. La cuantificacion del ALI score (mostrada en el panel B de la
Fig. 6) muestra un efecto positivo para el producto PS1906. El analisis por citometria de
flujo del lavado broncoalveolar evidencién un efecto antiinflamatorio dependiente de dosis
del compuesto PS1906, tanto en neutrofilos (panel C de la Fig. 6), como en linfocitos
(panel D de la Fig. 6; si bien estos resultados no muestran significancia estadistica
probablemente debido a la escasa participaciéon de este tipo celular en etapas tempranas

del dafo agudo de pulmén).
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula I

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, donde:

R? representa H; arilo, donde el grupo arilo no esta sustituido, o esta sustituido con grupos
alquilo de 1 a 5 atomos de carbono, o esta sustituido con haloalquilo, o esta sustituido

con un grupo alcoxi de 1 a 5 atomos de carbono,

R® representa H; haldégeno; haloalquilo; alcoxicarbonilo de 2 a 5 atomos de carbono;
amino; arilo 6 heteroarilo, donde los grupos arilo y heteroarilo no estan sustituidos o estan
sustituidos con grupos alquilo de 1 a 5 atomos de carbono, o con alcoxicarbonilo de 2 a

5 atomos de carbono,

RS representa H; alquenilo de 2 a 10 atomos de carbono; alcoxicarbonilo de 2 a 5 atomos
de carbono; nitro; carboxilo; alquilo de 1 a 5 a&tomos de carbono no sustituido o sustituido
con uno o mas grupos hidroxi; un grupo N-(3-metilén-2-oxoindolin-5-il)-3-(piperidin-1-

illpropanamida); o carbaldehido,

R® representa un atomo de hidrogeno (H); alquilo no sustituido de 1 a 5 atomos de
carbono; un grupo alquilo de 1 a 5 atomos de carbono sustituido con uno o mas grupos
hidroxi; un grupo alcoxilo de 1 a 5 atomos de carbono; halégeno seleccionado entre F, Cl,
I; alcoxicarbonilo (-O-(C=0)-R) donde R tiene de 1 a 3 atomos de carbono; nitro; alquenilo
de 3 a 10 atomos de carbono no sustituido o sustituido; alquenilo de 2 atomos de carbono
sustituido con fenilo (estirilo); arilo, donde el grupo arilo no esta sustituido o esta sustituido
por uno o mas grupos hidroxilo, o sustituido con uno o0 mas grupos metoxilo; heteroarilo;
o heteroarilo donde el grupo heteroarilo esta seleccionado entre, dibenzotiofenilo, un

grupo de féormula Il, un grupo de férmula llI:

PCT/ES2024/070403
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donde D, B, E, G representan independientemente N, CH 6 C-R, donde R es alquilo de
uno a 3 atomos de carbono no sustituido, arilo no sustituido o cicloalquilo no sustituido,
Zrepresenta CHSO N
Y representa CH 6 N

W representa O 6 S 6 NH,

R’ representa un atomo de hidrégeno (H); un grupo arilo no sustituido o un grupo arilo
sustituido con uno o mas grupo hidroxi, o sustituido con uno o0 mas grupos metoxilo;
halégeno; alquenilo de 3 a 10 atomos de C, no sustituido o sustituido por un grupo arilo;
alquenilo de 2 atomos de carbono sustituido con fenilo (estirilo); alcoxicarbonilo de 2a5
atomos de carbono; un grupo heteroarilo; o heteroarilo donde el grupo heteroarilo esta
seleccionado entre benzotiofenilo, benzofuranilo, benzopirrolilo; dibenzotiofenilo, un

grupo de formula Il y un grupo de féormula Ill como se han definido anteriormente,
- en el que:

- al menos 3 de los sustituyentes R?, R®, R®, R® y R’ son simultaneamente H, y la
posicidén del carbono 8 de la estructura de imidazo[1,2a]piridina no lleva sustituyentes,

y
- cuando R®es carbaldehido, al menos uno de R?, R?, R® o R7 es distinto de H,

20

25

- cuando R® es arilo o arilo sustituido, R® no es arilo sustituido

- cuando R®representa un grupo amino, R® no representa hidrégeno

- cuando R? representa arilo no sustituido, o arilo sustituido con un grupo metilo o

con metoxilo, al menos uno de los sustituyentes R?, R®*, R®>, R® y R" no es H

- al menos uno de los grupos R?, R® R® R’ es distinto de H, cuando R? es arilo

no sustituido, o es un arilo sustituido con haldégeno, metilo o metoxilo.
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2. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R? representa arilo sustituido con
un grupo CF3 0 con un grupo alcoxi de 1 a 5 atomos de carbono; y de forma preferente,

ademas, R®y R°® son simultaneamente H.

3. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que:
- R? representa arilo sustituido con alcoxi de 1 a 5 atomos de carbono, y
- simultaneamente R es:

- un alquilo de uno a 5 atomos de carbono, o

- un grupo arilo sustituido con un hidroxilo, y preferentemente, ademas, R®y R®
son simultaneamente H.
4. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R? representa un grupo seleccionado
entre arilo sustituido con alcoxi de 1 a 5 atomos de carbono; y simultdneamente R:® es

- alquilo de uno a 5 atomos de carbono, o

- un grupo arilo sustituido con un hidroxilo;

y de forma preferente R3 y R5 son simultaneamente H.

5. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R? representa un fenilo sustituido
con alcoxi de 1 a 5 atomos de carbono o fenilo sustituido con trihalometilo; y
- simultaneamente R’ es un grupo heteroarilo, preferentemente, 2-benzo[b]furilo;

y de forma mas preferente, R®, R*, R®y R® son simultaneamente H.

6. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que:

- R? representa arilo sustituido con alcoxi de 1 a 5 atomos de carbono y R’ es arilo
sustituido con hidroxilo o con un grupo alcoxi de 1 a 5 atomos de carbono, o

- R?representa arilo sustituido con alcoxi de 1 a 5 atomos de carbono y R? representa
alquenilo sustituido con un grupo arilo;

y de forma preferente, ademas, R*®y R® son simultaneamente H.

7. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R? representa arilo sustituido con
alcoxi de 1 a 5 atomos de carbono y R? es arilo sustituido con hidroxilo o con un grupo
alcoxi de 1 a 5 atomos de carbono o alquenilo sustituido con un grupo arilo; y de forma

preferente, ademas, R®y R® son simultdneamente H.

PCT/ES2024/070403
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8. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R? representa arilo sustituido con
alcoxi de 1 a 5 atomos de carbono, R® es H, R® es H, grupo alquilo o grupo arilo, y R” es
H o arilo sustituido con hidroxilo o con un grupo alcoxi de 1 a 5 atomos de carbono;

y de forma preferente, R®*y R® son simultaneamente H.

9. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R® es un arilo no sustituido; y de
forma preferente, ademas, R?, R®yR°®son simultaneamente H; y de forma mas preferente,

ademas, R? R®, R® y R” son simultaneamente H.

10. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R® representa un heterociclo
aromatico no sustituido, o un heterociclo aromatico sustituido con un grupo
alcoxicarbonilo de 2 a 5 atomos de carbono; y de forma preferente, ademas, R?, R°y R®
son simultaneamente H; y de forma mas preferente, ademas, R?, R5, R® y R’ son

simultaneamente H.

11. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R® es un grupo seleccionado entre
benzofuranilo, benzotiofenilo e indol, no sustituido o sustituido con un grupo
alcoxicarbonilo de 2 a 5 atomos de carbono; y de forma preferente, ademas, R?, R°yR®
son simultdneamente H; y de forma mas preferente, ademas, R2? R®, R® y R7son

simultaneamente H.

12. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R® es un grupo seleccionado entre
benzofuranilo, benzotiofenilo e indol, sustituido o sustituido con un grupo alcoxicarbonilo
de 2 a 5 atomos de carbono; y simultaneamente, R’ es un grupo seleccionado entre
benzofuranilo, benzotiofenilo e indol; de forma preferente, R?, R® y R® son

simultaneamente H.

13. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R® representa H, etoxicarbonilo,
nitro, carboxilo, hidroximetilo, carbaldehido, o etoxilo, y preferentemente, R?, R®, R® y R’

son simultaneamente H.

14. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R® o R representan un fragmento
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g0a

|
en el que D, B, E, G representan independientemente CH é C-R, donde R puede ser
alquilo no sustituido, arilo no sustituido o cicloalquilo no sustituido,
Zrepresenta CHy

W representa O.

15. Un compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R® o R’ representa un fragmento

PN
JE‘\\G * w\>-%

en el que D, B, E, G representan independientemente CH, Z representa Cy W

representa O.

16. Un compuesto segun la reivindicacién 1, en el que R°® representa un grupo alquilo de
1 a 5 atomos de carbono o alcoxicarbonilo (-O-(C=0)-R) donde R tiene de 1 a 3 atomos

de carbono, y preferentemente, ademas, R? R®, R® y R” son simultaneamente H.

17. Un compuesto segun la reivindicacién 1, en el que R’ representa un grupo arilo no

sustituido, y preferentemente, ademas, R?, R®*, R% y R” son simultaneamente H.

18. Un compuesto segun la reivindicacién 1 seleccionado entre:
- Acido imidazo[1,2-a]piridin-5-carboxilico (2)
- Imidazo[1,2-a]piridin-5-carboxilato de etilo (3)

- 3-Fenilimidazo[1,2-a]piridina (4)
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- Imidazo[1,2-a]piridin-5-ilmetanol (5)

- 2-(4-Metoxifenil)-6-metilimidazo[1,2-a]piridina (8)

- 4-(Imidazo[1,2-a]piridin-7-il)fenol (12)

- 4-(2-(4-(Trifluorometil)fenil)imidazo[1,2-a]piridin-7-il)fenol (13)
- 4-(2-(4-(Trifluorometih)fenilimidazo[1,2-a]piridin-6-il)fenol (15)
- 4-(2-(4-Metoxifenil)imidazo[1,2-a]piridin-7-il)fenol (16)

- 4-(2-(4-Metoxifenil)imidazo[1,2-a]piridin-6-il)fenol (17)

- (E)-7-Estirilimidazo[1,2-a]piridina (19)

- (BE)-2-(4-Metoxifenil)-7-estirilimidazo[1,2-a]piridina (20)

- 7-(3,4-Dimetoxifenil)imidazo[1,2-a]piridina (21)

- 6-lodo-2-(4-(trifluorometil)fenil)imidazo[1,2-a]piridina (25)

- 7-(Benzofuran-2-il)imidazo[1,2-a]piridina. (26) PS1906

— 4-(Imidazo[1,2-a]piridin-6-il)fenol (27)

- (E)-6-Estirilimidazo[1,2-a]piridina (28)

- 6-(Benzofuran-2-ilimidazo[1,2-a]piridina (29)

- 6-(3,4-Dimetoxifenil)imidazo[1,2-a]piridina (30)

- Etil 5-(imidazo[1,2-a]piridin-3-il)-1H-indol-2-carboxilato (31)

- 7-(Benzofuran-3-ilimidazo[1,2-a]piridina (32)

- 6-(Benzofuran-3-ilimidazo[1,2-a]piridina (33)

- 7-(Furan-3-ilimidazo[1,2-a]piridina (34)

- 6-(Furan-3-ilimidazo[1,2-a]piridina (35)

- 7-(Tiofen-3-il)imidazo[1,2-a]piridina (36)

- 6-(Tiofen-3-il)imidazo[1,2-a]piridina (37)

- 7-(Piridin-4-il)imidazo[1,2-a]piridina (38)

- B6-(Piridin-4-il)imidazo[1,2-a]piridina (39)

- 7-(Dibenzotiofen-3-il)imidazo[1,2-a]piridina (40)

- 6-(Dibenzotiofen-3-il)imidazo[1,2-a]piridina (41)

- 5-(7-(Benzofuran-2-il)-3-imidazo[1,2-a]piridin)-1H-indol-2-carboxilato de etilo, (42)
- 2-(4-Metoxifenil)-6-iodo-imidazo[1,2-a]piridina,

- N-(3-(imidazo[1,2-a]piridin-5-iimetilén)-2-oxoindolin-5-il)-3-(piperidin-1-il)propanamida.
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19. Un compuesto segun la reivindicacién 1, en el que el compuesto de férmula | esta

seleccionado entre

N7

20. Un compuesto de férmula |, definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17

para su uso como medicamento.

21. El compuesto de férmula |, de acuerdo con la reivindicaciéon anterior para su uso en

el tratamiento de una enfermedad inflamatoria en un sujeto.

22. El compuesto de féormula |, de acuerdo con la reivindicacién anterior en el que la
enfermedad inflamatoria es una enfermedad pulmonar inflamatoria seleccionada entre
sindrome por distrés respiratorio agudo, enfermedad pulmonar obstructiva cronica,
fibrosis pulmonar, hipertension pulmonar, inflamacién pulmonar, preferentemente

sindrome por distrés respiratorio agudo y fibrosis pulmonar.

23. El compuesto de férmula |, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores 20 a 22, en el que el compuesto es etil 5-(imidazo[1,2-a]piridin-3-il)-1H-indol-2-

carboxilato.

24. El compuesto de férmula |, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones

anteriores 20 a 22, en el que el compuesto es 7-(benzofuran-2-il)imidazo[1,2-a]piridina.

25. El compuesto de férmula |, de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores 20 a 22, en una concentracion comprendida entre 15 mg/kg y 10 pg/kg, aun

mas preferiblemente entre 1 mg/kg y 50 pg/kg, y aun mas preferiblemente entre 800 ug/kg
y 80 ug/kg.

26. Una composicion farmacéutica que comprende uno o mas compuestos de férmula |,
definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1a 19y

uno o0 mas compuestos activos adicionales, y/o

PCT/ES2024/070403
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uno o mas portadores, adyuvantes o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

27. La composicidén farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion anterior, donde el uno
0 mas vehiculos famacéuticamente aceptable se selecciona entre un desintegrante,

tensioactivo, aglutinante, lubricante y combinaciones de los anteriores.

28. La composicion farmacéutica de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores
26 a 27, donde el uno o mas compuestos activos adicionales se seleccionan entre

esteroides, corticosteroides y medicamentos antiinflamatorios no esteroideos.

29. La composicion farmacéutica de acuerdo con una de las reivindicaciones anteriores
26 a 28, donde el uno 0 mas compuestos activos adicionales es uno 0 mas compuestos

de férmula | definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18.

30. Una composicion farmacéutica, definida en una cualquiera de las reivindicaciones

anteriores 25 a 29 para su uso como medicamento

31. Una composicion farmacéutica, segun la reivindicacién anterior para su uso en el
tratamiento de una enfermedad inflamatoria, preferentemente, una enfermedad pulmonar
inflamatoria seleccionada entre sindrome por distrés respiratorio agudo, enfermedad
pulmonar obstructiva croénica, fibrosis pulmonar, hipertensién pulmonar, inflamacién

pulmonar, preferentemente sindrome por distrés respiratorio agudo y fibrosis pulmonar.
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