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DESCRIPCION
Compuesto de pirimidina como inhibidor de la cinasa JAK
Antecedentes de la invencion

Campo de la invencion

La invencion se refiere a un compuesto de pirimidina util como inhibidor de la cinasa JAK. La invencion también se
refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden dicho compuesto, a formas cristalinas de dichos compuestos
y procesos e intermedios utiles para preparar dicho compuesto.

Estado de la técnica

La inhibicién de la familia de las enzimas JAK puede inhibir la sefializacién de muchas citocinas proinflamatorias clave.
Por lo tanto, es probable que los inhibidores de JAK sean utiles en el tratamiento de la dermatitis atopica y otras
enfermedades inflamatorias cutaneas, rinitis alérgica, asma, enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC) y otras
enfermedades inflamatorias pulmonares, colitis ulcerosa y otras enfermedades inflamatorias gastrointestinales, asi
como enfermedades inflamatorias oculares. El documento W02016/191524, us2016/052930 y WO2015/094803 son
documentos de patente dirigidos a compuestos para su uso como inhibidores de la cinasa JAK.

La dermatitis atopica (DA) es una enfermedad cutanea inflamatoria cronica habitual que afecta aproximadamente a
14 millones de personas solo en los Estados Unidos. Se calcula que la DA afecta al 10-20 % de los nifios y al 1-3 %
de los adultos en los paises desarrollados (Bao et al., JAK-STAT, 2013, 2, €24137) y la prevalencia esta aumentando.
La elevacion de las citocinas proinflamatorias que dependen de la via JAK-STAT, en concreto, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12,
IL-13, IFNy y TSLP, se ha asociado a la DA (Bao et al., Leung et al., The Journal of Clinical Investigation, 2004, 113,
651-657). Ademas, se ha demostrado que la regulacion positiva de IL-31, otra citocina que sefializa a través de un
emparejamiento con JAK, desempefia un papel en el prurito asociado con el estado crénico de la DA (Sonkoly et al.,
Journal of Allergy and Clinical Immunology, 2006, 117, 411-417).

Debido al efecto modulador de la via JAK/STAT en el sistema inmunitario, la exposicion sistémica a inhibidores de
JAK puede tener un efecto inmunosupresor sistémico adverso. Por lo tanto, seria deseable proporcionar un nuevo
inhibidor de JAK que tenga su efecto en el lugar de accion sin efectos sistémicos significativos. En concreto, para el
tratamiento de enfermedades inflamatorias cutaneas, como la dermatitis atdpica, seria deseable proporcionar un
nuevo inhibidor de JAK que pueda administrarse por via topica y lograr una exposicion terapéuticamente apropiada
en la piel que se elimine rapidamente para minimizar la exposicion sistémica.

Sumario de la invencion

El alcance de la invencion se define por medio de las reivindicaciones.

Cualquier referencia en la descripcion a métodos de tratamiento se refiere a los compuestos, las composiciones
farmaceéuticas y los medicamentos de la presente invencién para su uso en un método para el tratamiento del cuerpo
humano (o animal) mediante terapia (o para diagnostico).

En un aspecto, la invencién proporciona un compuesto que tiene actividad como inhibidor de las cinasas JAK.

Por consiguiente, la invencion proporciona un compuesto de férmula (1):

o=\
HN N
N < >
HN N N
N
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@

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES2932526 T3

La invencion también proporciona una forma cristalina del compuesto (1).

La invencion también proporciona una composicion farmacéutica que comprende el compuesto (I) y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

La invencion también proporciona un compuesto de formula (I) para su uso en el tratamiento de enfermedades
inflamatorias y autoinmunitarias cutaneas, en concreto la dermatitis atopica y la alopecia areata, en un mamifero,
comprendiendo dicho método administrar el compuesto (), 0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, al
mamifero.

La invencion también proporciona procesos de sintesis e intermedios que se describen en el presente documento que
son utiles para la preparacion del compuesto ().

Breve descripcion de los dibujos
Se ilustran diversos aspectos de la presente invencion remitiéndose a los dibujos adjuntos.

La figura 1 muestra un patrén de difraccién de rayos X de polvo (PXRD) de la forma cristalina | del compuesto (1)
(en lo sucesivo en el presente documento forma I).

La figura 2 muestra un termograma de calorimetria diferencial de barrido (CDB) de la forma cristalina .

La figura 3 muestra un grafico de analisis termogravimétrico (ATG) de la forma cristalina I.

La figura 4 muestra la isoterma dinamica de sorcién de humedad de la forma cristalina I.

La figura 5 muestra un patron de difraccion de rayos X de polvo (PXRD) de la forma cristalina Il del compuesto (1)
(en lo sucesivo en el presente documento forma Il). La figura 6 muestra un termograma de calorimetria diferencial
de barrido (CDB) de la forma cristalina II.

La figura 7 muestra un grafico de analisis termogravimétrico (ATG) de la forma cristalina II.

La figura 8 muestra la isoterma dinamica de sorcién de humedad de la forma cristalina II.

Descripcion detallada de la invenciéon

Entre otros aspectos, la invencion proporciona un inhibidor de cinasas JAK de férmula (1), sus sales farmacéuticamente
aceptables e intermedios para su preparacion.

Las estructuras quimicas se nombran en el presente documento segun las convenciones de la IUPAC implementadas
en el software ChemDraw (PerkinElmer, Inc., Cambridge, MA). Por ejemplo, el compuesto (1):

0O
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o=S\
HN N
N ) < >
HN N\ N\
|
N
F o
OH

M

se denomina (2-(((1R,3s,5S)-9-(etilsulfonil)-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-3-il)(metil)amino)-5-fluoro-6-((5-metil-1H-pirazol-
3-il)amino)pirimidin-4-il)metanol.

La notacion (1R,3s,5S) describe la orientacion exo del grupo pirimidinilamino con respecto al grupo 9-
azabiciclo[3.3.1]nonano.

Ademas, el resto pirazolilo del compuesto (l), asi como otros compuestos descritos en el presente documento, existen
en forma tautomérica. Se comprendera que aunque se muestran o nombran estructuras especificas de forma concreta,
la invencion también incluye sus tautémero.

Los compuestos de la descripcion contienen uno o mas centros quirales y, por tanto, dichos compuestos (y sus
intermedios) pueden existir en forma de mezclas racémicas; en forma de estereoisdmeros puros (es decir,
enantiomeros o diasteredmeros); en forma de mezclas enriquecidas en estereoisémeros y similares. Los compuestos
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quirales que se muestran o se nombran en el presente documento sin una estereoquimica definida en un centro quiral
tienen por objeto incluir cualquiera o todas las posibles variaciones de estereoisémeros en el estereocentro sin definir
a menos que se indique lo contrario. La representacion o nombramiento de un estereoisémero concreto significa que
el estereocentro indicado tiene la estereoquimica sefalada, entendiendo que también pueden estar presentes
pequefas cantidades de otros estereoisémeros, a menos que se indique lo contrario, a condicién de que la utilidad del
compuesto representado o nombrado no se elimine por la presencia de otro esterecisomero.

El compuesto (I) puede existir como forma libre o en diversas formas salinas, tal como una forma de sal
monoprotonada, una forma de sal diprotonada, una forma de sal triprotonada o sus mezclas. Todas estas formas se
incluyen dentro del alcance de la presente invencion, a menos que se indique lo contrario.

Esta invencion también incluye versiones marcadas isotopicamente de los compuestos de la descripcidn, que incluyen
el compuesto (I) en el que se ha reemplazado un 4tomo o se ha enriquecido con un atomo que tiene el mismo niumero
atomico, pero una masa atomica diferente de la masa atomica que predomina en la naturaleza. Los ejemplos de
is6topos que pueden incorporarse en un compuesto de férmula (1) incluyen, entre otros, 2H, 3H, 'C, 13C, 4C, 3N, ®N,
150, 170, 180, %S y '8F. Son de especial interés los compuestos de férmula (1) enriquecidos en tritio o carbono-14, que
pueden usarse, por ejemplo, en estudios de distribucion en tejidos. También son de especial interés los compuestos
de formula (1) enriquecidos en deuterio, especialmente en un lugar de metabolismo, ya que se prevé que tengan una
mayor estabilidad metabdlica. Ademas, son de especial interés los compuestos de formula (I) enriquecidos en un
isotopo emisor de positrones, como 'C, '8F, 50 y N, que pueden usarse, por ejemplo, en estudios de tomografia
por emision de positrones (PET).

Definiciones

Cuando se describe la presente invencion incluyendo sus diversos aspectos y realizaciones, los siguientes términos y
expresiones tienen los siguientes significados, a menos que se indique o contrario.

El término "alquilo" significa un grupo hidrocarbonado saturado monovalente que puede ser lineal o ramificado o sus
combinaciones. A menos que se defina de otro modo, dichos grupos alquilo contienen normalmente de 1 a 10 atomos
de carbono. Los grupos alquilo representativos incluyen, a modo de ejemplo, metilo (Me), etilo (Et), n-propilo (n-Pr) o
(nPr), isopropilo (i-Pr) o (iPr), n-butilo (n-Bu) o (nBu), sec-butilo, isobutilo, terc-butilo (t-Bu) o (tBu), n-pentilo, n-hexilo,
2,2-dimetilpropilo, 2-metilbutilo, 3-metilbutilo, 2-etilbutilo, 2,2-dimetilpentilo, 2-propilpentilo y similares.

Cuando se pretende mencionar un numero especifico de atomos de carbono para un término concreto, el nimero de
atomos de carbono se muestra después del término. Por ejemplo, la expresion "alquilo C1.3" significa un grupo alquilo
que tiene de 1 a 3 atomos de carbono, en el que los atomos de carbono estan en cualquier configuracion quimicamente
aceptable, incluidas las configuraciones lineales o ramificadas.

El término "alcoxi" significa el grupo monovalente -O-alquilo, en el que alquilo se define como anteriormente. Los
grupos alcoxi representativos incluyen, a modo de ejemplo, metoxi, etoxi, propoxi, butoxi y similares.

El término "cicloalquilo" significa un grupo carbociclico saturado monovalente que puede ser monociclico o multiciclico.
A menos que se defina de otro modo, dichos grupos cicloalquilo normalmente contienen de 3 a 10 atomos de carbono.
Los grupos cicloalquilo representativos incluyen, a modo de ejemplo, ciclopropilo (cPr), ciclobutilo, ciclopentilo,
ciclohexilo, cicloheptilo, ciclooctilo, adamantilo y similares.

El término "halégeno” significa fluor, cloro, bromo o yodo.

El término "heterociclilo", "heterociclo”, "heterociclico" o la expresion "anillo heterociclico" significa un grupo no
aromatico ciclico monovalente saturado o parcialmente insaturado, que tiene de 3 a 10 atomos totales en el anillo, en
el que el anillo contiene de 2 a 9 atomos de carbono y de 1 a 4 heteroatomos en el anillo seleccionados entre nitroégeno,
oxigeno y azufre. Los grupos heterociclicos pueden ser monociclicos o multiciclicos (es decir, condensados o unidos
con puente). Los grupos heterociclicos representativos incluyen, a modo de ejemplo, pirrolidinilo, piperidinilo,
piperazinilo, imidazolidinilo, morfolinilo, tiomorfolilo, indolin-3-ilo, 2-imidazolinilo, tetrahidropiranilo, 1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolin-2-ilo, quinuclidinilo, 7-azanorbomanilo, nortropanilo y similares, en los que el punto de unién esta
en cualquier atomo de carbono o nitrégeno disponible en el anillo. Cuando el contexto hace evidente el punto de union
del grupo heterociclico, dichos grupos pueden denominarse, como alternativa, especies no valentes, es decir,
pirrolidina, piperidina, piperazina, imidazol, tetrahidropirano, etc.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" significa una cantidad suficiente para efectuar el tratamiento cuando
se administra a un paciente que necesita tratamiento.

El término "tratamiento" como se usa en el presente documento significa el tratamiento de una enfermedad, trastorno
o afeccién médica (tal como una enfermedad inflamatoria gastrointestinal), en un paciente, tal como un mamifero (en
concreto, un ser humano) que incluye uno o mas de los siguientes:
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(a) prevenir la aparicion de la enfermedad, trastorno o afeccion, es decir, prevenir la reaparicion de la enfermedad
o afeccién médica o el tratamiento profilactico de un paciente predispuesto a la enfermedad o afeccion médica;
(b) mejorar la enfermedad, trastorno o afeccién médica, es decir, eliminar o provocar la regresion de la enfermedad,
trastorno o afeccion médica en un paciente, que incluye contrarrestar los efectos de otros agentes terapéuticos;
(c) suprimir la enfermedad, trastorno o afeccion médica, es decir, frenar o detener el desarrollo de la enfermedad,
trastorno o afeccion médica en un paciente; o

(d) aliviar los sintomas de la enfermedad, trastorno o afeccién médica en un paciente.

La expresion "sal farmacéuticamente aceptable" significa una sal que es aceptable para la administracion a un paciente
0 a un mamifero, tal como un ser humano (por ejemplo, sales que tienen una seguridad aceptable en mamiferos para
una pauta de dosificacion dada). Las sales farmacéuticamente aceptables representativas incluyen las sales de los
acidos aceético, ascorbico, bencenosulfénico, benzoico, alcanforsulfénico, citrico, etanosulfénico, edisilico, fumarico,
gentisico, gluconico, glucurdnico, glutdmico, hipurico, bromhidrico, clorhidrico, isetidnico, lactico, lactobionico, maleico,
malico, mandélico, metanosulfénico, mucico, naftalenosulfénico, naftaleno-1,5-disulfénico, naftaleno-2,6-disulfénico,
nicotinico, nitrico, orético, pamoico, pantoténico, fosforico, succinico, sulfurico, tartarico, p-toluenosulfénico y xinafoico,
y similares.

La expresion "una de sus sales" significa un compuesto formado cuando el hidrogeno de un acido se reemplaza por
un cation, tal como un catién metalico o un catiéon organico y similares. Por ejemplo, el catién puede ser una forma
protonada de un compuesto de féormula (), es decir, una forma en la que uno 0 mas grupos amino han sido protonados
por un acido. Habitualmente, la sal es una sal farmacéuticamente aceptable, aunque esto no es necesario para las
sales de los compuestos intermedios que no estan destinadas a la administracién a un paciente.

La expresion "grupo protector de amino" significa un grupo protector adecuado para prevenir reacciones no deseadas
en un nitrégeno de amino. Los grupos protectores de amino representativos incluyen, entre otros, formilo; grupos acilo,
por ejemplo, grupos alcanoilo, tales como acetilo y trifluoroacetilo; grupos alcoxicarbonilo, tal como terc-butoxicarbonilo
(Boc); grupos arilmetoxicarbonilo, tales como benciloxicarbonilo (Cbz) y 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc); grupos
arilmetilo, tales como bencilo (Bn), tritilo (Tr) y 1,1-di-(4-metoxifenil)metilo; grupos sililo, tales como trimetilsililo (TMS),
triisopropilsililo (TIPS), terc-butildimetilsillo (TBS o TBDMS), [2-(trimetilsilil)-etoxilmetilo (SEM); y similares. Se
describen numerosos grupos protectores y su introduccion y retirada en T. W. Greene y P. G. M. Wuts, Protecting
Groups in Organic Synthesis, tercera edicion, Wiley, Nueva York.

Procedimientos de sintesis generales

El compuesto (), y sus intermedios, se pueden preparar segun los siguientes métodos y procedimientos generales
que usan materiales de partida y reactivos disponibles en el mercado o preparados habitualmente. Los sustituyentes
y las variables (por ejemplo, R y X) utilizados en los siguientes esquemas tienen los mismos significados que los que
se definen en otra parte del presente documento, a menos que se indique lo contrario. Ademas, se pueden usar o se
pueden producir compuestos que tengan un atomo o un grupo funcional acido o basico en forma de una sal, a menos
que se indique lo contrario (en algunos casos, el uso de una sal en una reaccién concreta requerira la conversion de
la sal en una forma no salina, por ejemplo, una base libre, usando procedimientos habituales antes de llevar a cabo la
reaccion).

Aunque puede mostrarse o describirse una realizacion concreta de la presente invencidon en los siguientes
procedimientos, los expertos en la materia reconoceran que también pueden prepararse otras realizaciones o aspectos
de la presente invencién usando dichos procedimientos o mediante el uso de otros métodos, reactivos y materiales de
partida conocidos por los expertos en la materia. En concreto, se apreciara que el compuesto (I) se puede preparar
por diferentes vias de proceso en las que los reactivos se combinan en 6rdenes diferentes para proporcionar productos
intermedios diferentes en el camino a la produccion de los productos finales.

Los métodos generales para preparar el compuesto (I) se ilustran en los esquemas 1y 2.

Esquema 1
N 24
HO._ _N._ _OH HO._ _N.__OH X N _X Ny
N N N
T U o
F Z —_— F —_ .
_R _R
0% NoH 0% o 0% o
2-1 % ()
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El material de partida 2-1 puede convertirse en el éster (V), por reaccion con un alcohol en presencia de un acido, en
el que R es un grupo alquilo. En algunas realizaciones, R es un grupo alquilo C+.12. En algunas realizaciones, el alcohol
es etanol. El compuesto (V) se puede convertir en el compuesto dihalo (IV). En algunas realizaciones, (V) es un
analogo de dicloro. En algunas realizaciones, el reactivo es POCIs. El compuesto (IV) se puede convertir en (lll) por
reaccion con 2-4 en presencia de una base. El compuesto (Il) se puede formar haciendo reaccionar (lll) con 1-9 en
presencia de una base. Por ultimo, (ll) puede reducirse a () en presencia de un agente reductor. En algunas
realizaciones, el agente reductor es una fuente de hidruro de sodio o litio. En algunas realizaciones, el agente reductor
es LiAlH4, NaBHs o LiBH4. En algunas realizaciones, R es etilo. Opcionalmente, se puede formar una sal
farmacéuticamente aceptable de (I).

Para este método general, en algunas realizaciones, R es un alquilo C1.12. En algunas realizaciones, R es un alquilo
C1s. En algunas realizaciones, R es un alquilo C1.3. En algunas realizaciones, R es etilo. En algunas realizaciones, X
es F, Cl o Br. En algunas realizaciones, X es Cl. En algunas realizaciones, R es etilo y X es CI.

Esquema 2
PG
PG PG X
HN— o X HN—( N
Ne v HN { N Ny
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F F
OH OH

X 0]

Como alternativa, el compuesto (lll) se puede hacer reaccionar con el compuesto (VI) en el que PG es un grupo
protector de amino, en presencia de una base, tal como DIPEA, para obtener el compuesto (VII). EI compuesto (VII)
se puede reducir al correspondiente alcohol (VIII) con un agente reductor. En algunas realizaciones, el agente reductor
es una fuente de hidruro de sodio o litio. En algunas realizaciones, el agente reductor es LiAlH4, NaBH4 o LiBH.. El
compuesto (VIIl) se puede desproteger para obtener el compuesto (1X). Cuando PG es Boc, la desproteccion puede
realizarse en presencia de un acido fuerte como TFA o HCI. Por ultimo, el compuesto (IX) puede hacerse reaccionar
con una fuente de etanosulfonilo, tal como cloruro de etanosulfonilo.

Para este método general, en algunas realizaciones, PG es terc-butoxicarbonilo (Boc). En algunas realizaciones, R es
un alquilo C4.12. En algunas realizaciones, R es un alquilo C16. En algunas realizaciones, R es un alquilo C1.3. En
algunas realizaciones, R es etilo. En algunas realizaciones, X es F, Cl o Br. En algunas realizaciones, X es CI. En
algunas realizaciones, R es etiloy X es Cl.

Forma cristalina |
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En otro aspecto, la descripcion proporciona una forma cristalina (forma 1) del compuesto (1)

o)
W
o=S\
HN N
N < >
HN |N\ N
N
F =
OH
)

En un aspecto, la forma cristalina se caracteriza por una difraccion de rayos X de polvo que comprende picos de
difraccion a valores de 26 de 11,19 £ 0,20, 11,73 £ 0,20, 18,80 + 0,20 y 19,29 + 0,20. En otro aspecto, la forma cristalina
se caracteriza ademas por tener otros picos de difraccion en un valor de 26 de 6,75 + 0,20. En otro aspecto, la forma
cristalina se caracteriza ademas por tener dos o mas picos de difraccion adicionales en valores de 20 seleccionados
entre 5,91 £ 0,20, 6,28 + 0,20, 8,08 + 0,20, 16,68 £ 0,20, 17,62 + 0,20, 20,53 £ 0,20 y 22,16 + 0,20.

Como es bien sabido en el campo de la difracciéon de rayos X de polvo, las posiciones de los picos de los patrones de
DRXP son relativamente menos sensibles a los detalles experimentales, tales como los detalles de la preparacion de
muestras y la geometria del instrumento, que las alturas relativas de los picos. Por tanto, en un aspecto, la forma
cristalina | se caracteriza por un patrén de difraccidon de rayos X de polvo en el que las posiciones de los picos estan
sustancialmente de acuerdo con las posiciones de los picos del patron que se muestra en la figura 1.

En otro aspecto, la forma cristalina | se caracteriza por su comportamiento cuando se expone a temperatura alta.
Como se demostrd en la figura 2, la sefial de la calorimetria diferencial de barrido (DSC) registrada a una velocidad
de calentamiento de 10 °C por minuto presenta un pico en el flujo de calor endotérmico, identificado como una
transicion de fusion, que muestra un maximo en el flujo de calor endotérmico a una temperatura de 250,9 °C £ 2 °C.
En otro aspecto, la forma | se caracteriza por una sefal de calorimetria diferencial de barrido sustancialmente de
acuerdo con la que se muestra en la figura 2.

La sefal del analisis termogravimétrico (TGA) de la figura 3 muestra una pérdida de peso de aproximadamente el
0,70 % entre 22 °C y 125 °C, con purga de N.. El compuesto se descompone a una temperatura de inicio de
aproximadamente 250 °C.

Como se describe en la preparacion 2, la forma | se puede preparar disolviendo el compuesto (1) en etanol después
de un calentamiento. A continuacion, la solucién resultante se enfria hasta aproximadamente 25 °C. La forma | puede
aislarse por filtracion.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para preparar la forma cristalina |, comprendiendo dicho método:
(a) disolver el compuesto (I) en un diluyente, tal como etanol, y opcionalmente aplicar calor para formar una mezcla
de reaccion; (b) enfriar la solucion hasta aproximadamente 25 °C con agitacion opcional; y (c) aislar la forma cristalina
| de la mezcla de reaccion, por ejemplo, mediante filtracion.

Forma cristalina Il

En otro aspecto, la invencion proporciona una forma cristalina (forma Il) del compuesto (l):
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que es una forma cristalina anhidra de base libre.

En un aspecto, la forma cristalina se caracteriza por un patrén de difraccion de rayos X de polvo que comprende picos
de difraccion a valores de 20 de 11,4 £ 0,2, 16,2+ 0,2, 16,6 + 0,2, 17,7 £ 0,2y 21,9 £ 0,2.

En otro aspecto, la forma cristalina se caracteriza ademas por tener otros picos de difraccion en valores de 26 de
8,910,2, 9,5+0,2 y 10,2+0,2.

En otro aspecto, la forma cristalina ademas se caracteriza porque tiene uno o mas picos de difraccion adicionales a
valores de 28 seleccionados entre 14,4 + 0,2, 19,0 + 0,2, 19,2+ 0,2, 19,8 + 0,2, 20,1 £ 0,2, 20,4 + 0,2, 20,6 + 0,2, 20,8
+0,2,21,3+0,2,259+0,2,30,1+0,2,30,5+0,2,30,9+0,2,32,6+0,2y 33,8+0,2.

Como es bien sabido en el campo de la difraccién de rayos X de polvo, las posiciones de los picos de los patrones de
DRXP son relativamente menos sensibles a los detalles experimentales, tales como los detalles de la preparacion de
muestras y la geometria del instrumento, que las alturas relativas de los picos. Por tanto, en un aspecto, la forma
cristalina Il se caracteriza por un patron de difraccion de rayos X de polvo en el que las posiciones de los picos estan
sustancialmente de acuerdo con las posiciones de los picos del patron que se muestra en la figura 5.

En otro aspecto, la forma cristalina Il se caracteriza por su comportamiento cuando se expone a temperatura alta.
Como se demostro en la figura 6, la sefial de la calorimetria diferencial de barrido (DSC) registrada a una velocidad
de calentamiento de 10 °C por minuto presenta un pico en el flujo de calor endotérmico, identificado como una
transicion de fusion, que muestra un maximo en el flujo de calor endotérmico a una temperatura de 238,1 °C + 2 °C.
En otro aspecto, la forma Il se caracteriza por una sefal de calorimetria diferencial de barrido sustancialmente de
acuerdo con la que se muestra en la figura 6.

La sefal del andlisis termogravimétrico (TGA) de la figura 7 muestra una pérdida de peso asociada con la
descomposicion después de 222 °C.

En la figura 8 se muestra una sefal representativa de DMS para la forma Il. La absorcion de humedad total entre el 5
y el 90 % de HR fue de aproximadamente el 0,02 %. La forma Il no es higroscopica.

Como se describe en la preparacion 20, la forma Il se puede preparar suspendiendo el compuesto 2-6 en una mezcla
de EtOH y THF, enfriada a 5 °C. A esta suspension se le puede afiadir LiBH4. Después de la adicion, la temperatura
se puede aumentar hasta 10 °C y la mezcla de reaccidon se puede agitar durante 2 horas. La reaccion se puede
extinguir con una mezcla de cloruro de amonio disuelto en agua. Después de calentar hasta 45 °C, se puede agregar
lentamente agua para generar cristales. La suspension resultante se puede mantener a 45 °C durante unas pocas
horas, luego se agita a 15 °C y se filtra. La forma cristalina Il se puede enjuagar con EtOH y agua y luego secar para
obtener la forma Il de grado intermedio.

Este grado intermedio se puede disolver en DMSO al calentarlo, seguido de la adicién lenta de n-PrOH mientras se
mantiene la temperatura interna a aproximadamente 86 °C. La mezcla se agita a aproximadamente 92 °C durante
aproximadamente 4 horas. Luego, la mezcla resultante se enfria lentamente hasta aproximadamente 20 °C y se agita
a aproximadamente 20 °C durante algunas horas. A continuacion, la forma Il puede aislarse por filtraciéon. La forma
cristalina Il se puede lavar con nPrOH y etanol, seguido de filtracion.

En otro aspecto, la descripcion proporciona un método para purificar la forma cristalina Il de grado intermedio,
comprendiendo dicho método: (a) disolver la forma Il de grado intermedio en un diluyente, tal como DMSO, y aplicar
calor a la mezcla; (b) agregar lentamente n-PrOH; (c) calentar la mezcla a aproximadamente 90 °C; (d) enfriar la
solucidon hasta aproximadamente 20 °C; y (e) aislar la forma cristalina Il de la mezcla de reaccion, por ejemplo,
mediante filtracion.
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Composiciones farmacéuticas

El compuesto (l) y sus sales farmacéuticamente aceptables se usan habitualmente en la forma de una composicién o
formulacién farmacéutica. EI compuesto (1) puede estar presente en forma cristalina, tal como la forma | o la forma Il.
Dichas composiciones farmacéuticas se pueden administrar a un paciente por cualquier via de administracion
aceptable, que incluye, entre otras, los modos de administracion oral, topica (que incluye la via transdérmica), rectal,
nasal, inhalada y parenteral.

Por consiguiente, en uno de sus aspectos de composicion, la invencién se dirige a una composicion farmacéutica que
comprende un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable y el compuesto (I), o0 una de sus sales
farmacéuticamente aceptables. En otro aspecto de la composicién, la invencién se dirige a una composicion
farmacéutica que comprende un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable y una forma cristalina del
compuesto (I), o una sal de sus sales farmacéuticamente aceptables, por ejemplo, la forma | o la forma II.
Opcionalmente, dichas composiciones farmacéuticas pueden contener otros agentes terapéuticos y/o de formulacion
si se desea. Cuando se analizan las composiciones y sus usos, el "compuesto de la invencién" también puede
denominarse en el presente documento el "agente activo".

Las composiciones farmacéuticas de esta descripcion contienen habitualmente una cantidad terapéuticamente eficaz
del compuesto (1), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables. Los expertos en la técnica reconoceran, sin
embargo, que una composicion farmacéutica puede contener mas de una cantidad terapéuticamente eficaz, es decir,
composiciones a granel, o menos de una cantidad terapéuticamente eficaz, es decir, dosis unitarias individuales
disefiadas para la administracion multiple para conseguir una cantidad terapéuticamente eficaz.

Habitualmente, dichas composiciones farmacéuticas contendran de aproximadamente el 0,1 a aproximadamente el
95 % en peso del agente activo; incluido de aproximadamente el 5 a aproximadamente el 70 % en peso del agente
activo.

Puede usarse cualquier vehiculo o excipiente convencional en las composiciones farmacéuticas de la invencion. La
eleccién de un vehiculo o excipiente concreto, o combinaciones de vehiculos o excipientes, dependera del modo de
administracion que se use para tratar a un paciente o tipo de afecciéon médica o patologia particular. En este sentido,
la preparacion de una composicion farmacéutica adecuada para un modo particular de administracion esta dentro del
alcance de los expertos en las técnicas farmacéuticas. Ademas, los vehiculos o excipientes utilizados en las
composiciones farmacéuticas de la presente invencion estan disponibles en el mercado. A modo de ilustracion
adicional, se describen técnicas de formulacion convencionales en Remington: The Science and Practice of Pharmacy,
202 edicién, Lippincott Williams & White, Baltimore, Maryland (2000); y H.C. Ansel et al., Pharmaceutical Dosage Forms
and Drug Delivery Systems, 72 edicion, Lippincott Williams & White, Baltimore, Maryland (1999).

Los ejemplos representativos de materiales que pueden actuar como vehiculos farmacéuticamente aceptables
incluyen, entre otros, los siguientes: azucares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa; almidones, tales como almidén
de maiz y almidén de patata; celulosa, tal como celulosa microcristalina y sus derivados, tal como carboximetilcelulosa
sodio, etilcelulosa y acetato de celulosa; tragacanto en polvo; malta; gelatina; talco; excipientes, tales como manteca
de cacao y ceras para supositorios; aceites, tales como aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodon, aceite de
cartamo, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja; glicoles, tales como propilenglicol; polioles,
tales como glicerina, sorbitol, manitol y polietilenglicol; ésteres, tales como oleato de etilo y laurato de etilo; agar;
agentes tamponantes, tales como hidroxido de magnesio e hidréxido de aluminio; acido alginico; agua apirégena;
solucién salina isotonica; solucion de Ringer; alcohol etilico; soluciones de tampon fosfato; y otras sustancias
compatibles no tdxicas empleadas en composiciones farmacéuticas.

Las composiciones farmacéuticas se preparan normalmente mezclando o combinando completa e intimamente el
agente activo con un vehiculo farmacéuticamente aceptable y uno o mas ingredientes opcionales. Después, la mezcla
combinada de forma uniforme resultante se puede conformar o cargar en comprimidos, capsulas, pildoras y similares,
usando procedimientos y equipos convencionales.

Las composiciones farmacéuticas de la descripcion se pueden empaquetar en una forma farmacéutica unitaria. La
expresion "forma farmacéutica unitaria" se refiere a una unidad fisicamente aislada adecuada para administrar a un
paciente, es decir, cada unidad contiene una cantidad predeterminada de agente activo calculada para producir el
efecto terapéutico deseado, ya sea sola o en combinacion con una o mas unidades adicionales. Por ejemplo, dichas
formas farmacéuticas unitarias pueden ser capsulas, comprimidos, pildoras y similares, o envases unitarios adecuados
para la administracion parenteral.

En una realizacion, las composiciones farmacéuticas de la invenciéon son adecuadas para la administracion oral. Las
composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracion oral pueden estar en forma de capsulas, comprimidos,
pildoras, pastillas para chupar, obleas, grageas, polvos, granulos; o como una solucion o una suspension en un liquido
acuoso 0 no acuoso; 0 como una emulsion liquida de aceite en agua o agua en aceite; o como un elixir o jarabe; y
similares; en los que cada uno contiene una cantidad predeterminada de un compuesto de esta descripcién, o una de
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sus sales farmaceéuticamente aceptables, como principio activo.

Cuando se preveé la administracion oral en una forma farmacéutica sélida (es decir, en forma de capsulas, comprimidos,
pildoras y similares), las composiciones farmacéuticas de esta descripcion comprenderan habitualmente el agente
activo, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, y uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables.
Opcionalmente, dichas formas farmacéuticas soélidas pueden comprender: cargas o expansores, tales como
almidones, celulosa microcristalina, lactosa, fosfato de dicalcio, sacarosa, glucosa, manitol y/o acido silicico;
aglutinantes, tales como carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y/o goma arabiga;
humectantes, tales como glicerol; agentes disgregantes, tales como croscarmelosa sodio, agar-agar, carbonato de
calcio, almidén de patata o tapioca, acido alginico, determinados silicatos y/o carbonato de sodio; agentes retardantes
de la disolucion, tales como parafina; acelerantes de la absorcion, tales como compuestos de amonio cuaternario;
agentes humectantes, tales como alcohol cetilico y/o monoestearato de glicerol; absorbentes, tales como caolin y/o
arcilla de bentonita; lubricantes, tales como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles sdlidos,
laurilsulfato de sodio y/o sus mezclas; agentes colorantes; y agentes tamponantes.

También pueden estar presentes agentes de liberacion, agentes humectantes, agentes de recubrimiento,
edulcorantes, agentes aromatizantes y perfumantes, conservantes y antioxidantes en las composiciones
farmacéuticas de esta descripcion. Los ejemplos de antioxidantes farmacéuticamente aceptables incluyen:
antioxidantes hidrosolubles, tales como acido ascorbico, clorhidrato de cisteina, bisulfato de sodio, metabisulfato de
sodio, sulfito de sodio y similares; antioxidantes solubles en aceite, tales como palmitato de ascorbilo, hidroxianisol
butilado, hidroxitolueno butilado, lecitina, galato de propilo, alfa-tocoferol y similares; y agentes quelantes de metales,
tales como acido citrico, acido etilendiaminotetraacético, sorbitol, &cido tartarico, acido fosférico y similares. Los
agentes de recubrimiento para comprimidos, capsulas, pildoras y similares, incluyen los utilizados para recubrimientos
entéricos, tales como acetato ftalato de celulosa, poli(acetato ftalato de vinilo), ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa,
acido metacrilico, copolimeros de éster del acido metacrilico, acetato trimelitato de celulosa, carboximetiletilcelulosa,
acetato succinato de hidroxipropilmetilcelulosa y similares.

Las composiciones farmacéuticas de la descripcion también pueden formularse para proporcionar una liberacion lenta
o controlada del agente activo usando, a modo de ejemplo, hidroxipropilmetilcelulosa en proporciones variables; u
otras matrices poliméricas, liposomas y/o microesferas. Ademas, las composiciones farmacéuticas de la descripcion
pueden contener opcionalmente agentes opacificantes y pueden formularse de manera que liberen solo el principio
activo o, preferentemente, en una determinada parte del tracto gastrointestinal, opcionalmente, de una manera
retardada. Los ejemplos de composiciones de inclusion que pueden utilizarse incluyen sustancias poliméricas y ceras.
El agente activo también puede estar en forma microencapsulada, si procede, con uno o mas de los excipientes
descritos anteriormente.

Las formas farmacéuticas liquidas adecuadas para la administracion oral incluyen, a modo de ilustraciéon, emulsiones
farmacéuticamente aceptables, microemulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes y elixires. Las formas
farmacéuticas liquidas habitualmente comprenden el agente activo y un diluyente inerte, tales como, por ejemplo, agua
u otros disolventes, agentes solubilizantes y emulsionantes, tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato
de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, aceites (en especial,
de semillas de algodon, cacahuete, maiz, germen, oliva, ricino y sésamo), acido oleico, glicerol, alcohol
tetrahidrofurilico, polietilenglicoles y ésteres de acidos grasos de sorbitan, y sus mezclas. Como alternativa,
determinadas formulaciones liquidas pueden convertirse, por ejemplo, mediante secado por pulverizacion, en un polvo,
que se usa para preparar formas farmacéuticas sélidas mediante procedimientos convencionales.

Las suspensiones, ademas del ingrediente activo, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, pueden contener
agentes de suspension, tales como, por ejemplo, alcoholes isoestearilicos etoxilados, polioxietilensorbitol y ésteres de
sorbitan, celulosa microcristalina, metahidréxido de aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto y sus mezclas.

El compuesto (), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, también puede administrarse por via parenteral
(por ejemplo, por via intravenosa, subcutanea, intramuscular o intraperitoneal). Para la administracion parenteral, el
agente activo, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, normalmente se mezcla con un vehiculo adecuado
para la administracién parenteral que incluye, a modo de ejemplo, soluciones acuosas estériles, solucion salina,
alcoholes de bajo peso molecular, tales como propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales, gelatina, ésteres de
acidos grasos, tales como oleato de etilo y similares. Las formulaciones parenterales también pueden contener uno o
mas antioxidantes, solubilizantes, estabilizantes, conservantes, agentes humectantes, emulsionantes, agentes
tamponantes o agentes dispersantes. Estas formulaciones se pueden esterilizar usando un medio inyectable estéril,
un agente esterilizante, filtracion, irradiacion o calor.

Como alternativa, las composiciones farmacéuticas de la descripcion se formulan para la administracion por inhalacion.
Las composiciones farmacéuticas adecuadas para la administracion por inhalacion estaran normalmente en forma de
un aerosol o un polvo. Dichas composiciones se administran generalmente usando dispositivos de administracion bien
conocidos, tales como un inhalador dosificador, un inhalador de polvo seco, un nebulizador o un dispositivo de
administracion similar.
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Cuando se administran por inhalacién usando un recipiente presurizado, las composiciones farmacéuticas de esta
descripcién comprenderan habitualmente el ingrediente activo, o una sal de sus sales farmacéuticamente aceptables,
y un propulsor adecuado, tal como diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de
carbono u otro gas adecuado. Ademas, la composicion farmacéutica puede estar en forma de una capsula o cartucho
(fabricado, por ejemplo, de gelatina) que comprende un compuesto de la invencion, o una sal de sus sales
farmacéuticamente aceptables, y un polvo adecuado para su uso en un inhalador de polvo. Las bases en polvo
adecuadas incluyen, a modo de ejemplo, lactosa o almidén.

Formulaciones tépicas

Para tratar afecciones cutaneas, el compuesto de la invencion, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, se
formula preferentemente para la administracion tépica a la piel. Las composiciones topicas comprenden vehiculos
fluidos o semisdlidos que pueden incluir, entre otros, polimeros, espesantes, tampones, neutralizantes, agentes
quelantes, conservantes, tensioactivos o emulsionantes, antioxidantes, ceras o aceites, emolientes, protectores
solares y un sistema disolvente o disolvente mixto. Las composiciones topicas utiles en la presente invencion se
pueden convertir en una amplia variedad de tipos de productos. Estos incluyen, entre otros, lociones, cremas, geles,
barras, pulverizaciones, pomadas, pastas, espumas, mousses y limpiadores. Estos tipos de productos pueden
comprender varios tipos de sistemas vehiculo, incluidos, entre otros, particulas, nanoparticulas y liposomas. Si se
desea, pueden afadirse agentes disgregantes, tales como polivinilpirrolidona reticulada, agar o acido alginico o una
de sus sales, tal como alginato de sodio. Pueden encontrarse técnicas para formulacion y administracién en
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 ed. (Easton, Pa.: Mack Publishing Co., 1995). La formulacion
se puede seleccionar para maximizar la administracion a un lugar diana deseado en el cuerpo.

Las lociones, que son preparaciones que se aplican en la superficie de la piel o del pelo sin fricciéon, son generalmente
preparaciones liquidas o semiliquidas en las que particulas solidas, finamente divididas, productos cerosos o liquidos
se dispersan. Las lociones normalmente contendran agentes de suspension para producir mejores dispersiones, asi
como compuestos Utiles para localizar y mantener el agente activo en contacto con la piel, por ejemplo, metilcelulosa,
carboximetilcelulosa sodio, o similares.

Las cremas que contienen el agente activo, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, para la administracion
segun la presente descripcion, son liquidos viscosos o emulsiones semisolidas, ya sea de aceite en agua o de agua
en aceite. Las bases para cremas normalmente son lavables con agua y contienen una fase oleosa, un emulsionante
y una fase acuosa. La fase oleosa se compone generalmente de vaselina o un alcohol graso, tal como alcohol cetilico
o estearilico; la fase acuosa, habitual, aunque no necesariamente, supera a la fase oleosa en volumen vy,
generalmente, contiene un humectante. El emulsionante en una formulacién de crema, como se explica en Remington:
The Science and Practice of Pharmacy, es generalmente un tensioactivo no iénico, aniénico, catiénico o anfétero. Los
componentes de las formulaciones en crema pueden incluir: bases oleosas, tales como vaselina, aceites minerales,
aceites vegetales y animales, y triglicéridos; bases para cremas, tales como alcoholes de lanolina, acido estearico y
alcohol cetoestearilico; una base para geles, tal como poli(alcohol vinilico); disolventes, tales como, propilenglicol y
polietilenglicol; emulsionantes, tales como polisorbatos, estearatos, tales como estearato de glicerilo,
octilhidroxiestearato, estearato de polioxilo, PEG estearil éteres, palmitato de isopropilo y monoestearato de sorbitan;
estabilizantes, tales como polisacaridos y sulfito de sodio; emolientes (es decir, humectantes), tales como triglicéridos
de longitud de cadena intermedia, miristato de isopropilo y dimeticona; agentes endurecedores, tales como alcohol
cetilico y alcohol estearilico; agentes antimicrobianos, tales como metilparabeno, propilparabeno, fenoxietanol, acido
sorbico, diazolidinil urea e hidroxianisol butilado; potenciadores de la penetracién, tales como N-metilpirrolidona,
propilenglicol, monolaurato de polietilenglicol y similares; y agentes quelantes, tales como edetato disddico.

Las formulaciones en gel también se pueden usar en relacidon con la presente invencion. Como apreciaran los que
trabajan en el campo de la formulacién tépica de farmacos, los geles son semisdlidos. Los geles monofasicos
contienen macromoléculas organicas distribuidas de manera sustancialmente uniforme a través del vehiculo liquido,
que es normalmente acuoso, pero también puede ser un disolvente o una mezcla de disolventes.

Las pomadas, que son preparados semisélidos, normalmente tienen una base de vaselina u otros derivados del
petroleo. Como apreciaran los expertos en la materia, la base para pomadas especifica que se usara sera aquella que
proporcione un transporte 6ptimo para el agente activo seleccionado para una formulacién dada y, preferentemente,
que proporcione otras caracteristicas deseadas también, por ejemplo, emoliencia o similares. Al igual que con otros
portadores o vehiculos, una base para pomadas deberia ser inerte, estable, no irritante y no sensibilizante. Como se
explica en Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 192 ed. (Easton, Pa.: Mack Publishing Co. (1995), pags.
1399-1404, las bases para pomadas se pueden agrupar en cuatro clases: bases oleaginosas; bases emulsionables;
bases de emulsion; y bases hidrosolubles. Las bases para pomadas oleaginosas incluyen, por ejemplo, aceites
vegetales, grasas obtenidas de animales e hidrocarburos semisolidos obtenidos del petréleo. Las bases para pomadas
emulsionables, también conocidas como bases para pomadas absorbentes, contienen poco o nada de agua, e
incluyen, por ejemplo, sulfato de hidroxiestearina, lanolina anhidra y vaselina hidréfila. Las bases para pomadas de
emulsién son emulsiones de agua en aceite ("water-in-oil", W/O) o emulsiones de aceite en agua ("oil-in-water", O/W),
e incluyen, por ejemplo, alcohol cetilico, monoestearato de glicerilo, lanolina y acido estearico. Las bases para
unguentos solubles en agua se pueden preparar a partir de polietilenglicoles de peso molecular variable; de nuevo,

1"



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2932526 T3

puede remitirse a Remington: The Science and Practice of Pharmacy, citado anteriormente, para mayor informacion.
Los materiales oleosos adecuados para su uso en formulaciones en pomada incluyen vaselina, cera de abeja, manteca
de cacao, manteca de karité y alcohol cetilico. Las pomadas pueden incluir opcionalmente potenciadores de la
penetracion, si se desea.

Las formulaciones dutiles de la invencion también abarcan pulverizaciones. Las pulverizaciones generalmente
proporcionan el agente activo en una solucién acuosa y/o alcohdlica que puede rociarse sobre la piel o el pelo para su
administracion. Dichas pulverizaciones incluyen aquellas formuladas para proporcionar la concentracion de la solucion
del agente activo en el lugar de la administracion tras su administracion, por ejemplo, la solucion de pulverizacion
puede comprender principalmente alcohol u otro liquido volatil similar, en el que se puede disolver el farmaco o agente
activo. Al aplicarse a la piel o al cabello, el vehiculo se evapora, dejando el agente activo concentrado en el lugar de
la administracion.

Las composiciones farmacéuticas topicas también pueden comprender vehiculos adecuados en fase sdlida o gel. Los
ejemplos de dichos vehiculos incluyen, entre otros, carbonato de calcio, fosfato de calcio, diversos azucares,
almidones, derivados de celulosa, gelatina y polimeros, tales como polietilenglicoles.

Las composiciones farmacéuticas topicas también pueden comprender un emulsionante adecuado, que significa un
agente que mejora o facilita el mezclado y la suspension del aceite en agua o del agua en aceite. El agente
emulsionante utilizado en el presente documento puede consistir en un solo agente emulsionante o puede ser un
tensioactivo no ionico, anidnico, catidnico o anfétero o una mezcla de dos o mas de tales tensioactivos; en el presente
documento, se prefiere usar emulsionantes no iénicos o anidnicos. Dichos agentes tensoactivos se describen en
"McCutcheon’s Detergent and Emulsifiers", edicién norteamericana, 1980 Anual publicado por la McCutcheon Division,
MC Publishing Company, 175 Rock Road, Glen Rock, Nueva Jersey, 07452, EE. UU.

Se pueden utilizar alcoholes de alto peso molecular como el alcohol cetearilico, alcohol cetilico, alcohol estearilico,
cera emulsionante, monoestearato de glicerilo. Otros ejemplos son el diestearato de etilenglicol, triestearato de
sorbitan, monoestearato de propilenglicol, monooleato de sorbitan, monoestearato de sorbitan (SPAN 60),
monolaurato de dietilenglicol, monopalmitato de sorbitan, dioleato de sacarosa, estearato de sacarosa (CRODESTA
F-160), éter laurilico de polioxietileno (BRIJ 30), éter estearilico de polioxietileno (2) (BRIJ 72), éter estearilico de
polioxietileno (21) (BRIJ 721), monoestearato de polioxietileno (Myrj 45), monoestearato de polioxietilensorbitan (
TWEEN 60), monooleato de polioxietilensorbitan (TWEEN 80), monolaurato de polioxietilensorbitan (TWEEN 20) y
oleato de sodio. El colesterol y los derivados del colesterol también pueden emplearse en emulsiones de uso externo.

Paul L. Lindner describe ejemplos de agentes emulsionantes no iénicos adecuados en "Emulsions and Emulsion”,
editado por Kenneth Lissant, publicado por Dekker, Nueva York, N. Y., 1974. Los ejemplos de emulsionantes no idnicos
que se pueden usar incluyen, entre otros, los productos BRIJ, como BRIJ 2 (un éter estearilico de polioxietileno (2)),
BRIJ S20 (un éter estearilico de polioxietileno (20)), BRIJ 72 (un éter estearilico de polioxietileno (2) que tiene un HLB
de 4,9), BRIJ 721 (un éter estearilico de polioxietileno (21) que tiene un HLB de 15,5), Brij 30 (un éter laurilico de
polioxietileno con un HLB de 9,7), Polawax (cera emulsionante con un HLB de 8,0), Span 60 (monoestearato de
sorbitan con un HLB de 4,7), Crodesta F-160 (estearato de sacarosa que tiene un HLB de 14,5).

Las composiciones farmacéuticas tdpicas también pueden comprender emolientes adecuados. Los "emolientes" son
materiales utilizados para prevenir o aliviar la sequedad, asi como para la proteccion de la piel o el cabello. Los
emolientes utiles incluyen, entre otros, alcohol cetilico, miristato de isopropilo, alcohol estearilico, y similares. Se
conoce una amplia variedad de emolientes adecuados y se pueden utilizar en el presente documento. Véanse, por
ejemplo, Sagarin, Cosmetics, Science and Technology, 22 edicion, vol. 1, pags. 32-43 (1972), y la patente de EE. UU.
n.° 4.919.934, de Deckner et al., emitido el 24 de abril de 1990, ambas de las cuales se incorporan en el presente
documento por referencia en su totalidad.

Las composiciones farmacéuticas toépicas también pueden comprender antioxidantes adecuados, sustancias
conocidas por inhibir la oxidacion. Los antioxidantes adecuados para su uso segun la presente invencion incluyen,
entre otros, hidroxitolueno butilado, acido ascérbico, ascorbato de sodio, ascorbato de calcio, palmitato ascorbico,
hidroxianisol butilado, 2,4,5-trihidroxibutirofenona, 4-metil-2,6-di-terc-butilfenol, acido eritérbico, goma de guayaco,
galato de propilo, acido tiodipropionico, tiodipropionato de dilaurilo, terc-butilhidroquinona y tocoferoles, tales como
vitamina E y similares, incluidas las sales farmacéuticamente aceptables y los ésteres de estos compuestos.
Preferentemente, el antioxidante es hidroxitolueno butilado, hidroxianisol butilado, galato de propilo, acido ascoérbico,
0 sus ésteres o sales farmacéuticamente aceptables o mezclas de estos. Lo mas preferentemente, el antioxidante es
hidroxitolueno butilado.

Las composiciones farmacéuticas topicas también pueden comprender conservantes adecuados. Los conservantes
son compuestos que se agregan a una formulacién farmacéutica para actuar como un agente antimicrobiano. Entre
los conservantes conocidos en la técnica como eficaces y aceptables en formulaciones parenterales se encuentran
cloruro de benzalconio, bencetonio, clorhexidina, fenol, m-cresol, alcohol bencilico, metilparabeno, propilparabeno,
clorobutanol, o-cresol, p-cresol, clorocresol, nitrato fenilmercurico, timerosal, acido benzoico y diversas mezclas de
estos. Véase, por ejemplo, Wallhausser, K.-H., Develop. Biol. Standard, 24:9-28 (1974) (S. Krager, Basilea).
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Las composiciones farmacéuticas topicas también pueden comprender agentes quelantes adecuados para formar
complejos con cationes metalicos que no atraviesan una bicapa lipidica. Los ejemplos de agentes quelantes
adecuados incluyen &cido etilendiaminotetraacético (EDTA), etilenglicol-acido bis(beta-aminoetilo)-N,N,N',N'-
tetraacético (EGTA) y 8-amino-2-[(2-amino-5-metilfenoxi)metil]-6-metoxiquinolina-acido N,N,N',N'-tetraacético, sal de
tetrapotasio (QUIN-2). Preferentemente, los agentes quelantes son EDTA y acido citrico.

Las composiciones farmacéuticas tépicas también pueden comprender agentes neutralizantes adecuados usados
para ajustar el pH de la formulacién dentro de un intervalo farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos de agentes
neutralizantes incluyen, entre otros, trometamina, hidroxido de sodio, acido clorhidrico, acido citrico y acido acético.

Las composiciones farmacéuticas tépicas también pueden comprender agentes adecuados para aumentar la
viscosidad. Estos componentes son compuestos difundibles capaces de aumentar la viscosidad de una solucién que
contiene polimero a través de la interaccion del agente con el polimero. Puede usarse Carbopol Ultrez 10 como agente
para aumentar la viscosidad.

Las formas liquidas, tales como lociones adecuadas para la administracion tépica, pueden incluir un vehiculo acuoso
0 no acuoso adecuado con tampones, agentes de suspension y dispersion, espesantes, potenciadores de la
penetracion y similares. Las formas sdlidas, como cremas o pastas o similares, pueden incluir, por ejemplo, cualquiera
de los siguientes ingredientes, agua, aceite, alcohol o grasa como sustrato con tensioactivo, polimeros, tales como
polietilenglicol, espesantes, sdlidos y similares. Las formulaciones liquidas o sdlidas pueden incluir tecnologias de
administracion mejoradas, como liposomas, microsomas, microesponjas y similares. Ademas, los compuestos pueden
administrarse usando un sistema de liberacion sostenida, tal como matrices semipermeables de polimeros hidréfobos
solidos que contienen el agente terapéutico. Diversos tipos de materiales de liberacién sostenida han quedado
establecidos y son bien conocidos por los expertos en la materia.

Cuando esta formulado para la aplicacion tépica, el compuesto (I), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables,
puede estar presente entre el 0,1 y el 50 % en peso. En algunas realizaciones, el compuesto (), 0 una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, esta presente entre 0,1 y 25 % en peso. En algunas realizaciones, el compuesto (1), o
una de sus sales farmacéuticamente aceptables, esta presente entre 0,1 y 10 % en peso. En algunas realizaciones,
el compuesto (1), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, esta presente entre 0,25y 5 % en peso. En
algunas realizaciones, el compuesto (1), 0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, esta presente entre 0,25
y 2 % en peso. En algunas realizaciones, el compuesto (l), 0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, esta
presente entre 0,25y 1 % en peso. En algunas realizaciones, el compuesto (l), o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables, esta presente entre 0,05y 0,5 % en peso.

En algunas realizaciones, el compuesto (I), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, esta presente en
aproximadamente el 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7,0,8,0,9, 1, 1,1 1,3,14,15,16,1,7,18,19,2,21, 2,2, 2,3,
24,25,26,2,7,28,2)9,3, 3,25, 3,5,3,75,4,4,5,5,5,5,6,6,5,7,7,5, 8, 8,5, 9, 9,5 0 10 % en peso.

En algunas realizaciones, la composicién farmacéutica que comprende el compuesto (I), o una sal de sus sales
farmacéuticamente aceptables, comprende ademas uno o mas agentes terapéuticos adicionales. En algunas
realizaciones, dichos uno o0 mas agentes terapéuticos adicionales son utiles para tratar una enfermedad cutanea
autoinmunitaria. En algunas realizaciones, dichos uno 0 mas agentes terapéuticos adicionales son utiles para tratar
una enfermedad cutanea inflamatoria. En algunas realizaciones, dichos uno o mas agentes terapéuticos adicionales
son Utiles para tratar la dermatitis atopica. En algunas realizaciones, dichos uno o mas agentes terapéuticos
adicionales son utiles para tratar la alopecia areata. En parrafos posteriores se ejemplifican clases especificas de
compuestos 0 compuestos especificos que pueden combinarse con el compuesto (I) en una composicion
farmacéutica.

Los siguientes ejemplos no limitantes ilustran composiciones farmacéuticas representativas de la presente invencion.
Forma farmacéutica sélida oral en comprimidos

El compuesto (), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, se combina en seco con celulosa microcristalina,
polivinilpirrolidona y croscarmelosa de sodio en una proporcion de 4:5:1:1 y se comprime en comprimidos para
proporcionar una dosis unitaria, por ejemplo, de 5 mg, 20 mg o 40 mg de agente activo por comprimido.

Forma farmacéutica sélida oral en capsulas

El compuesto (I), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, se combina con celulosa microcristalina,
polivinilpirrolidona y croscarmelosa de sodio en una proporcion de 4:5:1:1 mediante granulacién humeda y se carga
en capsulas de gelatina o hidroxipropilmetilcelulosa para proporcionar una dosis unitaria, por ejemplo, de 5 mg, 20 mg
0 40 mg de agente activo por capsula.

Formulacion liquida
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Se forma una formulacion liquida que comprende el compuesto (1), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables
(al 0,1 %), agua (al 98,9 %) y acido ascérbico (al 1,0 %) afiadiendo un compuesto de la invencioén, o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, a una mezcla de agua y acido ascérbico.

Forma farmacéutica oral con recubrimiento entérico

El compuesto (1), 0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, se disuelve en una solucién acuosa que contiene
polivinilpirrolidona y se aplica como recubrimiento mediante pulverizacion sobre esferas de celulosa microcristalina o
de azucar en una proporcion de 1:5 en p/p de agente activo:esferas y después se aplica un aumento de
aproximadamente el 5 % en peso de un recubrimiento entérico que comprende un copolimero acrilico, por ejemplo,
una combinacion de copolimeros acrilicos disponible con los nombres comerciales Eudragit-L® y Eudragit-S® o
succinato acetato de hidroxipropilmetilcelulosa. Las esferas con recubrimiento entérico se cargan en capsulas de
gelatina o hidroxipropilmetilcelulosa para proporcionar una dosis unitaria, por ejemplo, de 30 mg de agente activo por
capsula.

Forma farmacéutica oral con recubrimiento entérico

Un recubrimiento entérico que comprende una combinacion de Eudragit-L® y Eudragit-S® o succinato acetato de
hidroxipropilmetilcelulosa se aplica a una forma farmacéutica oral en comprimidos o una forma farmacéutica oral en
capsulas descrita anteriormente.

Formulacion en pomada para la administracion topica

El compuesto (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se combina con vaselina, triglicérido Cs-Cio,
octilhidroxiestearato y N-metilpirrolidona en una proporcién que suministra una composicion que contiene del 0,05 %
al 5 % de agente activo en peso.

Formulacion en pomada para la administracion topica

El compuesto (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se combina con vaselina, triglicérido Cs-Cio,
octilhidroxiestearato, alcohol bencilico y N-metilpirrolidona en una proporciéon que suministra una composiciéon que
contiene del 0,05 % al 5 % de agente activo en peso.

Formulacion en pomada para la administracion topica

El compuesto (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se combina con vaselina blanca, propilenglicol,
mono- y diglicéridos, parafina, hidroxitolueno butilado y edetato de calcio disédico en una proporcién que suministra
una composicion que contiene del 0,05 % al 5 % de agente activo por peso.

Formulacion en pomada para la administracion topica

El compuesto (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo se combina con aceite mineral, parafina, carbonato
de propileno, vaselina blanca y cera blanca para proporcionar una composicion que contiene del 0,05 % al 5 % de
agente activo en peso.

Formulacion en crema para la administracion topica

El compuesto (I), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, se combina con aceite mineral, propilenglicol,
palmitato de isopropilo, polisorbato 60, alcohol cetilico, monoestearato de sorbitan, estearato de polioxilo 40, acido
sorbico, metilparabeno y propilparabeno para formar una fase oleosa, que se combina con agua purificada mediante
combinacion por cizallamiento para proporcionar una composicion que contiene del 0,05 % al 5 % de agente activo en
peso.

Formulacion en crema para la administracion topica

Una formulacion en crema que comprende el compuesto (1), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, alcohol
bencilico, alcohol cetilico, acido citrico anhidro, mono- y diglicéridos, alcohol oleilico, propilenglicol, cetoestearilsulfato
de sodio, hidréxido de sodio, alcohol estearilico, triglicéridos y agua contiene del 0,05 % al 5 % de agente activo en
peso.

Formulacion en crema para la administracion topica

Una formulacion en crema que comprende el compuesto (1), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, alcohol

cetoestearilico, miristato de isopropilo, propilenglicol, cetomacrogol 1000, dimeticona 360, acido citrico, citrato de sodio
y agua purificada, con imidurea, metilparabeno y propilparabeno como conservantes, contiene del 0,05 % al 5 % de
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agente activo en peso.
Formulacion en crema para la administracion topica

Una formulacién en crema que comprende el compuesto (1), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, acido
estearico, alcohol cetoestearilico, palmitato de isopropilo, octilhidroxiestearato, BRIJ S2 (éter estearilico de PEG 2),
BRIJ S20 (éter estearilico de PEG 20), N-metilpirrolidina, PEG y agua contiene del 0,05 % al 5 % de agente activo en
peso.

Formulacion en crema para la administracion topica

Una formulacién en crema que comprende el compuesto (1), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, acido
estearico, alcohol cetoestearilico, palmitato de isopropilo, octilhidroxiestearato, BRIJ S2 (éter estearilico de PEG 2),
BRIJ S20 (éter estearilico de PEG 20), N-metilpirrolidina, PEG400 y agua contiene del 0,05 % al 5 % de agente activo
en peso.

Utilidad

El compuesto (I) ha demostrado ser un potente inhibidor de la familia de enzimas JAK: JAK1, JAK2, JAK3 y TYK2. La
inhibicion de la familia de las enzimas JAK podria inhibir la sefializacion de muchas citocinas proinflamatorias clave.
Por lo tanto, se espera que el compuesto (l) sea util en el tratamiento de enfermedades inflamatorias, tales como
enfermedades inflamatorias gastrointestinales, enfermedades inflamatorias y pruriginosas cutaneas, enfermedades
inflamatorias oculares y enfermedades inflamatorias respiratorias.

Enfermedades inflamatorias cutaneas

La dermatitis atdpica se ha asociado a la elevacion de las citocinas proinflamatorias que dependen de la via JAK-
STAT, en concreto, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e IFNy. Dado que el compuesto () presenta una inhibicion potente de las
cuatro enzimas JAK, se espera que inhiba potentemente las citocinas proinflamatorias caracteristicas de la dermatitis
atopica y otras enfermedades inflamatorias cutaneas. El compuesto (I) también demuestra en el presente documento
que presenta un valor de pClsg de 7,8 para la inhibicién de TARC inducida por TSLP en el ensayo 4. El compuesto (1)
present6 un valor de pClso de 8,5 para la inhibicion de la fosforilacion de STAT6 inducida por IL-13 en los ensayos
celulares descritos en el ensayo 2. El compuesto (1) también presenté un valor de pClso valor de 8,3 para la inhibicion
de la fosforilacion de STAT6 inducida por IL-13 en queratinocitos epidérmicos humanos normales en el ensayo 13.
Ademas, las formulaciones modelo de crema y pomada del compuesto () del ensayo 6 han demostrado una exposicion
significativa al compuesto en las capas de la epidermis y la dermis en minicerdos sin exposicion detectable al plasma.
En un ensayo farmacodinamico ex vivo que emplea piel humana recién extirpada, se demostré que el compuesto (l)
inhibia la expresion génica de CXCL10 y CCL2. Se demostrd6 que el compuesto (I) presentaba una buena
permeabilidad en un ensayo de piel humana. El compuesto (I) también inhibio la producciéon de pSTAT3 inducida por
IL-31 en un 80 % en un modelo in vivo modelo en el ensayo 9. Por ultimo, el compuesto (I) presentdé un efecto
dependiente de la dosis en un modelo de dermatitis de contacto irritante inducida por TPA en ratones en el ensayo 10.

También se ha demostrado que el compuesto (I) muestra un valor de pClso de 8,4 para la inhibicion de la fosforilacion
de STATS5 inducida por IL-2 en los ensayos celulares descritos en el ensayo 11, un valor de pClso de 7,2 para la
inhibicion de la fosforilacion de STAT4 inducida por IL-12 en células T CD3+ humanas en el ensayo 12, y un valor de
pClso de 8,4 para la inhibicién de la fosforilacion de STAT3 inducida por IL-22 en queratinocitos epidérmicos humanos
normales en el ensayo 14. Por ultimo, la recuperacion del compuesto (l) para la interleucina-22 (IL-22) suprimid la
expresion de filagrina a una concentracion < 1 uyM. IL-12, IL-22 e IL-23 son citocinas implicadas en la psoriasis (Baliwag
et al., Cytokine, 2015, 73(2), 342-350, 2015). Estas citocinas emiten sefiales a través de las enzimas JAK2 y Tyk2
(Ishizaki et al., J. Immunol., 2011, 187, 181-189). Las terapias con anticuerpos dirigidas a estas citoquinas han
demostrado utilidad clinica en la psoriasis (Schadler et al., Disease-a-Month, 2018, 1-40). Se prevé que un inhibidor
tépico de JAK que pueda bloquear estas citoquinas sea eficaz en esta enfermedad. Debido a que estas citocinas
emiten sefales a través de Tyk2 y JAK2, se espera que el compuesto (I) tenga actividad en esta enfermedad.

Se espera que los niveles dérmicos sostenidos de inhibidores de JAK en ausencia de niveles sistémicos significativos
den como resultado una actividad antiinflamatoria y antipruriginosa local potente en la piel sin efectos adversos
sistémicos. Se espera que dichos compuestos sean beneficiosos en una serie de afecciones inflamatorias o
pruriginosas dérmicas que incluyen, entre otras, dermatitis atépica, vitiligo, linfoma cutaneo de células T y subtipos
(sindrome de Sézary, micosis fungoide, reticulosis pagetoide, piel floja granulomatosa, papulosis linfomatoide, pitiriasis
liquenoide crénica, pitiriasis liquenoide y varioliforme aguda, linfoma cutaneo de linfocitos T CD30+, linfoma cutaneo
secundario de células grandes CD30+, linfoma cutaneo de linfocitos T grandes CD30- que no es micosis fungoide,
linfoma pleomdrfico de linfocitos T, linfoma de Lennert, linfoma subcutaneo de linfocitos T, linfoma angiocéntrico,
linfoma blastico de linfocitos NK), prurigo nodular, liquen plano, dermatitis de contacto, eccema dishidrético, eccema,
dermatitis numular, dermatitis seborreica, dermatitis por estasis, amiloidosis cutanea primaria localizada, penfigoide
ampolloso, manifestaciones cutaneas de la enfermedad del injerto contra el receptor, penfigoide, lupus discoide,
granuloma anular, liquen simple crénico, prurito, prurito vulvar/escrotal/perianal, liquen escleroso, picor de la neuralgia
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posherpética, liquen plano pilar, psoriasis y foliculitis decalvans. En concreto, la dermatitis atépica (Bao et al., JAK-
STAT, 2013, 2, e24137), la alopecia areata (Xing et al., Nat. Med., 2014, 20, 1043-1049) que incluye subtipos como
alopecia areata monolocularis, alopecia areata multilocularis, ofiasis, alopecia areata universalis, alopecia areata totalis
y alopecia areata barba, vitiligo (Craiglow et al., JAMA Dermatol., 2015, 151, 1110-1112), el linfoma cutédneo de
linfocitos T (Netchiporouk et al., Cell Cycle, 2014, 13, 3331-3335), el prurigo nodular (Sonkoly et al., J. Allergy Clin.
Immunol., 2006, 117, 411-417), el liquen plano (Welz-Kubiak et al., J. Immunol. Res., 2015, ID: 854747), la amiloidosis
cutanea primaria localizada (Tanaka et al., Br. J. Dermatol., 2009, 161, 1217-1224), el penfigoide ampolloso (Feliciani
et al., Int. J. Immunopathol. Pharmacol., 1999, 12, 55-61) y las manifestaciones dérmicas de la enfermedad del injerto
contra receptor (Okiyama et al., J. Invest. Dermatol., 2014, 134, 992-1000) se caracterizan por la elevacion de
determinadas citocinas que sefalizan a través de la activacion de JAK. Por consiguiente, el compuesto (1) puede ser
capaz de aliviar la inflamacion dérmica asociada o el prurito provocado por estas citocinas. En concreto, se prevé que
el compuesto (1), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, sea Util para el tratamiento de la dermatitis atopica
y otras enfermedades inflamatorias cutaneas.

Como se ilustra en la tabla 13, se ha demostrado que el compuesto (l) tiene un alto aclaramiento en los microsomas
humanos. Asi, tiene la ventaja de ser eliminado rapidamente, lo que minimiza la exposicion sistémica y reduce el
riesgo de efectos adversos.

Como se ilustra en la tabla 13, el compuesto (I) también posee una alta permeabilidad que es beneficiosa para las
indicaciones cutaneas, ya que parece estar relacionada con una mejor penetracion en la piel.

En algunas realizaciones, por lo tanto, la invencion proporciona un compuesto de formula (l) para su uso en el
tratamiento de una enfermedad inflamatoria o autoinmunitaria cutdnea en un mamifero (por ejemplo, un ser humano),
que comprende aplicar una composiciéon farmacéutica que comprende un compuesto (), o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, y un vehiculo farmacéutico a la piel del mamifero.

En algunas realizaciones, la enfermedad inflamatoria cutanea es la dermatitis atopica. En algunas realizaciones, la
dermatitis atépica es de leve a moderada. En algunas realizaciones, la dermatitis atopica es de moderada a grave.

En algunas realizaciones, la enfermedad autoinmunitaria cutanea es la alopecia areata.

El compuesto (), 0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, también puede usarse en combinacién con uno
0 mas compuestos Utiles para enfermedades inflamatorias cutaneas. En algunas realizaciones, dichos uno o mas
compuestos es un esteroide, un corticoesteroide, un antibiético, un antagonista del receptor HI de histamina, un
inhibidor de calcineurina, un antagonista de IL-13, un inhibidor de PDE 4, un antagonista del receptor 44 acoplado a
proteina G, un antagonista de IL-4, un antagonista de receptores de 5-HT 1a, un antagonista de receptores 5-HT 2b,
un agonista de los receptores adrenérgicos alfa 2, un antagonista del receptor cannabinoide CB1, una antagonista de
quimiocina CCR3, un inhibidor de colagenasa, un inhibidor de la fosfolipasa A2 citosdlica, un inhibidor del ligando de
eotaxina, un inhibidor del factor de transcripcion GATA 3, un antagonista del receptor H4 de histamina, un antagonista
de IL-10, un antagonista de IL-12, un antagonista de IL-17, un antagonista de IL-2, un antagonista de IL-23, un
modulador de los receptores de IL-4, un antagonista de IL-15, un antagonista de IL-6, un antagonista de IL-8, un
antagonista de IL-9, un antagonista de IL-5, un antagonista de inmunoglobulina E, un modulador de inmunoglobulina
E, un antagonista del receptor de interferon gamma, un ligando de interferébn gamma, un inhibidor del ligando de
interleucina 33, un antagonista del receptor de interleucina-31, un antagonista de leucotrienos, un agonista del receptor
X del higado, un agonista beta del receptor X del higado, un inhibidor del factor nuclear kappa B, un antagonista del
receptor de OX-40, un antagonista de PGD2, un inhibidor de la fosfolipasa A2, un estimulador de la inositol fosfatasa
1 de dominio SH2, un inhibidor del ligando de la linfoproteina del estroma timico, un modulador de TLR, un modulador
de ligando TNF alfa, un estimulador del gen de TLR9, un estimulador de la proteina 4 de linfocitos T citotoxicos, un
agonista del receptor opioideo kappa, un inhibidor de galectina-3, un inhibidor de la histona desacetilasa-1, un inhibidor
de la histona desacetilasa-2, un inhibidor de la histona desacetilasa-3, un inhibidor de la histona desacetilasa-6, un
inhibidor de la histona desacetilasa, un agonista de glucocorticoides, un inhibidor de la tirosina cinasa Syk, un
antagonista del receptor TrkA, un antagonista de la integrina alfa-4/beta-1, un antagonista del receptor similar a
interleucina 1, un Inhibidor de la enzima convertidora de interleucina-1, un antagonista del receptor de interleucina-31,
un inhibidor del canal 3 de potasio activado por voltaje KCNA, un inhibidor del gen PDE4B, un Inhibidor de calicreina
2, un agonista del receptor 1 de esfingosina-1-fosfato, un estimulador de la proteina del epitelio pigmentario de la
retina, un inhibidor de la glucoproteina de superficie de linfocitos T CD28, un antagonista de TGF beta o antagonista
de vainilloide VR1.

En algunas realizaciones, el compuesto (l), 0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, se administra en
combinacion con betametasona, acido fucidico, GR-MD-02, dupilumab, acetato de rosiptor, AS-101, ciclosporina, IMD-
0354, secukinumab, Actimmune, lebrikizumab, CMP-001, mepolizumab, pegcantratinib, tezepelumab, MM-36,
crisaborol, ALX-101, bertilimumab, FB-825, AX-1602, BNZ-1, abatacept, tacrolimus, ANB-020, JTE-052, ZPL-389,
ustekinumab, GBR-830, GSK-3772847, ASN-002, remetinostat, apremilast, timapiprant, MOR-106, asivatripa,
nemolizumab, fevipiprant, doxiciclina, MDPK-67b, desloratadina, tralokinumab, fexofenadina, pimecrolimus,
bepotastina, nalfurafina, VTP-38543, Q-301, ligelizumab, RVT-201, DMT-210, KPI-150, AKP-11, E-6005, AMG-0101,
AVX-001, PG-102, ZPL-521, MEDI-9314, AM-1030, WOL-071007, MT-0814, valerato de betametasona, SB-011,
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epinastina, tacrolimus, tranilast o viromed, o cualquiera de sus combinaciones.

En algunas realizaciones, el compuesto (l), 0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, se administra en
combinacioén con un esteroide, un antibiético y un humectante (Lakhani et al., Pediatric Dermatology, 2017, 34, 3, 322-
325). En algunas realizaciones, dicho uno o mas compuestos es un antibidtico para grampositivos, como mupirocina
0 acido fusidico.

El compuesto (l), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, también pueden usarse en combinacién con
antibiéticos para grampositivos, tales como la mupirocina y el acido fusidico, para tratar enfermedades inflamatorias
cutaneas. En un aspecto, por lo tanto, la invencion proporciona un método para tratar una enfermedad inflamatoria
cutdnea en un mamifero, comprendiendo el método aplicar un compuesto de la invencioén, o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, y un antibiético para grampositivos a la piel del mamifero. En otro aspecto, la invencion
proporciona una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de la presente invencién, o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, un antibiético para grampositivos y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, por lo tanto, la invencion proporciona una combinacién terapéutica para su uso en el tratamiento de
trastornos inflamatorios cutaneos, comprendiendo la combinacién el compuesto (I), o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, y uno o mas agentes terapéuticos distintos utiles para tratar trastornos inflamatorios
cutaneos. El agente o agentes secundarios, cuando se incluyen, estan presentes en una cantidad terapéuticamente
eficaz, es decir, en cualquier cantidad que produzca un efecto terapéuticamente beneficioso cuando se coadministra
con el compuesto (1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

También se proporciona, por lo tanto, una composicion farmacéutica que comprende el compuesto (I), o una de sus
sales farmacéuticas, y uno o mas agentes terapéuticos distintos Utiles para tratar trastornos inflamatorios cutaneos.

Ademas, en un aspecto del método, la invencion proporciona un compuesto de formula (1) para su uso en el tratamiento
de trastornos inflamatorios cutaneos, comprendiendo el uso administrar al mamifero el compuesto (1), o una de sus
sales farmacéuticamente aceptables, y uno o mas agentes terapéuticos distintos utiles para tratar trastornos
inflamatorios cutaneos.

Enfermedades inflamatorias gastrointestinales

Debido a su inhibicion de la familia de enzimas JAK, se prevé que el compuesto () sea util para una diversidad de
indicaciones inflamatorias gastrointestinales que incluyen, entre otras, colitis ulcerosa (proctosigmoiditis, pancolitis,
proctitis ulcerosa y colitis del lado izquierdo), enfermedad de Crohn, colitis colagena, colitis linfocitica, enfermedad de
Behcet, enfermedad celiaca, colitis inducida por el inhibidor del punto de control inmunitario, ileitis, esofagitis
eosinofilica, colitis relacionada con enfermedad del injerto contra el receptor y colitis infecciosa. La colitis ulcerosa
(Reimund et al., J. Clin. Immunology, 1996, 16, 144-150), la enfermedad de Crohn (Woywodt et al., Eur. J.
Gastroenterology Hepatology, 1999, 11, 267-276), la colitis colagenosa (Kumawat et al., Mol. Immunology, 2013, 55,
355-364), la colitis linfocitica (Kumawat et al., 2013), la esofagitis eosinofilica (Weinbrand-Goichberg et al., Immunol
Res., 2013, 56, 249-260), la colitis relacionada con la enfermedad de injerto contra el receptor (Coghill et al., Blood,
2001, 117, 3268-3276), la colitis infecciosa (Stallmach et al., Int. J. Colorectal Dis., 2004, 19, 308-315), la enfermedad
de Behcet (Zhou et al., Autoimmun. Rev., 2012, 11, 699-704), la enfermedad celiaca (de Nitto et al., World J.
Gastroenterol., 2009, 15, 4609-4614), la colitis inducida por inhibidor del punto de control inmunitario (por ejemplo, la
colitis inducida por inhibidor de CTLA-4; Yano et al., J. Translation Med., 2014, 12, 191), la colitis inducida por
inhibidores de PD-1 o PD-L1) y la ileitis (Yamamoto et al., Dig. Liver Dis., 2008, 40, 253-259) se caracterizan por la
elevacion de determinados niveles de citocinas proinflamatorias. Como muchas citocinas proinflamatorias sefializan a
través de la activacion de JAK, los compuestos que se describen en la presente solicitud pueden ser capaces de aliviar
la inflamacion y proporcionar alivio de los sintomas.

En algunas realizaciones, por lo tanto, la descripcidon proporciona un compuesto de formula (I) para su uso en el
tratamiento de una enfermedad inflamatoria gastrointestinal en un mamifero (por ejemplo, un ser humano), que
comprende administrar al mamifero una composicién farmacéutica que comprende un vehiculo farmacéuticamente
aceptable y el compuesto (1), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

En algunas realizaciones, la descripcién proporciona un compuesto de formula (l) para su uso en el tratamiento de
una enfermedad inflamatoria gastrointestinal en un mamifero (por ejemplo, un ser humano), que comprende
administrar al mamifero el compuesto (1), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

La invencion proporciona ademas un compuesto de férmula (1) para su uso en el tratamiento de la colitis ulcerosa en
un mamifero, comprendiendo el método administrar al mamifero un compuesto de la invencién, o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, o una composicion farmacéutica que comprende un vehiculo farmacéuticamente
aceptable y un compuesto de la divulgacion, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Cuando se usa para tratar la colitis ulcerosa, el compuesto de la invencion normalmente se administrara por via oral
en una sola dosis diaria 0 en multiples dosis por dia, aunque pueden usarse otras formas de administracion. La
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cantidad de agente activo administrada por dosis o la cantidad total administrada por dia normalmente sera
determinada por un médico, a la luz de las circunstancias pertinentes, que incluyen la afeccién a tratar, la via de
administracion elegida, el compuesto real administrado y su actividad relativa, la edad, el peso y la respuesta del
paciente individual, la gravedad de los sintomas del paciente y similares.

Se prevé que las dosis adecuadas para el tratamiento de la colitis ulcerosa y otros trastornos inflamatorios
gastrointestinales varien de aproximadamente 1 a aproximadamente 400 mg/dia de agente activo, incluido de
aproximadamente 5 a aproximadamente 300 mg/dia y de aproximadamente 20 a aproximadamente 70 mg por dia de
activo agente para un ser humano promedio de 70 kg.

El compuesto (), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, también puede usarse en combinacion con uno
0 mas agentes que actian mediante el mismo mecanismo o mediante mecanismos diferentes para efectuar el
tratamiento de trastornos inflamatorios gastrointestinales. Las clases utiles de agentes para la terapia de combinacion
incluyen, entre otras, aminosalicilatos, esteroides, inmunosupresores sistémicos, pueden usarse anticuerpos anti-
TNFa, anticuerpos anti VLA-4, anticuerpos antiintegrina a7, agentes antibacterianos y medicamentos antidiarreicos.

Los aminosalicilatos que pueden usarse en combinacion con el compuesto (l) incluyen, entre otros, mesalamina,
osalazina y sulfasalazina. Los ejemplos de esteroides incluyen, entre otros, prednisona, prednisolona, hidrocortisona,
budesonida, beclometasona y fluticasona. Los inmunosupresores sistémicos utiles para el tratamiento de trastornos
inflamatorios incluyen, entre otros, ciclosporina, azatioprina, metotrexato, 6-mercaptopurina y tacrolimus. Ademas,
pueden usarse anticuerpos anti-TNFa, que incluyen, entre otros, infliximab, adalimumab, golimumab y certolizumab,
en la terapia combinada. Los compuestos utiles que actian mediante otros mecanismos incluyen anticuerpos anti-
VLA-4, tales como natalizumab, anticuerpos antiintegrina a4f37, tales como vedolizumab, agentes antibacterianos, tales
como rifaximina, y medicamentos antidiarreicos, tales como loperamida (Mozaffari et al., Expert Opin. Biol. Ther., 2014,
14, 583-600; Danese, Gut, 2012, 61, 918-932; Lam et al., Immunotherapy, 2014, 6, 963-971).

En otro aspecto, por lo tanto, la invencion proporciona una combinacién terapéutica para su uso en el tratamiento de
trastornos inflamatorios gastrointestinales, comprendiendo la combinacién un compuesto de la invencién, o una de
sus sales farmacéuticamente aceptables, y uno o mas agentes terapéuticos distintos utiles para tratar trastornos
inflamatorios gastrointestinales. Por ejemplo, la invencién proporciona una combinacion que comprende un compuesto
de la invencién, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, y uno o mas agentes seleccionados entre
aminosalicilatos, esteroides, inmunosupresores sistémicos, pueden usarse anticuerpos anti-TNFa, anticuerpos anti
VLA-4, anticuerpos antiintegrina asf37, agentes antibacterianos y medicamentos antidiarreicos. El agente o agentes
secundarios, cuando se incluyen, estan presentes en una cantidad terapéuticamente eficaz, es decir, en cualquier
cantidad que produzca un efecto terapéuticamente beneficioso cuando se coadministra con un compuesto de la
invencion, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

También se proporciona, por lo tanto, una composicion farmacéutica que comprende el compuesto (I), o una de sus
sales farmacéuticamente aceptables, y uno o mas agentes terapéuticos distintos utiles para tratar trastornos
inflamatorios gastrointestinales.

Enfermedades respiratorias

Las citocinas que sefializan a través de la ruta JAK-STAT, en concreto, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-11, IL-13, IL-
23, IL-31, IL-27, linfopoyetina del estroma timico (TSLP), interferon-y (IFNy) y factor estimulante de colonias de
granulocitos y macrofagos (GM-CSF) también se han implicado en la inflamacion asmatica y en otras enfermedades
respiratorias inflamatorias. Como se ha descrito anteriormente, se ha demostrado que el compuesto (I) es un potente
inhibidor de las cinasas JAK y ha demostrado una potente inhibicion de las citocinas proinflamatorias IL-13 en ensayos
celulares.

La actividad antiinflamatoria de los inhibidores de JAK se ha demostrado sélidamente en modelos preclinicos de asma
(Malaviya et al., Int. Immunopharmacol., 2010, 10, 829-836; Matsunaga et al., Biochem. and Biophys. Res. Commun.,
2011, 404, 261-267; Kudlacz et al., Eur. J. Pharmacol., 2008, 582, 154-161). Por consiguiente, el compuesto, o una
de sus sales farmacéuticamente aceptables, puede ser Util para el tratamiento de trastornos respiratorios inflamatorios
como el asma. La inflamacion y la fibrosis del pulmén son caracteristicas de otras enfermedades respiratorias ademas
del asma, tales como la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), fibrosis quistica (FQ), neumonitis,
enfermedades pulmonares intersticiales (incluyendo la fibrosis pulmonar idiopatica), lesion pulmonar aguda, sindrome
de dificultad respiratoria aguda, bronquitis, enfisema y bronquiolitis obliterante. EI compuesto (1), o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, por lo tanto, puede ser util para el tratamiento de la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, fibrosis quistica, neumonitis, enfermedades pulmonares intersticiales (incluyendo la fibrosis pulmonar
idiopatica), lesion pulmonar aguda, sindrome de dificultad respiratoria aguda, bronquitis, enfisema, bronquiolitis
obliterante, disfuncién cronica del aloinjerto pulmonar (DCAP), rechazos de trasplantes de pulmoén y sarcoidosis.

En un aspecto, por lo tanto, la descripcion proporciona un método para tratar una enfermedad respiratoria en un

mamifero (por ejemplo, un ser humano) que comprende administrar al mamifero el compuesto (I) o una sal de sus
sales farmacéuticamente aceptables.
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En un aspecto, la enfermedad respiratoria es asma, enfermedad pulmonar obstructiva cronica, fibrosis quistica,
neumonitis, enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), fibrosis quistica (FQ), neumonitis, enfermedades
pulmonares intersticiales (incluyendo la fibrosis pulmonar idiopatica), lesion pulmonar aguda, sindrome de dificultad
respiratoria aguda, bronquitis, enfisema, bronquiolitis obliterante, rinitis alérgica o sarcoidosis. En otro aspecto, la
enfermedad respiratoria es asma o enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

En otro aspecto, la enfermedad respiratoria es una infeccion pulmonar, una helmintosis, hipertension pulmonar arterial,
sarcoidosis, linfangioleiomiomatosis, bronquiectasia o una enfermedad pulmonar infilirante. En otro aspecto mas, la
enfermedad respiratoria es neumonitis inducida por farmacos, neumonitis inducida por hongos, aspergilosis
broncopulmonar alérgica, neumonitis por hipersensibilidad, granulomatosis eosinofilica con poliangeitis, neumonia
eosinofilica aguda idiopatica, neumonia eosinofilica cronica idiopatica, sindrome hipereosindfilo, sindrome de Loffler,
bronquiolitis obliterante con neumonia organizada o neumonitis inducida por inhibidores del punto de control
inmunitario.

La invencién proporciona ademas un compuesto de formula (l) para su uso en el tratamiento de una enfermedad
respiratoria, comprendiendo el método administrar al mamifero una composicion farmacéutica que comprende el
compuesto (), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El compuesto (I), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, también puede usarse en combinacion con uno
0 mas compuestos utiles para enfermedades oculares.

Enfermedades oculares

Se ha demostrado que muchas enfermedades oculares se asocian a elevaciones de citocinas proinflamatorias que
dependen de la via JAK-STAT.

El compuesto (I), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, por lo tanto, puede ser util para el tratamiento de
una serie de enfermedades oculares que incluyen, entre otras, uveitis, retinopatia diabética, edema macular diabético,
enfermedad del ojo seco, degeneracion macular senil y queratoconjuntivitis atépica.

En concreto, la uveitis (Horai y Caspi, J. Interferon Cytokine Res., 2011, 31, 733-744), la retinopatia diabética
(Abcouwer, J. Clin. Cell Immunol., 2013, supl. 1, 1-12), el edema macular diabético (Sohn et al., American Journal of
Opthalmology, 2011, 152, 686-694), la enfermedad del ojo seco (Stevenson et al, Arch. Ophthalmol., 2012, 130, 90-
100), la oclusion venosa retiniana (Shchuko et al., Indian Journal of Ophthalmology, 2015, 63(12), 905-911) y la
degeneracion macular senil (Knickelbein et al., Int. Ophthalmol. Clin., 2015, 55(3), 63-78) se caracterizan por la
elevacion de determinadas citocinas proinflamatorias que sefializan a través de la via de JAK-STAT. Por consiguiente,
el compuesto (I), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, puede ser capaz de aliviar la inflamacion ocular
asociada y revertir la progresion de la enfermedad o proporcionar alivio de los sintomas.

En un aspecto, por lo tanto, la invencion proporciona un compuesto de formula (l) para su uso en el tratamiento de
una enfermedad ocular en un mamifero que comprende administrar el compuesto (I), o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, o una composicion farmacéutica que comprende el compuesto (1), o0 una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, al ojo del mamifero. En un aspecto, la enfermedad ocular es uveitis, retinopatia
diabética, edema macular diabético, enfermedad del ojo seco, degeneracion macular senil o queratoconjuntivitis
atopica. En un aspecto, el método comprende administrar el compuesto (l), 0 una de sus sales farmacéuticamente
aceptables, por inyeccion intravitrea.

El compuesto (I), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, también pueden usarse en combinaciéon con uno
0 mas compuestos utiles para enfermedades oculares.

Otras enfermedades

El compuesto (I), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, también puede ser util para tratar otras
enfermedades, tales como otras enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunitarias o canceres.

El compuesto (), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, puede ser util para tratar las caries bucales, la
mucositis oral y la estomatitis aftosa recurrente.

El compuesto (1), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, puede ser util para tratar una o mas de artritis,
artritis reumatoide, artritis reumatoide juvenil, rechazo de trasplante, xeroftalmia, artritis psoriasica, diabetes, diabetes
de tipo 1, enfermedad de neuronas motoras, sindrome mielodisplasico, dolor, sarcopenia, caquexia, choque séptico,
lupus eritematoso sistémico, leucemia, leucemia linfocitica cronica, leucemia mielocitica crénica, leucemia linfoblastica
aguda, leucemia mielégena aguda, espondilitis anquilosante, mielofibrosis, linfoma de linfocitos B, carcinoma
hepatocelular, enfermedad de Hodgkin, cancer de mama, mieloma multiple, melanoma, linfoma no hodgkiniano,
cancer de pulmon no microcitico, carcinoma de células claras de ovario, tumor de ovario, tumor de pancreas,
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policitemia vera, sindrome de Sjoegren, sarcoma de tejidos blandos, sarcoma, esplenomegalia, linfoma de linfocitos T
y talasemia mayor.

La descripcion, por tanto, proporciona un método para tratar estas enfermedades en un mamifero que comprende
administrar el compuesto (I), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, o una composicion farmacéutica que
comprende el compuesto (l), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, y un vehiculo farmacéutico al
mamifero.

En los parrafos anteriores, cuando se usan en terapia de combinacion, los agentes pueden formularse en una Unica
composicion farmacéutica, como se ha descrito anteriormente, o los agentes pueden proporcionarse en composiciones
separadas que se administran simultaneamente o en momentos separados, por la misma o por diferentes vias de
administracion. Cuando se administran por separado, los agentes se administran suficientemente cerca en el tiempo
para proporcionar un efecto terapéutico deseado. Dichas composiciones pueden envasarse por separado o pueden
envasarse juntas en forma de un kit. Los dos 0 mas agentes terapéuticos en el kit pueden administrarse por la misma
via de administracion o por vias de administracién diferentes.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos de sintesis y biolégicos se ofrecen para ilustrar la invencion y no han de interpretarse de
ninguna manera como limitantes del alcance de la invencién. En los ejemplos a continuacion, las siguientes
abreviaturas tienen los siguientes significados a menos que se indique lo contrario. Las abreviaturas que no se definen
a continuacion tienen los significados generalmente aceptados.

ACN = acetonitrilo

Bn = bencilo

Boc = terc-butiloxicarbonilo
d= dia o dias

DIPEA = N,N-diisopropiletilamina
DMF = N,N-dimetilformamida
DMSO = dimetilsulféxido

EtOAc = acetato de etilo

EtOH = alcohol etilico

h= hora u horas

HATU = hexafluorofosfato de N,N,N',N'-tetrametil-O-(7-azabenzotriazol-1-il)uronio
IPA = alcohol isopropilico
MeOH = metanol

min = minuto o minutos

NMP = N-metilpirrolidona

TA= temperatura ambiente
TEA = trietilamina

THF = tetrahidrofurano

TFA = acido trifluoroacético

Los reactivos y disolventes se adquirieron de proveedores comerciales (Aldrich, Fluka, Sigma, etc.) y se usaron sin
mas purificacion. El progreso de las mezclas de reaccion se controld mediante cromatografia en capa fina (TLC),
cromatografia liquida analitica de alta resolucion (HPLC anal.) y/o espectrometria de masas. Las mezclas de reaccion
se elaboraron como se describe especificamente en cada reaccion; habitualmente se purificaron mediante extraccion
y otros métodos de purificacion, tales como la precipitacion y la cristalizacion dependiente de la temperatura y el
disolvente. Ademas, las mezclas de reaccion se purificaron como hace habitualmente mediante cromatografia en
columna o mediante HPLC preparativa, normalmente usando rellenos de columna C18 o BDS y eluyentes
convencionales. Se describen condiciones normales de HPLC preparativa a continuacion.

La caracterizacion de los productos de reaccion se realizé como habitualmente mediante espectrometria de masas y
RMN de "H. Para el analisis por RMN, las muestras se disolvieron en disolvente deuterado (tal como CD;0D, CDCl3
0 de-DMSO) y los espectros de RMN de "H se obtuvieron con un instrumento Varian Gemini 2000 (400 MHz) en
condiciones de observacion convencionales. La identificacion espectrométrica de masas de los compuestos se realizd
mediante un método de ionizacion por electronebulizacion (EMEN) con un instrumento modelo API 150 EX de Applied
Biosystems (Foster City, CA) o un instrumento 3100 de Waters (Milford, MA), acoplado a sistemas de autopurificacion.

A menos que se indique lo contrario, se usaron las siguientes condiciones para purificaciones mediante HPLC
preparativa.
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Columna: C18,5um 21,2 x 150 mm o C18, 5 pm 21 x 250 mm o
C14, 5 uym 21 x 150 mm

Temperatura de la columna: Temperatura ambiente

Caudal: 20,0 ml/min

Fases moviles: A =Agua + TFA al 0,05 %
B =ACN + TFA al 0,05 %

Volumen de inyeccién: (100-1500 ul)

Longitud de onda del detector: 214 nm

Los compuestos en bruto se disolvieron en agua:acido acético 1:1 a aproximadamente 50 mg/ml. Se realiz6 una
ejecucion de prueba de escala analitica de 4 minutos usando una columna C18 de 2,1 x 50 mm, seguida de una
ejecucion a escala preparativa de 15 o 20 minutos usando una inyeccion de 100 pl con el gradiente basado en el
porcentaje de retencién de B de la ejecucion de prueba a escala analitica. Los gradientes exactos fueron dependientes
de la muestra. Las muestras con impurezas cercanas en la tanda analitica se comprobaron con una columna C18 de
21 x 250 mm y/o una columna C14 de 21 x 150 mm para una mejor separacion. Las fracciones que contenian el
producto deseado se identificaron mediante analisis espectrométrico de masas.

Condiciones analiticas de HPLC

Método A
Columna: LUNA C18 (2), 150 x 4,60 mm, 3 pm
Temperatura de la columna: 37 °C
Caudal: 1,0 ml/min
Volumen de inyeccién: 5l
Preparacion de muestras: Disolver en ACN:agua 1:1
Fases moviles: A = Agua:ACN:TFA (98:2:0,05)

B = Agua:ACN:TFA (2:98:0,05)
Longitud de onda del detector: 250 nm

Gradiente: 32 min en total (tiempo (min)/% de B): 0/2, 10/20, 24/90, 29/90, 30/2, 32/2

Método B

Columna: LUNA C18 (2), 150 x 4,60 mm, 3 ym

Temperatura de la columna: 37 °C

Caudal: 1,0 ml/min

Volumen de inyeccién: 10 pl

Preparacion de muestras: Disolver en ACN:agua 1:1

Fases moviles: A = Agua:ACN:TFA (98:2:0,05)

B = Agua:ACN:TFA (10:90:0,05)
Longitud de onda del detector: 254 nm

Gradiente: 35 min en total (tiempo (min)/% de B): 0/2, 20/25, 23/90, 26/90, 27/2, 35/2
Método C
Columna: Poroshell 120 SB-Aq, 150 mm por 4,6 mm, Parte de 2,7 micrometros

n.°683975-914
Temperatura de la columna: 35°C

Caudal: 1,0 ml/min

Volumen de inyeccién: 5l

Preparacion de muestras: Disolver en 50:MPB:50MPA

Fases moviles: A = Acetonitrilo:agua:acido trifluoroacético (1:99:0,20)

B = Acetonitrilo:agua:acido trifluoroacético (90:10:0,20)

Gradiente:
Tiempo, min %de A |%deB
0,0 98,0 2,0
16,0 40,0 60,0
22,0 0,0 100,0
25,0 0,0 100,0
251 98,0 2,0
30,0 98,0 2,0
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Preparacion 1: ((1R,3s,5S)-9-(Etilsulfonil)-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-3-il)(metil)carbamato de terc-butilo

B
OHC™™"CcHo Bn B”\ n\
X NH,OH-HCI y Y
OWOH BnNH, N CHACOOK Na
o —_— —_—
O 0 0O dioxano/H,0 EtOAc/H,0 \ n-ProH
N-oH NH;
141 12 13 14
cl (
Oyt
Boc,O Mel _/S“O ,S‘O
TEA NaH Pd(OH);,_JC o \N
—_—
dioxano/H,0 |F'MHF piridina
Me-THF
N-—

Buc/

1-5 1-6 1-7 1-8
20

HCI 4 MVEtOAc -5%
EtOAc N
HN—
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Etapa 1: Se realizaron cinco reacciones en paralelo. A una solucion del compuesto 1-1 (2,00 kg, 13,7 mol, 1,00 equiv.)
en dioxano (5,00 I) y agua (20,0 |) se le afadio glutaraldehido (2,06 kg, 20,5 mol, 1,5 equiv.) y fenilmetanamina (1,54
kg, 14,4 mol, 1,05 equiv.) gota a gota a 10 °C. Después de la adicion, la mezcla de reaccion se agité a 20 °C durante
16 h. Una TLC (éter de petroleo:acetato de etilo = 5:1, Rrdel producto = 0,40) y una LCMS indic6 que la reaccién se
habia completado. El valor de pH de la mezcla de reaccién se ajusté a 2 con HCI concentrado (12 N) a 20 °C. Después
de la adicién, la mezcla de reaccion se calenté hasta 60 °C y se agité durante 1 h. Después de enfriar hasta 10 °C, se
afiadié acetato de etilo (10,0 |) a la mezcla. Luego, el valor de pH de la mezcla se ajustd a 10 mediante la adicion de
una solucién acuosa de hidréxido de sodio (12 N) a 10 °C. La mezcla se agité durante 10 min. La capa organica se
separd. La capa acuosa se extrajo con acetato de etilo (3,00 ). Las capas organicas combinadas se lavaron con
salmuera (4,00 I), se secaron sobre sulfato sédico y se filtraron. La capa organica de las cinco reacciones paralelas se
reunié y se concentro. El residuo se purificd por cromatografia en columna (SiO,, éter de petroleo:acetato de etilo =
30:1-2:1) para obtener el compuesto 1-2 (10,0 kg, 51,5 % de rendimiento, 97 % de pureza). (m/z): [M+H]* calculado
para C1sH1sNO, 230,15; encontrado, 230,0. RMN de 'H: 400 MHz, DMSO-ds, & 7,24-7,41 (m, 5H), 3,88 (s, 2H), 3,20-
3,21 (m, 2H), 2,73-2,79 (m, 2H), 2,07 (d, J = 16,4 Hz, 2H), 1,75-1,84 (m, 2H), 1,45-1,50 (m, 3H), 1,24-1,36 (m, 1H).

Etapa 2: Se realizaron tres reacciones en paralelo. A una solucién del compuesto 1-2 (3,00 kg, 13,1 mol, 1,0 equiv.)
en acetato de etilo (24,0 I) y agua (9,00 I) se afiadié CH3COOK (2,05 kg, 20,9 mol, 1,6 equiv.) y NH,OH-HCI (1,82 kg,
26,2 mol, 2,0 equiv.) a 20 °C. La suspension se calentd hasta 45 °C y se agité durante 16 h. Una TLC (éter de
petréleo:acetato de etilo = 2:1, Rrdel producto = 0,30) y una LCMS indicaron que la reaccion se habia completado. El
valor del pH de la solucion se ajusté a 8 con una solucion saturada de bicarbonato de sodio, luego se diluyd con agua
(15,0 1) y acetato de etilo (10,0 I). La capa organica se separd. La capa acuosa se extrajo con acetato de etilo (10,0 |
x 3). La capa organica de las tres reacciones se reunid, se seco sobre sulfato de sodio, se filtré y se concentro. El
producto bruto se diluy6 con n-heptano (12,0 1) y se agitd durante 12 h. El sélido se recogio por filtracién para obtener
el compuesto 1-3 (8,00 kg, 83,4 % de rendimiento). (m/z): [M+H]* calculado para C1sH2N20, 245,16; encontrado,
245,1. RMN de 'H: 400 MHz, DMSO-ds, 10,16 (s, 1H), 7,22-7,38 (m, 5H), 3,83 (s, 2H), 2,97 (s a, 2H), 2,87 (d, J = 16,0
Hz, 1H), 2,60-2,62 (m, 1H), 2,20-2,25 (m, 1H), 2,09-2,13 (m, 1H), 1,72-1,85 (m, 3H), 1,39-1,49 (m, 3H).

Etapa 4: Se llevaron a cabo cuarenta y cinco reacciones en paralelo. A una solucion del compuesto 1-3 (160 g, 655
mmol, 1,0 equiv.) en n-PrOH (3,20 1) a 110 °C se afiadié Na (181 g, 7,86 mol, 12 equiv.) en porciones durante 3 h. La
mezcla se agité a 110 °C durante 2 h. Una TLC (éter de petrdleo:acetato de etilo = 2:1, Rr de EM = 0,40) indic6 que la
reaccion se habia completado. La mezcla se enfrio hasta 70 °C, se vertié en agua helada (4,00 |). La capa acuosa se
extrajo con acetato de etilo (1,00 | x 2). La capa organica reunida de las cuarenta y cinco reacciones se lavo con
salmuera (20,0 1), se secé sobre sulfato sédico, se filtrd y se concentrd. El residuo se diluyd con n-hexano (12,0 1), se
agité durante 12 h. La suspension se filtrd para obtener el filtrado. El filtrado se concentré para obtener el compuesto
1-4 (6,00 kg, 88,4 % de rendimiento) como un aceite amarillo. RMN de 'H, 400 MHz, DMSO-ds, 8 7,18-7,35 (m, 5H),
3,76 (s, 2H), 3,26-3,35 (m, 1H), 2,76 (s, 2H), 1,86-1,90 (m, 2H), 1,67-1,73 (m, 2H), 1,54-1,59 (m, 5H), 1,41-1,45 (m,
3H).

Etapa 5: Se realizaron dos reacciones en paralelo. A una solucién del compuesto 1-4 (2,10 kg, 9,12 mol, 1,1 equiv.)

en dioxano (12,6 1) y agua (1,26 1) se le afiadié EtsN (1,01 kg, 10,0 mol, 1,1 equiv.) y (Boc)20 (2,19 kg, 10,0 mol, 1,1
equiv.) gota a gotaa 0 °C, con la temperatura por debajo de 20 °C. La mezcla se calentd hasta 40 °C y se agit6é durante
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10 h. Una TLC (éter de petroleo:acetato de etilo = 2:1, Rr del producto = 0,40) mostré que la reaccion se habia
completado. La mezcla se enfrié hasta 10 °C, y se filtrd para obtener los residuos de filtracion. El filtrado se concentro.
Los residuos de filtracion se lavaron con n-hexano (3,00 I) para obtener el compuesto 1-5 (4,00 kg, 66,4 % de
rendimiento) como un sélido blanco. RMN de 'H: 400 MHz, DMSO-d, & 7,28-7,33 (m, 4H), 7,19-7,22 (m, 1H), 6,64 (d,
J=8,0 Hz, 1H), 4,10-4,17 (m, 1H), 3,77 (s, 2H), 2,77 (s, 2H), 1,88-1,90 (m, 2H), 1,72-1,75 (m, 3H), 1,57-1,61 (m, 3H),
1,43-1,48 (m, 2H), 1,38 (s, 9H).

Etapa 6: Se realizaron cuatro reacciones en paralelo. A una suspensién del compuesto 1-5 (1,50 kg, 4,54 mol, 1,0
equiv.) en DMF (13,5 1) se anadio NaH (272 g, 6,81 mol, 60 % de pureza, 1,5 equiv.) en porciones a 0 °C bajo Nz. La
suspension se calentd de modo natural hasta 25 °C y se agité durante 30 min. Después de que se enfriara hasta 0 °C,
se afiadié gota a gota Mel (773 g, 5,45 mol, 1,2 equiv.) a la suspensién. La mezcla de reaccion se calentd de modo
natural hasta 25 °C y se agité durante 12 h. Una TLC (éter de petréleo:acetato de etilo = 5:1, Rrdel producto = 0,50) y
una LCMS indicaron que la reaccion se habia completado. La mezcla de reaccion se vertié en agua helada (30,0 1) y
se extrajo con acetato de etilo (9,00 I, 3,00 I). La capa organica reunida de las cuatro reacciones se lavé con agua
helada (20,0 1), salmuera (10,0 I), se secé sobre sulfato de sodio, se filtré y se concentré para obtener el compuesto
1-6 (6,00 kg, bruto) como un aceite amarillo. El producto bruto se uso para la siguiente etapa. RMN de 'H: 400 MHz,
DMSO-de, 6 7,21-7,37 (m, 5H), 4,87 (s a, 1H), 3,80 (s, 2H), 2,86 (s, 2H), 2,68 (s, 3H), 1,64-1,99 (m, 6H), 1,40-1,49 (m,
13H). (m/z): [M+H]* calculado para C21H32N202, 344,25; encontrado 345,2.

Etapa 7: Treinta y nueve reacciones se llevaron a cabo en paralelo. A una solucion del compuesto 1-6 (150 g, 435
mmol, 1,0 equiv.) en IPA (500 ml) y THF (500 ml) se le afadié Pd(OH)./C (70 g, 40 % de pureza). Después la
suspension se desgasifico al vacio y se purgd varias veces con H,. La mezcla se agitd bajo H, (344,738 kPa (50 psi))
a 25 °C durante 16 h. Una TLC (éter de petréleo:acetato de etilo = 5:1, Rrde EM = 0,50) y una LCMS indicaron que la
reaccion se habia completado. Se reunieron las treinta y nueve reacciones. La mezcla se filtré para obtener el filtrado.
Los residuos de filtracion se lavaron con IPA/THF (1:1, 25,0 I). El filtrado reunido se concentrd para obtener el
compuesto 1-7 (3,85 kg, bruto) como un aceite de color amarillo claro. El producto bruto se usé directamente para la
siguiente etapa. (m/z): [M+H]* calculado para C14H26N20,, 255,20; encontrado 255,1. RMN de 'H: 400 MHz, DMSO-
ds, 0 4,88 (s, 1H), 3,08 (s, 2H), 2,60 (s, 3H), 1,73-1,76 (m, 5H), 1,51-1,61 (m, 5H), 1,39 (s, 9H).

Etapa 8: Se realizaron cuatro reacciones en paralelo. A una solucion del compuesto 1-7 (750 g, 2,95 mol, 1,0 equiv.)
en 2-metiltetrahidrofurano (3,00 I) se le afadio piridina (466 g, 5,90 mol, 2,0 equiv.) y cloruro de etanosulfonilo (398 g,
3,10 mol, 1,05 equiv.) gota a gota a 0 °C bajo N2. La mezcla se calenté hasta 25 °C y se agitdé durante 3 h. Una TLC
(éter de petroleo:acetato de etilo = 2:1, Rr del producto = 0,50) indicé que la reaccion se habia completado. Las cuatro
reacciones se reunieron. La mezcla se inactivé con agua helada (10,0 I). La capa organica se separo, y se lavo con
HCI 0,5 N (3,00 | x 2). La capa acuosa combinada se extrajo con acetato de etilo (3,00 I), la capa organica se lavé de
nuevo con HCI 0,5 N (500 ml). La capa organica reunida se lavé con salmuera (5,00 ), se seco sobre sulfato de sodio,
se filtrd y se concentrd para obtener el compuesto 1-8 (2,20 kg, bruto) como un aceite amarillo. El producto bruto se
uso en la siguiente etapa. RMN de 'H: 400 MHz, DMSO-ds, & 4,94 (s, 1H), 3,98 (s, 2H), 3,10 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 2,58
(s, 3H), 1,83-1,91 (m, 5H), 1,56-1,71 (m, 5H), 1,40 (s, 9H), 1,19 (t, J = 7,2 Hz, 3H).

Etapa 9: Se realizaron cuatro reacciones en paralelo. A una solucion del compuesto 1-8 (550 g, 1,59 mol, 1,0 equiv.)
en EtOAc (2,75 1) se le afadiéo HCI/EtOAc (4 M, 3,0 equiv.) gota a gota a 25 °C. La mezcla se agité a 25 °C durante 12
h. Una TLC (éter de petréleo:acetato de etilo = 2:1, Rf del SM = 0,50) mostro que la reaccion se habia completado.
Las cuatro reacciones se reunieron. La mezcla se filtr6 para obtener los residuos de filtracidn para obtener el
compuesto 1-9 (1,25 kg, bruto, HCI) como un sélido amarillo. RMN de "H: 400 MHz, DMSO-ds, 8 9,04 (s, 1H), 4,02 (s,
2H), 3,88-3,94 (m, 1H), 3,09 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 2,09-2,14 (m, 2H), 1,61-1,84 (m, 8H), 1,19 (t, J = 7,2 Hz, 3H).

Preparacion 2: (2-(((1R,3s,5S)-9-(Etilsulfonil)-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-3-il)(metil)Jamino)-5-fluoro-6-((5-metil -
1H-pirazol-3-il)Jamino)pirimidin-4-il)metanol (1)

N 24
HO. NYOH HO. NYOH cl NYC[ N
| N HCl (9) | N POCI; | N NH,
F F PhNEL F
EtOH 2 DIPEA,
0% o 0?0 0?0 EoH
241 22 23
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Etapa 1: Una solucién del compuesto 2-1 (1,00 kg, 5,74 mol, 1,0 equiv.) en etanol (15,0 I) con HCI saturado (1,40 kg,
38,4 mol) se agité a 90 °C durante 60 h. La HPLC mostré que se detectd un pico principal. La mezcla de reaccién se
filtrd. Los residuos de filtracion se recogieron para obtener el compuesto 2-2 (1,00 kg, 81,8 % de rendimiento, 98,8 %
de pureza) en forma de un solido blanco. RMN de 'H: 400 MHz, DMSO-de, 8 11,82 (s a, 1H), 10,82 (s a, 1H), 4,31(q,
J =7,2Hz, 2H), 1,27 (t, J = 6,8 Hz, 3H).

Etapa 2: Se realizaron cinco reacciones en paralelo. A una soluciéon del compuesto 2-2 (560 g, 2,77 mol, 1,0 equiv.)
en POCI; (1,68 ) se le anadio N,N-dietilanilina (289 g, 1,94 mol, 0,7 equiv.). La mezcla se agité a 140 °C durante 12
h. Una TLC (éter de petréleo:acetato de etilo = 10:1, Rr del producto = 0,50) indicé que el compuesto 2-2 se habia
consumido por completo. Las cinco reacciones se reunieron. La mezcla de reaccién se concentré a presion reducida,
dando un residuo. El residuo se diluyo con acetato de etilo (25,0 I). La solucion se vertié en hielo triturado (25,0 1). La
fase acuosa se extrajo con acetato de etilo (25,0 I). Las capas organicas reunidas se lavaron con solucion saturada
de carbonato de sodio (10,0 | x 2), se secaron sobre sulfato de sodio, se filtraron y se concentraron a presion reducida
para obtener un residuo. El residuo se purificé por cromatografia en columna (SiO, éter de petroleo:acetato de etilo =
1:0-50:1) para obtener el compuesto 2-3 (2,00 kg) como un liquido marrén. RMN de 'H: 400 MHz, CDCl3, 8 4,51 (q, J
=7,2Hz, 2H), 1,44 (t, J=7,2 Hz, 3H).

Etapa 3: Se realizaron cuatro reacciones en paralelo. Una mezcla del compuesto 2-3 (480 g, 2,01 mol, 1,0 equiv.),
compuesto 2-4 (224 g, 2,31 mol, 1,15 equiv.), DIPEA (519 g, 4,02 mol, 2,0 equiv.) en etanol (2,60 I) se desgasificé y
se purgo con Nz por 3 veces, y luego la mezcla se agité a 25 °C durante 4 h bajo atmdsfera de No. Una TLC (éter de
petréleo:acetato de etilo = 10:1) indicd que el compuesto 2-3 se habia consumido por completo. Una TLC (éter de
petroleo:acetato de etilo = 1:1, Ry del producto = 0,40) indicé que se formé una nueva mancha. Las cuatro reacciones
se reunieron. La mezcla de reaccion se filtrd y se recogieron los residuos de filtracién. El filtrado se concentré a presion
reducida, dando un residuo. El residuo se trituré6 con agua (38,0 1) y se filtré. Los residuos de filtracion (300 g) se
trituraron con etanol (600 ml) y se filtraron. Los dos residuos de filtracion se reunieron para obtener el compuesto 2-5
(1,50 kg, 62,2 % de rendimiento) como un solido amarillo. RMN de "H: 400 MHz, DMSO-ds, & 12,31 (s, 1H), 10,76 (s,
1H), 6,38 (s, 1H), 4,35 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 2,27 (s, 3H), 1,30 (t, J = 7,2 Hz, 3H).

Etapa 4: Se realizaron cuatro reacciones en paralelo. Una solucion del compuesto 2-5 (254 g, 848 mmol, 1,0 equiv.),
compuesto 1-9 (300 g, 1,06 mol, HCI, 1,25 equiv.) y DIPEA (548 g, 4,24 mol, 5,0 equiv.) en DMSO (600 ml) se agit6 a
130 °C durante 16 h. Una TLC (acetato de etilo:éter de petréleo = 2:1, Rf = 0,30) y una LCMS mostraron que quedaba
aproximadamente un 9 % del material de partida. La mezcla se enfrié hasta 25 °C. Las cuatro reacciones se reunieron,
y se vertieron en agua helada (12,0 I). Se formé un precipitado amarillo. El sélido se recogio por filtracion para dar el
compuesto 2-6 (1,50 kg, aproximadamente un 76 % de pureza) como un soélido amarillo. (m/z): [M+H]* calculado para
C22H32FN70O4S, 510,22; encontrado 510,2.

Una suspensién del compuesto 2-6 (440 g, 656 mmol, aproximadamente un 76 % de pureza) en etanol (1,10 |) se
calentd hasta 95 °C hasta que se disolvid el sélido. La solucién se enfrid hasta 25 °C y se agité durante 12 h. Una
HPLC mostré una pureza de aproximadamente un 96,9 %. Las tres reacciones se reunieron. La suspension se filtro
para obtener los residuos de filtracion y obtener el compuesto 2-6 (aproximadamente 570 g, 96,9 % de pureza) como
un solido de color amarillo claro. El producto se usé durante la siguiente etapa directamente. RMN de 'H: 400 MHz,
DMSO-de, 6 12,12 (s, 1H), 9,73 (s, 1H), 6,35 (s, 1H), 5,59 (s a, 1H), 4,32 (m, 2H), 4,02 (s, 2H), 3,13 (q, J = 7,2 Hz, 2H),
2,83 (s, 3H), 2,20 (s, 3H), 1,94 (s, 3H), 1,64-1,73 (m, 5H), 1,76-1,87 (m, 5H), 1,29 (t, J=7,2 Hz, 3H), 1,21 (t, J=7,2
Hz, 3H).

Etapa 5: Se realizaron cinco reacciones en paralelo. A una solucion del compuesto 2-6 (130 g, 255 mmol, 1,0 equiv.)
en tetrahidrofurano (3,25 1) y etanol (3,25 |) se le afadié NaBH, (77,2 g, 2,04 mol, 8,0 equiv.) y CaCl, (113 g, 1,02 mol,
4,0 equiv.) en porciones a0 °C. La mezcla se calent6 hasta 10 °C y se agité durante 2 h. Una TLC (acetato de etilo:éter
de petréleo = 3:1, R del producto = 0,20) mostré que la reaccidon se habia completado. Las cinco reacciones se
reunieron. La mezcla se inactivé con solucion saturada de carbonato de sodio (6,00 I), se diluyé con acetato de etilo
(15,0 1) y se agité durante 0,5 h. La suspension se filtré para obtener el filtrado. Se separo la capa organica y se extrajo
la capa acuosa con acetato de etilo (5,00 | x 2). La capa organica reunida se lavé con salmuera (5,00 1), se secé sobre
sulfato sédico, se filtré y se concentré para dar (1) (500 g, brutos) como un soélido de color amarillo claro.
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Purificacién: Se realizaron cinco reacciones en paralelo. Una suspensién de |1 (100 g, 210 mmol) en etanol (3,00 I) se
calento hasta 95 °C hasta que se disolvié el sélido. La solucion se enfrié hasta 25 °C y se agitd durante 12 horas. Se
formd una gran cantidad de precipitado. Una HPLC mostré una pureza del 100 %. Las cinco reacciones se reunieron.
El sélido se recogio por filtracion para obtener un total de 330 g del compuesto 1 (99,3 % de pureza) como un sélido
de color amarillo claro (forma cristalina I). (m/z): [M+H]* calculado para C2oH30FN7O3S, 468,21; encontrado 468,3. RMN
de 'H: 400 MHz, DMSO-ds, 8 12,02 (s, 1H), 9,29 (s, 1H), 6,34 (s, 1H), 5,61 (s a, 1H), 5,02 (t, J = 6,8 Hz, 1H), 4,33 (d,
J=4,0Hz, 2H), 4,02 (s, 2H), 3,12 (q, J = 7,2 Hz, 2H), 2,84 (s, 3H), 2,19 (s, 3H), 1,82-2,01 (m, 3H), 1,63-1,74 (m, 5H),
1,21 (t, J=7,2 Hz, 3H).

Preparacion 3: 5-fluoro-2,6-dihidroxipirimidin-4-carboxilato de etilo

HO_Ng_OH
o
F ~
oZ o™

Una solucion de acido 5-fluoro-2,6-dihidroxipirimidin-4-carboxilico (20,4 g, 120 mmol) en DMF (200 ml) se traté con
DBU (18,7 g, 123 mmol) y se agitd durante 0,5 h a 25 °C. C. Luego se anadio Etl (19,2 g, 123 mmol) y la solucion
resultante se calent6 hasta 60 °C durante 3 horas. Se anadié H>O (1000 ml) a la mezcla y el precipitado resultante se
recogié por filtracion, se lavo con H2O (200 ml), y se secé para dar 5-fluoro-2,6-dihidroxipirimidin-4-carboxilato de etilo
(19 g, 80 % de rendimiento).

Preparacion 4: 2,6-dicloro-5-fluoropirimidin-4-carboxilato de etilo

cl_ _N_ _Cl
Y

N
0”0

Una mezcla de 5-fluoro-2,6-dihidroxipirimidin-4-carboxilato de etilo (5 g, 24,8 mmol), PhNEt, (2,58 g, 17,3 mmol),
POCI; (130 g, 855,9 mmol) se calenté hasta 100 °C durante 4 horas. Después, la mezcla de reaccién se enfrié hasta
la temperatura ambiente y se vertié en agua helada (500 ml). La capa acuosa se extrajo con EtOAc (1000 ml) y la
capa organica se lavé con solucion sat. de NaHCO3; (200 ml), salmuera (200 ml), se seco sobre Na;SOy4, se filtro y se
concentro al vacio. El residuo se purific6 mediante cromatografia en columna (columna de 80 g; EtOAc al 0-50 % en
hexanos) para obtener 2,6-dicloro-5-fluoropirimidin-4-carboxilato de etilo como un aceite amarillo (3,8 g, 65 %).

Preparacion 5: 2-cloro-5-fluoro-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)Jamino)pirimidin-4-carboxilato de etilo

NH
i

N\\
NH. _N._ _Cl
|
N
0?0

Una mezcla de 2,6-dicloro-5-fluoropirimidin-4-carboxilato de etilo (3,8 g, 16 mmol), 5-metil-1H-pirazol-3-amina (1,86 g,
19 mmol) y DIPEA (4 g, 32 mmol) en EtOH (100 ml) se agitd a t.a. durante 2 h. La mezcla de reaccion se concentrd al
vacio. Luego se afadié agua (500 ml), la mezcla de reaccion se filtrd y los residuos de filtracion se lavaron con 100 ml
de HxO y se secaron al vacio para dar 2-cloro-5-fluoro-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)Jamino)pirimidin-4-carboxilato de etilo
(3,8 g, 80 % de rendimiento).

Preparacion 6: (1R,3s,5S)-3-((4-(Etoxicarbonil)-5-fluoro-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)Jamino)pirimidin-2-
il)(metil)amino )-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-9-carboxilato de terc-butilo
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Una mezcla de 2-cloro-5-fluoro-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-4-carboxilato de etilo (1,7 g, 5,684 mmol),
(1R,3s,5s)-3-(metilamino)-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-9-carboxilato de terc-butilo (2,17 g, 8,527 mmol) y DIPEA (1,47 g,
11,368 mmol) en DMSO (50 ml) se calent6 hasta 110 °C durante 18 h. La mezcla de reaccion se vertié en agua (200
ml), la mezcla de reaccion se filtré y los residuos de filtraciéon se lavaron con 200 ml de H2O y se secaron al vacio para
obtener (1R,3s,5S)-3-((4-(etoxicarbonil)-5-fluoro-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)Jamino)pirimidin-2-il)(metil)amino)-9-
azabiciclo[3.3.1]nonan-9-carboxilato de terc-butilo bruto (3,5 g, brutos). (m/z): [M+H]* calculado para CasH37FN7O4,
518,29; encontrado 518,2.

Preparacion 7: (1R,3s,5S)-3-((5-Fluoro-4-(hidroximetil)-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)Jamino)pirimidin-2-
il)(metil)amino )-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-9-carboxilato de terc-butilo

Boc
N/
HN
N
HN lN\\rN\
N

Una mezcla de (1R,3s,5S)-3-((4-(etoxicarbonil)-5-fluoro-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-2-il)(metil)Jamino )-
9-azabiciclo[3.3.1]nonan-9-carboxilato de terc-butilo (3,5 g, 7 mmol), NaBH4 (2,1 g, 56 mmol) y CaCl» (3,1 g, 28 mmol)
en una mezcla de EtOH (50 ml) y THF (50 ml) se agité durante la noche a 25 °C. La mezcla de reaccion se inactivo
con NaxCOs3 (ac.) (80 ml) y H2O (80 ml), la capa acuosa se extrajo con EtOAc (100 ml x 3) y las capas organicas
reunidas se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na>SQO4 y se concentraron al vacio. El residuo se purificé por
HPLC prep. para obtener (1R,3s,5S)-3-((5-fluoro-4-(hidroximetil)-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-2-
il)(metil)amino)-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-9-carboxilato de terc-butilo (1,4 g, 44 %). (m/z): [M+H]* calculado para
Ca3H35FN7Os3, 476,28; encontrado 476,3.

Preparacion 8: (2-(((1R,3s,5S)-9-azabiciclo[3.3.1]Jnonan-3-il)(metil)amino)-5-fluoro-6-((5-metil-1H-pirazol-3 -
illJamino)pirimidin-4-il)metanol

HN
N )
HN IN\\rN\
N
OH

Una solucion de (1R,3s,5S)-3-((5-fluoro-4-(hidroximetil)-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-2-il)(metil)Jamino)-9-
azabiciclo[3.3.1]nonan-9-carboxilato de terc-butilo (1,4 g, 2,95 mmol) en HCl/dioxano (50 ml) se agité a 25 °C durante
4 h. La mezcla de reaccion se filtr y los residuos de filtracion se lavaron con 100 ml de EtOAc y se secaron al vacio
para obtener (2-(((1R,3s,5S)-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-3-il)(metil)Jamino)-5-fluoro-6-((5-metil-1H-pirazol -3-
illamino)pirimidin-4-il)metanol (1,4 g, 100 %). (m/z): [M+H]* calculado para C1sH27FN7O, 376,23; encontrado 376,2.

Preparacion 9: (2-(((1R,3s,5S)-9-(etilsulfonil)-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-3-il)(metil)amino)-5-fluoro-6-((5-metil -
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1H-pirazol-3-il)Jamino)pirimidin-4-il)metanol

0
HN L
N
HN |N\ N
o
OH @D
El (2-((1R,3s,5S)-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-3-il(metil)amino)-5-fluoro-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-4-

ilmetanol (95 mg, 0,253 mmol) se disolvio en piridina (4,0 ml) y se traté con cloruro de etanosulfonilo (0,024 ml, 0,253
mmol). La mezcla de reaccién se agité durante 2 horas y después se concentro al vacio. El residuo bruto se disolvid
en 3 ml de una mezcla 1:1 de acido acético/agua, se filtré para eliminar las particulas y se purific6 mediante HPLC
preparativa (Agilent Dynamax 250 x 21,4 mm, 10 pym, 15 ml/min, ACN al 2-50 % + TFA al 0,05 %/ACN) usando un
gradiente de 2-50 % de ACN en agua con TFA al 0,05 %). Las fracciones puras se reunieron y se liofilizaron para
proporcionar la sal TFA del compuesto del titulo (12,92 mg, 8,8 % de rendimiento, 99,9 % de pureza). (m/z): [M+H]*
calculado para CyH31FN7O3S, 468,22; encontrado 468.

Preparacion 10: 2-cloro-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)Jamino)pirimidin-4-carboxilato de metilo

HN
N )
HN N Cl
(T
~N
0% o”

Una mezcla de 5-metil-1H-pirazol-3-amina (5,6 g, 58 mmol), 2,6-dicloropirimidin-4-carboxilato de metilo (12,0 g, 58
mmol) y DIPEA (15,0 g, 116 mmol) en DMSO (120 ml) se agit6é a 25 °C durante 12 horas. Se afiadié H>O (500 ml) y
el sélido precipitado se recogio por filtracion para dar el producto intermedio del titulo (15 g, 97 %) como un sélido
amarillo. (m/z): [M+H]* calculado para C1oH11CINsO2, 268,05; encontrado 268,1.

Preparacion 11: (1R,3s,5S)-3-((4-(metoxicarbonil)-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)Jamino)pirimidin-2-il)(metil)Jamino)-
9- azabiciclo[3.3.1]nonan-9-carboxilato de terc-butilo

Boc
/
HN N
N )
HN NN
Y

A

e

Una mezcla de 2-cloro-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-4-carboxilato de metilo (12,0 g, 45 mmol),
(1R,3s,5S)-3-(metilamino)-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-9-carboxilato de terc-butilo (13,7 g, 54 mmol) y DIPEA (12,0 g, 90
mmol) en NMP (120 ml) se agité a 120 °C durante 16 horas. La reaccién se vertio en H>O (2000 ml), el sdélido
precipitado se recogio por filtracion para dar el producto intermedio del titulo (15 g, 68 %) como un sélido blanco. (m/z):
[M+H]* calculado para C24H3sN704, 486,28; encontrado 486,3.

Preparacion 12: (1R,3s,5S)-3-((4-carbamoil-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)Jamino)pirimidin-2-il)(metil)Jamino)-9-
azabiciclo[ 3.3.1]Jnonan-9-carboxilato de terc-butilo
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@) NH,
A (1R,3s,5S)-3-((4-(metoxicarbonil}-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-2-il)(metil)Jamino)-9-
azabiciclo[3.3.1]nonan-9-carboxilato de terc-butilo (3 lotes de 2 g, 4,12 mmol) se le afadid NH3/MeOH (3 partes
alicuotas de 60 ml) en un tubo sellado de 100 ml, y la mezcla de reaccion se agité a 25 °C durante 12 horas. La mezcla
de reaccion se concentr6 al vacio para proporcionar el producto intermedio del titulo (3,7 g, 64 %). (m/z): [M+H]"
calculado para Cz3H35NgO3, 471,28; encontrado 471,3.

Preparaciéon 13: 2-(((1R,3s,5S)-9-azabiciclo[3.3.1]Jnonan-3-il)(metil)Jamino)-6-((5-metil-1H-pirazol-3-

illJamino)pirimidin-4-carboxamida
HN
N'é
HN.__N

N
e
N

/

\

0O~ 'NH,

A una mezcla de (1R,3s,5S)-3-((4-carbamoil-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-2-il)(metil)amino)-9-
azabiciclo[3.3.1]nonan-9-carboxilato de terc-butilo (3,7 g, 7,9 mmol) en dioxano (185 ml) se le afiadié HCl/dioxano (37
ml). La reaccién se agité a 25 °C durante 3 horas. Una TLC mostré que no quedaba material de partida alguno. Se
eliminé el solvente y el producto bruto se lavé con acetato de etilo/MeOH (100:1) para dar el intermedio del titulo como
la sal HCI (4,0 g, 95 %). (m/z): [M+H]" calculado para C1gH27NsO, 371,23; encontrado, 371,1.

Preparacion 14: 2-(((1R,3s,5S)-9-(etilsulfonil)-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-3-il)(metil)Jamino)-6-((5-metil-1H -
pirazol-3-ilJamino)pirimidin-4-carboxamida (C-1)

0% “NH,

Se disolvieron 2-((1R,3s,5S)-9-azabiciclo[3.3.1]nonan-3-il(metil)amino)-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-4-
carboxamida (40 mg, 0,108 mmol) y DIPEA (0,057 ml, 0,324 mmol) en DMF (1,50 ml) y se enfriaron hasta 0 °C. Se
afiadio cloruro de etanosulfonilo y se dejé que la mezcla de reaccién se calentase hasta la temperatura ambiente y se
agité durante 72 horas. La mezcla de reaccion se concentré al vacio y el producto bruto se purific6 mediante HPLC
preparativa en fase inversa (Agilent Dynamax 250 x 21,4 mm, 10 pym, 15 ml/min, ACN al 2-70 % + TFA al 0,1 %/ACN)
para proporcionar la sal TFA del compuesto del titulo (4,5 mg, 9,01 %). (m/z): [M+H]* calculado para CzoH31NsO3S,
463,22; encontrado 463,2.

Preparacion 15: 2-cloro-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)Jamino)pirimidin-4-carboxilato de metilo
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Una mezcla de 5-metil-1H-pirazol-3-amina (5,6 g, 58 mmol), 2,6-dicloropirimidin-4-carboxilato de metilo (12,0 g, 58
mmol) y DIPEA (15,0 g, 116 mmol) en DMSO (120 ml) se agit6é a 25 °C durante 12 horas. Se afiadié H>O (500 ml) y
el sélido precipitado se recogid por filtracion para obtener el compuesto del titulo (15 g, 97 %). (m/z): [M+H]* calculado
para C1oH11CIN50O2, 268,05; encontrado 268,1.

Preparacion 16: (1R,3s,5S)-3-((4-(metoxicarbonil)-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)Jamino)pirimidin-2-il)(metil)Jamino)-
8- azabiciclo[3.2.1]octan-8-carboxilato de terc-butilo

Boc
HIN\ ,L
Ny
HN. _N_ _N
~
Y
_N
0”0~

Una mezcla de 2-cloro-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-4-carboxilato de metilo (8,3 g, 31,0 mmol),
(1R,3s,5S)-3-(metilamino)-8-azabiciclo[3.2.1]octan-8-carboxilato de terc-butilo (8,2 g, 34,1 mmol) y DIPEA (10,8 ml,
62,0 mmol) en DMSO (85 ml) se agitd a 120 °C durante 16 horas. La mezcla se vertié en 2 | de agua, se agité
vigorosamente y luego se filtrd6 para producir el compuesto del titulo (11,1 g, 76 %). (m/z): [M+H]* calculado para
Ca3H34N70y4, 472,27; encontrado 472,3.

Preparacion 17: (1R,3s,5S)-3-((4-(hidroximetil)-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)Jamino)pirimidin-2-il)(metil)Jamino)-8-
azabiciclo[3.2.1]octan-8-carboxilato de terc-butilo

Toc

HN N\ ~
| A
OH

A una mezcla de NaBH. (8 g, 212 mmol) en MeOH (100 ml) se afadio (1R,3s,5S)-3-((4-(metoxicarbonil)-6-((5-metil-
1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-2-il)(metil)Jamino)-8- azabiciclo[3.2.1]octan-8-carboxilato de terc-butilo (10 g, 21,2
mmol) en THF (100 ml) a 0 °C. A continuacion, la mezcla de reaccién se calent6 a reflujo durante 1 hora. La reaccion
se inactivd con agua (500 ml) y la mezcla se extrajo con acetato de etilo (3 x 200 ml). Las capas organicas reunidas
se lavaron con salmuera (1 X 100 ml), se secaron sobre NaSO4 anhidro y concentrado al vacio. El residuo bruto se
purificé por cromatografia ultrarrapida sobre gel de silice (éter de petrdleo:acetato de etilo = 4:1) para obtener el
compuesto del titulo (7 g, 68 %). (m/z): [M+H]* calculado para C22H34N7O3, 444,27; encontrado 444,3.

Preparacion 18: (2-(((1R,3s,5S)-8-azabiciclo[3.2.1]octan-3-il)(metil)amino)-6-((5-metil-1H-pirazol-3-ilJamino
)pirimidin-4-il)metanol
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Una mezcla de (1R,3s,5S)-3-((4-(hidroximetil)-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)amino)pirimidin-2-il)(metil)amino)-8-
azabiciclo[3.2.1]|octan-8-carboxilato de terc-butilo (6,5 g, 14,7 mmol) en HCl/dioxano (100 ml) se agité a temperatura
ambiente durante 1 h. La mezcla se concentrd al vacio para proporcionar la sal HCI del producto intermedio del titulo
(4,8 g, 100 %). (m/z): [M+H]* calculado para C17H26N7O, 344,22; encontrado, 344,1.

Preparacion 19: 3-((1R,3s,5S)-3-((4-(hidroximetil)-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)Jamino)pirimidin-2-il)(metil Jamino)-
8-azabiciclo[3.2.1]octan-8-il)propanonitrilo (C-2)

N
I
HN N
HN |N\\|/N\
~N

OH

El (2-(((1R,3s,5S)-8-azabiciclo[3.2.1]octan-3-il)(metil)amino)-6-((5-metil-1H-pirazol-3-il)Jamino )pirimidin-4-il)metanol
(50 mg, 0,146 mmol) y DIPEA (0,076 ml, 0,437 mmol) se disolvieron en MeOH (1,50 ml). Se afadié acrilonitrilo (0,014
ml, 0,218 mmol) y la mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 90 min. A continuacion, la mezcla
de reaccién se concentrd al vacio y el residuo bruto se purific6 mediante HPLC preparativa en fase inversa (Agilent
Dynamax 250 x 21,4 mm, 10 pm, 15 ml/min, ACN al 2-60 % + TFA al 0,1 %/ACN) para proporcionar la sal TFA del
compuesto del titulo (14 mg, 19 %). (m/z): [M+H]* calculado para CzoH29NsO, 397,25; encontrado, 397,1.

Ejemplo 1: Difracciéon de rayos X de polvos de la forma cristalina |

Los patrones de difraccion de rayos X de polvos de la figuras 1 se obtuvieron con un difractdmetro de rayos X Bruker
D8-Advance usando radiacién Cu-Ka (A = 1,54051 A) con un voltaje de salida de 45 kV y una corriente de 40 mA. El
instrumento se hizo funcionar en geometria Bragg-Brentano con ranuras de incidencia, divergencia y dispersion
configuradas para maximizar la intensidad en la muestra. Para la medicién, se presioné suavemente una pequefna
cantidad de polvo (5-25 mg) sobre un soporte de muestras para formar una superficie lisa y se sometio a exposicion
a rayos X. Las muestras se barrieron en modo 26-26 de 2° a 35° en 26 con un tamafio de etapa de 0,02° y una
velocidad de barrido de 0,30° segundos por etapa. La obtencién de datos se controlé mediante el software de medicion
Bruker DiffracSuite y se analizé mediante el software Jade (version 7.5.1). El instrumento se calibré con un patrén de
corinddn, dentro de un angulo de dos theta + 0,02°. Las posiciones de los picos de PXRD 26 observadas y los espacios
d se muestran en la tabla 1 para la forma cristalina .

Tabla 1: Datos de DRXP para la forma cristalina |

2-Theta | d(A) Area % de A
5,91 14,94 10324 6,1
6,28 14,06 25530 15
6,75 13,08 27629 16,2
8,08 10,94 3161 1,9
11,19 7,90 70185 41,3
11,73 7,54 170124 100
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(continuacion)

2-Theta | d(A) Area % de A
12,48 7,09 9018 5,3
13,52 6,55 12923 7,6
14,25 6,21 31558 18,5
14,64 6,05 30799 18,1
15,02 5,89 5121 3
15,68 5,65 4744 2,8
16,68 5,31 9857 5,8
17,62 5,03 32112 18,9
18,10 4,90 15613 9,2

18,80 4,72 109849 64,6
19,29 4,60 135137 79,4

20,53 4,32 49854 29,3
21,53 4,12 2321 1,4
22,16 4,01 9590 5,6
24,24 3,67 1915 1,1
25,52 3,49 8578 5

28,93 3,08 3263 1,9
29,89 2,99 10836 6,4
30,44 2,93 3804 2,2

Ejemplo 2: Analisis de la forma |

La calorimetria diferencial de barrido (CDB) se realizé6 usando un médulo modelo Q-100 de TA Instruments con un
controlador Thermal Analyst. Los datos se recogieron y analizaron usando el software Thermal Analysis de TA
Instruments. Se peso con precisién una muestra de la forma cristalina en una bandeja de aluminio cubierta. Después
de un periodo de equilibrio isotérmico de 5 minutos a 5 °C, la muestra se calento utilizando una rampa de calentamiento
lineal de 10 °C/min desde 0 °C hasta 300 °C. En la figura 2 se muestra un termograma de CDB representativo de la
forma cristalina I. El termograma muestra una endoterma de fusién con un inicio a aproximadamente 248,5 °C y un
pico a aproximadamente 250,9 °C. Se observaron acontecimientos térmicos endotérmicos secundarios previos a la
fusion a aproximadamente 40 °C y aproximadamente 190 °C.

Las mediciones de analisis termogravimétrico (ATG) se realizaron usando un médulo modelo Q-50 de TA Instruments
equipado con capacidad de resolucion alta. Los datos se recogieron usando el controlador Thermal Analyst de TA
Instruments y se analizaron usando el software Universal Analysis de TA Instruments. Una muestra pesada se coloco
sobre una bandeja de platino y se escaned con una velocidad de calentamiento de 10 °C desde la temperatura
ambiente hasta 300 °C. Las camaras de equilibrio y de horno se purgaron con flujo de nitrégeno durante su uso. En la
figura 3 se muestra una sefial representativa del ATG de la forma cristalina | de la invencion. El perfil de ATG muestra
una pérdida de peso de aproximadamente el 0,70 % entre 22 °C-125 °C, bajo purga de N2 y la descomposicién a una
temperatura de inicio de aproximadamente 250 °C.

La medicién de sorcién de humedad dinamica (SHD) se realizé usando una microbalanza atmosférica VTI, sistema
SGA-100 (VTI Corp., Hialeah, FL 33016). Se us6é una muestra pesada y la humedad fue el valor mas bajo posible
(cercano a una HR del 0%) al comienzo del analisis. El analisis por SHD consistio en una etapa de secado inicial (HR
del 0 %) durante 120 minutos, seguida de dos ciclos de sorcién y desorcidon con una velocidad de barrido de una HR
del 5 %/etapa en el intervalo de humedad de una HR del 5 % a una HR del 90 %. La ejecucién de SHD se realiz6 de
forma isotérmica a 25 °C. En la Figura 4 se muestra una sefial representativa de SHD para la forma |. La absorcion de
humedad total entre el 5y el 90 % de HR fue del 1,96 %.

El analisis de Karl Fisher de la forma | mostré que contiene 1,6 % en p/p de agua.
Preparacion 20: Preparacion de la forma ll

Se suspendieron 28 g del compuesto 2-6 en una mezcla de 70 ml de EtOH y 154 ml de THF, y luego se enfrié hasta
5 °C. A esta suspension se le afadieron 82 ml de LiBH4 (2,0 M en THF) durante 1 hora. Después de la adicion, la
temperatura de reaccion se elevo hasta 10 °C y se agité durante 2 horas, tras de lo cual el material de partida no fue
detectado por analisis HPLC. A continuacion, la reaccién se inactivd con una mezcla de 16,8 g de cloruro de amonio
disueltos en 77 ml de agua. Después de calentar hasta 45 °C, se cargaron 467 ml de agua durante 3 horas. Una vez
afiadidos 370 ml de esta carga de agua, se observé la formacion de cristales. Cuando se completé la carga de agua,
la suspension se mantuvo a 45 °C durante 5 horas y luego se aumento hasta 15 °C durante 3 horas. Después de

31



10

15

20

25

30

35

ES2932526 T3

mantener la suspension a 15 °C durante 7,5 horas, el producto se filtré y se enjuagé con 140 ml de EtOH, seguido de
dos enjuagues con agua de 140 ml. El solido se seco al vacio a 45 °C con una purga de nitrégeno durante la noche
para obtener 22,6 g de la forma Il (87 % de rendimiento, 98,6 % de pureza).

Se calentaron 21 g de la forma Il de grado intermedio del compuesto (l), obtenida en la etapa anterior, en 63 ml de
DMSO hasta 90 °C. Se afadieron 420 ml de n-PrOH durante 40 minutos manteniendo la temperatura de la mezcla
por encima de 86 °C. Se observaron cristales refringentes muy finos durante el tercio final de la adicién de nPrOH. La
mezcla se agité durante 4 horas a 92 °C. La mezcla se enfrié hasta 20 °C durante 8 horas y se agit6é a 20 °C durante
la noche. El producto se filtrd y se lavd con 52,5 ml de nPrOH, seguido de 52,5 ml de etanol dos veces. El sélido se
seco al vacio con una purga de nitrégeno a 55 °C para dar 19,24 g de la forma Il (92 % de rendimiento, 99,6 % de
pureza).

Ejemplo 3: Difraccion de rayos X de polvos de la forma cristalina Il

Los patrones de difraccion de rayos X de polvo de la figura 5 se obtuvieron en las mismas condiciones que para la
forma |. Las posiciones de los picos PXRD 26 y los espacios d observados se muestran en la siguiente tabla.

Tabla: Datos de DRXP para la forma cristalina Il
2-Theta | d(A) Area % de A
8,9 10,0 35511 9,8
9,5 9,3 63058 17,4
10,2 8,7 91113 25,2
11,4 7,7 361711 100
14,4 6,1 29371 8,1
16,2 55 160020 44,2
16,6 5,3 173568 48
17,7 5,0 153041 42,3
19,0 4,7 112788 31,2
19,2 4,6 93782 25,9
19,8 4,5 54560 15,1
20,1 4.4 93452 25,8
20,4 4,3 111287 30,8
20,6 4,3 49977 13,8
20,8 4,3 58656 16,2
21,3 4,2 27118 75
21,9 4.1 289766 80,1
25,9 34 35768 9,9
30,1 3,0 26278 7,3
30,5 29 23740 6,6
30,9 29 51901 14,3
32,6 2,7 22443 6,2
33,8 2,7 23525 6,5

Ejemplo 4: Analisis de la formal ll
La forma Il se probo en condiciones similares a la forma I.

En la figura 6 se muestra un termograma de la CDB representativo de la forma cristalina Il de la invencién. El
termograma muestra un pico en el flujo de calor endotérmico, identificado como una transicion de fusién, que muestra
un maximo en el flujo de calor endotérmico a una temperatura de 238,1 °C + 2 °C.

En la figura 7 se muestra una sefal representativa del ATG de la forma cristalina Il de la invencion. El perfil de ATG
muestra una pérdida de peso asociada a la descomposicion después de 222 °C.

El analisis por SHD consistié en una etapa de secado inicial (HR del 0 %) durante 120 minutos, seguida de dos ciclos
de sorcion y desorcion con una velocidad de barrido de una HR del 5 %/etapa en el intervalo de humedad de una HR
del 5 % a una HR del 90 %. La ejecucion de SHD se realizé de forma isotérmica a 25 °C. En la figura 8 se muestra
una sefal representativa de SHD para la forma Il. La absorcion de humedad total entre el 5y el 90 % de HR fue de
aproximadamente el 0,02 %.
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Ejemplo 5: Difraccion de rayos X de monocristal de la forma Il

Los datos se recogieron en una fuente Rigaku Oxford Diffraction Supernova Dual, Cu a cero, difractémetro Atlas CCD
equipado con un dispositivo de refrigeracion Oxford Cryosystems Cobra. Los datos se recogieron usando radiacion
Cu Ka. La estructura se resolvio y se refiné usando el software cristalografico del paquete Bruker AXS SHELXTL. Los
detalles completos se pueden encontrar en el CIF. A menos que se indique lo contrario, los atomos de hidrégeno
unidos al carbono se colocaron geométricamente y se permitié su refinado con un parametro de desplazamiento
isotrépico encabalgado. Los atomos de hidrégeno unidos a los heteroatomos se localizaron en un mapa de diferencias
de Fourier y se dejaron refinar libremente con un parametro de desplazamiento isotrépico.

Tabla: Datos del andlisis por difraccion de rayos X de monocristal de la forma Il

Férmula empirica

C20H30FN7O3S

Peso de la formula

467,57

Tamano del cristal

0,10 x 0,10 x 0,02 mm?3

Temperatura de la recogida de datos

19,85 °C (293(2) K)

Longitud de onda usada para la recogida de datos 1,54178 A
Sistema cristalino Monoclinico
Grupo espacial P21/n

Dimensiones de la célula unitaria

a = 12,4330(8) A

b =12,2675(9) A

c=14,5337(8) A

a=90°
B = 96,996(6)°
y =90°
Volumen de la célula unitaria 2200,2(2) A3
Z (Numero de moléculas en la célula unitaria) 4
Densidad (calculada) 1,412 g/cm?
Intervalo de theta para la recopilacion de datos de 4,422 a 75,445°
-15<h=<15
Intervalos de indice -12<k<15
-18</<18
Reflexiones recogidas 21349

Reflexiones independientes

4442 [R(int) = 0,0762]

indices R finales [F2 > 2sigma(F2)]

R1=0,0568, wR2 = 0,1294

indices R (todos los datos)

R1=0,1028, wR2 = 0,1599

Ensayos biolégicos

Ensayo 1: Ensayos bioquimicos de cinasa JAK y Tyk2

Se llevo a cabo un panel de cuatro ensayos bioquimicos de JAK de LanthaScreen (JAK1, 2, 3 y Tyk2) en un tampon
de reaccion de cinasa comun (HEPES 50 mM, pH 7,5, Brij-35 al 0,01 %, MgCl, 10 mM y EGTA 1 mM). Se obtuvieron
enzimas JAK marcadas con GST recombinantes y un sustrato peptidico STAT1 marcado con GFP en Life
Technologies.

Los compuestos diluidos en serie o por separado se preincubaron con cada una de las cuatro enzimas JAK y el
sustrato en microplacas blancas de 384 pocillos (Corning) a temperatura ambiente durante 1 h. Posteriormente se
afnadio ATP para iniciar las reacciones de cinasa en un volumen total de 10 pyl con DMSO al 1 %. Las concentraciones
finales de enzimas para JAK1, 2, 3y Tyk2 son 4,2 nM, 0,1 nM, 1 nM y 0,25 nM, respectivamente; las concentraciones
de ATP Km correspondientes utilizadas son 25 uyM, 3 pM, 1,6 uM y 10 yM; mientras que la concentracion del sustrato
es de 200 nM para los cuatro ensayos. Se permitié que las reacciones de las cinasas continuaran durante 1 hora a
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temperatura ambiente antes de que se afiadiese una preparacion de 10 ul de EDTA (concentracion final 10 mM) y
anticuerpo Tb-anti-pSTAT1 (pTyr701) (Life Technologies, concentracién final 2 nM) en tampodn de dilucion TR-FRET
(Life Technologies). Se dejaron incubar las placas a temperatura ambiente durante 1 h antes de que se leerlas en el
lector EnVision (Perkin Elmer). Las sefiales de proporcion de emision (520 nm/495 nm) se registraron y utilizaron para
calcular los valores de porcentaje de inhibicion basados en DMSO vy controles de fondo.

Para el andlisis de respuesta a la dosis, se representaron los datos de porcentaje de inhibiciéon frente a las
concentraciones de compuesto y se determinaron los valores de Clsg a partir de un modelo de ajuste robusto de 4
parametros con el software Prism (software GraphPad). Los resultados se expresaron como pClso (logaritmo negativo
de Clso) y posteriormente se convirtieron en pKi (logaritmo negativo de la constante de disociacién, Ki) usando la
ecuacion de Cheng-Prusoff.

Tabla 2: Valores de pKi del compuesto (l)
JAK 1 (pKi) | JAK 2 (pKi) | JAK 3 (pKi) | Tyk2 (pKi)

Compuesto (l) 10,2 10,2 9.1 9,9

Ensayo 2: Ensayo celular de potencia de JAK: Inhibicion de la fosforilacién de STAT6 inducida por IL-13 en
células BEAS-2B

El ensayo de potencia celular para la inhibicion de JAK se llevé a cabo midiendo la fosforilacion de STAT6 inducida
por interleucina-13 (IL-13, R&D Systems) en células epiteliales de pulmén humano BEAS-2B (ATCC). El anticuerpo
anti-STATG6 (Cell Signaling Technologies) se conjugo con esferas aceptoras AlphaScreen (Perkin Elmer), mientras que
el anticuerpo anti-pSTAT6 (pTyr641) (Cell Signaling Technologies) se biotinild usando sulfo-NHS-biotina EZ-Link
(Thermo Scientific).

Se cultivaron células BEAS-2B a 37 °C en una incubadora humidificada con CO- al 5 % en medio DMEM al 50 %/F-
12 al 50 % (Life Technologies) complementado con FBS al 10 % (Hyclone), penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100
pg/ml (Life Technologies) y GlutaMAX 2 mM (Life Technologies). El dia 1 del ensayo, las células se sembraron a una
densidad de 7.500 células/pocillo en placas de color blanco de 384 pocillos recubiertas con poli-D-lisina (Corning) con
25 ul de medio y se les permitié adherirse durante la noche en la incubadora. El dia 2 del ensayo, el medio se retiré y
se reemplazo por 12 ul de tampdn de ensayo (solucion salina equilibrada de Hank/HBSS, HEPES 25 mM y albumina
sérica bovina 1 mg/ml (BSA) que contenia dosis de respuesta de compuestos de ensayo. El compuesto se diluyo en
serie en DMSO y después se diluyé otras 1000 veces en medio para llevar la concentracion final de DMSO al 0,1 %.
Las células se incubaron con los compuestos de prueba a 37 °C durante 1 h, seguido de la adicion de 12 pl de I1L-13
precalentada (80 ng/ml en tampdn de ensayo) para la estimulacion. Después de incubar a 37 °C durante 30 min, se
retiré el tampon de ensayo (que contenia el compuesto e IL-13) y 10 pl de tampdn de lisis celular (HEPES 25 mM,
SDS al 0,1 %, NP-40 al 1 %, MgClz 5 mM, EDTA 1,3 mM, EGTA 1 mM y complementado con inhibidores de proteasa
Complete Ultra mini y PhosSTOP de Roche Diagnostics). Las placas se agitaron a temperatura ambiente durante
30 min antes de la adicion de reactivos de deteccion. En primer lugar, se afiadié una mezcla de esferas aceptoras
conjugadas con biotina-anti-pSTAT6 y anti-STAT6 y se incubd a temperatura ambiente durante 2 h, seguido de la
adicion de esferas donadoras conjugadas con estreptavidina (Perkin Elmer). Después de un minimo de 2 h de
incubacion, las placas de ensayo se leyeron en el lector de placas EnVision. Se registraron sefiales de luminiscencia
de AlphaScreen y se usaron para calcular los valores de porcentaje de inhibicion basados en DMSO y los controles
de fondo.

Para el anadlisis de respuesta a la dosis, se representaron los datos de porcentaje de inhibicidon frente a las
concentraciones de compuestos y se determinaron los valores de Clso a partir de un modelo de ajuste robusto de 4
parametros con el software Prism. Los resultados también pueden expresarse como el logaritmo negativo del valor de
Clso, pClso. El compuesto (I) presenté en este ensayo un valor de pClso de 8,5.

Ensayo 3: Ensayo de citotoxicidad

Se realizé un ensayo de viabilidad/citotoxicidad celular luminiscente CellTiter-Glo en células epiteliales de pulmén
humano BEAS-2B (ATCC) en condiciones normales de crecimiento.

Se cultivaron las células a 37 °C en una incubadora humidificada con CO; al 5 % en medio DMEM al 50 %/F-12 al
50 % (Life Technologies) complementado con FBS al 10 % (Hyclone), penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 ug/ml
(Life Technologies) y GlutaMAX 2 mM (Life Technologies). El dia 1 del ensayo, se sembraron células a una densidad
de 500 células/pocillo en placas de cultivo de tejidos de 384 pocillos blancas (Corning) con 25 pl de medio y se les
permitié adherirse durante una noche en la incubadora. El dia 2 del ensayo, se afiadieron 5 pl de medio que contenia
dosis de respuesta de los compuestos de prueba y se incubé a 37 °C durante 48 h. Posteriormente se afiadieron 30 pl
de solucién de deteccién CellTiter-Glo (Promega), se mezclaron en un agitador orbital durante 5 min y se incubaron
durante 10 min mas antes de la lectura en el lector EnVision. Se registraron sefiales de luminiscencia y se calcularon
los valores de control de DMSO en porcentaje.
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Para el analisis de respuesta a la dosis, se representaron los datos de control de DMSO en porcentaje frente a las
concentraciones de compuesto para obtener curvas de dosis-respuesta por linea que conecta cada punto de datos.
La concentracion a la que cada curva cruza el umbral de inhibicion del 15 % se define como CCjs. Los resultados se
expresaron como el logaritmo negativo del valor de CCys, pCCts.

Se prevé que los compuestos de ensayo que presentan un valor de pCC1s mas bajo en este ensayo tengan menos
probabilidad de provocar citotoxicidad. El pCC+s para el compuesto (1) fue de 5,36.

Ensayo 4: Ensayo TARC inducido por TSLP in vitro en PBMC humanas

La unién de TSLP a su receptor induce un cambio conformacional que activa JAK1 y JAK2 para fosforilar diversos
factores de transcripcion, incluidos STAT3 y STAT5. En las células inmunitarias residentes en la piel, esto
desencadena una cascada de acontecimientos ventos intracelulares que provocan la proliferacion celular, la
antiapoptosis, la migracion de células dendriticas y la produccién de citocinas y quimiocinas Th2. Durante la fase
aguda de la dermatitis atépica, la piel es invadida por linfocitos Th2. En células mononucleares de sangre periférica
(PBMC) primarias, TSLP tiene un efecto proinflamatorio al activar las células dendriticas mieloides para atraer y
estimular las células T. Este proceso esta mediado por el timo y la quimiocina regulada por activacion (TARC/CCL17).
TARC ha demostrado ser un biomarcador clinico prometedor para la dermatitis atopica, con niveles séricos elevados
que indican una patogénesis acelerada de la inflamacién cutanea.

En este ensayo, se demostrd que la estimulacion de TSLP induce la liberacion de TARC de las PBMC, y que esta
respuesta se atenua de manera dependiente de la dosis tras el tratamiento con el compuesto (I). Se descongelaron
las PBMC (previamente aisladas de sangre entera y congeladas en partes alicuotas a -80 °C) de 3 donantes, se
sembraron y se dejaron en reposo a 37 °C durante 1 hora. Las células se pretrataron durante 1 hora con una serie de
diluciones de 3,7X que varian entre 33,3 uM y 0,95 nM del compuesto (I). A continuacion, las células se estimularon
con TSLP 10 ng/ml o se les proporciond un volumen equivalente de medio simple como control basal. Después de
48 horas, se recogieron los sobrenadantes celulares y se midié la TARC usando el kit ELISA Human CCL17/TARC
Quantikine.

Para el anadlisis de respuesta a la dosis, se representaron los datos de porcentaje de inhibiciéon frente a las
concentraciones de compuestos y se determinaron los valores de Clso a partir de un modelo de ajuste robusto de 4
parametros con el software Prism de GraphPad. Los resultados también pueden expresarse como el logaritmo
negativo del valor de Clsg, pClso. El compuesto (l) presentd en este ensayo un valor de pClso de 7,8.

Ensayo 5: Ensayo de farmacocinética en ratas

El objetivo de esta investigacion fue evaluar la farmacocinética del compuesto (I) en plasma después de la
administracion oral unica (p.o, n=3) o intravenosa (i.v., n=2) a ratas macho Sprague Dawley.

A tres ratas Sprague Dawley macho se les administré una dosis i.v. unica del compuesto (1) (1,0 mg/kg en DMSO al
5 % + tampodn de citrato 20 mM, pH 4) a través de un catéter en la vena yugular o una dosis oral Unica de 5 mg/kg
mediante sonda oral (5,0 mg/kg en HPMC al 1 % con Tween80 al 0,1 %). Alas 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 6 y 24 horas después
de la administracién de la dosis, se extrajeron muestras de sangre a través de un catéter en la vena yugular hacia
tubos con EDTA y se mantuvieron refrigeradas en hielo antes de la centrifugacion (12.000 rpm, 4 min, 4 °C). Se
transfirieron partes alicuotas de plasma a tubos de agrupamiento y se almacenaron congeladas (-80 °C) antes del
bioanalisis.

Las muestras de plasma se agitaron en voértice antes de transferir una parte alicuota de 50 ul de muestra a una placa
de 96 pocillos y se extrajeron con 200 ul de acetonitrilo que contenia un patron interno. Después de la extraccion, las
muestras se centrifugaron durante 10 min a 3700 rpm (2809 x g). El sobrenadante se transfirié a una nueva placa de
96 pocillos y luego se diluyé en acido formico al 0,2 % en agua (dilucion triple). Para todas las muestras, se inyectaron
10 yl en una columna Waters Xbridge (C18 30 x 2,1 mm) con un caudal de 0,80 ml/min. La fase movil A consistio en
acido férmico al 0,2 % en agua y la fase mévil B en acido férmico al 0,2 % en acetonitrilo. Los niveles en plasma del
compuesto (I) se determinaron mediante analisis LC-MS-MS. Los parametros PK convencionales se determinaron
usando Phoenix WinNonlin (Certara Inc.).

Tabla 3: Parametros farmacocinéticos

1 mg/kgi.v. | 5mgl/kg p.o.
T1/2 (h) 1,34 ND
Cmax (ug/ml) 0,907 0,077
AUC (0-t) (ug.hr/ml) 0,291 0,112
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(continuacion)

1 mg/kgi.v. | 5mgl/kg p.o.
CL (L/hr/kg) 3,54 ND
Vdss (L/kg) 1,1 ND
F % ND 7,7

ND, no determinado.

Ensayo 6: Farmacocinética dérmica en piel de minicerdo Hanford

El objetivo de esta investigaciéon era determinar la farmacocinética epidérmica, dérmica y plasmatica del compuesto
(1) después de una exposicion de 24 horas a piel intacta de minicerdo Hanford. EI compuesto (1) se formuld al 0,5 %
(en p/p) en crema o pomada como se describe, como formulacion A o formulacién B, respectivamente, en la tabla 4.

Tabla 4: Formulaciones del compuesto (1)

Formulacién A (crema) Formulacién B (pomada)
Compuesto (I) 0,5% | Compuesto (I) 0,5 %
Acido estearico 5% | Octilhidroxiestearato 5%
Alcohol cetoestearilico 5% | Triglicérido C8-C10 5%
Palmitato de isopropilo 4% | Vaselina 79,5 %
Octilhidroxiestearato 2% N-Metilpirrolidona 10 %
BRIJ S2 (éter estearilico de PEG 2) 1,08 %
BRIJ S20 (éter estearilico de PEG 20) 6,92 %
N-Metilpirrolidina 10 %
PEG400 10 %
Agua Ol 55,5 %

Veinticuatro horas antes de la dosificacion, se afeitd el pelo del lomo de minicerdos Hanford de 10-15 kg dejando al
descubierto un area de al menos 700 cm? (aproximadamente el 10 % de la superficie corporal). En el tiempo cero, se
aplicd el compuesto (I) en el lomo de los minicerdos a una dosis de 25 pl/cm?. La piel se cubrié con una cubierta
adhesiva para impedir la pérdida de compuesto por contacto con la jaula o la cama. Después de 24 h de exposicion,
los lomos se lavaron suavemente con agua y jabén para eliminar el farmaco no absorbido y se secaron con golpecitos.
Inmediatamente después de este lavado, se extrajo sangre por venopuncion de los minicerdos. La piel externa (estrato
corneo) se retird a continuacion por abrasion con esparadrapo. Tras la exposicion de la epidermis, se tomé una biopsia
en sacabocados de 0,5 cm. La epidermis y la dermis se separaron rapidamente, se pesaron y se congelaron
instantaneamente. Se tomaron muestras similares a las 94 hy 168 h (7 dias) después de la dosificacion en minicerdos.
Las muestras de epidermis y dermis se homogeneizaron en agua 1:10 (en p/v) usando un homogeneizador ultrasénico
Covaris. Las muestras se extrajeron en 3 volumenes de acetonitrilo y se cuantificaron contra una curva patron a través
de analisis por CL-EM. Como lo demuestran los parametros farmacocinéticos (tabla 5), se mostré una exposicion
significativa del compuesto en las capas de la epidermis y la dermis, mientras que la exposicion plasmatica estuvo por
debajo del limite de cuantificacion (0,001 ug/ml), lo que indica una absorcion muy limitada del compuesto hacia la
circulacion sistémica.

Tabla 5. Parametros farmacocinéticos obtenidos para ambas formulaciones del compuesto (l)

Formulacién A Formulacién B
Plasma Cmax (ug/ml) <0,001 <0,001
Plasma AUCo-t (ug*h/ml) <0,001 <0,001
Epidermis Cmax (ug/g) 10,9 35,8
Epidermis AUCo-t (ug*h/g) 395 1320
Dermis Cmax (pg/g) 0,47 1,52
Dermis AUCo-t (ug*h/g) 17,8 64,8

Ensayo 7: Ensayo farmacodinamico (PD) de JAK ex vivo utilizando piel humana recién extirpada
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Se realiz6 un ensayo de farmacodinamica (PD) de JAK ex vivo se realizé utilizando tejido de piel humana aislado. El
ensayo de PD utilizé piel humana fresca (dermatoma de 750 um de espesor) que se montd en células de Franz
estaticas con una superficie especifica de aproximadamente 0,5 cm?. Las camaras receptoras de las células de Franz
se llenaron con medio de cornificacion tibio (37 °C) y se colocaron en una incubadora a 37 °C. La piel se dosificé por
via tépica con 10 pl (aproximadamente 18 pl/cm?) del compuesto (1) o vehiculo y se dejo en reposo durante la noche
(aproximadamente 24 horas). Al dia siguiente, sin volver a aplicar el compuesto de prueba o el vehiculo, el medio se
reemplazo por un coctel de estimulacion sesgado para Th1 que consistia en TNFa, IFNy e IL-12. La piel se dejé sin
tocar durante 16 horas mas y luego se recolectd y procesé para la extraccion de ARN y gPCR de biomarcadores:
CXCL10, CCL2. La GAPDH se utilizd6 como patrén interno. EI compuesto (1) se formulé en una formulacién de pomada
al 0,5 % de concentracion. La composicion del vehiculo de la pomada se enumera en la tabla 6. Se utilizaron un total
de tres donantes de piel (analizados por cuadruplicado/muestra/tratamiento). El efecto del tratamiento se calculé como
el porcentaje de aumento o disminucion de la estimulacién en comparacion con el grupo del vehiculo.

Tabla 6. Composicién del vehiculo de la pomada

Octilhidroxiestearato 5%
Triglicérido C8-C10 5%
Vaselina 79,5 %
N-Metilpirrolidona 5%
Alcohol bencilico 5%

Resultados del ensayo PD ex vivo en piel humana

Los datos se resumen en la tabla 7. La expresion del gen CXCL 10, que codifica la proteina 10 inducida por interferon-
y (IP-10), fue inhibida por el compuesto (I) en un 90,1 % en comparacion con el grupo de control de vehiculo/TH1. Con
respeto al gen CCL2, que codifica la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1), el compuesto (1) inhibi6 la
respuesta en un 61,3 %. Ademas, con ambas formulaciones, se detectaron altas concentraciones del compuesto tanto
en las capas epidérmicas como dérmicas de la piel.

Tabla 7. Efecto farmacodinamico y depésito epidérmico y dérmico de la formulaciéon de pomada al 0,5 % del
compuesto (l) después de aproximadamente 40 horas de exposicion continua sobre piel humana recién

extirpada
Compuesto (l) PD - % de inhibicién PD (media + DE) PK - ConcentracmSEtlsular (MM, media £
CXCL10 CCL2 Epidermis Dermis
Pomada al 0,5 % 90,1+ 15,1 61,3+ 39,6 116,5+ 91,9 6,1+5,3

Los datos se presentan como media + desviacion estandar, n = 12 (3 donantes, 4 muestras/donante).
Ensayo 8: Ensayo de permeabilidad de la piel humana

El objetivo de este experimento fue evaluar la absorcién percutanea de los compuestos de ensayo a través de la piel
humana tras la aplicacion tépica. EI modelo utiliza piel humana extirpada montada en cédmaras de difusion
especialmente disefiadas (estaticas o de flujo continuo) que permiten que la piel se mantenga a una temperatura y
humedad que coincidan con las condiciones reales de uso. La formulacién se aplico a la superficie de la piel y la
penetracién del farmaco se mide controlando su velocidad de aparicion en la solucion receptora que fluye por debajo
de las muestras de piel. Este sistema in vitro permite un control cuidadoso de muchas de las posibles variables
implicadas en la aplicacion topica, como los volumenes de dosificacion, la humedad, la temperatura, la estabilidad del
farmaco y el grosor de la piel.

Este experimento uso un sistema de células de difusion de flujo continuo (MedFlux-HTTM) que utilizé una trayectoria
de flujo cuidadosamente disefiada con pequefos voliumenes vacios para lograr condiciones de sumidero 6ptimas y se
ha demostrado que proporciona el aclaramiento local debajo de la piel cortada con dermatomo para generar perfiles
de flujo mas precisos y detallados a través de la recoleccion automatizada y fluidos optimizados. Este sistema fue
desarrollado para minimizar especificamente el area de dosificacion durante experimentos in vitro, lo que permite mas
repeticiones de dosificacion dentro de la superficie especifica limitada de la piel humana ex vivo.

Las células de difusion se colocaron en soportes de calentamiento de células y se calentaron usando un bafio de agua
circulante para mantener la temperatura de la superficie de la piel a aproximadamente 32 °C. Las células se conectaron
a bombas peristalticas multicanal y se mantuvieron a un caudal de aproximadamente 10 ul/min (600 pl/h) para un flujo
continuo de liquido receptor directamente debajo de la piel. Después de un muestreo continuo durante 24 h, las
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muestras se ensayaron para determinar los niveles del compuesto de ensayo mediante LC-MS/MS. El compuesto de
prueba se detecto en el fluido receptor de 20 a 28 horas después de la aplicacién de la formulacion de pomada de
prueba (n = 5). La pomada usada se describe en el ensayo 7. El fluido receptor fue SBP con Brij al 0,1 %.

Tabla 8. Flujo del compuesto () que penetra a través de 1 cm2 de piel humana
Permeabilidad MedFlux (ng/cm2/s)

N Media Desv. est.

Compuesto (l) (pomada al

0,5 %) 5 39,1 10,9

Como se muestra en la tabla 8, el compuesto (1) mostré una permeabilidad adecuada.
Ensayo 9: Ensayo de interaccion de la diana de JAK IL-31-pSTAT3 in vivo en ratones

Se us6 un modelo in vivo de produccion inducida por IL-31 del transductor de sefal fosforilado y del activador de la
transcripcion 3 (pSTAT3) en ratones para evaluar la interaccion de la diana local en la piel del ratén.

La via de senalizacion JAK/STAT ("janus kinase/signal transducer and activator of transcription”, cinasa
Jano/transductor de sefia y activador de la transcripcion) es un elemento clave en la comunicacion entre las células
inmunitarias y se activa principalmente a través de los receptores de citoquinas. La union de la citocina IL-31 conduce
a la activacion y fosforilacion de las tirosina cinasas JAK1/JAK2 que, a su vez, conduce a la fosforilacion de STAT3
(pSTAT3). ElI STAT activado luego se traslada al nucleo y regula directamente la transcripcion de genes sensibles a
las citocinas. En estos estudios, a los ratones Balb/c se les dosificé una formulacién de pomada del compuesto (1). El
vehiculo de pomada (tabla 9) o el compuesto (I) formulado en el vehiculo de pomada se aplico por via tépica a la piel
afeitada (25 pl/cm?) 30 minutos antes de la inyeccién intradérmica (50 pl/lugar 1x1 cm2) de IL-31 (1 pg/ml) a un area
afeitada de la piel de 1x1 cm? en la parte posterior entre las orejas. Una hora después de IL-31, se recogieron biopsias
de piel. Las muestras de tejido se congelaron instantdaneamente y se analizaron para pSTAT3 por ELISA y
concentracion del compuesto. El compuesto (1) inhibié la produccion de pSTAT3 en un 80 % y la concentracion del
compuesto () en el tejido de la piel fue de 62 uM.

Tabla 9. Composicién del vehiculo de la pomada

Octilhidroxiestearato 5%
Triglicérido C8-C10 5%
Vaselina 79,5 %
N-Metilpirrolidona 5%
Alcohol bencilico 5%

Ensayo 10: Modelo de dermatitis aguda inducida por TPA in vivo en ratones

El objetivo de este ensayo es evaluar el efecto antiinflamatorio del compuesto (I) en un modelo de dermatitis aguda
en estudio para afecciones inflamatorias cutaneas como la dermatitis atopica (Dong et al., J. Pharmacol. Exp. Ther.,
2013, 344, 436-446).

La aplicacion cutanea tépica de éster de forbol de TPA en ratones provoca una respuesta inflamatoria que se
caracteriza por edema y flujo de entrada de neutrofilos en la fase temprana (2-24 h) y por la proliferacion de células
epidérmicas en la fase tardia (24-48 h) (Griffiths et al., Agents and Actions, 1988, 25, 344-351). En este modelo, a
ratones hembra Balb/c se les administré por via topica 20 pl/oreja de vehiculo o TPA (2,5 pg). Para la formulacion de
la solucion, el vehiculo (DMSO:acetona 1:7) o el compuesto de prueba se aplicé por via tépica 30 min antes y 15 min
después de la administracion de TPA. Para la formulacién de la pomada, se aplicd vehiculo o compuesto ()
(concentracion del 0,5 %) 30 min antes de TPA. La composicion del vehiculo de la pomada se enumera en la tabla 10.
El grado de inflamacion se evalué como el cambio en el espesor de la oreja 6 horas después de la aplicacion de TPA.

Los resultados se resumen en las tablas 11 y 12. Cuando se dosifica como una solucién, el compuesto (1) (3-1000
pg/oreja) inhibié el aumento del grosor de la oreja inducido por TPA de una manera dependiente de la dosis. La dosis
mas alta probada inhibi6 la respuesta de TPA en un 54,8 %. Cuando se formula como una pomada al 0,5 % de
concentracion, el compuesto (1) inhibio la respuesta de TPA en un 34,9 %.
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Tabla 10. Composicion del vehiculo de la pomada

Octilhidroxiestearato 5%
Triglicérido C8-C10 5%
Vaselina 79,5 %
N-Metilpirrolidona 5%
Alcohol bencilico 5%

Tabla 11. Efecto de la formulacién de solucién topica del compuesto (I) sobre el aumento del grosor de la
oreja inducido por TPA en ratones

Dosis del compuesto (I) (ug/oido dosificado Inhibicion del aumento del grosor de la oreja inducido por TPA
como solucién) (media del % inh. £ EEM (n))
30 6,6 % +1,1% (12)
100 24%+0,7% (12)
300 35,5% 3,1 % (12)
1000 54,8 £2,6 % (12)

Tabla 12. Efecto de la formulaciéon de pomada de compuesto (l) tépico sobre el aumento del grosor de la
oreja inducido por TPA en ratones

Dosis de compuesto () (20 pl/oreja) Inhibicion del aumento del grosor de la oreja inducido por TPA
(media del % inh. £ EEM (n))

Pomada al 0,5 % 34,9 % +3,3% (12)

Ensayo 11: Inhibiciéon de pSTAT5 estimulado por IL-2 en células T Tall-1

La potencia de los compuestos de prueba para la inhibicién de la fosforilacion de STAT5 estimulada por interleucina-
2 (IL-2) se midi6 en la linea de células T humanas Tall-1 (DSMZ) utilizando AlphaLisa. Debido a que IL-2 transmite
sefales a través de JAK1/3, este ensayo proporciona una medida de la potencia celular de JAK1/3.

La STATS5 fosforilada se midié mediante el kit AlphaLISA SureFire Ultra pSTATS (Tyr694/699) (PerkinElmer).

Las células T humanas de la linea celular Tall-1 se cultivaron a 37 °C, en una incubadora humidificada con COz al 5 %
en RPMI (Life Technologies) suplementado con suero bovino fetal inactivado por calor al 15 % (FBS, Life
Technologies), Glutamax 2 mM (Life Technologies), HEPES 25 mM (Life Technologies) y penicilina/estreptomicina IX
(Life Technologies). Los compuestos se diluyeron en serie en DMSO y se dispensaron acusticamente a los pocillos
vacios. Se dispensaron medios de ensayo (DMEM sin rojo fenol (Life Technologies) suplementado con FBS al 10 %
(ATCC)) (4 pl/pocillo) y las placas se agitaron a 900 rpm durante 10 minutos. Las células se sembraron a 45 000
células/pocillo en medio de ensayo (4 ul/pocillo) y se incubaron a 37 °C, CO; al 5 % durante 1 hora, seguido de la
adicion de IL-2 (R&D Systems; concentracion final 300 ng/ml) en medio de ensayo precalentado (4 ul) durante
30 minutos. Después de la estimulacidn con citocinas, las células se lisaron con 6 ul de 3x tampdn de lisis AlphaLisa
(PerkinElmer) que contenia 1x comprimidos PhosStop y Complete (Roche). El lisado se agité a 900 rpm durante 10
minutos a temperatura ambiente (ta). El STATS fosforilado se midié mediante el kit pSTAT5 AlphaLisa (PerkinElmer).
La mezcla de esferas aceptoras recién preparada se dispenso sobre el lisado (5 pl) bajo una luz verde filtrada de <100
lux. Las placas se agitaron a 900 rpm durante 2 minutos, se centrifugaron brevemente y se incubaron durante 2 horas
a temperatura ambiente en la oscuridad. Se dispensaron esferas donantes (5 ul) bajo luz filtrada verde <100 lux. Las
placas se agitaron a 900 rpm durante 2 minutos, se centrifugaron brevemente y se incubaron durante la noche a
temperatura ambiente en la oscuridad. La luminiscencia se midi6 con excitacién a 689 nm y emision a 570 nm usando
un lector de placas EnVision (PerkinElmer) bajo luz verde filtrada de <100 lux.

Para determinar la potencia inhibidora de los compuestos de ensayo en respuesta a IL-2, la intensidad de emision
promedio de las esferas unidas a pSTAT5 se midié en una linea de células T humanas. Se determinaron valores de
Clso a partir del analisis de las curvas de inhibicién de la intensidad de la sefial frente a la concentracion de compuesto.
Los datos se expresan como valores de pClso (logaritmo decimal negativo de Clsg) (media + desviacion estandar). El
compuesto (I) presenté en este ensayo un valor de pClso de 8,4.

Ensayo 12: Inhibicion de la fosforilacion de STAT4 inducida por IL-12 en células T CD3+ humanas

Este ensayo de potencia celular para la inhibicion de JAK se llevd a cabo midiendo la fosforilacién de STAT4 inducida
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por interleucina-12 (IL-12, R&D Systems) en células T CD3" humanas. El anticuerpo CD3 (Becton Dickinson (BD)
Biosciences) se conjugé con R-ficoeritrina (R-PE). El anticuerpo pSTAT4 (pTyr641, BD Biosciences) se conjugo con
Alexa Fluor 647.

Se cultivaron células mononucleares de sangre periférica humana a 37 °C en una incubadora humidificada con CO2
al 5 % en medio RPMI (Life Technologies) complementado con FBS al 10 % (Life Technologies), penicilina 100 U/ml,
estreptomicina 100 ug/ml (Life Technologies), Glutamax 2 mM (Life Technologies), anti-CD3 unido a la placa (5 ug/ml,
UCHT1, BD Biosciences) y anti-CD28 soluble (1 ug/ml, CD28.2, BD Biosciences) durante 3 dias. Luego, las células
se resuspendieron en medio RPMI (Life Technologies) complementado con FBS al 10 % (Life Technologies), penicilina
100 U/ml, estreptomicina 100 upg/ml (Life Technologies), GlutaMAX 2 mM (Life Technologies) y 10 ng/ml de
interleucina-2 (IL-2, R&D Systems) por 3 dias mas. El dia del ensayo, las células se lavaron en tampon de ensayo
(RPMI suplementado con albumina de suero bovino al 0,1 % (BSA, Sigma), penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100
ug/ml (Life Technologies) y GlutaMAX 2 mM (Life Technologies)), y se resuspendieron a 1,25x108 células por ml en
tampon de ensayo. Las células se sembraron a razén de 250 000 células por 100 pl por pocillo en una placa de
polipropileno de fondo redondo de 96 pocillos profundos (Coming) y se dejaron en cultivo durante 1 hora. El medio se
retird y se reemplazo por 50 ul de tampdn de ensayo que contenia dosis de respuesta de los compuestos de ensayo.
Los compuestos se prepararon como soluciones madre 10 mM en DMSO. Se realizaron diluciones en serie para
generar 11 concentraciones de compuesto de prueba a 1000 veces la concentracion de prueba de ensayo final en
DMSO al 100 %. Estas se diluyeron 25 veces y luego 20 veces en medios de ensayo para generar soluciones madre
a 2X sobre la concentracion de prueba de ensayo final en DMSO al 0,2 %. Las células se incubaron con compuestos
de prueba a 37 °C durante 1 hora, seguido de la adicion de 50 ul de tampdn de ensayo precalentado que contenia IL-
12 (20 ng/ml, R&D Systems). La concentracion final de IL-12 es de 10 ng/ml. Después de incubar a 37 °C durante
30 minutos, las células se fijaron con 100 pl de tampdn Cytofix precalentado (BD Biosciences) y se incubaron durante
10 minutos a 37 °C. A continuacion, las células se centrifugaron durante 5 minutos a 322 x g, se desech¢ el
sobrenadante y se lavaron las células con 500 ul de tampdn de tincion (BSA al 1 % en solucion salina tamponada con
fosfato (PBS)). A continuacion, las células se centrifugaron durante 5 minutos a 322 x g, el sobrenadante se desechd
y las células se incubaron durante 30 minutos en hielo con 500 ul de tampdn Perm Il preenfriado (BD Biosciences)
para permeabilizar las células. A continuacion, las células se centrifugaron durante 5 minutos a 322 x g, se desechd
el sobrenadante, se lavd con 1 ml de tampon de tincion, se centrifugé una vez mas y el sedimento celular final se
resuspendié en 100 ul de tampon de tincidn que contenia anti-CD3 R-PE (dilucion 1:10) y anti-STAT4 AlexaFluor 647
(dilucion 1:50) para tefiir la superficie celular y los marcadores intracelulares. Las células se incubaron durante 45
minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. Después de la tincién con anticuerpos, las células se centrifugaron
durante 5 minutos a 322 x g, se desechd el sobrenadante y se lavaron las células con 500 pl de tampédn de tincion.
Las células se lavaron una vez mas antes de transferir el contenido de los pocillos de la placa de ensayo de pocillos
profundos a una placa de 96 pocillos con fondo en U de polipropileno en 200 pl de tampdn de tincidn para el analisis
de citometria de flujo. Para el analisis de respuesta a la dosis, se represento la media de los valores de intensidad de
fluorescencia frente a las concentraciones de compuestos y se determinaron los valores de Cls a partir de un modelo
de ajuste robusto de 4 parametros con el software Prism. El compuesto (1) presenté en este ensayo un valor de pClso
de 7,2.

Ensayo 13: Inhibiciéon de pSTAT6 estimulado por IL-13 en queratinocitos epidérmicos humanos normales

La potencia de los compuestos de prueba para la inhibicién de la fosforilacion de STAT6 estimulada por interleucina-
13 (IL-13) se midié en queratinocitos epidérmicos humanos normales (ATCC) usando AlphalLisa. El STAT6 fosforilado
se midié mediante el kit AlphaLISA SureFire Ultra pSTAT6 (Tyr641) (PerkinElmer).

Los queratinocitos epidérmicos primarios se cultivaron a 37 °C, en una incubadora humidificada con CO; al 5 % en
medio basal de células dérmicas (ATCC) complementado con un kit de crecimiento de queratinocitos (ATCC) y
penicilina/estreptomicina IX (Life Technologies). Las células se sembraron a razén de 20 000 células/pocillo en placas
blancas de 384 pocillos recubiertas con poli-D-lisina (Corning) con 50 ul y se incubaron a 37 °C, CO; al 5 % durante
la noche. El dia 2 del ensayo, el medio se retird y se reemplazé por 15 ul de medio que contenia la dosis de respuesta
de los compuestos de prueba. Los compuestos se diluyeron en serie en DMSO y después se diluyeron otras 1000
veces en medio para llevar la concentracion final de DMSO al 0,1 %. Las células se incubaron con compuestos de
prueba a 37 °C durante 1 h, y luego se agrego IL-13 (R&D Systems; concentracion final 50 ng/ml) en medio de ensayo
precalentado (5 ul) durante 30 minutos.

Después de la estimulacion con citocinas, las células se lisaron con 5 ul de 5x tampdn de lisis AlphaLisa (PerkinElmer)
que contenia 1x comprimidos PhosStop y Complete (Roche). El lisado se agité a 900 rpm durante 10 minutos a
temperatura ambiente (ta). EI STAT6 fosforilado se midié mediante el kit pPSTAT6 AlphaLisa (PerkinElmer). La mezcla
de esferas aceptoras recién preparada se dispenso sobre el lisado (10 yl) bajo una luz verde filtrada de <100 lux. Las
placas se agitaron a 900 rpm durante 2 minutos, se centrifugaron brevemente y se incubaron durante 2 horas a
temperatura ambiente en la oscuridad. Se dispensaron esferas donantes (10 pl) bajo luz filtrada verde de <100 lux.
Las placas se agitaron a 900 rpm durante 2 minutos, se centrifugaron brevemente y se incubaron durante la noche a
temperatura ambiente en la oscuridad. La luminiscencia se midi6 con excitacién a 689 nm y emision a 570 nm usando
un lector de placas EnVision (PerkinElmer) bajo luz verde filtrada de <100 lux.
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Se registraron las sefiales de luminiscencia de AlphaScreen y se usaron para calcular los valores de porcentaje de
inhibicion basados en DMSO y controles. Para el analisis de respuesta a la dosis, se representaron los datos de
porcentaje de inhibicion frente a las concentraciones de compuestos y se determinaron los valores de Clsg a partir de
un modelo de ajuste robusto de 4 parametros con el software Prism. La pClso del compuesto (I) fue de 8,3 en este
ensayo.

Ensayo 14: Inhibiciéon de pSTAT3 estimulado por IL-22 en queratinocitos epidérmicos humanos normales

La potencia de los compuestos de prueba para la inhibicién de la fosforilacion de STAT3 estimulada por interleucina-
22 (IL-22) se midié en queratinocitos epidérmicos humanos normales (ATCC) usando AlphaLisa. EI STAT3 fosforilado
se midié mediante el kit AlphaLISA SureFire Ultra pSTAT3 (Tyr705) (PerkinElmer).

Los queratinocitos epidérmicos primarios se cultivaron a 37 °C, en una incubadora humidificada con CO; al 5 % en
medio basal de células dérmicas (ATCC) complementado con un kit de crecimiento de queratinocitos (ATCC) y
penicilina/estreptomicina IX (Life Technologies). Las células se sembraron a razén de 20 000 células/pocillo en placas
blancas de 384 pocillos recubiertas con poli-D-lisina (Corning) con 50 ul y se incubaron a 37 °C, CO; al 5 % durante
la noche. El dia 2 del ensayo, el medio se retiré y se reemplazé por 15 ul de medio que contenia dosis de respuesta
de los compuestos de prueba. Los compuestos se diluyeron en serie en DMSO y después se diluyeron otras 1000
veces en medio para llevar la concentracion final de DMSO al 0,1 %. Las células se incubaron con compuestos de
prueba a 37 °C durante 1 h, y luego se agrego IL-22 (R&D Systems; concentracion final 50 ng/ml) en medio de ensayo
precalentado (5 ul) durante 30 minutos.

Después de la estimulacion con citocinas, las células se lisaron con 5 ul de 5x tampdn de lisis AlphaLisa (PerkinElmer)
que contenia 1x comprimidos PhosStop y Complete (Roche). El lisado se agité a 900 rpm durante 10 minutos a
temperatura ambiente (ta). EI STAT3 fosforilado se midié mediante el kit pPSTAT3 AlphaLisa (PerkinElmer). La mezcla
de esferas aceptoras recién preparada se dispenso sobre el lisado (10 ul) bajo una luz verde filtrada de <100 lux. Las
placas se agitaron a 900 rpm durante 2 minutos, se centrifugaron brevemente y se incubaron durante 2 horas a
temperatura ambiente en la oscuridad. Se dispensaron esferas donantes (10 pl) bajo luz filtrada verde de <100 lux.
Las placas se agitaron a 900 rpm durante 2 minutos, se centrifugaron brevemente y se incubaron durante la noche a
temperatura ambiente en la oscuridad. La luminiscencia se midi6 con excitacién a 689 nm y emision a 570 nm usando
un lector de placas EnVision (PerkinElmer) bajo luz verde filtrada de <100 lux.

Se registraron las sefiales de luminiscencia de AlphaScreen y se usaron para calcular los valores de porcentaje de
inhibicion basados en DMSO y controles. Para el analisis de respuesta a la dosis, se representaron los datos de
porcentaje de inhibicion frente a las concentraciones de compuestos y se determinaron los valores de Clsg a partir de
un modelo de ajuste robusto de 4 parametros con el software Prism. La pClso del compuesto (I) fue de 8,4 en este
ensayo.

Ensayo 15: Recuperacion de filagrina suprimida por IL-22 en queratinocitos epidérmicos humanos normales

Se sabe que la IL-22 inhibe la expresion de genes de diferenciacion terminal, como filagrina. El nivel de recuperacion
del compuesto de ensayo para la expresion de filagrina suprimida por interleucina-22 (IL-22) se midié en los
queratinocitos epidérmicos humanos normales (ATCC) usando PCR en tiempo real.

Los queratinocitos epidérmicos primarios se cultivaron a 37 °C, en una incubadora humidificada con CO; al 5 % en
medio basal de células dérmicas (ATCC) complementado con un kit de crecimiento de queratinocitos (ATCC) y
penicilina/estreptomicina IX (Life Technologies). Las células se sembraron a razén de 5.000 células/pocillo en placas
BioCoat de 96 pocillos (Corning) con 100 ul y se incubaron a 37 °C, CO2 al 5 % durante 3 a 4 dias hasta el 100 % de
confluencia. Posteriormente, el medio se retird y se reemplazo por 150 ul de medio que contenia la dosis de respuesta
de los compuestos de prueba. Los compuestos se diluyeron en serie en DMSO y después se diluyeron otras 1000
veces en medio para llevar la concentracion final de DMSO al 0,1 %. El dia 1 del ensayo, las células se incubaron con
compuestos de prueba a 37 °C durante 1 h, y luego se agregé IL-22 (R&D Systems; concentracion final 50 ng/ml) en
medio precalentado (50 ul) durante 4 dias. El medio con compuestos de ensayo e IL-22 se cambid una vez el dia 3.
El dia 5, las células se lavaron con PBS IX (Gibco) y se lisaron con 50 pl de tampodn de lisis que contenia 0,5 ul de
ADNasa | del kit TagMan® Gene Expression Cells-to-Ct™ (Life Technologies). Después de la incubacion a
temperatura ambiente (ta) durante 5 minutos, se afiadieron 5 pl de solucidon de parada del kit y luego se incubd a
temperatura ambiente durante 2 minutos. Se mezclaron 11,25 pyl de lisado, 12,5 yl de 2X tampén RT y 1,25 pl de 20X
mezcla de enzimas RT del kit. La reaccion de transcripcion inversa se llevo a cabo incubando la mezcla a 37 °C
durante 60 minutos y luego a 95 °C durante 5 minutos para generar ADNc. Para formar el céctel de PCR, cada reaccion
contenia 10 pl de 2X TagMan® Gene Expression Mater Mix, 1 ul de 2X TagMan® Filaggrin Gene Expression Assay
(Life Technologies), 1 ul de 2X TagMan® UBC Gene Expression Assay (Life Technologies), 4 pl de agua sin nucleasas
y 4 ul de ADNc. Las reacciones de PCR se realizaron en StepOnePlus™ (Life Technologies) con condiciones de
ciclado de 50 °C durante 2 minutos, 95 °C durante 10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95 °C durante 15 segundos y
60 °C durante 1 minuto. Las sefiales de fluorescencia se capturaron después de cada ciclo. Se us6 el método Cr
comparativo para cuantificar la expresion génica con células sin IL-22 y compuestos de prueba como control de
referencia.
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La recuperacion del compuesto (1) para la expresion de filagrina suprimida por interleucina-22 (IL-22) se observé a una
concentracion < 1 yM.

Ensayo 16: Ensayo de permeacion de Caco-2

El ensayo de permeacién de Caco-2 se utilizé como indicacion de la permeabilidad de la piel. El ensayo mide la
velocidad a la que los compuestos de prueba en solucidon penetran en una monocapa celular (disefiada para imitar la
union estrecha de las monocapas del intestino delgado humano).

Las placas Transwell de 24 pocillos CacoReady se obtuvieron de ADMEcell (Alameda, CA). Los compuestos se
evaluaron a una concentracién de 5 pM a partir de soluciones madre de DMSO 10 mM por duplicado (n = 2). La
permeabilidad pasiva de los compuestos probados se evalud utilizando monocapas de células Caco-2 junto con
verapamilo (25 uM) para inhibir las proteinas transportadoras de P-gp en la direccion apical a basolateral (A-B). El
experimento se llevo a cabo en una temperatura de 37 °C, en una incubadora con CO; al 5 %. Los medios de cultivo
de Caco-2 consistieron en DMEM filtrado convencional, FCS al 10 %, L-glutamina al 1 % y penicilina/estreptomicina
al 1 %. La placa de ensayo basal se preparo afiadiendo 750 ul de tampon de transporte a los pocillos A-B. Se prepard
una placa CacoReady™ retirando el medio de Caco-2 de los pocillos apicales y reemplazandolo por medio de
transporte nuevo (200 pl repetidos para un total de 3 lavados). A continuacioén, se reemplazé el medio de blanco (200
ul) por el compuesto diluido para los pocillos A-B. Para comenzar la incubacion, se retird la placa basal de la incubadora
y se afiadio sobre ella la seccion apical. Se recogieron muestras (40 pl) de los compartimentos apical y basal durante
el tiempo cero (t0). Las muestras se recogieron de nuevo después de 120 minutos (t120) de los compartimentos apical
y basal. Todas las muestras fueron diluidas y preparadas para bioanalisis por LC-MS/MS. El coeficiente de permeacion
(Kp, media de A a B + Paparente de verapamilo) en cm/s se calculé como dQ (flujo)/(dt x &rea x concentracion).

En este ensayo, un compuesto con un valor de K, de menos de aproximadamente 5 x 106 cm/s se considera de baja
permeabilidad. Un compuesto que tiene un valor de K, de mas de aproximadamente 20 x 10 cm/s se considera que
tiene alta permeabilidad.

Ensayo 17: Ensayo de microsomas de higado humano

El objetivo de este ensayo fue evaluar la estabilidad metabdlica de los compuestos de prueba en una subfracciéon de
higado humano in vitro. Los microsomas de higado humano obtenidos de Bioreclamation-IVT (Baltimore, MD) se
descongelaron en hielo y se diluyeron en tampén fosfato de potasio 0,1 M, pH 7,4, para producir concentraciones
finales de proteina de incubacion de 0,1 mg/ml. Los compuestos de prueba (10 mM) se diluyeron en el cofactor NADPH
para producir concentraciones de incubacion finales de compuesto de prueba 0,1 uM y NADPH 1 mM. Las
incubaciones se realizaron a una temperatura de 37 °C y se tomaron partes alicuotas de prueba en los momentos de
0, 5, 8, 15, 30 y 45 minutos. Cada parte alicuota se vertié en agua con acido férmico al 3 % y patrén interno 1 uM. Las
muestras resultantes se inyectaron en un sistema LC-MS/MS para su analisis.

Para cada incubacion, el area de los picos de los analitos en cada parte alicuota t0 se fijé en 100 % y las areas de los
picos de las alicuotas de los momentos posteriores se convirtieron en porcentaje del compuesto original restante en
relacion con t0. El porcentaje del compuesto original remanente se convirti6 a escala logaritmica natural y se
represento frente al tiempo en minutos. Se realizd un analisis de regresion lineal para la disminucion inicial del perfil
de desaparicidon del compuesto original y se determiné una férmula para la linea de mejor ajuste. La pendiente de la
linea resultante se normalizé a la concentracion de proteina en mg/ml de proteina o numero de células/ml y se calculd
CLint de la siguiente manera para los microsomas hepaticos:

CLint (I min™" - mg™) = (Pendiente x 1000)/ [proteina, mg/ml]

Los valores de CLint de 0-8 ul/min/mg representan un aclaramiento bajo (es decir, < 30 % del flujo sanguineo hepatico
en humanos). Los valores de CLin; de 9-49 pl/min/mg representan un aclaramiento moderado (es decir, 30-70 % del
flujo sanguineo hepatico en humanos) y los valores > 50 pl/min/mg representan un aclaramiento hepatico alto (es
decir, >70 % del flujo sanguineo hepatico en humanos).

Caracterizacion del compuesto (1) y compuestos de comparacion
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Tabla 13: Caracterizacion de compuestos de comparacion

Compuesto n.° Estructura Cacoverap Kp 10 cm/s | HLM Clint (ul/min/mg)
M o 423 136
0=3
H/N }\l
Na \
HN N\ NG
Y
F
OH
C-1 0 3,55 6
Oag/\
\N

Los compuestos comparativos C-1y C-2 fueron divulgados por el solicitante en algunas presentaciones realizadas en
abiril, junio y agosto 2017 en congresos.

El compuesto (I) se caracteriza por una permeabilidad (valor de Cacoverap) Y Un aclaramiento de microsomas hepaticos
humanos (HLM Cli: valor) mucho mayores que C-1y C-2. Un aclaramiento mayor es beneficioso para estimular un
aclaramiento sistémico rapido y prevenir la exposicion sistémica que puede estar asociada con efectos secundarios.
Una mayor permeabilidad es beneficiosa para las indicaciones cutaneas, ya que parece proporcionar una mejor
penetracion en la piel.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula (1):

Q
O:“\J

HN N
N )
HN. NN
F | N
OH

@
o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.
2. La forma libre del compuesto de la reivindicacion 1.

3. Una forma cristalina de un compuesto de férmula |:

HN
N'\\
HN NN
F | 2N
OH

)

en la que la forma cristalina se caracteriza por un patron de difraccidon de rayos X de polvo que comprende picos de
difraccion a valores de 26 de 11,4 £+ 0,2, 16,2+ 0,2, 16,6 £ 0,2, 17,7+ 0,2y 21,9+ 0,2.

4. La forma cristalina de la reivindicacion 3, en la que el patron de difraccion de rayos X de polvo ademas se
caracteriza porque tiene mas picos de difraccién a valores de 26 de 8,9 +0,2,9,5+ 0,2y 10,2 £ 0,2.

5. La forma cristalina de la reivindicacién 4, en la que el patrén de difraccion de rayos X de polvo ademas se
caracteriza porque tiene dos o mas picos de difraccion adicionales a valores de 26 seleccionados de 14,4 £ 0,2, 19,0
+0,2,19,2+0,2,19,8 £ 0,2, 20,1+ 0,2,20,4 +0,2, 20,6 + 0,2, 20,8 £ 0,2, 21,3+ 0,2, 25,9 + 0,2, 30,1 £ 0,2, 30,5 £ 0,2,
30,9+0,2,32,6+0,2y33,8+0,2.

6. La forma cristalina de la reivindicacion 3, en la que la forma cristalina se caracteriza por una sefial de calorimetria
diferencial de barrido registrada a una velocidad de calentamiento de 10 °C por minuto que muestra un maximo en el
flujo de calor endotérmico con un pico a 238,1 °C + 2 °C.

7. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

8. Una composicion farmacéutica que comprende una forma cristalina de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 6
y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

9. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 7 que comprende ademas uno o mas agentes terapéuticos
adicionales.
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10. La composicién farmacéutica de la reivindicacion 7, en la que la composicion farmacéutica es una pomada o una
crema.

11. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 7, en la que el compuesto (I), o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, esta presente entre 0,1y 10 % en peso.

12. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 7, en la que el compuesto (I), o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, esta presente entre 0,25y 5 % en peso.

13. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 7, en la que el compuesto (I), o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, esta presente entre 0,05y 0,5 % en peso.

14. Un compuesto de la reivindicacién 1 o 2, para su uso en el tratamiento de una enfermedad inflamatoria o
autoinmunitaria cutanea en un mamifero.

15. El compuesto de la reivindicacion 14, para su uso en el tratamiento de una enfermedad inflamatoria cutanea en un
mamifero.

16. El compuesto de la reivindicacion 15, para su uso en el tratamiento de la dermatitis atopica.

17. El compuesto de la reivindicacion 16, en el que la dermatitis atopica es una dermatitis atépica de moderada a
grave.

18. El compuesto de la reivindicacion 16, en el que la dermatitis atdpica es una dermatitis atopica de leve a moderada.
19. El compuesto de la reivindicacion 14, para su uso en el tratamiento de la alopecia areata.

20. El compuesto de la reivindicacién 14, para uso en el tratamiento de una enfermedad inflamatoria o autoinmunitaria
cutanea seleccionada del grupo que consiste en: vitiligo, prurigo nodular, liquen plano, dermatitis de contacto,
manifestaciones cutaneas de la enfermedad del injerto contra el receptor, penfigoide, lupus discoide, liquen escleroso,
liquen plano pilar, psoriasis y foliculitis decalvans.

21. El compuesto de la reivindicacion 14, para su uso en el tratamiento de la psoriasis.

22. Un proceso para preparar un compuesto de formula (1):

°A
HN N
N )
HN N N
T
F s,
OH

@
0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, que comprende:

(a) hacer reaccionar un compuesto de formula (l1):
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\
c>==5i
HN N
N

D)
en la que R es un grupo alquilo C1.12, con un agente reductor y
(b) opcionalmente formar una sal farmacéuticamente aceptable para proporcionar un compuesto de formula (1), o
5 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

23. El proceso de la reivindicacion 22, en el que el agente reductor se selecciona del grupo que consiste en LiAlH4,
NaBH, y LiBHa.

10  24. El proceso de la reivindicacion 22, en el que R es etilo.

25. El proceso de la reivindicacion 22, en el que el compuesto de formula (I) se obtiene acoplando un compuesto de

formula (111):
HN
N )
HN N X
T
N
F 2
_R
(@) (@)
(I11)

15

en la que X es un halégeno, con un compuesto de formula 1-9:

HN—
1-9

20
26. Un compuesto de férmula (11):
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\
c>==fi
HN { N
Nx
HN | '“<:>r//’“~\\
N
_R
0 o

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables,
en la que R es un grupo alquilo C1.12.

27. El compuesto de la reivindicacion 26, en el que R es etilo.

28. Un compuesto de férmula (111):

HN
N )
HN N X
T
N
F 2
_R
(@) (@)
(I11)

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en la que R es un grupo alquilo C1.12 y X es halégeno.

29. El compuesto de la reivindicacién 28, en el que R es etilo y X es cloro.
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