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DESCRIPCION
Anélogos del itraconazol como inhibidores de fibrosis
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La fibrosis, generalmente se define como la produccién de cantidades excesivas de tejido conectivo, se
desarrolla como consecuencia de diversas enfermedades subyacentes. La inflamacién crénica o el dafio/remodelacién
de los tejidos son eventos inductores de fibrosis tipicos. Los ejemplos de enfermedades especificas incluyen fibrosis
pulmonar idiopética (FPI), fibrosis hepatica asociada con las etapas posteriores de cirrosis hepética alcohélica y no
alcohdlica, fibrosis renal, fibrosis cardiaca y formacién de queloides como resultado de curacién anormal de heridas
[Wynn, TA (2004) Nature Reviews Immunology. 4: 583-594; Friedman, SL (2013) Science Translation Medicine. 5
(167): 1 - 17]. Ademas, la fibrosis es una caracteristica patolégica clave asociada con enfermedades autoinmunes
crénicas, incluida la artritis reumatoide, la enfermedad de Crohn, el lupus eritematoso sistémico y la esclerodermia.
Las enfermedades que representan una necesidad médica insatisfecha grave incluyen la fibrosis pulmonar idiopatica
(FPI), la esclerodermia y la fibrosis hepatica relacionada con la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH). Se espera que
el aumento de la incidencia de fibrosis hepatica relacionada con NASH sea paralela directamente a la de la diabetes
tipo 2 y la obesidad. Pulm. Pharmacol El r. 2011, 24, 81-91 propone la pentoxifilina como tratamiento complementario
en paracoccidioidomicosis pulmonar debido a sus propiedades inmunomoduladoras y antifibréticas demostradas in
vitro e in vivo en higado, piel y pulmoén.

La esclerodermia es una rara enfermedad autoinmune crénica caracterizada por el reemplazo de tejido
normal con tejido fibroso denso y grueso. Si bien se desconoce la causa subyacente exacta de la esclerodermia, la
enfermedad generalmente implica la activacion mediada por células inmunes de miofibroblastos dérmicos que
conducen al depésito de cantidades excesivas de proteinas de la matriz extracelular (p. ej., colageno tipo |) que causa
un engrosamiento de la piel y en algunos casos el endurecimiento y eventual falla de mdltiples 6rganos. En la
actualidad, no hay cura para la esclerodermia. El tratamiento se limita a los intentos de controlar los sintomas y
generalmente requiere una combinacidén de enfoques. Si bien la esclerodermia localizada en la piel generalmente no
es mortal, la esclerodermia sistémica que afecta a multiples 6rganos internos puede ser una enfermedad
potencialmente mortal.

RESUMEN DE LA INVENCION

Las realizaciones de la presente invencién se exponen en las reivindicaciones. La presente invencién
proporciona un compuesto de Férmula (II), o una sal farmacéuticamente aceptable, solvato, polimorfo, N-éxido o
estereoisémero del mismo:

i) (R®); (R®),
34 m
(remms 3 o~ (D @(D-@

(RS)V (Rs)u

Formula (I)

para su uso en el tratamiento de la fibrosis hepatica, en donde:

Ales
RN
N
AZes
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o piridina;
Bes
i} [\gl ....... \\‘
S
Ces

D es arilo o heteroarilo;

E es arilo, heteroarilo, carbociclilo, heterociclilo o alquilo;

cada R' R? R3y R*se selecciona independientemente de H, alquilo, haloalquilo o alcoxi;

R7 es alquilo, haloalquilo, hidroxialquilo, alcoxialquilo, -alquileno (NR'R'), cicloalquilo, heterociclilo, -
alquileno(cicloalquilo), o -alquileno(heterociclilo);

cada R® se selecciona independientemente de alquilo, cicloalquilo, heterociclilo, halo, hidroxi, nitrilo, azido,
nitro, alcoxi, haloalcoxi, haloalquilo, hidroxialquilo, alcoxialquilo, -alquileno (NR'3R'4), -alquileno(cicloalquilo),
-alquileno(heterociclilo), arilo, heteroarilo, -SR'3, -SOR"3, -SO,R"3, -SO,NR'3R', -NR'3R™4, -NR'3SO,R", -
NR™3C(O)R™, -NR3C(O)OR, -NR'3C(O)NR'3R'4,-C(O)R'4, -C(O)OR™y -C(O)NR' R4 0 dos R® adyacentes
forman un anillo heterociclilo; cada Ry R' se selecciona independientemente de H, alquilo, cicloalquilo,
heterociclilalquilo, haloalquilo, hidroxialquilo, alcoxialquilo, arilalquilo, heteroarilalquilo, arilo y heteroarilo; o
R'y R'tomados juntos forman un heterociclo con los atomos a los que estan unidos;

Y'e Y2son O;

nes102;

mes 102

pes1,2 304

sesOo 1,

tesOo1;

ues0,1,2,3,405;y

ves(, 1,2 304

y en donde

"alquilo” se refiere a un radical de cadena de hidrocarburo lineal o ramificado, que tiene de uno a treinta
atomos de carbono, y unido al resto de la molécula por un enlace sencillo;

"alquileno" se refiere a una cadena de hidrocarburo divalente lineal o ramificada, como se describe para
alquilo;

"alcoxi" se refiere a un radical de la férmula -OR? donde R? es un radical alquilo como se define anteriormente;
"arilo" se refiere a un radical derivado de un sistema de anillo de hidrocarburo que comprende hidrégeno, de
6 a 30 4tomos de carbono y al menos un anillo aromatico;

"cicloalquilo" o "carbociclo” se refiere a un anillo carbociclico estable, no aromatico, monociclico o policiclico
que tiene de tres a quince atomos de carbono, que pueden incluir sistemas de anillos fusionados o
puenteados, que estan saturados o insaturados;

"halo" se refiere a bromo, cloro, flior o yodo;

"haloalquilo” se refiere a un radical alquilo, como se definié anteriormente, que esta sustituido con uno o mas
radicales halo, como se definié anteriormente;

"haloalcoxi" se refiere a un radical de la férmula -OR® donde R? es un radical haloalquilo como se definié
anteriormente;

"heterocicloalquilo" o "heterociclilo” o "heterociclo" se refiere a un radical de anillo no aromético estable de 3
a 24 miembros que comprende de 2 a 23 4tomos de carbono y de uno a 8 heteroatomos seleccionados del
grupo que consiste en nitrégeno, oxigeno, fésforo y azufre

"heterocicloalquilo” también incluye todas las formas de anillo de los carbohidratos, incluidos, entre otros, los
monosacéridos, los disacaridos y los oligosacéridos, y tiene de 2 a 10 carbonos en el anillo;

"heteroarilo”" se refiere a un monorradical aromético que contiene de cinco a veinte dtomos del anillo
esquelético, donde uno o més de los atomos del anillo es un heteroatomo seleccionado independientemente
entre oxigeno, nitrégeno, azufre, fésforo, silicio, selenio y estafio, pero no limitado a estos atomos y con la
condicidén de que el anillo de dicho grupo no contenga dos atomos O o S adyacentes.

En algunas realizaciones descritas anteriormente o a continuacién de un compuesto de Férmula (1), A' es
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SN
aWal

En algunas realizaciones descritas anteriormente o a continuacién de un compuesto de formula (1), A% es
P

AN
=4

N3
<
N

En algunas formas de realizacién descritas anteriormente o a continuacién de un compuesto de Férmula (1),
Ces

y R’ es alquilo, haloalquilo, hidroxialquilo, alcoxialquilo, -alquileno (NR'R'), cicloalquilo, heterociclilo, -
alquileno(cicloalquil), o -alquileno(heterociclilo).

En algunas formas de realizacién descritas anteriormente o a continuacién de un compuesto de Férmula (1),
Ces

N :
N

y R’ es alquilo, haloalquilo, hidroxialquilo, alcoxialquilo, -alquileno (NR'R'), cicloalquilo, heterociclilo, -
alquileno(cicloalquilo) o -alquileno(heterociclilo).

En algunas realizaciones descritas anteriormente o més abajo de un compuesto de Férmula (), E es alquilo.

En algunas realizaciones descritas anteriormente o mas abajo de un compuesto de Férmula (I), E es
cicloalquilo.

En algunas realizaciones descritas anteriormente o mas abajo de un compuesto de Férmula (I), E es
ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo o ciclohexilo.

En algunas realizaciones descritas anteriormente o mas abajo de un compuesto de Férmula (I), E es
heterociclilo.

En algunas realizaciones descritas anteriormente o mas abajo de un compuesto de Férmula (1), E es arilo.

En algunas realizaciones descritas anteriormente o a continuacién de un compuesto de Férmula (1), E es

yues0,1,2 ,3,4,05.

En algunas formas de realizacién descritas anteriormente o a continuacién de un compuesto de Férmula (1),
E es heteroarilo.

En algunas formas de realizacién descritas anteriormente o a continuacién de un compuesto de Férmula (1),
E se selecciona entre:
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W W2 WE WA WB W8y W se seleccionan independientemente de Ny CR?,

Z'es NR'2 S, uO;

Z?es No CR®,

cada R® se selecciona independientemente de H, halégeno, CN, NO,, alquilo, -SR'®, -OR'® -NR'"R",
NR'°C(O)(alquilo), -NR'°C(O)cicloalquilo), -NR'°C(O) (heterocicloalquilo), -NR'°C(O) (arilo), -NR'°C(O)
(heteroarilo), -C(O)NR'"R" -C(O)NR' (cicloalquilo), -C(O)NR'® (heterocicloalquilo), -C(O)NR' (arilo), -
C(O)NR (heteroarilo), -NR'C(O)NR'°R" -NR'C(O)NR" (cicloalquilo), -NR'°C(O)NR' (heterocicloalquilo),
-NR'°C(O)NR' (arilo), -NR'"C(O)NR'" (heteroarilo), -NR'C(0)O(alquilo), -NR'°C(O)O(cicloalquilo), -
NR'°C(O)O(heterocicloalquilo),  -NR'°C(O)O(arilo), -NR'°C(O)O(heteroarilo), -NR'°SOq(alquilo), -
NR'9SOx(cicloalquilo), -NR'°SOx(heterocicloalquilo), -NR°SO(arilo), -NR°SO,(heteroarilo), -SO.NR°R™, -
SO2NR"(cicloalquilo), -SO.NR'(heterocicloalquilo), -SO.NR(arilo), -SO.NR'°(heteroarilo), haloalquilo, arilo
y heteroarilo;

cada Ry R'! se selecciona independientemente de H y alquilo; o R'®y R' tomados juntos forman un
heterociclo con el nitrégeno al que estan unidos; y

R'2es H, alquilo o haloalquilo.

En algunas realizaciones descritas anteriormente o més abajo de un compuesto de Férmula (1), D es arilo.

En algunas realizaciones descritas anteriormente o mas abajo de un compuesto de Férmula (I), E es

heteroarilo.

En algunas realizaciones descritas anteriormente o mas abajo de un compuesto de Férmula (), D se

selecciona de:

5’;,“ :*1\‘
o ' s :
A - YA\', By {ff:\ N ¥
\"‘cf 2 -~ P N ‘\_»,. A e N %
TVt o B H »\\'S’\'.\ sy
3 e "
RIS B ¥ TR S
$ > oS S 5 W
} W ARy o 2 R e i i
D 5 = W TS N 1 1
i H kS el aeg s
W 08 (oY i
FE) i 2 S RN
W _}Y £ Wk .
x > . s ¥ £y

W' W2 WE Wy WP se seleccionan independientemente de N y CR?;

Wees N o C; y cada R se selecciona independientemente de H, halégeno, CN, NO,, alquilo, -SR'® -OR™, -
NR'R', NRC(O)(alquilo), -NR'°C(O)cicloalquilo), -NR'°C(O) (heterocicloalquilo), -NR'C(O) (arilo), -
NR'°C(O) (heteroarilo), -C(O)NR'R" -C(O)NR'® (cicloalquilo), -C(O)NR'® (heterocicloalquilo), -C(O)NR'0
(arilo), -C(O)NR'™ (heteroarilo), -NR™C(O)NR'°R™, -NRIC(O)NR' (cicloalquilo), -NR1C(O)NR'
(heterocicloalquilo), -NR'™C(O)NR' (arilo), -NR'™C(O)NR'" (heteroarilo), -NR'°C(O)O(alquilo), -
NR'°C(0O)O(cicloalquilo), -NR'C(O)O(heterocicloalquilo), -NR'°C(O)O(arilo), -NR'°C(O)O(heteroarilo), -
NR'9SO,(alquilo), -NR'°SOx(cicloalquilo), -NR'°SOy(heterocicloalquilo), -NR'°SO(arilo), -
NR'9SO,(heteroarilo), -SO-NR'°R™", -SO,NR'%cicloalquilo), -SO.NR%(heterocicloalquilo), -SO.NR'(arilo), -
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SO2NRO(heteroarilo), haloalquilo, arilo y heteroarilo.

En ciertas realizaciones descritas anteriormente o por debajo de un compuesto de Férmula (1), D es

o
. ;N 3

Y

¥

En ciertas realizaciones descritas anteriormente o por debajo de un compuesto de Férmula (1), D es

NI
S
B

)

En ciertas realizaciones descritas anteriormente o por debajo de un compuesto de Férmula (1), D es
My
N Ded

En algunas formas de realizacién descritas anteriormente o a continuacién de un compuesto de Férmula (1),
Y'e Y2son O.

En algunas realizaciones descritas anteriormente o por debajo de un compuesto de Férmula (1), m es 1.

En algunas formas de realizacién descritas anteriormente o a continuacién de un compuesto de Férmula (1),
pes1,203.

En algunas realizaciones descritas anteriormente o mas abajo de un compuesto de Férmula (1), p es 1.

En algunas realizaciones descritas arriba o abajo de un compuesto de Férmula (I), R', R?, R®y R* son
hidrégeno.

Ademas, se proporciona en la presente un compuesto de Férmula (1) como se define en las reivindicaciones
para su uso en un método para tratar la fibrosis hepatica usando un compuesto de Férmula (I) como se define en las
reivindicaciones en donde la fibrosis hepatica se asocia con las Ultimas etapas de la cirrosis hepética alcohélica o no
alcohdlica.

También se proporciona en la presente un compuesto de Férmula (1) como se define en las reivindicaciones
para su uso en un método para tratar la fibrosis hepatica, el método comprendiendo administrar una composicién que
comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de Férmula (I) como se define en las
reivindicaciones en combinacién con uno o mas agentes farmacéuticos. En ciertas realizaciones descritas
anteriormente, el uno o mas agentes farmacéuticos son agentes antifibréticos. En ciertas realizaciones descritas
anteriormente, el uno o0 més agentes farmacéuticos son agentes antifungicos.

En un aspecto, la presente se proporcionan compuestos de Férmula (1), una sal farmacéuticamente
aceptable, solvato, polimorfo, profarmaco, metabolito, N-6xido, esterecisémero, o isémero del mismo:

(R, {R%,
A
@(CRSR"}%‘ i}-—- { CoR? Rﬁ}n‘” Gﬂ@@@ia')

R ey g
@ E )

Formula (i)
en donde:

A"y A? se seleccionan independientemente de arilo o heteroarilo;
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Bes

C es heterociclilo de 5 0 6 miembros opcionalmente sustituido o heteroarilo de 5 0 6 miembros opcionalmente
sustituido, en el que el heterociclilo o el heteroarilo contiene de 1 a 4 4tomos de nitrégeno;

D es arilo o heteroarilo;

E es arilo, heteroarilo, carbociclilo, heterciclilo o alquilo;

cada R' R? R3y R*se selecciona independientemente de H, alquilo, haloalquilo o alcoxi;

X1y Xz se seleccionan independientemente de N y CRS,

R%es H, OH, alquilo, o alcoxi; cada R® es independientemente alquilo, haloalquilo, halo, alcoxi, -alquileno
(NR™R' o arilo;

R7 es alquilo, haloalquilo, hidroxialquilo, alcoxialquilo, -alquileno (NR'R'), cicloalquilo, heterociclilo, -
alquileno(cicloalquilo), o -alquileno(heterociclilo); cada R® se selecciona independientemente de alquilo,
cicloalquilo, heterociclilo, halo, hidroxi, nitrilo, azido, nitro, alcoxi, haloalcoxi, haloalquilo, hidroxialquilo,
alcoxialquilo, -alquileno (NR'R'%, -alquileno(cicloalquilo), -alquileno(heterociclilo), arilo, heteroarilo, -SR'3, -
SOR™, -SO;R'3, -SO;NR'R™, -NR13R™, -NR3SO,R™, -NR'3C(O)R'4, -NR'3C(O)OR™, -NR"3C(O)NR'R", -
C(O)R™ -C(O)OR™ y -C(O)NR'®R': 0 dos R® adyacentes forman un anillo heterociclilo;

cada Ry R se selecciona independientemente de H, alquilo, cicloalquilo, heterociclilalquilo, haloalquilo,
hidroxialquilo, alcoxialquilo, arilalquilo, heteroarilalquilo, arilo y heteroarilo; o R’y R'tomados juntos forman
un heterociclo con los 4tomos a los que estan unidos;

Y' e Y? se seleccionan independientemente entre O, CHz2, NH, y NR'3;

nes1,203;

mes102;

pes1,2 304

ges1,203;

res0,1,2 3, 4,5 6, 7u8;

ses0,1,2 304

tes0,1,2 304;

ues0,1,2 3 405;

ves0,1,2 304

siempre que:
siXsy Xason N, res 0, ges 1, Ay A% son fenilo, Y'e Y2son O, mynson 1, R' R2 R3 y R*son hidrégeno, y C es

entonces D no es

y el compuesto no es 4-(4-(4-(4-((2-((1H-pirazol-1-il)metil)-2-(2,4-difluorofenil)-1,3-dioxolan-4-il)metoxi)fenil)piperazin-
1-il)fenil)-1-isopropil-1H-1,2,4-triazol-5(4H)-ona.

En algunas formas de realizacidén descritas anteriormente o a continuacién de un compuesto de Férmula (ll),
X1y Xoson N.

En algunas formas de realizacidén descritas anteriormente o a continuacién de un compuesto de Férmula (ll),
Xi1es CRoy Xaes N.
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En algunas formas de realizacidén descritas anteriormente o a continuacién de un compuesto de Férmula (ll),
Xses Ny Xzes CRS.

En algunas formas de realizacién descritas anteriormente o a continuacién de un compuesto de férmula (l1),
ges1yresO.

En algunas formas de realizacidén descritas anteriormente o a continuacién de un compuesto de Férmula (ll),
Al es arilo.

En algunas formas de realizacidén descritas anteriormente o a continuacién de un compuesto de Férmula (ll),

Al es
R,
z‘:l,.
Sl .>g
AN
N
En algunas formas de realizacidén descritas anteriormente o a continuacién de un compuesto de Férmula (ll),
Al es

/f“‘«.‘...,‘“\
aWal

En algunas realizaciones se ha descrito anteriormente o por debajo de un compuesto de Férmula (Il), A' es
heteroarilo.

En algunas formas de realizacidén descritas anteriormente o a continuacién de un compuesto de férmula (l1),
AZ es arilo.

En algunas formas de realizacidén descritas anteriormente o a continuacién de un compuesto de Férmula (ll),

AZ es
{R%
b
N
En algunas formas de realizacidén descritas anteriormente o por debajo de un compuesto de Férmula (I), A
es

En algunas realizaciones descritas anteriormente o mas abajo de un compuesto de Formula (Il), A% es
heteroarilo.

En algunas realizaciones descritas anteriormente o mas abajo de un compuesto de Formula (Il), A% es
piridinilo, pirazinilo, pirimidinilo, piridazinilo o triazinilo.

En algunas realizaciones descritas anteriormente 0 mas abajo de un compuesto de Férmula (Il), C es
heteroarilo opcionalmente sustituido de 5 a 6 miembros. En otras realizaciones descritas anteriormente o méas abajo
de un compuesto de Férmula (1), C es heterociclilo de 5 0 6 miembros opcionalmente sustituido.

En algunas realizaciones descritas anteriormente o méas abajo de un compuesto de Férmula (ll), C es

e ;»3'8\:¢*‘R? é"s“;\;’i

N N AVR ’
N ~ bt

<&
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En algunas formas de realizacidén descritas anteriormente o a continuacién de un compuesto de Férmula (ll),

Ces
Q
$ ‘“g{fg@*R
...... N
. En algunas formas de realizacidén descritas anteriormente o a continuacién de un compuesto de Férmula (ll),
es

& *g\i N*I‘\
ij .

En algunas realizaciones descritas anteriormente o mas abajo de un compuesto de Férmula (l1), E es alquilo.

En algunas realizaciones descritas anteriormente o mas abajo de un compuesto de Férmula (ll), E es
cicloalquilo.

En algunas realizaciones descritas anteriormente o mas abajo de un compuesto de Férmula (ll), E es
ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo o ciclohexilo.

En algunas realizaciones descritas anteriormente o mas abajo de un compuesto de Férmula (ll), E es
heterociclilo.

En algunas realizaciones descritas anteriormente o mas abajo de un compuesto de Férmula (ll), E es arilo.
En algunas realizaciones descritas anteriormente o a continuacién de un compuesto de Férmula (ll), E es
TN pe®
% ,", f"{R };s

yues0,1,2 ,3,4,05.

En algunas formas de realizacién descritas anteriormente o a continuacién de un compuesto de Férmula (Il),
E es heteroarilo.

En algunas formas de realizacién descritas anteriormente o a continuacién de un compuesto de Férmula (Il),
E se selecciona de:
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W W2 WE WA WB W8 y W se seleccionan independientemente de N y CR?,
Z'es NR'2' S, 0 O;

Z?es N o CR®,

cada R? se selecciona independientemente de H, halégeno, CN, NO.,

alquilo, -SR'%, -OR™0, -NR'"R" NR'C(O)(alquilo), -NR'"C(O)cicloalquilo), -NR'°C(O) (heterocicloalquilo), -
NR1OC(O) (arilo), -NR™C(O)(heteroarilo), -C(ONR™R', -C(O)NR'™ (cicloalquilo), -C(O)NR™
(heterocicloalquilo), -C(O)NR'™ (arilo), -C(O)NR™ (heteroarilo), -NR'C(O)NR'R' -NR'°C(O)NR"
(cicloalquilo), -NR'C(OINR" (heterocicloalquilo), -NR'C(O)NR" (arilo), -NR'C(O)NR"" (heteroarilo), -
NR'°C(O)O(alquilo), -NR'"C(O)O(cicloalquilo), -NR'™C(O)O(heterocicloalquilo), -NR'°C(O)O(arilo), -
NR'°C(O)O(heteroarilo), -NR'9SOs(alquilo), -NR'°SOy(cicloalquilo), -NR'"SO,(heterocicloalquilo), -
NR'9SOx(arilo), -NR'9SOx(heteroarilo), -SO-NRR™, -SO,NR%(cicloalquilo), -SONR'°(heterocicloalquilo), -
SO2NR(arilo), -SO2NR'"0(heteroarilo), haloalquilo, arilo y heteroarilo;
cada Ry R'! se selecciona independientemente de H y alquilo; o R'®y R' tomados juntos forman un
heterociclo con el nitrdgeno al que estan unidos; y
R'2es H, alquilo o haloalquilo.

En algunas realizaciones descritas anteriormente o més abajo de un compuesto de Férmula (I1), D es arilo.

En algunas realizaciones descritas anteriormente o mas abajo de un compuesto de Férmula (Il), D es

heteroarilo.

En algunas realizaciones descritas anteriormente o a continuacién de un compuesto de Férmula (11),

D se selecciona de

b ;3.\\?.\
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SWOW2WR Wy W se

seleccionan independientemente de N y CR;
Wees N o C; y cada R se selecciona independientemente de H, halégeno, CN, NO,, alquilo, -SR'® -OR™, -
NR'R', NRC(O)(alquilo), -NR'°C(O)cicloalquilo), -NR'°C(O) (heterocicloalquilo), -NR'C(O) (arilo), -
NR'°C(O) (heteroarilo), -C(O)NR'R" -C(O)NR'® (cicloalquilo), -C(O)NR'® (heterocicloalquilo), -C(O)NR'0
(arilo), -C(O)NR'™ (heteroarilo), -NR™C(O)NR'°R™, -NRIC(O)NR' (cicloalquilo), -NR1C(O)NR'
(heterocicloalquilo), -NR'™C(O)NR' (arilo), -NR'™C(O)NR'" (heteroarilo), -NR'°C(O)O(alquilo),
NR'°C(O)O(cicloalquilo), -NR'"C(O)O(heterocicloalquilo), -NR'0C(O)O(arilo), -nrroc(o)otheteroarilo),
NR'9SO,(alquilo), -NR'°SOx(cicloalquilo), -NR'°SOy(heterocicloalquilo), -NR°SO(arilo), -
NR'9SO,(heteroarilo), -SO-NR'°R™", -SO,NR'%cicloalquilo), -SO.NR%(heterocicloalquilo), -SO.NR'(arilo), -
SO2NRO(heteroarilo), haloalquilo, arilo y heteroarilo.
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En ciertas realizaciones descritas anteriormente o por debajo de un compuesto de Férmula (Il), D es

En ciertas realizaciones descritas anteriormente o por debajo de un compuesto de Férmula (Il), D es

N
NN

B[Ol

En algunas formas de realizacidén descritas anteriormente o a continuacién de un compuesto de Férmula (ll),
Y'e Y2son O.

En algunas realizaciones descritas anteriormente o por debajo de un compuesto de Férmula (I1), m es 1.

En algunas formas de realizacidén descritas anteriormente o a continuacién de un compuesto de Férmula (ll),
pes1,203.

En algunas realizaciones descritas arriba o abajo de un compuesto de Férmula (Il), p es 1.

En algunas realizaciones descritas arriba o abajo de un compuesto de Formula (II), R', R?2 R®y R* son
hidrégeno.

También se proporciona en el presente documento una composiciéon farmacéutica que comprende un
compuesto de Férmula (II) o como se describe anteriormente y a continuacién, o una sal farmacéuticamente aceptable,
solvato, polimorfo, profarmaco, metabolito, N-6xido, esterecisémero o isémero del mismo, y un excipiente
farmacéuticamente aceptable.

Ademas, se divulgan en la presente, pero no se reivindican en las reivindicaciones adjuntas, sistemas
basados en imagenes para identificar inhibidores de fibrosis. El sistema puede comprender (a) uno o mas fibroblastos;
y (b) un dispositivo de obtencién de imagenes celulares para producir una o mas imagenes del uno o més fibroblastos.
El dispositivo de obtencién de imagenes celulares puede comprender un microscopio fluorescente. El dispositivo de
obtencién de imagenes celulares puede comprender tecnologia de camara CCD. El dispositivo de obtencién de
imagenes celulares puede estar automatizado. El dispositivo de obtencién de imagenes celulares puede manejarse
manualmente. El dispositivo de obtencién de iméagenes celulares puede enfriarse termoeléctricamente.

El sistema puede comprender ademas una fuente de luz. La fuente de luz puede ser un LED.

El sistema puede comprender ademas un escaner.

El sistema puede comprender ademas una computadora.

El sistema puede comprender ademés una o mas ubicaciones de memoria para almacenar y/o recibir una o
més imégenes. El sistema puede comprender ademés una o mas ubicaciones de memoria para almacenar y/o recibir
una o mas instrucciones para producir una 0 mas imagenes.

El sistema puede comprender ademéas uno o mas procesadores para analizar uno o mas imagenes del uno
o mas fibroblastos. El sistema puede comprender ademés uno o mas procesadores para procesar la una o mas
imagenes de uno o mas fibroblastos. El sistema puede comprender ademas uno o0 mas procesadores para transmitir

la una 0 més imagenes de uno o mas fibroblastos.

El sistema puede comprender ademas uno o mas programas de software para capturar, producir, analizar,
escanear, almacenar y/o transmitir una 0 mas imagenes.
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El sistema puede comprender ademés uno o0 mas lectores de cédigos de barras para leer uno o més cédigos
de barras en una 0 mas muestras que comprenden una o mas celdas.

El sistema puede comprender ademés uno o0 mas robots para manejar una 0 mas muestras que comprende
una o mas células. El sistema puede comprender ademas uno o mas robots para tratar una o mas muestras que
comprenden una o mas células con uno o mas agentes.

Los uno o mas agentes pueden comprender TGF-beta. Los uno o més agentes pueden comprender uno o
més agentes de prueba.

El sistema puede comprender ademas uno o més procesadores para identificar el uno o més agentes de
ensayo como inhibidores de la fibrosis. El sistema puede comprender ademas uno o més procesadores para clasificar
los inhibidores de la fibrosis.

El sistema puede comprender ademéas uno o mas algoritmos. En algunas realizaciones, el uno o mas
algoritmos analizan una morfologia del uno o mas fibroblastos. Los uno o més algoritmos pueden analizar una
morfologia del uno o més fibroblastos contactados con el uno o méas agentes. En algunas realizaciones, el uno o méas
algoritmos analizan una intensidad del uno o més fibroblastos. Los uno o més algoritmos pueden analizar una
intensidad de fluorescencia del uno o mas fibroblastos.

El dispositivo de obtencién de imagenes celulares puede comprender una plataforma de Celllnsight NXT High
Content Screening (HCS).

Los uno o mas fibroblastos son células estrelladas hepaticas (HSC).

En la presente se divulgan ademas, pero no se reivindican en las reivindicaciones adjuntas, métodos para
identificar inhibidores de fibrosis. El método puede comprender (a) poner en contacto una primera muestra que
comprende uno o mas fibroblastos con un agente de crecimiento celular; (b) poner en contacto una segunda muestra
que comprende uno o més fibroblastos con el agente de crecimiento celular y un primer agente de prueba; (c¢) producir
una o mas imagenes del uno o mas fibroblastos de la primera muestra y una o mas imagenes del uno o més
fibroblastos de la segunda muestra; y (d) determinar si el primer agente de prueba es un inhibidor de la fibrosis basado
en un analisis de una o0 mas imagenes de la primera muestra y una o méas imagenes de la segunda muestra.

El agente de crecimiento celular puede ser un factor de crecimiento. El agente de crecimiento celular puede
ser el factor de crecimiento transformante beta (TGF-b).

El primer agente de prueba puede ser una molécula pequefia. El primer agente de prueba puede ser una
molécula pequefia bioactiva.

La segunda muestra puede ponerse en contacto con el agente de crecimiento celular y el primer agente de
prueba simultaneamente. La segunda muestra puede ponerse en contacto con el agente de crecimiento celular y el
primer agente de prueba secuencialmente. La segunda muestra puede ponerse en contacto con el agente de
crecimiento celular antes del contacto con el primer agente de prueba. La segunda muestra puede ponerse en contacto
con el primer agente de prueba antes del contacto con el agente de crecimiento celular.

El método puede comprender ademas una o més muestras adicionales que comprenden uno o mas
fibroblastos. La primera muestra, la segunda muestra y/o una o mas muestras adicionales pueden ser de la misma
fuente. La primera muestra, la segunda muestra y/o una o mas muestras adicionales pueden ser de dos 0 mas fuentes
diferentes.

El método puede comprender ademas poner en contacto las una 0 mas muestras adicionales con el agente
de crecimiento celular y uno o mas agentes de prueba adicionales.

La una o mas imégenes de la primera muestra y la una o mas imagenes de la segunda muestra pueden
capturarse simultaneamente. La una o méas imagenes de la primera muestra y la una o més imagenes de la segunda
muestra pueden capturarse secuencialmente.

El uno o mas fibroblastos de la primera muestra pueden cultivarse en uno o mas pocillos en una primera
placa de cultivo. El uno o mas fibroblastos de la segunda muestra pueden cultivarse en uno o més pocillos en una
segunda placa de cultivo. El uno o mas fibroblastos de la una o mas muestras adicionales pueden cultivarse en uno o
méas pocillos en una o mas placas de cultivo adicionales.

La primera placa de cultivo y la segunda placa de cultivo pueden ser diferentes. La primera placa de cultivo,
la segunda placa de cultivo y/o la una o mas placas de cultivo adicionales pueden ser diferentes.
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La primera placa de cultivo y la segunda placa de cultivo pueden ser iguales. La primera placa de cultivo, la
segunda placa de cultivo y/o la una o mas placas de cultivo adicionales pueden ser iguales.

El método puede comprender ademas poner en contacto el uno o mas fibroblastos de la primera muestra y/o
el uno o més fibroblastos de la segunda muestra con un tercer agente. El método puede comprender ademas poner
en contacto el uno o mas fibroblastos de una o més muestras adicionales con un tercer agente.

El tercer agente puede ser un anticuerpo. El tercer agente puede ser un anticuerpo de actina de musculo anti-
liso (SMA).

La una o mas imégenes de la primera muestra y/o la una o0 mas imagenes de la segunda muestra pueden
basarse en las imagenes de uno o mas fibroblastos contactados con el tercer agente. La una o mas imagenes de las
una o méas muestras adicionales pueden basarse en las imagenes de uno o mas fibroblastos contactados con el tercer
agente.

La produccién de las una o mas iméagenes puede comprender el uso de uno o mas dispositivos de obtencién
de imagenes celulares. El dispositivo de obtencién de imégenes celulares puede comprender una plataforma
Celllnsight NXT High Content Screening (HCS).

El método puede comprender ademés uno o mas algoritmos. El uno o mas algoritmos pueden analizar una
morfologia del uno o mas fibroblastos. El uno o méas algoritmos pueden analizar una morfologia del uno o més
fibroblastos contactados con el uno o mas agentes. Los uno o més algoritmos pueden analizar la intensidad de uno o
méas fibroblastos. El uno o mas algoritmos puede analizar una intensidad de fluorescencia del uno o més fibroblastos.

El método puede comprender ademas detectar la transdiferenciacion de uno o mas fibroblastos. La
transdiferenciacién del uno o mas fibroblastos puede comprender la transdiferenciacién en uno o mas miofibroblastos.

Determinar si el primer agente de prueba se identifica como un inhibidor de la fibrosis puede basarse en una
comparacién de la composicién de miofibroblastos en la primera muestra con la composicién de miofibroblastos en la
segunda muestra. El primer agente de prueba puede identificarse como un inhibidor de la fibrosis si la composicién de
miofibroblastos en la segunda muestra es menor que la composicién de miofibroblastos en la primera muestra. El
primer agente de prueba puede identificarse como un inhibidor de la fibrosis si la composicién de miofibroblastos en
la segunda muestra es al menos aproximadamente 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85% 0 90% menos que la composicién de miofibroblastos en la primera muestra. El primer
agente de prueba puede identificarse como un inhibidor de la fibrosis si la composicién de miofibroblastos en la
segunda muestra es al menos aproximadamente 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 0 15 veces
menos que la composicién de miofibroblastos en la primera muestra.

El método puede comprender ademas determinar si el uno 0 mas agentes de prueba adicionales son
inhibidores de la fibrosis. Determinar si el uno 0 mas agentes de prueba adicionales se identifica como un inhibidor de
la fibrosis puede basarse en una comparacién de la composicién de miofibroblastos en la primera muestra con la
composicién de miofibroblastos en la una o mas muestras adicionales. El primer agente de prueba puede identificarse
como un inhibidor de la fibrosis si la composiciéon de miofibroblastos en una o mas muestras adicionales es menor que
la composiciéon de miofibroblastos en la primera muestra. El primer agente de prueba puede identificarse como un
inhibidor de la fibrosis si la composicion de miofibroblastos en una o méas muestras adicionales es al menos
aproximadamente 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85% o
90% menos que la composicidén de miofibroblastos en la primera muestra. El primer agente de prueba puede
identificarse como un inhibidor de la fibrosis si la composicién de miofibroblastos en una o méas muestras adicionales
es al menos aproximadamente 1,5, 2-, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 0 15 veces menos que la
composicién de miofibroblastos en la primera muestra.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1 describe un ensayo de formacién de imégenes de alto contenido, basado en la tincién de o-SMA vy los
cambios morfolégicos celulares asociados con la transdiferenciacién de fibroblastos a miofibroblastos que se ha
establecido usando fibroblastos de pulmén humanos primarios y HSC de roedores primarios. Se han identificado
afecciones, que implican la inanicidn sérica y el posterior tratamiento con TGF-B, que facilitan la transdiferenciacion
in vitro robusta en un formato miniaturizado (placa de 384 pocillos) que es susceptible de deteccién de moléculas
pequefias de alto rendimiento. Se utiliza un inhibidor selectivo del receptor ALK-5 TGF-B1(SB-431542) como
control positivo.

Figura 2 describe el itraconazol que inhibe la diferenciacién de miofibroblastos en multiples tipos de células in vitro.
Las preparaciones de fibroblastos primarios cardiacos, pulmonares o dérmicos y HSC se probaron para la
capacidad de respuesta a TCF. Las células se analizaron para la morfologia de miofibroblastos mediante tincién
de actina de musculo liso. Inhibidor de ALKS (SB-431542) utilizado como control positivo. El itraconazol (Itra, 2,5
pm) inhibe la diferenciacion de miofibroblastos en fibroblastos derivados de pulmén, corazén, piel o higado (HSC).
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Figura 3 describe el itraconazol que inhibe la diferenciacién de miofibroblastos en multiples tipos de células in vitro.
Las preparaciones de fibroblastos primarios cardiacos, pulmonares o dérmicos y HSC se probaron para la
capacidad de respuesta a TCFB. Anélisis de qRT-PCR y analisis de transferencia Western de multiples genes
relacionados con la fibrosis utilizados para confirmar la actividad in vitro. Los estudios farmacolégicos apoyan la
doble inhibicién de MOA (VEGF, sefializacién Hh).

Figura 4 muestra la eficacia de Itraconazol en estudios de PoC de roedores en modelos de higado (CC14) y
pulmén (bleomicina). Utilizando pirfenidona y AM-152 como puntos de referencia, se demostré que itraconazol
tiene una eficacia igual o superior en la fibrosis hepatica inducida por tetracloruro de carbono y en los modelos de
ratén de fibrosis cutanea y pulmonar inducida por bleomicina.

Figura 5 muestra los datos obtenidos de un ensayo basado en imagenes de activacién de miofibroblastos: (a)
analisis de células para el area celular media de tincién de SMA, (b) andlisis de células para la intensidad de
fluorescencia media de la tincién de SMA.

Figura 6 muestra analisis de transferencia Western de proteinas relacionadas con fibrosis en células expuestas a
TGFBe itraconazol.

Figura 7 muestra el analisis de expresién génica de fibroblastos de pulmén humano tratados con itraconazol: (a)
analisis de datos expresados como regulacién de pliegue en relacién con una muestra no tratada con TGF-B1; (b)
datos brutos de la matriz de PCR RT2 Profiler centrada en fibrosis.

Figura 8 muestra el analisis gPCR de genes relacionados con Hedgehog en células estrelladas hepéticas de rata
tratadas con itraconazol: (a) niveles relativos de ARNm de PTCH1; (b) niveles relativos de ARNm de GLI1; (¢)
datos en bruto para ambos experimentos gPCR.

Figura 9 muestra analisis de transferencia Western de HSC COL1-GFP después de la eliminacion de Smoothened.
Figura 10 muestra el andlisis de transferencia Western del patron de migracion de VEGFR2 después del
tratamiento con itraconazol.

Figura 11 muestra el anélisis de transferencia Western de células estrelladas hepaticas de rata tratadas con
combinaciones de compuestos inhibidores de VEGFR y Hedgehog.

Figura 12 muestra la actividad de itraconazol y el compuesto 42 en un ensayo indicador de hedgehog: (a) actividad
relativa de GLI-LUC de células TM3-GLI-LUC expuestas a SAG 10 nM y dosis indicadas de inhibidor; (b) actividad
relativa de GLI-LUC de células TM3-GLI-LUC expuestas a SAG 400 nM y dosis indicadas de inhibidor.

Figura 13 muestra analisis de transferencia Western de células estrelladas hepaticas humanas LX2 después de
la eliminacién de VEFGR1, VEGFR2 o SMO.

Figura 14 muestra el disefio del estudio modelo de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina para la evaluacién
del compuesto 42 e itraconazol.

Figura 15 muestra la evaluacién del compuesto 42 e itraconazol en el modelo de fibrosis pulmonar inducida por
bleomicina: (a) puntuaciones medias de Ashcroft de ratones expuestos a bleomicina y las dosis indicadas de
farmaco; (b) representaciéon grafica del modelo utilizado para evaluar farmacos antifibréticos; (¢) imagenes
representativas del pulmén tefiido con tricromo de Masson de los grupos de tratamiento indicados.

Figura 16 muestra la caracterizacién del sistema de puntuaciéon Ashcroft modificado.

Figura 17 muestra la cuantificaciéon de los datos histoldgicos de la evaluacién del compuesto 42 e itraconazol en
el modelo de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina: (a) puntajes medios de Ashcroft; (b) valores medios de
area manchada porcentual.

Figura 18 muestra el disefio del estudio modelo de fibrosis hepatica inducida por tetracloruro de carbono para la
evaluacién del compuesto 42 e itraconazol.

Figura 19 muestra la evaluacién del compuesto 42 y el itraconazol en el modelo de fibrosis hepatica inducida por
tetracloruro de carbono: (a) porcentaje total de area positiva para tinciéon con rojo Sirius; (b) datos numéricos del
analisis de imagen del modelo de fibrosis hepatica inducida por CCl4; (c) imagenes representativas de secciones
de higado tefiidas con rojo Sirius del modelo de fibrosis hepéatica inducida por CCl4; (d) anélisis de transferencia
western.

Figura 20 muestra el disefio del estudio del modelo de curacién de heridas de roedores para la evaluacién del
compuesto 42 e itraconazol.

Figura 21 muestra los resultados del estudio de la evaluacién del compuesto 42 e itraconazol en el modelo de
curacién de heridas de roedores.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La fibrosis representa un problema de salud criticamente importante pero sorprendentemente descuidado.

Casi el 45% de todas las muertes naturales en el mundo occidental se atribuyen a enfermedades fibroproliferativas
crbnicas. Sin embargo, actualmente solo hay un farmaco clinicamente aprobado (pirfenidona) que se dirige
especificamente a la patogénesis de la fibrosis y esta directamente indicado para el tratamiento de una enfermedad
fibrética. La fibrosis afecta a casi todos los tejidos del cuerpo y, cuando es muy progresiva, puede provocar un mal
funcionamiento de los érganos y la muerte. Claramente, la identificacién de nuevos farmacos antifibréticos representa
una necesidad médica insatisfecha que tendria un impacto beneficioso significativo en pacientes de miltiples
poblaciones de enfermedades. Ademas, en la actualidad no existe cura para la esclerodermia y el tratamiento se limita
al manejo de los sintomas.

La fibrosis, generalmente definida como la producciéon de cantidades excesivas de tejido conectivo, se
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desarrolla como consecuencia de diversas enfermedades subyacentes. La inflamacién crénica o el dafio/remodelacién
de los tejidos son eventos inductores de fibrosis tipicos. La fibrosis afecta a casi todos los tejidos del cuerpo y, cuando
es muy progresiva, puede provocar un mal funcionamiento de los 6rganos y la muerte. Ejemplos especificos de
enfermedades incluyen fibrosis pulmonar idiopatica (FPI); fibrosis hepética asociada con las Gltimas etapas de la
cirrosis hepatica alcohélica y no alcohdlica; fibrosis renal; fibrosis cardiaca; y formacién de queloides como resultado
de la curacién anormal de la herida. Ademas, la fibrosis es una caracteristica patolégica clave asociada con
enfermedades autoinmunes crénicas, que incluyen artritis reumatoide, esclerodermia, enfermedad de Crohn y lupus
eritematoso sistémico. Como tal, la fibrosis representa un problema de salud criticamente importante pero
sorprendentemente descuidado. De hecho, casi el 45% de todas las muertes naturales en el mundo occidental se
atribuyen a enfermedades fibroproliferativas crénicas. Sin embargo, en la actualidad, solo hay un farmaco clinicamente
aprobado (Pirfenidona, aprobado para el tratamiento de la FPI solo en Europa) que se dirige especificamente a la
patogénesis de la fibrosis y estd directamente indicado para el tratamiento de una enfermedad fibrética.
Desafortunadamente, la pirfenidona tiene efectos secundarios hepéticos y gastrointestinales significativos, y se
recomienda a los pacientes tratados con pirfenidona que eviten la exposicién directa a la luz solar, ya que se sabe que
causa reacciones de fotosensibilidad que provocan erupcién cutanea, piel seca o prurito. Recientemente, se ha
demostrado que los antagonistas del acido lisofosfatidico 1 (LPA1) (p. ej., AM-152) son eficaces en modelos
preclinicos de IPF. Sin embargo, la eficacia clinica queda por demostrar para AM-152. Claramente, la identificacién
de nuevos farmacos antifibréticos representa una importante necesidad médica no satisfecha que tendria un impacto
beneficioso significativo en pacientes de multiples poblaciones de enfermedades.

A pesar de la diversidad de enfermedades y desencadenantes que pueden iniciar un proceso fibrético en un
tejido u érgano dado, se producen mecanismos bioquimicos y celulares comunes en todos los casos estudiados hasta
la fecha. Después de una lesiéon o insulto inflamatorio, fibroblastos residentes (en algunos casos, fibrocitos de
circulacion derivados de la médula 6sea reclutados o células epiteliales que han sido sometidos a una transicién
epitelio-mesenquimal) son activados y "transdiferenciados" en una actina de musculo a-liso (x-SMA) que expresan
miofibroblastos que secretan los componentes de la matriz extracelular (ECM) necesarios para la reparacién de
heridas. En el caso de la fibrosis hepatica, una poblacién de pericitos residente denomina un quiescente de células
estrelladas hepaticas (HSC) "transdiferencia” en un coladgeno de tipo | la produccién de HSC "activados" fibrogénicos
expresados por a-SMA. La sefializacién Smad 3/4 mediada por factor de crecimiento B1 transformante (TGF-B1)
comlnmente impulsa la transdiferenciaciéon de fibroblastos o HSC residentes a miofibroblastos o HSC activados y
estimula la produccién de componentes de ECM en las Ultimas poblaciones. El factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF) también sirve como una citocina pro-fibrética comdn que impulsa la activacion y proliferacién celular.

Un enfoque terapéutico para el tratamiento de enfermedades de fibrosis progresiva es apuntar a una de las
multitudes de procesos inmunolégicos causales complejos. Este enfoque esta limitado por la falta de claridad
mecanicista y la posible exacerbacion de la enfermedad subyacente. Un enfoque alternativo atractivo para el
tratamiento de diversas enfermedades fibréticas es apuntar directamente a la via de transdiferenciacién responsable
de la interconversién de fibroblastos quiescentes y miofibroblastos pro-fibréticos activados. Los farmacos capaces de
bloquear la conversién de fibroblastos en miofibroblastos activados podrian administrarse profilacticamente después
de una lesién o insulto (por ejemplo, infarto de miocardio) o terapéuticamente en las primeras etapas de la enfermedad
en 6rganos capaces de reparacién (por ejemplo, fibrosis hepética, FPI o esclerodermia). Los supresores directos de
la produccidén de TGF-B1(p. ej., pirfenidona) no son candidatos ideales para la dosificacién crénica y son especialmente
indeseables para el tratamiento de enfermedades autoinmunes, ya que tienen el potencial de exacerbar las respuestas
autoinmunes. Alternativamente, los medicamentos capaces de inducir la reversidén de los miofibroblastos existentes a
un destino celular inactivo tendrian una amplia aplicabilidad para el tratamiento de la fibrosis en multiples tipos de
tejidos y podrian ser potencialmente eficaces en las etapas posteriores de la enfermedad.

Se han establecido ensayos de formacién de imégenes de alta contenido, utilizando fibroblastos primarios
humanos de pulmén y HSCs de roedor primarios, que permiten la identificacion de pequefias moléculas que o bien
inhiben la formacién de miofibroblastos/activacién o inducen la reversion de miofibroblastos activados a un estado de
fibroblastos quiescentes. Se han identificado afecciones, que implican la inanicién sérica y el posterior tratamiento con
TGF-B, que facilitan la transdiferenciacién in vitro robusta en un formato miniaturizado (placa de 384 pocillos) que es
susceptible de deteccién de moléculas pequefias de alto rendimiento. El ensayo de inhibiciéon se basa en la tincién
inmunofluorescente a-SMA y los cambios en la morfologia celular asociados con la transdiferenciacién de fibroblastos
a miofibroblastos, utilizando el inhibidor selectivo del receptor ALK-5 TGF-B1 (SB-43154) como control positivo, el
ensayo de inhibicién se ha utilizado para iniciar una pantalla de una coleccién de ~100,000 moléculas pequefias que
consiste en moléculas pequefias bioactivas y un conjunto de diversidad que se ha ensamblado en base a la diversidad
estructural 2D y 3D y las propiedades inherentes de "similitud de drogas". El cribado preliminar condujo a la
identificacion de multiples moléculas antifibréticas previamente identificadas. La mayoria de estos tienen una utilidad
clinica limitada, como resultado de problemas conocidos de toxicidad fuera del objetivo o falta demostrada de eficacia
in vivo. Sin embargo, ademéas de estos, el agente antifingico triazol Itraconazol se identific6 como un inhibidor
altamente eficaz de la formacién de miofibroblastos (a dosis muy inferiores a las asociadas con toxicidad en
fibroblastos u otros tipos de células de control).

La actividad de itraconazol se confirmé in vitro mediante el anélisis de los cambios de expresiéon en multiples
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genes asociados con fibroblastos a miofibroblastos transdiferenciacién usando métodos bioquimicos (es decir,
transferencia Western y RT-PCR). Utilizando métodos farmacolégicos, la base mecanicista de la actividad antifibrética
de esta molécula se ha establecido como la doble inhibicién de la sefializacién de hedgehog y la glicosilacién/trafico
del receptor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEFG) (ninguna actividad por si sola es suficiente). De
manera alentadora, se establecié que la actividad de Itraconazol se traduce tanto en tipos de células humanas como
de roedores, asi como en células derivadas de multiples tipos de tejidos (p. ej., pulmén, higado, piel, corazén).
Utilizando pirfenidona y AM-152 como compuestos de control de referencia, se demostré que el itraconazol tiene
eficacia en modelos de ratén de fibrosis hepética inducida por bleomicina y pulmén inducido por tetracloruro de
carbono. Como tal, el farmaco aprobado por la FDA Itraconazol se ha identificado como un novedoso avance para el
desarrollo de una nueva clase de medicamentos para el tratamiento de enfermedades relacionadas con la fibrosis
multiple.

Una posible limitacién al uso de este farmaco como antifibrético, especialmente para el tratamiento de la
fibrosis hepdtica, es un perfil de toxicidad hepatica conocido que esta asociado con la coordinacién de hierro hemo
por N4 del resto 1,2,4 triazol, que conduce a la inhibicién de las enzimas P450 (mas notablemente Cyp3A4), una
actividad distinta de la actividad VEGF y Hgh del itraconazol. Como tal, se han iniciado esfuerzos de quimica medicinal
para identificar anélogos de itraconazol optimizados con perfiles de toxicidad hepética favorables y mejoras adicionales
en la eficacia antifibrética. Desde un panel inicial de <30 anélogos de itraconazol, en el que el pKa de N4 se reduce o
el nitrégeno N4 se sustituye con carbono, se han identificado varios cables candidatos en los que se elimina la actividad
de inhibicién de Cyp y se retiene la actividad antifibrética in vitro. En particular, las propiedades farmacocinéticas de
estos compuestos son comparables a las del compuesto original. Con base en la actividad in vitro observada, la
eficacia in vivo, la exposicién al suero de roedores y los datos de exposicidn humana, se anticipa que es deseable una
mejora de 5 veces en la eficacia y/o exposicién para el candidato clinico final. Un estudio preliminar de la relacién de
la actividad de la estructura ha revelado que se puede lograr una mejora de la potencia haciendo modificaciones en
los sitios distales al sustituyente de triazol. Los esfuerzos de la quimica estan en curso y se utilizaran para optimizar
la eficacia, la exposicién (Cmax >5 veces CEsqin vitro) y los perfiles de toxicidad (basados en perfiles de panel humano
fuera del objetivo, ensayos de toxicidad in vitro hERG y AMES e induccién de Cyp/ensayos de inhibicién). Se
demostraré una actividad de modificacién de la enfermedad reproducible, es decir, una eficacia igual o mayor que la
de los estdndares de atencién existentes (pirfenidona) o potenciales futuros (AM-152), para un analogo optimizado de
Itraconazol, utilizando modelos de fibrosis de roedores pulmonares y hepéticos.

Definiciones

En la siguiente descripciéon, se exponen ciertos detalles especificos con el fin de proporcionar una
comprensién exhaustiva de diversas realizaciones. Sin embargo, un experto en la materia entendera que la invencién
se puede practicar sin estos detalles. En otros casos, no se han mostrado ni descrito en detalle estructuras bien
conocidas para evitar oscurecer innecesariamente las descripciones de las realizaciones. A menos que el contexto
requiera lo contrario, a lo largo de la especificacion y las reivindicaciones que siguen, la palabra "comprende" y sus
variaciones, como "comprenden" y "que comprende" deben interpretarse en un sentido abierto e inclusivo, es decir,
como "incluyendo, pero no limitado a". Ademas, los titulos proporcionados aqui son solo para conveniencia y no
interpretan el alcance o el significado de la invencién reivindicada.

La referencia a lo largo de esta especificacién a "una realizacién" o "realizacién" significa que una
caracteristica, estructura o caracteristica particular descrita en relacién con la realizacién esta incluida en al menos
una realizacion. Por lo tanto, las apariencias de las frases "en una realizaciéon" o "en realizaciones" en varios lugares
a lo largo de esta especificacién no se refieren necesariamente a la misma realizacién. Ademas, las caracteristicas,
estructuras o caracteristicas particulares se pueden combinar de cualquier manera adecuada en una o mas
realizaciones. Ademés, como se usa en esta especificacién y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares
"un”, "una", “el” y "la" incluyen referentes plurales a menos que el contenido indique claramente lo contrario. También
debe tenerse en cuenta que el término "0" se emplea generalmente en su sentido, incluyendo "y/o" a menos que el
contenido indique claramente lo contrario.

Los términos de abajo, como se usa en este documento, tienen los siguientes significados, a menos que se
indique lo contrario:

"Amino" se refiere al radical -NH2.

"Ciano" o "nitrilo" se refiere al radical -CN.
"Hidroxi" o "hidroxilo" se refiere al radical -OH.
"Nitro" se refiere a la -NO; radical.

"Oxo0" se refiere al sustituyente = O.

"Oxima" se refiere al sustituyente = N-OH.
"Tioxo" se refiere al sustituyente = S.

"Alquilo" se refiere a un radical de cadena de hidrocarburo lineal o ramificado, tiene de uno a treinta 4&tomos de
carbono y esta unido al resto de la molécula por un enlace sencillo. Se incluyen alquilos que comprenden cualquier
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ndmero de atomos de carbono de 1 a 30. Un alquilo que comprende hasta 30 atomos de carbono se refiere como un
C1-C30 alquilo, del mismo modo, por ejemplo, un alquilo que comprende hasta 12 atomos de carbono es un C4-C12
alquilo. Los alquilos (y otros restos definidos aqui) que comprenden otros nimeros de atomos de carbono se
representan de manera similar. Los grupos alquilo incluyen, pero no se limitan a, C4-C3o alquilo, C1-Cy alquilo, C1-C15
alquilo, C4-C10 alquilo, C4-Cs alquilo, C4-Cs alquilo, C4-C4 alquilo, C4-C3 alquilo, C4-C» alquilo, Co-Cs alquilo, Cs-Cs
alquilo y Cs-Cs alquilo. Los grupos alquilo representativos incluyen, pero no se limitan a, metilo, etilo, n-propilo, 1-
metiletilo (iso-propilo), n-butilo, i-butilo, s-butilo, n-pentil, 1,1-dimetiletilo (t-butilo), 3-metilhexilo, 2-metilhexilo, vinilo,
alilo y propinilo. Las insaturaciones que comprenden alquilo incluyen grupos alquenilo y alquinilo. A menos que se
indique lo contrario especificamente en la especificacién, un grupo alquilo puede estar opcionalmente sustituido como
se describe a continuacién. "Alquileno”" o "cadena de alquileno" se refiere a una cadena de hidrocarburo divalente
lineal o ramificada, como se describié anteriormente para alquilo. A menos que se indique lo contrario especificamente
en la especificacién, un grupo alquileno puede estar opcionalmente sustituido como se describe a continuacién.

"Alcoxi" se refiere a un radical de la férmula -OR, donde R, es un radical alquilo como se define. A menos que se
indique lo contrario especificamente en la especificaciéon, un grupo alcoxi puede estar opcionalmente sustituido como
se describe a continuacién.

"Arilo" se refiere a un radical derivado de un sistema de anillo de hidrocarburo que comprende hidrégeno, de 6 a
30 4tomos de carbono y al menos un anillo aromatico. El radical arilo puede ser un sistema de anillo monociclico,
biciclico, triciclico o tetraciclico, que puede incluir sistemas de anillo condensados o puenteados. Los radicales arilo
incluyen, pero no se limitan a, radicales arilo derivados de los sistemas de anillo de hidrocarburo de aceantrileno,
acenaftileno, acentaantileno, antraceno, azuleno, benceno, criseno, fluoranteno, fluoreno, as-indaceno, s-indaceno,
indano, indeno, naftaleno, fenileno, fenantreno, pleiadeno, pireno y trifenileno. A menos que se indique lo contrario
especificamente en la especificacién, el término "arilo" o el prefijo "ar-" (como en "aralquilo") incluye radicales arilo que
estan opcionalmente sustituidos.

"Cicloalquilo" o "carbociclo" se refiere a un anillo carbociclico estable, no aromatico, monociclico o policiclico, que
puede incluir sistemas de anillos condensados o puenteados, que estan saturados o insaturados. Los cicloalquilos o
carbociclos representativos incluyen, pero no se limitan a, cicloalquilos que tienen de tres a quince dtomos de carbono,
de tres a diez atomos de carbono, de tres a ocho atomos de carbono, de tres a seis atomos de carbono, de tres a
cinco atomos de carbono, o tres a cuatro atomos de carbono. Los cicloalquilos o carbociclos monociclicos incluyen,
por ejemplo, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo y ciclooctilo. Los cicloalquilos o carbociclos
policiclicos incluyen, por ejemplo, adamantilo, norbornilo, decalinilo, biciclo[3,3,0]octano, biciclo[4,3,0]nonano, cis-
decalina, trans-decalina, biciclo[2,1,1]hexano, biciclo[2,2,1]heptano, biciclo[2,2,2]octano, biciclo[3,2,2]nonano y
biciclo[3,3,2]decano, y 7,7-dimetil-biciclo[2,2,1]heptanilo. A menos que se indique lo contrario especificamente en la
especificacién, un grupo cicloalquilo o carbociclo puede estar opcionalmente sustituido. Los ejemplos ilustrativos de
grupos cicloalquilo incluyen, pero no se limitan a, los siguientes restos:
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"Fusionado" se refiere a cualquier estructura de anillo descrita en el presente documento que se fusiona a una
existente estructura de anillo. Cuando el anillo fusionado es un anillo heterociclilo o un anillo heteroarilo, cualquier
atomo de carbono en la estructura de anillo existente que se convierte en parte del anillo heterociclilo fusionado o el
anillo heteroarilo fusionado puede reemplazarse con un dtomo de nitrégeno.

"Halo" o "halégeno” se refiere a bromo, cloro, flior o yodo.

"Haloalquilo" se refiere a un radical alquilo, como se definié anteriormente, que esta sustituido con uno o mas
radicales halo, como se definié anteriormente, e. g., trifluorometilo, difluorometilo, fluorometilo, triclorometilo, 2,2,2-
trifluoroetilo, 1,2-difluoroetilo, 3 -bromo-2-fluoropropilo y 1,2-dibromoetilo. A menos que se indique lo contrario
especificamente en la especificacidén, un grupo haloalquilo puede estar opcionalmente sustituido.

"Haloalcoxi" se refiere de manera similar a un radical de la férmula -OR, donde R, es un radical haloalquilo como
se define. A menos que se indique lo contrario especificamente en la especificacién, un grupo haloalcoxi puede estar
opcionalmente sustituido como se describe a continuacion.

"Heterocicloalquilo" o "heterociclilo" o "anillo heterociclico" o "heterociclo" se refiere a un radical de anillo no

aromatico estable de 3 a 24 miembros que comprende de 2 a 23 atomos de carbono y de uno a 8 heterodtomos
seleccionados del grupo que consiste en nitrégeno, oxigeno, fésforo y azufre. A menos que se especifique lo contrario
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especificamente en la especificacion, el radical heterociclilo puede ser un sistema de anillo monociclico, biciclico,
triciclico o tetraciclico, que puede incluir sistemas de anillo condensados o puenteados; y los d&tomos de nitrégeno,
carbono o azufre en el radical heterociclilo pueden estar opcionalmente oxidados; el &tomo de nitrégeno puede estar
opcionalmente cuaternizado; y el radical heterociclilo puede estar parcial o totalmente saturado. Ejemplos de tales
radicales heterociclilo incluyen, pero no se limitan a, azetidinilo, dioxolanilo, tienilo[1,3]ditianilo, decahidroisoquinolilo,
imidazolinilo, imidazolidinilo, isotiazolidinilo, isoxazolidinilo, morfolinilo, octahidroindolilo, octahidroisoindolilo, 2-
oxopiperazinilo, 2-oxopiperidinilo, 2 -oxopirrolidinilo, oxazolidinilo, piperidinilo, piperazinilo, 4-piperidonilo, pirrolidinilo,
pirazolidinilo, quinuclidinilo, tiazolidinilo, tetrahidrofurilo, tritianilo, tetrahidropiranilo, tiomorfolinilo, tiamorfolinilo, 1-oxo-
tiomorfolinilo, 1,1-dioxo-tiomorfolinilo, 12-corona-4,15-corona-5,18-corona-6,21-corona-7, aza-18-corona-6, diaza-18-
corona-6, aza-21-corona-7 y diaza-21-corona-7. A menos que se indique lo contrario especificamente en la
especificacién, un grupo heterociclilo puede estar opcionalmente sustituido. Los ejemplos ilustrativos de grupos
heterocicloalquilo, también conocidos como heterociclos no aromaticos, incluyen:

El término heterocicloalquilo también incluye todas las formas de anillo de los carbohidratos, incluidos, entre otros,
osacaridos, los disacéridos y los oligosacaridos. A menos que se indique lo contrario, los heterocicloalquilos tienen de
2 a 10 carbonos en el anillo. Se entiende que cuando se refiere al nimero de atomos de carbono en un
heterocicloalquilo, el nimero de atomos de carbono en el heterocicloalquilo no es el mismo que el nimero total de
atomos (incluidos los heteroatomos) que forman el heterocicloalquilo (es decir, los atomos esqueléticos del anillo
heterocicloalquilo). A menos que se indique lo contrario especificamente en la especificacién, un grupo
heterocicloalquilo puede estar opcionalmente sustituido.

El término "heteroarilo" como se usa en el presente documento, solo o en combinacién, se refiere a
opcionalmente sustituido monorradicales aromaticos que contienen de aproximadamente cinco a aproximadamente
veinte atomos en el anillo del esqueleto, donde uno o mas de los dtomos del anillo es un heteroatomo seleccionado
independientemente entre oxigeno, nitrégeno, azufre, fésforo, silicio, selenio y estafio, pero no se limitan a estos
atomos y con la condicién de que el anillo de dicho grupo no contenga dos atomos de O o S adyacentes. En
realizaciones en las que dos 0 mas heteroatomos estan presentes en el anillo, los dos 0 mas heterodtomos pueden
ser iguales entre si, 0 algunos o todos los dos 0 mas heteroatomos pueden ser diferentes de los demas. El término
heteroarilo incluye radicales heteroarilo condensados y no condensados opcionalmente sustituidos que tienen al
menos un heteroatomo. El término heteroarilo también incluye heteroarilos condensados y no condensados que tienen
de cinco a aproximadamente doce atomos de anillo esquelético, asi como aquellos que tienen de cinco a
aproximadamente diez atomos de anillo esquelético. La unidn a un grupo heteroarilo puede ser a través de un 4tomo
de carbono o un heteroatomo. Por lo tanto, como ejemplo no limitativo, un grupo imidiazol puede unirse a una molécula
original a través de cualquiera de sus atomos de carbono (imidazol-2-ilo, imidazol-4-ilo o imidazol-5-ilo), o sus &tomos
de nitrégeno (imidazol-1-ilo o imidazol-3-ilo). Del mismo modo, un grupo heteroarilo puede estar adicionalmente
sustituido mediante cualquiera o todos sus dtomos de carbono, y/o cualquiera o todos sus heterodtomos. Un radical
heteroarilo fusionado puede contener de dos a cuatro anillos fusionados donde el anillo de unién es un anillo
heteroaromético y los otros anillos individuales pueden ser aliciclicos, heterociclicos, arométicos, heteroarométicos o
cualquier combinacién de los mismos. Un ejemplo no limitante de un grupo heteroarilo de anillo Unico incluye piridilo;
los grupos heteroarilo de anillo condensado incluyen bencimidazolilo, quinolinilo, acridinilo; y un grupo bi-heteroarilo
no fusionado incluye bipiridinilo. Otros ejemplos de heteroarilos incluyen, sin limitacién, furanilo, tienilo, oxazolilo,
acridinilo, fenazinilo, bencimidazolilo, benzofuranilo, benzoxazolilo, benzotiazolilo, benzotiadiazol, benzotiofenilo,
benzoxadiazolilo, benzotriazolilo, imidazolilo, indolilo, isoxazolilo, isoquinolinilo, indolizinilo, isotiazolilo,
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isoindoliloxadiazolilo, indazolilo, piridilo, piridazilo, pirimidilo, pirazinilo, pirrolilo, pirazinilo, pirazolilo, purinilo, ftalazinilo,
pteridinilo, quinolinilo, quinazolinilo, quinoxalinilo, triazolilo, tetrazolilo, tiazolilo, triazinilo, y tiadiazolilo, y sus 6xidos, tal
como, por ejemplo, piridilo-N-6xido. Los ejemplos ilustrativos de grupos heteroarilo incluyen los siguientes restos:
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El radical heteroarilo puede ser un sistema de anillo monociclico, biciclico, triciclico o tetraciclico, que puede
incluir sistemas de anillo condensados o puenteados; y los atomos de nitrégeno, carbono o azufre en el radical
heteroarilo pueden estar opcionalmente oxidados; el &tomo de nitrégeno puede estar opcionalmente cuaternizado.
Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, azepinilo, acridinilo, bencimidazolilo, benzotiazolilo, benzindolilo,
benzodioxolilo, benzofuranilo, benzooxazolilo, benzotiazolilo, benzotiadiazolilo, benzo[b][1,4]dioxepinilo, 1,4-
benzodioxanilo, benzonaftofuranilo, benzoxazolilo, benzodioxolilo, benzodioxinilo, benzopiranilo, benzopiranonilo,
benzofuranilo, benzofuranonilo, benzotienilo (benzotiofenilo), benzotriazolilo, benzo[4,6]imidazo[1,2-a]piridinilo,
carbazolilo, cinolinilo, dibenzofuranilo, dibenzotiofenilo, furanilo, furanonilo, isotiazolilo, imidazolilo, indazolilo, indolilo,
indazolilo, isoindolilo, indolinilo, isoindolinilo, isoquinolilo, indolizinilo, isoxazolilo, naftiridinilo, oxadiazolilo, 2-
oxoazepinilo, oxazolilo, oxiranilo, 1-oxidopiridinilo, 1-oxidopirimidinilo, 1-oxidopirazinilo, 1-oxidopiridazinilo, 1-fenilo-
1H-pirrolilo, fenazinilo, fenctiazinilo, fenoxazinilo, ftalazinilo, pteridinilo, purinilo, pirrolilo, pirazolilo, piridinilo, pirazinilo,
pirimidinilo, piridazinilo, quinazolinilo, quinoxalinilo, quinolinilo, quinuclidinilo, isoquinolinilo, tetrahidroquinolinilo,
tiazolilo, tiadiazolilo, triazolilo, tetrazolilo, triazinilo y tiofenilo (i. e., tienilo).

/

Todos los grupos anteriores pueden estar sustituidos o no sustituidos. El término "sustituido" como se usa en
el presente documento significa que cualquiera de los grupos anteriores (por ejemplo, alquilo, alquileno, alcoxi, arilo,
cicloalquilo, haloalquilo, heterociclilo y/o heteroarilo) puede funcionalizarse adicionalmente en donde al menos un
atomo de hidrégeno esta reemplazado por un enlace a un sustituyente de atomo no de hidrégeno. A menos que se
indique especificamente en la especificacidn, un grupo sustituido puede incluir uno o més sustituyentes seleccionados
entre: oxo, amino, -CO2H, nitrilo, nitro, hidroxilo, tioxi, alquilo, alquileno, alcoxi, arilo, cicloalquilo, heterociclilo,
heteroarilo, dialquilaminas, arilaminas, alquilarilaminas, diarilaminas, trialquilamonio (-N*R3), N-éxidos, imidas y
enaminas; un atomo de silicio en grupos tales como grupos trialquilsililo, grupos dialquilalarilsililo, grupos
alquildiarilsililo, grupos triarilsililo, perfluoroalquilo o perfluoroalcoxi, por ejemplo, trifluorometilo o trifluorometoxi.
"Sustituido" también significa cualquiera de los anteriores grupos en los que uno o mas tomos de hidrégeno estén
reemplazados por un enlace de orden superior (p. gj., un doble o triple enlace) a un heterodtomo tal como oxigeno en
oxo, carbonilo, grupos carboxilo y éster; y nitrégeno en grupos tales como iminas, oximas, hidrazonas y nitrilos. Por
ejemplo, "sustituido" incluye cualquiera de los grupos anteriores en los que uno o mas atomos de hidrégeno se
reemplazan con -NH2, -NRgC(=O)NRgRp, -NRgC(=0)ORy, -NrgSO2Rp, -OC(=O)NRgRh, -ORg, -SRg, -SORg, -SO2Rg, -
O802Rg, -S0O20g, = NSO2Rg, y -SO2NRgRh. En lo anterior, Ry y R son iguales o diferentes e independientemente
hidrégeno, alquilo, alcoxi, alquilamino, tioalquilo, arilo, aralquilo, cicloalquilo, cicloalquilalquilo, haloalquilo, heterociclilo,
N-heterociclilo, heterociclilalquilo, heteroarilo, N-heteroarilo y N-heteroarilo/o heteroarilalquilo. Ademas, cada uno de
los sustituyentes anteriores también puede estar opcionalmente sustituido con uno o mas de los sustituyentes
anteriores. Ademas, cualquiera de los grupos anteriores puede sustituirse para incluir uno 0 mas atomos internos de
oxigeno, azufre o nitrégeno. Por ejemplo, un grupo alquilo puede estar sustituido con uno o mas atomos de oxigeno
internos para formar un grupo éter o poliéter. De manera similar, un grupo alquilo puede estar sustituido con uno o
méas atomos de azufre internos para formar un tioéter, disulfuro, etc.

El término "opcional" u "opcionalmente" significa que el evento o circunstancia posteriormente descrita puede
0 no ocurrir, y que la descripcién incluye instancias donde dicho evento o circunstancia ocurre e instancias en las que
no ocurre. Por ejemplo, "alquilo opcionalmente sustituido" significa "alquilo" o "alquilo sustituido" como se definid
anteriormente. Ademés, un grupo opcionalmente sustituido puede estar sin sustituir (por ejemplo, -CH>CHs),
completamente sustituido (por ejemplo, -CF>CF3), monosustituido (por ejemplo, -CH2CH2F) o sustituido en un nivel en
cualquier lugar entre completamente sustituido y monosustituido (por ejemplo, -CH>CHF,, -CH>CF3, -CF2CH3, -
CFHCHF,, etc.). Los expertos en la materia entenderan con respecto a cualquier grupo que contenga uno o mas
sustituyentes que dichos grupos no pretenden introducir ningln patrén de sustitucién o sustitucién (por ejemplo, alquilo
sustituido incluye grupos cicloalquilo opcionalmente sustituidos, que a su vez se definen como incluyendo grupos
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alquilo opcionalmente sustituidos, potencialmente ad infinitum) que son estéricamente poco practicos y/o
sintéticamente no viables. Por lo tanto, cualquier sustituyente descrito debe entenderse generalmente que tiene un
peso molecular maximo de aproximadamente 1.000 daltons, y mas tipicamente, hasta aproximadamente 500 daltons.

Una "cantidad efectiva" o "cantidad terapéuticamente efectiva" se refiere a una cantidad de un compuesto
administrado a un sujeto mamifero, ya sea como una dosis Unica 0 como parte de una serie de dosis, que es eficaz
para producir un efecto terapéutico deseado.

El "tratamiento” de un individuo (por ejemplo, un mamifero, como un humano) o una célula es cualquier tipo
de intervencién utilizada en un intento de alterar el curso natural del individuo o la célula. En algunas realizaciones, el
tratamiento incluye la administracion de una composicién farmacéutica, posterior al inicio de un evento patolégico o
contacto con un agente etiolégico e incluye la estabilizacién de la afeccién (por ejemplo, la afeccién no empeora) o el
alivio de la afeccién. En otras realizaciones, el tratamiento también incluye tratamiento profilactico (por ejemplo, la
administracién de una composiciéon descrita aqui cuando se sospecha que un individuo padece una infeccién
bacteriana).

Un "tautdmero" se refiere a un cambio de protones de un atomo de una molécula a otro atomo de la misma
molécula. Los compuestos presentados aqui pueden existir como tautémeros. Los tautémeros son compuestos que
son interconvertibles por la migracién de un dtomo de hidrégeno, acompafiados por un interruptor de un enlace simple
y un enlace doble adyacente. En los arreglos de unién donde es posible la tautomerizacién, existird un equilibrio
quimico de los tautémeros. Se contemplan todas las formas tautoméricas de los compuestos descritos aqui. La
proporcién exacta de los tautdmeros depende de varios factores, incluidos la temperatura, el disolvente y el pH.
Algunos ejemplos de interconversiones tautoméricas incluyen:

x\.«*?\? N fﬁ
Ly ot
: N
b .
& N 4 .
\A\} . o X, Nt . ”J‘\" N
fa Y N ¥ WN N#
N Ny ey NEy

Un "metabolito” de un compuesto descrito en este documento es un derivado de ese compuesto que se forma
cuando el compuesto se metaboliza. El término "metabolito activo” se refiere a un derivado biolégicamente activo de
un compuesto que se forma cuando el compuesto se metaboliza. El término "metabolizado", como se usa en el
presente documento, se refiere a la suma de los procesos (que incluyen, pero no se limitan a, reacciones de hidrélisis
y reacciones catalizadas por enzimas, tales como reacciones de oxidacién) por las cuales un organismo cambia una
sustancia particular. Por lo tanto, las enzimas pueden producir alteraciones estructurales especificas en un compuesto.
Por ejemplo, el citocromo P450 cataliza una variedad de reacciones oxidativas y reductoras, mientras que las
transferasas de uridina difosfato glucuronil catalizan la transferencia de una molécula de 4cido glucurénico activada a
alcoholes aromaticos, alcoholes alifdticos, &cidos carboxilicos, aminas y grupos sulfhidrilo libres. Se puede obtener
méas informacién sobre el metabolismo en The Pharmacological Basis of Therapeutics, novena edicién, McGraw-Hill
(1996). Los metabolitos de los compuestos descritos en este documento pueden identificarse mediante la
administracién de compuestos a un huésped y el analisis de muestras de tejido del huésped, o mediante la incubacién
de compuestos con células hepéticas in vitro y el anélisis de los compuestos resultantes. Ambos métodos son bien
conocidos en la técnica. En algunas realizaciones, los metabolitos de un compuesto se forman mediante procesos
oxidativos y corresponden al correspondiente compuesto que contiene hidroxi. En algunas realizaciones, un
compuesto se metaboliza a metabolitos farmacolégicamente activos.

Compuestos

La presente invencién proporciona un compuesto de Férmula (I1), o una sal farmacéuticamente aceptable,
solvato, polimorfo, N-6xido o estereoisémero del mismo:
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Formula (T)
para su uso en el tratamiento de la fibrosis hepatica, en donde:
Al es
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N
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AZ es
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D es arilo o heteroarilo;

E es arilo, heteroarilo, carbociclilo, heterociclilo o alquilo;

cada R' R? R3y R*se selecciona independientemente de H, alquilo, haloalquilo o alcoxi;

R7 es alquilo, haloalquilo, hidroxialquilo, alcoxialquilo, -alquileno(NR'R' cicloalquilo, heterociclilo, -
alquileno(cicloalquilo), o -alquileno(heterociclilo);

cada R8 se selecciona independientemente de alquilo, cicloalquilo, heterociclilo, halo, hidroxi, nitrilo, azido, nitro,
alcoxi, haloalcoxi, haloalquilo, hidroxialquilo, alcoxialquilo, -alquileno(NR'R'), -alquileno(cicloalquilo), -
alquileno(heterociclilo), arilo, heteroarilo, -SR™, -SOR', -SO.R™, -SO,NR'™R™ -NR™R'™ -NR"SO,R", -
NR™3C(O)R", -NR'3C(O)OR™, -NR'*C(O)NR™R™, -C(O)R", -C(O)OR™ y -C(O)NR'™R'4; o dos R?® adyacentes
forman un anillo heterociclilo;

cada R'™ y R se selecciona independientemente de H, alquilo, cicloalquilo, heterociclilalquilo, haloalquilo,
hidroxialquilo, alcoxialquilo, arilalquilo, heteroarilalquilo, arilo y heteroarilo; o R'® y R'* tomados juntos forman un
heterociclo con los atomos a los que estan unidos;

Y'e Y2son O;

nes102;

mes 102

pes1,2 304

sesOo 1,

tesOo1;

ues0,1,2,3,405;y

ves(0,1,2 304

y en donde
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"alquilo" se refiere a un radical de cadena de hidrocarburo lineal o ramificado, que tiene de uno a treinta atomos
de carbono, y unido al resto de la molécula por un enlace sencillo;

"alquileno" se refiere a una cadena de hidrocarburo divalente lineal o ramificada, como se describe para alquilo;
"alcoxi" se refiere a un radical de la férmula -OR? donde R? es un radical alquilo como se define anteriormente;
"arilo" se refiere a un radical derivado de un sistema de anillo de hidrocarburo que comprende hidrégeno, de 6 a
30 4tomos de carbono y al menos un anillo aroméatico;

"cicloalquilo" o "carbociclo" se refiere a un anillo carbociclico estable, no aromético, monociclico o policiclico que
tiene de tres a quince atomos de carbono, que pueden incluir sistemas de anillos fusionados o puenteados, que
estan saturados o insaturados;

"halo" se refiere a bromo, cloro, flior o yodo;

"haloalquilo" se refiere a un radical alquilo, como se definié anteriormente, que esta sustituido con uno o mas
radicales halo, como se definié anteriormente;

"haloalcoxi" se refiere a un radical de la férmula -OR?* donde R? es un radical haloalquilo como se definié
anteriormente;

"heterocicloalquilo” o "heterociclilo" o "heterociclo” se refiere a un radical de anillo no aromatico estable de 3 a 24
miembros que comprende de 2 a 23 atomos de carbono y de uno a 8 heteroatomos seleccionados del grupo que
consiste en nitrégeno, oxigeno, fésforo y azufre

"heterocicloalquilo" también incluye todas las formas de anillo de los carbohidratos, incluidos, entre otros, los
monosacéridos, los disacaridos y los oligosacéridos, y tiene de 2 a 10 carbonos en el anillo;

"heteroarilo" se refiere a un monorradical aromético que contiene de cinco a veinte atomos del anillo esquelético,
donde uno o mas de los atomos del anillo es un heterodtomo seleccionado independientemente entre oxigeno,
nitrégeno, azufre, fésforo, silicio, selenio y estafio, pero no limitado a estos dtomos y con la condicién de que el
anillo de dicho grupo no contenga dos atomos O o S adyacentes.

Ademas, se proporciona en la presente un compuesto de Férmula (1) como se define en las reivindicaciones
para su uso en un método para tratar la fibrosis hepatica que lo necesita, el método comprendiendo administrar al
sujeto un compuesto de Férmula (I) como se define en las reivindicaciones. La fibrosis hepética puede ser fibrosis
pulmonar idiopética.

Preparaciéon de compuestos

En este documento se describen compuestos que tratan fibrosis, un trastorno caracterizado por fibrosis o una
enfermedad caracterizada por fibrosis, y procesos para su preparacion. También se describen en el presente
documento sales farmacéuticamente aceptables, solvatos farmacéuticamente aceptables, metabolitos
farmacéuticamente activos y profarmacos farmacéuticamente aceptables de tales compuestos. También se
proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden al menos uno de tales compuestos o una sal
farmacéuticamente aceptable, solvato farmacéuticamente aceptable, metabolito farmacéuticamente activo o
profarmaco farmacéuticamente aceptable de dicho compuesto, y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Los compuestos de la Férmula (I) o la Férmula (Il) se pueden sintetizar usando reacciones de sintesis
estandar conocidos por los expertos en la técnica o utilizando métodos conocidos en la técnica. Las reacciones pueden
emplearse en una secuencia lineal para proporcionar los compuestos o pueden usarse para sintetizar fragmentos que
posteriormente se unen mediante los métodos conocidos en la técnica.

El material de partida utilizado para la sintesis de los compuestos descritos en el presente documento puede
sintetizarse o puede obtenerse de fuentes comerciales, tales como, pero sin limitacién, Aldrich Chemical Co.
(Milwaukee, Wisconsin), Bachem (Torrance, California) o Sigma Chemical Co. (St. Louis, Missouri). Los compuestos
descritos en el presente documento y otros compuestos relacionados que tienen diferentes sustituyentes pueden
sintetizarse usando técnicas y materiales conocidos por los expertos en la técnica, como los descritos, por ejemplo,
en marzo, ADVANCED ORGANIC CHEMISTRY, 42 edicién (Wiley 1992); Carey y Sundberg, ADVANCED ORGANIC
CHEMISTRY 42 Ed., Vols. A y B (Plenum 2000, 2001); Green and Wuts, PROTECTIVE GROUPS IN ORGANIC
SYNTHESIS 32 Ed., (Wiley 1999); Fieser and Fieser's Reagents for Organic Synthesis, Volimenes 1-17 (John Wiley
and Sons, 1991); Rodd’s Chemistry of Carbon Compounds, Volumes 1-5 and Supplementals (Elsevier Science
Publishers, 1989); Organic Reactions, Volimenes 1-40 (John Wiley and Sons, 1991); y Larock's Comprehensive
Organic Transformations (VCH Publishers Inc., 1989). Otros métodos para la sintesis de compuestos descritos en este
documento se pueden encontrar en la publicaciéon de patente internacional nimero WO 01/01982901, Arnold et al.
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 10 (2000) 2167-2170; Burchat y col. Bioorganic & Medicinal Chemistry
Letters 12 (2002) 1687-1690. Los métodos generales para la preparacién del compuesto como se describe en el
presente documento pueden derivarse de reacciones conocidas en el campo, y las reacciones pueden modificarse
mediante el uso de reactivos y condiciones apropiadas, como reconoceria el experto, para la introduccién de los
diversos restos encontrados en las férmulas como se proporcionan en este documento.

Los productos de las reacciones pueden aislarse y purificarse, si se desea, usando técnicas convencionales,

que incluyen, pero no se limitan a, filtracion, destilacién, cristalizaciéon y cromatografia. Dichos materiales pueden
caracterizarse usando medios convencionales, que incluyen constantes fisicas y datos espectrales.
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Los compuestos descritos en este documento se pueden preparar como un solo isbmero o una mezcla de
isémeros.

Formas adicionales de compuestos descritos en este documento

Isémeros

Ademas, en algunas realizaciones, los compuestos descritos en el presente documento existen como
isémeros geométricos. En algunas realizaciones, los compuestos descritos en este documento poseen uno o més
dobles enlaces. Los compuestos presentados en el presente documento incluyen todos los isdmeros cis, trans, syn,
anti, entgegen (E) y zusammen (Z), asi como las mezclas correspondientes de los mismos. En algunas situaciones,
los compuestos existen como tautomeros. Los compuestos descritos aqui incluyen todos los tautémeros posibles
dentro de las férmulas descritas aqui. En algunas situaciones, los compuestos descritos en este documento poseen
uno o mas centros quirales y cada centro existe en la configuraciéon R o confirmacién S. Los compuestos descritos en
el presente documento incluyen todas las formas diastereoméricas, enantioméricas y epiméricas, asi como las
mezclas correspondientes de los mismos. En realizaciones adicionales de los compuestos y métodos proporcionados
aqui, las mezclas de enantidmeros y/o diasterecisbmeros, que resultan de una sola etapa preparativa, combinacién o
interconversién son Utiles para las aplicaciones descritas aqui. En algunas realizaciones, los compuestos descritos en
el presente documento se preparan como sus estereoisémeros individuales haciendo reaccionar una mezcla racémica
del compuesto con un agente de resoluciébn épticamente activo para formar un par de compuestos
diastereoisoméricos, separando los diastereémeros y recuperando los enantiémeros épticamente puros. En algunas
realizaciones, se prefieren los complejos disociables (por ejemplo, sales diastereoméricas cristalinas). En algunas
realizaciones, los diastereémeros tienen propiedades fisicas distintas (por ejemplo, puntos de fusién, puntos de
ebullicién, solubilidades, reactividad, etc.) y se separan aprovechando estas diferencias. En algunas realizaciones, los
diasterebémeros se separan por cromatografia quiral, o preferiblemente, portécnicas de separacién/resoluciéon basadas
en diferencias en la solubilidad. En algunas realizaciones, el enantibmero épticamente puro se recupera, junto con el
agente de resolucidn, por cualquier medio practico que no resulte en racemizacién.

Compuestos marcados

En algunas realizaciones, los compuestos descritos en el presente documento existen en sus formas
marcadas isotdpicamente. Los métodos divulgados en el presente documento, pero no reivindicados en las
reivindicaciones adjuntas, incluyen métodos para tratar enfermedades mediante la administracién de tales compuestos
marcados isotdpicamente. Los métodos divulgados en el presente documento, pero no reivindicados en las
reivindicaciones adjuntas, incluyen métodos para tratar enfermedades mediante la administracién de tales compuestos
marcados isotépicamente como composiciones farmacéuticas. Por lo tanto, en algunas realizaciones, los compuestos
descritos en el presente documento incluyen compuestos marcados isotépicamente, que son idénticos a los
mencionados aqui, pero por el hecho de que uno o mas atomos se reemplazan por un dtomo que tiene una masa
atdbmica o un nimero de masa diferente de la masa atémica o nimero de masa que generalmente se encuentra en la
naturaleza. Los ejemplos de isétopos que pueden incorporarse en los compuestos de la invencién incluyen isétopos
de hidrégeno, carbono, nitrégeno, oxigeno, fosforo, azufre, filior y cloruro, tales como 2H, 3H, '3C, 14C, 5N, 10, 77O, 31P,
2P, G, 18F y %C| respectivamente. Los compuestos descritos en el presente documento, y los metabolitos, sales
farmacéuticamente aceptables, ésteres, profarmacos, solvatos, hidratos o derivados de los mismos que contienen los
isétopos mencionados anteriormente y/u otros isétopos de otros d&tomos estan dentro del alcance de esta invencion.
Ciertos compuestos marcados isotépicamente, por ejemplo, aquellos en los que se incorporan isétopos radiactivos
tales como 3H y '“C, son (tiles en ensayos de distribucién de farmacos y/o tejidos de sustrato. Los is6topos tritiados,
es decir, Hy carbono-14, es decir, '*C, son particularmente preferidos por su facilidad de preparacion y detectabilidad.
Ademas, la sustitucion con is6topos pesados como el deuterio, es decir, H, produce ciertas ventajas terapéuticas que
resultan de una mayor estabilidad metabdlica, por ejemplo, una vida media in vivo aumentada o requisitos de
dosificacion reducidos. En algunas realizaciones, los compuestos marcados isotdpicamente, sales, ésteres,
profarmacos, solvatos, hidratos o derivados farmacéuticamente aceptables de los mismos se preparan por cualquier
método adecuado.

En algunas realizaciones, los compuestos descritos en este documento estan marcados por otros medios,
que incluyen, pero no se limitan a, el uso de croméforos o restos fluorescentes, marcadores bioluminiscentes o
marcadores quimioluminiscentes.

Sales farmacéuticamente aceptables

En algunas realizaciones, los compuestos descritos aqui existen como sus sales farmacéuticamente
aceptables. Los métodos divulgados en el presente documento , pero no reivindicados en las reivindicaciones
adjuntas, incluyen métodos para tratar enfermedades mediante la administraciéon de tales sales farmacéuticamente
aceptables. Los métodos divulgados en este documento, pero no reivindicados en las reivindicaciones adjuntas,
incluyen métodos para tratar enfermedades mediante la administracién de sales farmacéuticamente aceptables como
composiciones farmacéuticas.
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En algunas realizaciones, los compuestos descritos en este documento poseen grupos &cidos o bésicos y,
por lo tanto, reaccionan con cualquiera de una serie de bases inorganicas u organicas, y acidos inorganicos y
organicos, para formar una sal farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, estas sales se preparan in
situ durante el aislamiento final y la purificacién de los compuestos de la invencién, o haciendo reaccionar por separado
un compuesto purificado en su forma libre con un acido o base adecuado, y aislando la sal asi formada.

Los ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables incluyen aquellas sales preparadas por reaccién de los
compuestos descritos en la presente memoria con un mineral, 4cido organico o base inorganica, tales sales que
incluyen, acetato, acrilato, adipato, alginato, aspartato, benzoato, bencenosulfonato, bisulfato, bisulfito., bromuro,
butirato, butin-1,4-dioato, alcanforato, alcanforsulfonato, caproato, caprilato, clorobenzoato, cloruro, citrato,
ciclopentanopropionato, decanoato, digluconato, dihidrogenofosfato, dinitrobenzoato, dodecilsulfato, etanosulfonato,
formiato, fumarato, gluteofosfato, gluterato de fumarato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, hexeno-1,6-dioato,
hidroxibenzoato, y-hidroxibutirato, hidrocloruro, bromhidrato, hidroyoduro, 2-hidroxietanosulfonato, yoduro, isobutirato,
lactato, maleato, malonato, metanosulfonato, metadefosfato de mandelato, metanosulfato de metano, metano
sulfonato metilbenzoato, monohidrogenofosfato, 1-naftalenosulfonato, 2-naftalenosulfonato, nicotinato, nitrato, pa
Imoate, pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato, fosfato, picrato, pivalato, propionato, pirosulfato, pirofosfato, propiolato,
ftalato, fenilacetato, fenilbutirato, propanosulfonato, salicilato, succinato, sulfato, sulfito, succinato, suberato, sebacato,
sulfonato, tartrato, tiocianato, undeilato de tosilato y xilenosulfonato.

Ademas, los compuestos descritos en el presente documento pueden prepararse como sales
farmacéuticamente aceptables formadas haciendo reaccionar la forma de base libre del compuesto con un acido
inorganico u organico farmacéuticamente aceptable, que incluye, pero no se limita a, acidos inorganicos tales como
acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulftrico, &cido nitrico, acido fosférico y acido metafosférico; y acidos
orgéanicos tales como é&cido acético, acido propidnico, acido hexanoico, acido ciclopentanopropidnico, acido glicélico,
acido pirtvico, acido lactico, acido malénico, acido succinico, acido mélico, acido maleico, acido fumarico, acido p-
toluenosulfénico, é&cido tartarico, acido ftrifluoroacético, #é&cido citrico, #é&cido benzoico, #&cido 3-(4-
hidroxibenzoil)benzoico, é&cido cinamico, acido mandélico, acido arilsulfénico, acido metanosulfénico, é&cido
etanosulfénico, acido 1,2-etanosulfénico, acido 2-hidroxietanosulfénico, &cido bencenosulfénico, acido 2-
naftalenosulfénico, 4-metilbiciclo-[2,2,2]oct-2-eno-1-acido carboxilico, 4cido glucohepténico, 4,4'-metilenbis-(3-hidroxi-
2-eno-1-acido carboxilico), acido 3-fenilpropiénico, é&cido trimetilacético, acido butilacético terciario, &acido
laurilsulfarico, acido glucénico, é&cido glutdmico, acido hidroxinaftoico, acido salicilico, acido estearico y acido
mucénico. En algunas realizaciones, otros &cidos, tales como oxélico, aunque no son farmacéuticamente aceptables
en si mismos, se emplean en la preparacién de sales Utiles como intermedios para obtener los compuestos de la
invencién y sus sales de adicién de 4cido farmacéuticamente aceptables.

En algunas realizaciones, los compuestos descritos en el presente documento que comprenden un grupo
acido libre reaccionan con una base adecuada, tal como el hidréxido, carbonato, bicarbonato, sulfato, de un catién
metaélico farmacéuticamente aceptable, con amoniaco o con un compuesto organico farmacéuticamente aceptable.
amina primaria, secundaria, terciaria o cuaternaria. Las sales representativas incluyen las sales alcalinas o
alcalinotérreas, como las sales de litio, sodio, potasio, calcio y magnesio y aluminio. Ejemplos ilustrativos de bases
incluyen hidréxido de sodio, hidréxido de potasio, hidréxido de colina, carbonato de sodio y N+(C1-4 alquilo)4.

Las aminas orgénicas representativas Utiles para la formacién de sales de adicién de bases incluyen
etilamina, dietilamina, etilendiamina, etanolamina, dietanolamina y piperazina. Debe entenderse que los compuestos
descritos en el presente documento también incluyen la cuaternizacién de cualquier grupo bésico que contenga
nitrégeno que contengan. En algunas realizaciones, se obtienen productos solubles o dispersables en agua o aceite
por dicha cuaternizacién.

Solvatos

En algunas realizaciones, los compuestos descritos aqui existen como solvatos. Se divulgan pero no se
reivindican en las reivindicaciones adjuntas métodos para tratar enfermedades mediante la administracién de tales
solvatos. Se divulgan pero no se reivindican en las reivindicaciones adjuntas métodos para tratar enfermedades
administrando tales solvatos como composiciones farmacéuticas.

Los solvatos contienen cantidades estequiométricas o no estequiométricas de un disolvente y, en algunas
realizaciones, se forman durante el proceso de cristalizacién con disolventes farmacéuticamente aceptables tales
como agua y etanol. Los hidratos se forman cuando el solvente es agua, o los alcoholatos se forman cuando el solvente
es alcohol. Los solvatos de los compuestos descritos aqui pueden prepararse o formarse convenientemente durante
los procesos descritos aqui. Solo a modo de ejemplo, los hidratos de los compuestos descritos en el presente
documento pueden prepararse convenientemente por recristalizacion a partir de una mezcla de disolventes
acuosos/organicos, usando disolventes organicos que incluyen, pero no se limitan a, dioxano, tetrahidrofurano o
metanol. Ademas, los compuestos proporcionados en el presente documento pueden existir en formas no solvatadas
asi como solvatadas. En general, las formas solvatadas se consideran equivalentes a las formas no solvatadas a los
efectos de los compuestos y métodos proporcionados en este documento.
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Polimorfos

En algunas realizaciones, los compuestos descritos aqui existen como polimorfos. Se divulgan pero no se
reivindican en las reivindicaciones adjuntas métodos para tratar enfermedades mediante la administracién de tales
polimorfos. Se divulgan pero no se reivindican en las reivindicaciones adjuntas métodos para tratar enfermedades
administrando tales polimorfos como composiciones farmacéuticas.

Por lo tanto, los compuestos descritos en el presente documento incluyen todas sus formas cristalinas,
conocidas como polimorfos. Los polimorfos incluyen las diferentes disposiciones de empaque de cristal de la misma
composicién elemental de un compuesto. En ciertos casos, los polimorfos tienen diferentes patrones de difraccidén de
rayos X, espectros infrarrojos, puntos de fusién, densidad, dureza, forma de cristal, propiedades épticas y eléctricas,
estabilidad y solubilidad. En ciertos casos, varios factores, como el disolvente de recristalizacién, la velocidad de
cristalizacién y la temperatura de almacenamiento, hacen que domine una sola forma de cristal.

Profarmacos

En algunas realizaciones, los compuestos descritos aqui existen en forma de profarmacos. Se divulgan pero
no se reivindican en las reivindicaciones adjuntas métodos para tratar enfermedades mediante la administracién de
tales profarmacos. Se divulgan pero no se reivindican en las reivindicaciones adjuntas métodos para tratar
enfermedades administrando tales profarmacos como composiciones farmacéuticas.

Los profarmacos son generalmente precursores de farmacos que, después de la administracién a una
absorcién individual y posterior, se convierten en una especie activa 0 mas activa a través de algun proceso, tal como
la conversién por una via metabdlica. Algunos profarmacos tienen un grupo quimico presente en el profarmaco que lo
hace menos activo y/o confiere solubilidad o alguna otra propiedad al medicamento. Una vez que el grupo quimico se
ha escindido y/o modificado del profarmaco, se genera el farmaco activo. Los profarmacos a menudo son utiles porque,
en algunas situaciones, son mas faciles de administrar que el farmaco original. Por ejemplo, estan biodisponibles por
administracién oral, mientras que los padres no lo estan. En ciertos seguros, el profarmaco también tiene una
solubilidad mejorada en composiciones farmacéuticas sobre el farmaco original. Un ejemplo, sin limitacién, de un
profarmaco seria un compuesto como se describe en el presente documento que se administra como un éster (el
"profarmaco”) para facilitar la transmisién a través de una membrana celular donde la solubilidad en agua es perjudicial
para la movilidad pero que luego se hidroliza metabdlicamente al acido carboxilico, la entidad activa, una vez dentro
de la célula donde la solubilidad en agua es beneficiosa. Otro ejemplo de un profarmaco podria ser un péptido corto
(poliaminoé&cido) unido a un grupo acido donde el péptido se metaboliza para revelar el resto activo. (Véase, por
ejemplo, Bundgaard, "Design and Application of Prodrugs" en A Textbook of Drug Design and Development,
Krosgaard-Larsen y Bundgaard, Ed., 1991, Capitulo 5, 113-191).

En algunas realizaciones, los profarmacos estan disefiados como derivados de farmacos reversibles, para
uso como modificadores para mejorar el transporte de farmacos a tejidos especificos del sitio. El disefio de
profarmacos hasta la fecha ha sido aumentar la solubilidad efectiva en agua del compuesto terapéutico para apuntar
a regiones donde el agua es el disolvente principal.

Ademas, los derivados de profarmacos de los compuestos descritos en el presente documento pueden
prepararse mediante métodos descritos en el presente documento, que de otro modo se conocen en la técnica (para
més detalles, véase Saulnier et al., Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters, 1994, 4, 1985). Solo a modo de
ejemplo, se pueden preparar profarmacos apropiados haciendo reaccionar un compuesto no derivado con un agente
de carbamilacién adecuado, tal como, pero sin limitacién, 1,1-aciloxialquilcarbanocloridato, carbonato de para-
nitrofenilo, o similares. Las formas de profarmaco de los compuestos descritos en el presente documento, en donde
el profarmaco se metaboliza in vivo para producir un derivado como se establece en el presente documento, se
incluyen dentro del alcance de las reivindicaciones. De hecho, algunos de los compuestos descritos aqui son
profarmacos para otro derivado o compuesto activo.

En algunas realizaciones, los profarmacos incluyen compuestos en los que un residuo de aminoécido, o una
cadena polipeptidica de dos 0 mas (por ejemplo, dos, tres o cuatro) residuos de aminoacido se une covalentemente a
través de un enlace amida o éster a un amino libre, grupo hidroxilo o &cido carboxilico. Los residuos de aminoacidos
incluyen, entre otros, los 20 aminoacidos naturales y también incluyen 4-hidroxiprolina, hidroxilisina, demosina,
isodemosina, 3-metilhistidina, norvalina, beta-alanina, &acido gamma-aminobutirico, cirtulina, homocisteina,
homoserina, ornitina y metionina sulfona. En otras realizaciones, los profarmacos incluyen compuestos en los que un
residuo de &cido nucleico, o un oligonucleétido de dos o méas (por ejemplo, dos, tres o cuatro) residuos de é&cido
nucleico se une covalentemente a un compuesto.

Los profarmacos farmacéuticamente aceptables también incluyen, pero no se limitan a, ésteres, carbonatos,
tiocarbonatos, derivados de N-acilo, derivados de N-aciloxialquilo, derivados cuaternarios de aminas terciarias, bases
de N-Mannich, bases de Schiff, conjugados de aminoacidos, ésteres de fosfato, sales metalicas y ésteres de sulfonato.
Los compuestos que tienen grupos amino, amido, hidroxi o carboxilicos libres se pueden convertir en profarmacos.
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Por ejemplo, los grupos carboxilo libres pueden derivatizarse como amidas o ésteres de alquilo. En ciertos casos,
todos estos restos de profarmacos incorporan grupos que incluyen, pero no se limitan a, funcionalidades de éter,
amina y acido carboxilico.

Los profarmacos hidroxilados incluyen ésteres, tales como, aunque sin limitacién, ésteres de aciloxialquilo
(por ejemplo, aciloximetilo, aciloxietilo), ésteres de alcoxicarboniloxialquilo, ésteres de alquilo, ésteres de arilo, ésteres
de fosfato, ésteres de sulfonato, ésteres de sulfato y ésteres que contienen disulfuro; éteres, amidas, carbamatos,
hemisuccinatos, dimetilaminoacetatos y fosforiloximetiloxicarbonilos, como se esboza en Advanced Drug Delivery
Reviews 1996, 19, 115.

amina derivan profarmacos incluyen, pero no se limitan a los siguientes grupos y combinaciones de grupos:
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asi como sulfonamidas y fosfonamidas.

En ciertos casos, los sitios en cualquier porcién de anillo aromético son susceptibles a diversas reacciones
metabdlicas, por lo tanto, la incorporacidén de sustituyentes apropiados en las estructuras de anillo aromatico puede
reducir, minimizar o eliminar esta ruta metabdlica.

Metabolitos

En algunas realizaciones, los compuestos de Férmula (1) o Férmula (ll) son susceptibles a diversas
reacciones metabdlicas. Por lo tanto, en algunas realizaciones, la incorporacién de sustituyentes apropiados en la
estructura reducira, minimizara o eliminarg una ruta metabélica. En realizaciones especificas, el sustituyente apropiado
para disminuir o eliminar la susceptibilidad de un anillo aromatico a reacciones metabdlicas es, a modo de ejemplo
solamente, un halégeno o un grupo alquilo.

En realizaciones adicionales o adicionales, los compuestos de Férmula (1) o Férmula (1) descritos en este
documento se metabolizan tras la administracién a un organismo que necesita producir un metabolito que luego se
usa para producir un efecto deseado, que incluye un efecto terapéutico deseado.

Composiciones/formulaciones farmacéuticas

En este documento se proporcionan, pero no se reivindican en las reivindicaciones adjuntas, composiciones
farmacéuticas que comprenden un compuesto de Férmula (1) o Férmula (lI) como se describe aqui, o una sal
farmacéuticamente aceptable, polimorfo, solvato, profarmaco, N-éxido, esterecisdmero, o isémero del mismo, y un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

Los compuestos descritos en el presente documento pueden formularse en composiciones farmacéuticas.
Las composiciones farmacéuticas se formulan de manera convencional usando uno o mas ingredientes inactivos
farmacéuticamente aceptables que facilitan el procesamiento de los compuestos activos en preparaciones que pueden
usarse farmacéuticamente. La formulacién adecuada depende de la ruta de administracién elegida. Se puede
encontrar un resumen de las composiciones farmacéuticas aqui descritas, por ejemplo, en Remington: The Science
and Practice of Pharmacy, decimonovena ediciéon (Easton, Pa.: Mack Publishing Company, 1995); Hoover, John E.,
Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton, Pensilvania 1975; Liberman, HA y Lachman, L.,
Eds., Pharmaceutical Dosage Forms, Marcel Decker, Nueva York, N.Y., 1980; y Pharmaceutical Dosage Forms and
Drug Delivery Systems, Séptima Ed. (Lippincott Williams y Wilkins 1999).

En el presente documento se proporcionan, pero no se reivindican en las reivindicaciones adjuntas,
composiciones farmacéuticas que incluyen un compuesto de Férmula (1) o Férmula (ll) y al menos un ingrediente
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inactivo farmacéuticamente aceptable. Los compuestos descritos en el presente documento pueden administrarse
como composiciones farmacéuticas en las que un compuesto de Férmula (1) o Férmula (ll) se mezcla con otros
ingredientes activos, como en la terapia de combinacién. Las composiciones farmacéuticas pueden incluir otros
agentes medicinales o farmacéuticos, vehiculos, adyuvantes, agentes conservantes, estabilizantes, humectantes o
emulsionantes, promotores de solucion, sales para regular la presién osmética y/o tampones. Las composiciones
farmacéuticas pueden incluir otras sustancias terapéuticamente valiosas.

Una composiciéon farmacéutica, como se usa en el presente documento, se refiere a una mezcla de un
compuesto de Férmula (1) o Férmula (ll) con otros componentes quimicos (es decir, ingredientes inactivos
farmacéuticamente aceptables), tales como portadores, excipientes, aglutinantes, agentes de relleno, agentes de
suspensién, agentes saborizantes, agentes edulcorantes, agentes desintegrantes, agentes dispersantes,
tensioactivos, lubricantes, colorantes, diluyentes, solubilizantes, agentes humectantes, plastificantes, estabilizadores,
potenciadores de la penetracién, agentes humectantes, agentes antiespumantes, antioxidantes, conservantes, o una
0 mas combinaciones de los mismos. La composicién farmacéutica facilita la administracién del compuesto a un
organismo. En la puesta en practica de los métodos de tratamiento, pero no reivindicados en las reivindicaciones
adjuntas, o uso proporcionados en el presente documento, se administran cantidades terapéuticamente efectivas de
compuestos descritos en el presente documento en una composicién farmacéutica a un mamifero que tiene una
enfermedad, trastorno o afeccién a tratar. El mamifero puede ser un humano. Una cantidad terapéuticamente efectiva
puede variar ampliamente dependiendo de la gravedad de la enfermedad, la edad y la salud relativa del sujeto, la
potencia del compuesto utilizado y otros factores. Los compuestos se pueden usar solos 0 en combinaciéon con uno o
mas agentes terapéuticos como componentes de mezclas.

Las formulaciones farmacéuticas descritas en el presente documento se administran a un sujeto por rutas de
administracién apropiadas, que incluyen, pero no se limitan a, rutas de administracién oral, parenteral (por ejemplo,
intravenosa, subcuténea, intramuscular), intranasal, bucal, tépica, rectal o transdérmica. Las formulaciones
farmacéuticas aqui descritas incluyen, entre otras, dispersiones liquidas acuosas, liquidos, geles, jarabes, elixires,
lodos, suspensiones, dispersiones autoemulsionantes, soluciones soélidas, dispersiones liposomales, aerosoles,
formas farmacéuticas orales sélidas, polvos, inmediato. formulaciones de liberacion, formulaciones de liberacién
controlada, formulaciones de fusién rapida, tabletas, capsulas, pildoras, polvos, grageas, formulaciones efervescentes,
formulaciones liofilizadas, formulaciones de liberacién retardada, formulaciones de liberacion prolongada,
formulaciones de liberacién pulsatil, formulaciones multiparticuladas y formulaciones mixtas de liberaciéon inmediata y
controlada.

Las composiciones farmacéuticas que incluyen un compuesto de Férmula (1) o Férmula (1) se fabrican de
manera convencional, tal como, a modo de ejemplo solamente, mediante mezcla, disolucién, granulacién, grageado,
levigacién, emulsién, procesos de encapsulacion, atrapamiento o compresion.

Las composiciones farmacéuticas incluirdn al menos un compuesto de Férmula () o Férmula (Il) como
ingrediente activo en forma de acido libre o base libre, 0 en una forma de sal farmacéuticamente aceptable. Ademas,
los métodos y composiciones farmacéuticas descritos en el presente documento incluyen el uso de N-6xidos (si
corresponde), formas cristalinas, fases amorfas, asi como metabolitos activos de estos compuestos que tienen el
mismo tipo de actividad. En algunas realizaciones, los compuestos descritos en el presente documento existen en
forma no solvatada o en formas solvatadas con disolventes farmacéuticamente aceptables. tales como agua y etanol.
Las formas solvatadas de los compuestos presentados aqui también se consideran descritas aqui.

Las preparaciones farmacéuticas para uso oral se obtienen mezclando uno o mas excipientes sélidos con
uno o més de los compuestos descritos aqui, opcionalmente moliendo la mezcla resultante y procesando la mezcla
de granulos, después de agregar auxiliares adecuados, si se desea, para obtener tabletas o nlcleos de grageas. Los
excipientes adecuados incluyen, por ejemplo, cargas tales como azulcares, que incluyen lactosa, sacarosa, manitol o
sorbitol; preparaciones de celulosa tales como, por ejemplo, almidén de maiz, almidén de trigo, almidén de arroz,
almidén de patata, gelatina, goma de tragacanto, metilcelulosa, celulosa microcristalina, hidroxipropilmetilcelulosa,
carboximetilcelulosa de sodio; u otros tales como: polivinilpirrolidona (PVP o povidona) o fosfato de calcio. Si se desea,
se agregan agentes desintegrantes, como la croscarmelosa sddica reticulada, la polivinilpirrolidona, el agar o el 4cido
alginico o una sal de los mismos, como el alginato de sodio. Pueden afiadirse colorantes o pigmentos a las tabletas o
recubrimientos de grageas para identificacién o para caracterizar diferentes combinaciones de dosis de compuestos
activos.

Las preparaciones farmacéuticas que se administran por via oral incluyen cépsulas de gelatina de ajuste a
presién, asi como cépsulas selladas blandas hechas de gelatina y un plastificante, tal como glicerol o sorbitol. Las
capsulas de ajuste a presién contienen los ingredientes activos mezclados con relleno como lactosa, aglutinantes
como almidones y/o lubricantes como talco o estearato de magnesio y, opcionalmente, estabilizadores. En las
céapsulas blandas, los compuestos activos se disuelven o suspenden en liquidos adecuados, como aceites grasos,
parafina liquida o polietilenglicoles liquidos. En algunas realizaciones, se afiaden estabilizadores.

Pueden emplearse sistemas de suministro para compuestos farmacéuticos, tales como, por ejemplo,
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liposomas y emulsiones. Las composiciones proporcionadas en el presente documento, pero no reivindicadas en las
reivindicaciones adjuntas, también pueden incluir un polimero mucoadhesivo, seleccionado entre, por ejemplo,
carboximetilcelulosa, carbémero (polimero de &cido acrilico), poli(metacrilato de metilo), poliacrilamida, policarbofilo,
copolimero de acido acrilico/acrilato de butilo, alginato de sodio y dextrano.

Tratamiento combinado

Los compuestos de acuerdo con la Férmula (1) o la Férmula (1) pueden usarse en combinacién con uno o
mas agentes antifibréticos adicionales. El agente antifibrético puede ser un antagonista del &cido lisofofatidico 1
(LPA1). El agente antifibrético puede ser seleccionado de pirfenidona, nintedanib, talidomida, carlumab, FG-3019,
fresolimumab, alfa interferén, lecitinizada superéxido dismutasa, simtuzumab, tanzisertib, tralokinumab, hu3G9,
huTBT13_2_1, 2,126,458, AM-152, IFN-gamma- 1b, IW-001, PRM-151, PXS-25, pentoxifilina/N-acetilcisteina,
pentoxifilina/vitamina E, sulfato de salbutamol, [SaR9, Met (O2) 11] -Sustancia P, pentoxifilina, bitartrato de
mercaptamina, acido obeticélico, aramcol, GFT-505, éster etilico de icosapent, clorhidrato de metformina,
metreleptina, muromonab-CD3, oltipraz, IMM-124-E, MK-4074, PX-102 y RO-5093151.

Los compuestos segln la formula (1) o la Férmula (1) puede usarse en combinacién con uno o mas agentes
antifdngicos azélicos. El agente antifungico azole puede seleccionarse de un antifungico imidazol, un antifingico triazol
o un antifungico tiazol. Los ejemplos de tales agentes antiflngicos incluyen, pero no se limitan a, derivados de imidazol
como miconazol, ketoconazol, clotrimazol, clomidazol, croconazol, econazol, omoconazol, bifonazol, butoconazol,
fenticonazol, isoconazol, miconazol, neticonazol, sulfato, toconazol, sulfato, toconazol, sulfato, oxigeno, derivados de
triazol como fluconazol, fosfluconazol, hexaconazol, itraconazol, isavuconazol, posaconazol, voriconzol, terconazol,
albaconazol; y derivados de tiazol como la abafungina.

Administracién de composicién farmacéutica

Las vias de administracién adecuadas incluyen, pero no se limitan a, administracién oral, intravenosa, rectal,
aerosol, parenteral, oftdlmica, pulmonar, transmucosa, transdérmica, vaginal, ética, nasal y tépica. Ademas, solo a
modo de ejemplo, el suministro parenteral incluye inyecciones intramusculares, subcutaneas, intravenosas,
intramedulares, asi como inyecciones intratecales, intraventriculares directas, intraperitoneales, intralifiticas e
intranasales.

Los compuestos de Férmula (1) o Férmula (1) y sus composiciones pueden administrarse de cualquier manera
adecuada. La forma de administracién se puede elegir basandose, por ejemplo, en si se desea un tratamiento local o
sistémico, y en el area a tratar. Por ejemplo, las composiciones pueden administrarse por via oral, parenteral (por
ejemplo, inyeccién intravenosa, subcuténea, intraperitoneal o intramuscular), por inhalacién, extracorpérea, topica
(incluyendo transdérmica, oftdlmica, vaginal, rectal, intranasal) o similares.

La administracion parenteral de la composicion, si se usa, se caracteriza generalmente por inyeccién. Los
inyectables se pueden preparar en formas convencionales, ya sea como soluciones o suspensiones liquidas, formas
sélidas adecuadas para la solucién de suspensién en liquido antes de la inyeccién, o como emulsiones. Un enfoque
revisado mas recientemente para la administracién parenteral implica el uso de un sistema de liberacién lenta o de
liberacion sostenida de modo que se mantenga una dosis constante.

Métodos

La presente invencién proporciona un compuesto de Férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable,
solvato, polimorfo, N-6xido o estereoisémero del mismo:

) (R®)s (R®
CR3R4 m \
(Do LV cre,-o—(R) @)@

(Rs)v (RB)U

Formula (I)

para su uso en el tratamiento de la fibrosis hepatica, en donde:

Ales
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D es arilo o heteroarilo;

E es arilo, heteroarilo, carbociclilo, heterociclilo o alquilo;

cada R' R? R3y R*se selecciona independientemente de H, alquilo, haloalquilo o alcoxi;

R7 es alquilo, haloalquilo, hidroxialquilo, alcoxialquilo, -alquileno(NR'R', cicloalquilo, heterociclilo, -
alquileno(cicloalquilo), o -alquileno(heterociclilo);

cada RS8 se selecciona independientemente de alquilo, cicloalquilo, heterociclilo, halo, hidroxi, nitrilo, azido, nitro,
alcoxi, haloalcoxi, haloalquilo, hidroxialquilo, alcoxialquilo, -alquileno(NR'R'), -alquileno(cicloalquilo), -
alquileno(heterociclilo), arilo, heteroarilo, -SR™, -SOR', -SO.R™, -SO,NR'™R™ -NR™R'™ -NR"SO,R", -
NR™3C(O)R", -NR'3C(O)OR™, -NR'*C(O)NR™R™, -C(O)R", -C(O)OR™ y -C(O)NR'™R'4; o dos R?® adyacentes
forman un anillo heterociclilo;

cada R'™ y R se selecciona independientemente de H, alquilo, cicloalquilo, heterociclilalquilo, haloalquilo,
hidroxialquilo, alcoxialquilo, arilalquilo, heteroarilalquilo, arilo y heteroarilo; o R'® y R'* tomados juntos forman un
heterociclo con los atomos a los que estan unidos;

Y'e Y2son O;

nes102;

mes 102

pes1,2 304

sesOo 1,

tesOo1;

ues0,1,2,3,405;y

ves(0,1,2 304

y en donde

"alquilo" se refiere a un radical de cadena de hidrocarburo lineal o ramificado, que tiene de uno a treinta atomos
de carbono, y unido al resto de la molécula por un enlace sencillo;

"alquileno" se refiere a una cadena de hidrocarburo divalente lineal o ramificada, como se describe para alquilo;
"alcoxi" se refiere a un radical de la férmula -OR? donde R? es un radical alquilo como se define anteriormente;
"arilo" se refiere a un radical derivado de un sistema de anillo de hidrocarburo que comprende hidrégeno, de 6 a
30 &tomos de carbono y al menos un anillo aromético;

"cicloalquilo" o "carbociclo" se refiere a un anillo carbociclico estable, no aromético, monociclico o policiclico que
tiene de tres a quince atomos de carbono, que pueden incluir sistemas de anillos fusionados o puenteados, que
estan saturados o insaturados;

"halo" se refiere a bromo, cloro, flior o yodo;

"haloalquilo" se refiere a un radical alquilo, como se definié anteriormente, que estd sustituido con uno o mas
radicales halo, como se definié anteriormente;

"haloalcoxi" se refiere a un radical de la férmula -OR®* donde R? es un radical haloalquilo como se definié
anteriormente;
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"heterocicloalquilo” o "heterociclilo" o "heterociclo” se refiere a un radical de anillo no aromatico estable de 3 a 24
miembros que comprende de 2 a 23 atomos de carbono y de uno a 8 heteroatomos seleccionados del grupo que
consiste en nitrégeno, oxigeno, fésforo y azufre

"heterocicloalquilo" también incluye todas las formas de anillo de los carbohidratos, incluidos, entre otros, los
monosacéridos, los disacaridos y los oligosacéridos, y tiene de 2 a 10 carbonos en el anillo;

"heteroarilo" se refiere a un monorradical aromatico que contiene de cinco a veinte atomos del anillo esquelético,
donde uno o mas de los atomos del anillo es un heterodtomo seleccionado independientemente entre oxigeno,
nitrégeno, azufre, fésforo, silicio, selenio y estafio, pero no limitado a estos dtomos y con la condicién de que el
anillo de dicho grupo no contenga dos atomos O o S adyacentes.

También se proporciona en el presente documento, pero no se reivindica en las reivindicaciones adjuntas,
una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de Férmula (1) o como se describe anteriormente y a
continuacién, o una sal farmacéuticamente aceptable, solvato, polimorfo, profarmaco, metabolito, N-6xido,
estereoisémero o isémero del mismo, y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Ademas, se proporciona en el presente documento un compuesto de Férmula (I) como se define en las
reivindicaciones para su uso en un método para tratar la fibrosis hepatica usando un compuesto de Férmula (1) como
se define en las reivindicaciones, en donde la fibrosis hepética se asocia con las Ultimas etapas de la cirrosis hepatica
alcohdlica o no alcohdlica.

También se proporciona en el presente documento un compuesto de Férmula (I) como se define en las
reivindicaciones para su uso en un método para tratar la fibrosis hepética, el método comprende administrar una
composiciéon que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de Férmula (1) como se define en
las reivindicaciones en combinacién con uno o méas agentes farmacéuticos. En ciertas realizaciones descritas
anteriormente, el uno o mas agentes farmacéuticos son agentes antifibréticos. En ciertas realizaciones descritas
anteriormente, el uno o0 mas agentes farmacéuticos son agentes antifungicos.

Ademas se divulgan en el presente documento, pero no se reivindican en las reivindicaciones adjuntas,
sistemas basados en imagenes para identificar inhibidores de fibrosis. El sistema puede comprender (a) uno o mas
fibroblastos; y (b) un dispositivo de obtencién de imagenes celulares para producir una 0 més imagenes del uno o méas
fibroblastos. El dispositivo de obtencién de iméagenes celulares puede comprender un microscopio fluorescente. El
dispositivo de obtencién de imagenes celulares puede comprender tecnologia de camara CCD. El dispositivo de
obtencidn de imagenes celulares puede estar automatizado. El dispositivo de obtencién de imagenes celulares puede
manejarse manualmente. El dispositivo de obtencién de imagenes celulares se enfria termoeléctricamente.

El sistema puede comprender ademas una fuente de luz. La fuente de luz puede ser LED.

El sistema puede comprender ademas un escaner

El sistema puede comprender ademas una computadora.

El sistema puede comprender ademés una o mas ubicaciones de memoria para almacenar y/o recibir las una
0 mas iméagenes. El sistema puede comprender ademas una 0 mas ubicaciones de memoria para almacenar y/o recibir
una o mas instrucciones para producir la una 0 mas imagenes.

El sistema puede comprender ademas uno o mas procesadores para analizar la una o mas imégenes de uno
o mas fibroblastos. El sistema puede comprender ademés uno o mas procesadores para procesar la una o mas
imagenes de uno o mas fibroblastos. El sistema puede comprender ademas uno o0 mas procesadores para transmitir

la una o més imagenes de uno o mas fibroblastos.

El sistema puede comprender ademas uno o mas programas de software para capturar, producir, analizar,
escanear, almacenar y/o transmitir la una o mas imagenes.

El sistema puede comprender ademés uno o0 mas lectores de cédigos de barras para leer uno o més cédigos
de barras en una 0 mas muestras que comprenden la una o mas células.

El sistema puede comprender ademas uno o mas robots para manejar una o mas muestras que comprenden
la una o més células. El sistema puede comprender ademas uno o0 mas robots para tratar una 0 mas muestras que
comprenden la una o mas células con uno o mas agentes.

Los uno o mas agentes pueden comprender TGF-beta. Los uno o més agentes pueden comprender uno o
més agentes de prueba.

El sistema puede comprender ademas uno o0 mas procesadores para identificar los uno 0 mas agentes de
prueba como inhibidores de la fibrosis. El sistema puede comprender ademas uno o mas procesadores para clasificar

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2991 873 T3

los inhibidores de la fibrosis.

El sistema puede comprender ademas uno o més algoritmos. El uno o mas algoritmos pueden analizar una
morfologia del uno o mas fibroblastos. Los uno o mas algoritmos pueden analizar una morfologia de los uno 0 més
fibroblastos contactados con el uno o méas agentes. Los uno o més algoritmos pueden analizar una intensidad de los
uno o mas fibroblastos. Los uno o mas algoritmos pueden analizar una intensidad de fluorescencia del uno o més
fibroblastos.

El dispositivo de obtencién de imagenes celulares puede comprender una plataforma Celllnsight NXT High
Content Screening (HCS).

Los uno o mas fibroblastos pueden ser células estrelladas hepéticas (HSC).

En la presente se divulgan, pero no se reivindican en las reivindicaciones adjuntas, métodos para identificar
inhibidores de fibrosis. El método puede comprender (a) poner en contacto una primera muestra que comprende uno
o més fibroblastos con un agente de crecimiento celular; (b) poner en contacto una segunda muestra que comprende
uno o mas fibroblastos con el agente de crecimiento celular y un primer agente de prueba; (¢) producir una 0 mas
imagenes del uno o més fibroblastos de la primera muestra y una o mas imagenes del uno o mas fibroblastos de la
segunda muestra; y (d) determinar si el primer agente de prueba es un inhibidor de la fibrosis basado en un analisis
de la una o méas imégenes de la primera muestra y la una o mas imagenes de la segunda muestra.

El agente de crecimiento celular puede ser un factor de crecimiento. el agente de crecimiento celular esta
transformando el factor de crecimiento beta (TGF-b).

El primer agente de prueba puede ser una molécula pequefia. El primer agente de prueba puede ser una
molécula pequefia bioactiva.

La segunda muestra puede ponerse en contacto con el agente de crecimiento celular y el primer agente de
prueba simultaneamente. La segunda muestra puede ponerse en contacto con el agente de crecimiento celular y el
primer agente de prueba secuencialmente. La segunda muestra puede ponerse en contacto con el agente de
crecimiento celular antes del contacto con el primer agente de prueba. La segunda muestra puede ponerse en contacto
con el primer agente de prueba antes del contacto con el agente de crecimiento celular.

El método puede comprender ademas una o més muestras adicionales que comprenden uno o mas
fibroblastos. La primera muestra, la segunda muestra y/o una o mas muestras adicionales pueden provenir de la misma
fuente. La primera muestra, la segunda muestra y/o una o mas muestras adicionales pueden provenir de dos o0 mas
fuentes diferentes.

El método puede comprender ademas poner en contacto la una 0 mas muestras adicionales con el agente
de crecimiento celular y uno o mas agentes de prueba adicionales.

Las una o mas imagenes de la primera muestra y la una o mas imagenes de la segunda muestra pueden
capturarse simultdneamente. Las una o mas imagenes de la primera muestra y la una o mas imagenes de la segunda
muestra pueden capturarse secuencialmente.

El uno o mas fibroblastos de la primera muestra pueden cultivarse en uno o mas pocillos en una primera
placa de cultivo. El uno o mas fibroblastos de la segunda muestra pueden cultivarse en uno o més pocillos en una
segunda placa de cultivo. El uno o mas fibroblastos de la una o mas muestras adicionales pueden cultivarse en uno o
méas pocillos en una o mas placas de cultivo adicionales.

La primera placa de cultivo y la segunda placa de cultivo pueden ser diferentes. La primera placa de cultivo,
la segunda placa de cultivo y/o la una o mas placas de cultivo adicionales pueden ser diferentes.

La primera placa de cultivo y la segunda placa de cultivo pueden ser iguales. La primera placa de cultivo, la
segunda placa de cultivo y/o la una o mas placas de cultivo adicionales pueden ser iguales.

El método puede comprender ademas poner en contacto el uno o mas fibroblastos de la primera muestra y/o
el uno o més fibroblastos de la segunda muestra con un tercer agente. El método puede comprender ademas poner
en contacto el uno o mas fibroblastos de la una o mas muestras adicionales con un tercer agente.

El tercer agente puede ser un anticuerpo. El tercer agente puede ser un anticuerpo anti- actina de musculo
liso (SMA).

Las una o méas imagenes de la primera muestra y/o la una 0 més imagenes de la segunda muestra pueden
basarse en las imégenes de los uno o mas fibroblastos contactados con el tercer agente. Las una o0 mas imagenes de
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una o mas muestras adicionales pueden basarse en las imagenes de los uno o mas fibroblastos contactados con el
tercer agente.

La produccién de una o mas imagenes puede comprender el uso de uno o mas dispositivos de obtencién de
imagenes celulares. El dispositivo de obtencién de imagenes celulares puede comprender una plataforma Celllnsight
NXT High Content Screening (HCS).

El método puede comprender ademés uno o mas algoritmos. El uno o més algoritmos pueden analizar una
morfologia del uno o mas fibroblastos. El uno o méas algoritmos pueden analizar una morfologia del uno o més
fibroblastos contactados con el uno o méas agentes. El uno o mas algoritmos puede analizar una intensidad del uno o
més fibroblastos. El uno o mas algoritmos puede analizar una intensidad de fluorescencia del uno o més fibroblastos.

El método puede comprender ademas detectar la transdiferenciacion de uno o mas fibroblastos. La
transdiferenciacién del uno o mas fibroblastos puede comprender la transdiferenciacién en uno o mas miofibroblastos.

Determinar si el primer agente de prueba se identifica como un inhibidor de la fibrosis puede basarse en una
comparacién de la composicién de miofibroblastos en la primera muestra con la composicién de miofibroblastos en la
segunda muestra. El primer agente de prueba puede identificarse como un inhibidor de la fibrosis si la composicién de
miofibroblastos en la segunda muestra es menor que la composicién de miofibroblastos en la primera muestra. El
primer agente de prueba puede identificarse como un inhibidor de la fibrosis si la composiciéon de miofibroblastos en
la segunda muestra es al menos aproximadamente 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85% 0 90% menos que la composicién de miofibroblastos en la primera muestra. El primer
agente de prueba puede identificarse como un inhibidor de la fibrosis si la composicién de miofibroblastos en la
segunda muestra es al menos aproximadamente 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14 0 15 veces
menos que la composicién de miofibroblastos en la primera muestra.

El método puede comprender ademas determinar si el uno 0 mas agentes de prueba adicionales son
inhibidores de la fibrosis. Determinar si el uno 0 mas agentes de prueba adicionales se identifica como un inhibidor de
la fibrosis puede basarse en una comparacién de la composicién de miofibroblastos en la primera muestra con la
composicién de miofibroblastos en la una o mas muestras adicionales. El primer agente de prueba puede identificarse
como un inhibidor de la fibrosis si la composiciéon de miofibroblastos en una o mas muestras adicionales es menor que
la composiciéon de miofibroblastos en la primera muestra. El primer agente de prueba puede identificarse como un
inhibidor de la fibrosis si la composicion de miofibroblastos en una o méas muestras adicionales es al menos
aproximadamente 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85% o
90% menos que la composicidén de miofibroblastos en la primera muestra. El primer agente de prueba puede
identificarse como un inhibidor de la fibrosis si la composicién de miofibroblastos en una o méas muestras adicionales
es al menos aproximadamente 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 0 15 veces menos que la
composicién de miofibroblastos en la primera muestra.

EJEMPLOS
Lista de abreviaturas

Como se usé anteriormente, y a lo largo de la descripcidén de la invencion, se entenderd que las siguientes
abreviaturas, a menos que se indique lo contrario, tienen los siguientes significados:
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ACN
Bn
BOC o Boc
BOP
t-Bu
Cbz
Cy
DBU
DCC
DCM
DIC
DEAD
DIAD
DIEA
reactivo DMAP
DMP
DMF
DMA
DME
DMSO
Dppf
EDCI
€q
Et
Et.O
EtOH
EtOAc
HOAL
HOBT
HOSu
HPLC
LAH
Me
Mel
MeOH
MOMCI
MOM
MS
NMP
RMN
PyROP

SPHOS
TBD
RP-HPLC
TBS
TBSCI
TBTU
TEOC
TFA
Tf,0
TMG
THF
THP
TLC
XPHOS

ES 2991 873 T3

bencilo

terc-butil carbamato
benzotriazol-1-il-oxitris (dimetilamino) fosfonio
terc-butilo

carbamato de bencilo

Ciclohexilo
1,8-diazabiciclo[5,4,0Jundec-7-eno
diciclohexilcarbodiimida
diclorometano (CH>Cly)
1,3-diisopropilcarbodiimida
azodicarboxilato de dietilo
azodicarboxilato de diisopropilo
Diisopropiletilamina

4-(N, N-dimetilamino)piridina
Reactivo de Periodinano Dess-Martin
dimetilformamida
N,N-dimetilacetamida
1,2-dimetoxietano

dimetilsulfoxido
1,1'-bis(difenilfosfino)ferroceno

1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida HCI
equivalente(s)

etilo

dietilo éter

etanol

acetato de etilo

1-hidroxi-7-azabenzotriazol
1-hidroxibenztriazol

N-hidroxisuccinamida

cromatografia liquida de alto rendimiento
anhidrido de aluminio vy litio

metilo

yoduro de metilo

metanol

cloruro de metoximetilo

metoximetilo

espectroscopia de masas
N-metil-pirrolidin-2-ona

resonancia magnética nuclear
benzotriazol-1-il-oxitris-pirrolidino-fosfonio Hexafluorofosfato

2-diciclohexilfosfino-2',6'-dimetoxibifenilo
1,5,7-triazabiciclo[4,4,0]-dec-5-eno

fase inversa-cromatografia liquida de alta presién
terc-butildimetilsililo

cloruro de terc-butildimetilsililo
O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-tetrametiluronio
carbamato de 2-trimetilsililetil

acido trifluoroacético

anhidrido de triflato
1,1,3,3-tetrametilguanidina

tetrahidrofurano

tetrahidropirano

cromatografia de capa fina
2-diciclofenoxifosfato-2',4' 6'-triisopropilbifenilo

Ejemplos generales para la preparacion de compuestos de la invencién

Los materiales de partida y productos intermedios para los compuestos de esta invencién se pueden preparar
por la aplicacién o adaptaciéon de los métodos descritos a continuacién, sus equivalentes quimicos obvios, o, por
ejemplo, como se describe en literatura como The Science of Synthesis, Volimenes 1-8. Editores EM Carreira et al.
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editores Thieme (2001-2008). Los detalles de las opciones de reactivos y reacciones también estan disponibles
mediante blusquedas de estructura y reaccién utilizando motores de blsqueda de computadoras comerciales como
Scifinder (www.cas.org) o Reaxys (www.reaxys.com).

Parte A:

Los siguientes esquemas de reaccion A, B y C detallan la sintesis de los materiales de partida implicados en
la formacién final del compuesto 46 (esquema D)

Esquema A: Sintesis de diol racémico (E)
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A un matraz de fondo redondo de tres bocas de 250 ml equipado con condensador y un Dean-stark se le
afiadié Intermedio A (25,0 g), acetona (75,0 ml), PTSA.H>O (0,75 g) y éter de petréleo (75,0 ml). La mezcla se agité a
temperatura de reflujo durante 12 h y se control6 por TLC (hexano: acetato de etilo (5:5)). La mezcla de reaccién se
enfrié a temperatura ambiente y se afiadieron 0,75 g de acetato de sodio. La mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 30 minutos. La capa orgénica se decanté y se concentr6 a presién reducida para dar liquido crudo, Intermedio-
B (27,0 g, 75,2%).

A un matraz de fondo redondo de tres bocas de 500 ml equipado con tubo de proteccién de cloruro de calcio
se afiadié IntermediateB (25,0 g) en cloroformo (185 ml). Se afladié TEA (79,0 ml) y la reaccidén se enfrié a 0°C. El
intermedio C (47,0 g) se cargd por lotes a la mezcla y se dejé agitar a temperatura ambiente durante 5 h. Reaccién
controlada por TLC (Hexano: acetato de etilo (5: 5)). La mezcla de reaccién se lavé con agua (200 ml) y la capa acuosa
se extrajo con CHCI3¢ (50 ml x 2). Las capas orgénicas se combinaron, se secaron sobre Na2SO4y se concentrd bajo
presién reducida para dar un aceite crudo. El aceite se purificd por cromatografia en columna (acetato de etilo al 6%
en hexanos). Producto final Intermedio D (21,09, 38,6%).

A un matraz de fondo redondo de tres bocas de 250 ml equipado con agitador magnético se afiadié Intermedio
D (21,0 g) en THF (100 ml). La solucién se enfrié6 a 0°C, se mezcld con 6N HCI (25,0 ml) y se agité a temperatura
ambiente durante 6 h. Reaccién controlada por TLC (Hexano: acetato de etilo (5: 5)). La mezcla de reaccién se diluy6
con agua (100 ml) y se neutralizé con solucidén saturada de bicarbonato de sodio. El producto se extrajo con CHCI3¢
(50 ml «2). Las capas organicas se combinaron, se secaron sobre Na 2 so4y se concentré bajo presién reducida para
dar un aceite espeso, intermedio E (16,0 g, 88,8%). El intermedio E se usé en la siguiente etapa de sintesis sin
purificacién adicional

Datos espectrales intermedios:

Intermedio | Datos de caracterizacién (RMN/LCMS)

B "H RMN (400 MHz, CDCl3): 1,23 (s, 3H), 1,3 (s, 3H), 3,44-3,55 (m, 3H), 3,61-3,64 (m
1H), 3,89-3,92 (m, 1H), 4,05-4,10 (m, 1H).

D LCMS: 98,1%; m/z: 304 (M+H 20).
"H RMN (400 MHz, CDCl3): 2,46 (s, 3H), 2,85 (s, 1H), 3 4 (s, 1H), 3,57-3,61 (m, 1H),

E 3,66-3,70 (m, 1H), 3,93- 3,96 (m, 1H), 4,04-4,10 (m, 2H), 7,36-7,38 (dd, J = 8,0 Hz,
2H), 7,79-7,81 (dd, J = 8,0 Hz, 2H).
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Esquema B: Sintesis de Intermedio 12:
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A un matraz de fondo redondo de tres bocas de 100 ml equipado con tubo de cloruro de calcio se le afiadié
Intermedio 7 (5,0 g) en DMA (25,0 ml). Se le afiadié gota a gota cloroformiato de fenilo (2,8 ml) y la mezcla de reaccién
se agité a TA durante media hora. Reaccién controlada por TLC (Hexano: acetato de etilo (5: 5)). La mezcla de reaccién
se vertibé en agua con hielo. El precipitado resultante se recogid por filtracién, se lavé con agua y se sec6 al vacio para
obtener el producto puro, Intermedio 8 (4,4 g, 61,1%).

A un matraz de tres bocas de fondo redondo de 100 ml equipado con un tubo de cloruro de calcio se afiadié
cargada intermedio 8 (4,4 g) en 1,4 dioxano (20,0 ml). Se afiadié hidrato de hidrazina (1,37 ml) gota a gota y la mezcla
de reaccidn se agitdé a TA durante 24 h. Reaccién controlada por TLC (Hexano: acetato de etilo (5: 5)). La mezcla se
vertié en agua con hielo. El precipitado se recogi6 por filtracidén, se lavé con agua y se secé al vacio para obtener el
producto puro, Intermedio 9 (2,80 g, 53,8%).

A un matraz de fondo redondo equipado con un condensador se afiadié intermedio 9 (2,80 g) en nBuOH (25,0
ml) 100 ml de tres bocas. Se afiadid acetato de formimidina (4,47 g) y la mezcla de reaccién se agité a 90°C durante
4 h. Reaccién controlada por TLC (EtOAc). La mezcla se enfrib a temperatura ambiente y el precipitado se recogié por
filtracién, se lavd con acetato de etilo y se secé para obtener el producto puro, intermedio 10 (2,5 g, 86,8%).

A una 100 ml redondo de tres bocas se afiadié matraz de fondo, equipado con condensador intermedio 10
(2,50 g) en DMF (30,0 ml). Se afiadieron NaOH (1,50 g) y secbromo butano (5,11 g) y la mezcla de reaccién se agité
a 90°C durante 8 h. Reaccidn controlada por TLC (EtOAc). La mezcla de reaccién se vertié en agua con hielo. Los
precipitados se recogieron por filtracién, se lavaron con agua y se secaron al vacio para obtener el producto puro,
Intermedio 11 (1,45 g, 49,8%).

A un recipiente de 100 ml hidrogenador Se afiadié el intermedio 11 (1,45 g) en MeOH (25,0 ml). 10% Pd/C
(0,15 g) se afiadi6 y la mezcla de reaccion se hidrogend a TA en 10 kg de H 2 de presidn durante la noche. Reaccién
controlada por TLC (EtOAc). Una vez completada la reaccién, el catalizador se eliminé por filtracién y el disolvente se
evapord para dar un aceite espeso. El producto bruto se purificd por cromatografia en columna (5% de MeOH en
MDC). Producto final Intermedio 12 (0,75 g, 67,5%).
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Datos espectrales intermedios:

Intermedio N° | Datos de caracterizacién (RMN/LCMS)
LCMS: 99,16% a 256 nm; m/z: 388 (M+H). "H RMN (400 MHz, CDCl3): 2,94-3,05

8 (m, 2H), 3,13 a 3,20 (m, 2H), 3,72-3,75 (d, 2H), 4,39-4,40 (d, 2H), 6,95-6,97 (d,
J = 8,0 Hz, 2H), 7,19-7,27 (m, 3H), 7,38-7,44 (m, 4H), 7,49-7,50 (m, 3H), 7,59-
7,60 (d, J =4,0Hz, 2H).

9 LCMS: 97,61% a 254 nm; m/z: 326 (M+H).

10 LCMS: 98,34% a 256 nm; m/z: 336 (M+H).

11 LCMS: 96,95% a 258 nm; m/z: 392 (M+H).

12 LCMS: 95,78% a 257 nm; m/z: 302 (M+H).

Esquema C: Sintesis de Intermedio 15
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A una solucién agitada de Intermedio 13 (2,0 g) en tolueno (30,0 ml) se cargaron 1H-1,2,3 triazol (1,96 g9) y
Na2CO3 (3,01 g) a TA. La mezcla de reaccidn se agité a 100°C durante 3 h. La finalizacién de la reaccidn se controld
mediante TLC (hexano: acetato de etilo (5: 5)). Una vez completada la reaccion, la mezcla se enfrié a TA y se diluyd
con acetato de etilo (50 ml). La capa orgénica obtenida se lavé con agua (50 ml X»). La capa orgéanica se separg, se
secé sobre Na2 so4 y se concentrd bajo presidn reducida. El producto bruto se purificé por cromatografia en columna.
(Acetato de etilo al 20% en hexanos). Intermedio 14 (0,70 g, 19,2%).

35 Recondme-fin

A una solucién agitada de Intermedio 14 (1,30 g) en tolueno (15,0 ml) se le cargé el Intermedio E (1,50 g) a
temperatura ambiente bajo atmésfera de argdn. La mezcla resultante se enfrié a 0°C y se le afiadié acido triflico gota
a gota (1,80 ml). La mezcla se calenté a TA y se agit6é durante 60 h. La finalizacidén de la reaccidén se controlé6 mediante
TLC (hexano: acetato de etilo (5:5)). Una vez completada la reaccién, la mezcla resultante se vertié en agua (25 ml) y
se neutralizé con solucién saturada de bicarbonato de sodio. La capa acuosa se extrajo con acetato de etilo (25 ml x
2). La capa organica se combind, se sec6 sobre Na>;SO4 y se concentrd bajo presién reducida para dar un aceite
espeso. El producto bruto se purificé por cromatografia en columna (acetato de etilo al 10% en hexanos). Intermedio
15 (0,32 g, 24,6%).

Datos espectrales intermedios:

Intermedio N° | Datos de caracterizacién (RMN/LCMS)

LCMS: 96,62% a 252 nm; m/z 258 (M+H).

14 "H RMN (400MHz, CDClI3): 5,91 (s, 2H), 7,36-7,39 (dd, J1=12,0 Hz y J 2= 4,0 Hz,
1H), 7,51-7,52 (d, J = 4,0 Hz, 1H), 7,64-7,66 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,73 (s, 2H).
LCMS: 100% a 225 nm; m/z 486 (M + 2).

"H RMN (400 MHz, CDCI3): 2,49 (s, 3H), 3,41-3,45 (m, 1H), 3,75-3,82 (m, 1H), 3,84-
3,89 (m, 2H), 4,23-4,26 (m, 1H), 4,94-4,98 (d, J = 14,4 Hz, 1H), 5,06-5,09 (d, J =
14,0 Hz, 1H), 7,18-7,21 (dd, J1 = 10,4 Hz y J> = 2,0 Hz, 1H), 7,38-7,40 (d, J 1=12,0
Hzy J2=8,0Hz 2H), 7,44-7,46 (m, 2H), 7,55 (s, 2H), 7,77-7,79 (d, J1 = 12,0 Hz y
Jo = 8,4 Hz, 2H).

15

Esquema D: Sintesis de Compuesto 46:
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A una soluciéon agitada de Intermedio 46A (0,50 g) en acetona (7,0 ml) se le cargd KoCO3 (0,44 @) a
temperatura ambiente. Bajo atmésfera de argén. Se afiadié yoduro de metilo (0,20 ml) gota a gota y la mezcla se
calentd a TA y se agit6é durante 24 h. La finalizacién de la reaccién se controlé mediante TLC (hexano: acetato de etilo
(5:5)). Una vez completada la reaccién, la mezcla se vertié en agua (25 ml). La capa acuosa se extrajo con acetato de
etilo (25 ml x 2). Las capas organicas se combinaron, se secaron sobre Na,SO4y se concentrd bajo presién reducida
para dar masa bruta, intermedio 46-B (0,53 g, 100%).

35 R Sorpressio A&

Se cargd a una solucién agitada de Intermedio 46B (0,125 g) en tolueno (3,0 ml) Intermedio 12 (0,188 g),
terc-butéxido de sodio (0,089 g), Ru (Phos) (0,028 g) y Pd 2 (dba) 3 (0,055 g) a temperatura ambiente bajo atmésfera
de argén. La mezcla resultante se purgd con globo de argén durante 10 minutos y se agité a 120°C durante 15 h. La
finalizacién de la reaccién se controlé mediante TLC (hexano: acetato de etilo (5:5)). Después de completar la reaccion,
la mezcla se vertié en agua (10 ml). La capa acuosa se extrajo con acetato de etilo (10 ml x 2). Las capas organicas
se combinaron, se secaron sobre Na;SO4 y se concentré bajo presién reducida. El producto bruto se purificd por
cromatografia en columna (acetato de etilo al 25% en hexanos). Intermedio 46-C (0,089, 30,7%).

Se carg6 en un tubo de 5 ml Intermedio 46C (0,080 g) en 48% ac. HBr (0,80 ml). La mezcla resultante se
agité a temperatura de reflujo durante la noche. La finalizacién de la reaccién se controlé mediante TLC (acetato de
etilo). La mezcla de reaccién se diluyé con agua (5,0 ml) y se neutralizé con solucién saturada de bicarbonato de sodio.
El precipitado resultante se recogié por filtracién, se lavé con agua y se secé al vacio para obtener Intermedio 46-D
puro (0,050 g, 64,90%).

En una solucién agitada de Intermedio 46-D (0,050 g) en DMF (1,0 ml) se cargd Intermedio 15 (0,050 g) y
NaOH (0,020 g) a temperatura ambiente bajo atmésfera de argén. La mezcla resultante se agité a 50°C durante la
noche. La finalizacién de la reaccién se controlé mediante TLC (hexano: acetato de etilo (5:5)). Una vez completada
la reaccién, la mezcla resultante se vertié en agua (10 ml) y la capa acuosa se extrajo con acetato de etilo (10 ml x 2).
Las capas organicas se combinaron, se secaron sobre Na;SO4 y se concentrd bajo presion reducida. El producto en

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2991 873 T3

bruto se purificé por HPLC preparativa (eluyendo en ACN: agua que contiene 0,1% de NH3 por purificacién preparativa
de fase inversa). Las fracciones del producto se liofilizaron para obtener un producto puro, (0,012 g, 11,32%).

Datos espectrales de compuestos intermedios y finales:

Compuesto

intermedio/final | Datos de caracterizaciéon (RMN/LCMS)

#

46B "H RMN (400 MHz, CDCl3): 2,19 a 2,20 (d, J = 4,0 Hz, 3H), 3,82 (s, 3H), 6,69-6,70
(d, J=4,0Hz, 1H), 7,26 a 7,28 (d, J = 8,0 Hz, 2H).

46C LCMS: 98,3% a 261 nm; m/z 422 (M + 1).

46D LCMS: 81,9% a 258 nm; m/z 408 (M + 1).

LCMS: 100% a 262 nm; m/z 719,51 (M+H). 'H RMN (400 MHz, CDCl3): 0,91 a 0,94
(t, J = 7,2 Hz, 3H), 1,40-1,42 (d, J = 6,8 Hz, 3H), 1,72-1,77 (m, 1H), 1,85-1,90 (m
1H), 2,16-2,19 (s, 3H), 3,25 (s, 4H), 3,38 (s, 4H), 3,48-3,52 (q, 1H), 3,91-4,00 (m,
46 3H), 4,29-4,34 (m, 1H), 4,39-4,41 (m, 1H), 5,06-5,09 (d, J = 14,0 Hz, 1H), 5,17-5,20
(d, J = 14,0 Hz, 1H), 6,69-6,71 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,78-6,84 (m, 2H), 7,04-7,06 (d,
J =92 Hz, 2H), 7,20-7,23 (dd, J 1= 10,4 Hz y J 2= 2,0 Hz, 1H), 7,44-7,48 (m, 3H),
7,52-7,54 (d, J = 8,4 HZ'H), 7,60-7,64 (m, 3H).

Informacién sintética adicional:

Los compuestos 47-54 se prepararon usando el esquema de reaccién idéntico con sus correspondientes
bromofenoles (Intermedio 46A).

Parte B:
Los siguientes esquemas de reaccién E y F detallan la sintesis de los materiales de partida implicados en la
formacién final del compuesto 42 (esquema G). El mismo diol racémico producido en el Esquema A (Parte A) también

se usé en la sintesis que sigue.

Esquema E: Sintesis de Intermedio 6:
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Se cargaron en un matraz de fondo redondo de tres bocas de 100 ml equipado con tubo de cloruro de calcio
(5,13 g), piridina (12,0 ml) y MDC (50,0 ml). La mezcla de reaccién se enfrié a 0°C y se le afiadié cloroformiato de
fenilo (5,0 ml). La reaccion se agité a 4°C durante la noche. La finalizacién de la reaccidn se confirmé por TLC (hexano:
acetato de etilo (5:5)). A la mezcla se le afiadié agua (100 ml) y la solucién se agité a TA durante 30 minutos. El
precipitado se filtr6, se lavd con diclorometano (10 ml x 2) y se secé al vacio para obtener el producto puro, Intermedio
3(5,59, 75,1%).

Sintesis de Intermedio 4:
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Se cargaron en un matraz de fondo redondo de tres bocas de 250 ml equipado con condensador y una trampa
Dean-Stark Intermedio 4a (20,0 g), 2-butanona (29,8 ml) y sulfato de sodio anhidro en THF (150 mg). La mezcla se
agitd a temperatura de reflujo durante 2 h. La finalizacién de la reaccién se confirmd por TLC (acetato de etilo). La
reaccion se enfrié a TA y el disolvente se evaporé a presién reducida para dar un sélido blanco, Intermedio 4b (32,0
g, 84,2%).

Se cargaron en un matraz de fondo redondo de tres bocas de 500 ml equipado con agitador magnético
Intermedio 4b (32,0 g) en MeOH (350 ml). La mezcla resultante se enfrié a 0°C seguido de la adicién de NaBH4 (9,01
g). La reaccién se agité a TA durante 5 h. La finalizacién de la reaccién se confirmé por TLC usando (hexano: acetato
de etilo (5:5)). Una vez completado, el disolvente se eliminé por destilacién y el residuo se disolvié en agua (100 ml).
El producto se extrajo con CHCI3¢ (100ml x 3). Las capas organicas se combinaron, se secaron sobre Na;SO4y se
concentré bajo presién reducida para dar un aceite espeso. El producto bruto se purificé por cromatografia en columna
(acetato de etilo al 10% en hexanos). Intermedio 4 (22,0 g, 67,6%).

Se cargaron en un matraz de fondo redondo de tres bocas de 100 ml equipado con un condensador y un tubo
de cloruro de calcio Intermedio 3 (5,0 g), Intermedio 4 (1,51 g) y DBU (0,022 g) en tolueno (50,0 ml). La mezcla de
reaccién resultante se agité a 100°C durante 15 h. La finalizacién de la reaccién se confirmé por TLC (acetato de etilo).
La mezcla se concentré a presién reducida y se afiadié metanol. La solucién se agité a 4°C durante 2 h. El precipitado
resultante se recogi6 por filtracién y se secé para obtener Intermedio 5 puro (4,35 g, 85,9%).

Se cargaron en un matraz de fondo redondo de tres bocas de 100 ml equipado con condensador Intermedio
5 (4,35 g) en tolueno (43,5 ml). La mezcla se agitd a la temperatura de reflujo durante la noche. La finalizacién de la
reaccidén se confirmé por TLC (acetato de etilo). La mezcla de reaccién se enfrid a TA y se neutralizé con solucién
saturada de bicarbonato de sodio. El precipitado resultante se recogi6 por filtracién, se lavé con agua y se sec6 para
obtener el Intermedio 6 puro (3,30 g, 78,3%).

Datos espectrales intermedios:

N° Intermedio | Datos de caracterizacién (RMN/LCMS)
3 LCMS: 57,55% a 202 nmy 100% a 259 nm; m/z: 404,95 (M+H).
"H RMN (400 MHz, CDClI3): 0,81-0,86 (m, 6H), 0,89-0,93 (m, 6H), 1,12-1,22 (m, 2H),

4 1,37-1,46 (m, 2H), 2,61-2,66 (m, 1H), 2,73-2,74 (d, J = 4,0 Hz, 1H), 4,79-4,86 (d, J
= 28,0 Hz, 2H), 7,92-8,01 (m, 2H), 8,73-8,76 (d, J = 12,0 Hz, 1H), 9,31-9,32 (d, J =
4,0 Hz, 1H).

5 LCMS: 77,46% a 260 nm; m/z: 409,2 (M+H).

6 LCMS: 72,11% a 202 nm y 99,12 a 250 nm; m/z: 394,6 (M+H).

Esquema F: Sintesis de Intermedio I
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A una solucién agitada de Intermedio F (2,0 g) en tolueno (15,0 ml) se le cargé 1H-1,2,3 Triazol (1,78 g) y
Na2CO3 (2,74 g) a TA. La mezcla de reaccidn se agité a 100°C durante 3 h. La finalizacién de la reaccidn se controld
en TLC (Hexano: acetato de etilo (5:5)). Una vez completada, la mezcla se enfrié a TA y se diluyé con acetato de etilo
(25 ml). La solucién se lavé con agua (25 ml £2). La capa orgéanica se separé, se secd sobre Na,SO4 y se concentrd
bajo presién reducida para dar masa bruta. El producto bruto se purificé por cromatografia en columna (15% de acetato
de etilo en hexanos). Intermedio G (0,65 g, 26,7%).

A una solucién agitada de Intermedio G (0,25 g) en Tolueno (3,5 ml) se le cargé el Intermedio E (0,39 g) a
temperatura ambiente bajo atmésfera de argén. La mezcla se enfrié a 0°C y se le afiadid acido triflico (0,48 ml) gota a
gota. La solucién se calent luego a TA y se agité durante 60 h. La finalizacién de la reaccién se control6 en TLC
(Hexano: acetato de etilo (5:5)). Una vez completada, la mezcla resultante se vertié en agua (10 ml) y se neutralizé
con solucién saturada de bicarbonato de sodio. La capa acuosa se extrajo con acetato de etilo (10 ml*2). La capa
organica se secd sobre Na,SO4 y se concentrd a presién reducida para dar un aceite espeso. El producto bruto se
purificd por cromatografia en columna (acetato de etilo al 6% en hexanos). Intermedio 1 (0,12 g, 21,8%).

Datos espectrales intermedios:

Intermedio | Datos de caracterizacién (RMN/LCMS)

G LCMS: 100% a 245 nm; m/Z'82,82 (M+H). "H RMN (400 MHz, CDCI3): 5,95 (s, 2H),
7,562-7,56 (m, 2H), 7,65-7,69 (m, 2H), 7,76 (s, 2H), 7,98-8,00 (m, 2H)

LCMS: 100% a 223 nm; m/z 416,2 (M+H). "H RMN (400 MHz, CDCl3): 2,19 (s, 2H),

2,47 (s, 2H), 3,58-3,61 (m, 1H), 2,72-2,76 (m, 1H), 3,83-3,87 (m, 1H), 3,93-3,97 (m,

1H), 4,09-4,12 (m, 1H), 4,74 (s, 2H), 7,28-7,35 (m, 5H), 7,39-7,41 (m, 2H), 7,62 (s,

2H), 7,66-7,68 (d, J = 8,4 Hz, 2H).

Esquema G: Sintesis de Compuesto 42:
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Se cargd en una solucidn agitada de Intermedio 6 (0,060 g) en DMF (1,0 ml) Intermedio 1 (0,070 g) y NaOH
(0,024 g) a temperatura ambiente bajo atmésfera de argén. La mezcla resultante se agité a 50°C durante la noche. La
finalizacion de la reaccién se control6 en TLC (hexano: acetato de etilo (5:5)). Después de completarse, la reaccion se
vertié en agua (10 ml). La capa acuosa se extrajo con acetato de etilo (10 ml«2). La capa orgéanica se secd sobre
Na,SO4 y se concentré bajo presién reducida para dar masa bruta. El producto en bruto se purificé por HPLC
preparativa (ACN: agua que contiene 0,1% de NH3 por purificacién preparativa de fase inversa). Las fracciones del
producto se liofilizaron para obtener un producto puro, 42 (0,016 g, 16%).

Datos espectrales intermedios:

compUesto | Datos de caracterizacion (RMN/LCMS)
LCMS. 100% a 261 nm; miz 637,45 (M+H). "H RMN (400 MHz, CDCI3). 0,90-0,94 (t, J
=76 Hz, 3H), 1,40-1,42 (d, J = 6,8 Hz, 3H), 1,72-1,77 (m, 1H), 1,86-1,89 (m, 1H), 3,30-
" 3,43 (m, OH), 3,73-3.78 (m, 1H), 3,83-3,86 (m, 1H), 3,89-3,93 (m, 1H), 4,30-4.33 (m,
1H), 4,37-4,40 (m, 1H), 4,87 (s, 2H), 6,79-6,81 (d, J = 8,0 Hz, 2H), 7,02-7,07 (m, 4H)
7,38-7.42 (m, 3H), 7,44- 7,47 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,56-7,59 (m, 2H). 7,64 (d, J = 2.8
Hz, 3H)

Informacién sintética adicional:

Los compuestos 30-45 se prepararon usando el esquema de reaccién idéntico con sus correspondientes
bromuros/cloruros de fenacilo (Intermedio F).

Parte C: Sintesis del Compuesto 74
El Compuesto 74 se preparé usando procedimientos anélogos a los utilizados para preparar el Compuesto
48, sustituyendo el Intermedio 10D por el Intermedio 15 (Esquema D). Intermedio 10H, el precursor del Intermedio

10D, se prepard utilizando procedimientos analogos a los utilizados para preparar el Intermedio 15.

Esquema H: Sintesis de Intermedio 10D:

A una solucién agitada de Intermedio 10H (0,1 g) en ACN (7,0 ml) se le cargd Zn(CN)2 (0,47 g), dppf (0,017
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g) y Pd2(dba)3 (0,027 g) a temperatura ambiente bajo atmdsfera de argén. La mezcla resultante se purgd con argén
durante 10 min y se agité a 120°C durante 15 h. La finalizacién de la reaccién se controld por TLC (hexano: acetato
de etilo (5:5)). Una vez completada la reaccién, la mezcla de reaccién se vertié en agua (10 ml). La capa acuosa se
extrajo con acetato de etilo (10 ml x 2). La capa organica se combind, se secd sobre Na,SO4 y se concentrd bajo
presién reducida para dar masa bruta que se purificé por cromatografia en columna (25% acetato de etilo en hexanos).
Intermedio: 10D (0,013g, 13,4%).

Compuesto intermedio N° Datos de caracterizacién (RMN/LCMS)
10D LCMS: 95,23% a 225 nm; m/z 440,9 (M+H).

Parte D: Sintesis del Compuesto 75

El Compuesto 75 se preparé usando procedimientos anélogos a los utilizados para preparar el Compuesto
42, sustituyendo el Intermedio 19D por el Intermedio | (Esquema G). El intermedio 19D se preparé como se muestra
en el Esquema | (a continuacién), invirtiendo los pasos en los esquemas Ay C de modo que la bromometil cetona 19
reaccioné con el intermedio A antes de la reaccion con 1H-1,2 3-triazol.

Esquema I: Sintesis de Intermedio 19D
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A una solucién agitada de Intermedio 19 (0,75 g - preparada por analogia al precursor de bromocetona para
el compuesto 88) en tolueno (6,0 ml) Intermedio A agregado (1,53 g), PTSA (0,076 g) y tamices moleculares (0,5 g) a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se agité a temperatura de reflujo durante 24 h. La finalizacién de la
reaccién se controlé por TLC usando hexano: acetato de etilo (5:5) como fase mévil. Una vez completada la reaccién,
la mezcla resultante se enfri6 a TA y se vertié en agua (10 ml) y se neutralizd con solucidén saturada de bicarbonato
de sodio. La capa acuosa se extrajo con acetato de etilo (10 ml x 2). Las capas organicas se combinaron, se secaron
sobre Na2SO4 y se evaporaron al vacio para dar una mezcla cruda de Intermedios 19A y 19A' que se usé en la
siguiente etapa sin purificacién adicional. Peso de la mezcla de Intermedio 19A e Intermedio 19A': 1,0 g (crudo).
LCMS: 33,84%; m/z: 276 (M + 2).

A una solucién agitada de Intermedio 19A y 19A' (1,0 g) en MDC (10,0 ml) se afiadié piridina (0,58 ml) a
temperatura ambiente bajo atmésfera de argén. En la mezcla resultante, se afiadié cloruro de benzoilo (0,43 ml) gota
a gota antes de que la mezcla se dejara agitar a TA durante la noche. La finalizacién de la reaccién se control6 por
TLC usando hexano: acetato de etilo (5:5) como fase mévil. Una vez completada la reaccién, la mezcla resultante se
vertié en agua (10 ml). La capa acuosa se extrajo con MDC (10 ml x 2). Las capas organicas se combinaron, se
secaron sobre Na>;SO4 y se evaporaron a vacio para dar un aceite espeso que se purificé adicionalmente por HPLC
preparativa (ACN: agua que contiene acido férmico al 0,1%). Las fracciones del producto se liofilizaron para obtener
Intermedio 19B. Peso del Intermedio 19B: 0,20 g (rendimiento: 14,5%). 'TH RMN (400 MHz, CDCI3¢ & ppm): 3,89-3,97
(m, 2H), 4,15-4,22 (m, 2H), 4,54-4,61 (m, 3H), 7,29-7,33 (m, 1H), 7,46 -7,50 (m, 2H), 7,58-7,62 (m, 1H), 7,65-7,67 (m,
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1H), 7,75-7,79 (m, 1H), 8,09-8,11 (m, 2H), 8,69-8,70 (d, 1H). LCMS: 100% de pureza; m/z: 380 (M + 2).

A una solucién agitada de Intermedio 19B (0,20 g) en DMF (3,0 ml) se le afiadié sal de triazol de potasio (0,14
g) a temperatura ambiente bajo atmésfera de argdn. La mezcla resultante se calenté con agitaciéon a 130°C durante
24 h. La finalizacién de la reaccién se controld por TLC usando hexano: acetato de etilo (5:5) como fase moévil. Una
vez completada la reaccién, la mezcla resultante se enfrié a TA y se eliminé la DMF al vacio. El residuo se disolvié en
THF (4,0 ml) antes de la adicién de solucién acuosa de NaOH al 32% (4,0 ml). La mezcla resultante se agit6 a
temperatura de reflujo durante 3 h. La finalizacién de la hidrélisis se controlé por TLC usando MDC: MeOH (9: 1) como
fase mévil. Una vez completada la reaccién, la mezcla resultante se enfrié a TA y se vertié en agua (10 ml). La capa
acuosa se extrajo con acetato de etilo (10 ml x 2). Las capas organicas se combinaron, se secaron sobre Na;SO4 y
se evaporaron a vacio para dar un aceite espeso que se purificé adicionalmente por cromatografia en columna (60%
acetato de etilo en hexanos) para proporcionar intermedio 19C. Peso del intermedio 19C: 0,045 g (Rendimiento:
32,6%). "H RMN (400 MHz, CDCI3¢ 8 ppm): 2,19 (s, 1H), 3,33-3,37 (d, J = 3,2 Hz, 1H), 3,84-3,94 (m, 2H), 4,05-4,08
(m, 1H), 4,32 (s, 1H), 4,99-5,03 (d, J = 14,0 Hz, 1H), 5,25-5,29 (d, J = 14,0 Hz, 1H), 7,35-7,36 (m, 1H), 7,57-7,59 (d, J
=9,2 Hz, 1H), 7,66 (s, 2H), 7,75-7,78 (m, 1H), 8,76 (s, 1H). LCMS: 99,27% de pureza por UV; m/z: 263 (M + 1).

A una solucién agitada de Intermedio 19C (0,045 g) en diclorometano (1,5 ml) se le cargé trietilamina (0,04
ml) a temperatura ambiente bajo argén atmdsfera. La mezcla resultante se enfrié a 0°C y se le afiadié p-TSCI (0,04 g)
y la mezcla se calentd a temperatura ambiente y se agité durante 3 horas a temperatura ambiente. La finalizacion de
la reaccion se controld en TLC usando hexano: acetato de etilo (5:5) como fase mévil. Una vez completada la reaccién,
la mezcla resultante se vertié en agua (10 ml) y se neutralizd con solucidén saturada de bicarbonato de sodio. La capa
acuosa se extrajo con acetato de etilo (10 ml x 2). Las capas organicas se combinaron, se secaron sobre Na;SO4 y
se evaporaron a vacio para dar intermedio 19D como un aceite espeso. Peso del intermedio 19D: 0,075 g (crudo). 'H
RMN (400 MHz, CDCI3¢ 6 ppm) 2,49 (s, 3H), 3,22-3,28 (m, 1H), 3,69-3,73 (m, 1H), 3,85-3,89 (m, 1H), 3,98-4,01 (m,
1H), 4,42-4,43 (d, J = 4,4 Hz, 1H), 5,01-5,12 (m, 2H), 7,19-7,21 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,39-7,44 (m, 2H), 7,44-7,48 (m,
3H), 7,78-7,83 (m, 3H), 7,94-7,96 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 8,84-8,85 (d, J = 4,0 Hz, 1H). LCMS: 88,74% de pureza por UV,
m/z: 417 (M + 1).

El Compuesto 78 se prepar6 por analogia con el Compuesto 75, excepto que se usé 2-acetiltiazol en lugar
de 2- acetilpiridina como material de partida inicial. La bromacién se puede llevar a cabo por analogia con la sintesis
del precursor de bromocetona del compuesto 88.

Parte E: Sintesis del Compuesto 88

El Compuesto 88 se prepara usando procedimientos anélogos a los utilizados para preparar el Compuesto
42, sustituyendo el ciclobutil-(N2) triazolilo. cetona para Intermedio 14 (esquema C).

Sintesis de ciclobutil-(N2)triazolilcetona

C}ﬁlg\ﬂ Br

A una solucién enfriada de ciclobutilmetilcetona (1 equiv) en MeOH se le afiadié bromo (1 equiv) gota a gota
a 0°C durante 30 min. La mezcla de reaccién resultante se agitd a la misma temperatura durante aproximadamente 2
h, y luego a TA durante otros 30 min. A continuacién, el bromo sin reaccionar se inactivé cuidadosamente con la
solucién acuosa al 10% de Na2S203. La entonces la mezcla se extrajo con éter, y se lavdé con NaHCO3 y salmuera. El
extracto organico combinado se secd sobre anhidro MgSO4, se filtré y se concentrd para proporcionar la bromocetona
deseada.

A la solucién de bromocetona (1,0 equiv) y triazol (1,2 equiv) en ACN se le afiadié DIPEA (1,2 equiv). La
mezcla de reaccion resultante se calentd luego a reflujo durante 1 h. La mezcla de reaccién se concentré y se purificd
por cromatografia instantanea en columna para proporcionar la ciclobutil-triazolil cetona deseada como un aceite
amarillo pélido que solidificé lentamente con el tiempo.

Se prepararon compuestos adicionales que aparecen en la Tabla 1 usando procedimientos analogos a los
procedimientos anteriores.

Ejemplos biolégicos

EJEMPLO |: Ensayos biolégicos
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Se establecidé un ensayo de formacidn de imégenes de alto contenido, basado en la tincién de o-SMA y los
cambios morfolégicos celulares asociados con la transdiferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos, usando
fibroblastos de pulmén humanos primarios y HSC de roedores primarios. Condiciones, que implican la privacién de
suero y posterior tratamiento de TGF-B, se identificaron que facilitan transdiferenciacién robusta in vitro en un formato
miniaturizado (placa de 384 pocillos) que es susceptible de molécula pequefia de alto rendimiento de cribado. Se usd
un inhibidor selectivo del receptor ALK-5 TGF-B1 (SB-431542) como control positivo. El ensayo de 4 dias de duracion
fue susceptible de exdmenes del orden de 100,000 pozos y facilitd la identificacion de compuestos que inhiben
selectivamente la transdiferenciacién de miofibroblastos a fibroblastos. Este ensayo se usé para identificar un
compuesto de éxito (itraconazol) y se us6 para evaluar paneles enfocados de anélogos de itraconazol generados a
partir de esfuerzos de quimica médica.

La actividad de itraconazol y sus anélogos se confirmé mediante el anélisis de cambios en la expresién génica
de multiples genes asociados con fibroblastos a miofibroblastos transdiferenciacién usando métodos bioquimicos (es
decir, transferencia Western y RT-PCR). Estos ensayos de 4 dias se usaron para evaluar conjuntos de 6 compuestos
a la vez en un modo de respuesta a la dosis de 4 puntos.

Ensayos de a-SMA

Se sembraron células estrelladas hepéticas de rata inactivas en placas de 384 pocillos (350 células por
pocillo) recubiertas con poli-D-lisina en medio de células estrelladas (Sciencell). Después de 24 horas de incubacién,
las células se trataron con las dosis indicadas de itraconazol durante 48 horas en presencia de 10 ng/ml de TGF-B1en
medio estrellado hepatico. Después de la fijacién y la tincién con un anticuerpo anti-actina del masculo liso, la
morfologia celular se analizé con un lector de imagenes de Cellomics (Figura 1 para imagenes representativas). Las
células se analizaron para determinar el area celular media de la tincién de a-SMA (Figura 5a) o la intensidad de
fluorescencia media de la tincién de SMA (Figura 5b). En este ensayo, el itraconazol indujo de manera reproducible
disminuciones dependientes de la dosis tanto en el drea celular media como en la tincién de actina del mulsculo liso
alfa, lo que indica la inhibicién de la transdiferenciacién y activaciéon de miofibroblastos.

Analisis de transferencia Western de proteinas relacionadas con fibrosis en células expuestas a TGFpe
itraconazol (Itra)

Se sembraron fibroblastos de pulmén humano a 10 5 células por pocillo en placas de 6 pocillos en medio de
ensayo (suero bovino fetal al 2%, DMEM). Después de 24 incubaciones, el medio se cambié a medio de ensayo que
contenia TGF-B1 (10 ng/ml) y se tratdé simultdneamente con itraconazol (10 pm), SB431542 (10 pm) o control del
vehiculo (Figura 6). Después de la incubacion durante 48 horas, las células fueron cosechadas por breve tripsinizacion
y centrifugacién. Las células se lisaron en Cell Lytic M (Sigma) y las concentraciones de lisado se normalizaron
mediante lecturas de absorcion a 260 nm. Las muestras se hirvieron en tampén de muestra 2X y 10% de
betamercaptoetanol. Se cargaron tres microgramos de lisado en cada linea de gel y luego se separaron por SDS-
PAGE en geles Bis-Tris al 10% y luego se transfirieron mediante transferencia semiseca a membranas de PVDF.
Después de bloquear la leche al 5% en solucién salina tamponada con TRIS con Tween-20 (0,1%), las membranas
se expusieron a los anticuerpos primarios apropiados. Las transferencias se incubaron con anticuerpos secundarios
conjugados con HRP y se visualizaron usando pelicula y sustrato quimioluminiscente SuperSignal West Dura (Pierce).
En este ensayo, el itraconazol indujo de manera reproducible una disminucién dependiente de la dosis en los niveles
de los niveles inducidos de proteina de actina del musculo liso alfa, lo que indica la inhibicién de la transdiferenciacién
y activacién de miofibroblastos.

Analisis de expresidn génica de fibroblastos de pulmén humano tratados con itraconazol

Se sembraron fibroblastos de pulmén humano a 10° células por pocillo en placas de 6 pocillos en medio de
ensayo (suero bovino fetal al 2% en DMEM). Después de 24 horas, el medio se cambié a medio de ensayo que
contenia TGF-B1(10 ng/ml) e itraconazol (500 nM). Después de 48 horas de incubacién a 37°C, las células fueron
cosechadas por breve tripsinizacién y centrifugacién. EI ARN se extrajo con el kit RNeasy (Qiagen) y el ADNc se
amplificé con el kit de sintesis de primer filamento SuperScript lll (Life Technologies). Las reacciones de gPCRs se
llevaron a cabo utilizando un kit de matriz de PCR RT2 Profiler centrado en fibrosis con placa suministrada y reactivos.
Los datos se analizaron usando N = 1 por reaccién por condicién de tratamiento. Los datos se expresaron como
regulacién de pliegue en relacién con una muestra no tratada con TGF-B1 (Figura 7a). Los datos sin procesar de la
matriz de PCR RT2 Profiler centrada en fibrosis se muestran en la Figura 7b. En este ensayo, el itraconazol indujo de
forma reproducible cambios dependientes de la dosis en multiples genes relacionados con la fibrosis, lo que indica la
inhibicién de la transdiferenciacién y activacién de miofibroblastos.

La actividad anti-fibrética de itraconazol y analogos de la misma no fue resultado de la inhibicién de P450
asociada con la actividad antifingica. El itraconazol inhibié las vias de sefializacién pro-fibrética de VEGF y Hedgehog.

Anadlisis qPCR de genes relacionados Hedgehog en células estrelladas hepaticas de rata tratados con
itraconazol
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Las células hepéticas de rata estrelladas se sembraron a 10° células por pocillo en placas de 6 pocillos
recubiertas con poli-D-lisina en medio celular estrellado (Sciencell) y se dejaron proliferar hasta la confluencia completa
(~2 semanas). El medio se cambié luego a DMEM y suero bovino fetal al 0,5% con 1 ug/ml de SHH-N (sistemas de |
+ D). Las células fueron tratadas con SHH-N y compuestos (ciclopamina 5 um (control positivo), itraconazol 1 um)
durante 24 horas. Las células fueron cosechadas por breve tripsinizacién y centrifugacién. El ARN se extrajo con el kit
RNeasy (Qiagen) y el ADNc se amplific con el kit de sintesis de primer filamento SuperScript Ill (Life Technologies).
gPCR se realiz6 utilizando una mezcla maestra verde SYBR (Takara). Los niveles relativos de PTCH1 (homélogo
parcheado de proteina 1) y mRNA GLI1 (dedo de zinc de la familia GLI 1) (ver Figuras 8a y 8b; los datos brutos para
ambos experimentos qPCR se muestran en la Figura 8c) indicaron que el itraconazol inhibe la sefializacién de
Hedgehog en células estrelladas hepaticas de rata.

Analisis de transferencia Western de COL1-GFP HSCs después de knockdown de Smoothened

HSC de COL1-GFP (una linea de células estrelladas hepaticas de ratén inmortalizada con GFP en el locus
de colageno) se sembraron a 7,5° células por pocillo en medio de ensayo (suero bovino fetal al 10%, DMEM). Después
de 24 horas, las células se transdujeron con particulas lentivirales. Después de 24 horas de incubacién con particulas
virales, las células se cambiaron a medio de ensayo nuevo y se incubaron durante 48 horas. Las células se lisaron en
Cell Lytic M (Sigma) y las concentraciones de lisado se normalizaron mediante lecturas de absorcién a 260 nm. Las
muestras se hirvieron en tampén de muestra 2X y 10% de beta-mercaptoetanol. Se cargaron cantidades iguales de
lisado en cada linea de gel y luego se separaron por SDS-PAGE en geles Bis-Tris al 10% y luego se transfirieron por
transferencia semiseca a membranas de PVDF. Después de bloquear la leche al 5% en solucién salina tamponada
con TRIS con Tween-20 (0,1%), las membranas se expusieron a los anticuerpos primarios apropiados. Las
transferencias se incubaron con anticuerpos secundarios conjugados con HRP y se visualizaron usando pelicula y
sustrato quimioluminiscente SuperSignal West Dura (Pierce); ver Figura 9. Las construcciones para los shARN
entregados lentiviralmente se obtuvieron de Sigma como reservas de glicerol de MISSION. Los lentivirus se
empagquetaron usando células 293T y vectores de empaquetamiento pMD2.G y pSPAX2. Los clones 71, 12 y 95
corresponden a shARN a SMO y pLKO es el plasmido SCH002 que codifica un shARN no dirigido. La eliminacién de
SMO mediada por shARN y la inhibicidén resultante de la sefializacién de Hedgehog en células estrelladas hepaticas
de rata recapitularon parcialmente la actividad antifibrética de itraconazol.

Analisis de transferencia Western de patron de migracion VEGFR2 después del tratamiento con itraconazol

Las células hepaticas de rata quiescentes estrelladas se sembraron a 10° células por pocillo en placas de 6
pocillos recubiertos con poli-D-lisina en medio de células estrelladas (Sciencell). Después de 24 horas de incubacién,
las células fueron tratadas con varias dosis de itraconazol durante 24 horas. Las células fueron cosechadas por breve
tripsinizacién y centrifugacion. Las células se lisaron en Cell Lytic M (Sigma) y las concentraciones de lisado se
normalizaron mediante lecturas de absorcién a 260 nm. Las muestras se hirvieron en tampén de muestra 2X y 10%
de beta-mercaptoetanol. Se cargaron cantidades iguales de lisado en cada linea de gel y luego se separaron por SDS-
PAGE en geles Bis-Tris al 10% y luego se transfirieron por transferencia semiseca a membranas de PVDF. Después
de bloquear la leche al 5% en solucién salina tamponada con TRIS con Tween-20 (0,1%), las membranas se
expusieron a los anticuerpos primarios apropiados. Las transferencias se incubaron con anticuerpos secundarios
conjugados con HRP y se visualizaron usando pelicula y sustrato quimioluminiscente SuperSignal West Dura (Pierce),
ver Figura 10. El itraconazol inhibié la glicosilaciéon y el trafico de VEGFR2, causando asi una inhibicién de la
sefializacion de VEGF pro-fibrética en células estrelladas hepaticas de rata.

Analisis de transferencia Western de células estrelladas hepaticas de rata tratadas con combinaciones de
compuestos inhibidores de VEGFR y Hedgehog

Se sembraron células estrelladas hepaticas de rata inactivas en 10° células por pocillo en platos de 6 pocillos
recubiertos con Poli-D-Lisina en medio de células estrelladas (Sciencell) Después de 24 horas de incubacién, las
células se cambiaron a medio celular estrellado que contiene 10 ng/ml de TGF-B1y las combinaciones de compuestos
indicadas. Después de 48 horas de tratamiento, las células se cosecharon por breve tripsinizacidén y centrifugacion.
Las células se lisaron en Cell Lytic M (Sigma) y las concentraciones de lisado se normalizaron mediante lecturas de
absorcién a 260 nm. Las muestras se hirvieron en tampén de muestra 2X y 10% de beta-mercaptoetanol. Se cargaron
tres microgramos de lisado en cada linea de gel y luego se separaron por SDS-PAGE en geles Bis-Tris al 10% y luego
se transfirieron mediante transferencia semiseca a membranas de PVDF. Después de bloquear la leche al 5% en
solucién salina tamponada con TRIS con Tween-20 (0,1%), las membranas se expusieron a los anticuerpos primarios
apropiados. Las transferencias se incubaron con anticuerpos secundarios conjugados con HRP y se visualizaron
usando pelicula y sustrato quimioluminiscente SuperSignal West Dura (Pierce); ver Figura 11. La inhibicién
farmacolégica de la sefalizacion de VEGF o Hedgehog en células estrelladas hepaticas de rata recapituld
parcialmente la actividad antifibrética de itraconazol o anélogos de los mismos. La inhibicién farmacolégica dual de la
sefializacién de VEGF y Hedgehog en células estrelladas hepaticas de rata recapitulé la actividad antifibrética de
itraconazol.

Actividad de itraconazol y compuesto 42 en un ensayo de indicador hedgehog
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Se cosecharon células TM3-GLI-LUC (clon estable de células TM3 de ratén que expresan el indicador Gli-
Luc) y luego se sembraron a 5.000 células por pocillo en placas de 384 pocillos en 40 ul de medio de ensayo (DMEM:
F12 y suero bovino fetal al 2%). Los compuestos se disolvieron en DMSO en diluciones en serie y se transfirieron a
las placas de ensayo usando una cabeza de pintool de 100 nL en una estacién de trabajo automatizada Biomek.
Después de la transferencia de compuestos, se afiadieron 10 ul de medio de ensayo que contenia el agonista de
hedgehog de molécula pequefia SAG de tal manera que la concentracién final de ensayo de SAG era 10 nM o 400
nM. Las placas de ensayo se incubaron durante 48 horas antes de usar reactivos Bright-Glo para determinar las
sefiales de luminancia en un lector de placas Envision. La actividad relativa de GLI-LUC de las células TM3-GLI-LUC
expuestas a SAG 10 nM y las dosis indicadas de inhibidor se muestran en la Figura 12a. La actividad relativa de GLI-
LUC de las células TM3-GLI-LUC expuestas a SAG 400 nM y las dosis indicadas de inhibidor se muestran en la Figura
12b. N = 3 por dosis. El itraconazol y sus anéalogos inhibieron la sefializacién pro-fibrética de Hedgehog en células
estrelladas hepaticas de rata.

Analisis de transferencia Western de células estrelladas hepaticas humanas LX2 después de la eliminacién de
VEFGR1, VEGFR2 o SMO.

Las células LX2 (una linea de células estrelladas hepéticas humanas inmortalizadas, laboratorio de Scot
Friedman) se colocaron en placas a 10° células por pocillo en medio de ensayo (suero bovino fetal al 10%, DMEM).
Después de 24 horas, las células se transdujeron con particulas lentivirales. Después de 24 horas de incubacién con
particulas virales, las células se cambiaron a medio de ensayo nuevo y se incubaron durante 48 horas. Las células se
lisaron en Cell Lytic M (Sigma) y las concentraciones de lisado se normalizaron mediante lecturas de absorcién a 260
nm. Las muestras se hirvieron en tampén de muestra 2X y 10% de beta-mercaptoetanol. Se cargaron cantidades
iguales de lisado en cada linea de gel y luego se separaron por SDS-PAGE en geles Bis-Tris al 10% y luego se
transfirieron por transferencia semiseca a membranas de PVDF. Después de bloquear la leche al 5% en solucién
salina tamponada con TRIS con Tween-20 (0,1%), las membranas se expusieron a los anticuerpos primarios
apropiados. Las transferencias se incubaron con anticuerpos secundarios conjugados con HRP y se visualizaron
usando pelicula y sustrato quimioluminiscente SuperSignal West Dura (Pierce); ver Figura 13. Las construcciones para
los shARN entregados lentiviralmente se obtuvieron de Sigma como reservas de glicerol de MISSION. Los lentivirus
se empaquetaron usando células 293T y vectores de empaquetamiento pMD2.G y pSPAX2. El clon 65 corresponde a
un shARN dirigido a SMO, 31 y 32 corresponden a un shARN dirigido a VEGFRA1, los clones 86 y 87 corresponden a
un shARN dirigido a VEGFR2, y pLKO es el plasmido SCH002 que codifica un shARN no dirigido. La eliminacién
genética de la sefializacion de VEGF y Hedgehog en células estelares humanas inhibid la activacién de miofibroblastos
pro-fibréticos y recapituld parcialmente la actividad anti-fibrética de itraconazol y sus anélogos.

La Tabla 1 siguiente muestra datos analiticos compuestos (RMN y EM) asi como su actividad biolégica. La
CEso para la actividad (imagen y occidental) se clasifica como: +++ = <500 nM; ++ =500 nM a 5 um; + =5 a 30 pm).
Los compuestos 1, 2, 4 - 14, 16, 17, 19 - 23, 26, 27, 29, 84, 100 y 101 son compuestos de referencia.

Tabla 1
Com Datos de
ne P | Estructura caracterizaciéon | Actividad
(RMN y LCMS)
G
Ct .
ITZ 10 Cis racemato +++

NMN”“" )
POS < S Cis racemato +
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Comp

Datos de
caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

Estructura
v
NN} e s Q
&»f} %@Qh{}’j\?b
W

Cis racemato LC-MS:
m/z 6730 (M+H) 'H
RMN (400 MHz,
CDCls): 8,21 (s, 1H),
7,89 (s, 1H), 7,62 (s,
1H), 7,49 (m, 1H),
7,42 (d, J = 7,2 Hz,
2H), 7,03 (d, J = 7,6
Hz, 2H), 6,94 (d, J =
7,2 Hz, 2H), 6,88 (m,
2H), 6,79 (d, J = 52
Hz, 2H), 4,70 (dd, J =
16,4 Hz, 11,6 Hz, 2H),
4,41 (m, 1H), 4,29 (m,
1H), 3,98 (dd, J = 6,8
Hz, 5,2 Hz, 1H), 3,83-
3,77 (m, 2H), 3,49 (dd,
J = 8,0 Hz, 52 Hz,
1H), 3,37-3,35 (m,
4H), 3,24-3,22 (m,
4H), 1,86 (m, 1H),
1,72 (m, 1H), 1,38 (d,
J =52 Hz, 3H), 0,90
(t, J=6,0 Hz, 3H).

++

LC-MS. miz 673,0
(M+H) 'H RMN (400
MHz, CDCls): 7,73 (d,
J =08 Hz, 1H), 7,65
(d, J = 0,8 Hz, 1H),
7,62 (s, 1H), 7,49 (m,
1H), 7,43 (d, J = 7,2
Hz, 2H), 7,03 (d, J =
7,2 Hz, 2H), 6,93 (d, J
= 7,6 Hz, 2H), 687
(m, 2H), 6,77 (d, J =
7.2 Hz, 2H), 4,90 (s,
2H), 4,41 (m, 1 H),
429 (m, 1 H), 3,96
(dd, J = 6,8 Hz, 5,6
Hz, 1H), 3,81 (dd, J =
96 Hz, 4 Hz, 1H),
3,75 (dd, J = 7,6 Hz,
3,6 Hz, 1H), 3,38-3,35
(m, 5H), 3,24-3,22 (m,
4H), 1,85 (m, 1H),
1,72 (m, 1H), 1,39 (d,
J =52 Hz, 3H), 0,90
(t, J = 6,0 Hz, 3H).

++
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Comp

Estructura

Datos

de

caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

¥

Mf
O

k3

“g:j} Y &
OO0

LC-MS: m/z
673,0 (M+H) H
RMN (400 MHz,
CDCls): 7,62 (s,
1H), 7,58 (s,
1H), 7,57 (s,

1H),
(m,

(m,
(m,
(m,
(m,

7,46-7,42

3H),
2H),
2H),
2H),
2H),

7,03
6,95
6,87
6,81
5,00

(dd, J =24,4 Hz,

11,6 Hz,

4,42
4,30
3,99

(m,

(m,
(m,

3,97-3,81

2H),
1H),
1H),
1H),

(m,

2H), 3,50 (dd, J
=7,6 Hz, 5,6 Hz,
1H), 3,37 (m,
), 3,25 (m,
), 1,

), 1,70 (m,
), 1,38 (d,

Hz, 3H).

LC-MS: m/z
686,1 (M+H) H
RMN (400 MHz,
CDCls): 7,62 (s,
1H), 7,55 (m,

1H), 7,44-7,30

, 3H),

AAAAAA

333333

12,0 Hz,

4,38
4,29
3,92

(m,
(m,
(m,

3,82-3,71

7,03
6,95
6,87
6,76
6,01
4,55

(dd, J = 28,8 Hz,

2H),
1H),
1H),
1H),

(m,

3H), 3,37 (br s,
., 325 (m,
. 225 (s,
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Comp

Estructura

Datos de
caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

CL-EM: m/z
687,0 (M+H)

Cis quiral LC-
MS: mfz 673,0
(M+H) 'H RMN
(400 MHz,
CDCls): 8,21 (s,
1H), 7,89 (s,
1H), 7,62 (s,
1H), 7,49 (m,
1H), 7,42 (d, J =
7,2 Hz, 2H),
7,03(d,J=786
Hz, 2H), 6,94 (d,
J =7,2 Hz, 2H),
6,88 (m, 2H),
6,79 (d, J =52
Hz, 2H), 4,70
(dd, J = 16,4 Hz,
11,6 Hz, 2H),
4,41 (m, 1H),
429 (m, 1H),
3,98 (dd, J=6,8
Hz, 5,2 Hz, 1H),
3,83-3,77 (m,
2H), 3,49 (dd, J
=8,0Hz, 5,2 Hz,
1H), 3,40 (br s,
4H), 3,28 (br s,
4H), 1,86 (m,
1H), 1,72 (m,
1H), 1,38 (d, J =
52 Hz, 3H)
0,90 (t, J = 6,0
Hz, 3H).

++
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(Continuacién)

Estructura

Datos de
caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

Trans racemato LC-
MS: m/z 673,0 (M+H)
'H RMN (400 MHz,
CDCls): 8,20 (s, 1 H),
7,92 (s, 1 H), 7,62 (s,
1H), 7,52 (m, 1H),
7,44 (d, J = 7,2 Hz,
2H), 7,04 (d, J = 5,6
Hz, 2H), 6,88-6,80 (m
4H), 6,72 (m, 2H)
4,66 (dd, J = 16,8 Hz,
11,6 Hz, 2H), 4,29 (m,
1H), 4,18 (m, 1H),
4,01 (dd, J = 6,8 Hz,
5,2 Hz, 1H), 3,93 (dd,
J =72 Hz, 36 Hz
1H), 3,85 (m, 2H),
3,50-3,11 (m, 8H),
1,86 (m, 1H), 1,72 (m
1H), 1,38 (d, J = 5,6
Hz, 3H), 0,90 (t, J =
6,0 Hz, 3H).

LC-MS. miz 7230
(M+H) 'H RMN (400
MHz, CDCls): 8,02 (d,
J = 80 Hz, 1H), 7,74
(d, J = 6,8 Hz, 1H),
7,62 (s, 1H), 7,54 (m
1H), 7,47-7,42 (m,
3H), 7,34 (m, 1H),
7,03 (d, J = 7,2 Hz,
2H), 6,95-6,86 (m,
4H), 6,53 (d, J = 7,2
Hz, 2H), 5,15 (dd, J =
20,4 Hz, 12,0 Hz, 2H),
4,35 (m, 1H), 4,29 (m
1H), 3,88 (dd, J = 6,8
Hz, 5,2 Hz, 1H), 3,62
(dd, J = 6,8 Hz, 3,6
Hz, 1H), 3,41-3,37 (m,
5H), 3,22 (br s, 4H),
2,88 (m, 1H), 1,86 (m
1H), 1,72 (m, 1H),
1,39 (d, J = 56 Hz,
3H), 0,91 (¢, J = 6,0
Hz, 3H).

++

50




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2991 873 T3

(Continuacién)

Estructura

Datos de
caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

LC-MS: m/z 750,9
(M+H) "H RMN (400
MHz, CDCly): 8,12
(s, 1H), 7,62 (s, 1H),
7,51 (m, 1H), 7,44
(d, J = 7,2 Hz, 2H),
7,03 (d, J = 7,2 Hz,
2H), 6,95-6,88 (m,
4H), 6,84 (m, 2H),
4,65 (dd, J = 15,6
Hz, 12,0 Hz, 2H),
4,42 (m, 1H), 4,30
(m, 1H), 3,98 (dd, J
= 6,8 Hz, 56 Hz
1H), 3,86 (dd, J =
6,8 Hz, 4,0 Hz, 1H),
3,82 (dd, J = 7,6 Hz,
36 Hz, 1H), 3,52
(dd, J = 7,6 Hz, 4,8
Hz, 1H), 3,37 (br s,
4H), 3,25 (br's, 4H),
1,86 (m, 1 H), 1,72
(m, 1H), 1,39 (d, J =
5,6 Hz, 3H), 0,91 (t,
J =56 Hz, 3H).

10

LC-MS. miz 741,0
(M+H) "H RMN (400
MHz, CDCl): 8,33
(s, 1H), 7,63 (s, 1H),
753 (m, 1H), 7,44
(d, J = 6,4 Hz, 2H),
7,04 (d, J = 6,4 Hz,
2H), 6,93-6,89 (m,
4H), 6,82 (br s, 2H),
4,74 (dd, J = 14,0
Hz, 11,6 Hz, 2H),
4,43 (m, 1H), 4,30
(m, 1H), 3,99 (dd, J
= 6,8 Hz, 56 Hz
1H), 3,83 (dd, J =
6,8 Hz, 4,4Hz, 1H),
3,79 (m, 1 H), 3,51
(m, 1 H), 3,38 (br s,
4H), 3,25 (br's, 4H),
1,85 (m, 1 H), 1. 73
(m, 1H), 1,39 (d, J =
5,6 Hz, 3H), 0,91 (t,
J = 5,6 Hz, 3H).
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caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

11

Y . g
°‘®‘“C"@»~§§J\/

LC-MS: m/z
829,3 (M+H) 'H
RMN (400 MHz,
CDCls): 7,62 (s,

1H), 7,54 (m,
1H), 7,42 (d, J =
6,8 Hz, 2H),
7,03 (d, J =68
Hz, 2H), 6,96-
6,88 (m, 4H),
6,83 (m, 2H),
467 (dd, J =
240 Hz, 116
Hz, 2H), 4,43
(m, 1H), 4,29
(m, 1H), 3,97
(m, ), 3,90
(dd, J = 7,2 Hz,
4,0Hz, 1H), 3,85
(dd, J = 7,6 Hz,
40 Hz 1H)
3,50 (m, 1H),
3,37 (br s, 4H),
3,26 (br s, 4H),
1,87 (m, 1H)
1,72 (m, 1H),
1,39 (d, J = 5 2
Hz, 3H), 0,91 (t,
J =6,0 Hz, 3H).

12

7

ool
4
AV S
# % N "@-«4 N
® - &

52

LC-MS: m/z
723,0 (M+H) 'H
RMN (400 MHz,
CDCls): 7,88-
7,87 (m, 2H),
7,62 (s, 1H),
7,54 (m, 1H),
7,43 (m, 4H),
7,04 (d, J =72
Hz, 2H), 6,94-
6,83 (m, 4H),
6,41 (d, J =72
Hz, 2H), 5,30
(dd, J = 37,6 Hz,
9,6 Hz, 2H),
4,42 (m, 1H),
427 (m, 1H),
3,94 (dd, =772
Hz, 4,8 Hz, 1H),
3,89 (dd, J=6,8
Hz, 3,2 Hz, 1H)
3,53 (br s, 1H),
3,36 (br s, 4H),
3,22 (br s, 4H),
2,99 (m, )
1,85 (m, 1 H),
1,72 (m, 1 H),
1,39 (d, J =52
Hz, 3H), 0,91 (t,
J =6,0Hz, 3H).

H
H
H
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caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

13

Q

LC-MS: m/z
659,0 (M+H)

14

LC-MS: m/z
673,0 (M+H)

15

S

mxv Q EL?J\/

LC-MS: m/z
705,2 (M+H) 'H
RMN (400 MHz,
CDClz) & 7,64
(d, J = 0,7 Hz,
1H), 7,61 (s,
2H), 7,56 (d, J =
8,5 Hz, 1H),
7,51 - 7,40 (m,
3H), 7,23 (dd, J
= 8,4, 21 Hz
1H), 7,09 - 7,03
(m, 2H), 6,98 -
6,91 (m, 2H),
6,84 - 6,77 (m,
2H), 5,25 - 5,03
(m, 3H), 4,46 -
4,36 (m, 1H),
4,36 - 4,27 (m,
1H), 3,98 - 3,84
(m, 3H), 3,48
(dd, J =95, 71

++
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Comp

Estructura

Datos de
caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

16

LC-MS: m/z
755,3 (M+H) 'H
RMN (400 MHz,
MeOD) & 8,12
(d, J = 0,6 Hz,
1H), 7,86 - 7,77
(m, 2H), 7,65 (d,
J =8,5Hz, 1H),
7,60 (d, J =21
Hz, 1H), 7,58 -
7,53 (m, 2H),
7,48 - 7,36 (m,
4H), 7,33 (dd, J
= 8,5 21 Hz
1H), 7,27 - 7,20
(m, 2H), 6,72 (d,
J = 8,8 Hz, 2H),
554 - 529 (m,
2H), 4,56 - 4,37
(m, 1H), 4,34 -
4,18 (m, 1H),
4,04 - 3,84 (m,
2H), 3,68 (m,
8H), 3,61 - 3,44
(m, 2H), 1,88
(m, 1H), 1,76
(m, 1H), 1,41 (d,
J =6,7 Hz, 3H),
0,9 (t, J =74
Hz, 3H).

17

\@\\’3&.@;\&9\/

-
pv==

Trans-racémica
LC-MS: m/z
755,3 (M+H) 'H
RMN (400 MHz,
CDClz) & 7,95 -
7,86 (m, 2H),
7,63 (dd,J=4,86,
3,9 Hz, 2H),
7,49 - 7,37 (m,
5H), 7,18 (m,
1H), 7,08 - 7,01
-(m, 2H), 6,92
6,84 (m, 2H),
6,72 - 6,61 (m,
2H), 5,42 - 5,27
(m, 3H), 4,38 -
4,22 (m, 2H),
4,01 - 3,90 (m,
2H), 3,89 - 3,76
(m, 2H), 3,36

4H), 3,22

4H), 1,90

1H), 1,74
1H), 1,41 (d,
J =6,8 Hz, 3H),
0,87 (t, J =72
Hz, 3H).

m
m

e e —

m,
m,
m,
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caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

18

e

W

63:{&)

LC-MS trans-
racémica: m/z 705,2
(M+H) "H RMN (400
MHz, CDCls) & 7,63
(d, J = 6,7 Hz, 3H),
7,55 (d, J = 8,5 Hz,
1H), 7,49 - 7,39 (m,
3H), 7,17 (dd, J = 8,5,
2,1 Hz, 1H), 7,08 -
6,99 (m, 2H), 6,96 -
6,84 (m, 2H), 6,77 -
6,63 (m, 2H), 519 -
4,96 (m, 2H), 4,32 (m
2H), 4,03 (m, 1H),
3,95 (m, 1H), 3,86 (m,
1H), 3,75 (m, 1H),
3,30 - 3,15 (m, 4H),
1,88 (m, 1H), 1,81 -
1,64 (m, 1H), 1,41 (d,
J =86,7 Hz, 3H), 0,92
(t, J=7,4Hz 3H).

19

2 &J\"{}”{:}\@‘E‘*

LC-MS: miz 7043
(M+H) 'H RMN (400
MHz, CDCl) & 7,64
(d, J = 0,6 Hz, 1H),
7,60 (d, J = 8,4 Hz,
1H), 7,54 (s, 1H), 7,49
(d, J = 2,1 Hz, 1H),
7,47 - 7,41 (m, 2H
731 -725
7,09 - 7,01
6,99 - 6,91
6,87 - 6,77
462 - 440 (m, 2H
4,39 - 426 (m, 2H
3,89 (dd, J = 8 4,65
Hz, 1H), 3,82 - 3,71
(m, 2H), 3,41 - 3,34
(m, 4H), 3,31 (dd, J =
9,6, 6,8 Hz, 1H), 3,29

18 (m, 4H), 1,95 -
1 (m, 1H), 1,79
6 (m, 1H), 1,41 (d,
6,7 Hz, 3H), 0,92
= 7,4 Hz, 3H).

3H
3H
2H

N e e e e e e

3,
,8
,6

1
1
J:
t,J

++
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(RMN y LCMS)
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20

el

LC-MS: m/z
754,3 (M+H) 'H
RMN (400 MHz,
MeOD) & 9,43
(s, 1H), 8,11 (d,
J =06 Hz, 1H),
8,08 - 7,99 (m,
1H), 7,86 (d, J =
8,4 Hz, 1H),
7,73 - 7,67 (m,
2H), 7,62 (m,
1H), 7,58 - 7,46
(m, 4H), 7,21
(m, 3H), 6,57 (d,
J = 8,9 Hz, 2H),
5,33 - 505 (m,
3H), 4,51 - 4,36
(m, 2H), 4,33 -
4,17 (m, 1H),
3,89(dd,J=8,5,
7,4 Hz, 1H),
3,79(dd, J=8,5,
49 Hz, 1H),
3,71 (dd, J =
10,6, 31 Hz
1H), 3,60 - 3,46
(m, 9H), 1,89
(m, 1H), 1,82 -
1,72 (m, 1H),
1,41 (d, J = 6,7
Hz, 3H), 0,90 (t,
J=74Hz 3H).

++

21

LC-MS: m/z
716,2 (M+H) 'H
RMN (400 MHz,
MeOD) & 8,98
(s, 1H), 8,65 (s,
2H), 8,10 (s,
1H), 7,63 (d, J =
8,4 Hz, 1H),
7,58 (d, J =21
Hz, 1H), 7,54 -
7,46 (m, 2H),
7,36 (dd, J=8,5,
2,1 Hz, 1H),
7,20 (m, 4H),
6,87 (d, J = 9,0
Hz, 2H), 4,35
(m, 1H), 4,25
(m, 2H), 3,96 -
3,66 (m, 4H),
3,57 - 3,38 (m,
8H), 1,89 (m,
1H), 1,75 (m,
1H), 1,40 (d, J =
6,7 Hz, 3H),
0,9 (t, J =74
Hz, 3H).

++
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22

LC-MS: m/z 7162
(M+H) "H RMN (400
MHz, CDCls) & 9,13
(dd, J = 2,2, 1.2 Hz,
1H), 9,03 (dd, J =
52, 12 Hz, 1H),
7,64 (d, J = 0,6 Hz,
1H), 7,53 - 7,48 (m,
2H), 7,48 - 7,42 (m,
2H), 7,36 (dd, J =
52, 23 Hz, 1H),
7,24 (dd, J = 8,4, 2,1
Hz, 1H), 7,08 - 7,04
(m, 2H), 6,99 - 6,93
(m, 2H), 6,79 - 6,73
(m, 2H), 4,36 - 4,28
(m, 2H), 3,85 (dd, J =
84, 68 Hz, 1H),
3,79 (dd, J = 8,5, 5,0
Hz, 1H), 3,74 (dd, J
= 9,7, 5,0 Hz, 1H),
3,56 - 3,51 (m, 1H),
3,48 (d, J = 13,8 Hz,
1H), 3,44 - 3,35 (m,
5H), 3,26 (dd, J =
6,5, 3,6 Hz, 4H),
1,87 (m, 1H), 1,80 -
1,71 (m, 1H), 1,42
(d, J = 6,7 Hz, 3H),
093 (t, J = 7,4 Hz,
3H).

+++

23

LC-MS. miz 7152
(M+H) "H RMN (400
MHz, CDCls) 5 8,51 -
8,44 (m, 2H), 7,64
(m, 1H), 7,51 - 7,42
, 7,24 - 715
, 7,10 - 7,03
, 7,00 - 6,91
, 6,80 - 6,71

4,39 - 427
3,90 - 3,79

), 3,59 - 3,45
, 3,45 - 333
,3,32-319
4H), 1,87 (m,
78 (m, 1H),
= 6,7 Hz,

t J=74

4H)
3H)
2H)
2H)
2H)
2H)
2H)
3H)
5H)

~I3333333333

I'n

N
Oja
W

),

= ©

T w
N
w
T

+++
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(Continuacién)

Estructura

Datos de
caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

24

e.wn

“‘&Q~

%ka/

\;N

LC-MS: m/z 706,3
(M+H) "H RMN (400
MHz, CDCls) & 8,28
(dd, J = 2,8, 0,7 Hz,
1H), 7,75 (dd, J =
91, 2,8 Hz, 1H),
7,61 (d, J = 22 Hz,
3H), 7,56 (d, J = 8,4
Hz, 1H), 7,48 (d, J =
21 Hz, 1H), 7,23
(dd J=84,21Hz
H), 6,99 - 6,91 (M
2H), 6.84 - 6,76 (m,
3H), 5,26 - 4,97 (m,
2H), 4,46 - 4,36 (m,
H), 4,34 - 4,24 (m,
H), 4,01 - 3,83 (m
3H), 3,83 - 3,73 (m
4H), 3,46 (dd, J
9,5 7,1Hz, 1H
3.27 - 3,14 (m, 4H
80 -
4

)
),
1.89 (m, 1H), 1
1,72 (m, 1H), 1

(s, 2H), 0,94 (d, J =
7,4 Hz, 3H).

2

++

25

«««««

LC-MS. m/z 7062
(M+H) "H RMN (400
MHz, CDCls) & 8,28
(dd, J = 2,8, 0,7 Hz,
1H), 7,75 (dd, J =
91, 2,8 Hz, 1H),
7,61 (d, J = 22 Hz,
3H), 7,56 (d, J = 8,4
Hz, 1H), 7,48 (d, J =
21 Hz, 1H), 7,23
(dd, J = 8,4, 2,1 Hz,

H), 6,99 - 6,91 (

H), 6,84 - 6,76 (

H), 5,26 - 4,97 (

H), 4,46 - 4,36 (
H), 4,34 - 4,24 (
1H), 4,01 - 3,83 (

) (
4H) J

3333333

H), 3,83 - 3,73

, 3,46 (dd,
9,5, 7,1Hz,
3,27 - 3,14 (m,
1,89 (m, 1H), 1
1,72 (m, 1H), 1,42
(d, J = 6,4 Hz, 3H),
0,94 (d, J = 7,4 Hz,
3H).

[

1H
4H
80
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(Continuacién)

Comp Estructura

Datos de
caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

26

LC-MS: m/z
7153 (M+H) 'H
RMN (400 MHz,
CDCl3) 6 8,48
(m, ), 7,64
), 7,55
), 7,46

2333

(m
(
(
(

H

N
RN
T
~
N
(@)]

3,81
2H), 3,72
(m, 1H), 349-
3,34 (m, 7H),
3,27 - 3,14 (m
4H), 1,89 (m,
1H), 1,80 - 1,72
(m, 1H), 1,42 (d,
J = 6,4 Hz, 3H),
0,94 (d, J = 7,4
Hz, 3H).

(
(
(
(
(
(

3333333
N
CEEEEE
>
«Q

++

27

LC-MS: m/z
704,2 (M+H) 'H
RMN (400 MHz,
CDClz) & 7,64
(d, J = 0,6 Hz,
1H), 7,60 (d, J =
8,5 Hz, 1H),
7,51 (td, J=2,3,
0,7 Hz, 2H),
7,49 - 7,41 (m,
3H), 7,25 (dd, J
= 8,4, 21 Hz
1H), 7,08 - 7,02
(m, 2H), 6,99 -
6,90 -(m, 2H),
6,83 6,74 (m,
2H), 6,24 (t, J =
2,1 Hz, 1H),
4,91 - 463 (m,
2H), 4,45 - 424
(m, 2H), 3,94 -
3,74 (m, 3H),
3,43 - 3,30 (m,
5H), 3,29 - 3,15
(m, 4H), 1,94 -
1,85 (m, 1H),
1,76 (m, 1H),
1,42 (d, J =64
Hz, 3H), 0,94 (d,
J=7,4Hz 3H).
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(Continuacién)

Comp Estructura

Datos de
caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

28

LC-MS: m/z
721,3 (M+H) 'H
RMN (400 MHz,
MeOD) & 8,09
(s, 1H), 7,57 -
7,50 (m, 5H),
7,43 (d, J =89
Hz, 2H), 7,30
(dd, J = 8,6, 2,1
Hz, 2H), 7,24 -
7,17 (m, 2H),
7,12 - 7,02 (m,
2H), 511 (m,
2H), 4,49 - 4,38
(m, 1H), 4,17
(m, 1H), 3,99
(m, 3H), 3,93 -
3,76 (m, 2H),
3,70 - 3,50 (m,
8H), 1,40 (d, J =
6,9 Hz, 3H),
1,28 (d, J =64
Hz, 3H).

++

29

LC-MS: m/z
732,2 (M+H) 'H
RMN (400 MHz,
MeOD) & 9,16
(s, 1H), 9,04 (s,
1H), 8,10 (d, J =
7,5 Hz, 1H),
7,72 (d, J =40
Hz, 1H), 7,67 (d,
J =8,5Hz, 1H),
7,59 (d, J =21
Hz, 1H), 7,54
(dd, J =91, 2,7
Hz, 2H), 7,49 (d,
J =77 Hz, 2H),
7,39(dd,J=8,5,
2,1 Hz, 1H),
7,29 - 7,17 (m,
2H), 6,95 (d, J =
8,7 Hz, 2H),
4,42 - 433 (m,
1H), 4,16 (h, J =
7,1 Hz, 1H),
4,04 - 3,95 (m,
1H), 3,92 - 3,79
(m, 3H), 3,72 (s,
4H), 3,64 (q, J =
6,8, 5,1 Hz, 4H),
3,61 - 3,50 (m,
2H), 1,48 (d, J =
6,8 Hz, 3H),
1,15 (d, J = 6,3
Hz, 3H).

+++
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(Continuacién)

Comp Datos de
no Estructura caracterizacién Actividad
(RMN y LCMS)
LCMS: 100% a 262
nm;, miz 67141
(M+H). "H RMN
(400 MHz, CDk):
0,90-0,94 (t, J=7,2
Hz, 3H), 1,40 - 1,42
(d, J = 6,4 Hz, 3H)
1,72-1,77 (m, 1H),
1,85-1,90 (m, 1H),
3,17 - 3,36 (m, 4H),
3,41-3,43 (m, 5H),
30 3,77-3,80 (m, 1H), | ++
3,86-3,90 (m 2H),
4,29-4,34 (m, 1H),
4,37-4,38 (m, 1H),
4,84 (s, 2H), 6 82 (s,
2H), 6,90—6,91 (m,
2H), 7,05-7,07 (d, J
= 8,8 Hz, 2H), 7,35-
7,37 (d, J = 8,8 Hz,
2H), 7,46-7,54 (d, J
= 8,4 Hz, 4H), 7,63-
7,65 (m, 3H).
LCMS: 100% a 262
a e} nm; m/z 70546
(M+H). "H RMN
(400 MHz, CDk):
0,90-0,94 (t, J=7,2
;q.—x o »}’ Hz, 3H), 1,40-1,42
—@. Y (d, J = 6,4 Hz, 3H),
”‘"* 1,70-1,77 (m, 1H),
1,85-1,92 (m, ),
3,27-3,39 (s, ),
3,39-3,47 (s, 4H),
3,48-3,51 (m, 1H),
31 3,80-3,84 (m, ), | ++
3,89-3,95 (m, )
4,29-4,34 (m, 1H),
4,38-4,42 (m, 1H),

4.83 (s, 2H), 6,80-
6,82 (d, J = 8,8 Hz,
2H), 6,961 (s, 2H),
7,04-7,07 (d, J = 9,2
Hz, 2H), 7,36-7,40
(m, 3H), 7,44-7,46
(d, J = 8,8 Hz, 2H),
7,64 (d, J = 2,8 Hz,
3H).
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(Continuacién)

Estructura

Datos de
caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

32

LCMS: 100% a 262
nm; m/z 671,41
(M+H). "H RMN (400
MHz, CDls): 0,90-0,94
(t, J = 7,6 Hz, 3H),
1,40-1,43 (d, J = 4,4
Hz, 3H), 1,69-1,79 (
1,85-1,92
3,26-3,51
3,82-3,88
3,93-3,96
4,29-4 34
, 4,37-443
1H), 5,08-5,11 (d, J =
14,4 Hz, 1H), 5,22-
5,25 (d, J = 14,4 Hz,
1H), 6,79-6,81 (d, J =
8,0 Hz, 2H), 6,91-6,95
(m, 2H), 7,02-7,07 (d,
J = 8,8 Hz, 2H), 7,24~
7,28 (m, 1H), 7,31-
7,35 (m, 1H), 7,44-
7,48 (m, 3H), 7,63-
7,68 (m, 4H)

3333333

)
)
9H),
)
)
)

e e e e e, =

33

LCMS: 99,39% a 262
nm; m/z 671,41
(M+H). "H RMN (400
MHz, CDls): 0,90-0,94
(t, J = 7,6 Hz, 3H),
1,40-1,43 (d, J = 6,8
Hz, 3H), 1,69-1,79 (m
1,83-1,92
3,27-3,44
3,77-3,81
3,86-3,94
4,29-4 34
, 4,36-4,42
1H), 4,84 (s, H)
6,79-6,81 (d, J = 84
Hz, 2H), 6,95 (s, 2H),
7,02-7,07 (d, J = 8,8
Hz, 2H), 7,30-7,37 (m
2H), 7,41-7,46 (m,
3H), 7,53-7,54 (d, J =
1,6 Hz, 1H), 7,63-7,65
(m, 3H).

3333333

)
)
9H),
)
)
)

AAAAAA

++
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(Continuacién)

Comp Estructura

Datos de
caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

34

LCMS: 100% a 262
nm; m/z 68256
(M+H). '™H RMN
(400 MHz, CDl):
0,90-0,94 (t, J=7,6
Hz, 3H), 1,25-1,28
(t, J = 7,6 Hz, 3H),
1,40-1,42(d, J=6,8
Hz, 3H), 1,68-1,77
(m, 1H), 1,85-1,90
(m, 1H), 2,66-2,71
(9, 2H), 3,29-3,33
(m, 5H), 3,42 (s,
4H), 3,72-3,75 (m,
1H), 3,80-3,83 (m,
1H), 3,89-3,93 (t, J =
8,4 Hz, 1H), 4,29-
4,39 (m, 2H), 4,85
(s, 2H), 6,78-6,80
(d, J = 8,8 Hz, 2H),
7,02-7,07 (m, 4H),
7,23-7,25(d, J=8,4
Hz, 2H), 7,44-7,50
(q, 4H), 7,64 (s, 3H).

++

35

LCMS: 99,39% a
262 nm; mfz 717,46
(M+H). '™H RMN
(400 MHz, CDl):
0,90-0,94 (t, =72
Hz, 3H), 1,40-1,43
(d, J = 6,8 Hz, 3H),
1,70-1,77 (m,
1,85-1,92 (m, 1H
3,28 (s, 4H),
3,45 (m, 5H),
3,81 (m, 1H),
3,92 (m, 2H), 4,29-
4,39 (m, 2H), 4,84
(s, 2H), 6,80-6,82
(d, J = 6,8 Hz, 2H),
6,95-6,96 (s, 2H),
7,05-7,07 (d, J=9,2
Hz, 2H), 7,40-7,47
(m, 4H), 7,51-7,53
(d, J = 84 Hz, 2H),
7,62-764 (d, J=7,2
Hz, 3H).

4
5
1

++
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(Continuacién)

Estructura

Datos de
caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

36

LCMS: 100% a 262
nm; m/z 705,36
(M+H). '™H RMN
(400 MHz, CDl):
0,90-0,94 (t, =72
Hz, 3H), 1,40-1,42
(d, J = 6,8 Hz, 3H),
1,72-1,75 (m, 1H),
1,84-1,88 (m, 1H),
3,26 (s, 4H), 3,39 (s,
4H), 3,46-3,50 (q,
1H), 3,79-3,83 (m,
1H), 3,91-3,92 (d, J
= 5,2 Hz, 2H), 4,30-
4,41 (m, 2H), 4,84
(s, 2H), 6,80-6,82
(d, J = 8,8 Hz, 2H),
6,95 (s, 2H), 7,04-
7,06 (d, J = 8,8 Hz,
2H), 7,32-7,35(dd, J
1=104HzyJ2=
2,0 Hz, 3H), 7,44-
7,46 (m, 3H), 7,60-
7,64 (m, 4H).

2213
Rm“:( Q}\-w

it

L

37

\0 - £ RN §

sy 3

LCMS: 99,81% a
262 nm; m/z 662,55
(M+H). '™H RMN
(400 MHz, CDl):
0,90-0,94 (t, =72
Hz, 3H), 1,40-1,43
(d, J = 4,8 Hz, 3H),
1,70-1,77 (m, 1H),
1,85-1,92 (m, 1H),
3,28 (s, 4H), 3,40 (s,
4H), 3,51-3,58 (q,
, 3,84-3,89 (m,

3,92-3,96 (m,
, 4,29-434 (m,
, 4,37-440 (m,
1H), 4,86 (s, 2H),
6,81-6,83 (d, J =8,8
Hz, 2H), 6,97 (s,
2H), 7,02-7,04 (d,
2H), 7,44-7,46 (d, J
= 8,8 Hz, 2H), 7,61-
7,64 (m, 5H), 7,66-
7,69 (m, 2H).

++
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(Continuacién)

Estructura

Datos de
caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

38

LCMS: 100% a
262 nm; m/z
705,41 (M+H).
"H RMN (400
MHz, CDl):
0,91-0,94 (t, J =
7,6 Hz, 3H),
1,40-1,42(d, J =
6,8 Hz, 3H),
1,72-1,77  (m,
1H), 1,85-1,90
(m, 1H), 3,17 (s,
1 H), 3,27 (s,
2H), 3,41-3,48
(m, 6H), 3,78-
3,82 (m, 1H),
3,89-3,92 (m,
2H), 4,29- 4,41
(m, 2H), 4,87 (s,
2H), 6,83-6,92
(m, 4H), 7,06-
7,08 (d, J =88
Hz, 2H), 7,46-
7,48 (d, J = 6,0
Hz, 2H), 7,63-
7,67 (m, 6H),
7,78798 (m,
1H).

++

39

LCMS: 96,30%
a 261 nm, m/z
667,46 (M+H).
"H RMN (400
MHz, CDl):
0,90-0,94 (t, J =
7,2 Hz, 3H),
1,40-1,42(d, J =
6,4 Hz, 3H),
1,70-1,77  (m,
1H), 1,85-1,92
(m, 1H), 3,26-
3,39 (m, 9H),
3,73-3,76  (m,
1H), 3,82-3,92
(m, 5H), 4,29-
4,39 (m, 2H),
4,84 (s, 2H),
6,80 (s, 2H),
6,90- 6,92 (m,
4H), 7,05-7,07
(d, J = 8,8 Hz,
2H), 7,45-7,49
(m, 4H), 7,63-
7,64 (d J =48
Hz, 3H).

++
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(Continuacién)

Datos de
caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

LCMS: 100% a 262
nm; m/z 651,45
(M+H). '™H RMN
(400 MHz, CDl):
0,90-0,94 (t, =72
Hz, 3H), 1,40-1,42
(d, J = 6,8 Hz, 3H),

1,70-1,77 (m, 1H),
1.85-1.90 (m, 1H),
2,38 (s, 3H), 3,16-
3,39 (m, 8H), 3,72-
3.76 (m, 2 ), 3,82-
3,85 (m, 1H), 3,88-
3.92 (m, 1H) 4,29 -

4,38 (m, 2H), 4,85
(s, 2H), 6,80 (s, 2H),
6,89 - 6,94 (m, 2H),
7,02-7,07 (d, J = 8,0
Hz, 2H), 7,20-7,22
(d, J = 8,0 Hz, 2H),
7,44-7.46 (d, J = 8,0
Hz, 4H), 7,64-7,65
(m, 3H).

++

C:’ MP | Estructura

n
oA
N ¥
SN

40
g
LA

avse:

ok

41

LCMS: 100% a 261
nm; m/z 65155
(M+H). '™H RMN
(400 MHz, CDl):
0,91-0,94 (t, J=7,6
Hz, 3H), 1,40-1,42
(d, J = 6,8 Hz, 3H),
1,72-1,77 (m, 1H),
1,85-1,90 (m, 1H),
2,65 (s, 3H), 3,29-
3,33 (m, 5H), 3,41
(s, 4H), 3,76-3,81
), 3,88-3,92
m, 1H), 4,30-4,36
), 4,87-4,95
g, 2H), 6,78-6,81
d, J = 8,4 Hz, 2H)
6, 97 7,00 (m, 2H),
7,02—7,07 (d, J=8,8
Hz, 2H), 7,21-7,24
(m, 2H), 7,45-7,47
(d, J = 8,8 Hz, 3H),
7,63-7,67 (m, 4H).

++
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(Continuacién)

Estructura

Datos de
caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

42

LCMS: 100% a 261
nm; m/z 637,45
(M+H). '™H RMN
(400 MHz, CDl):
0,92 (t, J = 7,6 Hz,
3H),1,41(d, J=6,8
Hz, 3H), 1,72-1,77
1,86-1,89
3,30-3,43
3,73-3,78
3,83-3,86
3,89-3,93
4,30-4,33
4,37-4,40
, 1H), 4,87 (s,
2H), 6,79-6,81 (d, J
= 8,0 Hz, 2H), 7,02-
7,07 (m, 4H), 7,38-
7,42 (m, 3H), 7,44-
7,47 (d, J = 8,8 Hz,
2H), 7,56-7,59 (m,
2H), 7,64 (m, 3H)

33333333
IZTIZIZIZ

e e e e e e, e

+++

43

[y

\e=N

LCMS: 100% a 262
nm; miz 70561
(M+H). '™H RMN
(400 MHz, CDl):
0,91-0,94 (t, J=7,6
Hz, 3H), 1,40-1,42
(d J = 6,4 Hz, 3H),
1,70-1,77 (m, 1H),
1,85-1,92 (m, 1H),
3,26 (s, ), 3,37-
3,41 ), 3,82-
), 3,90-
), 4,29-
), 4,94-
5,04. (Q, 2H), 6,78-
6,80 (d, J = 7,6 Hz,
2H), 6,95 (s, 2H),
7,04-7,07 (d, J=8,8
Hz, 2H), 7,44-7,46
(d, J = 84 Hz, 2H),
7,50-7,55 (m, 2H),
7,63-7,64 (m, 3H),
7,74-7,75(d, J=6,8
Hz, 1H), 7,80-7,83
(m, 1H).
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(Continuacién)

Estructura

Datos de
caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

44

LCMS: 99,84% a
261 nm; m/z 715,31
(M+H). '™H RMN
(400 MHz, CDl):
0,91-0,94 (t, J=7,6
Hz, 3H), 1,40-1,42
(d, J = 6,8 Hz, 3H),
1,70-1,77 |
1,85-1,92 (
3,08-3,09 (
3,25-3,27 (
3,37-3,40 (m,
3,51-3,55 (m,

(m

(

(

(

3% 33

3,83-3,85
3,92-3,94
4,30-4,33
4,38-4,40 (m, 1H),
4,88 (s, 2H), 6,80-
6,82 (d, J = 8,8 Hz,
2H), 6,95 -6,97 (d, J
= 8,8 Hz, 2H), 7,04-
7,06 (d, J = 9,2 Hz,
2H), 7,44-7,46 (d, J
= 8,8 Hz, 2H), 7,62-
7,64 (d, J = 8,0 Hz,
3H), 7,72-7,75 (d, J
= 8,8 Hz, 2H), 7,95-
7,97 (d, J = 8,8 Hz,
2H).

)
)
)
4H)
4H)
)
)
)
)

45

o 20 \ e LA

)
pE

LCMS: 100% a 262
nm; m/z 667,36
(M+H). '™H RMN
(400 MHz, CDl):
0,91-0,94 (t, J=7,6
Hz, 3H), 1,40-1,42
(d, J = 6,8 Hz, 3H),
1,72-1,77 (m, 1H),
1,85-1,90 (m, 1H),
3,26 (s, 4H), 3,34-
3,39 (m, 5H), 3,74-
3,77 (m, 1H), 3,82-
3,85 (m, 3H), 3,89-
3,91 (m, 2H), 4,31 -
4,38 (m 2H), 4,84
(s, 2H), 6,77-6,81 (s,
2H), 6,90-6,93 (d, J
= 8,8 Hz, 4H), 7,02-
7,07 (d, J = 9,2 Hz,
2H), 7,47-7,54 (m,
4H), 7,63-7,65 (m,
3H).

m,
m,
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(Continuacién)

Comp

Estructura

Datos de
caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

46

Gt

N

o]

My

(O

I

LCMS: 100% a 262
nm; m/z 719,51
(M+H). "H RMN (400
MHz, CDls): 0,91-0,94
(t, J = 7,2 Hz, 3H),
1,40-1,42 (d, J = 6,8
Hz, 3H), 1,72-1,77 (m,
1H), 1,85-1,90 (m,
1H), 2,16-2,19 (s, 3H),
3,25 (s, 4H), 3,38 (s,
4H), 3,48-3,52 (q,
1H), 3,91-4,00 (m,
3H), 4,29-434 (m,
1H), 4,39-4,41 (m
1H), 5,06-5,09 (d, J =
14,0 Hz, 1H), 5,17-
5,20 (d, J = 14,0 Hz,
1H), 6,69-6,71 (d, J =
8,0 Hz, 1H), 6,78-6,84
(m, 2H), 7,04-7,06 (d,
J =92 Hz, 2H), 7,20-
7,23(dd,J1=10,4Hz
yJ 2 =20 Hz 1H),
7,44-748 (m, 3H),
7,52-754 (d, J = 8,4
Hz 1H), 7,60-7,64 (m,
3H).

47

LCMS: 100% a 262
nm; m/z 752,51
(M+H). "H RMN (400
MHz, CDls): 0,90-0,94
(t, J = 7,6 Hz, 3H),
1,40-1,42 (d, J = 6,8
Hz, 3H), 1,69-1,77 (m,
1H), 1,83-1,92 (m,
1H), 3,34 (s, 4H),
3,45-3,52 (m, 5H),
3,85 (s, 3H), 3,94-
3,98 (m, 3H), 4,29-
4,34 (q, 1H), 4,41-
4,44 (q, 1H), 5,06-
5,10 (d, J = 14,4 Hz,
1H), 5,14-521 (d, J =
14,4 Hz, 1H), 6,60 (s,
1H), 6,73 (s, 1H),
6,82- 6,84 (d, J =88
Hz, 1H), 7,05-7,07 (d,
J = 8,8 Hz, 2H), 7,19-
7,22 (dd,J1=10,4Hz
yJ 2 =20 Hz 1H),
7,44-7,47 (m, 3H),
7,51-7,53 (d, J = 8,4
Hz, 1H), 7,60-7,65 (m,
3H).
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(Continuacién)

Comp Datos de
no Estructura caracterizacién Actividad
(RMN y LCMS)
LCMS: 100% a 262
G‘i nm; m/z 758,56
(M+H). 'H RMN
(400 MHz, CDls):
o 0,90-0,94 (t, J = 7,6
P -*° Hz, 3H), 1,40-1,42
rw" o (d, J = 6,8 Hz, 3H),
\"O“{\&Q }L /k/ 1,70-1,77 (m, 1H),
1,85-1,92 (m, 1H),
3.27-328 (s, 4H)
3,37-3,38 (s, 4H),
3,50-3,54 (q, 1H),
3,96-4,03 (m, 3H),
48 429-434 (q, 1H), | ++
4,40-4,41 (q, 1H),
507-510 (d, J =
14,4 Hz, 1H), 5,16-
5,20 (d, J = 14,4 Hz,
1H), 6,86 (s, 2H),
7,02-7,06 (m, 3H),
7,20-7,22 (dd, J 1 =
10,4 Hzy J2=20
Hz 1H), 7,44 (s, TH),
7,46-7,47 (m, 2H),
7,52-7,54 (d, J = 8,8
Hz, 1H), 7,60 (s,
2H), 7,64 (s, 1H).
LCMS: 100% a 263
ot nm; miz 723,81
g,\ (M+H). 'H RMN
) (400 MHz, CDls):
o 0,90-0,94 (t, J = 7,2
. :,«k{‘:) E . Hz, 3H), 1,40-1,42
NK S (d, J = 6,8 Hz, 3H),
L™ b L Y. C}@)\&)\/ 1,70-1,77 (m, 1H),
& \k 1,84-1.92 (m, 1H),
3,25-3,28 (m, 4H),
3,36-3,38 (m, 4H),
3,50-3,55 (g, 1H),
3,92-3,95 (m, 3H),
429-434 (q, 1H),
4,37-4,42 (q, 1H),
49 504-508 (d, J = | ++

14,4 Hz, 1H), 5,16-
5,20 (d, J—144Hz
1H), 6,65-6,66 (m,
1H), 6,67-6,76 (dd, J
1=168HzyJ2=
3,2 Hz 1H), 6,86-
6,90 (t, J = 9,2 Hz,
1H), 7,03-7,06 (d, J
= 8,8 Hz, 2H), 7,20-
7,23 (dd, J1 =104
HzyJ2=20Hz
1H), 7,43-7,47 (m,
3H), 7,562-7,55 (d, J
= 8,4 Hz, 1H), 7,58-
7,64 (m, 3H).
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Comp

Estructura

Datos de
caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

50

2]

&t
PR SR )
‘fh>ww{j;fﬂ
s S N S Q
R {
v - u“@{;?*“

LCMS: 100% a 265
nm;, miz 71961
(M+H). '™H RMN
(400 MHz, CDl):
0,90-0,94 (t,, J=7,2
Hz 3H), 1,40-1,42
(d, J = 6,8 Hz, 3H),
1,70-1,77 (m, 1H),
1,85-1,92 (m, 1H),
2,34 (s, 3H), 3,05 (s,
4H), 3,38-3,47 (m,
5H), 3,86-3,96 (m,
3H), 4,29-441 (m
2H), 5,05-5,09 (d,, J
= 14,4 Hz 1H), 5,17
hasta 521 (d,, J =
14,4 Hz 1H), 6,64-
6,73 (m, 2H), 7,2 a
7,4 (m, 3H), 7,21 a
7,24 (dd, J 1 =104
HzyJ2=20Hz
1H), 7,44-7,48 (m,
3H), 7,54-7,57 (d, J
= 6,8 Hz, 1H), 7,62-
7,65 (m, 3H).

++

51

~§
S

LCMS: 100% a 262
nm; mfz 73531
(M+H). '™H RMN
(400 MHz, CDl):
0,90-0,94 (t, =72
Hz, 3H), 1,40-1,42
(d, J = 6,8 Hz, 3H),
1,72-1,77
1,85-1,90
3,16-3,18 (
3,40-3,42 (
3,47-3,50 (

(

(m,
(m

w

o e e

m
m

3,84-3,97
4,29-4,34 (
4,39-4,41 (
5,05-5,09 J
14,4 Hz, 1H), 518
5,22 (d, J = 14,4 Hz,
1H), 6,34-6,37 (dd, J
1=112HzyJ2=
2,8 Hz 1H 1H), 6,47-
6,48 (d, J = 2,8 Hz,
1H), 6,89-6,91 (d, J
= 8,8 Hz, 1H), 7,04-
7,06 (d, J = 8,8 Hz,
2H), 7,22-7,24 (dd, J
1=104HzyJ2=
2,0 Hz 1H), 7,42
7,48 (m, 3H), 7,55-
7,64 (m, 4H).

3

L N N & ) [N N . N NS §
IIzIIzIIz

—_
o0 .0
I =

++
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(Continuacién)

Comp Estructura

Datos de
caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

&

L&)
(15 G f ,(N

/ .
N-""'N\ O\) ur\
N &

', Iy -
> OG-~

52

LCMS: 99,78% a
265 nm; m/z
730,51 (M+H). 'H
RMN (400 MHz,
CDls): 0,91-0,94 (t,
J =76 Hz, 3H),
1,41-1,42 (d, J =
6,8 Hz, 3H), 1,71-
1,78 (m, 1H), 1,85-
1,89 (m, 1H), 3,30-
3,37 ( ), 3,47-
3,51 ( ), 3,80-
3,83 ( ), 3,86-
3,89 ( ), 3,93-

( ),

( ),

( ),

m, 5H

m, 4H

m, 1H

m, 1H

3,97 (m, 1H), 4,31-
4,33 1H), 4,39-
4,42 (q, 1H), 5,05-
509 (d, J = 144
Hz, 1H), 5,17-5,20
(d, J = 14,4 Hz
1H), 7,02-7,10 (m,
3H), 7,20-7,26 (m,
3H), 7,46-7,59 (m,
4H 64-7,67 (m
3H

q,
q

~N ~ N~

N

++

53

LCMS: 100% a
263 nm; m/z
741,56 (M+H). 'H
RMN (400 MHz,
CDls): 0,91-0,94 (t,
J =76 Hz, 3H),
1,40-1,42 (d, J =
6,8 Hz, 3H), 1,71-
1,77 (m, 1H), 1,85-
1,90 (m, 1H), 3,17
(s, 4H), 3,41-3,46
(m, 4H), 3,51 (s,
1H), 3,81-3,84 (m,
1H), 3,87-3,96 (m,
2H), 4,29-4,36 (q,
1H), 4,37-4,41 (q,
1H), 5,05-5,08 (d,
J =144 Hz, 1H),
5,17-5,20 (d, J =
14,4 Hz, 1H),
6,73-6,76 (dd, J 1
=M1M6HzyJ2-=
2,8 Hz 1H), 6,92-
6,93 (d, J = 302
Hz, 1H), 7,02-7,07
(m, 3H), 7,22-7,25
(dd, J1=10,4 Hz
yJ2=20Hz 1H),
7,44-7,49 (m, 3H),
7,54-7,57 (m, 1H),
7,63-7,64 (m, 3H).

++
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Comp

Estructura

Datos de
caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

54

& ;\\ﬁ

»«KI(W‘;\‘)) "'”'\3 i @

Y ~ - o~ }
CEG-O-04

LCMS: 100% a 263
nm; mfz 723,81
(M+H). 'H RMN
(400 MHz, CDl):
0,90-0,94 (t, J=7,2
Hz, 3H), 1,40-1,42
(d, J = 6,8 Hz, 3H),
1,70-1,77
1,85-1,92
3,17-3,20
3,38-3,46
3,80-3,83
3,86-3,96
4,29-436 (
4,37-4,40 (
5,04-508 (d,
14,4 Hz, 1H), 5,17-
5,21(d, J=14,4 Hz,
1H), 6,56-6,64 (m,
2H), 6,92-6,97 (1,
1H), 7,04-7,06 (d, J
=92 Hz, 2H), 7,22-
7,25(dd, J1=10,4
HzyJ2=20Hz
1H), 7,43-7,48 (m,
3H), 7,55 -7,59 (m,
1H), 7,62-7,64 (m,
3H)

(m
(m
(m
(m
(m
(m

" 1H

—_
o .00

+++

55

56

SOOI e

LC-MS. m/z 639,2
(M+H) 'H RMN
(400 MHz, CDls).
8,77 (d, J = 8,63 Hz,
1H), 7,61 (s, 1H),
7,59 (s, 2H), 7,47
(m, 1H), 7,26 (m,
1H), 6,95 (m, 2H),
6,87 (m, 2H), 6,81
(m, 2H), 5,27 (dd, J
= 24,4 Hz, 11,6 Hz,
2H), 4,42 (m, 1H),
4,30 (m, 1H), 3,99
(m, 1H), 3,97-3,81
(m, 2H), 3,50 (dd, J
= 7,6 Hz, 56 Hz
1H), 3,37 (m, 4H),
3,25 (m, 4H), 1,87
(m, 1H), 1,70 (m,
1H), 1,38 (d, J = 5,2
Hz, 3H), 0,90 (t, J =
6,0 Hz, 3H).
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(Continuacién)

Estructura

Datos de
caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

57

LC-MS: m/z 639,1
(M+H) 'H RMN (400
MHz, CDCls) & 8,85
(d, J = 1,5 Hz, 1H),
8,66 (dd, J=25,1,5
Hz, 1H), 8,61 (d, J =
2,5 Hz, 1H), 7,64 (d,
J=0,6 Hz, 1H), 7,62
(s, 2H), 7,48 - 7,40
(m, 2H), 7,08 - 7,01
(m, 2H), 6,94 - 6,86
(m, 2H), 6,79 - 6,69
(m, 2H), 5,22 - 5,05
(m, 2H), 4,42 (m,
1H), 4,37 - 4,22 (m,
1H), 4,15 (m, 3H),
4,00 - 3,93 (m, 4H),
3,37 (m, 4H), 3,23
(m, 4H), 1,98 - 1,83
(m, 1H), 1,82 - 1,72
(m, 1H), 1,41 (d, J =
6,8 Hz, 3H), 0,92 (t,
J =74 Hz, 3H).

58

] B 4]
53 \e TN T
CHO-O-04

\*.4:05

LC-MS. miz 6432
(M+H) "H RMN (400
MHz, CDCls) & 7,66
(d, J = 0,6 Hz, 2H),
764 (t, J = 0,7 Hz,
1H), 7,49 - 7,42 (m,
2H), 7,11 - 7,03 (m,
2H), 6,97 (m, 2H),
6,85 (d, J = 8,4 Hz,
2H), 4,70 (s, 2H),
4,44 - 4,37 (m, 1H),
4,32 (dt, J = 8,6, 6,4
Hz, 1H), 4,18 (dd, J
= 8,3, 6,3 Hz, 1H),
3,93(dd, J=9,7,4,8
Hz, 1H), 3,60 (dd, J
= 9,6, 6,0 Hz, 1H),
3,50 - 3,12 (m, 9H),
2,08 - 1,65 (m, 7H),
1,42 (d, J = 6,7 Hz,
3H), 1,22 (m, 6H),
0,93 (t,J=7,4Hz 3
H).

74
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(Continuacién)

Com Datos de
no P | Estructura caracterizacién Actividad
(RMN y LCMS)
Y
NH
<
Nw,
59 el f}}
1Y Q\‘_ g,
Q\/N \}}‘@\‘
O A
i
N
My g
Nﬁ .
o}
60 .-"“‘.O /} W R Q/\‘\J -_/t;ﬁ\‘ ’c}.;\ :
N ~ . -~
g AN
e YN
By~N
§ 0N
61 I
AP
< >-u/\\ S
O
N
62 {Nu 0
"""“ 2273
a “\) \b
()‘*ﬁ/\\“ % /L/
A
=
P LC-MS: m/z 687,1
{f & . (M+H) "H RMN (400
e \\,m e Y o~ MHz, CDCls) & 8,81
VR I W S —
AU S RN - 8 (d, J = 8,6 Hz, 1H),
NN O \\/‘“"“/j}\ N\\N,i | 7.92(m, 3H), 771
S N 7,63 (m, 4H) 7,58 -
7,48 (m, 4H), 7,00-
6,71 (m, 6H), 5,24 -
5,05 (m, 2H), 4,44
63 (d, J =76 Hz, 1H), | ,

4,40 - 4,27 (m, 1H),
3,99(dd, J=8,5,6,3
Hz, 1H), 3,82 (td, J =
10,6, 9,8, 4,8 Hz,
2H), 3,73 - 3,04 (m
9H), 1,89 (m, 1H),
1,76 (m, 1H), 1,42
(d, J = 6,7 Hz, 3H),
0,93 (t, J = 7,4 Hz,
3H).
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69
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(Continuacién)

Comp

Estructura

Datos de
caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

70

71

72

LC-MS: m/z
713,1 (M+H) 'H
RMN (400 MHz,
CDCl) & 7,73-
7,56 (m, 9H),
7,53 - 7,43 (m,
4H), 7,43-7,35
(m, 1H), 7,06 (d,
J =9,0 Hz, 2H),
6,97 (m, 2H),
6,81 (d, J =85
Hz, 2H), 4,91 (s,
2H), 4,43 (ddd, J
=094, 68, 46
Hz, 1H), 4,3 7 -
426 (m, 1H),
3,97 (dd, J=8,5,
6,5 Hz, 1H),
3,87 (dd,J=8,5,
43 Hz, 1H),
3,79(dd,J=94,
51 Hz, 1H),
3,52 - 3,07 (m,
9H), 1,89 (m,
1H), 1,74 (m,
1H), 1,42 (d, J =
6,7 Hz, 3H),
0,95 (t, J =74
Hz, 3H).

73

N

kfuu
X

L Q\)W\“Cﬂ

NEL “)\/

=R
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(Continuacién)

Comp

Estructura

Datos de
caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

74

Nv, m«
N“N 0

\a_@m@

LC-MS: m/z 662,1
(M+H) "H RMN (400
MHz, CDCls) & 7,77
(dd, J = 7,5, 1,4 Hz,
1H), 7,64 (d, J = 0,7
Hz, 1H), 7,62 - 7,48
(m, 5H), 7,45 (dd, J
=91, 2,2 Hz, 2H),
7,10 - 7,03 (m, 2H
7,01 - 6,93 (m, 2H
6.89 - 6,81 (m, 2H
517 - 5,01 ( ,
4.46 (tt, J = 6,8, 4,6
Hz, 1H), 4,39 - 4,26
(m, 1H), 4,09 (dd, J
= 8,6, 4,7 Hz, 1H),
4,07 - 3,95 (m, 2H),
3,70(dd, J=9,6, 7,0
Hz, 1H), 3,39 (m,
4H), 3,26 (m, 4H),
1,89 (m Hz, 1H),
1,70 (m, 1H), 1,42
(d, J = 6,7 Hz, 3H),
0,93 (t, J = 7,4 Hz,
3H).

)
),
)
)

++

75

Z
¢

]

e o\) <
L \o{}@,@&g\/

LC-MS. m/z 638,1
(M+H) "H RMN (400
MHz, CDCls) & 8,73
(ddt, J=49 1,7, 0,8
Hz, 1H), 7,76-7,68
(m, 1H), 7,64 (d, J =
0,7 Hz, 1H), 7,60
(m, 2H), 7,54 (dd, J
= 7,7, 1,2 Hz, 1H),
7,49 - 7,41 (m, 2H),
7,30 (m, 1H), 7,13 -
7,03 (m, 2H), 7,02 -
6,92 (m, 2H), 6,88 -
6,70 (m, 2H), 5,15
(m, 2H), 4,49 (ddd, J
= 11,6, 6,7, 4,9 Hz,
1H), 4,42 - 4,26 (m
1H), 4,07 (dd, J =
8,5, 6,4 Hz, 1H),
3,92 (td, J=9,0, 8,4,
4,8 Hz, 2H), 3,56
(dd, J = 9,5, 7,2 Hz,
1H), 3,47-3,36 (m,
4H), 3,26 (m, 4H),
1,92 (m, 1H), 1,74
(m, 1H), 1,42 (d,
8,7, 3H), 0,91 (t,
7,4 Hz, 3H).

J=
J=
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(Continuacién)

Estructura

Datos de
caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

76

77

78

s
N"N O
ﬁ

LC-MS: m/z
644,1 (M+H) H
RMN (400 MHz,
CDCl) & 7,91
(dd, J =6,5, 32
Hz, 1H), 7,68-
7,64 (m, 3H),
7,47 - 7,41 (m,
2H), 7,39 (t, J =
3,3 Hz, 1H),
7,05(dd, J=9,0,
3,7 Hz, 2H),
7,00 - 6,93 (m,
2H), 6,85 - 6,76
(m, 2H), 5,31 -
512 (m, 2H),
4,62 (dq, J=86,8,
54 Hz, 1H),
4,39 - 425 (m,
1H), 4,21 (dd, J
= 8,6, 6,3 Hz
1H), 3,88 (ddd, J
= 10,5, 9,1, 5,1
Hz, 2H), 3,52
(dd, J =96, 7,0
Hz, 1H), 3,45 -
3,32 (m, 4H),
3,30 - 3,14 (m,
4H), 1,98 - 1,83
(m, 1H), 1,82 -
1,72 (m, 1H),
1,42 (d, J =68
Hz, 3H), 0,93 (t,
J=74Hz 3H).
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(Continuacién)

Estructura

Datos de
caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

79

LC-MS: miz 730,2
(M+H) 'H RMN
(400 MHz, CDCls)
5 7,64 (m, 3H),
7,55 (d, J =85 Hz,
1H), 7,52-7,46 (m,
2H), 7,24 (dd, J =
8,4, 2,1 Hz, 2H),
7,15(d, J = 3,0 Hz,
1H), 7,09 (d, J =
8,5 Hz, 2H), 6,89
(d, J =9,2 Hz, 2H),
521 - 507 (m,
2H), 4,46 (m, 1H),
4,33 (m, 1H), 3,99
(dtd, J = 18,1, 8,9,
4,6 Hz, 3H), 3,52
(dd, J = 9,5, 7,6
Hz, 1H), 3,41 (m,
4H), 3,31 (m, 4H),
1,96 - 1,88 (m,
1H), 1,79 - 1,72
(m, 1H), 1,42 (d, J
= 6,7 Hz, 3H), 0,93
(t, J = 7,4 Hz, 3H).

++

80

<&

LC-MS: miz 733,2
(M+H) 'H RMN
(400 MHz, CDCls)
5 7,60 (s, 1H),
7,64 (s, 1H), 7,61
(s, 2H), 7,54 (d, J
=8,4 Hz, 1H), 7,48
(d, J=2,1Hz, 1H),
747 - 742 (m,
2H), 7,21 (dd, J =
8,4, 2,1 Hz, 1H),
7,09 - 7,00 (m,
2H), 6,87 (d, J =
2,8 Hz, 1H), 6,71
(d, J = 8,8 Hz, 1H),
525 - 497 (m,
2H), 4,44 - 437
(m, 1H), 4,37 -
4,27 (m, 1H), 4,05
- 3,86 (m, 3H),
3,50 (dd, J = 9,4,
7.4 Hz, 1H), 3,39
(m, 4H), 3,32 -
3,25 (m, 4H), 2,58
(q, J = 7,5 Hz, 2H),
1,88 (m, 1H), 1,81
- 1,72 (m, 1H),
1,42 (d,J = 6,7 Hz,
3H), 117 (t, J =
8,0 Hz, 3H), 0,92
(t, J = 7,2 Hz, 3H).
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(Continuacién)
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Actividad

81

e

ot
f“” Q

~ OO

LC-MS: m/z
7332 (M+H) 'H
RMN (400 MHz,
CDCls) & 7,65
(s, 1H), 7,62 (s,
2H), 7,57 (d, J =
8,4 Hz, 1H),
7,48 (d, J = 21
Hz, 1H), 7,47 -
7,40 (m, 2H),
7,23 (dd, J=8,4,
2,1 Hz, 1H),
7,11 - 7,01 (m,
3H), 6,75(d, J =
29 Hz, 1H),
6,65 (dd, J= 8,6,
3,0 Hz, 1H),
5,27 - 5,00 (m,
2H), 4,40 (m,
1H), 4,32 (dt, J =
8,7,6,4 Hz, 1H),
4,02 - 3,83 (m,
3H), 3,44 (dd, J
= 94, 74 Hz
1H), 3,41 - 3,28
(m, 4H), 3,09 -
2,91 (m, 4H),
2,74 (q,J =75
Hz, 2H), 1,98 -
1,85 (m, 1H),
1,81 - 1,70 (m,
1H), 1,43 (d, J =
6,7 Hz, 3H),
1,17 (&, J = 8,0
Hz, 3H), 0,92 (t,
J=72Hz 3H).

82

LC-MS: m/z
638,1 (M+H) H
RMN (400 MHz,
MeOD) & 8,10
(s, 1H), 7,67 (s,
2H), 7,54-7,38
(m, 3H), 7,34
(m, 2H), 7,27
(m, 1H), 7,24-
7,09 (m, 4H),
6,94 (d, J =76
Hz, 2H), 4,44
(m, 1H), 4,24
(m, 2H), 4,06 -
3,71 (m, 5H),
3,54-343 (m,
8H), 1,96 - 1,85
(m, 2H), 1,31,
(d, J = 7,0 Hz,
3H), 0,90 (t, J =
7,5 Hz, 3H).
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(Continuacién)

Comp Estructura

Datos de
caracterizacion
(RMN y LCMS)

Actividad

w40

Y S

83

LC-MS: m/z
638,2 (M+H) H
RMN (400 MHz,
CDCls): 8,62 (d,
J=8,63 Hz 2H),
7,61 (s, 1H),
7,59 (s, 2H),
7,46-7,42  (m,
3H), 7,03 (m,
, 6,95 (m,
6,87 (m,
, 6,81 (m,
, 5,00 (dd, J
= 24 4 Hz, 11,6
2H), 4, 42
1H), 4,30
1H), 3,99
(m, 1H), 3,97-
3,81 (m, 2H),
3,50(dd, J=76
Hz, 5,6 Hz, 1H)
3,37 (m, 4H),
3,25 (m, 4H),
1,87 (m, 1H),
1,70 (m, 1H),
1,38 (d, J = 5,2
Hz, 3H), 0,90 (t,
J=6,0 Hz 3H).

AAI

84

LC-MS: m/z
648,2 (M+H) H
RMN (400 MHz,
CDClz) & 9,08
(dd, J =24, 13
Hz, 1H), 9,01
(dd, J =52, 13
Hz, 1H), 7,64 (d,
J =06 Hz, 1H),
7,50 - 7,30 (m,
8H), 7,09 - 7,02
(m, 2H), 6,99 -
6,93 (m, 2H),
6,81 - 6,71 (m,
2H), 4,32 (m,
1H), 3,93 - 3,67
(m, 5H), 361 -
3,50 (m, 2H),
3,39 (m, 4H),
3,27 (m, 4H)
3,19 (m, 2H)
m,
m

3=

1,89 ( H),
1,77 ( H),
=6,7
92 (t,
3H).

1,42 (d, J
Hz, 3H), 0,
J=75Hz,

++
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(Continuacién)

Com Datos de
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LC-MS: m/z
A 6152 (M+H) H
Q{ RMN (400 MHz,
S CDCl) & 7,66
g 0% 3 ;
RO Ve N (m, 3H), 747
N O / (m, 2H), 7,07-
N N ~ Ay inﬁ’\/ 6,88 (m, 6H)
AN ez 4,59-447 (m,
2H), 4,26 (m,
2H), 4,15 - 3,88
88 (m, 2H), 3,82 - | **
3,72 (m, 1 H),
3,60 (t, J = 81
Hz, 1H), 3,41-
3,22 (m, 8H),
2,67 (m, 1H),
2,12-1,70  (m,
8H), 1,40 (m,
3H), 0,97 (m,
3H).
o~ F
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\ < \“& ~‘\“v ~
89 7 Yool R SN ST ¢
NN \\\J&\ \ K. Jf
g n (e
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(Continuacién)
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Actividad

90

LC-MS: miz 6031
(M+H) 'H RMN (400
MHz, CDCl) & 7,72
(d, J = 1,0 Hz, 1H),
769 (d, J = 1,0 Hz,
1H), 7,64 (d, J = 0,6

), 7,49 - 7,41

), 7,09 - 7,02
(m, 2H), 7,01 - 6,92
m, 2H), 6,88 - 6,78
( ), 473 - 4,56
( ), 451 - 4,43
(m, 1H), 4,32 (dp, J =
8,6, 6,6 Hz, 1H), 4,19
(dd, J = 8,3, 6,5 Hz,
1H), 3,82 (dd, J =
10,0, 4,4 Hz, 1H), 3,61
(dd, J = 9,9, 5.2 Hz,
1H), 3,55 (t, J = 8,0
Hz, 1H), 3,44 - 3,35
(m, 4H), 3,31 - 3,20
(m, 4H), 1,95 - 1,80
(m, 2H), 1,74 (m, 1H),
1,41 (d, J = 6,8 Hz,
3H), 1,07 (dd, J =
11,5, 6,9 Hz, 6H), 0,93
(t, J = 7,4 Hz, 3H).

91

92

LC-MS. miz 6451
(M+H) 'H RMN (400
MHz, CDCl) & 7,69
(s, TH), 7,67 (s, 1H),
764 (s, 1H), 7,48 -
7,41 (m, 2H), 7,05 (d,
J'=8,7 Hz, 2H), 7,00 -
6,93 (m 2H), 6,91 -
6,81 (m, 2H), 4,74 -
4,59 (m, 2H), 4,50 -
4,38 (m, 1H), 4,38 -
4,14 ( ), 412 -

3

H

3333

| 2H
3.84(m, 4H), 3,78 (dd,
J'=909 55 Hz, 1H),
360 (t, J = 8,3 Hz
1H), 3,45 - 3,29 (m,
5H), 3,30 - 3,18 (m,
4H), 1,97 - 1,81 (m,
3H), 1,80 - 1,70 (m,
3H), 1,41 (d, J = 6,7
Hz, 3H), 0,93 (t, J =
7,4 Hz, 3H).

3

—
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(Continuacién)

Com Datos de
o P | Estructura caracterizaciéon | Actividad
n
(RMN y LCMS)
LC-MS: m/z
H 6441 (M+H) H
RMN (400 MHz,
MeOD) & 8,11
(d, J = 1,6 Hz,
/\»\ 1H), 7,77 (d, J =
Y “ 0 / N 72 Hz, 2H),
- \; _
N \\)\N MJ\/ 7,50 (dd, J=9,2
N 2,7 Hz, 2H),
7,31 (dd, J =
16,7, 9,0 Hz,
2H), 7,19 (dd, J
= 9,2, 3,1 Hz
93 2H), 7,00 - 6,96 |
(m, 2H), 4,78 -
467 (m, 2H),
4,35 - 420 (m,
2H), 4,19 - 3,95
(m, 3H), 3,88
(m, 1H), 3,51
(m, 10H), 2,95
(m, 2H), 2,31 -
1,64 (m, 7H),
1,40 (d, J = 6,7
Hz, 3H), 0,90 (t,
J=7,4 Hz, 3H).
H
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(Continuacién)

Datos de
Estructura caracterizacién | Actividad

(RMN y LCMS)
HN o o s
= ey
08 TN R

Comp

(e S,
D s - .
99 "’:‘g s\‘mf' “E‘. f‘\ \'?‘3 \ o Q §

i LC-MS: m/z
719,2 (M+H) 'H
RMN (400 MHz,
CDCl;) & 8,10
Ci o (s, 1H), 7,92 (s,
’ 1H), 7,64 (s,

. o/ — EL /[\/ 1H), 7,58 (d, J =
'< >~ " 84 Hz, 1H)

A Nt 7,51 - 7,42 (m,

3H), 7,28 - 7,24

(m, 1H), 7,10-
7,03 (m, 2H)
7,00 (d, J = 8,7
Hz, 2H), 6,96 -
6,87 (m, 2H)
453 - 421 (m,
4H), 4,19 - 4,03
(m, 3H), 3,90 (,
J =78 Hz, 1H)
340 (m, 4H)
3,27 (m, 4H)
2,82 - 2,64 (m,
2H), 1,98 - 1,84
(m, 1H), 1,83 -
164 (m, 1H),
141 (d, J =67
Hz, 3H), 0,92 (t,
J=7,4Hz, 3H)

100

+++

o

o o CL-EM: m/z +

“"_fﬂn N«\ o 733,2 (M+H)
» SO

101

Ensayo de inhibicién reversible Cyp

El propésito de este ensayo fue determinar la inhibicién reversible de la enzima Cyp con un compuesto dado
usando consigue sonda sustrato como el sustituto de la inhibicién. Esto se realizd con microsomas hepaticos humanos
en lugar de una enzima aislada para dar cuenta de los metabolitos del farmaco original que conduce a una posible
interaccioén farmaco-farmaco a través de la inhibicién de Cyp. El recambio del sustrato (por ejemplo, la conversién de
midazolam en hidroxil midazolam) se controlé mediante LCMSMS (Q1/Q2 = 342,2/203,2). Los compuestos de prueba
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se probaron en una curva de respuesta a la dosis de 7 puntos a partir de 50 pm a 50 nM (series de dilucién ~3 veces).
Para Cyp 3A4, el compuesto de control positivo fue ketoconazol con un Clso ~25 nM.

El protocolo detallado fue el siguiente:

Compuestos de prueba preparados y solucién de trabajo de inhibidores estdndar (100 x).

Se extrajeron los microsomas del congelador a -80°C para descongelarlos en hielo, etiquetados con la fecha
y colocados nuevamente en el congelador inmediatamente después de usarlos.

Se agregaron 20 pl de las soluciones de sustrato a los pozos correspondientes.

Se agregaron 20 pl de PB a los pozos en blanco.

Se agregaron 2 Jl de los compuestos de prueba y la solucién de trabajo de control positivo a los pozos
correspondientes.

Se agregaron 2 ul de MeOH a los pozos sin inhibidor y a los pozos en blanco.

Solucién de trabajo preparada de HLM.

Se agregaron 158 pl de la solucién de trabajo HLM a todos los pozos de la placa de incubacion.

Precalienta la placa durante aproximadamente 10 minutos a 37°C en un bafio de agua.

Solucién de cofactor NADPH preparada.

Se agregaron 20 yl de cofactor NADPH a todos los pozos de incubacién.

Mezclado e incubado durante 10 minutos a bafio de agua a 37°C.

En el punto de tiempo, finalizd la reaccién agregando 400 ul de solucién de parada fria (200 ng/ml de
tolbutamida en ACN).

Centrifugaron las muestras a 4000 rpm durante 20 minutos para precipitar la proteina.

Se transfirieron 200 pl de sobrenadante a 200 ml de agua de HPLC y se agité durante 10 minutos.

Muestras analizadas por LC/MS/MS.

Datos de compuesto obtenidos por este ensayo se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2
Compuesto n® | Cyp 3A4 midazolam LCMS Clso (UM) Cyp 3A4 testosterona LCMS Clso (uM)
1 4,5
2 >30
15 >50; >50 >50
19 0,0031 0,0069
21 0,144 0,12
22 >50,>50 >50,>50
23 0,321
24 >10,>30
26 0,18 0,283
27 >50,>50 >50,>50
30 >50 >50
32 >50 >50
36 >50 >50
41 >50,>50 >50
42 >50,>50 >50,>50
49 >50 >50
54 >50 >50
74 >50 >50
79 >50 >50
84 2,55,2,35 1,77
100 0,372 0,545
ITZ 0,0447, 0,0546 0,0127

Ensayo de inhibicién dependiente del tiempo Cyp (TD!)

El propésito de este ensayo era determinar la capacidad de los compuestos para formar citocromo inhibida

irreversiblemente Aductos P450 (también conocidos como inhibicién basada en mecanismos (MBI)) en microsomas
hepaticos humanos. En comparacién con la inhibicibn competitiva de CYP, se ha reconocido que MBI es una
preocupaciéon mucho mayor en el descubrimiento y desarrollo de farmacos, porque la inactivacién de CYP puede
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conducir a una farmacocinética no lineal y subestimar el potencial de interaccién farmaco-farmaco. Los datos de este
ensayo se usaron junto con el ensayo de inhibicién reversible. El ensayo de TDI se realizé generalmente en
microsomas hepaticos para evaluar el potencial de TDI del farmaco original y los metabolitos. La lectura fue un cambio
IC 50 con NADPH (el conjunto de inactivacién/TDI) para permitir que el compuesto se convierta en una especie reactiva
y sin NADPH (conjunto de control para corregir la degradacidon de proteinas durante la preincubacién de 20 minutos).
Luego, ambos conjuntos de incubacién se diluyeron con tampén de ensayo nuevo que contenia sustratos especificos
NADPH Cyp (midazolam para Cyp3A4) Yy la inhibicién de la hidroxilacién de midazolam se midié por LC-MS/MS (Q1/Q2
=m/z 342,2/203,2). Se consideré que un desplazamiento de Cls0> 1,5 veces era positivo para la inhibicién dependiente
del tiempo, donde la preincubacién de 20 minutos conduce a un aumento de la potencia. La troleandomicina se usd
como un compuesto de control positivo, exhibiendo un cambio TDI IC 50 de> 20. Los compuestos de prueba se
probaron en una curva de respuesta a la dosis de 7 puntos a partir de 50 ym a 50 nM (series de dilucidén <3 veces).

El protocolo detallado fue el siguiente:

* Compuestos de prueba preparados y solucién de trabajo de control positivo (100 x) en DMSO/MeOH 1:1
* Se extrajeron microsomas del congelador a -80°C para descongelarlos.

* Se prepar6 la mezcla de incubacién y se agregé 147,5 ul a todos los pozos de la placa de incubacion.

* Solucién de cofactor preparada y solucién de dilucién de sustrato.

o Se agregaron 2,5 pl de los compuestos de prueba y la solucién de trabajo de control positivo a los pozos
correspondientes. Concentraciones finales del compuesto en una respuesta a la dosis de 7 puntos de 50 um
a 50 nM

o Se agregaron 2,5 pl 1:1 DMSO/MeOH a los pocillos NIC

* Se precalent6 la placa durante aproximadamente 10 minutos a 37°C.

* Se agregaron 50 pl de cofactor a los pozos de preincubacién.

* Se agregaron 50 pl de solucién de dilucién de sustrato a los pozos de incubacion.
* Se mezclaron y preincubaron durante 20 minutos a 37°C en bafio de agua.

* Se agregaron 50 pl de cofactor a los pozos de incubacién;

o Se agregaron 50 pl de solucién de dilucién de sustrato a los pozos de preincubacion.

* Se mezclaron e incubaron durante 5 minutos a bafio de agua a 37°C

* En el punto de tiempo, finaliz la reaccién agregando solucién fria de parada fortificada con 250 pl de IS a todos los
pozos.

* Se centrifugé la placa de incubacién a 4000 rpm durante 20 min.

* Se transfirieron 200 ul de sobrenadante a 200 pl de agua de HPLC y se agitaron durante 10 minutos.

* Se analizaron las muestras por LCMS.

Los datos de compuesto obtenidos a partir de este ensayo se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3
Comp. 3A4-Midazolam Clsp (-) | 3A4-Midazolam Clsg (+) | Relacién TDI: (-) NADPH/(+)
n° NADPH NADPH NADPH
15 > 50 um 41 uym <1,2 (sin TDI)
42 > 50 um > 50 ym <1 (sin TDI)
22 > 50 um > 50 ym <1 (sin TDI)

Ensayo de activacién PXR (CYP 3A4)

El metabolismo CYP3A4 se evalué mediante el uso del Ensayo P450 - Glo™ CYP3A4 con luciferina-IPA
como el sustrato de CYP3A4 y se representé como RLU (unidades de luminiscencia relativa). La activaciéon de PXR
se evalubé mediante el uso de un reactivo de deteccion de luciferasa, ONA--Glo™ y se representd como RLU. La
intensidad de la luz de luminiscencia fue directamente proporcional al alcance de la activacién de PXR y la transcripcion
génica acompafiante en las células DPX2. Los compuestos se probaron a 10, 1 y 0,1 um en el ensayo. Pliegue de
induccién = (RLU/RFU de muestra tratada compuesta)/(RLU/RFU de muestra tratada de vehiculo), RFU fue la sefial
de viabilidad celular. RLU fue la sefial del metabolismo CYP3A y la activacién de PXR. Se us6 0,1% de DMSO como
vehiculo. La viabilidad celular se detectd utilizando CellTiter--FluorTM y se representé como RFU (Unidades de
fluorescencia relativa).

La potencia de activacion se defini6 como negativa, débil, moderada y fuerte. Los activadores negativos,

débiles, moderados y fuertes son aquellos que dan <15%, <40%, <69% y >70%, respectivamente, de la respuesta
producida por 10 MM RIF a 10 pm.
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Datos de compuesto obtenidos de este ensayo se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4
c o | Activacion de PXR (induccién de pliegues en
omp. n . ; L
comparacién con rifampicina)
15 <1x (sin induccién)
42 <1,5x (sin induccién)
22 <1,1 x (sin induccién)

Determinacién de la potencia MIC antifingica por Candida albicans

Se usé la Candida albicans de tipo salvaje (ATCC 10231) y se compraron Fluconazol, anfotericina B,
itraconazol y terbinafina de Sigma y se usaron como controles positivos.

La concentracion de ensayo mas alta para todos los compuestos de ensayo y fluconazol fue de 100 um.
Fluconazol también se ensayé a la concentracion més alta de 64 ug/ml, y anfotericina B y terbinafina a los 16 y 64
Ha/ml. Los compuestos de prueba estaban en solucién madre de DMSO a una concentracién de 10 mM. Se prepararon
dos soluciones madre en DMSO para fluconazol a 10 mM y 6,4 mg/ml. Se prepararon soluciones madre de anfotericina
B y terbinafina en DMSO a 1,6 y 6,4 mg/ml.

Dilucién en serie de soluciones madre 100X: se afiadieron 4 pl de solucién madre a 196 Ul de RPMI1640
(MOPS tamponado y libre de HEPES vy bicarbonato de sodio) en el primer pozo de una placa de fondo en U estéril de
96 pocillos. El resto de los pozos se llené con 100 pyl de RPMI1640. La dilucién en serie de 2 veces se realizdé
secuencialmente transfiriendo 100 pul de solucidn al siguiente pocillo y mezclando por pipeteo, hasta el 11° pocillo. Los
100 pl adicionales en el undécimo pozo se descartaron. Por lo tanto, los pozos compuestos contenian 100 pl de 2x de
las concentraciones de prueba de drogas en RPMI1640. El duodécimo pozo se llené con solo 100 pl de RPMI1640.

El material congelado de glicerol de C. albicans 3147 (ATCC 10231) se rayé en agar Sabouraud dextrosa
(SDA). La placa se incubd a una atmésfera de 35°C durante 20 h. Las colonias individuales se suspendieron en
solucién salina estéril hasta que la turbidez alcanzé 0,1 (1-5 x 106 UFC/mI) usando un medidor de turbidez Siemens.
Esta suspensidon se diluyé 50 x en RPMI1640 en un cdnico de 15 ml, y luego se diluyé adicionalmente 20 x en
RPMI1640 en un cénico de 50 ml. Esto dio 1-5 x 103 UFC/ml de suspensién y se usé como indculo. La densidad
celular en el inéculo se conté en placa para que fuera 4,94 x 103 UFC/ml.

Determinacién de MIC: en 15 minutos, se afiadieron 100 pl de inéculo bacteriano preparado a cada pocillo
de compuesto/placa que contiene RPMI1640. Las placas se incubaron a 35°C en atmésfera ambiente. Las fotos fueron
tomadas a las 24 h y 48 h. Los puntos finales de MIC para fluconazol y anfotericina B se leyeron de acuerdo con el
protocolo M27-A3 (Método de referencia para la prueba de susceptibilidad antimicética de levadura de dilucién de
caldo; Estandar aprobado-Tercera edicién, estandar M27-A3 publicado 01/01/2008 por el Clinical and Laboratory
Standards Institute). EI MIC para compuestos para compuestos de prueba y terbinafina (no mencionado en el protocolo
M27-A3) se leyé como si fueran azoles.

Los datos para los compuestos probados en este ensayo se muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5
Compuesto n® | C. Albicans MIC90 a las 24 h (uM) | C. Albicans MIC90 a las 48 h (uM)
15 > 100 > 100
19 0,195 0,195
21 > 100 > 100
22 > 100 > 100
23 >100 > 100
26 > 100 > 100
27 >100 > 100
30 > 100 > 100
32 >100 > 100
36 >100 > 100
41 >100 > 100
42 >100 > 100
49 >100 > 100
54 >100 > 100
79 >100 > 100
84 >100 > 100
100 0,781 1,563
101 >100 > 100

Estudios farmacocinéticos de ratén (PK)

Los compuestos con propiedades ADME in vitro adecuadas progresaron a estudios PK in vivo. Se utilizé un
formato de instantanea en ratones para evaluar rdpidamente la posibilidad de que los candidatos principales sean
biodisponibles por via oral. El formato de instantanea incluia una dosis Unica (tipicamente 20 mg/kg) administrada por
via oral en un vehiculo estandar (5% de PEG/DMSO en agua, por ejemplo). Los compuestos se infundieron
directamente en el analisis de MS para determinar la sefial Unica de MRM (monitoreo de reaccién multiple) que
depende de la concentracion en los modos positivo o negativo de ESI. El anélisis por HPLC usando diversos gradientes
de solventes se realizé a partir de una solucién orgénica y acuosa para asegurar una buena forma de pico de las
masas Q1/Q2 deseadas. Las formulaciones incluyeron 45% de ciclodextrina en agua (como se usa clinicamente para
el itraconazol). Otras formulaciones que pueden usarse son solutol, Eudragit, MC/Tween, etc. Se generaron curvas
estandar usando plasma enriquecido con compuesto a varias concentraciones (10 ng/ml a 2000 ng/ml) para determinar
el rango lineal de la sefial de masa Q1/Q2 a concentracién de compuesto usando plasma heparinizado de raton
hembra. Los ratones se dosificaron por via oral con muestras compuestas de plasma recogidas por sangrados
retroorbitales. Se recogieron cinco puntos de tiempo (30 min, 1 h, 4 h, 8 h, 24 h) en tubos de recogida heparinizados.
La precipitacién de proteinas se realizé y el compuesto se extrajo en acetonitrilo frio y se analizé por MS. Nonwinlin
se utilizé para modelar PK segln sea necesario.

Los resultados del estudio se presentan en la Tabla 6.

Tabla 6

Compuesto n° | Resultados del estudio de PK

42 20 mg/kg en ciclodextrina al 45% con agua:
AUCO0-24h = 42,67 +4,90 um *h Cmax = 3,16 + 0,4 ym
20 mg/kg en 0,5% MC/0,5% TW80 vehiculo de

22 suspensién: AUCo0-24h = 2,21 + 0,02 ym * h Cmax =
0,17 + 0,03 ym

29 20 mg/kg en ciclodextrina al 45% con agua: AUCo0-24h
=8,08+1,72um* h Cmex=1,71+ 0,44 um

EJEMPLO lI; Modelos animales

Para demostrar la actividad antifibrética in vivo, se establecieron modelos de fibrosis de pulmén y piel de
roedores inducidos por tetracloruro de carbono (CCl4) inducidos por higado y bleomicina. Estos ensayos in vivo
tardaron entre 6 y 8 semanas en completarse (incluido el analisis histolégico completo). Los experimentos tipicos
consistieron en grupos de 6-8 animales tratados con itraconazol (2-4 dosis), 1 0 2 anélogos de itraconazol (2-4 dosis),
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vehiculos y tratamientos de referencia (pirfenidona y AM-152). AM-152 (Amira Pharmaceuticals) es un antagonista del
receptor LPA1 (4cido lisofosfatidico 1). Este objetivo se ha descrito como relevante para la exacerbacién de los
sistemas de IPF en un modelo de bleomicina de ratén (British Journal of Pharmacology (2010), 160, 1699-1713). AM-
152 es un compuesto avanzado en este objetivo como se ha descrito previamente con mas detalle en el documento
WO 2012/078805 y se usd como un control positivo y comparador del compuesto descrito en esta solicitud.

Modelo de fibrosis pulmonar inducida por bleomicina

Se implantaron quirdrgicamente ratones machos B6 de nueve semanas de edad (granjas tacénicas) con
bombas osméticas que administraban 25 mg/kg de bleomicina por siete dias. 17 dias después de la cirugia, los ratones
fueron tratados con drogas durante 2 semanas. Los tratamientos farmacolégicos se administraron como se describe
en el disefio del estudio (Figura 14). Los farmacos antifibréticos previamente descritos AM-152 y pirfenidona se
utilizaron como farmacos de control positivo. Las secciones de pulmén se tifieron con tricromo de Masson y, después
de la exploracién, se tomaron ocho campos aleatorios por animal para su anélisis. Los datos se representan como
media y s.e.m. (Figura 15a). En la Figura 15b se muestra una representacién grafica del modelo utilizado para evaluar
los farmacos antifibréticos. En la Figura 15¢ se muestran imagenes representativas del pulmén tefiido con tricromo de
Masson de los grupos de tratamiento indicados. Las secciones de pulmoén teflidas se analizaron de acuerdo con un
sistema de puntuacién Ashcroft modificado (Figura 16) y usando un método de analisis de imagen automatizado
imparcial. El area tefiida con tricromo de Total Masson se generd utilizando una macro de analisis de imagen
automatizada en ImagedJ. Luego, cada imagen se convirtié en una pila RGB, y el umbral para el area manchada se
estableci6 de tal manera que solo se incluyé tejido pulmonar en el analisis, mientras que se excluyeron los espacios
vacios como |los conductos respiratorios y los alvéolos. El &rea manchada total se determiné utilizando la funcién de
medicién de area dentro de ImageJ. Las puntuaciones medias de Ashcroft y los valores de porcentaje medio de area
manchada indicaron que el itraconazol y sus analogos disminuyeron de manera dependiente de la dosis la gravedad
de la enfermedad de fibrosis pulmonar en este modelo (Figuras 17a y 17b). A una dosis de 10 mg/kg (SID), el
compuesto 42 disminuyd la gravedad de la enfermedad de fibrosis pulmonar con una eficacia tan buena o mejor en
comparacién con los compuestos de control AM-152 (30 mg/kg BID) y pirfenidona (400 mg/kg, OFERTA).

Modelo de fibrosis hepatica inducida por tetracloruro de carbono

Los tratamientos farmacolégicos se administraron como se describe en el disefio del estudio (Figura 18). Las
secciones de higado se tifieron con solucidén de Sirius Red. Después del escaneo, se generaron 5 imagenes aleatorias
por animal. El porcentaje total de area positiva para la tincién con Sirius Red se generé usando una macro de imagen
automatizada en la Imagen J. Brevemente, cada imagen se convirtid en una pila RGB, y el umbral para el area
manchada se establecié de tal manera que no se incluyeron ndcleos en el andlisis. El area roja total se determind
cuantitativamente usando la funcién de medicién de area dentro de ImageJ (Figura 19a). Los datos numéricos del
analisis de imagen del modelo de fibrosis hepatica inducida por CCl4 se muestran en la Figura 19b. En la Figura 19¢
se muestran imagenes representativas de secciones de higado tefiidas con rojo Sirius del modelo de fibrosis hepatica
inducida por CCl4. Los niveles en higados de actina de musculo liso alfa ((SMA) se analizaron mediante transferencia
Western (Figura 19d). Se homogeneizaron piezas de higado del modelo de fibrosis hepatica inducida por CCla en PBS
con un homogeneizador y bolas de acero. Los desechos se descartaron por centrifugacién y el lisado concentrado se
determind mediante mediciones de absorbancia de Nanodrop a 260 nm. Se cargaron cantidades iguales de lisado en
cada linea de gel y luego se separaron por SDS-PAGE en geles Bis-Tris al 10% y luego se transfirieron por
transferencia semiseca a membranas de PVDF. Después de bloquear la leche al 5% en solucién salina tamponada
con TRIS con Tween-20 (0,1%), las membranas se expusieron a los anticuerpos primarios apropiados. Las
transferencias se incubaron con anticuerpos secundarios conjugados con HRP y se visualizaron usando pelicula y
sustrato quimioluminiscente SuperSignal West Dura (Pierce). La tincién con rojo de Siruis y el analisis de transferencia
Western indicaron que la dosis de itraconazol disminuyé de manera dependiente la gravedad de la enfermedad de
fibrosis hepatica.

Modelo de cicatrizacién de heridas de roedores

El efecto del itraconazol y sus analogos sobre la cicatrizacién normal de heridas se evalué utilizando un
modelo estandar de cicatrizacién de heridas de roedores (el disefio del estudio se muestra en la Figura 20; resultados
en la Figura 21). Cinco dias antes del inicio del modelo, se anestesiaron los ratones y se eliminé el vello de la piel de
la espalda con Nair. El dia 1, se pesaron los ratones y se realizé un punzén de biopsia estéril (5 mm de didmetro)
perforando todo el grosor de la piel doblada hacia atras (2 x 5 mm en total). El tamafio de las heridas se midi6
diariamente usando calibradores. El peso corporal se controlé dos veces por semana durante todo el estudio. El dia 1
y hasta el final del estudio, el tratamiento farmacolégico (25 mg/kg, SID de itraconazol, 25 mg/kg SID compuesto 42 o
vehiculo) se administré diariamente usando un volumen de dosificacién de 5 ml/kg. Los dias 7, 11 y 14, se sacrificaron
los animales de cada grupo y se recogieron las heridas para el anélisis histolégico. Al recolectar las heridas, las heridas
se cortaron incluyendo unos pocos mm de la piel circundante. Para cada animal, se recogieron dos piezas de herida
y se fijaron para el analisis histolégico. El itraconazol y el compuesto 42 no tuvieron efecto sobre la arquitectura del
tejido o las tasas de curacidén de heridas normales en comparacién con los controles del vehiculo, seglin el andlisis
histolégico y las mediciones diarias del calibrador.
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EJEMPLO llI: Estudio clinico de fase Il para la esclerodermia

Un ensayo clinico aleatorizado doble ciego controlado con placebo de fase Il demuestra Prueba de Concepto
para un analogo de itraconazol antifibrético optimizado en pacientes con esclerodermia cutanea difusa o esclerodermia
sistémica con compromiso cutdneo difuso. Los pacientes que satisfacen los criterios de inscripcién constituyen dos
grupos iguales de 30. El brazo experimental recibe una dosis alta Unica de medicamento todos los dias durante 6
meses y el brazo comparador de placebo recibird placebo todos los dias durante 6 meses. La dosis Unica alta del
farmaco se determina en funcién de la eficacia preclinica, diana en un estudio de toxicologia preclinica de cinomolgo
y un estudio de seguridad de fase |. La medida de resultado primaria es una comparacién de la eficacia del farmaco
versus placebo en funcién del porcentaje de variacién en m-RSS (puntaje 0-51, 17 sitios) entre la inclusién y las visitas
mensuales. Las medidas de resultado secundarias son una comparacién de la eficacia del farmaco frente al placebo
basada en la variacién en m-RSS entre los puntos de inclusidén y tiempo de seguimiento (1, 3 y 6 meses); evaluacion
del compromiso del objetivo segln lo determinado por el perfil de expresiéon de genes objetivo de hedgehog y VEGFR
utilizando biopsias de piel obtenidas en la inclusién y a los 6 meses; evaluacién del grosor de la piel en la inclusién y
6 meses utilizando biopsias de piel; evaluacién del tratamiento de sintomas no cutaneos en pacientes con
esclerodermia sistémica; evaluacién de la calidad de vida utilizando un cuestionario de evaluacién de salud y el indice
de calidad de vida de dermatologia; y evaluacién de la tolerancia al tratamiento mediante el monitoreo clinico y de
laboratorio de los efectos secundarios (incluida la evaluacion de los signos de efectos inotrdpicos negativos mediante
ultrasonido cardiaco). La prueba de concepto exitosa se establecera si >40% de los pacientes tienen una mejora de
mM-RSS (definida como una disminucién de mRSS de >5,3 unidades entre el inicio y la Gltima visita del estudio a los 6
meses).

La poblacién de pacientes diana precisa consiste en pacientes diagnosticados con esclerodermia cutanea
difusa (o grave) (puntuacién de la piel de Rodnan modificada, m-RSS >16/51). Los subgrupos de pacientes conocidos
son los pacientes diagnosticados con esclerodermia cutanea difusa localizada o esclerodermia sistémica con
afectacién cutédnea difusa, segln lo definido por el American College of Rheumatology.

Los criterios de inclusién y exclusién para el reclutamiento de pacientes de un estudio de prueba de concepto
de fase Il son los siguientes. Los pacientes seran mayores de 18 afios con diagnéstico documentado de esclerodermia
cutanea o sistémica. Se requiere un m-RSS basal de >16/51 indicativo de esclerodermia cutanea difusa. Se requiere
una puntuacién de fraccién de eyeccién de ultrasonido cardiaco previa a la inclusién de més del 55% (es decir, normal)
para la inclusién. Los pacientes serédn excluidos si han sido tratados con un medicamento (p. ej., metotrexato,
corticosteroides, ciclofosfamida, bosentan) que tiene el potencial de interferir con el curso de la enfermedad dentro de
un periodo de 3 meses antes del inicio del ensayo. Los pacientes que sufren insuficiencia organica grave, enfermedad
hepatica crénica (p. ej., cirrosis hepatica, hepatitis crénica), cancer, enfermedades crénicas (p. ej., artritis reumatoide,
lupus eritematoso sistémico, diabetes, VIH) o que tengan una quimica sanguinea anémala. Los pacientes que hayan
tenido una cirugia mayor menos de 4 semanas antes de la inclusién serén excluidos. Los pacientes contraindicados
con itraconazol, como se especifica en las especificaciones del producto, seran excluidos. Especificamente, se
excluirdn los pacientes con evidencia de disfuncidén ventricular (p. ej., Insuficiencia cardiaca congestiva, CHF), con
riesgo de CHF o haber sido tratados con farmacos inotrépicos. Se excluiran los pacientes que hayan sufrido infarto de
miocardio menos de 6 meses antes de la inclusién.

Los pacientes incluidos en un estudio de prueba de concepto de fase Il se identifican y seleccionan para el
tratamiento en colaboracién con médicos dermatélogos en miultiples sitios dentro de los Estados Unidos. Un
investigador coordinador que es miembro del Consorcio de Ensayos Clinicos de Esclerodermia supervisa el
reclutamiento de pacientes y sirve como presidente del estudio. Los pacientes son diagnosticados con esclerodermia
cutanea difusa localizada o esclerodermia sistémica con afectacién cutanea difusa. Los pacientes se estratifican segun
el diagnéstico de esclerodermia (es decir, localizado o sistémico), el sexo y la edad para garantizar una distribucién
equitativa dentro de las poblaciones de tratamiento. Ademas, los pacientes se estratifican segun la gravedad de la
afectacidén cutanea para garantizar un nimero igual de pacientes con afectacién cutanea grave (m-RSS >20/51) dentro
de las poblaciones de tratamiento. Esta estratificacién requiere una prueba de diagnéstico inicial con escala de
induracién cutédnea y biopsia de piel. Se requiere que los pacientes se sometan a una prueba de diagnéstico de
ultrasonido cardiaco antes de la inclusion para garantizar la funcién cardiaca normal (puntaje de fraccién de eyeccidon
> 55%).

Como actualmente no existe un tratamiento indicado directamente para inhibir la fibrosis en pacientes con
esclerodermia, no existe un agente de comparacién para ser utilizado en estudios de pacientes. El nuevo agente se
dosifica solo. Los pacientes que toman cualquier medicamento son monitoreados para asegurar que el nuevo agente
no altere las propiedades farmacocinéticas y del metabolismo del medicamento que se esta tomando.

La puntuacién de la piel de Rodnan modificada (m-RSS) es un biomarcador identificado, medible y validado
utilizado para evaluar la eficacia clinica en pacientes con esclerodermia. Brevemente, la superficie total de la piel se
divide arbitrariamente en 17 sitios. En cada é&rea, la palpitacion manual se usa para evaluar la puntuacién de la piel.
La puntuacion de la piel varia de 0 a 3 segun el grado de engrosamiento de la piel (0, no involucrado; 1, leve; 2,
moderado; 3, grave). La puntuacién total de la piel es la suma de las puntuaciones de cada una de las 17 éareas
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(puntuacién maxima de 51). Los pacientes que tienen una puntuacién de entre 16 y 19 se clasifican como difusos y
los que tienen una puntuacién de >20 se clasifican como graves. Se ha demostrado que este sistema de puntuacion
de la piel se correlaciona muy bien con el grado de fibrosis dérmica y también se correlaciona bien con el grado de
fibrosis/disfuncién en los érganos internos (en pacientes con esclerodermia sistémica). El compromiso de la diana en
la piel se puede evaluar mediante el seguimiento de los cambios en la expresién de los genes diana de hedgehog y
VEGFR mediante biopsias de la piel.

EJEMPLO IV: Estudio clinico de fase |l para fibrosis pulmonar idiopatica

El propésito de este estudio es determinar la seguridad y eficacia del compuesto de férmula (1) y férmula (I1)
para el tratamiento de la fibrosis pulmonar idiopatica, en comparacién con placebo. El ensayo clinico es
intervencionista. La asignacién de los participantes del estudio clinico es aleatoria; el modelo de intervencion es de
asignacion paralela; y hay un enmascaramiento doble ciego del estudio (sujeto, cuidador, investigador). El presente
estudio clinico mide principalmente la tasa de cambio de la capacidad vital forzada y, en segundo lugar, mide la
seguridad basada en EA, signos vitales y pruebas clinicas de laboratorio.

Los criterios de inclusidn para el reclutamiento de pacientes son los siguientes:

* Ambos sexos entre las edades de 40 y 80 afios, inclusive, al azar.

* Tiene sintomas clinicos consistentes con fibrosis pulmonar idiopatica (FPI).

*  Primero recibié un diagnéstico de FPI al menos 6 meses y no mas de 48 meses antes de la aleatorizacién.
La fecha de diagnéstico se define como la fecha de la primera HRCT disponible o biopsia pulmonar quirargica
compatible con IPF/UIP.

¢ Tener un diagnéstico de fibrosis pulmonar intersticial (UIP) o IPF habitual mediante tomografia computarizada
de alta resolucién (HRCT) o biopsia pulmonar quirdrgica (SLB)

¢ Extensién de los cambios fibréticos (panal, cambios reticulares) mayores que la extensién del enfisema en la
exploracién HRCT.

* No tiene caracteristicas que respalden un diagnéstico alternativo en biopsia transbronquial, BAL o SLB, si se
realiza.

e Tener un porcentaje predicho de FVC post-broncodilatador entre 50% y 80%, inclusive, en la evaluacién.

e Tener un cambio en la FVC posterior al broncodilatador (medido en litros) entre el cribado y el dia 1 que sea
inferior a una diferencia relativa del 10%, calculado como: el valor absoluto del 100% (cribado FVC (L)- dia 1
FVC (L))/cribado FVC (L).

¢ Tener mondxido de carbono capacidad (DLCO) entre el 30% y el 80% de difusién (ajustado por la
hemoglobina y la altitud, ambos inclusive, en el cribado.

* No hay evidencia de mejora en las medidas de gravedad de la enfermedad IPF respecto al afio anterior, en
opinién del investigador.

e  Sercapaz de caminar 150 metros o méas durante la prueba de caminata de 6 minutos (6MWT) en el examen
de deteccién.
* Demostrar una disminucién de la saturacién de oxigeno de 2 puntos porcentuales o méas durante el 6MWT
en el examen de deteccion (se puede realizar con titulacién de oxigeno suplementaria para mantener la
saturacién de oxigeno) niveles >88%).

e Pueden comprender y firmar un formulario de consentimiento informado por escrito.

e Son capaces de comprender la importancia de la adherencia al tratamiento del estudio y el protocolo del
estudio y estan dispuestos a cumplir con todos los requisitos del estudio, incluidas las restricciones de
medicacién concomitantes., durante todo el estudio.

*  Mujeres en edad fértil (WOCBP) y los hombres que tienen relaciones sexuales con WOCBP deben utilizar
aceptable(s) método(s) anticonceptivo(s).

Los criterios de exclusién para el reclutamiento de pacientes son los siguientes:
i) Exclusiones de la enfermedad diana

(1) Tiene un empeoramiento clinico significativo de la FPI entre el cribado y el dia 1 (durante el proceso de
cribado), en opinién del investigador.

(2) Tiene un volumen espiratorio forzado en 1 segundo (FEV1)/relacién FVC inferior a 0,8 después de la
administracién de broncodilatador en el cribado.

(3) Tiene una respuesta broncodilatadora, definida por un aumento absoluto de 12% o mas y un aumento de
200 ml en FEV1 0 FVC 0 ambos después del uso de broncodilatadores en comparacién con los valores antes
del uso de broncodilatadores en la deteccién.

ii) Historial médico y enfermedades concurrentes
(1) Tiene un historial de exposicion ambiental clinicamente significativa que se sabe que causa fibrosis

pulmonar.
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(2) Tiene una explicacién conocida para la enfermedad pulmonar intersticial.

(3) Tiene un diagndéstico clinico de cualquier enfermedad del tejido conectivo.

(4) Actualmente tiene asma clinicamente significativa o enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

(5) Tiene evidencia clinica de infeccién activa.

(6) Tiene algun historial de malignidad que pueda resultar en una discapacidad significativa o que requiera
una intervencién médica o quirdrgica significativa en los préximos 2 afios. Esto no incluye procedimientos
quirdrgicos menores para el cancer localizado (p. ej., Carcinoma basocelular).

(7) Tiene cualquier otra condicién que no sea IPF que, en opinién del investigador, pueda ocasionar la muerte
del sujeto en los préximos 2 afios.

(8) Tiene antecedentes de enfermedad hepética terminal.

(9) Tiene antecedentes de enfermedad renal en etapa terminal que requiere dialisis.

(10) Tiene antecedentes de enfermedad cardiaca o pulmonar inestable o deteriorada (que no sea FPI) en los
Ultimos 6 meses.

(11) Tiene antecedentes de abuso de alcohol o sustancias en los Ultimos 2 afios.

(12) Tiene antecedentes familiares o personales de sindrome de QT largo y/o Torsades de Pointes
(taquicardia ventricular polimoérfica).

(13) Ha utilizado alguna de las siguientes terapias especificas dentro de los 7 dias previos al examen:

(a) Terapia de investigacién, definida como cualquier medicamento que no haya sido aprobado para
comercializacién para cualquier indicacién en el pais del sitio participante.

(b) Cualquier agente citotéxico, inmunosupresor, modulador de la citocina o antagonista del receptor,
que incluye, entre otros, azatioprina, bosetan, ambrisentan, ciclofosfamida, ciclosporina, etanercept,
iloprost, infliximab, antagonistas de leucotrienos, metotrexato, micofenolato mofetil, tacrolimo,
montelukast, tetratiomolibdato, inhibidores alfa del factor de necrosis tumoral, NAC, mesilato de
imatinib, interferén gamma-Ib, pirfenidona e inhibidores de la tirosina quinasa.

(c) Colchicina, heparina y warfarina. Sildenafil (uso diario) puede usarse si se administra para una
indicacién que no es IPF si no hay una terapia alternativa clinicamente aceptable para la misma
indicacion; se permite el uso intermitente para la disfuncién eréctil.

(d) Se permite el uso intermitente de corticosteroides para el empeoramiento respiratorio agudo.
(e) Se permite el uso de ketoconazol, ciclosporina y esteroides para uso tépico y oftalmico.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de Férmula (I1), o una sal farmacéuticamente aceptable, solvato, polimorfo, N-6xido o esterecisdmero
del mismo:

i) (R®)s (R%
Y m
(CR3R4) (—X; 152y _ ©
@ —K, P (CRR),—0 (8
RS
( )V (Rg)u
Formula (T)
para su uso en el tratamiento de la fibrosis hepatica, en donde:
Al es
{F%,
SRR,
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¥
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AZ es
R
Prcsves
i
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o piridina;
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NN
Ces
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D es arilo o heteroarilo;

E es arilo, heteroarilo, carbociclilo, heterociclilo o alquilo;

cada R' R? R3y R*se selecciona independientemente de H, alquilo, haloalquilo o alcoxi;

R7 es alquilo, haloalquilo, hidroxialquilo, alcoxialquilo, -alquileno(NR'R', cicloalquilo, heterociclilo, -
alquileno(cicloalquilo), o -alquileno(heterociclilo);

cada R8 se selecciona independientemente de alquilo, cicloalquilo, heterociclilo, halo, hidroxi, nitrilo, azido, nitro,
alcoxi, haloalcoxi, haloalquilo, hidroxialquilo, alcoxialquilo, -alquileno(NR'R'), -alquileno(cicloalquilo), -
alquileno(heterociclilo), arilo, heteroarilo, -SR™, -SOR', -SO.R™, -SO,NR'™R™ -NR™R'™ -NR"SO,R", -
NR™3C(O)R", -NR'3C(O)OR™, -NR'*C(O)NR™R™, -C(O)R", -C(O)OR™ y -C(O)NR'™R'4; o dos R?® adyacentes
forman un anillo heterociclilo;

cada R'™ y R se selecciona independientemente de H, alquilo, cicloalquilo, heterociclilalquilo, haloalquilo,
hidroxialquilo, alcoxialquilo, arilalquilo, heteroarilalquilo, arilo y heteroarilo; o R'® y R'* tomados juntos forman un
heterociclo con los atomos a los que estan unidos;

Y'e Y2son O;

nes102;

mes 102

pes1,2 304
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sesOo 1,

tesOo1;

ues0,1,2,3,405y
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y en donde

"alquilo" se refiere a un radical de cadena de hidrocarburo lineal o ramificado, que tiene de uno a treinta atomos
de carbono, y unido al resto de la molécula por un enlace sencillo;

"alquileno" se refiere a una cadena de hidrocarburo divalente lineal o ramificada, como se describe para alquilo;
"alcoxi" se refiere a un radical de la férmula -OR? donde R? es un radical alquilo como se ha definido anteriormente;
"arilo" se refiere a un radical derivado de un sistema de anillo de hidrocarburo que comprende hidrégeno, de 6 a
30 4tomos de carbono y al menos un anillo aroméatico;

"cicloalquilo" o "carbociclo" se refiere a un anillo carbociclico estable, no aromético, monociclico o policiclico que
tiene de tres a quince atomos de carbono, que pueden incluir sistemas de anillos fusionados o puenteados, que
estan saturados o insaturados;

"halo" se refiere a bromo, cloro, flior o yodo;

"haloalquilo" se refiere a un radical alquilo, como se ha definido anteriormente, que esté sustituido con uno o mas
radicales halo, como se ha definido anteriormente;

"haloalcoxi" se refiere a un radical de la formula -OR? donde R® es un radical haloalquilo como se ha definido
anteriormente;

"heterocicloalquilo” o "heterociclilo" o "heterociclo” se refiere a un radical de anillo no aromatico estable de 3 a 24
miembros que comprende de 2 a 23 atomos de carbono y de uno a 8 heteroatomos seleccionados del grupo que
consiste en nitrégeno, oxigeno, fésforo y azufre

"heterocicloalquilo" también incluye todas las formas de anillo de los carbohidratos, incluidos, entre otros, los
monosacéridos, los disacaridos y los oligosacéridos, y tiene de 2 a 10 carbonos en el anillo;

"heteroarilo" se refiere a un monorradical aromatico que contiene de cinco a veinte atomos del anillo esquelético,
donde uno o mas de los atomos del anillo es un heterodtomo seleccionado independientemente entre oxigeno,
nitrégeno, azufre, fésforo, silicio, selenio y estafio, pero no limitado a estos dtomos y con la condicién de que el
anillo de dicho grupo no contenga dos atomos O o S adyacentes.

2. El compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable, solvato, polimorfo, N-éxido o esterecisémero del mismo para
el uso de la reivindicacién 1, en donde A’ es

3. El compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable, solvato, polimorfo, N-éxido o esterecisémero del mismo para
el uso de la reivindicacién 1, en donde AZ es

4. El compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable, solvato, polimorfo, N-éxido o esterecisémero del mismo para
el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde C es

X
. _R7
s N" N R
\=N
5. El compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable, solvato, polimorfo, N-éxido o esterecisémero del mismo para
el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde C es

O
)]\ 7
é’é\N\ N-R
N_/
6. El compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable, solvato, polimorfo, N-éxido o esterecisémero del mismo para
el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde E es arilo, en donde el arilo es:

§ _/(Rs)u

\_/
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7. El compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable, solvato, polimorfo, N-éxido o esterecisémero del mismo para
el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde D es arilo.

8. El compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable, solvato, polimorfo, N-éxido o esterecisémero del mismo para
el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, D es heteroarilo.

9. El compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable, solvato, polimorfo, N-éxido o esterecisémero del mismo para
uso de la reivindicacioén 8, en donde D se selecciona entre:

Rg RQ
R2 \(\Q RY 1
w2 =N = hAY 1
ws=YK o W | Wz"&\we;”*
i }N"‘“g R? we RETRY W I i
ity 5 8 q RN W?\ W8
W R , RY .y Wt :
W' W2 We W4 y WP se seleccionan independientemente entre N y CR;
WeesNoC;y
cada R® se selecciona independientemente entre H, halégeno, CN, NO,, alquilo, -SR'®, -OR"0 -NR'"R" -
NR'°C(O)(alquilo), -NR'°C(O)(cicloalquilo), -NR'°C(O)(heterocicloalquilo), -NR'°C(O)(arilo), -

NR'°C(O)(heteroarilo), C(O)NR'°R" -C(O)NR'(cicloalquilo), -C(O)NR'(heterocicloalquilo), -C(O)NR'’(arilo), -
C(0O) NR™"(heteroarilo), NR'C(O)NR'R' -NR'°C(O)NR"(cicloalquilo), -NR'"C(O)NR"'(heterocicloalquilo),
NR'OC(O)NR"(arilo),  -NR'"C(O)NR"(heteroarilo),  -NR'"C(0O)O(alquilo),  -NR'"C(0)O(cicloalquilo), -
NR'0C(O)O(heterocicloalquilo), -NR'°C(O)O(arilo), -NR'°C(O)O(heteroarilo), -NR°SO(alquilo), -
NR'9SOy(cicloalquilo), -NR'SO(heterocicloalquilo), -N°SOZX(arilo), -NR'°SOq(heteroarilo), SO.NR'"R
SO2NR(cicloalquilo), -SO2NRO(heterocicloalquilo), -SO.NR(arilo), - SO.NR'%(heteroarilo), haloalquilo, arilo, y
heteroarilo.

10. El compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable, solvato, polimorfo, N-6xido o esterecisémero del mismo
para el uso de la reivindicaciéon 7, en donde D es

EN>N§ Ei:;:q-% NJ’\l _\ § |

S
L, O

11. El compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable, solvato, polimorfo, N-6xido o esterecisémero del mismo
para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde pes 1, 2 0 3.

12. El compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable, solvato, polimorfo, N-6xido o esterecisémero del mismo
para el uso de la reivindicaciéon 11, en donde p es 1.

13. El compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable, solvato, polimorfo, N-6xido o esterecisémero del mismo
para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde R', R, R3y R* son hidrégeno.

14. El compuesto para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en donde el compuesto se selecciona entre:

- N
=/ s N\N i

CLN‘NJ% 05~ O A
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o
oy
\':“NF

o una sal farmacéuticamente aceptable, solvato, polimorfo, N-éxido o esterecisémero del mismo.
15. El compuesto o una sal farmacéuticamente aceptable, solvato, polimorfo, N-6xido o esterecisémero del mismo

para el uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en donde la fibrosis hepatica es fibrosis hepatica asociada
con las ultimas etapas de cirrosis hepética alcohélica o no alcohdlica.
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