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DESCRIPCION
Derivado de pirrolopirimidina y uso del mismo
Campo

La presente divulgacidén pertenece al campo de la biomedicina, especificamente, la presente divulgacion se
relaciona con derivados de pirrolopirimidina, y méas especificamente, la presente divulgacién se relaciona con
derivados de pirrolopirimidina, métodos para preparar los derivados de pirrolopirimidina, y uso de los derivados
de pirrolopirimidina en la preparacién de medicamentos.

Antecedentes

La autotaxina (abreviada como ATX) es una glicoproteina secretada con actividad fosfodiesterasa (PDE), y es
miembro de la familia de las pirofosfatasas/fosfodiesterasas extracelulares (ENPP). Asi, la autotaxina también
se denomina ENPP2. La ATX también tiene actividad lisofosfolipasa D (LysoPLD) y puede hidrolizar la
lisofosfatidilcolina (LPC) en acido lisofosfatidico (LPA) con actividad biol6gica. El LPA es un mediador lipidico
intracelular que afecta a muchos procesos biolégicos y bioquimicos.

Los estudios han indicado que, en condiciones patolégicas, puede reducirse un nivel de LPA mediante la
inhibicién de ATX, proporcionando asi beneficios terapéuticos para necesidades clinicas no cubiertas,
incluyendo cancer, anidamiento de linfocitos, inflamacién crénica, dolor neuropatico, fibrosis, trombosis y prurito
colestasico, o enfermedades fibréticas que son inducidas, mediadas y/o propagadas a través de un nivel
elevado de LPA y/o una activacion de ATX.

La sobrerregulacién de la via de sefializacién ATX-LPA puede observarse en diversas afecciones inflamatorias.
Por ejemplo, los efectos proinflamatorios del LPA incluyen la desgranulacién de los mastocitos, la contraccién
de las células musculares lisas y la liberacidén de citoquinas de las células dendriticas. Como manifestacién de
su papel general en la inflamacion, se observé la sobrerregulacién de la via de sefializacion ATX-LPA en un
modelo de bolsa de aire de carragenina de ratén, que se adopta para desarrollar farmacos antiinflamatorios,
incluidos los inhibidores de la ciclooxigenasa para la artritis (Hidenobu Kanda, Rebecca Newton, Russell Klein
et al., Autotaxin, an ectoenzyme that produces lysophosphatidic acid, promotes the entry of lymphocytes into
secondary lymphoid organs[J] Nature Immunology. 2008, 9(4):415-423.). Ademés, se ha observado una
reduccion de LPA en plasma y en bolsa de aire en un modelo de bolsa de aire de carragenina de rata utilizando
un inhibidor de ATX, lo que confirma el papel de ATX como principal fuente de LPA durante la inflamacién. Como
otra funcién general en las enfermedades inflamatorias, se ha confirmado un "efecto sinérgico” entre el LPA 'y
las quimiocinas de migracién de linfocitos. Se puede encontrar una alta expresién de ATX en focos de
inflamacién crénica. Se ha confirmado que el anidamiento de las células T a los tejidos linfaticos se inhibe
mediante la inyeccién intravenosa de la ATX inactivada, lo que puede conseguirse compitiendo con la ATX
endbgena y ejerciendo un efecto negativo dominante. En algunos casos, la ATX facilita la entrada de linfocitos
en los 6rganos linfoides. Por lo tanto, los inhibidores de ATX pueden bloquear la migracién de linfocitos a
organos linfoides secundarios y son beneficiosos en enfermedades autoinmunes.

En la artritis reumatoide, se ha confirmado que la expresion de ATX esta aumentada en los fibroblastos
sinoviales de pacientes con artritis reumatoide (RA), y la eliminacién de la expresién de ATX en las células
mesenquimales (incluidos los fibroblastos sinoviales) produce un debilitamiento de los sintomas en un modelo
de ratdn de artritis reumatoide. Asi pues, el papel de la autotaxina en la artritis reumatoide ha quedado
plenamente establecido.

El LPA también puede sobrerregular las proteinas relacionadas con el dolor a través del LPA1, que es uno de
sus receptores homoélogos. Una inhibicién dirigida contra la biosintesis de LPA mediada por ATX puede servir
como mecanismo para prevenir el dolor neuropético causado por lesiones nerviosas, como el dolor asociado a
la osteoartritis. Se ha observado que los inhibidores de la autotaxina reducen el LPA y la PGE2 y también alivian
el dolor inflamatorio. También ha indicado a través de la investigacion que la inhibicién dirigida contra la
biosintesis de LPAmediada por ATX puede ser un nuevo mecanismo para prevenir el dolor neuropético causado
por el dafio nervioso.

Tras remitir la inflamacién y repararse el dafio tisular, el tejido suele recuperar su estado original. La reparacién
excesiva e incontrolada de los tejidos puede dar lugar a lo que cominmente se conoce como fibrosis. La fibrosis
se caracteriza por un depésito excesivo de componentes de la matriz extracelular y un crecimiento excesivo de
fibroblastos. La fibrosis puede producirse en todos los tejidos, pero es especialmente frecuente en 6rganos que
sufren con frecuencia dafios quimicos y biolégicos, como los pulmones, la piel, el tubo digestivo, los rifiones y
el higado. La fibrosis suele perjudicar gravemente las funciones normales de los 6rganos.

En algunos casos, el LPA estimula la proliferacién de las células estrelladas hepéaticas a la vez que inhibe la
sintesis de ADN en los hepatocitos. Un nivel de LPA y una actividad de ATX en suero son elevados en pacientes
con hepatitis C crénica. En la sangre de conejos con diferentes lesiones hepaticas, una concentracién de LPA
en plasma y una actividad de ATX en suero son relativamente mayores en la fibrosis hepatica inducida por
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tetracloruro de carbono. La concentracion plasmatica de LPA y la actividad sérica de ATX aumentan con la
gravedad de las diferentes lesiones hepaticas.

La fibrosis pulmonar es el cambio de etapa terminal de un gran grupo de enfermedades pulmonares, que se
caracterizan por la proliferacién de fibroblastos y la acumulacién de una gran cantidad de matriz extracelular
acompafiada de dafio inflamatorio y destruccion de la estructura tisular, es decir, anormalidad estructural
(formacién de cicatrices) causada por una reparacién anormal tras el dafio de los tejidos alveolares normales.
Cuando el dafio pulmonar se atribuye a diversas causas, los tejidos intersticiales segregaran colageno para su
reparacion. Si se repara en exceso, es decir, la proliferacién excesiva de fibroblastos y la acumulacién de matriz
extracelular, se desarrollara la fibrosis pulmonar.

La sefial de LPAtiene el efecto de promover la fibrosis en células epiteliales, células endoteliales y fibroblastos
especificamente a través del receptor LPA;: la delecién genética de este receptor reduce la apoptosis de células
epiteliales, la fuga vascular y la acumulacién de fibroblastos en el modelo de fibrosis pulmonar.

La fibrosis pulmonar idiopatica (IPF) es una neumonia intersticial crénica, progresiva y fibrética de etiologia
desconocida, caracterizada por una alveolitis difusa y trastornos estructurales alveolares, que se revela
tipicamente como una neumonia intersticial ordinaria en las imagenes y en la histologia patolégica. A medida
que avanza la enfermedad, el tejido pulmonar del paciente se vuelve mas grueso y duro, lo que da lugar a
cicatrices permanentes, o el pulmdn del paciente tiene aspecto de panal, también llamado "pulmén de panal”
o "pulmén de Iuffa". Esta enfermedad crénica progresiva provocara un deterioro irreversible y continuo de la
funcién pulmonar. El 50% de los pacientes pueden tener una supervivencia media de sélo 2.8 afios desde que
se les diagnosticé. Asi, la fibrosis pulmonar idiopatica también se denomina "enfermedad tumoral' En la
actualidad, los tratamientos farmacolégicos existentes presentan problemas como muchas reacciones
adversas y escasos efectos terapéuticos; y los tratamientos no farmacolégicos incluyen principalmente el
trasplante de pulmoén, pero el trasplante de 6rganos es caro y limitado en recursos, y conlleva ciertos riesgos
clinicos.

Existen pruebas que demuestran que la proliferaciéon y contraccién de fibroblastos y la secrecién de matriz
extracelular estimuladas por el LPA promueven la proliferacién fibrosa en otras enfermedades de las vias
respiratorias, como la bronquitis crénica y la enfermedad pulmonar intersticial, asi como la fibrosis peribronquial
en el asma grave. El LPA interviene en la enfermedad pulmonar intersticial fibrosante y en la bronquiolitis
obliterante, en las que aumentan tanto el colageno como los miofibroblastos. Los estudios relacionados con la
fibrosis pulmonar idiopatica (IPF) han indicado que el nivel de LPA en el fluido de lavado broncoalveolar de los
pacientes estd aumentado. Otras investigaciones sobre la eliminacién de LPA1 y los inhibidores han revelado
que el LPA desempefia un papel clave en el proceso de fibrosis pulmonar, lo que se complementa con la
investigacién mediante ratones con eliminacién especifica de células que carecen de ATX en células epiteliales
bronquiales y macréfagos. Se ha indicado que los ratones eran menos sensibles al modelo de fibrosis pulmonar.
El papel del LPA en otras enfermedades fibrosantes (rifién y piel) se basa en observaciones similares. El papel
del LPA en la remodelacién pulmonar estd relacionado con los efectos del LPA tanto en los fibroblastos
pulmonares (a través del LPA1) como en las células epiteliales (a través del LPA2). Se ha indicado que el LPA2
desempefia un papel fundamental en la activacién del TGFB en las células epiteliales en el caso de los
trastornos de fibrosis. Las funciones del LPA en la remodelacién y la fibrosis estén relacionadas con la COPD,
la IPF y el asma, y la remodelacién pulmonar, como resultado a largo plazo, limitara la funcién pulmonar. Por
ultimo, en lo que respecta a las enfermedades pulmonares, la ATX es uno de los tres principales loci de rasgos
cuantitativos que parecen estar asociados a diferencias en la funcién pulmonar de los ratones.

El estudio encontr6 que la concentracién de LPA aumenta en plasma y ascitis en pacientes con cancer de
ovario en fases tempranas y tardias. El elevado nivel de LPAYy los cambios en la expresion y respuesta de los
receptores de LPA pueden ser una de las causas de la aparicién, progresiéon o desenlace del cancer de ovario.
El LPA también esta asociado al cancer de préstata, mama, melanoma, cabeza y cuello, intestino, cerebro y
tiroides. El LPA interviene en la proliferacién de las células tumorales y en la invasién de los tejidos adyacentes,
lo que conduce a la metastasis. Estos procesos biolégicos y patobiolégicos se inician mediante la activacién
de receptores acoplados a proteinas G con LPA. El nivel de LPA puede reducirse inhibiendo las enzimas que
intervienen en la biosintesis del LPA, como la ATX, para el tratamiento de pacientes con tumores.

En el proceso de angiogénesis, ATX y otros factores angiogénicos juntos conducen a la angiogénesis. El tumor
puede nutrirse a través de la angiogénesis durante el crecimiento tumoral. En consecuencia, un importante
punto de partida para el tratamiento del cdncer y los tumores es inhibir la angiogénesis.

La Solicitud de patente WO2014202458A1 cita los efectos de la sefalizacion ATX-LPA en diferentes
condiciones fisiopatolgicas, tales como enfermedades proliferativas, dolor neuropatico, inflamacién,
enfermedades autoinmunes, fibrosis, rastreo de linfocitos en ganglios linfaticos, obesidad, diabetes o formacién
de vasos sanguineos en embriones.

En la actualidad, se han realizado ciertos progresos en los tratamientos del cancer, las enfermedades de
fibrosis, las enfermedades proliferativas, las enfermedades inflamatorias, las enfermedades autoinmunes, las
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enfermedades respiratorias, las enfermedades cardiovasculares, las enfermedades neurodegenerativas, los
trastornos dermatolégicos y/o las enfermedades relacionadas con la angiogénesis anormal, pero siguen siendo
insuficientes. Los farmacos terapéuticos para la IPF comercializados actualmente son la Pirfenidona y el
Nintedanib. La pirfenidona puede provocar lesiones hepéticas (tales como insuficiencia hepdatica, ictericia),
reacciones de hipersensibilidad (tales como hinchazén facial, edema laringeo, disnea, sibilancias, etc.) y
reacciones gastrointestinales graves, y los ensayos de fotogenotoxicidad demostraron que puede causar
anomalias estructurales de los cromosomas y puede provocar cancer de piel en caso de exposicidén a la luz.
Nintedanib tiene reacciones adversas como diarrea, nduseas y dolor abdominal, la incidencia de reacciones
gastrointestinales puede ser tan alta como 50%, y las reacciones adversas comunes de los mismos incluyen
pérdida de peso, pérdida de apetito, dafio hepatico y sangrado, etc. Entre los pacientes que toman pirfenidona
y nintedanib, la probabilidad de interrupcién por acontecimientos adversos graves fue del 20.9% y el 26.3%,
respectivamente (Toby M Maher, et al. Rationale, design and objectives of two phase Ill, randomised,
placebocontrolled studies of GLPG1690, a novel autotaxin inhibitor, in idiopathic pulmonary fibrosis (ISABELA
1 and 2)[J]. BMJ Open Respiratory Research. 2019, 21;6(1).). La calidad de vida de los pacientes con IPF se
veréa gravemente afectada, mientras que ni Pirfenidona ni Nintedanib consiguen mejorar la calidad de vida de
los pacientes en los ensayos clinicos. Aunque estos dos farmacos pueden mejorar los resultados generales,
sélo pueden retrasar el curso de la enfermedad, pero no revertir la fibrosis pulmonar. En este sentido, los
pacientes con fibrosis pulmonar especifica grave pueden no beneficiarse de ella. GLPG-1690, como uno de los
medicamentos para el tratamiento de la IPF que se esta desarrollando en la actualidad y que ha progresado
rapidamente, muestra una tendencia a revertir el curso de la enfermedad, pero tiene los problemas de la baja
actividad enzimatica, la gran dosificaciéon de la medicacién clinica y el escaso cumplimiento de la medicacién.

Por lo tanto, las terapias existentes en la actualidad siguen siendo insatisfactorias. Todavia hay un gran nimero
de pacientes que necesitan nuevos tratamientos con mayor actividad y mejor eficacia, que puedan ralentizar
en mayor medida o incluso invertir el curso de la enfermedad, mejorar el cumplimiento de la medicacién y
permitir que mas pacientes con fibrosis pulmonar idiopatica se beneficien de ella.

Resumen

La presente divulgacién tiene por objeto proporcionar un compuesto que pueda inhibir eficazmente la ATX y
pueda utilizarse como mejora o sustituciéon de los medicamentos o inhibidores de ATX existentes.

En un primer aspecto de la presente divulgacién, la presente divulgacién proporciona un compuesto, que es un
compuesto representado por la Férmula I-1 o -2, 0 un mesdmero, un racemato, un tautdmero, un
estereoisémero, un hidrato, un solvato, o una sal del compuesto representado por la Férmula I-1 o |-2,

N
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De acuerdo con realizaciones de la presente divulgacién, el compuesto mencionado puede tener ademas al
menos una de las siguientes caracteristicas técnicas adicionales.

De acuerdo con una realizacidn de la presente divulgacién, el compuesto es uno de los siguientes compuestos;
o el compuesto es un mesdmero, un racemato, un tautémero, un estereocisémero, un hidrato, un solvato, o una
sal de uno de los siguientes compuestos:
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De acuerdo con realizaciones de la presente divulgacién, la sal incluye sales farmacéuticamente aceptables y
es al menos una seleccionada entre acido sulflirico, acido fosférico, acido nitrico, acido bromhidrico, acido
clorhidrico, acido férmico, acido acético, acido propiénico, &cido bencenosulfénico, acido benzoico, acido
fenilacético, acido salicilico, &cido alginico, acido antranilico, acido canférico, &cido citrico, acido vinilsulfénico,
acido férmico, acido fumarico, 4cido furoico, &cido glucénico, acido glucurénico, acido glutamico, acido glicélico,
acido isetionico, acido lactico, 4cido maleico, acido malico, acido mandélico, 4cido mdcico, acido pamoico,
acido pantoténico, acido estearico, 4cido succinico, acido sulfanilico, acido tartarico, acido p-toluenosulfénico,
acido malénico, acido 2-hidroxipropiénico, acido oxalico, acido glicélico, acido glucurénico, acido galacturénico,
acido citrico, lisina, arginina, acido aspartico, acido cindmico, acido p-toluenosulfénico, acido metanosulfénico,
acido etanosulfénico o acido trifluorometanosulfénico. Los expertos en la materia pueden entender que,
ademas de las sales farmacéuticamente aceptables, también pueden utilizarse otras sales en la presente
divulgacién, actuando como intermedios en la purificacién de compuestos o en la preparacién de otras sales
farmacéuticamente aceptables, o para identificar, caracterizar o purificar los compuestos de la presente
divulgacion.

En un segundo aspecto de la presente divulgacién, la presente divulgacién proporciona una composicién
farmacéutica. De acuerdo con realizaciones de la presente divulgacién, la composicién farmacéutica incluye el
compuesto mencionado como ingrediente activo.

En un tercer aspecto de la presente divulgacion, la presente divulgaciéon proporciona el compuesto antes
mencionado o la composicién farmacéutica antes mencionada para su uso en la fabricacion de un medicamento
para tratar o prevenir al menos uno seleccionado entre cancer, enfermedad metabdlica, enfermedad renal,
enfermedad hepatica, enfermedad de fibrosis, enfermedad pulmonar intersticial, enfermedad de proliferacién,
enfermedad inflamatoria, dolor, enfermedad autoinmune, enfermedad respiratoria, enfermedad cardiovascular,
enfermedades neurodegenerativas, trastorno dermatolégico y/o enfermedad anormal relacionada con la
angiogénesis.

De acuerdo con una realizacién de la presente divulgacién, el uso puede incluir ademés al menos una de las
siguientes caracteristicas técnicas adicionales.

De acuerdo con una realizacién de la presente divulgacién, el mencionado compuesto o la mencionada
composicién farmacéutica es para uso en la fabricacién de un medicamento para tratar o prevenir al menos
uno seleccionado entre diabetes tipo Il, esteatohepatitis no alcohélica, dolor neuropatico, dolor inflamatorio,
dolor relacionado con osteoartritis, fibrosis pulmonar idiopética, fibrosis pulmonar, fibrosis hepatica o fibrosis
renal.

En un cuarto aspecto de la presente divulgacién, la presente divulgacién proporciona una combinacién de
farmacos. De acuerdo con una realizacidén de la presente divulgacién, la combinacién de farmacos incluye: el
compuesto mencionado o la composicién farmacéutica mencionada; y un farmaco adicional para tratar o
prevenir enfermedades relacionadas con ATX.

De acuerdo con una realizacién de la presente divulgacion, el compuesto o la composicién farmacéutica de la
presente divulgacién puede utilizarse para proporcionar a los pacientes que lo necesiten farmacos o regimenes
de tratamiento clinico mejores y mas eficaces. De acuerdo con una realizacién de la presente divulgacioén, la
presente divulgaciéon proporciona una serie de inhibidores de ATX con estructuras novedosas, mejores
propiedades farmacocinéticas, mejor eficacia y buena farmacogenicidad, capaces de tratar eficazmente
enfermedades o trastornos relacionados con ATX. Las referencias a métodos de tratamiento en los parrafos
siguientes de esta descripcién deben interpretarse como referencias a los compuestos, composiciones
farmacéuticas y medicamentos de la presente invencién para su uso en un método de tratamiento del cuerpo
humano (o animal) mediante terapia.

La presente divulgacién relaciona ademas el compuesto, la composicion farmacéutica o la combinaciéon de
farmacos de la presente divulgacién para su uso en el tratamiento o prevencién de al menos uno seleccionado
entre cancer, enfermedad metabdlica, enfermedad renal, enfermedad hepética, enfermedad de fibrosis,
enfermedad pulmonar intersticial, enfermedad de proliferaciéon, enfermedad inflamatoria, dolor, enfermedad
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autoinmune, enfermedad respiratoria, enfermedad cardiovascular, enfermedades neurodegenerativas,
trastorno dermatolégico y/o enfermedad anormal relacionada con la angiogénesis.

Definiciones y explicaciones de los términos

A menos que se indique lo contrario, las definiciones de grupos y términos descritos en la especificacién y las
reivindicaciones incluyen definiciones reales, definiciones de ejemplo, definiciones preferidas, definiciones
registradas en tablas y definiciones de compuestos especificos en los ejemplos, etc., que pueden combinarse
e integrarse arbitrariamente entre si. Las definiciones de grupo y las estructuras compuestas que se combinen
e integren deben entrar dentro del ambito de la presente divulgacién.

El término "farmacéuticamente aceptable" se refiere a los compuestos, materiales, composiciones y/o formas
de dosificacién que son adecuados para su uso en contacto con tejidos humanos y animales sin exceso de
toxicidad, irritacidn, reacciones alérgicas u otros problemas o complicaciones dentro del &mbito de un juicio
médico fiable, y son proporcionales a una relacién beneficio/riesgo razonable.

El término "sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a una sal farmacéuticamente aceptable de un acido o
base no tdxicos, incluidas las sales de 4cidos y bases inorganicos, asi como de &cidos y bases organicos. Las
sales derivadas de bases inorganicas incluyen, pero no se limitan a, las sales metélicas formadas por Al, Ca,
Li, Mg, K, Na y Zn. Las sales derivadas de bases orgéanicas incluyen, pero no se limitan a, sales de aminas
primarias, secundarias o terciarias, incluyendo sales organicas formadas por aminas naturales sustituidas o no
sustituidas, aminas ciclicas y resinas de intercambio i6nico bésicas, por ejemplo, sales organicas formadas por
amonio, isopropilamina, trimetilamina, dietilamina, trietilamina, tripropilamina, dietanolamina, etanolamina,
dimetiletanolamina, 2-dimetilaminoetanol, 2-dietilaminoetanol, diciclohexilamina, cafeina, procaina, colina,
betaina, benetamina penicilina, etilendiamina, glucosamina, metilglucamina, teobromina, trietanolamina,
trometamina, purina, piperazina, piperidina, N-etilpiperidina o resina de poliamina. Las sales derivadas de
acidos inorganicos y orgénicos incluyen, pero no se limitan a, las sales organicas formadas por acido sulfdrico,
acido fosférico, acido nitrico, acido bromhidrico, acido clorhidrico, acido férmico, acido acético, etc.

Ademas de las sales farmacéuticamente aceptables, pueden adoptarse otras sales en la presente divulgacion,
y pueden servir como intermedios en la purificacion de compuestos o en la preparacién de otras sales
farmacéuticamente aceptables o pueden utilizarse para identificar, caracterizar o purificar los compuestos de
la presente divulgacién.

El término "esterecisémero” se refiere a un isémero producido por una disposicién espacial diferente de los
atomos en la molécula. Las definiciones y reglas de estereoquimica utilizadas en la presente divulgacion siguen
en general "McGraw-Hill Dictionary of Chemical Terms (1984)", S. P. Parker, Ed., McGraw-Hill Book Company,
New York; and "Stereochemistry of Organic Compounds", Eliel, E. and Wilen, S., John Wiley & Sons, Inc., New
York, 1994. El compuesto de la presente divulgaciéon puede contener un centro de asimetria o un centro quiral,
por lo que pueden existir diferentes formas estereoisoméricas. Todas las formas estereocisoméricas del
compuesto de la presente divulgacién, incluyendo, pero sin limitarse a, diastereocisémeros, enantiémeros,
atropisémeros, isémeros geométricos (o conformacionales), y mezclas de los mismos tales como mezclas
racémicas, estaran dentro del alcance de la presente divulgacién.

Muchos compuestos organicos existen en formas épticamente activas, es decir, son capaces de girar un plano
de luz plano-polarizada. Cuando se describen compuestos dpticamente activos, los prefijos Dy L, 0 Ay S se
utilizan para denotar las configuraciones absolutas de la molécula con respecto a uno 0 més centros quirales.
Los prefijos Dy L, o (+)y (-) son simbolos utilizados para especificar una rotacién de la luz polarizada plana
causada por un compuesto, donde (-) o L indica que el compuesto es levogiro, y el prefijo (+) o D indica que el
compuesto es dextrégiro. Para una estructura quimica dada, estos estereoisémeros son idénticos, salvo que
estos estereoisdmeros son imagenes especulares entre si. Los estereoisémeros especificos pueden
denominarse enantiémeros, y una mezcla de tales isémeros se denomina mezcla enantiomérica. Una mezcla
de enantibmeros en 50:50 se denomina mezcla racémica o racemato, que puede darse cuando no hay
estereoselectividad o estereoespecificidad en una reaccién o proceso quimico.

De acuerdo con la seleccién de materias primas y métodos, el compuesto de la presente divulgacion puede
existir en forma de uno de los posibles isémeros o una mezcla de los mismos, por ejemplo, como un isbmero
Optico puro, o como una mezcla de isémeros tales como isémero racémico y mezcla diastereocisomérica,
dependiendo del nimero de atomos de carbono asimétricos. El isdmero(R)- o(S)- 6pticamente activo puede
prepararse utilizando sintrones quirales o preparaciones quirales, o resolverse mediante técnicas
convencionales. Si el compuesto contiene un doble enlace, los sustituyentes pueden tener una configuracién
E o Z si el compuesto contiene un cicloalquilo disustituido, el sustituyente del cicloalquilo puede tener una
conformacién cis o frans.

Cuando el enlace con un carbono quiral en la férmula de la presente divulgacién se representa en linea recta,
debe entenderse que las dos configuraciones (R) y(S) del carbono quiral y tanto el compuesto
enantioméricamente puro resultante como la mezcla estan incluidos en el ambito definido por la féormula
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general. La presentacién esquemética del racemato o compuesto enantiomérico puro aqui presente procede
de Maehr, J. Chem. Ed. 1985, 62: 114-120. A menos que se especifique lo contrario, el enlace en cufia y el
enlace discontinuo se utilizan para representar la configuracién absoluta de un estereocentro.

Los compuestos de la presente divulgacion que contienen atomos de carbono asimétricamente sustituidos
pueden separarse en una forma épticamente activa o en una forma racémica. La resolucién de una mezcla
racémica de un compuesto puede llevarse a cabo con cualquiera de los diversos métodos conocidos en la
técnica. Por ejemplo, los métodos incluyen la recristalizaciéon fraccionada utilizando &cidos de resolucion
quirales, que son éacidos organicos formadores de sales Opticamente activas. Por ejemplo, los agentes de
resolucién adecuados para la recristalizacién fraccionada son acidos 6pticamente activos, como el acido
tartarico, el acido diacetil tartarico, el acido dibenzoil tartarico, el acido mandélico, el acido malico, el acido
lactico o diversos éacidos canforsulfénicos épticamente activos, como las formas D y L del acido B-
canforsulfénico. Otros agentes de resolucién adecuados para la cristalizacién fraccionada incluyen a-metil-
bencilamina en una forma estereoisomérica pura (por ejemplo, las formas S y R o una forma diastereomérica
pura), 2-fenilglicinol, norefedrina, efedrina, N-metilefedrina, ciclohexiletilamina, 1,2-diaminociclohexano, etc. La
resolucidén de la mezcla racémica también puede llevarse a cabo eluyendo una columna rellena con un agente
de resolucién opticamente activo (por ejemplo, dinitrobenzoilfenilglicina). También pueden emplearse la
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) o la cromatografia de fluidos supercriticos (SFC). Los expertos
en la materia pueden seleccionar el método especifico, las condiciones de elucién y las columnas
cromatograficas en funcién de las estructuras de los compuestos y de los resultados experimentales. Ademés,
materiales de partida o reactivos épticamente activos puros con configuracién sabida también puede ser
utilizado para obtener cualquier enantibmero o diasteredmero de los compuestos describié en la presente
divulgacidn a través sintesis estereoorganica.

Muchos isémeros geométricos de olefinas, dobles enlaces C=N o similares también pueden estar presentes en
los compuestos aqui descritos, y todos estos isbmeros estables se consideran en la presente divulgacién.
Cuando el compuesto aqui descrito contiene un doble enlace etilénico, dicho doble enlace incluye isémeros
geométricos Ey Z, a menos que se especifique lo contrario.

El término "tautdmero" se refiere a un isbmero de un grupo funcional resultante de un movimiento rapido de un
atomo entre dos posiciones en una molécula. El compuesto de la presente divulgaciéon puede presentar
tautomeria. Los compuestos tautoméricos pueden estar presentes en dos o méas especies mutuamente
convertibles. Los tautémeros de prototropia son el resultado de una transferencia de atomos de hidrégeno
enlazados covalentemente entre dos dtomos. El tautémero existe generalmente en forma de equilibrio. Cuando
se intenta separar un Unico tautdmero, se suele producir una mezcla cuyas propiedades fisicas y quimicas son
coherentes con la mezcla de compuestos. La posiciéon de equilibrio depende de las propiedades quimicas
intramoleculares. Por ejemplo, para muchos aldehidos alifaticos y cetonas, como el acetaldehido, predomina
el tipo cetbnico; y para los fenoles, predomina el tipo enol. Todas las formas tautoméricas de los compuestos
se incluyen en la presente divulgacién.

En los ejemplos de la presente divulgacion, los protones pueden ocupar dos 0 més posiciones de la forma
ciclica de un sistema de anillos heterociclicos, por ejemplo, 1H- y 3H-imidazol, 1H-, 2H y 4H-1,2,4-triazol, 1H-
y 2H-isoindol, y 1H- y 2H-pirazol. Las formas tautoméricas pueden estar en equilibrio o fijarse estéricamente
en una forma mediante una sustitucién adecuada, por ejemplo:

R r,<R fﬂ(R
. P‘{:—:,,(N ~~~~~~~~~~~~~ = N{SEN ............. - N:“:’NH

Debido a la resonancia, un d&tomo de hidrégeno en un atomo de nitrégeno puede estar situado en cualquiera
de los tres atomos de nitrégeno del triazol, por lo que sus nombres son diferentes, pero estas tres formas
representan en realidad un mismo compuesto.

Amodo de ejemplo, el compuesto representado por la siguiente férmula puede existir en forma de los siguientes
tautémeros, todos los cuales entraran dentro del alcance del compuesto de la presente divulgacion:
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El término "composicién farmacéutica" se refiere a una mezcla de uno o mas de los compuestos descritos en
el presente documento o sales o profarmacos fisiol6gica o farmacéuticamente aceptables de los mismos y otros
componentes quimicos. Los demas componentes quimicos pueden ser, por ejemplo, portadores y excipientes
fisiolégica o farmacéuticamente aceptables. La composicién farmacéutica tiene por objeto facilitar la
administracién del compuesto a un organismo.

El término "solvato" se refiere al compuesto de la presente divulgacién o a una sal del mismo que incluye un
solvente estequiométrico o no estequiométrico unido a través de una fuerza intermolecular no covalente.
Cuando el disolvente es agua, el solvato es un hidrato.

El término "profarmaco" puede convertirse en el compuesto de la presente divulgacion que tenga actividad
biolégica en condiciones fisiolégicas o mediante solvélisis. El profarmaco de la presente divulgacién se prepara
modificando los grupos funcionales del compuesto, y la fraccién de modificacién puede eliminarse mediante
operaciones convencionales o in vivo, hasta obtener el compuesto original. El profarmaco incluye un
compuesto, que se forma conectando una fraccién a un grupo hidroxilo o grupo amino en el compuesto de la
presente divulgacién. Cuando el profdrmaco del compuesto de la presente divulgacién se administra a un
individuo mamifero, el profarmaco se disocia para formar un grupo hidroxilo o amino libre.

El compuesto de la presente divulgacién puede contener una relacién no natural de is6topos atémicos en uno
0 mas de los atomos que constituyen el compuesto. Por ejemplo, el compuesto puede marcarse con un
radiois6topo, tal como tritio (3H), yodo-125 ('25]) o C-14("“C). La transformacién de todas las composiciones
isotopicas de los compuestos de la presente divulgacién, sean radiactivas o no, estan incluidas en el ambito de
la presente divulgacién.

El término "excipiente" se refiere a un ingrediente inerte farmacéuticamente aceptable. Ejemplos de
"excipientes" incluyen, entre otros, aglutinantes, desintegrantes, lubricantes, deslizantes, estabilizantes,
cargas, diluyentes y similares. Los excipientes pueden mejorar las propiedades en términos de procesamiento
de la formulacién farmacéutica, es decir, permitir que la formulacién sea més adecuada para la compresién
directa al aumentar la fluidez y/o la adherencia. Ejemplos de "portadores farmacéuticamente aceptables" tipicos
adecuados para las formulaciones anteriores son: azulcares, como lactosa, sacarosa, manitol y sorbitol;
almidones, como almidén de maiz, almiddn de tapioca y almiddn de patata; celulosa y sus derivados, como
carboximetilcelulosa sddica, etilcelulosa y metilcelulosa; fosfatos de calcio, como fosfato dicalcico y fosfato
tricélcico; sulfato de sodio; sulfato de calcio; polivinilpirrolidona; alcohol polivinilico; acido esteérico; sales de
metales alcalinotérreos del 4cido estearico, como estearato de magnesio y estearato de calcio; acido esteérico;
aceites vegetales como aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodén, aceite de sésamo, aceite de oliva y
aceite de maiz; tensioactivos no idnicos, catidnicos y aniénicos; polimeros de etilenglicol; alcoholes grasos; y
sélidos hidrolizados de cereales y otros rellenos, aglutinantes, desintegrantes, tampones, conservantes,
antioxidantes, lubricantes, colorantes y otros excipientes compatibles no téxicos utilizados habitualmente en las
formulaciones de medicamentos.

De acuerdo con una realizacién de la presente divulgacion, los compuestos de la presente divulgacién y/o la
composicion de los mismos pueden inhibir eficazmente la actividad de la enzima ATX, tiene las ventajas de una
mejor estabilidad metabélica hepatica y seguridad cardiaca, y tienen mejores propiedades farmacocinéticas,
una dosis de exposicion mas alta in vivo, T1»mas largo, dosificacién y frecuencia de administracién mas bajas,
y mejor cumplimiento, teniendo asi amplias perspectivas de aplicacién en la fabricacion de medicamentos para
tratar enfermedades relacionadas con ATX.

Los aspectos y ventajas adicionales de la presente divulgacién se darén en parte en la siguiente descripcion, y
parte de ellos se haran evidentes a partir de la siguiente descripciéon o podran entenderse a través de la
implementacién de la presente divulgacion.

Breve descripcién de los dibujos
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FIG. 1 es un diagrama que ilustra los cambios en el peso corporal del animal tras la administracién de acuerdo
con una realizacidén de la presente divulgacion; y

FIG. 2 es un diagrama que ilustra los cambios en las concentraciones de TGF-1 en tejido pulmonar y fluido
de lavado broncoalveolar tras la administracién segun una realizacién de la presente divulgacién.

Descripcion de las realizaciones

Las soluciones de la presente divulgacién se explicaran a continuacién junto con algunos ejemplos. Los
expertos en la materia comprenderan que los siguientes ejemplos se utilizan Unicamente para ilustrar la
presente divulgaciéon y no deben interpretarse como una limitacién del alcance de la misma. Las técnicas o
condiciones que no se indiquen especificamente serén la tecnologia o las condiciones descritas en las
literaturas de la técnica afin o de acuerdo con las instrucciones del producto. Los reactivos o instrumentos son
todos productos convencionales disponibles en el mercado, sin especificar el fabricante.

A menos que se especifique lo contrario, las estructuras de los compuestos de la presente divulgacién se
identifican mediante resonancia magnética nuclear (RMN) y/o espectrometria de masas (MS). La unidad de
desplazamiento de RMN es 10 (ppm). El disolvente para la medicion de RMN es dimetilsulfoxido deuterado,
cloroformo deuterado, metanol deuterado, etc., y el patrén interno es el tetrametilsilano (TMS).

Las abreviaturas de la presente divulgacion se definen como sigue:

ac.: solucién acuosa

dioxano: 1,4-dioxano

DMF: N,N-dimetilformamida

T3P: solucién de anhidrido propilfosfonico, es decir, 2,4,6-tripropil-1,3,5,2,4,6-trioxatrifosfina-2,4,6-triéxido

N: concentracién equivalente, por ejemplo, 1N de é&cido clorhidrico indica 1 mol/L de solucién de é&cido
clorhidrico

NMM: N-metilmorfolina

DIPEA: diisopropiletilamina, es decir, N, N-diisopropiletilamina
HPLC: cromatografia liquida de alto rendimiento

SFC: cromatografia de fluidos supercriticos

DMSO: dimetilsulféxido

NADPH: coenzima |l reducida

HEPES: (4cido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfénico)
EGTA: &cido etilenglicol-bis(2-aminoetiléter)-N,N,N',N'-tetraacético

ICs0: Concentracién inhibitoria media, que se refiere a la concentracién a la que se alcanza la mitad del efecto
inhibitorio maximo.

A menos que se indique lo contrario, los compuestos aqui ejemplificados se nombran y numeran con
ChemBioDraw Ultra 13.0.

Ejemplo 1: Preparaciéon del compuesto objetivo I-1

2-(2-(1H-1,2,3-triazol-4-il)etoxi)-1-(2-((2,3-dihidro-1H-inden-2-il)Jamino)-5, 7-dihidro-6H-pirrolo[3,4-d]pirimidin-6-

il)propan-1-ona (compuesto objetivo 1-1)
O N N ,§IIII>
N i : \‘____/
% } ™ NAN}
\ H

HNL N I-1

El esquema sintético del compuesto objetivo I-1 se ilustra a continuacion:
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Paso 1: Sintesis de 2-(but-3-in-1-iloxi)propanoato de terc-butilo (1C)

o
%/\\/O\r‘.\ok
1C

A una temperatura de 0°C, se afiadi6é 3-butin-1-ol (15 g, 214 mmol) a diclorometano (300 mL), y después se
afladieron secuencialmente hidrogenosulfato de tetrabutilamonio (7.27 g, 21.40 mmol), hidréxido de sodio (300
mL, 3.57 mmol, 40% ac.), y 2-bromopropionato de terc-butilo (49.2 g, 235 mmol). A continuacién, la mezcla se
calenté lentamente hasta alcanzar la temperatura ambiente y se agitd a esta temperatura durante 2 h. La
mezcla de reaccién se diluyé con agua (300 mL) y después se extrajo con diclorometano (200 mLx3). Las
capas organicas se combinaron para obtener un producto crudo, que se separé y purificé con una columna de
gel de silice (éter de petréleo) hasta obtener un compuesto aceitoso incoloro, 2-(but-3-in-1-iloxi)propanoato de
terc-butilo (1C) (35 g, rendimiento 82%).

Paso 2: Sintesis de 2-(2-(1H-1,2,3-triazol-5-il)etoxi)propanoato de terc-butilo (1D)

o)
H ~ O E /k
N \(LU
N"

10

Bajo proteccion de nitrégeno, se afiadieron 2-(but-3-in-1-iloxi)propanoato de terc-butilo (50 g, 252 mmol) y
yoduro cuproso (1) (2.4 g, 12.6 mmol) a una solucién mezclada de N,N-dimetilformamida (300 mL)/metanol (30
mL), seguida de la adicién de trimetilsililazida (43.6 g, 378 mmol) a 0°C. La mezcla se agit6 a 90°C durante 18
h, luego se enfrié hasta temperatura ambiente y se concentré a presién reducida. El residuo se separé y purificd
con columna de gel de silice [éter de petréleo: acetato de etilo (V/V)=10: 1 a 5: 1) hasta obtener el compuesto
del titulo, 2-(2-(1H-1,2,3-triazol-5-il)etoxi)propanoato de terc-butilo (1D) (40 g, 166 mmol, 65.7% de
rendimiento).

LC-MS, M/Z (ESI): 242.2 (M+1)
Paso 3: Sintesis del &cido 2-(2-(1H-1,2,3-triazol-5-il)etoxi)propanoico (1E)

e
N

1E

10
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A 0°C, se afladi6 acido trifluoroacético (150 mL) a una solucién de 2-(2-(1H-1,2,3-triazol-5-il)etoxi)propanoato
de terc-butilo (50 g, 207 mmol) en diclorometano (150 mL), y después se agit6 a temperatura ambiente durante
2h. La mezcla de reaccién se concentré hasta obtener un producto crudo, trifluoroacetato de acido 2-(2-(1H-
1,2,3-triazol-5-il)etoxi)propanoico (62 g, 207 mmol, rendimiento del 100%), directo para su uso en un siguiente
paso de la reaccion.

Paso 4: Sintesis de 2-(2-(1H-1,2,3-triazol-4-il)etoxi)-1-(2-((2,3-dihidro-1H-inden-2-il)amino)-5, 7-dihidro-6H-
pirrolo[3,4-d]pirimidin-6-il)propan-1-ona (compuesto I-1)

HN L N I-1

A temperatura ambiente, el clorhidrato de N-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-6,7-dihidro-5H-pirrolo[3,4-d]pirimidin-2-
amina (cuya sintesis se cita en la solicitud de patente WO2014110000A1) (7 g, 21.5 mmol) se afiadié a DMF
(40 mL), seguido de la adicibn secuencial de ftrifluoroacetato de acido 2-(2-(1H-1,2,3-triazol-4-
il)etoxi)propanoico (9.66 g, 32.3 mmol) y DIEA (27.8 g, 215 mmol). Se afiadié 2.4,6-tripropil-1,3,5.2,4,6-
trioxatrifosfina-2,4,6-triéxido (10.3 g, 32.3 mmol, solucién de DMF al 50%) a 0°C. A continuacién, la mezcla se
calentd lentamente hasta temperatura ambiente y se agitdé a temperatura ambiente durante 12 h. La finalizacién
de la reaccién se detectd por TLC, la solucidén de reaccidn se vertié en agua destilada (150 mL) mientras se
agitaba, y el sélido precipitado se batié con acetonitrilo (50 mL) y se filtr6 hasta obtener un compuesto sélido,
2-(2-(1H-1,2,3-triazol-4-il)etoxi)-1-(2-((2,3-dihidro-1H-inden-2-il)Jamino)-5, 7-dihidro-6H-pirrolo[3,4-d]pirimidin-6-
il)propan-1-ona (8.1 g, rendimiento del 90%).

H RMN (400 MHz, CDCls) 88.17 (m, 1H), 7.45 (s, 1H), 7.19-7.09 (m, 4H), 5.53 (s, 1H), 4.73-4.51 (m, 5H), 4.18-
4.15 (m, 1H), 3.73-3.68 (m, 2H), 3.53-3.29 (m, 2H), 3.03-2.77 (m, 4H), 1.19-1.15 (m, 3H).

LC-MS, M/Z (ESI): 420.3 (M+1).
Ejemplo 2: Preparaciéon del compuesto objetivo I-1R

(R)-2-(2-(1H-1,2,3-triazol-4-il)etoxi)-1-(2-((2, 3-dihidro-1H-inden-2-ilJamino)-5, 7-dihidro-6H-pirrolo[3, 4-
d]pirimidin-6-il)propan-1-ona (compuesto objetivo I-1R)

™ 1R

El esquema de sintesis del compuesto objetivo I-1R se ilustra a continuacion:

Br T - M;{ - )
1O BN, L
o _ o]
. /OH 2B(CASI10009-708 ) o T
Pasot = | Paso 2
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Paso 1: Sintesis del acido (R)-2-(but-3-in-1-iloxi)propanoico (2C)

o
O R
O o

2C

Se afiadié alcohol 3-butino-1 (350 mg, 5 mmol) a DMF (5 mL), se enfrié hasta 0°C, seguido de la adicién de
NaH (400 mg, 10 mmol, 60%), agitando durante 30 min. A continuacién, se afiadié una materia prima acido (S)-
2-bromopropidnico (700 mg, 4.5 mmol), seguido de agitacién a 0°C durante 5h. A continuacién, la solucidén de
reaccion se afiadié con agua (10 mL) a 0°C, y el pH se ajusté a 1-2 con acido clorhidrico (1N). La solucién de
reaccién se extrajo con acetato de etilo (20 mLx3); y las fases organicas se combinaron, se secaron con sulfato
de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron. El residuo se separé y se purificé con una columna de gel de
silice (éter de petréleo: acetato de etilo (V/V)= 1: 1) hasta obtener el compuesto del titulo como un liquido
amarillo claro, acido (R)-2-(but-3-in-1-iloxi)propanoico(002C) (390 mg, rendimiento del 60%).

Paso 2: Sintesis de (R)-2-(but-3-in-1-iloxi)-1-(2-((2,3-dihidro-1H-inden-2-il)amino)-5, 7-dihidro-6H-pirrolo[3,4-
d]pirimidin-6-il)propan-1-ona (2E)

2E

La materia prima é&cido (R)-2-(but-3-in-1-iloxi)propanocico (56 mg, 4 mmol) se afiadi6 a DMF (2 mL) a
temperatura ambiente, seguido de la adicién secuencial de las materias primas N-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-
6,7-dihidro-5H-pirrolo[3,4-d]pirimidin-2-amina (100 mg, 4 mmol), 2-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N',N'-
tetrametiluronio hexafluorofosfato (180 mg, 4.4 mmol) y trietilamina (82 mg, 8 mmol). Después, la solucién de
reaccién se calenté hasta 50°C y se agité durante 15 h. La solucidén de reaccidén se enfrié hasta temperatura
ambiente, se afiadié agua (6 mL) y se extrajo con acetato de etilo (5 mLx3). Las fases orgénicas se combinaron,
se secaron con sulfato de sodio anhidro y se concentraron. El residuo se separé y purificé con una columna de
gel de silice (diclorometano: metanol (V/V) = 10:1) hasta obtener el compuesto del titulo, que era un sdélido
amarillo de (R)-2-(but-3-in-1-iloxi)-1-(2-((2,3-dihidro-1H-inden-2-il)amino)-5, 7-dihidro-6H-pirrilo[3,4-d]pirimidin-
6-il)propan-1-ona (80 mg, 53.9%).

Paso 3: Sintesis de (R)-2-(2-(1H-1,2,3-triazol-4-il)etoxi)-1-(2-((2,3-dihidro-1H-inden-2-il)amino)-5, 7-dihidro-6H-
pirrolo[3,4-d]pirimidin-6-il)propan-1-ona (compuesto I-1R)

e sleY,
AW N
O NT N
_
=,
HN. 1R

A temperatura ambiente, la materia prima (R)-2-(but-3-in-1-iloxi)-1-(2-((2,3-dihidro-1H-inden-2-il)amino)-5,7-
dihidro-6H-pirrol[3,4-d]pirimidin-6-il)propan-1-ona (80 mg, 0.21 mmol) se afiadié a DMF (2 mL) y metanol (0.5
mL), seguido de la adicién secuencial de trimetilsililazida (37 mg, 0.32 mmol) y yoduro cuproso (5 mg, 0.025
mmol) bajo proteccién de nitrégeno. La solucién de reaccién se calenté a 80°C y se agité durante 15h. A
continuacion, la solucién de reaccién se enfrié hasta temperatura ambiente, se afiadié agua (8 mL) y se extrajo
con acetato de etilo (5 mLx3). Las fases organicas se combinaron, se secaron con sulfato de sodio anhidro y
se concentraron. El residuo se separé y se purificd con una columna de gel de silice (diclorometano: metanol
(VIV) =10: 1) hasta obtener el compuesto del titulo, un sélido amarillo de (R)-2-(2-(1H-1,2,3-triazol-4-il)etoxi)-
1-(2-((2,3-dihidro-1H-inden-2-il)amino)-5,7-dihidro-6H-pirrolo[3,4-d]pirimidin-6-il)propan-1-ona (8 mg, 8.9%).

H RMN (400 MHz, DMSO-d6) & 8.31 (d, 1H), 7.61 (s, 1H), 7.57 (s, 1H), 7.22 (m, 2H), 7.16 (m, 2H), 4.69-4.61

(m, 4H), 4.55-4.53 (m, 1H), 4.30-4.28 (m, 1H), 3.68-3.64 (m, 2H), 3.33-3.17 (m, 2H), 2.91-2.85 (m, 4H), 1.28-
1.19 (m, 3H).
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LC-MS, M/Z (ESI): 420.2(M+ 1)
Ejemplo 3: Preparaciéon del compuesto objetivo I-1R y del compuesto objetivo I-1S

(R)-2-(2-(1H-1,2,3-triazol-4-il)etoxi)-1-(2-((2, 3-dihidro-1H-inden-2-ilJamino)-5, 7-dihidro-6H-pirrolo[3, 4-
d]pirimidin-6-il)propan-1-ona (compuesto objetivo I-1R)

(8)-2-(2-(1H-1,2,3-triazol-4-il)etoxi)-1-(2-((2,3-dihidro-1H-inden-2-il)amino)-5, 7-dihidro-6H-pirrolo[3,4-
d]pirimidin-6-il)propan-1-ona (compuesto objetivo I-1S)

0 N - > N
L, P CO D
..... £ H — "R
/ 3 ;
HN LIR HNL N 118

Los compuestos objetivo se obtuvieron por separacién SFC.

El racemato 2-(2-(1H-1,2,3-triazol-4-il)etoxi)-1-(2-((2,3-dihidro-1H-inden-2-il)amino)-5, 7-dihidro-6H-pirrolo[3,4-
d]pirimidin-6-il)propan-1-ona (10.1 g, 24.1 mmol) se separd por SFC en las siguientes condiciones de
separacién: tipo de columna: Chiralpak IC-350 * 4.6 mm, 3 um; fase movil: la fase mévil A era CO, la fase mévil
B era etanol al 40% (conteniendo 0.05% de dietilamina); elucién en gradiente: 40% de etanol en CO» (con
0.05% de dietilamina); caudal: 3 mL/min; longitud de onda: 220 nm; temperatura de la columna: 35°C;
contrapresién: 100 Bar. Se obtuvo un Unico isdmero (R)-2-(2-(1H-1,2,3-triazol-4-il)etoxi)-1-(2-((2, 3-dihidro-1H-
inden-2-ilJamino)-5,7-dihidro-6H-pirrilo[3,4-d]pirimidin-6-il)propan-1-ona (compuesto objetivo I-1R) (3.51 g,
100% ee, rendimiento 34.7%), y un Unico isémero (S)-2-(2-(1H-1,2,3-triazol-4-il)etoxi)-1-(2-((2,3-dihidro-1H-
inden-2-ilJamino)-5,7-dihidro-6H-pirrolo[3,4-d]pirimidin-6-il)propan-1-ona (compuesto objetivo 1-1S) (3.8 g,
97% ee, rendimiento 37.6%).

Mediante comparacién HPLC quiral, se determiné que se obtenian dos configuraciones absolutas del
compuesto mediante resolucién SFC.

Compuesto objetivo I-1R:

H RMN (400 MHz, DMSO-d6) & 14.7 (bs, 1H), 8.32 (bs, 0.6H), 8.27 (bs, 0.4H), 7.67 (bs, 1H), 7.55 (t, J =
12.0Hz, 1H), 7.21-7.13 (m, 4H), 4. 72 4.59 (m, 3H), 4.55-4.49 (m, 1H), 4.45-4.44 (m, 1H), 4.33-4.27 (m, 1H),
3.70-3.64 (m, 2H), 3.28-3.18 (m, 2H), 2.93-2.85 (m, 4H), 1.27 (dd, J = 8.0, 4.0Hz, 3H).

LC-MS, M/Z (ESI): 420.3 (M+1).
Tiempo de retencién: 2.82 min
Compuesto objetivo I-1S:

H RMN (400 MHz, DMSO-d6) & 14.5 (bs, 1H), 8.32 (bs, 0.6H), 8.27 (bs, 0.4H), 7.63 (bs, 1H), 7.55 (t, J =
12.0Hz, 1H), 7.22-7.13 (m, 4H), 4. 72 4.59 (m, 3H), 4.54-4.49 (m, 1H), 4.45-4.44 (m, 1H), 4.33-4.27 (m, 1H),
3.68-3.64 (m, 2H), 3.32-3.22 (m, 2H), 2.92-2.87 (m, 4H), 1.27 (dd, J=8.0, 4.0Hz, 3H).

LC-MS, M/Z (ESI): 420.3 (M+1).
Tiempo de retencién: 4.48 min
Ejemplo 4: Preparaciéon del compuesto objetivo I-2

2-((1-(1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)-1-(2-((2,3-dihidro-1H-inden-2-il)amino)-5,7-dihidro-6H-pirrolo[ 3,4-
d]pirimidin-6-il)etan-1-ona (compuesto objetivo 1-2)
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El esquema de sintesis del compuesto objetivo I-2 se ilustra a continuacién:

Qo ; o
o O - MaH P TMSH: 1 oL
( BTy 4 - O /,LL A 4}» ’ NT\,Oi0<
N o oMr = ] 0" ™ culomF MecH N T
W N
Paso 1 3A Pasg 2 38
—N a
e} HN\//}E‘ Ej /\I\/,,__;f" }'.‘.
» ",
.NaGH Q SRR . NH /_/D
Pasos N [f | T3P NMM, DMF
N i /1 W,
Paso 4 N_\N;)
3c -2

Paso 1: Sintesis de 2-(pent-4-in-2-iloxi)acetato de terc-butilo (3A)

o

3A

Se afladié una materia prima, 4-pentil-2-ol (84.0 g, 1.0 mol), en 1,000 mL de tetrahidrofurano seco y se enfrié
hasta 0°C, se afiadié NAH al 60% (80.0 g, 2.0 mol), la mezcla se agitd durante 30 min, se afiadié una materia
prima, bromoacetato de t-butilo (234.0 g, 1.2 mol) a 0°C, la mezcla resultante se calentdé de forma natural a
temperatura ambiente y se agit6é durante 16 h. La solucién de reaccidn se afiadié con agua (2.000 mL) a 0°C,
el pH se ajusté a 1-2 con é&cido clorhidrico 1N, y se extrajo con acetato de etilo (2,000 mLx3). Las fases
organicas se combinaron, se secaron con sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se concentraron. El residuo se
separé y purificd con una columna de gel de silice (éter de petréleo: acetato de etilo (V/V) = 3:1) hasta obtener
el compuesto del titulo como un liquido amarillo claro, 2-(pent-4-in-2-iloxi)acetato de terc-butilo (3A) (180 g,
rendimiento 65%).

Paso 2: Sintesis de 2-((1-(1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)acetato de terc-butilo (3B)

G ;

H i

Ne O\,)J\ /<
NTT °
N 3B
La materia prima, 2-(pent-4-in-2-iloxi)acetato de terc-butilo (40.0 g, 0.2 mol), se afiadié a 400 mL de DMF y 50
mL de metanol a temperatura ambiente. Bajo proteccidén de nitrégeno, se afiadieron trimetilsilil azida (34.6 g,
0.3 mol) y yoduro cuproso (8 g, 0.4 mol), respectivamente. La solucién de reaccidn se calent6 hasta 90°C y se
agit6é durante 15 h. La solucién de reaccidn se enfrié hasta temperatura ambiente, se afiadié agua (1,000 mL)
y se extrajo con acetato de etilo (1200 mL x 3). Las fases organicas se combinaron, se secaron con sulfato de
sodio anhidro y se concentraron. El residuo se separé y purificé mediante una columna de gel de silice (éter de
petréleo: acetato de etilo (V/V) = 1:1) hasta obtener el compuesto del titulo, un liquido amarillo de 2-((1-(1H-
1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)acetato de terc-butilo (26.0 g, 53%).

Paso 3: Sintesis del &cido 2-((1-(1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)acético (3C)

N‘: WO\/LOH
\N-"j’
ac

A temperatura ambiente, la materia prima 2-((1-(1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)acetato de terc-butilo (26.0
g, 0.11 mol) se afiadié a 300 mL de DMF y 100 mL de agua, y después se afiadié NaOH (8.6 g, 0.22 mol). La
mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 40 h y, a continuacién, se afiadié agua (300 mL). La solucién
de reaccion se extrajo con acetato de etilo (150 mLx3), y la fase acuosa se concentré. El residuo se separé y

14



10

15

20

25

ES 2989718 T3

se purificé mediante una columna de gel de silice (diclorometano: metanol (V/V) = 5): 1) hasta obtener el
compuesto del titulo, un liquido amarillo de &cido 2-((1-(1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)acético (20 g, 85%).

Paso 4: Sintesis de 2-((1-(1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)-1-(2-((2,3-dihidro-1H-inden-2-il)amino)-5,7-
dihidro-6H-pirrolo[3,4-d]pirimidin-6-il)etan-1-ona (compuesto objetivo 1-2)

O_)‘ \/‘\r (;’\N
H

N N
N 12

La materia prima é&cido 2-((1-(1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)acético (20 g, 0.11 mol) se afiadié en 400 mL
de DMF a temperatura ambiente. N-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-6,7-dihidro-5H-pirrolo[3,4-d] pirimidin-2-amina
(su sintesis se describe en la solicitud de patente WO201411000A1) (12 g, 47.6 mmol), T3P (45.4 g, 71.4 mmol,
solucién de acetato de etilo al 50%), y NMM (24 g, 238 mmol) se afiadieron a 0°C. La mezcla se calenté de
forma natural hasta temperatura ambiente y se agitd durante 16 h. La solucién de reaccidn se filtré. El filtrado
se afiadié con agua (300 mL) y se extrajo con acetato de etilo (1500 mLx 3). Las fases orgénicas se combinaron,
se secaron con sulfato de sodio anhidro y se concentraron. El residuo se separé y purificé con una columna de
gel de silice (diclorometano: metanol (V/V) = 10:1) hasta obtener el compuesto del titulo, un sélido amarillo de
2-((1-(1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)-1-(2-((2,3-dihidro-1H-inden-2-il)amino)-5, 7-dihidro-6H-pirrilo[ 3,4-
d]pirimidin-6-il)etan-1-ona (19.3 g, 92%).

H RMN (400 MHz, DMSO-d6) & 8.30 (d, 1H), 7.64 (b,1H), 7.57 (t, 1H), 7.22-7.20 (m, 2H), 7.16-7.12 (m, 2H),
4.65-4.59 (m, 3H), 4.52 (s, 1H), 4.42 (s, 1H), 4.25-4.17 (m, 2H), 3.87-3.81 (m, 1H), 3.27-3.21 (m, 2H), 2.90-2.85
(m, 4H), 1.19 (t, 3H)

LC-MS, M/Z (ESI): 420.2(M+1)
Ejemplo 5: Preparacion del compuesto objetivo 1-2S

(S)-2-((1-(1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)-1-(2-((2,3-dihidro-1H-inden-2-il)amino)-5, 7-dihidro-6H-
pirrolo[3,4-d]pirimidin-6-il)etan-1-ona (compuesto objetivo 1-2S)

N NH 1-28

El esquema de sintesis del compuesto objetivo I-2S se ilustra a continuacién:
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Paso 1: Sintesis de (8)-5-(trimetilsilil)pent-4-in-2-ol (4A)

_sil_ ow
4

Se afiadié una solucién de tetrahidrofurano de (trimetilsilil)acetiluro de litio (0.5 M, 52 mL) a un matraz de tres
cuellos y se enfrié hasta -70°C bajo proteccién de nitrégeno, afiadiendo a continuacién una solucién de
tetrahidrofurano de trifluoruro de boro (50%, 2.4 mL) y afiadiendo lentamente 6xido de (S)-propileno (1.5 g)
gota a gota. Tras la adiciéon gota a gota, la mezcla se agité manteniendo la temperatura durante 1 hora y, a
continuacion, se afiadié una disolucién acuosa saturada de cloruro amdénico (10 mL) para inactivar la reaccién.
La solucién, tras calentarse a temperatura ambiente, se separd en una fase organica y una fase acuosa. La
fase organica se secé y se concentré hasta obtener un producto crudo (2.0 g) que se utilizé directamente para
el siguiente paso de la reaccion.

Paso 2: Sintesis de (8)-2-((5-(trimetilsilil)pent-4-in-2-il)oxi)acetato de terc-butilo (4B)

48

La materia prima (S)-5-(trimetilsilil)pent-4-in-2-ol (2.0 g, 12.8 mmol) se afiadié a 10 mL de tetrahidrofurano seco,
se enfrib hasta 0°C, se afiadié con NaH al 60% (0.49 g, 12.8 mmol), se agité durante 30 min, y a continuacién
se afiadié con la materia prima 2-bromoacetato de terc-butilo (3.0 g, 15.4 mmol) a 0°C. La mezcla se calentd
hasta temperatura ambiente de forma natural y se agité durante 16 h. La solucién de reaccién se afiadié con
agua (20 mL) a 0°C, se ajusté el pH a pH 1-2 con é&cido clorhidrico 1N y se extrajo con acetato de etilo (20
mLx3). Las fases organicas se combinaron, se secaron con sulfato de sodio anhidro, se filtraron y se
concentraron. El residuo se separd y purificé con una columna de gel de silice (éter de petrdleo: acetato de
etilo (V/V) = 3:1) hasta obtener el compuesto del titulo, un liquido amarillo claro de (S)-2-((5-(trimetilsilil)pent-4-
in-2-il)oxi)acetato de terc-butilo (4B) (2.1 g, rendimiento 60.7%).

Paso 3: Sintesis de (S)-2-((1-(4-(trimetilsilil)-1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)acetato de terc-butilo (4C)
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A temperatura ambiente, la materia prima terc-butil (S)-2-((5-(trimetilsilil)pent-4-in-2-il)oxi)acetato (1.0 g, 3.7
mmol) se afiadié a 10 mL de DMF y 5 mL de metanol, seguido de la adicién de trimetilsililil azida (0.64 g, 5.5
mmol) y yoduro cuproso (0.14 g, 0.74 mmol) bajo protecciéon de nitrégeno, respectivamente. La reaccién se
calent6 hasta 90°C y se agité durante 15 h. La solucién de reaccién se enfrié hasta temperatura ambiente, se
afladidé agua (50 mL) y se extrajo con acetato de etilo (20 mLx3). Las fases organicas se combinaron, se
secaron con sulfato de sodio anhidro y se concentraron. El residuo se separé y purificé con una columna de
gel de silice (éter de petrdleo: acetato de etilo (V/V) = 1:1) hasta obtener el compuesto del titulo, un liquido
amarillo de (S)-2-((1-(4-(trimetilsilil)-1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)acetato de terc-butilo (0.6 g, 51.8%).

Paso 4: Sintesis del acido (S)-2-((1-(4-(trimetilsilil)-1H-1,2, 3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)acético (4D)

-OH
Mmooy
N : e}

~Si
A 4D

A temperatura ambiente, la materia prima (S)-2-((1-(4-(trimetilsilil)-1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)acetato
de terc-butilo (0.6 g, 1.9 mmol) se afiadié a una solucién de cloruro de hidrégeno de 1,4-dioxano (4 M, 10 mL),
se agité a temperatura ambiente durante 2 h y se concentrd hasta sequedad para obtener un producto crudo
de &cido (S)-2-((1-(4-(trimetilsilil)-1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)acético (0.5 g, 100%) que se utilizé
directamente en el siguiente paso de la reaccion.

Paso 5: Sintesis de (S)-1-(2-((2,3-dihidro-1H-inden-2-il)amino)-5,7-dihidro-6H-pirrolo[3,4-d]pirimidin-6-il)-2-((1-
(4-(trimetilsilil)-1H-1,2, 3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)etan-1-ona (4E)

s~ H
Ne NNH
N 48

La materia prima &cido (S)-2-((1-(4-(trimetilsilil)-1H-1,2, 3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)acético (0.5 g, 1.9 mmol) se
afladid a 4 mL de DMF, seguido de la adicién de N-(2,3-dihidro-1H-inden-2-il)-6,7-dihidro-5H-pirrolo[3,4-
d]pirimidin-2-amina (0.7 g, 2.1 mmol), T3P (1.5 g, 2.3 mmol, solucién de DMF al 50%) y diisopropiletilamina (0.5
g, 3.8 mmol) a 0 °C. La mezcla se calentd de forma natural hasta temperatura ambiente y se agité durante 16h.
La solucién de reaccidn se filtré y el filtrado se afiadié con agua (30 mL) y se extrajo con acetato de etilo (15
mLx3). Las fases organicas se combinaron, se secaron con sulfato de sodio anhidro y se concentraron para
obtener el producto crudo, (S)-1-(2-((2,3-dihidro-1H-inden-2-il)amino)-5,7-dihidro-6H-pirrol[3,4-d]pirimidin-6-il)-
2-((1-(4-(trimetilsilil)-1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)etan-1-ona (0.3 g).

Paso 6: Sintesis de (8)-2-((1-(1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)-1-(2-((2,3-dihidro-1H-inden-2-ilyamino)-5,7-
dihidro-6H-pirrolo[3,4-d]pirimidin-6-il)etan-1-ona (compuesto objetivo 1-2S)
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El producto crudo (S)-1-(2-((2,3-dihidro-1H-inden-2-il)amino)-5,7-dihidro-6H-pirrolo[3,4-d]pirimidin-6-il)-2-((1-
(4-(trimetilsilil)-1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)etan-1-ona (0.3 g) se afiadi6 a tetrahidrofurano (10 mL),
seguido de la adiciéon de fluoruro de tetrabutilamonio trihidrato (0.4 g, 1.2 mmol). La mezcla se agit6 a
temperatura ambiente durante 5 h, se afiadié agua (20 mL) y se extrajo con acetato de etilo (20 mLx3). Las
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fases organicas se combinaron, se secaron con sulfato de sodio anhidro y se concentraron. El residuo se separé
mediante cromatografia preparativa y se liofilizé para obtener (S)-2-((1-(1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)-1-
(2-((2,3-dihidro-1H-inden-2-il)amino)-5,7-dihidro-6H-pirrolo[3,4-d]pirimidin-6-il)etan-1-ona (68.3 mg,
rendimiento en dos etapas del 8.4%).

H RMN (400 MHz, DMSO-d6) & 8.30 (d, 1H), 7.64 (b,1H), 7.57 (t, 1H), 7.22-7.20 (m, 2H), 7.16-7.12 (m, 2H),
4.65-4.59 (m, 3H), 4.52 (s, 1H), 4.42 (s, 1H), 4.25-4.17 (m, 2H), 3.87-3.81 (m, 1H), 3.27-3.21 (m, 2H), 2.90-2.85
(m, 4H), 1.19 (t, 3H)

LC-MS, M/Z (ESI): 420.4(M+1)
Ejemplo 6: Preparacion del compuesto objetivo I-2R

(R)-2-((1-(1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)-1-(2-((2, 3-dihidro-1H-inden-2-il)amino)-5, 7-dihidro-6 H-
pirrolo[3,4-d]pirimidin-6-il)etan-1-ona (compuesto objetivo I-2R)

. iy . § . e O
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cul. DWF, meort Nl I‘: 3 N 1] ; c
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50 5B
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Paso 1: Sintesis de (R)-5-(trimetilsilil)pent-4-in-2-ol (5A)
|
NG
r

Bajo proteccion de nitrégeno, se afiadieron trimetilsililacetileno (51.7 g) y éter dietilico (600 mL) en un matraz
de tres cuellos, se enfrié hasta -78°C, y a continuacién se afiadié lentamente n-butil-litio (2.5 M, 217 mL) gota
a gota. Una vez completada la adicién gota a gota, la mezcla reacciond durante 1 hora mientras se mantenia
la temperatura a -78°C, después se afiadibé con una solucién de tetrahidrofurano de trifluoruro de boro (50%,
30 mL), y se afiadié lentamente con 6xido de (R)-propileno (30 g) gota a gota. Una vez completada la adicién
gota a gota, se mantuvo la temperatura mientras se agitaba durante 1 hora y se afiadid una disolucién acuosa
saturada de bicarbonato de sodio (300 mL) para inactivar la reaccién. La solucién de reaccidn, tras calentarse
hasta temperatura ambiente, se separd en capas, y la fase organica se secd, se mezcl6 con gel de silice, y a
continuacién se separd y purificé mediante una columna de gel de silice (éter de petréleo: acetato de etilo (V/V)
= 10:1) para obtener un producto de compuesto liquido de color amarillo claro, (R)-5-(trimetilsilil)pent-4-in-2-ol
(34 g, rendimiento 42.1%).

Paso 2: Sintesis de (R)-2-((5-(trimetilsilil)pent-4-in-2-il)oxi)acetato de terc-butilo (5B)
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La materia prima (R)-5-(trimetilsilil)pent-4-in-2-ol (34 g, 218 mmol) se afiadié a 340 mL de tetrahidrofurano seco,
y se enfrié hasta 0°C, seguido de la adicién de NaH al 60% (10.44 g, 261 mmol), agitando durante 30 min, y
afladiendo con una materia prima 2-bromoacetato de terc-butilo (46.7 g, 239 mmol) a 0°C. La mezcla se calent6
de forma natural hasta temperatura ambiente, y se agité durante 16 h. A 0°C, la solucién de reaccién se afiadié
con metanol (20 mL), se mezclé con gel de silice, se concentrd, y se separ6 y purificé mediante una columna
de gel de silice (éter de petréleo: acetato de etilo (V/V) = 10:1) para obtener un compuesto liquido amarillo claro
acetato de terc-butilo (R)-2-((5-(trimetilsilil)pent-4-ino-2-il)oxi) (6B) (50 g, rendimiento 85%).

Paso 3: Sintesis de (R)-2-(pent-4-in-2-iloxi)acetato de terc-butilo (5C)

6™ C\[/

&C

A temperatura ambiente, la materia prima (R)-2-((5-(trimetilsilil)pent-4-in-2-il)oxi)acetato de terc-butilo (50 g,
185 mmol) se afiadidé a 500 mL de tetrahidrofurano, y después se afiadié fluoruro de tetrabutilamonio (53.2 g,
203 mmol). La mezcla reacciond a temperatura ambiente durante 15 h, se mezclé con gel de silice y se
concentrd. El residuo se separé y purificd con una columna de gel de silice (éter de petréleo: acetato de etilo
(V/V) =10:1) hasta obtener el compuesto liquido amarillo del titulo, (R)-2-(pent-4-in-2-iloxi)acetato de terc-butilo
(27 g, 73.7%).

Paso 4: Sintesis de (R)-2-((1-(1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)acetato de terc-butilo (6D)

N-NnH O ©

6D

La materia prima (R)-2-(pent-4-in-2-iloxi)acetato de terc-butilo (27 g, 136 mmol) se afiadié a 150 mL de DMF y
20 mL de metanol a temperatura ambiente. A continuacién, bajo la proteccién del nitrégeno, se afiadieron
trimetilsilil azida (23.53 g, 204 mmol) y yoduro cuproso (2.08 g, 10.89 mmol) respectivamente. La solucién de
reaccién se calent6 hasta 90°C y se agitd durante 15 h. A continuacién, la solucién de reaccién se enfrié hasta
40°C, se concentré hasta sequedad, se diluy6 con diclorometano, se mezclé con gel de silice y se concentré.
El residuo se separé y purificé con una columna de gel de silice (éter de petréleo: acetato de etilo (V/V) = 1:1)
para obtener un compuesto oleoso amarillo (R)-2-((1-(1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)acetato de terc-butilo
(14 g, 42.6%).

Paso 5: Sintesis del acido (R)-2-((1-(1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)acético (5E)

N-NH © oH

5E

La materia prima (R)-2-((1-(1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)acetato de terc-butilo (14 g, 58 mmol) se afiadid
a una solucién de cloruro de hidrégeno de 1,4-dioxano (4 mol/L, 70 mL) a temperatura ambiente, se agité a
temperatura ambiente durante 16 h y se filtrd. El s6lido se lavé con metil terc-butil éter y se secé para obtener
un sélido blanco &cido (R)-2-((1-(1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)acético (9.2 g, 86%).

Paso 6: Sintesis de (R)-2-((1-(1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)-1-(2-((2,3-dihidro-1H-inden-2-ilyamino)-5,7-
dihidro-6H-pirrolo[3,4-d]pirimidin-6-il)etan-1-ona (compuesto objetivo I-2R)
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Las materias primas acido (R)-2-((1-(1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)acético (9.41 g, 42.5 mmol) y N-(2,3-
dihidro-1H-inden-2-il)-6,7-dihidro-5H-pirrolo[3,4-d]pirimidin-2-amina (9.2 g, 28.3 mmol) se afiadieron a 1,000 mL
de DMF, seguido de la adicién de T3P (solucidén al 50% de DMF) (27 g, 42.5 mmol) y diisopropiletilamina (21.95
g, 170 mmol) a 0°C. La mezcla se calentd de forma natural hasta temperatura ambiente y se agitdé durante 16
h. La solucién de reaccién se filtrd, y al filtrado se le afiadié agua (3 mL) y se concentré hasta sequedad. El
residuo se separd y se purificé con una columna de gel de silice (diclorometano: metanol (V/V) = 10: 1) para
obtener 12 g de producto crudo. El producto crudo se batié con 120 mL de acetato de isopropilo durante 10 h,
se filtré6 y se secé para obtener (R)-2-((1-(1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)-1-(2-((2,3-dihidro-1H-inden-2-
illamino)-5,7-dihidro-6H-pirrolo[3,4-d]pirimidin-6-il)etan-1-ona (7.8 g, rendimiento 65.7%).

H RMN (400 MHz, DMSO-d6) & 8.30 (d, 1H), 7.64 (b,1H), 7.57 (t, 1H), 7.22-7.20 (m, 2H), 7.16-7.12 (m, 2H),
4.65-4.59 (m, 3H), 4.52 (s, 1H), 4.42 (s, 1H), 4.25-4.17 (m, 2H), 3.87-3.81 (m, 1H), 3.27-3.21 (m, 2H), 2.90-2.85
(m, 4H), 1.19 (t, 3H)

LC-MS, M/Z (ESI): 420.4(M+1)

Ejemplo 7: Preparacion del compuesto objetivo I-2S y del compuesto objetivo I-2R

’(::::: ] /:::::\ -
N N }\IH 1-28 N¢N,NH 1-2R

Los compuestos objetivo se obtuvieron mediante separaciéon por HPLC.

El racemato 2-((1-(1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)-1-(2-((2,3-dihidro-1H-inden-2-il)amino)-5, 7-dihidro-6H-
pirrolo[3,4-d]pirimidin-6-il)etan-1-ona (22 g, 52.5 mmol) se separd con HPLC en las siguientes condiciones de
separacion: tipo de columna: Chiralpak ID (IDOOCD-QG003) 4.6 mm, I.D. x 15 cm L, fase mévil: 100% metanol;
caudal: 1.0 mL/min; longitud de onda: 254nm; temperatura de la columna: 35°C; contrapresién: 10 MPa. Se
obtuvieron los compuestos en una Unica configuracidén, y se registraron como pico 1 (7.0 g, 100% ee,
rendimiento 63.6%) y pico 2 (9.9 g, 97% ee, rendimiento 90.0%), respectivamente.

Comparando el tiempo de retencion del andlisis SFC, se determiné que se obtuvieron dos configuraciones
absolutas del compuesto por resolucién HPLC.

Compuesto objetivo I-2S:

Anélisis SFC: tipo de columna: Chiralpak AY-3 50%4.6 mm [.D., 3 um; fase mévil: etanol (con 0.05% de
dietilamina); elucién en gradiente: etanol al 60% en CO, (que contiene 0.05% de dietil amina); caudal: 3.0
mL/min; longitud de onda: 254 nm; temperatura de la columna: 35°C; contrapresién: 100 Bar,

Tiempo de retencion: 0.964 min.
Compuesto objetivo I-2R:

Anélisis SFC: tipo de columna: Chiralpak AY-3 50x4.6 mm ID, 3 um; fase mévil: etanol (con 0.05% de
dietilamina); elucién en gradiente: etanol al 60% en CO; (que contiene 0.05% de dietilamina); caudal: 3.0
mL/min; longitud de onda: 254 nm; temperatura de la columna: 35°C; contrapresién: 100 Bar,

Tiempo de retencién: 2.118 min.

Mediante el mismo analisis SFC, el tiempo de retencidn en el pico 1 fue de 1.006 min, y el tiempo de retencién
en el pico 2 fue de 2.205 min. A través de la comparacién del tiempo de retencidn, se determiné que el pico 1
corresponde al compuesto |-2S, es decir, (S)- 2-((1-(1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)-1-(2-((2,3-dihidro-1H-
inden-2-ilJamino)-5,7-dihidro-6H-pirrol[3,4-d]pirimidin-6-il)etan-1-ona, y el pico 2 corresponde al compuesto |-
2R, es decir, (R)-2-((1-(1H-1,2,3-triazol-5-il)propan-2-il)oxi)-1-(2-((2,3-dihidro-1H-inden-2-il)amino)-5,7-dihidro-
6H-pirrolo[3,4-d]pirimidin-6-il)etan-1-ona.
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Ejemplo 8: Compuesto de control y preparacién del mismo

Compuesto de control

El compuesto de control se sintetizd de acuerdo con la solicitud de patente WO2014110000A1.
El compuesto de control en los ejemplos de prueba siguientes es el compuesto mencionado en el Ejemplo 8.
Ejemplo de prueba 1: Ensayo de inhibicién de la actividad enzimatica de la autotaxina (ATX)

Las actividades inhibitorias de los compuestos sobre la enzima autotaxina se detectaron utilizando el Kit
Autotaxin Inhibitor Screening Assay (Cayman, 700580). En primer lugar, el compuesto de ensayo se prepard
como solucién madre de 10 mM en disolvente DMSO y, a continuacién, la solucién madre se diluyé con DMSO
hasta alcanzar 8 concentraciones gradientes. Posteriormente, las 8 concentraciones se diluyeron con el tampén
de ensayo de autotaxina (1x) suministrado en el kit en soluciones de trabajo de 19x compuestos (el contenido
de DMSO era del 1.9%). Se extrajo el reactivo de ensayo de autotaxina (10%) y se diluyé 10 veces con tampén
de ensayo de autotaxina (1x). Se extrajo el sustrato de autotaxina, se disolvi6 afiadiendo 1.2 mL de tampén de
ensayo de autotaxina (1x), se mezclé uniformemente y se dejd reposar a temperatura ambiente. En una placa
de 96 pocillos, se afiadieron 150 pl de tampén de ensayo de autotaxina (1 x), 10 pl de las soluciones de trabajo
de compuestos preparadas y diluidas 19x, 10 ul de reactivo de ensayo de autotaxina (1 x) y 20 ul del sustrato
de autotaxina disuelto en cada uno de los pocillos para cada concentracién, y se mezclaron homogéneamente.
La placa de 96 pocillos se agitd en un agitador de temperatura constante a 37°C y se incub6 en la oscuridad
durante 30 min. A continuacién, se sacd la placa y se colocé en un lector de microplacas para leer la OD405.
Los resultados experimentales se introdujeron en el software GraphPad Prism, y la ICso de cada compuesto se
calculé por ajuste.

[Tabla 1] Resultados de las actividades inhibitorias de los compuestos de prueba sobre la actividad ATX

Compuesto de ensayo §|C50 (nM)
@"6&55&&5&8Li'é"é'c;}i't}'c}i"': """ 260
........... Compuestol-1424
.......... Compuestol—1R267
""""" Compuesto -1S | 286
""""" Compuesto 12 135
Compuesto 1-2S 1.40
" Compuesto 2R | 159

Los resultados experimentales revelan que los compuestos de la presente divulgacién tienen una buena
actividad inhibitoria sobre la enzima ATX, y pueden inhibir eficazmente la actividad de la enzima ATX.

Ejemplo de prueba 2: Prueba de estabilidad de microsomas de higado humano

La prueba de estabilidad de microsomas hepaticos humanos se realizé incubando el compuesto y microsomas
hepaticos humanos in vitro. En primer lugar, el compuesto de ensayo se prepara como solucién madre 10 mM
en disolvente DMSO vy, a continuacién, el compuesto se diluye a 0.5 mM con acetonitrilo. Los microsomas de
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higado humano (Corning) se diluyeron con PBS y se prepararon como solucién microsoma/tampén, que se
utilizé para diluir 0.5 mM del compuesto en una solucidn de trabajo. En la solucién de trabajo, una concentracién
del compuesto era de 1.5 yM, y una concentracién de microsomas de higado humano era de 0.75 mg/ml. Se
tomé una placa multipocillo de pocillos profundos, se afiadieron secuencialmente 30 pl de la solucién de trabajo
y 15 pl de solucién de NADPH precalentada (6 mM) a cada pocillo para iniciar una reaccién y se incubd la
reaccién a 37 °C. Alos 0, 5, 15, 30 y 45 min de la incubacién, se afiadieron 135 ul de acetonitrilo a los pocillos
correspondientes para terminar la reaccion. Tras finalizar la reaccién con acetonitrilo en el Gltimo punto temporal
de 45 min, se agité la placa de pocillos profundos en vértex durante 10 min (600 rpm/min) y, a continuacién, se
centrifugé durante 15 min. Tras la centrifugacion, se recolect6 el sobrenadante y se afiadid agua purificada en
una relacién de 1: 1 para realizar la deteccién LC-MS/MS. En consecuencia, se obtuvo una relacién entre un
area de pico del compuesto y un area de pico del patrdn interno en cada punto temporal, y las relaciones de
area de pico del compuesto a los 5, 15, 30 y 45 min se compararon con la relacién de area de pico a los 0 min
para calcular el porcentaje restante del compuesto en cada punto temporal. T12 se calculé utilizando Excel.

[Tabla 2] Resultados de la prueba de estabilidad de microsomas de higado humano

Compuesto Porcentaje restante (%) de compuesto tras 30 min de incubacién §T1/2 (min)
Compuesto de control 41.2 241 ‘
"""""" Compuesto 1 | e
......... Compuesto|—1R e s
CompuestoI-ZS ............................................................................ T v
""""" Compuesto l2R . ear T sz

En comparacién con el compuesto de control, los compuestos de la presente divulgacién exhibieron una mejor
estabilidad metabdlica hepatica, y se metabolizaron méas lentamente en el cuerpo humano, y tuvieron una
mayor cantidad de exposicidn. Ti, de la estabilidad del microsoma hepatico de los compuestos de la presente
divulgacién es mejor que la del compuesto de control, e incluso puede alcanzar el doble de la del compuesto
de control. En consecuencia, la dosificacién clinica y la frecuencia de administracién pueden reducirse, los
efectos toxicos y secundarios de la administracidn clinica pueden reducirse, y el cumplimiento clinico se mejoré.

Ejemplo de prueba 3: Deteccién del efecto inhibitorio de compuestos sobre hERG mediante el uso de
la pinza de parche electrofisiolégico totalmente automatica QPatch

Se utilizé la pinza de parche electrofisiolégico QPatch totalmente automética para detectar el efecto inhibidor
de los compuestos sobre el hERG. Las células utilizadas en este ensayo eran de la linea celular CHO
transfectadas con cADN de hERG y que expresaban de forma estable los canales hERG (proporcionadas por
Sophion Bioscience, Dinamarca), y el nUmero de pasaje celular era P24. Las células se cultivaron en un medio
que contenia los siguientes componentes (todos adquiridos en Invitrogen): Medio F12 de Ham, suero bovino
fetal inactivado (10% (v/v)), higromicina B (100 ug/ml) y Geneticina (100 pg/ml). Las células CHO hERG se
cultivaron en una placa de Petri que contenia el medio mencionado y se cultivaron en una incubadora a 37°C
y que contenia un 5% de COs.

Un fluido extracelular (CaCp, 2 mM, MgCl> 1 mM, KCI 4 mM, NaCl 145 mM, Glucosa 10 mM, HEPES 10 mM,
pH: aproximadamente 7.4, presiéon osmética: aproximadamente 305 mOsm) y un fluido intracelular (CaCl,5.374
mM, MgCl> 1.75 mM, KCI 120 mM, HEPES 10 mM, EGTA 5 mM, Na-ATP 4 mM, pH alrededor de 7.25, presién
osmotica alrededor de 295 mOsm).

El compuesto a ensayar se preparé como solucién madre de 10 mM en disolvente DMSO, el compuesto se
diluy6 a3 mM, 1 mM, 0.3 mMy 0.1 mM con DMSO, y luego el compuesto se diluyé a 30 uM, 10 pM, 3 UM, 1
MM, 0 .3 uM y 0.1 uM con el fluido extracelular, de modo que, salvo que la concentracién final de DMSO en el
compuesto de 30 uM fue del 0.3%, la concentracién final de DMSO en las soluciones de compuestos de todas
las demés concentraciones fue del 0.1%.

Las células CHO hERG, tras ser digeridas y resuspendidas, se afiadieron al sistema QPatch totalmente
automatizado (Sophion, Dinamarca), y se sometieron a un ensayo de acuerdo con el siguiente procedimiento
preestablecido.

Después de alcanzar el estado de configuracién de célula entera rota en la etapa inicial, se registré la corriente
de célula entera a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C), y las células se registraron durante al
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menos 120 segundos para lograr estabilidad. Las células estables se seleccionaron para la prueba. Durante
toda la prueba, la pinza de parche celular estuvo a un voltaje de -80 mV, el voltaje de la pinza de parche celular
se despolarizé a +20mV para activar los canales de potasio hERG, y después de 2.5 segundos, el voltaje de la
pinza de parche celular estuvo a -50 mV para eliminar la inactivacién y generar corriente de cola saliente. El
pico de corriente de cola se utilizé como valor de la corriente hERG. El modo de voltaje descrito anteriormente
se aplicé a las células para las pruebas electrofisioldégicas cada 15 segundos. Se afiadié a las células un liquido
intracelular que contenia 0.1% de dimetilsulféxido (disolvente) para establecer una linea de base y, a
continuacién, se dejé que la corriente se estabilizara durante 3 min. Después de afiadir la solucién de
compuesto, se mantuvieron las células en el entorno de prueba hasta que el efecto del compuesto alcanzé un
estado estacionario o hasta alcanzar los 4 min. En los experimentos de prueba con diferentes gradientes de
concentracion del compuesto, el compuesto se afiadid a las células pinzadas de baja a alta concentracién. Una
vez finalizado el ensayo con el compuesto, se lavaron las células con el fluido extracelular hasta que la corriente
volvié a un estado estable.

Los datos de la prueba se analizaron mediante el software de analisis Qpatch proporcionado por Sophion, Excel
y Graphpad Prism.

[Tabla 3] Resultados de los efectos inhibidores de los compuestos sobre el hERG

Compuesto I-2R 9.48 9.48/1.59=6.0

En comparacién con el compuesto de control, los compuestos de la presente divulgacién muestran una
actividad inhibidora mas débil sobre hERG. Teniendo en cuenta el valor ICso de los compuestos para indicar la
inhibicién de la actividad de la enzima ATX, los compuestos de la presente divulgacién exhiben una ventana de
seguridad favorable para la inhibicion de hERG, y tenian ventajas significativas de seguridad cardiaca.

Ejemplo de prueba 4: Prueba de solubilidad termodinamica

Se prepararon solucién salina tamponada con fosfato (PBS, pH 7.4), solucién FeSSIF (pH 5.8, que contenia
10 mM de taurocolato de sodio, 2 mM de lecitina, 81.65 mM de hidréxido de sodio, 125.5 mM de cloruro de
sodio, 0.8 mM de oleato de sodio, 5 mM de monooleato de glicerilo, 55.02 mM de acido maleico), y solucién
FaSSGF (pH 1.6, solucién de 1 L que contiene 80 uM de taurocolato de sodio, 20 UM de lecitina, 0.1 g de
pepsina y 34.2 mM de cloruro de sodio).

El compuesto se pesd con precision, y se afiadieron el tampén fosfato preparado (pH 7.4), la solucién FeSSIF
(pH 5.8) y la solucién FaSSGF (pH 1.6) para preparar una solucién con una concentracién de 4 mg/ mL, que
se agitd a 1,000 rpm durante 1 hora, y después se incubé durante toda la noche a temperatura ambiente. Tras
la incubacién, la solucién se centrifugé a 12,000 rpm durante 10 minutos para eliminar las particulas no
disueltas, y el sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo de centrifuga. El sobrenadante se diluyé
adecuadamente, se afiadié a continuacién una solucién de acetonitrilo que contenia el patrén interno y se
cuantificé utilizando una curva patrén preparada con la misma matriz.

[Tabla 4] Resultados de la prueba de solubilidad termodindmica

Disolubilidad (ug/ mL)

Compuesto de prueba ‘ .
: FaSSGF (pH 1.6) | FeSSIF (pH 5.8) PBS (pH 7.4)

Compuesto de control 66.5 18.3 6.3
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Compuesto I-1R 88.5 20.4 20.4

Compuesto 1-2S

Compuesto I-2R

Los resultados experimentales indican que la solubilidad del compuesto de control es relativamente pobre, y
por lo tanto se supone que la absorcién del tracto gastrointestinal es relativamente pobre, lo que no favorece
el desarrollo de medicamentos para administracién oral. En comparaciéon con el compuesto de control, la
solubilidad termodinamica de los compuestos de la presente divulgacién en jugo gastrico simulado, jugo
intestinal simulado y condiciones neutras mejora significativamente. Por consiguiente, se espera que la
absorcidn intestinal en el cuerpo humano mejore considerablemente, y que la exposicién a la administracién
oral sea mayor, de modo que la dosis de administracién clinica pueda reducirse y el cumplimiento clinico pueda
mejorarse.

Ejemplo de prueba 5: Prueba farmacocinética

Para la prueba farmacocinética in vivo en ratas, se utilizaron 6 ratas SD macho, de 180-240 g, ayunadas durante
la noche. A tres de las ratas se les administré oralmente por sonda (10 mg/kg), y se recolectd sangre antes de
la administracion, y a los 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 8 hy 24 h después de |la administracién. A las otras 3
ratas se les administr6 el compuesto por via intravenosa (1 mg/kg), y se recolectd sangre antes de la
administracion, y a los 5 min, 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4h, 8 h y 24 h después de la administracién. Las muestras
de sangre se centrifugaron a 8,000 rpm a 4°C durante 6 min, y se recolectd plasma que se almacené a -20°C.
Se tomé el plasma en cada punto temporal y se afiadié con una solucién de acetonitrilo que contenia estandar
interno en 3-5 veces la cantidad, se agité en vortex y se mezcl6 durante 1 min, y se centrifugé a 13,000 rpm a
4°C durante 10 min. Se recolecté el sobrenadante, se afiadié y se mezcld con agua en 3 veces la cantidad. Se
tomé una cantidad adecuada de la mezcla para el andlisis LC-MS/MS. Los principales parametros
farmacocinéticos se analizaron utilizando el programa informéatico WinNonlin 7.0 con un modelo no
compartimental.

Para el ensayo farmacocinético in vivo en ratones, se utilizaron 18 ratones ICR machos, de 20-25 g, ayunados
durante la noche. Entre ellos, 9 ratones fueron administrados oralmente por sonda (10 mg/kg), se recogieron
las sangres de 3 ratones en cada punto temporal de recogida de sangre y se recogieron alternativamente las
sangres de los 9 ratones. A los otros 9 ratones se les administré por via intravenosa el compuesto (1 mg/kg),
se recogieron las sangres de 3 ratones en cada punto temporal de recogida de sangre y se recogieron
alternativamente las sangres de los 9 ratones. Las demés operaciones fueron las mismas que las del ensayo
farmacocinético en ratas.

[Tabla 5] Resultados de la prueba farmacocinética en ratones

Administracién oral por sonda (10

Administracién intravenosa (1 mg/kg) mg/kg)

Compuesto de prueba

©CL | Vz i AUCO+t = (h) . Cmax | Tmax | AUCOt | Tip
- (L/h/kg) | (L/kg) i(h*ng/mL): "2 L(ng/mL) - (hr)  i(h*ng/mL) (h)

Compuesto de control 3.45 1.67 290 0.34 2042 0.25 2902 0.83
S C ompuesto|—1R ................. 209105 ............... 495 ........ 037 ............. 6 939042 ............... 6123 ........... 067
S— Compuestol-2R ................... PP T Py st v P avve s

[Tabla 6] Resultados de la prueba farmacocinética en ratas

5 : Parédmetros farmacocinéticos in vivo en ratas
i Compuesto de prueba |

...................................................................................................................................................................................




10

15

20

25

30

ES 2989718 T3

i CL i vz i AUCO+t (h)  Cméx . Tmax | AUCOt o h)
E(Uh/kg) | (Lkg) (heng/mL) i M2V f(ngfmL) i (hr) i(h*ng/mL) P TP

Compuesto de control 1.76 1.12
""""" Compuesto 1R | 128 | 076 . 828
Compuesto 1-2S 1.51 0.74
| Compuestol2R | 028 021 | 3648

Los resultados experimentales indican que, en comparacién con el compuesto de control, los compuestos de
la presente divulgacion presentan mejores propiedades farmacocinéticas. Especialmente en ratas, la tasa de
eliminacién (CL) del compuesto I-2R de la presente divulgacién es mucho menor, el cual es aproximadamente
1/4 de la del compuesto de control, lo que indica que este compuesto es relativamente estable en el organismo,
y su Crmax oral y AUCq. pueden alcanzar 6.1 veces y 4.2 veces la del compuesto de control, respectivamente.

Ejemplo de prueba 6: Prueba de inhibicién de la actividad de la enzima ATX en plasma humano

Se recolectd sangre entera de voluntarios sanos y se anticoagul6é con heparina. Los tubos de recoleccién de
sangre se centrifugaron a 3,000 rpm durante 10 min, y se tomé el plasma, que se almacené a -80°C para su
uso.

El compuesto se diluyé en serie con DMSO de acuerdo con los requisitos de concentracién convencionales y,
a continuacién, se afladieron 3 pl del compuesto diluido a una placa de 96 pocillos y 147 pl de PBS a cada
pocillo que contenia 3 pl del compuesto. Tras mezclar homogéneamente, se extrajeron 50 pl de la mezcla y se
afladieron a una nueva placa de 96 pocillos. El plasma humano se sacé del frigorifico a -80°C y se descongel6
mediante agitacion rapida en un bafio de agua a 37°C. Se tomaron 50 yL del plasma humano y se afiadieron
a la placa de 96 pocillos que contenia 50 pL del compuesto diluido (el sistema final era DMSO al 1%). El grupo
sin el compuesto se establecié como grupo de control positivo. La placa de 96 pocillos se agité y mezclé
uniformemente, y se incub6 a 37°C durante 3 h. También se proporciond un grupo en blanco, y el plasma del
grupo en blanco se almacené a -80°C. El grupo en blanco se proporciona para determinar la concentracién
basal de LPA endégeno.

Una vez finalizada la incubacién, el grupo en blanco se descongel6 en hielo y se transfirié a una placa de
incubacién. Se afiadi6 a la placa de incubacién un exceso de acetonitrilo que contenia el patrén interno LPA17:0
para precipitar la proteina plasmatica. Tras centrifugacién en vértex, se tomé el sobrenadante y se diluy6, y se
obtuvo un area de pico de LPA18: 2 y un area de pico del patron interno LPA17: 0 se detectaron mediante
espectrometria de masas LC-MSMS.

Se calculd una relacién del area de pico de LPA18: 2 al area del pico del patrén interno LPA17: 0, y se calculd
una tasa de inhibicién de la formacién de LPA18: 2 segun la férmula siguiente:

Tasa de inhibicién (%) = 100-(grupo de compuestos con diferente concentracién - grupo en blanco)/(grupo de
control positivo - grupo en blanco)*100

De acuerdo con las tasas de inhibicién de diferentes concentraciones del compuesto, se calculé el valor ICsg
del compuesto, que estéa relacionado con la inhibicién de la actividad de la enzima ATX en plasma humano.

[Tabla 7] Resultados de los efectos inhibitorios de los compuestos de prueba sobre la actividad de la enzima
ATX en plasma humano

Compuesto de ensayo §|C50 (nM)
Compuestodecontrol .................. e
""""""""" Compuesto 1R | 120
""""""""" Compuestol28 = 21

Compuesto I-2R 4.73
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Los resultados experimentales muestran que los compuestos de la presente divulgacidon tienen una buena
actividad inhibitoria sobre la enzima ATX en plasma humano, pueden inhibir eficazmente la actividad de la
enzima ATX y son significativamente mejores que el compuesto de control.

Ejemplo de prueba 7: Modelo de IPF inducido por bleomicina en ratas

Utilizando ratas macho BN, 180-240 g, se indujo un modelo de fibrosis pulmonar idiopatica (modelo IPF) con
una dosis de SU/kg de bleomicina. Una vez establecido el modelo, los animales se dividieron aleatoriamente
en grupos, que incluian un grupo de control con disolvente, un grupo con GLPG-1690 (compuesto clinico de
fase Ill de Galapagos), un grupo con compuesto de control, un grupo con compuesto 1-2S y un grupo con
compuesto I-2R. Al segundo dia de haberse establecido el modelo, se administré a los animales por via oral
mediante sonda dos veces al dia, administrdndose al grupo de administracion una dosis de 30 mg/kg cada vez,
y al grupo de control con disolvente se le administré6 un disolvente en blanco, y la administracién continué
durante 21 dias.

Durante la administracion, se pesé el peso corporal cada tres dias. El dia 21 de la administracién, se realizd un
lavado alveolar 2 h después de la primera administracidn, se contaron las células inflamatorias en el fluido de
lavado y se detectaron los biomarcadores asociados en el sobrenadante del fluido de lavado. Tras el lavado,
se fijaron los pulmones izquierdos de las ratas y se tifieron con la tincidn tricromica de Masson para puntuar la
patologia de la fibrosis. Los I6bulos pulmonares restantes se criopreservaron. Se tomaron el sobrenadante del
fluido de lavado alveolar y el tejido pulmonar recién congelado de los tres grupos de compuestos y se detecté
un contenido de proteina TGF-B1 y una cantidad de proteina total mediante ELISA, y se calculé la cantidad de
TGF-B1 por miligramo de proteina total.

Los resultados experimentales indican que las reducciones de peso de los animales de los grupos del
compuesto I-2S y del compuesto |-2R fueron significativamente menores que las del grupo del compuesto de
control, y los compuestos de la presente divulgacién tienen mejor seguridad (los resultados se ilustran en la
FIG. 1); los contenidos de TGF-P1 en el sobrenadante del fluido de lavado alveolar y en el tejido pulmonar
recién congelado del grupo del compuesto I-2R son significativamente inferiores a los del grupo de control con
disolvente, por lo que el compuesto de la presente divulgacidn tiene un efecto antifibrosis significativo (los
resultados se muestran en la FIG. 2).
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto, siendo un compuesto representado por la Férmula I-1 o la Férmula |-2; o siendo un tautémero,
un estereoisémero, un hidrato, un solvato o una sal del compuesto representado por la Férmula I-1 o la Férmula
-2,

/".':':':':"
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= =\
N Mo NH )
HN. -1 o N -2

2. El compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en el que el compuesto es uno de los siguientes
compuestos; o un tautémero, un estereoisémero, un hidrato, un solvato o una sal de uno de los siguientes
compuestos,

-
[T Q/f) O&—N/\{\\N r§f>
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3. Una composicion farmacéutica, que comprende el compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 0 2 como
ingrediente activo.

4. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2 o la composicion farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 3 para su uso en la fabricacidén de un medicamento para tratar o prevenir al menos uno
seleccionado entre cancer, enfermedad metabdlica, enfermedad renal, enfermedad hepética, enfermedad de
fibrosis, enfermedad pulmonar intersticial, enfermedad de proliferacién, enfermedad inflamatoria, dolor,
enfermedad autoinmune, enfermedad respiratoria, enfermedad cardiovascular, enfermedades
neurodegenerativas, trastorno dermatolégico y/o enfermedad anormal relacionada con la angiogénesis.

5. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2 o la composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 3 en la fabricacién de un medicamento para tratar o prevenir al menos uno seleccionado entre
diabetes tipo |, esteatohepatitis no alcohdlica, dolor neuropatico, dolor inflamatorio, dolor relacionado con la
artrosis, fibrosis pulmonar idiopatica, fibrosis pulmonar, fibrosis hepética o fibrosis renal.

6. Una combinacién de farmacos, que comprende:

el compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 o0 2 o la composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 3; y

un farmaco adicional para tratar o prevenir el cancer, enfermedad metabélica que comprende diabetes tipo Il,
enfermedad renal, enfermedad hepatica que comprende esteatohepatitis no alcohdlica, enfermedad fibrosa
que comprende fibrosis pulmonar, fibrosis hepatica y fibrosis renal, enfermedad pulmonar intersticial,
enfermedad de proliferacion, enfermedad inflamatoria, dolor que comprende dolor neuropético y dolor
inflamatorio, enfermedad autoinmune, enfermedad respiratoria, enfermedad cardiovascular, enfermedades
neurodegenerativas, trastorno dermatolégico y/o enfermedad anormal relacionada con la angiogénesis.

7. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, la composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 3, o la combinacién de farmacos de acuerdo con la reivindicacién 6 para uso en el tratamiento o
prevencién de al menos una seleccionada entre cancer, enfermedad metabdlica, enfermedad renal,
enfermedad hepatica, enfermedad de fibrosis, enfermedad pulmonar intersticial, enfermedad de proliferacién,
enfermedad inflamatoria, dolor, enfermedad autoinmune, enfermedad respiratoria, enfermedad cardiovascular,
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enfermedades neurodegenerativas, trastorno dermatoldgico, y/o enfermedad anormal relacionada con la
angiogénesis.
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Concentracion de TGF-f3 en tejido Concentracion de TGF-B en fluido de lavado
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