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DESCRIPCION
Glucocorticoides muy potentes
Financiacion federal

La presente invencion se realizd con el apoyo del gobierno a tenor de DK066202 y DK071662 otorgados por el Instituto
Nacional de la Diabetes y las Enfermedades Digestivas y Renales/Institutos Nacionales de Salud. El gobierno posee
determinados derechos sobre la invencion.

Campo técnico de la invencion

La presente invencién se refiere a compuestos de glucocorticoides novedosos. La invencidon también se refiere a
métodos de uso de estos compuestos, a la sintesis de estos compuestos y a composiciones y formulaciones que
comprenden los compuestos de glucocorticoides, y a usos de los mismos.

Referencia cruzada a solicitud relacionada

La presente solicitud reivindica la prioridad de la Solicitud Provisional de los Estados Unidos N.°: 62/408.314,
presentada el 14 de octubre de 2016.

Antecedentes de la invencién

Los glucocorticoides tales como la prednisona, la dexametasona (DEX) y la budesonida son antiinflamatorios muy
eficaces. Se usan ampliamente para tratar inflamaciones y enfermedades autoinmunitarias tales como el asma, la
artritis, el lupus y la enfermedad de Crohn (1, 2). Estos farmacos ejercen sus funciones fisiologicas a través de su
union al receptor de glucocorticoides (GR), un factor de transcripcion activado por ligando de la superfamilia de
receptores nucleares. En ausencia de glucocorticoides, El GR reside en el citoplasma y se asocia a proteinas
chaperonas tales como hsp90 y hsp70. La unién de la hormona provoca un cambio conformacional en el GR, lo que
conduce a su translocacion al nucleo, donde ejerce su actividad de control de la transcripcién, ya sea la activacion
(transactivacion) o la represion (transrepresion). En la transactivacion, el GR se dimeriza, se une directamente a un
elemento de respuesta a glucocorticoides especifico y, después, recluta coactivadores para activar la transcripcion.
En la transrepresion, el modelo general es que el GR se une a otros factores de transcripcion (por ejemplo, NF-kB,
AP-1) para conectarse indirectamente a sus sitios de unidon a través de interacciones proteina-proteina. Tras su
conexion cerca de un promotor diana, el GR reprime la expresion génica corriente abajo (3). En general, se cree que
la transrepresién no requiere la dimerizacion del GR (4, 5).

La transrepresion es el principal mecanismo a través del cual los glucocorticoides actian como agentes
antiinflamatorios (6). La conexion del GR al promotor NF-kB/AP-1 conduce a la represién de la transcripcion de los
principales factores proinflamatorios corriente abajo, incluyendo las citocinas proinflamatorias (por ejemplo, TNF-a, IL-
1 B, e IL-6), quimiocinas (por ejemplo, CCL2, CCL19) y enzimas asociadas al inicio de la inflamacién (por ejemplo,
COX2, MMP13 y fosfolipasa A2) (2). Debido a su accién rapida y a su efecto sostenible, los glucocorticoides siguen
siendo la primera eleccion para tratar enfermedades inflamatorias. Sin embargo, el uso prolongado de
glucocorticoides, especialmente a dosis elevadas, tiene muchas consecuencias adversas, incluyendo la diabetes
mellitus/intolerancia a la glucosa, hipertension, obesidad y osteoporosis (7, 8). La mayoria de estas consecuencias se
atribuyen a la transactivacion del GR. Por ejemplo, los glucocorticoides inducen los genes que codifican las enzimas
limitadoras de la velocidad de la via de la gluconeogénesis en el higado, la glucosa-6-fosfatasa y la fosfoenol piruvato
carboxicinasa (9, 10), aumentando de este modo la sintesis de novo de glucosa y conduciendo finalmente al aumento
de peso o a la diabetes. Los glucocorticoides también inducen un gen regulador clave del desarrollo 6seo, Dickkopf-1
(DKK1), cuya regulacion positiva provoca osteoporosis y pérdida 6sea (11). En general, se observa que muchos de
los efectos secundarios de los glucocorticoides se asocian al uso de dosis elevadas de glucocorticoides (12-14). Por
ejemplo, se observé un "patron umbral" para el uso de la prednisona: a 7,5 mg al dia, provoca glaucoma, depresion e
hipertension arterial (12). Estos efectos secundarios se deben a la transactivacion del GR y a la activaciéon no selectiva
de otros receptores, tales como el receptor de mineralocorticoides (MR), cuya activacion provoca hipertension arterial
(15). Por lo tanto, es importante desarrollar glucocorticoides muy potentes y selectivos para reducir los efectos
secundarios no deseados.

La potencia y la eficacia son dos parametros farmacocinéticos clave de los glucocorticoides. Aunque la eficacia es la
actividad maxima que puede conseguir un determinado farmaco, por lo general a la concentracién maxima, la potencia
es la concentracion de un determinado farmaco necesaria para alcanzar la actividad semimaxima (CES50). Para dos
glucocorticoides que tienen la misma eficacia, uno muy potente requerira una dosis menor para conseguir el mismo
efecto terapéutico (14, 15). De forma importante, un glucocorticoide puede tener diferentes potencias de
transactivacion y transrepresion; por ejemplo, la induccion génica por GR a través de DEX requiere una concentracion
de glucocorticoides de 5 a 6 veces superior a la de la represion génica (16-18). Esta respuesta diferencial proporciona
la oportunidad de desarrollar glucocorticoides muy potentes que puedan usarse a dosis bajas para conseguir la
represion total de las sefales de inflamacidn, con una actividad de transactivacion y unos efectos secundarios
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minimos. Por ultimo, el desarrollo de insensibilidad y resistencia a la terapia con glucocorticoides es un problema
importante en el tratamiento de enfermedades inflamatorias comunes tales como la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, la artritis reumatoide y la enfermedad inflamatoria intestinal (19). La resistencia a los glucocorticoides también
es un problema sin resolver en los canceres de glébulos blancos, especialmente la leucemia aguda infantil (20). Se
han identificado o propuesto varios mecanismos de resistencia a los glucocorticoides, incluyendo un cambio de las
vias de las cinasas, la alteracion de cofactores y la pérdida o mutacion de receptores (19, 21). Una observacion comun
es que la afinidad del ligando por el receptor disminuye en los pacientes resistentes a los glucocorticoides. Dichos
pacientes tratados con glucocorticoides muy potentes han mostrado mejoria, pero el efecto disminuyé gradualmente
(22). Por consiguiente, existe una necesidad urgente de desarrollar una nueva generaciéon de glucocorticoides mas
potentes.

El cortisol es un glucocorticoide enddgeno producido por la glandula suprarrenal. El cortisol tiene una potencia y una
capacidad de unién al receptor bajas con respecto al glucocorticoide sintético mas utilizado, tal como DEX (23). Por
otra parte, el furoato de mometasona (MF) es un glucocorticoide potente utilizado para tratar los trastornos
inflamatorios de la piel (Elocon), el asma (Asmanex) y la inflamacion de los senos nasales (Nasonex) (24, 25). EI MF
tiene un éster de furoato lipofilo en la posicién C17a del anillo D del esteroide, lo que se cree que es el origen de su
elevada potencia (26). En este caso, los inventores determinaron las estructuras cristalinas del LBD de GR unido a
MF vy cortisol, que revelan el mecanismo subyacente que discrimina la potencia del ligando entre MF y cortisol.
Después, los presentes inventores usaron el mecanismo estructural observado para disefiar varios glucocorticoides
novedosos con una potencia y una eficacia muy mejoradas, que podrian servir como lideres de partida para el
desarrollo de terapias para el tratamiento de enfermedades inflamatorias.

El documento WO 2015/048316 A1 describe agonistas de los receptores de glucocorticoides muy potentes novedosos
que tienen menos efectos secundarios. Uno de estos agonistas de los receptores de glucocorticoides ejemplificado en
el documento WO 2015/048316 A1 es el Compuesto 9, que corresponde al compuesto VSCG12 en la presente
solicitud.

Sumario de la invencion

La evolucion de los farmacos glucocorticoides estuvo impulsada por la demanda de reducir los efectos secundarios
no deseados, manteniendo los efectos antiinflamatorios beneficiosos. La potencia es un aspecto muy importante de
esta evolucion, ya que muchos efectos secundarios indeseables se asocian a dosis elevadas. Los efectos secundarios
pueden minimizarse con glucocorticoides muy potentes que consiguen los mismos efectos terapéuticos a dosis mas
bajas. Esta demanda impulsé la evolucién de los glucocorticoides de potencia baja a elevada. El cortisol es un
glucocorticoide enddégeno que tiene una potencia relativamente baja, mientras que el furoato de mometasona (MF) es
un glucocorticoide sintético muy potente que se ha utilizado en el tratamiento de muchas enfermedades inflamatorias.
Para comprender los mecanismos subyacentes que impulsaron la evolucion de los glucocorticoides, los inventores
determinaron las estructuras de rayos X del dominio de union a ligando (LBD) de receptores de glucocorticoides (GR)
unido a cortisol y MF. El LBD de GR unido al cortisol revel6 que la flexibilidad del enlace simple 1,2 en el anillo A del
esteroide es la principal responsable de la baja afinidad del cortisol por los GR. Por otro lado, el LBD de GR unido al
MF reveld que la potencia elevada del MF se consigue gracias a su grupo furoato 17a, que llena totalmente el bolsillo
de unién a ligando, proporcionando de este modo contactos de anclaje adicionales para una union de afinidad elevada.
Un unico aminoacido en el bolsillo de unién a ligando, Q642, desempefia un papel discriminatorio en la potencia de
ligando entre MF y cortisol. El disefio basado en la estructura condujo a la sintesis de varios glucocorticoides
novedosos con una potencia muy mejorada. En conjunto, estos resultados revelan mecanismos estructurales clave
de la potencia de los glucocorticoides y proporcionan una base racional para desarrollar glucocorticoides muy potentes.

En un aspecto, la invencion proporciona un compuesto seleccionado entre:
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En un segundo aspecto, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende el compuesto del
primer aspecto o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; y un portador o adyuvante farmacéuticamente
aceptable.

En un tercer aspecto, la invencién proporciona un método no terapéutico para modular la actividad de un receptor de
glucocorticoides en una muestra biolégica, que comprende la etapa de poner en contacto el receptor de
glucocorticoides con un compuesto de acuerdo con el primer aspecto, una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
0 una composicion farmacéutica de acuerdo con el segundo aspecto.

En un cuarto aspecto la invencion proporciona un compuesto de acuerdo con el primer aspecto, una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo o una composicion farmacéutica de acuerdo con el segundo aspecto para su
uso en un método de tratamiento o disminucion de la gravedad de una enfermedad inflamatoria en un paciente,
preferentemente en donde la enfermedad se selecciona entre asma, artritis, lupus, enfermedad de Crohn,
enfermedades inflamatorias intestinales, enfermedad celiaca, glomerulonefritis, acné vulgar, leucemia y cancer de
pancreas, mas preferentemente en donde la enfermedad se selecciona entre asma vy artritis.

Descripcion detallada de las figuras

FIG. 1A-1C: Estructura global del LBD de GR unido a cortisol y del LBD de GR unido a MF. (FIG. 1A) Arquitectura
del LBD de GR unido a cortisol y del LBD de GR unido a MF. (FIG. 1B) Comparacion estructural del LBD de GR
unido a DEX y el LBD de GR unido a MF. Las flechas indican las diferencias entre ambos, 1: region del bucle antes
de la hélice 1; 2: region del bucle antes de la hélice 5 a la hélice 7; 3: orientacién del extremo C de la hélice de
AF2. (FIG. 1C) Mapa de densidad electrénica del cortisol y el MF en el bolsillo de union a ligando del LBD de GR.
FIG. 2A-2D: Potencia de cortisol, DEXy MF. (FIG. 2A) Estructuras quimicas del cortisol, la DEX y el MF. Se indican
los anillos de los esteroides (FIG. 2A-2D). Las numeraciones de atomos clave estan marcadas como pequefas
escrituras cerca de las posiciones correctas. La diferencia entre la DEX y el cortisol se indica en la estructura de la
DEX. Se indica el grupo furoato del MF. (FIG. 2B-2C) Curvas dosis-respuesta para cortisol, DEX y MF para el
indicador de induccion MMTV-Luc y el indicador de represién AP1-Luc en células AD293, ULR: Unidad de
luciferasa relativa. Las barras de error representan la desviacion tipica, n=3. (FIG. 2D) Ensayo de unién a GR in
vitro para MF, DEX y cortisol. RPM: recuentos por segundo. Las barras de error representan la desviacion tipica,
n=2.

FIG. 3A-3B: La flexibilidad del enlace simple 1,2 se atribuye a la baja afinidad del cortisol. (FIG. 3A) Red de enlaces
de hidrégeno de cortisol y DEX en el bolsillo de unién a ligando del LBD de GR. (FIG. 3B) Curvas dosis-respuesta
de cortisol, prednisolona'y DEX para la transactivacion de GR sobre MMTV-Luc en células AD293. La prednisolona
se diferencia del cortisol s6lo por el doble enlace 1,2. Las barras de error representan la desviacion tipica, n = 3.
FIG. 4A-4D: La ocupacion completa del grupo furoato 17a en el bolsillo de unién a ligando de GR. (FIG. 4A, 4B)
Estructuras tridimensionales de DEX y MF. (FIG. 4C) Alineacion de DEX y MF en el bolsillo de union a ligando del
LBD de GR. El grupo furoato 17a de MF prolonga el bolsillo de union a ligando de GR y ocupa por completo la
cavidad hidrofoba situada encima del anillo D del esteroide. (FIG. 4D) Interacciones hidréfobas detalladas del grupo
furoato 17a con restos en la cavidad hidrofoba del bolsillo de unién a ligando del LBD de GR.

FIG. 5A-5C: Q642 desempefia funciones criticas en el reconocimiento de ligandos de diferente potencia. (FIG. 5A)
Interaccion detallada de Q642 con diferentes ligandos: LBD de GR unido a DEX y LBD de GR unido a MF. (FIG.
5B) Actividad de transactivacion de las mutaciones de Q642 a una concentracién no saturada de esteroide (DEX
10 nM; MF 1 nM). Las barras de error representan la desviacion tipica, n=3. (FIG. 5C) Curvas dosis-respuesta para
MF, DEX y cortisol del GR de tipo silvestre (TS) y Q642N mutante sobre MMTV-Luc en células AD293. Las barras
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de error representan la desviacion tipica, n = 3.

FIG. 6: Disefio de compuestos de -O- o0 -S-éster y posterior hidrélisis hepatica.

FIG. 7: Posiciones de las mutaciones de solubilidad y las mutaciones de cristalizaciéon". Panel superior: posiciones
de las mutaciones que solubilizan el LBD de GR; panel inferior: mutaciones superficiales que facilitan la
cristalizacion del LBD de GR.

FIG. 8: Expresion de proteina y purificacion de las mutaciones seleccionadas de LBD de GR. Los mutantes de
LBD de GR se expresaron y purificaron en presencia de cortisol 10 uM.

FIG. 9A-9B: Cristales proteinicos y mapas de difraccion del LBD de GR unido a cortisol y a MF. (FIG. 9A) LBD de
GR unido a cortisol. (FIG. 9B) LBD de GR unido a MF.

FIG. 10A-10B: Las actividades de transcripcion de las mutaciones AYVTI de GR. (FIG. 10A) Actividad de
transactivacion de las mutaciones AYVTI de GR sobre MMTV-Luc en células AD293. DEX, 100 nM. Las barras de
error representan la desviacion tipica, n = 3. (FIG. 10B) Actividad de transrepresion de las mutaciones AYVTI de
GR sobre AP1-Luc en células AD293. DEX, 100 nM. Las barras de error representan la desviacion tipica, n = 3.
FIG. 11A-11B: Comparaciones estructurales detalladas del grupo C-9a y del grupo C-16 de esteroide de la DEX y
el cortisol en el bolsillo de unién a ligando del LBD de GR. (FIG. 11A) El atomo de F en la posicion C-9a de la DEX
hace un contacto estrecho con F623, L563 y M646 en el bolsillo de unién a ligando del LBD de GR. (EIG. 11B) El
grupo metilo C-16 de DEX hace contacto estrecho con Y735, L732, M646 y Q642 en el bolsillo de unién a ligando
del LBD de GR.

FIG. 12A-12B: Las mutaciones F623 y M639 no pueden separar la actividad de MF y DEX. (FIG. 12A) Actividad
de transactivacion de las mutaciones F623 sobre MMTV-Luc en células AD293. DEX 10 nM, MF 1 nM. Las barras
de error representan la desviacion tipica, n = 3. (FIG. 12B) Actividad de transactivacion de las mutaciones M639
sobre MMTV-Luc en células AD293. DEX 10 nM, MF 1 nM. Las barras de error representan la desviacion tipica, n
=3.

FIG. 13A-13B: Ensayo de union in vitro de la proteina mutante Q642A de GR. (FIG. 13A) Experimento de union a
ligando in vitro usando citosol de células AD293 que expresaban GR de tipo silvestre 0 GR de Q642A mutante.
RPM: recuentos por minuto. Las barras de error representan la desviacion tipica, n = 2. (FIG. 13B) Curva dosis-
respuesta de DEX del GR TS y el GR de Q642A en un ensayo de indicador MMTV-Luc. Las barras de error
representan la desviacion tipica, n = 3. (C), Ensayo de competencia por ligando de Q642A de GR. Las barras de
error representan la desviacion tipica, n = 2.

FIG. 14: Grafico de barras de actividad de los compuestos de la invencion, proporcionadas como Unidades de
luciferasa relativas. Los Compuestos 1, 2, 3 y 6 no forman parte de la invencion.

FIG. 15: Gréfico lineal que muestra el aumento de 8 veces en la potencia del Compuesto 4 sobre el furoato de
fluticasona (FF).

FIG. 16A-16B: (FIG. 16A) Un grafico lineal que proporciona la potencia de los compuestos candidatos en un
sistema indicador. (FIG. 16B) Un grafico lineal que proporciona la evaluacion del efecto de los compuestos
candidatos en la represién de la inflamacion pulmonar, usando un modelo de asma en ratén inducida por OVA.

Las figuras anteriores se proporcionan con fines ilustrativos y no pretenden ser limitantes en modo alguno.
Descripcion detallada

Los glucocorticoides se usan desde hace casi 60 afios y siguen siendo la primera eleccion para tratar muchas
enfermedades inflamatorias y autoinmunitarias. Sin embargo, el uso prolongado de glucocorticoides puede provocar
muchos efectos adversos. Comprender la base estructural de la activacion y represion de los GR es muy importante
para desarrollar glucocorticoides novedosos con menos efectos secundarios. Sin embargo, el nivel bajo de expresion
de los GR en el sistema bacteriano, especialmente para el ligando de baja afinidad, obstaculiz6 el estudio estructural
de este importante regulador celular. A través de la comparacién de restos conservados en la familia de receptores de
esteroides, los inventores habian identificado satisfactoriamente mutaciones de aminoacidos que podian facilitar la
expresion del receptor sin afectar a su funcion fisiologica. Este método acelerara el estudio estructural de los GR,
especialmente para aquellos ligandos de baja afinidad, tales como un ligando no esteroide, que puede encerrar el
futuro de la préoxima generacién de glucocorticoides.

El desarrollo de glucocorticoides muy potentes se vio impulsado por dos tipos de urgencias, una es los efectos
secundarios de los glucocorticoides provocados por el uso de dosis elevadas y la otra son los sintomas clinicos de
resistencia a los glucocorticoides. Aunque la afinidad del ligando es un factor determinante de la potencia, no es el
unico. Los cofactores celulares también desempenan papeles cruciales al reconocer las diferencias de superficie
provocadas por la unién de ligandos y las sutiles variaciones inducidas por la unién de diferentes ligandos pueden
tener efectos profundos sobre la selectividad de los cofactores. Se habian aplicado diferentes estrategias para
modificar la cadena principal rigida del cortisol con el fin de aumentar su potencia y condujeron al desarrollo de la DEX.
Una comparacion estructural del LBD de GR unido a cortisol y el LBD de GR unido a DEX muestra que entre las
modificaciones, el doble enlace A' es critico para posicionar éptimamente la cetona C3, que forma un enlace de
hidrégeno clave con R611. Posteriormente, los investigadores descubrieron que un grupo éster lipdfilo, tal como un
éster de alquilo o propionato (26), en la posicion C-17a puede potenciar fuertemente la actividad de los
glucocorticoides. Uno de los farmacos para el asma mas utilizados, el propionato de fluticasona (PF), se generd
reemplazando el grupo hidroxilo por un éster de propionato en la posicion C-17a. Estos datos sugieren la presencia
de una cavidad hidrofoba encima del anillo D del esteroide en el bolsillo de unidn a ligando. Una mayor optimizacion
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del FP con un grupo éster de furoato para reemplazar el éster de propionato creé un glucocorticoide muy potente,
furoato de fluticasona (FF), indicando que el grupo furoato podria encajar mejor en la cavidad. Aunque se habia
resuelto la estructura del LBD de GR unido a FF (35), no se habia definido el mecanismo estructural de la potencia
elevada de MF. En este caso, los inventores han descubierto que la potencia elevada del MF es atribuible tanto a que
el grupo furoato C-17a ocupa todo el bolsillo de unién a ligando como a los cambios de conformacién de la superficie
provocados por la union al ligando. Usando mutagénesis, los inventores demostraron que un unico resto de
aminoacido, Q642, desempefa un papel crucial en el reconocimiento del grupo furoato C-17a y en la coordinacién del
posicionamiento de otras cadenas laterales de aminoacidos. Q642N difiere de la proteina de tipo silvestre en un solo
grupo metilo, pero es suficiente para separar totalmente las actividades de MF, DEX vy cortisol, indicando con qué
precision se regula la actividad del receptor.

Los inventores han demostrado que el grupo furoato C-17a puede servir como punto de "anclaje" para posicionar
ligandos de afinidad baja de forma precisa y firme en el bolsillo de unién a ligando. El éxito en la modificacion de los
derivados de DAC disefiados para aumentar las propiedades de disociacion demuestra una estrategia solida para
disefar glucocorticoides disociados terapéuticos, glucocorticoides con menor sintoma clinico de resistencia a los
glucocorticoides o compuestos de glucocorticoides no esteroideos (esos compuestos generalmente muestran escasa
afinidad por el receptor). En resumen, los presentes inventores han resuelto la primera estructura cristalina del LBD
de GR unido a un ligando fisioldgico, el glucocorticoide de baja potencia cortisol, asi como la estructura del LBD unido
al ligando sintético de potencia elevada, de importancia clinica, MF. En combinacion con analisis bioquimicos y
mutacionales, los inventores han identificado estructuralmente los determinantes criticos de la afinidad y la potencia
de los glucocorticoides, y han validado estos determinantes a través del disefio basado en la estructura y la sintesis
de glucocorticoides muy potentes.

l. Definiciones

Para los fines de la presente invencion, los elementos quimicos se identifican de acuerdo con la Tabla Periodica de
los Elementos, Version CAS, Handbook of Chemistry and Physics, 752 ed. Asimismo, se describen principios generales
de quimica organica en "Organic Chemistry", Thomas Sorrell, University Science Books, Sausolito: 1999 y "March's
Advanced Organic Chemistry", 52 ed., Ed.: Smith, M. B. y March, J., John Wiley & Sons, Nueva York: 2001.

Como se describe en el presente documento, la numeracion de los carbonos de los Compuestos de Formula | es la
convencion aceptada para las estructuras esteroideas. En consecuencia, los compuestos de Férmula | se numeran
como sigue:

Como se describe en el presente documento, los compuestos que se describen en el presente documento y que no
forman parte de la invencion pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o mas sustituyentes, tales como los que
se han ilustrado en general, 0 como se ejemplifican por las clases, subclases y especies particulares de la invencion.

Como se describe en el presente documento, "grupo protector” se refiere a un resto o funcionalidad que se introduce
en una molécula por modificacién quimica de un grupo funcional con el fin de obtener quimioselectividad en una
reaccion quimica posterior. Se proporcionan grupos protectores convencionales en Wuts y Greene: "Greene's
Protective Groups in Organic Synthesis" 42 Ed, Wuts, P. G. M. y Greene, T. W., Wiley-Interscience, Nueva York: 2006.

Como se usa en el presente documento, el término "hidroxilo" o "hidroxi" se refiere a un resto -OH.

Como se usa en el presente documento, el término "alifatico" incluye los términos alquilo, alquenilo, alquinilo, cada
uno de los cuales esta opcionalmente sustituido como se muestra a continuacion.

Como se usa en el presente documento, un grupo "alquilo" se refiere a un grupo hidrocarburo alifatico saturado que
contiene 1-12 (por ejemplo, 1-8, 1-6 o 1-4) atomos de carbono. Un grupo alquilo puede ser lineal o ramificado. Los
ejemplos de grupos alquilo incluyen, pero sin limitacion, metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo,
terc-butilo, n-pentilo, n-heptilo o 2-etilhexilo. Un grupo alquilo puede estar sustituido (es decir, opcionalmente
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sustituido) con uno o mas sustituyentes tales como halo, fosfo, cicloalifatico [por ejemplo, cicloalquilo o cicloalquenilo],
heterocicloalifatico [por ejemplo, heterocicloalquilo o heterocicloalquenilo], arilo, heteroarilo, alcoxi, aroilo, heteroaroilo,
acilo [por ejemplo, (alifatico)carbonilo, (cicloalifatico)carbonilo o (heterocicloalifatico)carbonilo], nitro, ciano, amido [por
ejemplo, (cicloalquilalquil)carbonilamino, arilcarbonilamino, aralquilcarbonilamino, (heterocicloalquil)carbonilamino,
(heterocicloalquilalquil)carbonilamino, heteroarilcarbonilamino, heteroaralquilcarbonilamino alquilaminocarbonilo,
cicloalquilaminocarbonilo, heterocicloalquilaminocarbonilo, arilaminocarbonilo o heteroarilaminocarbonilo], amino [por
ejemplo, amino alifatico, amino cicloalifatico o amino heterocicloalifatico], sulfonilo [por ejemplo, alifatico-SOa-],
sulfinilo, sulfanilo, sulfoxi, urea, tiourea, sulfamoilo, sulfamida, oxo, carboxi, carbamoilo, oxicicloalifatico,
heterocicloalifaticooxi, ariloxi, heteroariloxi, aralquiloxi, heteroarilalcoxi, alcoxicarbonilo, alquilcarboniloxi o hidroxi. Sin
limitacion, algunos ejemplos de alquilos sustituidos incluyen carboxialquilo (tal como HOOC-alquilo,
alcoxicarbonilalquilo y alquilcarboniloxialquilo), cianoalquilo, hidroxialquilo, alcoxialquilo, acilalquilo, aralquilo,
(alcoxiaril)alquilo,  (sulfonilamino)alquilo  (tal como (alquil-SO2-amino)alquilo), aminoalquilo, amidoalquilo,
(cicloalifatico)alquilo o haloalquilo.

Como se usa en el presente documento, un grupo "alquenilo" se refiere a un grupo de carbono alifatico que contiene
2-8 (por ejemplo, 2-12, 2-6 o 2-4) atomos de carbono y al menos un doble enlace. Al igual que un grupo alquilo, un
grupo alquenilo puede ser lineal o ramificado. Los ejemplos de un grupo alquenilo incluyen, pero sin limitacion, alilo,
1- 0 2-isopropenilo, 2-butenilo y 2-hexenilo. Un grupo alquenilo puede estar opcionalmente sustituido con uno o mas
sustituyentes, tales como halo, fosfo, cicloalifatico [por ejemplo, cicloalquilo o cicloalquenilo], heterocicloalifatico [por
ejemplo, heterocicloalquilo o heterocicloalquenilo], arilo, heteroarilo, alcoxi, aroilo, heteroaroilo, acilo [por ejemplo,
(alifatico)carbonilo, (cicloalifatico)carbonilo o (heterocicloalifatico)carbonilo], nitro, ciano, amido [por ejemplo,
(cicloalquilalquil)carbonilamino, arilcarbonilamino, aralquilcarbonilamino, (heterocicloalquil)carbonilamino,
(heterocicloalquilalquil)carbonilamino, heteroarilcarbonilamino, heteroaralquilcarbonilamino alquilaminocarbonilo,
cicloalquilaminocarbonilo, heterocicloalquilaminocarbonilo, arilaminocarbonilo o heteroarilaminocarbonilo], amino [por
ejemplo, amino alifatico, amino cicloalifatico, amino heterocicloalifatico o sulfonilamino alifatico], sulfonilo [por ejemplo,
alquil-SO»-, cicloalifatico-SO»- o aril-SO»-], sulfinilo, sulfanilo, sulfoxi, urea, tiourea, sulfamoilo, sulfamida, oxo, carboxi,
carbamoilo, oxicicloalifatico, heterocicloalifaticooxi, ariloxi, heteroariloxi, aralquiloxi, heteroaralcoxi, alcoxicarbonilo,
alquilcarboniloxi o hidroxi. Sin limitacién, algunos ejemplos de alquenilos sustituidos incluyen cianoalquenilo,
alcoxialquenilo, acilalquenilo, hidroxialquenilo, aralquenilo, (alcoxiaril)alquenilo, (sulfonilamino)alquenilo (tal como
(alquil-SO2-amino)alquenilo), aminoalquenilo, amidoalquenilo, alquenilo (cicloalifatico) o haloalquenilo.

Como se usa en el presente documento, un grupo "alquinilo” se refiere a un grupo de carbono alifatico que contiene
2-8 (por ejemplo, 2-12, 2-6 o 2-4) atomos de carbono y tiene al menos un triple enlace. Un grupo alquinilo puede ser
lineal o ramificado. Los ejemplos de un grupo alquinilo incluyen, pero sin limitacion, propargilo y butinilo. Un grupo
alquinilo puede estar opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes tales como aroilo, heteroaroilo, alcoxi,
cicloalquiloxi, heterocicloalquiloxi, ariloxi, heteroariloxi, aralquiloxi, nitro, carboxi, ciano, halo, hidroxi, sulfo, mercapto,
sulfanilo [por ejemplo, sulfanilo alifatico o sulfanilo cicloalifatico], sulfinilo [por ejemplo, sulfinilo alifatico o sulfinilo
cicloalifatico], sulfonilo [por ejemplo, alifatico-SO»-, amino alifatico-SO2- o cicloalifatico-SO»-], amido [por ejemplo,
aminocarbonilo, alquilaminocarbonilo, alquilcarbonilamino, cicloalquilaminocarbonilo, heterocicloalquilaminocarbonilo,
cicloalquilcarbonilamino, arilaminocarbonilo, arilcarbonilamino, aralquilcarbonilamino, (heterocicloalquil)carbonilamino,
(cicloalquilalquil)carbonilamino, heteroaralquilcarbonilamino, heteroarilcarbonilamino o heteroarilaminocarbonilo],
urea, tiourea, sulfamoilo, sulfamida, alcoxicarbonilo, alquilcarboniloxi, cicloalifatico, heterocicloalifatico, arilo,
heteroarilo, acilo [por ejemplo, (cicloalifatico)carbonilo o (heterocicloalifatico)carbonilo], amino [por ejemplo, amino
alifatico], sulfoxi, oxo, carboxi, carbamoilo, (cicloalifatico)oxi, (heterocicloalifatico)oxi o (heteroaril)alcoxi.

Como se usa en el presente documento, un "amido" incluye tanto "aminocarbonilo” como "carbonilamino". Estos
términos, cuando se usan solos o0 en conexién con otros grupos, se refieren a un grupo amido tal como -N(RX)-C(O)-
RY o -C(O)-N(RX),, cuando se usan terminalmente, y -C(O)-N(RX)- o -N(RX)-C(O)- cuando se usan internamente, en
donde RX y RY pueden ser hidrégeno, alifatico, cicloalifatico, arilo, aralifatico, heterocicloalifatico, heteroarilo o
heteroaralifatico. Los ejemplos de grupos amido incluyen alquilamido (tal como alquilcarbonilamino o
alquilaminocarbonilo), (heterocicloalifatico)amido, (heteroaralquil)amido, (heteroaril)amido,
(heterocicloalquil)alquilamido, arilamido, aralquilamido, (cicloalquil)alquilamido o cicloalquilamido.

Como se usa en el presente documento, un grupo "amino" se refiere a -NRXRY en donde cada uno de RXy RY es
independientemente hidrogeno, alifatico, cicloalifatico, (cicloalifatico)alifatico, arilo, aralifatico, heterocicloalifatico,

(heterocicloalifatico)alifatico, heteroarilo, carboxi, sulfanilo, sulfinilo, sulfonilo, (alifatico)carbonilo,
(cicloalifatico)carbonilo, ((cicloalifatico)alifatico)carbonilo, arilcarbonilo, (aralifatico)carbonilo,
(heterocicloalifatico)carbonilo, ((heterocicloalifatico)alifatico)carbonilo, (heteroaril)carbonilo o)

(heteroaralifatico)carbonilo, siendo cada uno de los cuales como se define en el presente documento y estando
opcionalmente sustituido. Los ejemplos de grupos amino incluyen alquilamino, dialquilamino o arilamino. Cuando el
término "amino" no es el grupo terminal (por ejemplo, alquilcarbonilamino), se representa por -NR*-, donde RX tiene el
mismo significado que se ha definido anteriormente.

Como se usa en el presente documento, un grupo "arilo" utilizado solo o como parte de un resto mas grande como en
n "

"aralquilo", "aralcoxi", o "ariloxialquilo" se refiere a monociclico (por ejemplo, fenilo); biciclico (por ejemplo, indenilo,
naftalenilo, tetrahidronaftilo, tetrahidroindenilo); y los sistemas de anillos triciclicos (por ejemplo, fluorenil
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tetrahidrofluorenilo, o tetrahidroantracenilo, antracenilo) en los que el sistema de anillo monociclico es aromatico o al
menos uno de los anillos en un sistema de anillo biciclico o triciclico es aromatico. Los grupos biciclicos y triciclicos
incluyen anillos carbociclicos benzocondensados de 2-3 miembros. Por ejemplo, un grupo benzocondensado incluye
fenilo condensado con dos o mas restos carbociclicos Cs.s. Un arilo esta opcionalmente sustituido con uno o mas
sustituyentes incluyendo alifatico [por ejemplo, alquilo, alquenilo o alquinilo]; cicloalifatico; (cicloalifatico)alifatico;
heterocicloalifatico; (heterocicloalifatico)alifatico; arilo; heteroarilo; alcoxi; (cicloalifatico)oxi; (heterocicloalifatico)oxi;
ariloxi; heteroariloxi; (aralifatico)oxi; (heteroaralifatico)oxi; aroilo; heteroaroilo; amino; oxo (en un anillo carbociclico no
aromatico de un arilo biciclico o triciclico benzocondensado); nitro; carboxi; amido; acilo [por ejemplo,
(alifatico)carbonilo; (cicloalifatico)carbonilo; ((cicloalifatico)alifatico)carbonilo; (aralifatico)carbonilo;
(heterocicloalifatico)carbonilo; ((heterocicloalifatico)alifatico)carbonilo; o (heteroaralifatico)carbonilo]; sulfonilo [por
ejemplo, alifatico-SO2- 0 amino-SO2-]; sulfinilo [por ejemplo, alifatico-S(O)- o cicloalifatico-S(O)-]; sulfanilo [por ejemplo,
alifatico-S-]; ciano; halo; hidroxi; mercapto; sulfoxi; urea; tiourea; sulfamoilo; sulfamida; o carbamoilo. Como alternativa,
un arilo puede estar sin sustituir.

Los ejemplos no limitantes de arilos sustituidos incluyen haloarilo [por ejemplo, mono-, di (tal como p,m-dihaloarilo), y
(trihalo)arilo]; (carboxi)arilo [por ejemplo, (alcoxicarbonil)arilo, ((aralquil)carboniloxi)arilo y (alcoxicarbonil)arilo];
(amido)arilo [por ejemplo, (aminocarbonil)arilo, (((alquilamino)alquil)aminocarbonil)arilo, (alquilcarbonil)aminoarilo,
(arilaminocarbonil)arilo y (((heteroarillamino)carbonil)arilo]; aminoarilo [por ejemplo, ((alquilsulfonil)amino)arilo o
((dialquil)amino)arilo];  (cianoalquil)arilo;  (alcoxi)arilo;  (sulfamoil)arilo  [por ejemplo, (aminosulfonil)arilo];
(alquilsulfonil)arilo;  (ciano)arilo;  (hidroxialquil)arilo;  ((alcoxi)alquil)arilo;  (hidroxi)arilo,  ((carboxi)alquil)arilo;
(((dialquil)amino)alquil)arilo; (nitroalquil)arilo; (((alquilsulfonil)amino)alquil)arilo; ((heterocicloalifatico)carbonil)arilo;
((alquilsulfonil)alquil)arilo; (cianoalquil)arilo; (hidroxialquil)arilo; (alquilcarbonil)arilo; alquilarilo; (trihaloalquil)arilo; p-
amino-m-alcoxicarbonilarilo; p-amino-m-cianoarilo; p-halo-m-aminoarilo; o (m-(heterocicloalifatico)-o-(alquil))arilo.

Como se usa en el presente documento, un "aralifatico" tal como un grupo "aralquilo" se refiere a un grupo alifatico
(por ejemplo, un grupo alquilo C14) que esta sustituido con un grupo arilo. Se definen en el presente documento

"alifatico", "alquilo”, y "arilo". Un ejemplo de un grupo aralifatico tal como un grupo aralquilo es bencilo.

Como se usa en el presente documento, un grupo "aralquilo”" se refiere a un grupo alquilo (por ejemplo, un grupo
alquilo C14) que esta sustituido con un grupo arilo. "Alquilo" y "arilo" se han definido anteriormente. Un ejemplo de un
grupo aralquilo es bencilo. Un aralquilo esta opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes, tales como alifatico
[por ejemplo, alquilo, alquenilo o alquinilo, incluyendo carboxialquilo, hidroxialquilo o haloalquilo, tal como
trifluorometilo], cicloalifatico [por ejemplo, cicloalquilo o cicloalquenilo], (cicloalquil)alquilo, heterocicloalquilo,
(heterocicloalquil)alquilo, arilo, heteroarilo, alcoxi, cicloalquiloxi, heterocicloalquiloxi, ariloxi, heteroariloxi, aralquiloxi,
heteroaralquiloxi, aroilo, heteroaroilo, nitro, carboxi, alcoxicarbonilo, alquilcarboniloxi, amido [por ejemplo,
aminocarbonilo, alquilcarbonilamino, cicloalquilcarbonilamino, (cicloalquilalquil)carbonilamino, arilcarbonilamino,
aralquilcarbonilamino, (heterocicloalquil)carbonilamino, (heterocicloalquilalquil)carbonilamino, heteroarilcarbonilamino
o heteroaralquilcarbonilamino], ciano, halo, hidroxi, acilo, mercapto, alquilsulfanilo, sulfoxi, urea, tiourea, sulfamoilo,
sulfamida, oxo o carbamoilo.

Como se usa en el presente documento, un "sistema de anillo biciclico" incluye estructuras de 6-12 (por ejemplo, 8-12
0 9, 10 u 11) miembros que forman dos anillos, en donde los dos anillos tienen al menos un atomo en comun (por
ejemplo, 2 atomos en comun). Los sistemas de anillos biciclicos incluyen bicicloalifaticos (por ejemplo, bicicloalquilo o
bicicloalquenilo), bicicloheteroalifaticos, arilos biciclicos y heteroarilos biciclicos.

Como se usa en el presente documento, un grupo "cicloalifatico" incluye un grupo "cicloalquilo" y un grupo
"cicloalquenilo”, cada uno de los cuales esta opcionalmente sustituido como se muestra a continuacion.

Como se usa en el presente documento, un grupo "cicloalquilo" se refiere a un anillo carbociclico saturado, mono- o
biciclico (condensado o puenteado) de 3-10 (por ejemplo, 5-10) atomos de carbono. Los ejemplos de grupos
cicloalquilo incluyen ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, cicloheptilo, adamantilo, norbornilo, cubilo,
octahidro-indenilo, decahidro-naftilo, biciclo[3.2.1]octilo, biciclo[2.2.2]octilo, biciclo[3.3.1]nonilo, biciclo[3.3.2]decilo,
biciclo[2.2.2]octilo, adamantilo o (cicloalquil(aminocarbonil))cicloalquilo.

Un grupo "cicloalquenilo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un anillo carbociclico no aromatico de
3-10 (por ejemplo, 4-8) atomos de carbono que tiene uno o mas dobles enlaces. Los ejemplos de grupos cicloalquenilo
incluyen ciclopentenilo, 1,4-ciclohexa-di-enilo, cicloheptenilo, ciclooctenilo, hexahidro-indenilo, octahidro-naftilo,
ciclohexenilo, biciclo[2.2.2]octenilo o biciclo[3.3.1]nonenilo.

Un grupo cicloalquilo o cicloalquenilo puede estar opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes tales como
fosfo, alifatico [por ejemplo, alquilo, alquenilo o alquinilo], cicloalifatico, (cicloalifatico) alifatico, heterocicloalifatico,
(heterocicloalifatico)alifatico, arilo, heteroarilo, alcoxi, (cicloalifatico)oxi, (heterocicloalifatico)oxi, ariloxi, heteroariloxi,
(aralifatico)oxi, (heteroaralifatico)oxi, aroilo, heteroaroilo, amino, amido [por ejemplo, (alifatico)carbonilamino,
(cicloalifatico)carbonilamino, ((cicloalifatico)alifatico)carbonilamino, (aril)carbonilamino, (aralifatico)carbonilamino,
(heterocicloalifatico)carbonilamino, ((heterocicloalifatico)alifatico)carbonilamino, (heteroaril)carbonilamino o)
(heteroaralifatico)carbonilamino], nitro, carboxi [por ejemplo, HOOC-, alcoxicarbonilo o alquilcarboniloxi], acilo [por
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ejemplo, (cicloalifatico)carbonilo, ((cicloalifatico)alifatico)carbonilo, (aralifatico)carbonilo, (heterocicloalifatico)carbonilo,
((heterocicloalifatico)alifatico)carbonilo o (heteroaralifatico)carbonilo], ciano, halo, hidroxi, mercapto, sulfonilo [por
ejemplo, alquil-SO2- y aril-SO2-], sulfinilo [por ejemplo, alquil-S(O)-], sulfanilo [por ejemplo, alquil-S-], sulfoxi, urea,
tiourea, sulfamoilo, sulfamida, oxo o carbamoilo.

Como se usa en el presente documento, el término "heterocicloalifatico" incluye grupos heterocicloalquilo y grupos
heterocicloalquenilo, cada uno de los cuales esta opcionalmente sustituido como se muestra a continuacion.

Como se usa en el presente documento, un grupo "heterocicloalquilo" se refiere a una estructura de anillo saturado
monociclico o biciclico de 3-10 miembros (condensada o puenteada) (por ejemplo, monociclico o biciclico de 5 a 10
miembros), en la que uno o mas de los atomos en el anillo es un heteroatomo (por ejemplo, N, O, S 0 combinaciones
de los mismos). Los ejemplos de un grupo heterocicloalquilo incluyen piperidilo, piperazilo, tetrahidropiranilo,
tetrahidrofurilo, 1,4-dioxolanilo, 1,4-ditianilo, 1,3-dioxolanilo, oxazolidilo, isoxazolidilo, morfolinilo, tiomorfolilo,
octahidrobenzofurilo, octahidrocromenilo, octahidrotiocromenilo, octahidroindolilo, octahidropirindinilo,
decahidroquinolinilo,  octahidrobenzo[bltiofenoilo, = 2-oxa-biciclo[2.2.2]octilo, 1-aza-biciclo[2.2.2]octilo, 3-aza-
biciclo[3.2.1]octilo y 2,6-dioxa-triciclo[3.3.1.03,7]nonilo. Un grupo heterocicloalquilo monociclico puede condensarse
con un resto fenilo para formar estructuras, tales como tetrahidroisoquinolina, que se clasificarian como heteroarilos.

Un grupo "heterocicloalquenilo”, como se usa en el presente documento, se refiere a una estructura de anillo no
aromatico monociclico o biciclico (por ejemplo, monociclico o biciclico de 5 a 10 miembros) que tiene uno o mas dobles
enlaces, y en donde uno o mas de los atomos en el anillo es un heteroatomo (por ejemplo, N, O o S). Los hidrocarburos
heterocicloalifaticos monociclicos y biciclicos se numeran de acuerdo con la nomenclatura quimica normalizada.

Un grupo heterocicloalquilo o heterocicloalquenilo puede estar opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes,
tales como fosfo, alifatico [por ejemplo, alquilo, alquenilo o alquinilo], cicloalifatico, (cicloalifatico)alifatico,
heterocicloalifatico, (heterocicloalifatico)alifatico, arilo, heteroarilo, alcoxi, (cicloalifatico)oxi, (heterocicloalifatico)oxi,
ariloxi, heteroariloxi, (aralifatico)oxi, (heteroaralifatico)oxi, aroilo, heteroaroilo, amino, amido [por ejemplo,
(alifatico)carbonilamino, (cicloalifatico)carbonilamino,  ((cicloalifatico)alifatico)carbonilamino, (aril)carbonilamino,
(aralifatico)carbonilamino, (heterocicloalifatico)carbonilamino, ((heterocicloalifatico)alifatico)carbonilamino,
(heteroaril)carbonilamino o (heteroaralifatico)carbonilamino], nitro, carboxi [por ejemplo, HOOC-, alcoxicarbonilo o
alquilcarboniloxi], acilo [por ejemplo, (cicloalifatico)carbonilo, ((cicloalifatico)alifatico)carbonilo, (aralifatico)carbonilo,
(heterocicloalifatico)carbonilo, ((heterocicloalifatico)alifatico)carbonilo o (heteroaralifatico)carbonilo], nitro, ciano, halo,
hidroxi, mercapto, sulfonilo [por ejemplo, alquilsulfonilo o arilsulfonilo], sulfinilo [por ejemplo, alquilsulfinilo], sulfanilo
[por ejemplo, alquilsulfanilo], sulfoxi, urea, tiourea, sulfamoilo, sulfamida, oxo o carbamoilo.

Un grupo "heteroarilo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un anillo monociclico, biciclico, o triciclico
que tiene de 4 a 15 atomos en el anillo en donde uno o més de los atomos en el anillo es un heteroatomo (por ejemplo,
N, O, S o combinaciones de los mismos) y en el que el sistema de anillos monociclico es aromatico o al menos uno
de los anillos en los sistemas de anillos biciclicos o triciclicos es aromatico. Un grupo heteroarilo incluye un sistema
de anillo benzocondensado que tiene de 2 a 3 anillos. Por ejemplo, un grupo benzocondensado incluye
benzocondensado con uno o dos restos heterocicloalifaticos de 4 a 8 miembros (por ejemplo, indolizilo, indolilo,
isoindolilo, 3H-indolilo, indolinilo, benzo[b]furilo, benzo[bltiofeno-ilo, quinolinilo o isoquinolinilo). Algunos ejemplos de
heteroarilo son azetidinilo, piridilo, 1H-indazolilo, furilo, pirrolilo, tienilo, tiazolilo, oxazolilo, imidazolilo, tetrazolilo,
benzofurilo, isoquinolinilo, benzotiazolilo, xanteno, tioxanteno, fenotiazina, dihidroindol, benzo[1,3]dioxol,
benzo[b]furilo, benzo[b]tiofenilo, indazolilo, benzoimidazolilo, benzotiazolilo, purilo, cinnolilo, quinolilo, quinazolilo,
cinnolilo, ftalazilo, quinazolilo, quinoxalilo, isoquinolilo, 4H-quinolizilo, benzo-1,2,5-tiadiazolilo o 1,8-naftiridilo.

Sin limitacién, los heteroarilos monociclicos incluyen furilo, tiofenilo, 2H-pirrolilo, pirrolilo, oxazolilo, tiazolilo, imidazolilo,
pirazolilo, isoxazolilo, isotiazolilo, 1,3,4-tiadiazolilo, 2H-piranilo, 4H-piranilo, piridilo, piridazilo, pirimidilo, pirazolilo,
pirazilo o 1,3,5-triazilo. Los heteroarilos monociclicos se numeran de acuerdo con la nomenclatura quimica
normalizada.

Sin limitacion, los heteroarilos biciclicos incluyen indolizilo, indolilo, isoindolilo, 3H-indolilo, indolinilo, benzo[b]furilo,
benzol[bltiofenilo, quinolinilo, isoquinolinilo, indolizilo, isocindolilo, indolilo, benzo[b]furilo, benzo[b]tiofenilo, indazolilo,
bencimidazilo, benzotiazolilo, purinilo, 4H-quinolizilo, quinolilo, isoquinolilo, cinnolilo, ftalazilo, quinazolilo, quinoxalilo,
1,8-naftiridilo o pteridilo. Los heteroarilos biciclicos se numeran de acuerdo con la nomenclatura quimica normalizada.

Un heteroarilo estd opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes, tales como alifatico [por ejemplo, alquilo,
alquenilo o alquinilo]; cicloalifatico; (cicloalifatico)alifatico; heterocicloalifatico; (heterocicloalifatico)alifatico; arilo;
heteroarilo; alcoxi; (cicloalifatico)oxi; (heterocicloalifatico)oxi; ariloxi; heteroariloxi; (aralifatico)oxi; (heteroaralifatico)oxi;
aroilo; heteroaroilo; amino; oxo (en un anillo carbociclico o heterociclico no aromatico de un heteroarilo ciclico o
triciclico); carboxi; amido; acilo [por ejemplo, carbonilo alifatico; (cicloalifatico)carbonilo;
((cicloalifatico)alifatico)carbonilo; (aralifatico)carbonilo; (heterocicloalifatico)carbonilo;
((heterocicloalifatico)alifatico)carbonilo; o (heteroaralifatico)carbonilo]; sulfonilo [por ejemplo, sulfonilo 0 aminosulfonilo
alifatico]; sulfinilo [por ejemplo, sulfinilo alifatico]; sulfanilo [por ejemplo, sulfanilo alifatico]; nitro; ciano; halo; hidroxi;
mercapto; sulfoxi; urea; tiourea; sulfamoilo; sulfamida; o carbamoilo. Como alternativa, un heteroarilo puede estar sin
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sustituir.

Los ejemplos no limitantes de heteroarilos sustituidos incluyen (halo)heteroarilo [por ejemplo, mono- y di-
(halo)heteroarilo]; (carboxi)heteroarilo [por ejemplo, (alcoxicarbonil)heteroarilo]; cianoheteroarilo; aminoheteroarilo
[por ejemplo, ((alquilsulfonil)amino)heteroarilo y ((dialquil)amino)heteroarilo]; (amido)heteroarilo [por ejemplo,
aminocarbonilheteroarilo, ((alquilcarbonil)amino)heteroarilo, ((((alquil)amino)alquil)aminocarbonil)heteroarilo,
(((heteroaril)amino)carbonil)heteroarilo, ((heterocicloalifatico)carbonil)heteroarilo y ((alquilcarbonil)amino)heteroarilo];
(cianoalquil)heteroarilo;  (alcoxi)heteroarilo;  (sulfamoil)heteroarilo  [por ejemplo, (aminosulfonil)heteroarilo];
(sulfonil)heteroarilo [por ejemplo, (alquilsulfonil)heteroarilo]; (hidroxialquil)heteroarilo; (alcoxialquil)heteroarilo;
(hidroxi)heteroarilo; ((carboxi)alquil)heteroarilo; (((dialquil)amino)alquillheteroarilo; (heterocicloalfatico)heteroarilo;
(cicloalifatico)heteroarilo; (nitroalquil)heteroarilo; (((alquilsulfonil)amino)alquil)heteroarilo;
((alquilsulfonil)alquil)heteroarilo; (cianoalquil)heteroarilo; (acil)heteroarilo [por ejemplo, (alquilcarbonil)heteroarilo];
(alquil)heteroarilo; o (haloalquil)heteroarilo [por ejemplo, trihaloalquilheteroarilo].

Un "heteroaralifatico” (tal como un grupo heteroaralquilo) como se usa en el presente documento, se refiere a grupo
alifatico (por ejemplo, un grupo alquilo Ci4) que esta sustituido con un grupo heteroarilo. "Alifatico”, "alquilo" y
"heteroarilo" se han definido anteriormente.

Un grupo "heteroaralquilo”, como se usa en el presente documento, se refiere a un grupo alquilo (por ejemplo, un
grupo alquilo C14) que esta sustituido con un grupo heteroarilo. Tanto "alquilo" como "heteroarilo" se han definido
anteriormente. Un heteroaralquilo esta opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes tales como alquilo
(incluyendo carboxialquilo, hidroxialquilo y haloalquilo tal como trifluorometilo), alquenilo, alquinilo, cicloalquilo,
(cicloalquil)alquilo,  heterocicloalquilo,  (heterocicloalquil)alquilo, arilo, heteroarilo, alcoxi, cicloalquiloxi,
heterocicloalquiloxi, ariloxi, heteroariloxi, aralquiloxi, heteroaralquiloxi, aroilo, heteroaroilo, nitro, carboxi,
alcoxicarbonilo, alquilcarboniloxi, aminocarbonilo, alquilcarbonilamino, cicloalquilcarbonilamino,
(cicloalquilalquil)carbonilamino, arilcarbonilamino, aralquilcarbonilamino, (heterocicloalquil)carbonilamino,
(heterocicloalquilalquil)carbonilamino, heteroarilcarbonilamino, heteroaralquilcarbonilamino, ciano, halo, hidroxi, acilo,
mercapto, alquilsulfanilo, sulfoxi, urea, tiourea, sulfamoilo, sulfamida, oxo o carbamoilo.

Como se usa en el presente documento, "resto ciclico" y "grupo ciclico" se refieren a sistemas de anillos monociclicos,
biciclicos, y triciclicos incluyendo cicloalifatico, heterocicloalifatico, arilo o heteroarilo, cada uno de los cuales se ha
definido anteriormente.

Como se usa en el presente documento, un "sistema de anillo biciclico puenteado" se refiere a un sistema de anillo
alifatico heterociclico biciclico o sistema de anillo cicloalifatico biciclico en el que los anillos estan puenteados. Los
ejemplos de sistemas de anillo biciclico puenteado incluyen, pero sin limitacion, adamantanilo, norbomanilo,
biciclo[3.2.1]octilo,  biciclo[2.2.2]octilo,  biciclo[3.3.1]nonilo,  biciclo[3.3.2]decilo, 2-oxabiciclo[2.2.2]octilo, 1-
azabiciclo[2.2.2]octilo, 3-azabiciclo[3.2.1]octilo y 2,6-dioxa-triciclo[3.3.1.03,7]nonilo. Un sistema de anillo biciclico
puenteado puede estar opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes tales como alquilo (incluyendo
carboxialquilo, hidroxialquilo y haloalquilo tal como trifluorometilo), alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, (cicloalquil)alquilo,
heterocicloalquilo, (heterocicloalquil)alquilo, arilo, heteroarilo, alcoxi, cicloalquiloxi, heterocicloalquiloxi, ariloxi,
heteroariloxi, aralquiloxi, heteroaralquiloxi, aroilo, heteroaroilo, nitro, carboxi, alcoxicarbonilo, alquilcarboniloxi,
aminocarbonilo, alquilcarbonilamino, cicloalquilcarbonilamino, (cicloalquilalquil)carbonilamino, arilcarbonilamino,
aralquilcarbonilamino, (heterocicloalquil)carbonilamino, (heterocicloalquilalquil)carbonilamino,
heteroarilcarbonilamino, heteroaralquilcarbonilamino, ciano, halo, hidroxi, acilo, mercapto, alquilsulfanilo, sulfoxi, urea,
tiourea, sulfamoilo, sulfamida, oxo o carbamoilo.

Como se usa en el presente documento, un grupo "acilo" se refiere a un grupo formilo o R*-C(O)- (tal como alquil-
C(0O)-, también denominado "alquilcarbonilo") donde RX y "alquilo" se han definido previamente. Acetilo y pivaloilo son
ejemplos de grupos acilo.

Como se usa en el presente documento, un "aroilo" o "heteroaroilo" se refiere a un arilo-C(O)- o un heteroarilo-C(O)-.
La porcion de arilo y heteroarilo del aroilo o heteroaroilo estd opcionalmente sustituida como se ha definido
anteriormente.

Como se usa en el presente documento, un grupo "alcoxi" se refiere a un grupo alquilo-O- donde "alquilo" se ha
definido anteriormente.

Como se usa en el presente documento, un grupo "carbamoilo" se refiere a un grupo que tiene la estructura -O-CO-
NRXRY o -NR*-CO-0O-R?, en donde R* y RY se han definido anteriormente y RZ puede ser alifatico, arilo, aralifatico,
heterocicloalifatico, heteroarilo o heteroaralifatico.

Como se usa en el presente documento, un grupo "carboxi" se refiere a -COOH, -COORX, -OC(O)H, -OC(O)RX, cuando
se usa como grupo terminal; o -OC(O)- o -C(O)O- cuando se usa como un grupo interno.

Como se usa en el presente documento, un grupo "haloalifatico” se refiere a un grupo alifatico sustituido con 1-3
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halégenos. Por ejemplo, el término haloalquilo incluye los grupos -CFs, -CHF, y -CHaF.
Como se usa en el presente documento, un grupo "mercapto” se refiere a -SH.

Como se usa en el presente documento, un grupo "sulfo" se refiere a -SO3H o -SO3RX cuando se usa terminalmente
0 -S(0)s- cuando se usa internamente.

Como se usa en el presente documento, un grupo "sulfamida" se refiere a la estructura -NR*-S(0),-NRYR? cuando se
usa terminalmente y -NR*-S(0),-NRY cuando se usa internamente, en donde RX, RY y RZ se han definido anteriormente.

Como se usa en el presente documento, un grupo "sulfamoilo" se refiere a la estructura -O-S(0).NRYR? en donde RY
y R? se han definido anteriormente.

Como se usa en el presente documento, un grupo "sulfonamida” se refiere a la estructura -S(0)>-NR*RY 0 -NR*-S(O),-
RZ cuando se usa terminalmente; o -S(0)2-NRX- 0 -NRX -S(O),- cuando se usa internamente, en donde RX, RY y R? se
han definido anteriormente.

Como se usa en el presente documento, un grupo "sulfanilo” se refiere a -S-RX cuando se usa terminalmente y -S-
cuando se usa internamente, en donde RX se ha definido anteriormente. Los ejemplos de sulfanilos incluyen alifatico-
S-, cicloalifatico-S-, aril-S- o similares.

Como se usa en la presente memoria un grupo "sulfinilo" se refiere a -S(O)-RX cuando se usa terminalmente y -S(O)-
cuando se usa internamente, en donde RX se ha definido anteriormente. Los grupos sulfinilo de ejemplo incluyen
alifatico-S(O)-, aril-S(O)-, (cicloalifatico(alifatico))-S(O)-, cicloalquil-S(O)-, heterocicloalifatico-S(O)-, heteroaril-S(O)- o
similares.

Como se usa en el presente documento, un grupo "sulfonilo" se refiere a -S(0).-R* cuando se usa terminalmente y -
S(0)2- cuando se usa internamente, en donde RX se ha definido anteriormente. Los grupos sulfonilo de ejemplo
incluyen alifatico-S(O).-, aril-S(O)2-, (cicloalifatico(alifatico))-S(O).-, cicloalifatico-S(O).-, heterocicloalifatico-S(O),-,
heteroaril-S(O).-, (cicloalifatico(amido(alifatico)))-S(O).- o similares.

Como se usa en el presente documento, un grupo "sulfoxi" se refiere a -O-S(0O)-RX o -S(0)-0O-RX, cuando se usa
terminalmente y -O-S(0)- 0 -S(0O)-O- cuando se usa internamente, donde RX se ha definido anteriormente.

Como se usa en el presente documento, un grupo "halégeno" o "halo" se refiere a fluor, cloro, bromo o yodo.

Como se usa en el presente documento, un "alcoxicarbonilo", que esta incluido en el término carboxi, utilizado solo o
junto con otro grupo se refiere a un grupo tal como alquil-O-C(O)-.

Como se usa en el presente documento, un "alcoxialquilo” se refiere a un grupo alquilo tal como alquil-O-alquil-, en
donde el alquilo se ha definido anteriormente.

Como se usa en el presente documento, un "carbonilo" se refiere a -C(O)-.

Como se usa en el presente documento, un "oxo" se refiere a =0.

Como se usa en el presente documento, el término "fosfo" se refiere a fosfinatos y fosfonatos. Los ejemplos de
fosfinatos y fosfonatos incluyen -P(O)(R"),, en donde RF es alifatico, alcoxi, ariloxi, heteroariloxi, (cicloalifatico)oxi,
(heterocicloalifatico)oxi arilo, heteroarilo, cicloalifatico o amino.

Como se usa en el presente documento, un "aminoalquilo” se refiere a la estructura (RX);N-alquil-.

Como se usa en el presente documento, un "cianoalquilo" se refiere a la estructura (NC)-alquil-.

Como se usa en el presente documento, un grupo "urea" se refiere a la estructura -NR*-CO-NRYR? y un grupo "tiourea"
se refiere a la estructura -NR*-CS-NRYRZ cuando se usa terminalmente y -NR*-CO-NRY- o0 -NRX-CS-NRY- cuando se

usa internamente, en donde RX, RY y RZ se han definido anteriormente.

Como se usa en el presente documento, un grupo "guanidina" se refiere a la estructura -N=C(N(R*RY))N(R*RY) o -
NR*-C(=NRX)NR*RY en donde R* y RY se han definido anteriormente.

Como se usa en el presente documento, el término grupo "amidino" se refiere a la estructura -C=(NR¥X)N(R*RY) en
donde RXy RY se han definido anteriormente.

En general, el término "vecinal" se refiere a la colocacién de sustituyentes en un grupo que incluye dos o mas atomos
de carbono, en donde los sustituyentes se unen a los dtomos de carbono adyacentes.
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En general, el término "geminal" se refiere a la colocacién de sustituyentes en un grupo que incluye dos 0 mas atomos
de carbono, en donde los sustituyentes se unen al mismo atomo de carbono.

Los términos "terminalmente” e "internamente" se refieren a la localizacion de un grupo en un sustituyente. Un grupo
es terminal cuando el grupo que esta presente al extremo del sustituyente no esta unido al resto de la estructura
quimica. Carboxialquilo, es decir, R*O(O)C-alquilo, es un ejemplo de un grupo carboxi utilizado terminalmente. Un
grupo es interno cuando el grupo esta presente en la parte intermedia de un sustituyente de la estructura quimica.
Alquilcarboxi (por ejemplo, alquil-C(O)O- o alquil-OC(O)-) y alquilcarboxiarilo (por ejemplo, alquil-C(O)O-arilo- o alquil-
O(CO)-arilo-) son ejemplos de grupos carboxi utilizados internamente.

Como se usa en el presente documento, una "cadena alifatica" se refiere a un grupo alifatico de cadena lineal o
ramificada (por ejemplo, grupos alquilo, grupos alquenilo o grupos alquinilo). En algunos ejemplos, una cadena alifatica
lineal tiene la estructura -[CHa)y-, donde v es 1-12. En algunos ejemplos, una cadena alifatica ramificada es una cadena
alifatica lineal que esta sustituida con uno o mas grupos alifaticos. Una cadena alifatica ramificada tiene la estructura
-[CQQ)y donde Q es independientemente un hidrégeno o un grupo alifatico; sin embargo, Q sera un grupo alifatico en
al menos un caso. La expresion cadena alifatica incluye cadenas de alquilo, cadenas de alquenilo y cadenas de
alquinilo, donde alquilo, alquenilo y alquinilo se han definido anteriormente.

La expresion "opcionalmente sustituido" se usa de manera indistinta con la expresion "sustituido o sin sustituir". Como
se describe en el presente documento, los compuestos de la invencion pueden estar opcionalmente sustituidos con
uno o mas sustituyentes, tales como los que se han ilustrado en general, o como se ejemplifican por las clases,
subclases y especies particulares de la invencion. Como se describe en el presente documento, las variables R1, Ro,
Rs, R4, Rs, Re ¥ X, y otras variables contenidas en las formulas descritas en el presente documento abarcan grupos
especificos, tales como alquilo y arilo. A menos que se sefale otra cosa, cada uno de los grupos especificos para las
variables puede estar opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes descritos en el presente documento. Cada
sustituyente de un grupo especifico esta ademas opcionalmente sustituido con uno a tres de halo, ciano, oxo, alcoxi,
hidroxi, amino, nitro, arilo, cicloalifatico, heterocicloalifatico, heteroarilo, haloalquilo y alquilo. Por ejemplo, un grupo
alquilo puede estar sustituido con alquilsulfanilo y el alquilsulfanilo puede estar opcionalmente sustituido con uno a
tres de halo, ciano, oxo, alcoxi, hidroxi, amino, nitro, arilo, haloalquilo y alquilo. Como un ejemplo adicional, la porcién
cicloalquilo de un (cicloalquil)carbonilamino puede estar opcionalmente sustituida con uno a tres de halo, ciano, alcoxi,
hidroxi, nitro, haloalquilo y alquilo. Cuando dos grupos alcoxi estan unidos al mismo atomo o dtomos adyacentes, los
dos grupos alcoxi pueden formar un anillo junto con el atomo o atomos a los que estan unidos.

En general, el término "sustituido", esté precedido o no por el término "opcionalmente", se refiere al reemplazo de
radicales hidrégeno en una estructura dada por el radical de un sustituyente especificado. Los sustituyentes
especificos se han descrito anteriormente en las definiciones y a continuacion en la descripcion de los compuestos y
ejemplos de los mismos. A menos que se indique otra cosa, un grupo opcionalmente sustituido puede tener un
sustituyente en cada posicion sustituible del grupo, y cuando mas de una posicién en una estructura dada puede estar
sustituida con mas de un sustituyente seleccionado entre un grupo especificado, el sustituyente puede ser igual o
diferente en cada posicion. Un sustituyente de anillo, tal como un heterocicloalquilo, puede estar unido a otro anillo,
tal como un cicloalquilo, para formar un sistema de anillo espirobiciclico, por ejemplo, ambos anillos comparten un
atomo comun.

Asimismo, a menos que se indique lo contrario, las estructuras presentadas en el presente documento también
pretenden incluir los compuestos que difieren Unicamente en la presencia de uno o mas atomos isotdpicamente
enriquecidos. Por ejemplo, los compuestos que tienen las presentes estructuras, excepto por la sustitucion de
hidrégeno por deuterio o tritio, o la sustitucion de un carbono por un carbono enriquecido '3C o ™*C, estan comprendidos
dentro del alcance de la presente invencién. Dichos compuestos son utiles, por ejemplo, como herramientas o sondas
analiticas en ensayos bioldgicos, o0 como agentes terapéuticos.

II. COMPUESTOS

En el presente documento se describe, sin formar parte de la invencion actualmente reivindicada, un compuesto de
Férmula I
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde

Xes -0-0-S-;

————— es un enlace o esta ausente;

R1 se selecciona entre hidrégeno, alquilo Cis, cicloalquilo, arilo, heteroarilo, aralquilo, heteroaralquilo o
heterocicloalquilo, cualquiera de los cuales esta opcionalmente sustituido;

Rz es -L-R'- en donde L es un enlace o -C(O)- y R' se selecciona entre hidrégeno, alquilo C+., cicloalquilo, arilo,
heteroarilo, aralquilo, heteroaralquilo o heterocicloalquilo, en donde R' esta opcionalmente sustituido;

R3 es hidrégeno o alquilo C1.6 opcionalmente sustituido;

cada R4 se selecciona independientemente entre hidréogeno, alquilo Ci.6, -OH, halo, haloalquilo, -CN, -NO3, -
C(O)(alquilo C1), -NHC(O)(alquilo C1), -OC(O)(alquilo Cis), -C(O)NH(alquilo C4s), -C(O)O(alquilo Cisg), -
SOy(alquilo C1.6) 0 -SO2NH(alquilo C1), en donde R4 esta opcionalmente sustituido;

cada uno de Rs y Re es independientemente hidrogeno, halo o alquilo C14; y

nes0,1,2,3,405.

Como se describe en el presente documento, R¢ es hidrégeno, alquilo C1., cicloalquilo o arilo, en donde el alquilo,
cicloalquilo o arilo esta opcionalmente sustituido. Por ejemplo, R es alquilo, cicloalquilo o arilo, cualquiera de los
cuales esta opcionalmente sustituido con halo. En otros ejemplos descritos en el presente documento, R1 es hidrégeno
o alquilo C4., en donde el alquilo C4. esta opcionalmente sustituido con 1-3 halo. Y, en algunos ejemplos, R es metilo,
etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo o terc-butilo, cualquiera de los cuales esta opcionalmente sustituido con 1-3
halo. Por ejemplo, R1 es fluorometilo. En otros ejemplos descritos en el presente documento, R1 es alquilo C1. sin
sustituir. Por ejemplo, R1 es metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo o terc-butilo. En algunos casos, R1 es etilo.
En algunos casos, R1 es isopropilo. En algunos casos, R es terc-butilo. En algunos casos, R1 es hidrégeno. Como se
describe ademas en el presente documento, R es un cicloalquilo de 3-7 miembros opcionalmente sustituido, fenilo o
naftilo, cualquiera de los cuales esta opcionalmente sustituido.

Como también se describe en el presente documento, L es -C(O)- y R' es hidrégeno, alquilo C1.6, aralquilo, heteroarilo
o heteroaralquilo, en donde R; esta opcionalmente sustituido con halo, CN, carboxilo u oxo. Por ejemplo, L es -C(O)-
y Rz es heteroarilo. En otros ejemplos, R, es

Como se describe en el presente documento, Rs es alquilo C1.s opcionalmente sustituido. Por ejemplo, Rs es metilo,
etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo o terc-butilo, cualquiera de los cuales opcionalmente sustituido. En otros
ejemplos, Rs es hidrogeno.

Como también se describe en el presente documento, R4 se selecciona independientemente entre hidrogeno, alquilo
Ci6, -OH, halo, -CN, -NO,, -C(O)(alquilo C1.¢), -NHC(O)(alquilo C1.), -OC(O)(alquilo C1.), -C(O)NH(alquilo C1¢) 0 -
C(0O)O(alquilo C1.6), en donde el grupo alquilo de R4 esta opcionalmente sustituido con halo, -CN, carboxilo u oxo. En
algunos ejemplos, cada R4 se selecciona independientemente entre hidrégeno, alquilo Ci, halo, -CN, -NOg, -
C(O)(alquilo C4), -C(O)NH(alquilo C+6) 0 -C(O)O(alquilo C1), en donde el grupo alquilo de R4 esta opcionalmente
sustituido con halo, carboxilo u oxo. Y, en algunos ejemplos, cada R4 es independientemente hidrogeno, alquilo C16 0
halo. En otros ejemplos descritos en el presente documento, cada R4 es hidrégeno.

Como se describe en el presente documento, R4 es hidrogeno y R+ es hidrégeno, alquilo C1.6 0 haloalquilo.

Como también se describe en el presente documento, nes 0, 1 0 2. Por ejemplo, n es 0.
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Como se describe ademas en el presente documento, X es -O-.
Como se describe en el presente documento, X es -S-.
Como también se describe en el presente documento, ----- es un enlace.

Como se describe ademas en el presente documento, ----- esta ausente.

Tabla 1: Compuestos de férmula I.

Como se describe en el presente documento, Rs y Rs son cada uno independientemente hidrégeno o halo. Por ejemplo,
Rs y Rs son ambos -F.

De acuerdo con la invencién, el compuesto se selecciona entre los compuestos 4 y 5 de la Tabla 1, a continuacion.
Los compuestos 1, 2, 3 y 6 que se muestran en la Tabla 1 a continuaciéon no forman parte de la invencion.

| 2

Oy _OH o”’%

w
D

N X
o

HO. .~

1

T

0

AR}

5
0 ey

| | P [RE]] O
N
o)

lll. COMPOSICIONES FARMACEUTICAMENTE ACEPTABLES

14




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2945983 T3

En un aspecto de la presente invencién, se proporcionan composiciones farmacéuticamente aceptables, en donde
estas composiciones comprenden el compuesto 4 o el compuesto 5 descritos en el presente documento y
opcionalmente comprenden un portador o adyuvante o vehiculo farmacéuticamente aceptable. Como se describe en
el presente documento, estas composiciones comprenden ademas opcionalmente uno o mas agentes terapéuticos
adicionales.

Como se usa en el presente documento, la expresién "sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a las sales que
son, dentro del ambito del buen criterio médico, adecuadas para su uso en contacto con los tejidos de seres humanos
0 animales inferiores sin excesiva toxicidad, irritacion, respuesta alérgica y similares, y son acordes con una relacion
beneficio/riesgo razonable. Una "sal farmacéuticamente aceptable" significa cualquier sal no toxica de un compuesto
de la presente invencion que, tras su administracion a un receptor, es capaz de proporcionar, ya sea directa o
indirectamente, un compuesto de la presente invencién o un metabolito con actividad inhibidora o un resto del mismo.

Las sales farmacéuticamente aceptables son bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, S. M. Berge, et al. describen
con detalle sales farmacéuticamente aceptables en J. Pharmaceutical Sciences, 1977, 66, 1-19. Las sales
farmacéuticamente aceptables de los compuestos de la presente invencion incluyen las obtenidas a partir de acidos y
bases inorganicas y organicas adecuadas. Son ejemplos de sales de adicion de acidos no toxicas farmacéuticamente
aceptables las sales de un grupo amino formadas con acidos inorganicos, tales como acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido fosférico, acido sulfarico y acido percldérico, o con acidos organicos, tales como acido acético, acido
oxalico, acido maleico, acido tartarico, acido citrico, acido succinico o acido malénico, o usando otros métodos
utilizados en la técnica, tales como el intercambio i6nico.

Otras sales farmacéuticamente aceptables incluyen sales adipato, alginato, ascorbato, aspartato, bencenosulfonato,
benzoato, bisulfato, borato, butirato, alcanforato, alcanforsulfonato, citrato, ciclopentanopropionato, digluconato,
dodecilsulfato, edisilato (etanodisulfonato), etanosulfonato, formiato, fumarato, glucoheptonato, glicerofosfato,
gluconato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, yodhidrato, 2-hidroxi-etanosulfonato, lactobionato, lactato, laurato,
lauril sulfato, malato, maleato, malonato, metanosulfonato, 2-naftalenosulfonato, nicotinato, nitrato, oleato, oxalato,
palmitato, pamoato, pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato, fosfato, picrato, pivalato, propionato, estearato, succinato,
sulfato, tartrato, tiocianato, p-toluenosulfonato, undecanoato, valerato y similares. Las sales derivadas de bases
adecuadas incluyen sales de metales alcalinos, metales alcalinotérreos, amonio y N*(alquilo Ci4)s. La presente
invencion también prevé la cuaternizacion de cualquier grupo basico que contenga nitrogeno de los compuestos
desvelados en el presente documento. Pueden obtenerse productos solubles o dispersables en agua o aceite
mediante dicha cuaternizacion. Las sales de metales alcalinos o alcalinotérreos representativas incluyen sodio, litio,
potasio, calcio, magnesio y similares. Las sales farmacéuticamente aceptables adicionales incluyen, cuando sea
adecuado, amonio no toxico, amonio cuaternario y cationes de amina formados usando contraiones, tales como haluro,
hidréxido, carboxilato, sulfato, fosfato, nitrato, sulfonato de alquilo inferior y sulfonato de arilo.

Como se ha descrito anteriormente, las composiciones farmacéuticamente aceptables de la presente invencion
comprenden adicionalmente un portador, adyuvante o vehiculo farmacéuticamente aceptable, que, como se usa en el
presente documento, incluye todos y cada uno de los disolventes, diluyentes u otro vehiculo liquido, adyuvantes de
dispersion o suspension, agentes tensioactivos, agentes isotonicos, agentes espesantes o emulsionantes,
conservantes, aglutinantes solidos, lubricantes y similares, segun sea adecuado para la forma farmacéutica particular
deseada. Remington’s Pharmaceutical Sciences, decimosexta edicion, E. W. Martin (Mack Publishing Co., Easton,
Pa., 1980) desvela diversos portadores utilizados en la formulacion de composiciones farmacéuticamente aceptables
y técnicas conocidas para la preparacion de los mismos. Excepto en la medida en que cualquier medio transportador
convencional sea incompatible con los compuestos de la invencién, tal como mediante la produccion de cualquier
efecto bioldgico indeseable o la interaccion de otro modo de manera perjudicial con cualquier otro componente o
componentes de la composicion farmacéuticamente aceptable, su uso se desvela en el presente documento.

Algunos ejemplos de materiales que pueden actuar como portadores farmacéuticamente aceptables incluyen, pero
sin limitacion, intercambiadores iénicos, alumina, estearato de aluminio, lecitina, proteinas séricas, tales como
albumina de suero humano, sustancias tamponantes tales como fosfatos, glicina, acido soérbico o sorbato de potasio,
mezclas de glicéridos parciales de acidos grasos vegetales saturados, agua, sales o electrolitos, tales como sulfato
de protamina, hidrogenofosfato disddico, hidrogenofosfato de potasio, cloruro de sodio, sales de cinc, silice coloidal,
trisilicato de magnesio, polivinilpirrolidona, poliacrilatos, ceras, polimeros de bloque de polietileno-polioxipropileno,
lanolina, azucares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa; almidones, tales como almidéon de maiz y almidon de
patata; celulosa y sus derivados, tales como carboximetilcelulosa de sodio, etilcelulosa y acetato de celulosa;
tragacanto en polvo; malta; gelatina; talco; excipientes, tales como manteca de cacao y ceras para supositorios;
aceites, tales como aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodon; aceite de cartamo; aceite de sésamo; aceite
de oliva; aceite de maiz y aceite de soja; glicoles; tales como propilenglicol o polietilenglicol; ésteres, tales como oleato
de etilo y laurato de etilo; agar; agentes tamponantes, tales como hidréxido de magnesio e hidroxido de aluminio; acido
alginico; agua apirdgena; solucién salina isotdnica; solucién de Ringer; alcohol etilico y soluciones de tampon de
fosfato, asi como otros lubricantes compatibles no téxicos, tales como lauril sulfato de sodio y estearato de magnesio,
asi como agentes colorantes, agentes de liberacién, agentes de recubrimiento, agentes edulcorantes, aromatizantes
y perfumantes, conservantes y antioxidantes también pueden estar presentes en la composicién, de acuerdo con el
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criterio del formulador.
IV. USO Y ADMINISTRACION DE LOS COMPUESTOS

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo o una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 2 para su
uso en un método de tratamiento o disminucion de la gravedad de una enfermedad inflamatoria en un paciente.
También se describe en el presente documento, sin formar parte de la presente invencion, un método de tratamiento
o disminucion de la gravedad de una enfermedad inflamatoria en un sujeto, comprendiendo el método administrar al
sujeto una cantidad eficaz de una composicién que comprende un compuesto de Féormula |, preferentemente un
mamifero, que lo necesite.

También se describe en el presente documento, sin formar parte de la presente invencion, un método de tratamiento
o disminucién de la gravedad de una afeccion, enfermedad o trastorno que implica el receptor de glucocorticoides. Se
describe ademas en el presente documento, sin formar parte de la presente invencion, un método para tratar una
afeccion, enfermedad o trastorno que implica una deficiencia de la actividad del receptor de glucocorticoides,
comprendiendo el método administrar una cantidad eficaz de una composicion que comprende un compuesto de
Formula | a un sujeto, preferentemente un mamifero, que lo necesite. También se describe en el presente documento,
sin formar parte de la presente invencion, un método de tratamiento de una afeccion, enfermedad o trastorno
inflamatorio en un sujeto, en donde el sujeto tiene una actividad normal del receptor de glucocorticoides,
comprendiendo el método administrar una cantidad eficaz de una composicion que comprende un compuesto de
Férmula I a un sujeto, preferentemente un mamifero, que lo necesite.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo o una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 2 para su
uso en un método de tratamiento o disminucion de la gravedad de una enfermedad inflamatoria en un paciente, en
donde la enfermedad se selecciona entre asma, artritis, lupus, enfermedad de Crohn, enfermedades inflamatorias
intestinales, enfermedad celiaca, glomerulonefritis, acné vulgar, leucemia y cancer de pancreas.

De acuerdo con la invencién una "cantidad eficaz" del compuesto o composicion farmacéuticamente aceptable es
aquella cantidad eficaz para tratar o disminuir la gravedad de una o mas de las enfermedades, trastornos o afecciones
citados anteriormente.

Los compuestos y composiciones, para el uso de la presente invencion, pueden administrarse usando cualquier
cantidad y cualquier via de administracion eficaz para tratar o disminuir la gravedad de una o mas de las enfermedades,
trastornos o afecciones citados anteriormente.

La cantidad exacta necesaria variara entre sujetos, dependiendo de la especie, la edad y el estado general del sujeto,
la gravedad de la infeccion, el agente particular, su modo de administracion y similares. Los compuestos de la
invencion se formulan preferentemente en forma farmacéutica unitaria para facilitar la administracion y la uniformidad
de la dosificacion. La expresion "forma farmacéutica unitaria”, como se usa en el presente documento, se refiere a una
unidad fisicamente concreta de agente adecuada para el paciente para tratar. Se entendera, sin embargo, que el uso
diario total de los compuestos y composiciones de la presente invencion sera decidido por el médico tratante dentro
del alcance del buen criterio médico. El nivel especifico de dosis eficaz para cualquier paciente u organismo en
particular dependera de diversos factores, incluyendo el trastorno que se trate y la gravedad del trastorno; la actividad
del compuesto especifico empleado; la composicién especifica empleada; la edad, el peso corporal, el estado de salud
general, el sexo y la dieta del paciente; el momento de la administracion, la via de administracion y la tasa de secrecion
del compuesto especifico empleado; la duracién del tratamiento; los farmacos utilizados en combinacién o coincidiendo
con el compuesto especifico empleado y factores similares bien conocidos en las técnicas médicas. El término
"paciente", como se usa en el presente documento, significa un animal, preferentemente un mamifero y mucho mas
preferentemente, un ser humano.

Las composiciones farmacéuticamente aceptables de la presente invencion pueden administrarse a seres humanos y
otros animales por via oral, por via rectal, por via parenteral, por via intracisternal, por via intravaginal, por via
intraperitoneal, por via tépica (en forma de polvos, pomadas, gotas o parche), por via bucal, en forma de un
pulverizador oral o nasal o similares, dependiendo de la gravedad de la infeccién que se va a tratar. En determinadas
realizaciones, los compuestos para el uso de acuerdo con la invencion pueden administrarse por via oral o por via
parenteral a niveles de dosificacion de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg y preferentemente
de aproximadamente 0,5 mg/kg a aproximadamente 25 mg/kg, del peso corporal del sujeto al dia, una o mas veces al
dia, para obtener el efecto terapéutico deseado.

Las formas farmacéuticas liquidas para la administracion oral incluyen, pero sin limitacién, emulsiones,
microemulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas de los
compuestos activos, las formas farmacéuticas liquidas pueden contener diluyentes inertes utilizados habitualmente en
la técnica, tales como, por ejemplo, agua u otros disolventes, agentes solubilizantes y emulsionantes tales como
alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo,
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propilenglicol, 1,3-butilenglicol, dimetilformamida, aceites (en particular, aceites de semilla de algodén, cacahuete,
maiz, germen, oliva, ricino y sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurfurilico, polietilenglicoles y ésteres de acidos grasos
de sorbitano, y mezclas de los mismos. Ademas de diluyentes inertes, las composiciones orales también pueden incluir
adyuvantes tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes y de suspension, agentes edulcorantes,
aromatizantes y perfumantes.

Las preparaciones inyectables, por ejemplo, suspensiones acuosas u oleosas inyectables estériles pueden formularse
de acuerdo con la técnica conocida utilizando agentes dispersantes o humectantes y agentes de suspension
adecuados. La preparacion inyectable estéril también puede ser una solucion, suspension o emulsion inyectable esteéril
en un diluyente o disolvente atdxico por via parenteral aceptable, por ejemplo, en forma de una solucioén en 1,3-
butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse se encuentran agua, solucién de
Ringer, U.S.P. y solucion de cloruro de sodio isotdnica. Ademas, normalmente se emplean aceites no volatiles estériles
como disolvente o medio de suspension. Para este fin, puede emplearse cualquier aceite no volatil suave, incluyendo
mono o diglicéridos sintéticos. Ademas, se usan acidos grasos tales como &acido oleico en la preparacién de
inyectables.

Las formulaciones inyectables pueden esterilizarse, por ejemplo, mediante filtracion a través de un filtro de retencion
de bacterias o mediante incorporacion de agentes esterilizantes en forma de composiciones sdlidas estériles que
pueden disolverse o dispersarse en agua estéril u otro medio inyectable estéril antes de su uso.

Para prolongar el efecto de un compuesto de la presente invencion, es deseable con frecuencia ralentizar la absorcion
del compuesto de inyeccidon subcutanea o intramuscular. Esto puede lograrse mediante el uso de una suspension
liquida de material cristalino o amorfo con escasa solubilidad en agua. La velocidad de absorcion del compuesto
depende entonces de su velocidad de disolucion que, a su vez, puede depender del tamafo del cristal y de la forma
cristalina. Como alternativa, se realiza absorcion retardada de una forma de compuesto administrado por via parenteral
disolviendo o suspendiendo el compuesto en un vehiculo de aceite. Las formas de depdésito inyectables se preparan
formando matrices microencapsuladas del compuesto en polimeros biodegradables tales como polilactida-
poliglicolido. Dependiendo de la relacion de compuesto con respecto a polimero y de la naturaleza del polimero
particular empleado, puede controlarse la velocidad de liberacién del compuesto. Los ejemplos de otros polimeros
biodegradables incluyen poli(ortoésteres) y poli(anhidridos). También se preparan formulaciones de depdsito
inyectables atrapado el compuesto en liposomas 0 microemulsiones que son compatibles con los tejidos corporales.

Las composiciones para la administracion rectal o vaginal son, preferentemente, supositorios que pueden prepararse
mezclando los compuestos de la presente invencion con excipientes o portadores adecuados no irritantes tales como
manteca de cacao, polietilenglicol o una cera para supositorios que son sélidos a temperatura ambiente pero liquidos
a temperatura corporal y, por lo tanto, se derriten en el recto o en la cavidad vaginal y liberan el compuesto activo.

Las formas farmacéuticas solidas para la administracion oral incluyen capsulas, comprimidos, pildoras, polvos y
granulos. En dichas formas farmacéuticas solidas, el compuesto activo se mezcla con al menos un excipiente o
portador inerte, farmacéuticamente aceptable, tal como citrato de sodio o fosfato dicélcico y/o a) cargas o diluyentes
tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y acido silicico, b) aglutinantes tales como, por ejemplo,
carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polvinilpirrolidona, sacarosa y goma arabiga, ¢) humectantes tales como
glicerol, d) agentes disgregantes tales como agar-agar, carbonato de calcio, almidén de patata o tapioca, acido
alginico, determinados silicatos y carbonato de sodio, e) agentes retardantes de la solucion tales como parafina, f)
aceleradores de la absorcién tales como compuestos de amonio cuaternario, g) agentes humectantes tales como, por
ejemplo, alcohol cetilico y monoestearato de glicerol, h) absorbentes, tales como caolin y arcilla bentonitica e i)
lubricantes, tales como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles sélidos, laurilsulfato de
sodio y mezclas de los mismos. En el caso de capsulas, comprimidos y pildoras, la forma farmacéutica también puede
comprender agentes tamponantes.

También pueden emplearse composiciones sélidas de tipo similar como cargas en capsulas de gelatina blandas y
duras usando excipientes tales como lactosa o azucar lacteo, asi como polietilenglicoles de alto peso molecular y
similares. Las formas farmacéuticas soélidas de comprimidos, grageas, capsulas, pildoras y granulos pueden
prepararse con recubrimientos y cubiertas, tales como recubrimientos entéricos y otros recubrimientos bien conocidos
en la técnica de la formulacién farmacéutica. Opcionalmente, pueden contener agentes opacificantes y también
pueden tener una composicion que libere el principio o los principios activos solo, o preferentemente, en una parte
determinada del tracto intestinal, opcionalmente, de manera retardada. Los ejemplos de composiciones de inclusion
que pueden usarse incluyen sustancias poliméricas y ceras. También pueden emplearse composiciones sélidas de
tipo similar como cargas en capsulas de gelatina de cargadas blandas y duras usando excipientes tales como lactosa
0 azucar lacteo, asi como polietilenglicoles de alto peso molecular y similares.

Los compuestos activos también pueden estar en forma microencapsulada con uno o mas excipientes como se ha
sefalado anteriormente. Las formas farmacéuticas solidas de comprimidos, grageas, capsulas, pildoras y granulos
pueden prepararse con recubrimientos y cubiertas tales como recubrimientos entéricos, recubrimientos de control de
la liberacién y otros recubrimientos bien conocidos en la técnica de la formulacion farmacéutica. En dichas formas
farmaceéuticas sélidas, el compuesto activo puede mezclarse con al menos un diluyente inerte tal como sacarosa,
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lactosa o almidon. Dichas formas farmacéuticas también pueden comprender, como es practica normal, sustancias
adicionales distintas de diluyentes inertes, por ejemplo, lubricantes para la formacién de comprimidos y otros
adyuvantes para la formacién de comprimidos tales como estearato de magnesio y celulosa microcristalina. En el caso
de capsulas, comprimidos y pildoras, las formas farmacéuticas también pueden comprender agentes tamponantes.
Opcionalmente, pueden contener agentes opacificantes y también pueden tener una composicién que libere el
principio o los principios activos solo, o preferentemente, en una parte determinada del tracto intestinal, opcionalmente,
de manera retardada. Los ejemplos de composiciones de inclusiéon que pueden usarse incluyen sustancias poliméricas
y ceras.

Las formas farmacéuticas para la administracion tépica o transdérmica de un compuesto de la presente invencion
incluyen pomadas, pastas, cremas, lociones, geles, polvos, soluciones, pulverizadores, inhalantes o parches. El
componente activo se mezcla en condiciones estériles con un portador farmacéuticamente aceptable y cualquier
conservante o tampon necesario, segin sea necesario. Las formulaciones oftalmicas, gotas ¢éticas y colirios también
se contemplan dentro del alcance de la presente invencion. Asimismo, la presente invencion contempla los parches
transdérmicos, que tienen la ventaja afiadida de proporcionar un suministro controlado de un compuesto al organismo.
Dichas formas farmacéuticas se preparan disolviendo o dispensando el compuesto en el medio adecuado. También
pueden usarse potenciadores de la absorcion para aumentar el flujo del compuesto a través de la piel. La velocidad
puede controlarse proporcionando una membrana de control de la velocidad o dispersando el compuesto en una matriz
polimérica o gel.

La actividad de un compuesto utilizado en la presente invencién como modulador del receptor de glucocorticoides
puede someterse a ensayo de acuerdo con los métodos descritos en general en la técnica y en los Ejemplos del
presente documento.

V. Ejemplos

Los siguientes ejemplos son ejemplos de la presente invencion en la medida en que se refieren a la preparacion y el
ensayo de los compuestos 4 o0 5. En la medida en que los ejemplos no incluyan los compuestos 4 o 5, sdlo tienen fines
comparativos.

Esquemas de sintesis generales
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Esquema 2:
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Los esquemas 1 y 2 proporcionan sintesis sintéticas generales de compuestos de Férmula 1-G a partir de Cortisol
disponible en el mercado, en donde R4, R4y R' se han definido anteriormente. A partir del Esquema 1, la oxidacién del
Cortisol con un reactivo tal como el acido peryodico proporciona un acido carboxilico de Férmula 1-A, que puede
funcionalizarse adicionalmente en una fase posterior en la sintesis. Tratamiento de 1-A con una base y reactivo de
aldehido, tal como condiciones de NaH/formiato de metilo proporciona un compuesto de Férmula 1-B. El tratamiento
de 1-B con una fenilhidrazina opcionalmente sustituida (los Esquemas 1 y 2 muestran un sustituyente en la posicion
meta, por ejemplo) proporciona un compuesto de Férmula 1-C. La funcionalizacion del sustituyente 17a hidroxilo con
un cloruro de acilo de la estructura R'

X
proporciona un compuesto de Férmula 1-D.

El Esquema 2 proporciona una sintesis general con respecto a la funcionalizacién del resto de acido carboxilico de un
compuesto de Formula 1-D. Para obtener un éster, un compuesto de Féormula 1-D puede tratarse con una base y un
compuesto de formula R'-GS, en donde GS es un grupo saliente, para proporcionar la Férmula 1-E. El tioéster de 1-
D puede obtenerse mediante la primera transformacién del resto de acido carboxilico con un reactivo adecuado, tal
como cloruro N, N-dimetilcarbamotioico, a un acido tiocarboxilico de Férmula 1-F, que puede hacerse reaccionar
ademas con un compuesto de formula R'-GS, en donde GS es un grupo saliente, para proporcionar un compuesto de
Férmula 1-G.
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Esquema 3:
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Los compuestos de Férmula 2-1 pueden sintetizarse a partir de compuestos de partida, tales como 2-A, de acuerdo
con los Esquemas 3 y 4 anteriores.

De acuerdo con el Esquema 3, la escision oxidativa del grupo hidroxil metilo del grupo a-hidroxi acetilo de 2-A para
proporcionar 2-B puede conseguirse usando acido peryddico. La reduccién de los restos olefinicos de 2-B usando,
por ejemplo, hidrégeno gaseoso y un catalizador de Pd/C proporciona el producto saturado, 2-C. La bromacién
posterior usando, por ejemplo, bromo molecular proporciona el compuesto de bis-a,a' bromuro, 2-D. La doble
eliminacion de los sustituyentes de bromuro usando una base, tal como el carbonato de calcio, y un catalizador, tal
como bromuro de litio, proporciona 2-E. La generacién del enolato de 2-E puede lograrse con una base, tal como
hidruro de sodio, seguido de adicion nucledfila de formiato de metilo puede proporcionar el compuesto 2-F. El
tratamiento de 2-F con una fenilhidrazina opcionalmente sustituida (los Esquemas 3 y 4 muestran un sustituyente en
la posicion meta, por ejemplo) puede proporcionar el compuesto de pirazina 2-G. La esterificacion posterior del grupo
hidroxilo libre de 2-G usando un compuesto de carbonilo activado de formula R'-C(O)-X, en donde X es un grupo
saliente tal como cloruro, puede proporcionar un compuesto de Férmula 2-H.

El Esquema 4 proporciona una sintesis general con respecto a la funcionalizacion del resto de &cido carboxilico de un
compuesto de Formula 2-H. Para obtener un éster, un compuesto de Féormula 2-H puede tratarse con una base y un
electrofilo adecuado, tal como haloalquilo, para proporcionar la Férmula 2-l. El tioéster de 2-H puede obtenerse
mediante la primera transformacién del resto de &cido carboxilico con un reactivo adecuado, tal como N, cloruro N-
dimetilcarbamotioico, a un acido tiocarboxilico de Férmula 2-J, que puede hacerse reaccionar ademas con un
compuesto de formula R'-GS, en donde GS es un grupo saliente, para proporcionar la Formula 2-K.

Ejemplos de sintesis

Sintesis del Compuesto 2-B (Ejemplo de referencia):

El Compuesto 2-A disponible en el mercado (4,1 g, 10 mmol) se disolvié en metanol (60 ml) y después se afiadio en
gotas acido peryddico (4,5 g en 60 ml de agua, 20 mmol) a 0 °C. La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante
2 h. El metanol se concentré y se afiadié H>O (100 ml). El precipitado se filtro, se lavo con agua (15 x 3 ml) y se secod
al aire para proporcionar el compuesto 2-B (3,2 g) en forma de un solido de color blanco. RMN "H (400 MHz, DMSO)
0: 12,47 (s, 1H), 7,26 (dd, J = 10,2, 1,2 Hz, 1H), 6,28 (dd, J = 10,2, 1,9 Hz, 1H), 6,09 (s, 1H), 5,63 (ddd, J = 48,5, 9,6,
6,7 Hz, 1H), 5,33 (dd, J = 3,8, 1,7 Hz, 1H), 4,71 (s, 1H), 4,17 - 4,09 (m, 1H), 3,34 (s, 1H), 2,84 (ddd, J = 11,1, 7,1, 4,1
Hz, 1H), 2,26 - 2,16 (m, 1H), 1,49 (s, 3H), 0,99 (s, 3H), 0,86 (d, J = 7,1 Hz, 3H). LR-Masa (IEN) m/z: 397,1 [M + H]*.

Sintesis del Compuesto 2-C (Ejemplo de referencia):

Se disolvio Compuesto 2-B (1,9 g, 5 mmol) en metanol (200 ml) y se afadié Pb/C(200 mg). Después se agité a
temperatura ambiente en atmosfera de H, durante 1 d. La solucién se filtré a través de un lecho de Celite y después
se concentro a presion reducida para proporcionar 2-C (1,8 g) para su uso posterior sin purificacion. RMN 'H (400 MHz,
DMSO) &: 5,20 - 4,99 (m, 1H), 4,93 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 4,21 (m, 1H), 2,89 - 2,77 (m, 1H), 2,56 (m, J = 15,9 Hz, 1H),
1,24 (s, 3H), 0,93 (s, 3H), 0,86 (d, J = 7,1 Hz, 3H). LR-Masa (IEN) m/z: 401,2 [M + H]*.
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Sintesis del Compuesto 2-D (Ejemplo de referencia):

El Compuesto 2-C (1,6 g) en acido acético (40 ml) se traté sucesivamente con bromuro de hidrégeno 6,6 M en acido
acético (1,6 ml) y una solucion de bromo en acido acético (4,5 ml). Después se agité a temperatura ambiente durante
40 min. La dilucién con agua proporciond el 2-D en bruto (2,1 g). RMN 'H (300 MHz, DMSO) &: 5,32 - 4,96 (m, 3H),
4,69 (m, 2H), 4,18 (m, 1H), 3,07 (m, 1H), 2,95 (m, 1H), 2,81 (s, 1H), 1,31 (s, 3H), 0,88 (s, 3H), 0,84 (d, J= 7,1 Hz, 3H).
LR-Masa (IEN) m/z: 559,1 [M + H]*.

Sintesis del Compuesto 2-E (Ejemplo de referencia):

Os..OH
i .m\OH

El Compuesto 2-D (2,0 g) se afiadié a una suspension agitada vigorosamente de carbonato de calcio (1,1 g) y bromuro
de litio anhidro (0,8 g) en dimetilacetamida (17 ml) mantenida a 100 °C con nitrégeno. Después de 3 h, la mezcla
enfriada se vertié en un exceso de acido clorhidrico diluido, la mezcla se extrajo con EtOAc, se lavd con salmuera y
se seco sobre Na S0Os. El producto en bruto se purificé mediante cromatografia para proporcionar el compuesto 2-E
en forma de un solido de color blanco para proporcionar un sélido (0,6 g, 43 %). RMN 'H (400 MHz, DMSO) &: 5,85
(s, 1H), 5,62 (d, J = 14,8 Hz, 1H), 5,27 - 5,19 (m, 1H), 4,74 (m, 1H), 4,11 (m, 1H), 3,07 - 2,78 (m, 3H), 2,70 - 2,58 (m,
1H), 2,42 - 2,03 (m, 6H), 1,45 (s, 3H), 1,03 (s, 3H), 0,89 (d, J = 7,1 Hz, 3H). LR-Masa (IEN) m/z: 397,1 [M + H]".

Sintesis del Compuesto 2-F (Ejemplo de referencia):

Se disolvi6 Compuesto 2-E (0,5 g) en tolueno seco (15 ml) y formiato de metilo (2 ml). Después, se afiadi6 NaH
(900 mg, 20 mmol, dispersién al 60 % en aceite mineral). Después de agitar a temperatura ambiente durante 4 h, se
afadié HClI 1 N (120 ml) y la mezcla se extrajo varias veces con EtOAc. El disolvente se seco y se retird para
proporcionar 0,6 g de 2- F en forma de una espuma de color amarillo para el uso posterior sin purificacion. LR-Masa
(IEN) m/z: 425,3 [M + H]*.

Sintesis del Compuesto 2-G-1:

22



10

15

20

25

30

ES2945983 T3

2-G-1

Se disolvio Compuesto 2-F (0,50 g) en AcOH (15 ml) y H2O (3 ml), se afiadié fenilhidrazina (0,14 g). La mezcla se
agité a temperatura ambiente durante 4 h. Se afiadié agua fria (100 ml), El precipitado se filtrd, se lavé en atmosfera
de H2O (10 x 3 ml) y se secd al aire para proporcionar el compuesto 2-G-1 (0,44 g) en forma de un solido de color
amarillo. RMN "H (400 MHz, DMSO) &: 7,61 (s, 1H), 7,58 - 7,49 (m, 4H), 7,42 (m, 1H), 6,54 (s, 1H), 5,33 - 5,20 (m,
2H), 4,16 (s, 1H), 2,38 - 2,29 (m, 1H), 2,10 (d, J = 14,1 Hz, 1H), 1,71 (¢, J = 11,5 Hz, 1H), 1,53 (d, J = 13,7 Hz, 1H),
1,26 (s, 3H), 1,05 (s, 3H), 0,87 (d, J = 7,1 Hz, 3H). LR-Masa (IEN) m/z: 497,3 [M + H]*.

Ejemplo 1: Sintesis del Compuesto 1 (Ejemplo de referencia):

O..__OH o
0‘7; &B
: 0O

Compuesto 1

A una solucién del compuesto 2-G-1 (400 mg, TEA (300 ml) en DCM seco (10 ml) se le afadio cloruro de a-furoilo
(200 mg) a 0 °C en atmdsfera de N.. La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 30 min. El disolvente se
evaporo a presion reducida para proporcionar el producto en bruto, que se purificd mediante cromatografia con DCM:
MeOH (50:1) para proporcionar el compuesto 1 en forma de un solido de color blanco (82 %). RMN 'H (400 MHz,
DMSO) &: 8,01 - 7,98 (m, 1H), 7,64 (s, 1H), 7,60 - 7,51 (m, 5H), 7,45 (m, 1H), 7,16 (dd, J = 3,5, 0,6 Hz, 1H), 6,70 (dd,
J=3,5,1,7 Hz, 1H), 6,59 (s, 1H), 5,38 (dd, J = 21,7, 8,8 Hz, 2H), 4,26 (s, 1H), 1,29 (s, 3H), 1,23 (s, 2H), 1,11 (s, 3H),
0,92 (d, J = 7,1 Hz, 3H). LR-Masa (IEN) m/z: 591,2 [M + H]*.

Ejemplo 2: Sintesis del Compuesto 2 (Ejemplo de referencia):

Os 0 O\
W
O~

o)

Compuesto 2

Se afiadi6 Compuesto 1 (50 mg) a una suspension agitada vigorosamente de carbonato de potasio (30 mg) y
yodoetano (20 mg) en DMF (2 ml), y la mezcla resultante se agité a 50 °C durante 3 h. La solucién de reaccion se
vertié en agua (30 ml) y se extrajo con EtOAc (20 ml x 3), la capa organica combinada se lavo con salmuera y se seco
sobre Na>SO.4. El producto en bruto se purifico mediante Prep-TLC para proporcionar compuesto 2 en forma de un
solido de color blanco (41 mg, 79 %). RMN 'H (400 MHz, DMSO) &: 8,00 (s, 1H), 7,65 (s, 1H), 7,61 - 7,51 (m, 4H),
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7,45 (m, 1H), 7,19 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 6,71 (dd, J = 3,2, 1,6 Hz, 1H), 6,58 (s, 1H), 5,47 - 5,28 (m, 2H), 4,27 (s, 1H),
4,23 - 4,06 (m, 2H), 1,20 (t, 3H). CL-EM (IEN) m/z: 619,3 [M + H]*.

Ejemplo 3: Sintesis del Compuesto 3 (Ejemplo de referencia):

Y
Oy 0 03\
..\o\(l\‘

Compuesto 3

Se afiadi6 Compuesto 1 (50 mg) a una suspension agitada vigorosamente de carbonato de potasio (30 mg) y 2-
bromopropano (15 mg) en DMF (2 ml) y la mezcla resultante se agité a 50 °C durante 3 h. La solucién de reaccién se
vertié en agua (30 ml) y se extrajo con EtOAc (20 ml x 3), la capa organica combinada se lavo con salmuera y se seco
sobre Na>SO.. El producto en bruto se purifico mediante Prep-TLC para proporcionar compuesto 3 en forma de un
solido de color blanco (39 mg, 73 %). RMN 'H (400 MHz, CDCl3) &: 7,58 (s, 1H), 7,54 - 7,47 (m, 6H), 7,38 (m, 1H),
7,15 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 6,75 (s, 1H), 6,48 (dd, J = 3,2, 1,6 Hz, 1H), 5,25 - 5,08 (m, 2H), 4,45 (s, 1H), 1,31 (d, 3H), 1,23
(d, 3H). CL-EM (IEN) m/z: 633,3 [M + HJ".

Ejemplo 4: Sintesis del Compuesto 4:

Compuesto 4

Se afiadi6 Compuesto 1 (50 mg) a una suspension agitada vigorosamente de carbonato de potasio (30 mg) y
fluoroyodo-metano (15 mg) en DMF (2 ml), y la mezcla resultante se agité a 50 °C durante 3 h. La solucién de reaccion
se vertio en agua (30 ml) y se extrajo con EtOAc (20 ml x 3), la capa organica combinada se lavé con salmuera y se
seco sobre NaxSOas. El producto en bruto se purificé mediante Prep-TLC para proporcionar compuesto 4 en forma de
un sélido de color blanco (38 mg, 72 %). RMN 'H (400 MHz, DMSO0) &: 8,02 (s, 1H), 7,65 (s, 1H), 7,63 - 7,50 (m, 4H),
7,45 (m, 1H), 7,25 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 6,73 (dd, J = 3,2, 1,6 Hz, 1H), 6,60 (s, 1H), 5,84 (d, J = 112,4 Hz, 1H), 5,83 (d,
1H), 5,54 (d, 1H), 5,37 (d, 1H), 4,28 (s, 1H). CL-EM (IEN) m/z: 623,2 [M + H]*.

Ejemplo 5: Sintesis del Compuesto 5:
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Compuesto 5

Parte I: A una solucion agitada del compuesto 1 (200 mg) en 2-butanona (5 ml) se le afiadié cloruro de N, N-
dimetilcarbamotioico (83 mg), trietilamina (100 mg) y yoduro de sodio (5 mg). La mezcla se agité a 75 °C durante 2 h
y después se concentré al vacio. El residuo obtenido se lavd con agua y se seco para obtener 0,2 g del producto. El
compuesto obtenido se afiadié a morfolina (3 ml) y la mezcla obtenida se agité a temperatura ambiente durante la
noche. Después, se afiadio a la solucién de reaccién anterior una mezcla de agua y acetato de etilo a 10-15 °C. Por
ultimo, se afadio acido acético glacial (0,5 ml) gota a gota para ajustar el pH a un pH de 5-7. El sélido precipitado se
filtrd, se lavd con agua y se sec6 para proporcionar 170 mg de S-acido (1R,2R,10aS,10bR,11S,12aS)-5,10b-difluoro-
1-((furano-2-carbonil)oxi)-11-hidroxi-2,10a, 12a-trimetil-7-fenil-1,2,3,3a,3b,7,10,10a,10b,11,12,12a-
dodecahidrociclopenta[5,6]naftol[1,2-flindazol-1-carbotioico (Compuesto 2-J-1), que se uso en la siguiente etapa
directamente.

Parte II: Se anadi6 Compuesto 2-J-1 (50 mg) a una suspensién agitada vigorosamente de carbonato de potasio
(30 mg) y fluoroyodo-metano (15 mg) en DMF (2 ml), y la mezcla resultante se agité a 50 °C durante 3 h. Después, la
solucién obtenida se vertio en agua (30 ml) y se extrajo con EtOAc (20 ml x 3), la capa organica combinada se lavo
con salmuera y se seco sobre Na;SO4, después se concentrd y purifico mediante Prep-TLC para proporcionar el
compuesto 5 en forma de un solido de color blanco (35 mg, 66 %). RMN 'H (400 MHz, DMSO) &: 8,05 (s, 1H), 7,65
(s, 1H), 7,61 - 7,51 (m, 4H), 7,45 (m, 1H), 7,25 (d, J = 3,6 Hz, 1H), 6,74 (dd, J = 3,2, 1,6 Hz, 1H), 6,60 (s, 1H), 6,04 (s,
1H), 5,92 (s, 1H), 5,54 (s, 1H), 5,39-5,31 (m, 1H), 4,28 (s, 1H). LR-Masa (IEN) m/z: 639,2 [M + H]*.

Ejemplo 6: Sintesis del Compuesto 6 (Ejemplo de referencia):

Compuesto 6

Se afiadid Compuesto 1 (180 mg) a una suspensién agitada vigorosamente de carbonato de potasio (200 mg) y 2-
bromo-2-metilpropano (10 ml) en DMF (5 ml) y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 8 dias.
La solucién de reaccion se vertié en agua (30 ml) y se extrajo con EtOAc (20 ml x 3), la capa organica combinada se
lavd con salmuera y se secé sobre Na;SOs4. El producto en bruto se purifico mediante Prep-TLC para proporcionar
compuesto 6 en forma de un sélido de color blanco (11 mg, 5,6 %). RMN 'H (400 MHz, CDCls) &: 7,58 (s, 1H), 7,54 -
7,46 (m, 6H), 7,38 (m, 1H), 7,13 (d, J = 3,2 Hz, 1H), 6,75 (s, 1H), 6,48 (dd, J = 3,2, 1,6 Hz, 1H), 5,22 (d, H), 4,45 (s,
1H), 1,50 (s, 9H). CL-EM (IEN) m/z: 647,3 [M + H]*.

Métodos y materiales

Ejemplo 7A: Expresion y purificacion de proteinas. El LBD de GR (restos 525-777) que contenia las mutaciones
F602A, C622Y, T668V, S674T, V6751, K6E99A y K703A para Furoato de Mometasona y las mutaciones F602A, C622Y,
T668V, S674T, V6751, E684A y E688A para el Cortisol se expresaron como una proteina de fusion 6xHis-GST a partir
del vector de expresion pET24a (Novagen). Las proteinas de fusion modificadas contienen un marcador His6
(MKKGHHHHHHG) en el extremo N y un sitio de proteasa de trombina entre GST y el LBD de GR. Se cultivaron
células BL21DE3 transformadas con los plasmidos de expresion en caldo LB a 16 °C a una DO600 de ~1 y se indujeron
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con IPTG 0,1 mM y Furoato de mometasona o Cortisol 50 uM. Las células se recogieron, se resuspendieron en 200 ml
de tampon de extraccion (Tris[pH8] 50 mM, NaCl 150 mM, urea 2 M, glicerol al 10 % + ligando 1 M) por cada 12 litros
de células, y se hiceron pasar tres veces a través de una prensa francesa con presion ajustada a 1000 Pa. El lisado
se centrifugd a 20.000 rpm durante 30 min y el sobrenadante se cargd en una columna de niquel de 25 ml. La columna
se lavé con 700 ml de tampdn de extraccion y se eluyé con 300 ml de tampédn B al 50 % (Tris [pH8] 25 mM, Imizadol
500 mM, glicerol al 10 %, ligando 1 uM). El LBD de GR se escindié durante la noche con trombina en una relaciéon
proteasa/proteina de 1:1000 en la cdmara fria mientras se dializaba contra Tris [pH8] 20 mM, NaCl 500 mM, glicerol
al 10 %, ligando 1 uyM. El marcador H6GST se retird uniéndolo a una columna de niquel Ni-NTA. El flujo se purificd
mediante filtracion en gel (Tris [pH8] 20 mM, NaCl 500 mM, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, glicerol al 10 %, ligando 1 uM).
La proteina unida a Furoato de Mometasona formé complejo con la version mas larga del péptido SRC2-3:
SPKKKENALLRYLLDKDDTKD y se concentro por filtracion a 6 mg/ml. EI LBD de GR de Cortisol formé complejo con
la versién mas corta SRC2-3: KENALLRYLLDKDD y B-octilglucésido al 0,2 % y se concentré por filtracion a 7 mg/ml.

Ejemplo 7B: Cristalizaciéon. Los cristales de GR de Furoato de Mometasona se cultivaron a temperatura ambiente
en gotas colgantes que contenian 1 ul de la proteina complejada con el péptido GP2 y 2 ul de la solucion de pocillos
que contenia citrato de sodio 0,1 M [pH6] y cloruro de sodio 2,2 M. Los cristales de GR de cortisol se cultivaron a
temperatura ambiente en gotas colgantes que contenian 1 ul del complejo proteinico y 1 pl de la solucion de pocillos
que contenia imidazol 0,1 M pHG6,5, trihidrato de acetato de sodio 1 M. Se usé sacarosa al 30 % en el tampon de
pocillos como crioprotector para ambos.

Ejemplo 7C: Determinacion de la estructura. Para el reemplazo molecular se uso6 el programa PHASER de CCP4
(36), con la estructura de LBD de GR/dexametasona (cédigo PDB: 1M2Z) (27) como modelo de busqueda. El modelo
inicial se reconstruyd y se refind manualmente usando CNS (37) y el programa REFMACS5 de CCP4 (38). Todas las
figuras de estructuras se prepararon con PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.3, Schrodinger
LLC).

Ejemplo 7D: Transfeccion celular y ensayos de indicador. Se dividieron células AD293 a 20.000/pocillo en placas
de 24 pocillos un dia antes de la transfeccion. Para la transactivacion, se transfectaron 100 ng de plasmido pHHLuc
(MMTV-Luc), 0,1 ng de pRShGR junto con 5 ng de phRGtkRenilla mediante X-tremeGENE 9 (Roche) en células
AD293 por pocillo. Para la transrepersion, se transfectaron 10 ng de AP1-Luc, 100 ng de pRShGR y 5ng de
phRGtkRenilla en células AD293 por pocillo. Un dia después de la transfeccion, las células se indujeron mediante
diferentes tratamientos (esteroides o vehiculo) 16 horas durante la noche. Las células se recogieron con 1 x tampén
de lisis pasiva (Promega), la actividad de luciferasa se evalu6 mediante el sistema Dual-Glo Luciferase (Promega).
Los datos se representaron por el Valor de luciferasa/Valor de Renilla, como Unidad de luciferasa relativa (ULR).

Ejemplo 7E: Ensayo in vitro de unién a ligando de GR. El ensayo de unién a GR in vitro es similar a como se ha
descrito anteriormente (39). El ligando radiomarcado [3H]Dex se fijo a 25 nM y se incub6 con citosol de GR al 5 % mas
molibdato de sodio 20 mM en tampdn de TAPS (ph8,8), se afiadieron ligandos frios (variando de 0,1 nM a 10 uM) para
competir con la unién a ligando caliente. Los datos se representaron como una curva de competencia patron mediante
GraphPad Prism 5.

Ejemplos biolégicos

Ejemplo 8: Estructura general de los LBD de GR unidos a cortisol y MF.

La cristalizacién del LBD de la GR siempre ha sido un reto debido a su problema de solubilidad. La estructura original
del LBD de GR se determiné con un ligando de afinidad elevada DEX (27), unido al LBD de GR con la mutacion F602S,
que mejoran la solubilidad de las proteinas. Sin embargo, el cortisol es un ligando mucho mas débil que la DEX y la
mutacion F602S no es suficiente para estabilizar el LBD de GR unido al cortisol, una hormona enddgena (Figura 8,
calle 1). Para identificar los aminoacidos que podrian aumentar la solubilidad del LBD de GR sin afectar a la estructura
global, los presentes inventores alinearon el GR con los miembros mas cercanos de la familia de las hormonas
esteroideas, MR, el receptor de andrégenos (AR) y el receptor de progesterona (PR), que son mucho mas solubles
que el GR. Ademas de F602, el resto C622, T668, S674 y V675 se distinguen de las secuencias conservadas de la
familia, por lo que los inventores mutaron esos aminoacidos de nuevo a los restos conservados (F602A, C622Y,
T668V, S674T y V6751, denominados AYVTI). La mayoria de estos restos se encuentran en el interior de las proteinas,
estando los restos PR mejor empaquetados en la estructura de LBD de PR (28). De hecho, el LBD de GR de AVYTI
tiene una solubilidad mucho mejor que el LBD de F602S cuando se une al cortisol (Figura 8, calle 2). EI LBD de GR
mutado puede expresarse y purificarse con un rendimiento superior a 5 mg por litro. Sin embargo, los inventores no
pudieron obtener cristales de este LBD de GR mutado unido a cortisol o MF. El LBD de GR tiene varios restos de lisina
y acido glutamico en su hélice H9, cuyas cadenas laterales largas pueden afectar a la cristalizacion. El LBD de GR
con mutaciones en alanina de estos restos (K669A/K703A para MF y E684A/E688A para cortisol) como mutaciones
de reduccion de entropia superficial permanecié soluble (Figura 8, calles 3 y 4) y permitié a los inventores obtener
cristales del LBD de GR unido a MF y cortisol (Figuras 9A-B). Todas estas mutaciones estan lejos del bolsillo de union
a ligando y no alteran las funciones de transactivacion o transrepresion de GR mediadas por ligando (Figuras 10A-B).

Las estructuras globales de los LBD de GR unidos a MF y unidos a cortisol (Figura 1A) son similares a las del LBD de
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GR unido a DEX, con 11 hélices empaquetadas en tres capas de un haz intercalado helicoidal, con la cavidad de unién
a ligando enterrada en la parte inferior del haz. Las estadisticas de recogida y refinamiento de datos se resumen en la
Tabla S1. La arquitectura global del LBD de GR unido a cortisol es casi idéntica a la del LBD de GR unido a DEX,
mientras que existen algunas diferencias notables entre el LBD de GR unido a MF y el LBD de GR unido a DEX,
incluyendo la orientacion del bucle antes de la hélice 1 (marcada como "1" en la Figura 1B); una expansion de la regiéon
del bucle entre las hélices 5y 6 (marcada como "2" en la Figura 1B); y un cambio en la orientacion C-terminal de la
hélice AF-2 (marcado como "3" en la Figura 1B). EI modo de unién a ligando del cortisol y el MF esta bien definido por
el mapa de densidad electronica de los ligandos unidos y los restos de bolsillo circundantes (Figura 1C).

Tabla 2: Estadisticas de conjuntos de datos y refinamiento de estructuras.

GR/Cortisol GR/Mometasona
Codigo PDB 4P6X 4PEW
Recogida de datos
Linea de haz de APS APS-21ID APS-21ID
Grupo espacial P61 P23
Resolucion, A 30-2,5 30-1,95
Parametros celulares, A, ° a=b=220,8, c=74,2; a ==90, y=120 a=b=c=130,2; a=B=y=90
Reflexiones totales/unicas 650426/71878 545016/53521
Completitud, % 100 (100) 99,4 (98,0)
l/o 19,9 (5,2) 23,5 (2,0)
Redundancia 9,0 (7,6) 10,2 (3,7)
Rsim 0,10 (0,32) 0,128 (0,51)

Determinacion de la estructura

Resolucion, A 40-2,5 30-195
N.° de reflejos 71517 53320
Moléculas de NCS 6 1

N.° de restos 1362 264
N.° de moléculas de disolvente 487 130
N.° de atomos no de H 13695 2315

Rerist 24,9 % 20,8 %

Riibre 29,2 % 22,7 %

drcm de enlaces, A 0,004 0,008
drcm de angulos, ° 0,886 1,671
Factor B promedio, A? 53,0 33,5

Favorecido en un 94,6 %, Permitido Favorecido en un 97,7 %,

Estadisticas de Ramachandran enun 4,5 %, Permitido en un 2,3 %,

Drcm es la raiz de la desviacion cuadratica media de la geometria ideal de la proteina.
Ejemplo 9: Potencia, afinidad de cortisol, DEX y MF.

El cambio de estructuras quimicas (Figura 2A) del cortisol, la DEX y el MF siluetea la evolucién del glucocorticoide: de
simple a complejo y de un nivel a multiples niveles. La estructura del cortisol proporciona una cadena principal de
esteroide béasica de 4 anillos; después DEX afiade doble enlace 1,2, metilacion 16 y halogenacién 9a (Figura 2A); y
MF clora adicionalmente en 22, y lo que es mas importante, aflade un grupo éster de furoato lipdfilo en 17a (Figura
2A), reemplazando el grupo hidroxilo de la DEX y el cortisol. Para someter a ensayo los efectos de esos cambios
quimicos sobre la potencia de los GR, los inventores compararon las actividades, una junto a otra, de MF, DEX y
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cortisol, tanto en la transactivacion como en la transrepression de GR en el formato de la curva dosis-respuesta
completa. Para la transactivacion, los inventores usaron un sistema indicador de luciferasa impulsado por MMTV
(Figura 2B). EI MF y la DEX mostraron casi la misma eficacia (actividad méaxima) a la concentracion de saturacion
(1 M), mientras que el cortisol a su concentracion de saturacion (10 uM) sélo tuvo el 80 % de la eficacia de la DEX.
Con respecto a la DEX, se produjo un gran desplazamiento hacia la izquierda de la curva dosis-respuesta de MF, lo
que indica que el MF es 20 veces mas potente que la DEX. Por otro lado, la curva de cortisol tenia un gran
desplazamiento hacia la derecha, demostrando que es 10 veces menos potente que la DEX. Los valores de CE50
para MF, DEX y cortisol en la transactivacién fueron de 0,33 nM, 6,7 nM y 70 nM, respectivamente.

Para la transrepresion, se us6 un indicador de luciferasa impulsado por AP1 (Figura 2C). EI MF, la DEXy el cortisol
mostraron eficacias similares a su concentraciéon de saturacion. De nuevo, el MF mostré una potencia mucho mayor
(60 veces) que la DEX y el cortisol fue mucho mas débil que la DEX; los valores de CEsg para MF, DEX y cortisol en
la transrepresion fueron de 0,005 nM, 0,32 nM y 2,7 nM, respectivamente. En consonancia con la frecuente
observacion de que la induccién requiere una mayor concentracion de esteroides, la potencia de induccién fue al
menos 10 veces inferior a la potencia de represion para cada compuesto. Esta diferencia proporciona la oportunidad
de disociar la transactivacion de la transrepresién mediante el uso de dosis muy bajas de glucocorticoides. Por ejemplo,
a 0,1 nM, el MF alcanza el 95 % de la eficacia de transrepresion pero sélo el 25 % de la eficacia de transactivacion
(Figura 2B y 2C).

Generalmente, la potencia elevada viene determinada por una afinidad elevada por el receptor, pero los cofactores
celulares también desempefian papeles importantes. Para someter a ensayo la afinidad del MF por GR, los inventores
realizaron ensayos de competencia de unién a ligando de GR in vitro para MF, DEX y cortisol (Figura 2D), lo que
demostré que el orden de la afinidad de unién de GR era MF > DEX > cortisol. Los valores de Ki para MF, DEX y
cortisol fueron de 0,7 nM, 8 nM y 91 nM, respectivamente. Este resultado era coherente con el resultado del inventor
para la potencia. Sin embargo, la diferencia en la CI50 de unién in vitro entre MF y DEX fue sélo de aproximadamente
10 veces, mientras que la diferencia de potencia era mucho mayor: 20 veces para la induccion y 60 veces para la
represion (Figura 2B y 2C). El otro componente de la diferencia en la potencia debe ser aportado por interacciones
con factores celulares que reconocen los cambios conformacionales de la superficie provocados por la union de
diferentes ligandos.

Ejemplo 10: La flexibilidad del enlace simple 1,2 se atribuye a la baja afinidad del cortisol al GR.

Para comprender el mecanismo subyacente de la baja afinidad del cortisol, los inventores realizaron una comparacion
estructural del LBD de GR unido a cortisol y del LBD de GR unido a DEX. La estructura general del LBD de GR unido
a cortisol es casi exactamente la misma que la del LBD de GR unido a DEX, no hay cambios notables en la
conformacion. Después, los inventores estudiaron en detalle la union del ligando. Como ya se ha mencionado
anteriormente, la DEX se diferencia del cortisol sélo a través de: doble enlace 1,2, halogenacion 9a y metilacion 16
(Figura 2A). El doble enlace C1-C2 de la DEX provoca que el anillo A del esteroide y el grupo C3-cetona se vuelvan
planos, permitiendo de este modo que la C3-cetona interactue facilmente con R611 y Q570 (Figura 3A). Por el
contrario, debido a la flexibilidad del enlace simple C1-C2 del cortisol, el anillo A del esteroide necesita doblarse para
formar un enlace de hidrogeno con R611 y Q570. Ademas, puesto que el enlace simple C1-C2 del cortisol no unido
oscila entre dos conformaciones (por encima y por debajo del plano del anillo A), se necesita una molécula de agua
para formar una red de enlaces de hidrégeno que mantenga el ligando en su posicion. Estas observaciones explican
la afinidad relativamente baja del cortisol al GR. Para confirmar la importancia del doble enlace C1-C2, los presentes
inventores midieron la potencia de la prednisolona, que soélo se diferencia del cortisol por la adicion del doble enlace
C1-C2 (Figura 3B, color pardo), en un ensayo de transactivaciéon. De hecho, el doble enlace C1-C2 de la prednisolona
provocéd un desplazamiento aproximadamente 5 veces hacia la izquierda de la curva dosis-respuesta del cortisol
(Figura 3B) y, por lo tanto, puede explicar mas de la mitad del desplazamiento total hacia la izquierda provocado por
la DEX. El resto del aumento de potencia se debe probablemente a la halogenacion C-9a y a la metilacion C-16, ambos
de las cuales aumentan la superficie de interaccion dentro del bolsillo receptor (Figuras 11A-B).

Ejemplo 11: El Furoato 17a determiné la afinidad elevada del MF.

La estructura quimica de la DEX forma casi una superficie bidimensional plana (Figura 4A), pero en el MF, el éster de
furoato 17a sobresale de esa superficie a casi 90° con respecto al plano del anillo, haciendo del ligando un objeto
tridimensional (Figura 4B). En el LBD de GR unido a DEX, hay un espacio vacio encima del anillo D del esteroide, una
cavidad hidréfoba formada por la hélice 3, la hélice 5, el giro B3-B4 y la hélice 6-7 (Figura 4C). En la estructura de LBD
de GR unido a MF, el furoato 17a que sobresale amplia ligeramente el bolsillo de unién a ligando y ocupa la mayor
parte del espacio de esa cavidad. El furoato 17a lipéfilo encaja perfectamente en la cavidad hidroéfoba y realiza amplias
interacciones hidrofobas con los aminoacidos F623, 1629, M639, C643, 1559 y L563 circundantes (Figura 4D),
asemejandose a una bola firmemente anclada dentro de una articulacion de encaje, explicando de este modo por qué
el MF tiene una afinidad 10 veces mayor por el GR que la DEX.

Ejemplo 12: Q642 desempefia un papel clave en el reconocimiento de los glucocorticoides de diferente
potencia.
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Se ha descrito el reconocimiento basico de los glucocorticoides por el LBD de GR (27, 31, 32). Como en el LBD de
GR unido a DEX, Q570 y R611 interactian con el grupo C-3 ceto del anillo A del esteroide, N564 interactua con el
grupo hidroxilo C-11 del anillo C del esteroide y T739 interactua con el grupo carbonilo C-21 de la cadena lateral
(Figura 3A). Estos cuatro pares de enlaces de hidrogeno importantes mantienen la cadena principal del esteroide
firmemente en su posicién. Con respecto a los LBD de GR unidos a DEX y a cortisol, el grupo furoato C-17a hacia
dentro del MF sélo provoca un gran cambio dentro del bolsillo de unién a ligando, que es el movimiento de Q642 en
la hélice 7 (Figura 5A). En la estructura de LBD de GR unido a DEX, Q642 es perpendicular al eje de la hélice 7 y
forma enlaces de hidrégeno con el grupo hidroxilo C-17a de la DEX. Tras la uniéon de MF, el grupo furoato C-17a aleja
a Q642, doblandolo casi 90° en una posicion paralela al eje de la hélice 7 (Figura 5A).

Puesto que la orientacion de Q642 es el Unico cambio importante en el bolsillo de unién a ligando tras la union de MF,
los inventores mutaron Q642 para hacerlo mas pequeio (Q642A), mas grande (Q642F), hidréfobo (Q642L) o cargado
(Q642E, Q642K), o para hacer solo un ligero cambio (Q642N). Los presentes inventores sometieron a ensayo esas
mutaciones usando MF o DEX a una concentraciéon subsaturada (MF, 1 nM; DEX, 10 nM). De manera interesante,
para una mutacion (Q642N), la actividad de DEX estaba casi anulada, mientras que la actividad de MF seguia siendo
maxima (Figura 5B). Por lo tanto, una Unica mutacién podria separar totalmente la actividad del MF de la de la DEX.
Otras mutaciones provocaron la pérdida de la mayor parte de la actividad tanto para la DEX como para el MF; la
excepcion, Q642L, tenia la mitad de actividad con el MF pero ninguna o muy baja actividad con la DEX. El furoato 17a
del MF también modificé ligeramente la conformacion alrededor de M560 y M639, pero las mutaciones en esos restos
no tuvieron el mismo efecto que la mutacion Q642N (Figura 12).

Para analizar el papel destacado de Q642 en el reconocimiento de ligandos de diferente potencia, los inventores
determinaron curvas dosis-respuesta completas para el MF, la DEX y el cortisol representando una potencia elevada,
media y baja, respectivamente, en la union a Q642N en un ensayo de transactivacion de GR (Figura 5C). Para el MF,
la curva dosis-respuesta de Q642N era indistinguible de la del tipo silvestre. Para la DEX con respecto al tipo silvestre,
Q642N provocé un gran desplazamiento de la curva hacia la derecha, cambiando la CE50 de 7,5 nM a 40 nM, una
potencia 5 veces menor. Para el cortisol, la variante del receptor Q642N era inactiva, incluso a la concentraciéon de
saturacion. Por lo tanto, la unica mutacién Q642N tiene la capacidad de separar totalmente ligandos de potencia
elevada, media y baja, lo que sugiere que Q642 actia como un sensor que reconoce ligandos de diferente potencia.
Cuando se une un glucocorticoide de potencia media o baja (por ejemplo, DEX o cortisol), Q642 forma un enlace de
hidrégeno con el grupo hidroxilo 17a para conectar el ligando unido en su posicién dentro del bolsillo de unién a
ligando. Cuando se une a un ligando muy potente tal como el MF, Q642 es empujado por el grupo lipéfilo 17a. Este
cambio, coordinado con otros pequefios cambios provocados por la union del ligando, perturba las hélices 6,6y 7,
conduciendo a la expansién del bucle entre la hélice 5 y la hélice 6 y cambiando la orientacion del extremo C de la
hélice AF2 (Figura 1B), dando como resultado las caracteristicas de potencia elevada.

Para investigar el papel exacto de Q642 en la union de diferentes ligandos, los presentes inventores han sometido a
ensayo la capacidad de union a ligando de Q642A de GR, para el que la DEX casi no tiene actividad transactivadora
en una Unica concentracion insaturada (Figura 5B). En un ensayo de union in vitro usando el citosol de células AD293
que expresaban GR de tipo silvestre 0 Q642A de GR, la Q642A mutante mostré una pérdida sustancial de afinidad de
union a DEX en comparacion con el GR de tipo silvestre (Kd (Q642A) = 22,3 nM frente a Kd (TS) = 5,2 nM), pero aun
conservaba cierta afinidad a concentraciones de ligando elevadas (Figura 13A). Por otro lado, Q642A mostré una
actividad de transactivacion casi nula, incluso a una concentracion de saturacion de la DEX, en un ensayo de indicador
(Figura 13B). Estos datos muestran que la falta de transactivacion por DEX de la Q642A de GR se debe tanto a una
disminucion de la afinidad por el ligando como a un cambio de conformacion que inhibe la activacion de GR. Al contrario
que con la DEX y el cortisol, Q642 no forma un enlace de hidrogeno con MF. Para determinar si Q642A todavia tiene
la capacidad de unirse a MF, los presentes inventores realizaron un experimento de unién por competencia usando la
proteina mutante Q642A de GR (Figura 13C). Tanto el MF como el cortisol fueron capaces de competir con la union
de 3H-DEX a Q642A de GR, pero con una gran disminucién de la afinidad (las Ki para MF y cortisol fueron de 9 nM y
250 nM, respectivamente, en comparacion con el GR de tipo silvestre a 0,7 nM y 91 nM, respectivamente). En
conjunto, estos resultados sugieren que Q642 actia como pilar para sostener la cresta de la hélice 7 formando un
enlace de hidrégeno con ligandos que contienen el grupo hidroxilo C-17a, mientras que aleja los ligandos con un grupo
furoato C-17a. La sustitucion de Q642 con un resto pequeiio como la alanina puede conducir al colapso de la cresta
de la hélice 7 vy, por lo tanto, a la pérdida de toda transactivacion.

Ejemplo 13: Determinacion de la actividad de induccion.

Se transfectaron células AD293 con 0,1 ng de pRShGR, 100 ng de indicador MMTV-Luc y 10 ng de control interno
TK-Renilla por pocillo en una placa de 24 pocillos. Un dia después de la transfeccion, las células se indujeron mediante
compuestos candidatos a una concentracion de 10 nm o 1 um (véase la Figura 14). Las células se recogieron y se
midié la actividad de la luciferasa mediante el kit Promega Dual Luciferacse. El compuesto 1 muestra una actividad
inductora mucho menor en comparacion con todos los demas compuestos candidatos, asi como VSGC12, a la
concentracion de 10 nM. Como se publlica en Yuanzheng He, Jingjing Shi, Wei Yi, et al. Discovery of a highly potent
glucocorticoid for asthma treatment, Cell Discovery (2015) 1, 15035, VSGC12 tiene la siguiente estructura quimica:
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Ejemplo 14: Determinacion del efecto antiinflamatorio.

Se us6 un modelo de asma en raton inducida por OVA para examinar el efecto antiinflamatorio de los compuestos
candidatos. Se inmunizaron de forma primaria ratones Balb/c de 7-9 semanas de edad con OVA (ovoalbumina). Tres
semanas después de la primera inmunizacion, se expuso a los ratones a OVA intranasal y mientras tanto recibieron
diferentes tratamientos (administracion de etanol o 10 nM o 1000 nM de uno de los siguientes: DEX, compuesto 1
(Referencia), compuesto 2 (Referencia), compuesto 3 (Referencia), compuesto 4, compuesto 5, compuesto 6
(Referencia), VSGC12 o FF). Se midid la funcién pulmonar relacionada (PR) en respuesta a la acetilcolina mediante
las técnicas de oscilacion forzada con el sistema FlexiVent (SCIREQ). La Figura 15, una comparacion lado a lado de
FF con el Compuesto 4 (marcado como COMP. 4) muestra que el Compuesto 4 es mucho mas potente en la represion
de la inflamacién pulmonar en el modelo de asma en ratén.

Ejemplo 15: Determinacion de la potencia y represion de la inflamacién pulmonar.

Para evaluar la potencia de los compuestos candidatos en un sistema indicador, se usé un indicador MMT V-luciferasa.
La potencia se midi6 mediante una curva dosis-respuesta completa de los compuestos candidatos a diversas dosis
de 0,01 nM a 1000 nM, como se indica en la Figura 16A (ULR: unidad de luciferasa relativa). EI Compuesto 4 muestra
una mayor potencia que VSGC12 y DEX.

Para evaluar el efecto de los compuestos candidatos en la represién de la inflamacion pulmonar, se usé un modelo de
asma en raton inducida por OVA (PR: funcién pulmonar relativa). A la misma dosis baja de 0,125 mg/kg, el Compuesto
4 muestra una actividad represora de la inflamacion pulmonar muy superior a la de VSGC12, como se proporciona en
la Figura 16B.
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REIVINDICACIONES
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Una composicion farmacéutica que comprende el compuesto de la reivindicacion 1 o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, y un portador o un adyuvante farmacéuticamente aceptable.

3. Un método no terapéutico para modular la actividad de un receptor de glucocorticoides en una muestra bioldgica,
que comprende la etapa de poner en contacto el receptor de glucocorticoides con un compuesto de acuerdo con la
reivindicacion 1, una sal farmacéuticamente aceptable del mismo o una composicion farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacion 2.

4. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, una sal farmacéuticamente aceptable del mismo o una
composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 2 para su uso en un método de tratamiento o de
disminucion de la gravedad de una enfermedad inflamatoria en un paciente, preferentemente en donde la enfermedad
se selecciona de entre asma, artritis, lupus, enfermedad de Crohn, enfermedades inflamatorias intestinales,
enfermedad celiaca, glomerulonefritis, acné vulgar, leucemia y cancer de pancreas, mas preferentemente en donde
la enfermedad se selecciona de entre asma vy artritis.
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FIG. 2A

FIG. 2B
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FIG. 2C (CONTINUACION)
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FIG. 6

hidrolizar

44



ES2945983 T3

<0k

i

:2_.; S9pPI0Ja}Sso Ip U0

6pdD v
GCOSA &
g e

(aopENURUOd) 9 *OIY

INPALWNWN

45



ES2945983 T3

FIG.7

S674/V6T75

F&02

€623

K699

K703

46



ES2945983 T3

FIG. 8
12 3 4 12 3 4

6xHisGST
-GRLBD

6xHisGST
-GRLBD

<

Sobrenadante Elucion

1: F602S
2: AYVTI
3: AYVTI EAEA
4: AYVTI KAKA

47



ES2945983 T3

FIG. 9A
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FIG. 9B

LBD de GR unido a MF

48



ES2945983 T3

FIG. 10A
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FIG. 11A
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FIG. 13A
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FIG. 13B
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FIG. 13B (CONTINUACION)
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FIG. 14
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FIG. 16A MMTV-Luc
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