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DESCRIPCION
Moduladores del transporte nuclear y usos de los mismos

Aplicaciones relacionadas

La presente solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud provisional estadounidense Num. 61/644,802, presentada
el 9 de mayo de 2012 y de la Solicitud provisional estadounidense Num. 61/798,188, presentada el 15 de marzo de
2013.

Antecedentes de la invencién

Las células de la mayoria de las principales neoplasias malignas sélidas y hematolégicas humanas muestran una
localizacién celular anormal de una variedad de proteinas oncogénicas, proteinas supresoras de tumores y
reguladores del ciclo celular (Cronshaw et al, 2004, Falini et al 2006). Por ejemplo, ciertas mutaciones de p53 conducen
a su localizacién en el citoplasma en lugar de en el nucleo. El resultado es la pérdida de la regulacién normal del
crecimiento, a pesar de la funcién supresora de tumores intacta. En otros tumores, el p53 de tipo salvaje se secuestra
en el citoplasma o se degrada rapidamente, lo que conduce de nuevo a la pérdida de su funcién supresora. La
restauracion de la localizacién nuclear adecuada de la proteina p53 funcional puede normalizar algunas propiedades
de las células neoplasicas (Cai et al, 2008; Hoshino et al 2008; Lain et al 1999a; Lain et al 1999b; Smart et al 1999),
puede restaurar la sensibilidad de las células cancerosas a los agentes que dafian el ADN (Cai et al, 2008), y puede
conducir a la regresiéon de tumores establecidos (Sharpless & DePinho 2007, Xue et al, 2007). Se han obtenido datos
similares para otras proteinas supresoras de tumores tales como la cabeza de horquilla (Turner y Sullivan 2008) y c-
Abl (Vignari y Wang 2001). Ademds, la localizacién anormal de varias proteinas supresoras de tumores y reguladoras
del crecimiento puede estar implicada en la patogénesis de enfermedades autoinmunes (Davis 2007, Nakahara 2009).
La inhibicion de CRM1 puede tener una utilidad especialmente interesante en los sindromes de cancer familiar (por
ejemplo, el sindrome de Li-Fraumeni debido a la pérdida de un alelo de p53, los sindromes de cancer BRCA1 0 2), en
los que proteinas supresoras tumorales (PST) especificas estan suprimidas o son disfuncionales y en los que el
aumento de los niveles de PST por medio de la administracién sistémica (o local) de inhibidores de CRM1 podria
ayudar a restaurar la funcién supresora tumoral normal.

Proteinas y ARN especificos son transportados dentro y fuera del nicleo por moléculas de transporte especializadas,
que se clasifican como importinas si transportan moléculas al nlcleo, y exportinas si transportan moléculas fuera del
ndcleo (Terry et al, 2007; Sorokin et al 2007). Las proteinas que se transportan al nucleo o fuera de él contienen
secuencias de importacién/localizaciéon nuclear (SLN) o exportacién (SEN) que les permiten interactuar con los
transportadores correspondientes. El Crm1 (Mantenimiento de regién cromosdmica 1), también llamado exportina-1 o
Xpo1, es una exportina importante.

Se ha notificado la sobreexpresiéon de Crm1 en varios tumores, incluidos el cancer de ovario humano (Noske et al,
2008), el cancer de cuello uterino (van der Watt et al, 2009), el cancer de pancreas (Huang et al, 2009), el carcinoma
hepatocelular (Pascale et al, 2005) y el osteosarcoma (Yao et al, 2009) y se correlaciona de forma independiente con
malos resultados clinicos en estos tipos de tumores.

La inhibicién de Crm1 bloquea el éxodo de proteinas supresoras de tumores y/o reguladoras del crecimiento tales
como p53, c-Abl, p21, p27, pRB, BRCAA1, IkB, ICp27, E2F4, KLF5, YAP1, ZAP, KLF5, HDAC4, HDACS5 o proteinas
cabeza de horquilla (por ejemplo FOX03a) del nlcleo que estan asociadas con la expresion génica, la proliferacién
celular, la angiogénesis y la epigenética. Se ha demostrado que los inhibidores de la Crm1 inducen la apoptosis de las
células cancerosas incluso en presencia de sefiales oncogénicas activadoras o estimuladoras del crecimiento, al
tiempo que preservan las células normales (no transformadas). La mayoria de los estudios sobre la inhibicién de Crm1
han utilizado el producto natural inhibidor de Crm1 Leptomicina B (LMB). El propio LMB es altamente téxico para las
células neoplasicas, pero se tolera mal con una marcada toxicidad gastrointestinal en animales (Roberts et al, 1986)
y humanos (Newlands et al, 1996). La derivatizacién del LMB para mejorar sus propiedades farmacolégicas da lugar
a compuestos que conservan la actividad antitumoral y son mejor tolerados en modelos tumorales animales (Yang et
al, 2007, Yang et al, 2008, Mutka et al, 2009). Por lo tanto, los inhibidores de la exportaciéon nuclear podrian tener
efectos beneficiosos en los trastornos neopléasicos y otros trastornos proliferativos. Sin embargo, hasta la fecha, los
inhibidores de Crm1 de moléculas pequefias similares a farmacos para su uso in vitro e in vivo son poco frecuentes.

Ademas de proteinas supresoras de tumores, Crm1 también exporta varias proteinas clave que estan implicadas en
muchos procesos inflamatorios. Entre ellos se incluyen IkB, NF-kB, Cox-2, RXRa, Commd1, HIF 1, HMGB 1, FOXO,
FOXP y otros. La familia de activadores transcripcionales del factor nuclear kappa B (NF-kB/rel), denominada asi por
el descubrimiento de que impulsa la expresién del gen de la inmunoglobulina kappa, regula la expresion del ARNm de
diversos genes implicados en la inflamacién, la proliferacién, la inmunidad y la supervivencia celular. En condiciones
basales, una proteina inhibidora de NF-kB, denominada IkB, se une a NF-kB en el ntcleo y el complejo IkB-NF-kB
inactiva la funcidn transcripcional de NF-kB. En respuesta a estimulos inflamatorios, |kB se disocia del complejo |kB-
NF-kB, lo que libera NF-kB y desenmascara su potente actividad transcripcional. Muchas sefiales que activan el NF-
kB lo hacen dirigiéndose al IkB para su protedlisis (la fosforilaciéon del IkB lo "marca" para su ubiquitinacién y posterior
protedlisis). EI complejo nuclear IkBa-NF-kB puede ser exportado al citoplasma por Crm1, en el que se disocia y NF-
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kB puede reactivarse. El IkB biquitinizado también puede disociarse del complejo NF-kB, restaurando la actividad
transcripcional NF-kB. La inhibicién de la exportacién inducida por Crm1 en neutréfilos humanos y células similares a
macréfagos (U937) por medio de LMB no sé6lo da lugar a la acumulacién del complejo nuclear IkBa-NF-kB
transcripcionalmente inactivo, sino que también impide la activacion inicial de NF-kB incluso tras la estimulacién celular
(Ghosh 2008, Huang 2000). En otro estudio, el tratamiento con LMB inhibié la unién al ADN de NF-kB inducida por IL-
1B (la primera etapa en la activacién transcripcional de NF-kB), la expresiéon de IL-8 y la expresién de moléculas de
adhesion intercelular en células endoteliales de la microvasculatura pulmonar (Walsh 2008). COMMD1 es otro inhibidor
nuclear de la actividad transcripcional tanto de NF-kB como del factor 1 inducible por hipoxia (HIF1). El bloqueo de la
exportacién nuclear de COMMD1 por medio de la inhibicién de Crm1 produce una mayor inhibicién de la actividad
transcripcional de NF-kB y HIF1 (Muller 2009).

Crm1 también media el transporte del receptor X retinoide a (RXRa). El RXRa esta altamente expresado en el higado
y desempefia un papel central en la regulacién del metabolismo y la homeostasis de los 4cidos biliares, el colesterol,
los acidos grasos, los esteroides y los xenobiéticos. Durante la inflamacidén hepatica, los niveles nucleares de RXRa
se reducen significativamente, principalmente debido a la exportacién nuclear de RXRa mediada por la inflamacién
por Crm1. La Lep B es capaz de prevenir el aumento citoplasmético de los niveles de RXRa inducido por la IL-1B en
células derivadas del higado humano (Zimmerman 20086).

El papel de la exportacién nuclear mediada por Crm1 en la sefializacién de NF-kB, HIF-1 y RXRa sugiere que el
bloqueo de la exportaciéon nuclear puede ser potencialmente beneficioso en muchos procesos inflamatorios a través
de mudltiples tejidos y érganos incluyendo la vasculatura (vasculitis, arteritis, polimialgia reumatica, aterosclerosis),
dermatoldgico (ver arriba), reumatolégico (artritis reumatoide y afines, artritis psoridsica, espondiloartropatias,
artropatias cristalinas, lupus eritematoso sistémico, enfermedad mixta del tejido conectivo, sindromes de miositis,
dermatomiositis, miositis por cuerpos de inclusién, enfermedad indiferenciada del tejido conectivo, sindrome de
Sjogren, esclerodermia y sindromes de superposicion, etc.).

La inhibicién de CRM1 afecta a la expresién génica por medio de la inhibicién/activacion de una serie de factores de
transcripcion como ICp27, E2F4, KLF5, YAP1, ZAP

La inhibicién de Crm1 tiene potenciales efectos terapéuticos a través de muchos sindromes dermatolégicos incluyendo
dermatosis inflamatorias (atopia, dermatitis alérgica, dermatitis quimica, psoriasis), dafio solar (dafio Ultravioleta / UV),
e infecciones. La inhibicién de CRM1, mejor estudiada con LMB, mostré efectos minimos en queratinocitos normales,
y ejercié actividad antiinflamatoria en queratinocitos sometidos a UV, TNFa u otros estimulos inflamatorios (Kobayashi
& Shinkai 2005, Kannan & Jaiswal 20086). La inhibicién de Crm1 también regula al alza la actividad de NRF2 (factor
nuclear relacionado con el factor eritroide 2), que protege a los queratinocitos (Schafer et al, 2010, Kannan & Jaiswal
2006) y a otros tipos de células (Wang et al, 2009) del dafio oxidativo. EI LMB induce la apoptosis en queratinocitos
infectados con cepas oncogénicas del virus del papiloma humano (VPH), como el VPH16, pero no en queratinocitos
no infectados (Jolly et al, 2009).

Crm1 también media el transporte de proteinas neuroprotectoras clave que pueden ser Utiles en enfermedades
neurodegenerativas incluyendo la Enfermedad de Parkinson (EP), la Enfermedad de Alzheimer y la Esclerosis Lateral
Amiotréfica. Por ejemplo, (1) forzando la retencidén nuclear de reguladores neuroprotectores clave como NRF2 (Wang
2009), FOXA2 (Kittappa et al, 2007), aparcando en células neuronales y/o (2) inhibiendo la actividad transcripcional
de NFkB secuestrando IKB al nlcleo en células gliales, la inhibicién de Crm1 podria ralentizar o prevenir la muerte
celular neuronal encontrada en estos trastornos. También hay pruebas que relacionan la proliferacién anormal de
células gliales con anomalias en los niveles de CRM1 o en la funcién de CR1 (Shen 2008).

La exportacion nuclear intacta, mediada principalmente a través de CRM1, también es necesaria para la maduracion
intacta de muchos virus. Entre los virus en cuyo ciclo vital se ha implicado la exportacién nuclear y/o el propio CRM1
se encuentran el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), el adenovirus, el retrovirus simiesco de tipo 1, el virus
de la enfermedad de Borna, la gripe (cepas habituales, asi como las cepas H1N1 y H5N1 aviar), virus de la hepatitis
B (VHB) y C (VHC), virus del papiloma humano (VPH), virus respiratorio sincitial (VRS), Dungee, coronavirus del
sindrome respiratorio agudo severo, virus de la fiebre amarilla, virus del Nilo Occidental, virus del herpes simple (VHS),
citomegalovirus (CMV) y poliomavirus de células de Merkel (MCV). (Bhuvanakantham 2010, Cohen 2010, Whittaker
1998). Se prevé que en un futuro préximo se descubran otras infecciones viricas que dependan de la exportacion
nuclear intacta.

La proteina Rev del VIH-1, que circula por el nucléolo y se desplaza entre el nucleo y el citoplasma, facilita la
exportacién de transcritos del VIH empalmados y no empalmados que contienen ARN de elementos de respuesta Rev
(ERR) por la via de exportacién CRM1. La inhibicién del transporte de ARN mediado por Rev por medio de inhibidores
de CRM1 tales como LepB o PKF050-638 puede detener el proceso transcripcional del VIH-1, inhibir la produccion de
nuevos viriones de VIH-1y, por tanto, reducir los niveles de VIH-1 (Pollard 1998, Daelemans 2002).

El virus del dengue (VDEN) es el agente causal de la enfermedad virica comuan transmitida por artrépodos, la fiebre
del dengue (FD), y su mas grave y potencialmente mortal fiebre hemorragica del dengue (FHD). La FHD parece ser
el resultado de una respuesta inflamatoria exuberante al VDEN. La NS5 es la proteina méas grande y conservada del
VDEN. CRM1 regula el transporte de NS5 del nucleo al citoplasma, en el que se desarrollan la mayoria de las funciones
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de NS5. La inhibicién de la exportacién de NS5 mediada por CRM1 altera la cinética de produccién del virus y reduce
la induccién de la quimiocina inflamatoria interleucina-8 (IL-8), lo que abre una nueva via para el tratamiento de las
enfermedades causadas por el VDEN y otros flavivirus de importancia médica, como el virus de la hepatitis C
(Rawlinson 2009).

Otras proteinas de unién a ARN codificadas por virus que utilizan CRM1 para salir del nicleo incluyen la proteina del
tegumento del VHS tipo 1 (VP13/14, o0 hUL47), la proteina pp65 del CMV humano, la proteina ORF 3b del coronavirus
del SARS y la proteina de la matriz (M) del VRS (Williams 2008, Sanchez 2007, Freundt 2009, Ghildyal 2009).

Curiosamente, muchos de estos virus estan asociados con tipos especificos de cancer humano, incluyendo el
carcinoma hepatocelular (CHC) debido a la infeccién crénica por VHB o VHC, el cancer de cuello uterino debido al
VPH y el carcinoma de células de Merkel asociado al VCM. Por lo tanto, los inhibidores de CRM1 podrian tener efectos
beneficiosos tanto en el proceso infeccioso viral como en el proceso de transformacién neoplasica debido a estos
virus.

CRM1 controla la localizacién nuclear y, por tanto, la actividad de multiples enzimas metabolizadoras del ADN,
incluidas las histonas desacetilasas (HDAC), las histonas acetiltransferasas (HAT) y las histonas metiltransferasas
(HMT). Se ha demostrado la supresidn de la hipertrofia de cardiomiocitos con inhibidores irreversibles de CRM1 y se
cree que esta relacionada con la retencién nuclear (y activacion) de HDAC 5, una enzima conocida por suprimir un
programa genético hipertroéfico (Monovich et al, 2009). Asi pues, la inhibicion de CRM1 puede tener efectos
beneficiosos en los sindromes hipertréficos, incluidas ciertas formas de insuficiencia cardiaca congestiva y
miocardiopatias hipertréficas.

CRM1 también se ha relacionado con otros trastornos. El trastorno de Leber, un trastorno hereditario caracterizado
por la degeneracion de las células ganglionares de la retina y la pérdida visual, estd asociado a la inaccién del
interruptor CRM1 (Gupta N 2008). También hay pruebas que relacionan los trastornos neurodegenerativos con
anomalias en el transporte nuclear. El documento WO 2011/109799 se publicé el 9 de septiembre de 2011 y desvela
compuestos azélicos heterociclicos sustituidos, de los que se dice que son inhibidores de CRM1.

En vista de lo anterior, es deseable el descubrimiento de compuestos que modulen el transporte nuclear.

La descripciéon puede abarcar materia que se extiende mas all4 del alcance de las reivindicaciones. Sin embargo, el
alcance de la invencién y de la proteccién se define Unicamente por las reivindicaciones adjuntas y no se extendera
més alld de su ambito. En particular, el ambito de proteccién no incluira ninglin procedimiento de tratamiento
terapéutico del cuerpo humano o animal, incluso si dicha materia se desvela o esta implicita en la presente memoria
descriptiva.

Sumario de la invencién

La presente invencién se relaciona con una forma de dosificacién aceptable por via oral que comprende un compuesto,
0 una sal, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo, que es util como modulador del transporte
nuclear, y procedimientos de uso de dichas formas de dosificacién aceptables por via oral en el tratamiento de diversos
trastornos. Ahora se ha descubierto que las formas de dosificacién aceptables por via oral que comprenden un
modulador del transporte nuclear de la presente invencién, o una sal, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptables
del mismo, proporcionan una exposicién in vivo deseable, medida por el ABC en ratén, al tiempo que presentan niveles
més bajos de penetracion cerebral en comparacidén con otros moduladores. Los compuestos de la invencién tienen la

férmula general I:
N,QNH R2
FiC 4 /> )\I_(
N R R?

Fs

(.

0 una sal, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que cada variable es como se define y
describe en la reivindicacion 1.

Las formas de dosificacién oralmente aceptables de la presente invencién son Utiles para tratar una variedad de
enfermedades, trastornos o afecciones, asociadas con respuestas celulares anormales desencadenadas por un
transporte nuclear inadecuado. Dichas enfermedades, trastornos o afecciones incluyen las descritas en la presente
memoria descriptiva.

Los compuestos proporcionados por la presente invencién también son Utiles para el estudio de la modulacién del
transporte nuclear en fenémenos bioldgicos y patoldgicos; el estudio de vias de transduccién de sefiales intracelulares
mediadas por dichas quinasas; y la evaluacién comparativa de nuevos moduladores del transporte nuclear.
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Breve descripcién de las figuras

Lo anterior se desprendera de la siguiente descripcion mas particular de realizaciones de ejemplo de la invencion.

La FIG. 1 es un gréfico del volumen tumoral medio frente al tiempo, y muestra el volumen medio de grupo de los
tumores xenoinjertados Z-138 en ratones tratados con vehiculo, 80 mg/kg de ciclofosfamida, 15 mg/kg de Compuesto
2 0 7,5 mg/kg de Compuesto 2 (las barras de error representan la SEM para cada grupo).

La FIG. 2 es un gréfico del volumen tumoral medio frente al tiempo, y muestra el volumen medio de grupo de los
tumores xenoinjertados A549 en ratones tratados con vehiculo, 5 mg/kg de cisplatino, 10 mg/kg de Compuesto 20 5
mg/kg de Compuesto 2 (las barras de error representan la SEM para cada grupo).

La FIG. 3A es un gréfico de la puntuacién total de artritis frente al tiempo, y muestra la puntuacién clinica de artritis
inducida por anticuerpos anticolageno en ratones BALB/c machos con artritis tratados con vehiculo, dexametasona, 4
mg/kg de Compuesto 2 o 7.5 mg/kg de Compuesto 2 durante un periodo de observacién de 12 dias (¥ = grupo tratado
con dexametasona significativamente diferente del grupo tratado con vehiculo; # = grupo tratado con 7,5 mg/kg de
Compuesto 2 significativamente diferente del grupo tratado con vehiculo; T = grupo tratado con 4 mg/kg de Compuesto
2 significativamente diferente del grupo tratado con vehiculo).

La FIG. 3B es un gréafico de la media de la pata trasera frente al tiempo, y muestra el espesor medio de la pata trasera
del grupo de ratones BALB/c machos con artritis inducida por anticuerpos anticolageno tratados con vehiculo,
dexametasona, 4 mg/kg de Compuesto 2 o 75 mg/kg de Compuesto 2 durante un periodo de observacién de 12 dias
(¥ = grupo tratado con dexametasona significativamente diferente del grupo tratado con vehiculo; # = grupo tratado
con 7,5 mg/kg de Compuesto 2 significativamente diferente del grupo tratado con vehiculo; T = grupo tratado con 4
mg/kg de Compuesto 2 significativamente diferente del grupo tratado con vehiculo).

La FIG. 4A es un grafico de la inflamacién articular frente al tiempo, y muestra la inflamacién articular medida en una
escala de 0-4 en ratas ingenuas y ratas tratadas de acuerdo con el modelo AIC, con control positivo, o con el
Compuesto 2.

La FIG. 4B es un gréfico de las puntuaciones clinicas en funcién del tiempo, y muestra las puntuaciones clinicas de
artritis de ratas ingenuas y ratas tratadas de acuerdo con el modelo AIC, con control positivo, o con el Compuesto 2.

La FIG. 5 son imagenes representativas de cada grupo de tratamiento en el modelo AIC, y muestran la histopatologia
de las patas traseras de ratas ingenuas y ratas tratadas de acuerdo con el modelo, con control positivo, o con el
Compuesto 2.

La FIG. 6A es un gréfico del espesor de la oreja frente al tiempo, y muestra el espesor medio de la oreja izquierda del
grupo de ratones BALB/c hembra tratados con vehiculo, PMAy vehiculo, PMAy Compuesto 2 o PMA y betametasona.

La FIG. 6B es un grafico del espesor de la oreja frente al tiempo, y muestra el espesor medio del grupo de la oreja
derecha de ratones BALB/c hembra tratados con vehiculo, PMA y vehiculo, PMA y Compuesto 2 o PMA y
betametasona.

La FIG. 8C es un gréfico de la actividad de la enfermedad frente al tiempo, y muestra la media de grupo de la actividad
de la enfermedad en el oido izquierdo de ratones BALB/c hembra tratados con vehiculo, PMA y vehiculo, PMA y
Compuesto 2 o PMAy betametasona.

La FIG. 8D es un gréfico de la actividad de la enfermedad frente al tiempo, y muestra la media de grupo de la actividad
de la enfermedad en el oido derecho de ratones BALB/c hembra tratados con vehiculo, PMA y vehiculo, PMA y
Compuesto 2 o PMAy betametasona.

La FIG. 7A es un grafico del indice de actividad de la enfermedad frente al tiempo, y muestra la actividad de la
enfermedad de ratones BALB/c macho tratados con vehiculo, IMQ y vehiculo, IMQ y 1 uM de Compuesto 2, o IMQ y
10 mg/kg de ciclofosfamida antes de la administracién de IMQ.

La FIG. 7B es un grafico del indice de actividad de la enfermedad frente al tiempo, y muestra la actividad de la
enfermedad de ratones BALB/c macho tratados con vehiculo, IMQ y vehiculo, IMQ y 1 uM de Compuesto 2, o IMQ y
10 mg/kg de ciclofosfamida tras la administracién de IMQ.

La FIG. 8A es un gréafico de la ingesta acumulativa de alimentos frente al tiempo, y muestra la ingesta acumulativa de
alimentos de ratas Zucker delgadas y ratas Zucker obesas tratadas con vehiculo (VEH), 1,5 mg/kg de Compuesto o
3,0 mg/kg de Compuesto 2.

La FIG. 8B es un grafico de la ingesta media de alimentos frente al tiempo, y muestra la ingesta media de alimentos
de ratas Zucker delgadas y ratas Zucker obesas tratadas con vehiculo (VEH), 1,5 mg/kg de Compuesto o 3,0 mg/kg
de Compuesto 2.
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La FIG. 9 es un grafico de barras del cambio porcentual del peso corporal frente al tiempo, y muestra el cambio
porcentual del peso corporal de ratas Zucker delgadas y ratas Zucker obesas tratadas con vehiculo (VEH), 1,5 mg/kg
de Compuesto o 3,0 mg/kg de Compuesto 2 durante el periodo de tratamiento (Dias de estudio 10y 17) y durante el
periodo de lavado (Dia de estudio 24) del experimento.

La FIG. 10A es un gréafico de la ingesta acumulativa de alimentos frente al tiempo, y muestra la ingesta acumulativa
de alimentos de ratas alimentadas con pienso normal y ratas alimentadas con una dieta rica en grasas y tratadas con
vehiculo, 1,5 mg/kg de Compuesto o 3,0 mg/kg de Compuesto 2 durante las fases basal, de tratamiento y de lavado
del estudio.

La FIG. 10B es un gréfico del peso corporal medio frente al tiempo, y muestra el peso corporal medio de ratas
alimentadas con pienso normal y ratas alimentadas con una dieta rica en grasas y tratadas con vehiculo, 1,5 mg/kg
de Compuesto o 3,0 mg/kg de Compuesto 2 durante las fases basal, de tratamiento y de lavado del estudio.

La FIG. 11 es un gréafico de barras de la variacion porcentual del peso corporal frente al tiempo, y muestra la variacién
porcentual del peso corporal de ratas alimentadas con pienso normal y ratas alimentadas con una dieta rica en grasas
y tratadas con vehiculo, 1,5 mg/kg de Compuesto o 3,0 mg/kg de Compuesto 2.

La FIG. 12A es un grafico de la expresiéon de Nrf2 bajo una variedad de condiciones, incluyendo condiciones de knock-
down.

La FIG. 12B es un grafico de la expresion de NQO1 bajo una variedad de condiciones, incluyendo condiciones de
knock-down.

La FIG. 12C es un grafico de la expresién de EPHX1 bajo una variedad de condiciones, incluyendo condiciones de
knowk-down.

La FIG. 13A es un gréfico de barras del cambio de pliegues de la expresién del ARNm de la COX-2, y muestra que el
Compuesto 1 no afecta a la transcripcidn de la COX-2. El analisis de la expresion del ARNm de COX-2 por medio de
gTR-PCR de células HelLa no tratadas (control) se comparé con el de células Hela tratadas con 10 pM de compuesto
1, 20 ng/ml de TNFa o 10 uM de compuesto 1 + 20 ng/ml de TNFa.

La FIG. 13B es un gréafico de la intensidad de la expresién de la proteina COX-2, y muestra que el Compuesto 1 inhibe
la expresidn de la proteina COX-2 inducida por TNFa.

La FIG. 14A es una imagen de células tratadas con DMSO, 20 ng/mL TNFa, o Compuesto 1 + 20 ng/mL TNFaq, y
muestra la localizacién de una variedad de proteinas de carga CRM1 relacionadas con la inflamacion.

La FIG. 14B es una imagen de células tratadas con DMSO, 20 ng/mL TNFa, o Compuesto 1 + 20 ng/mL TNFaq, y
muestra la localizacién de |kB, NFkB, NRF2, PPARy y RXRa.

La FIG. 15A es un gréfico de la latencia para alcanzar la plataforma en la prueba LAM en funcién del tiempo, y muestra
el efecto del tratamiento simulado, el tratamiento de control, el tratamiento con progesterona y las dosis variables del
Compuesto 1 sobre la latencia de los ratones para alcanzar la plataforma durante la fase de adquisicién de la prueba
LAM (los datos representan la media + SEM).

La FIG. 15B es un gréafico de concentracién de citoquinas, y muestra la concentracién de varias citoquinas en plasma
de rata.

La FIG. 15C son fotografias de cerebros enteros de animales que recibieron lesiones simuladas (Sham), CCl +
vehiculo (Control), o CCI + Compuesto 1 (6 mg/kg), y muestra los resultados de una inspeccién visual cualitativa de
cerebros enteros antes del seccionamiento con vibratomo. La inspeccién indicd que ninguno (0 de 4) de los animales
Sham presentaba dafios en el tejido cortical dorso-medial. En marcado contraste, los cuatro controles de CCI
mostraron lesiones bilaterales graves restringidas a esta regién del cértex. Los animales CCl que recibieron el
Compuesto 1 mostraron dafios de moderados a minimos. Cabe destacar que el cerebro que presentaba la lesion mas
grave en el grupo del compuesto 1 era menos dramético que todos los cerebros del grupo de control de la CCl.

La FIG. 15D es una micrografia de baja potencia del marcaje NeuN de la zona cortical dorsal y la zona cortical ventral
de animales tratados con sham (Sham), CCI + vehiculo (Control), y CCl + Compuesto 1 (KPT).

La FIG. 15E son fotomicrografias de marcaje inmunofluorescente de IgG de rata y TNFa en animales tratados con
sham (Sham), CCI + tratado con vehiculo (Control), y CCI + tratado con Compuesto 1 (KPT).

La FIG. 16A es un grafico de la puntuacién clinica en funcién del tiempo, y muestra las puntuaciones clinicas de artritis
de ratas hembra Lewis ingenuas, ratas hembra Lewis artriticas de control, o ratas hembra Lewis artriticas tratadas con
el Compuesto 2.
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La FIG. 16B es un gréafico de la inflamacién articular en funcién del tiempo, y muestra la inflamacién articular medida
en una escala de 0-4 en ratas Lewis hembra ingenuas, ratas Lewis hembra artriticas de control, o ratas Lewis hembra
artriticas tratadas con el Compuesto 2.

La FIG. 17A es un gréfico de la densidad mineral ésea (DMO) de los huesos tarsianos de ratas Lewis hembra ingenuas,
ratas Lewis hembra artriticas de control y ratas Lewis artriticas tratadas con el Compuesto 2.

La FIG. 17B es una visualizacién por medio de microtomografia computarizada tridimensional de las patas traseras
de ratas Lewis hembra ingenuas, ratas Lewis hembra artriticas de control y ratas Lewis hembra artriticas tratadas con
el compuesto 2.

La FIG. 17C es un grafico de la concentracién de IL-1B en el liquido sinovial en funcién del tiempo, y muestra la
concentracién de IL-1B en el liquido sinovial recogido de ratas del Grupo A (ingenuas), Grupo B (modelo) y Grupo C
(Compuesto 2 a 5 mg/kg QoD) en los Dias 21 y 27 del Estudio AIC Num. 2.

La FIG. 17D es un grafico de la concentracién de IL-6 en el liquido sinovial en funcién del tiempo, y muestra la
concentracién de IL-6 en el liquido sinovial recogido de ratas del Grupo A (ingenuas), Grupo B (modelo) y Grupo C
(Compuesto 2 a 5 mg/kg QoD) en los Dias 21 y 27 del Estudio AIC Num. 2.

La FIG. 17E es un grafico de la concentracién de MCP-1 en el liquido sinovial en funcién del tiempo, y muestra la
concentracién de MCP-1 en el liquido sinovial recogido de ratas del Grupo A (ingenuas), Grupo B (modelo) y Grupo C
(Compuesto 2 a 5 mg/kg QoD) en los Dias 21 y 27 del Estudio AIC Num. 2.

La FIG. 17F es un gréfico de la concentraciéon de PCR en el liquido sinovial en funcién del tiempo, y muestra la
concentracion de PCR en el liquido sinovial recogido de ratas del Grupo A (ingenuas), Grupo B (modelo) y Grupo C
(Compuesto 2 a 5 mg/kg QoD) en los Dias 21 y 27 del Estudio AIC Nim. 2.

La FIG. 17G es un gréfico de la concentracion de IL-1B en suero en funcién del tiempo, y muestra la concentracién de
IL-1B en muestras de suero de rata recogidas de ratas del Grupo A (ingenuas), Grupo B (modelo) y Grupo C
(Compuesto 2 a 5 mg/kg QoD) en los Dias 15, 21 y 27 del Estudio AIC Num. 2.

La FIG. 18A es un esquema del modelo murino de EAE inducida por MOG en ratones hembra descrito en la presente
memoria descriptiva.

La FIG. 18B es un gréafico de la puntuacidn clinica en funcién del dia de estudio, y muestra los efectos del tratamiento
con vehiculo, el tratamiento con dexametasona y el tratamiento con el Compuesto 1 sobre la puntuacién clinica de
ratones hembra en el modelo murino de EAE inducida por MOG descrito en la presente memoria descriptiva.

La FIG. 19 son fotografias de heridas tratadas tépica o sistémicamente con el Compuesto 1 o su vehiculo apropiado,
y muestra los resultados de una evaluacion morfolégica de la herida realizada el Dia 5 tras la herida.

Descripcidn detallada de la invencién

Compuestos de la invencién

Una primera realizacidén proporciona una forma de dosificacién aceptable por via oral que comprende un compuesto
de féormula I:
N,QNH R2
FsC ! /> :N%
N RW R3

E m,
o una sal farmacéuticamente aceptable, solvato o hidrato del mismo, en el que:
R" se selecciona entre hidrogeno y C4-C4 alquilo;
R? se selecciona entre Oy S; y
R3 se selecciona entre -N(R*)-(C3s-Cs cicloalquilo), -C4-Cs alquilo, -(Co-C4 alquileno)-heterociclilo, y -(Co-C4 alquileno)-
heteroarilo, en el que cualquier porcién de alquilo o alquileno de R® esta opcional e independientemente sustituida con
uno o més sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en oxo, -OH, -SH, nitro, halégeno, amino, ciano, C4-

C12 alquilo, Co-C4z alquenilo, Co-Cqz alquinilo, C4-Cq2 alcoxi, C4-Cqz haloalquilo, C4-C42 haloalcoxi y C4-Ci2 alquil
sulfanilo;
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cualquier porcion heterociclilica de R® comprende al menos un atomo de nitrégeno en un anillo, y esta opcionalmente
sustituida con uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en oxo, -OH, -SH, nitro, halégeno, amino,
ciano, C4-Cqz alquilo, Co-C4z alquenilo, Co-C4z alquinilo, C4-C12 alcoxi, C4-Cq2 haloalquilo, C4-Cq2 haloalcoxi y Ci-
C12 alquilsulfanilo; y

cualquier porcion heteroarilo de R® comprende al menos un atomo de nitrégeno en un anillo y esta opcionalmente
sustituido con uno o mas -OH, -SH, nitro, halégeno, amino, ciano, C4-C12 alquilo, Co-C12 alquenilo, C»>-C+» alquinilo, C+-
C12 alcoxi, C4-C12 haloalquilo, C4-C12 haloalcoxi y C1-C+2 alquil sulfanilo; y

R* se selecciona entre hidrogeno y C4-Cy4 alquilo; y
un portador farmacéuticamente aceptable.

En un primer aspecto de la primera realizacién, R' se selecciona entre hidrégeno y metilo. Los valores de las demas
variables son los descritos en la primera realizacién.

En un segundo aspecto de la primera realizacion, R' es hidrégeno. Los valores de las demas variables son los
descritos en la primera realizacion.

En un tercer aspecto de la primera realizacion, R? es O. Los valores para las variables restantes son como se describen
en la primera realizacién, o primer o segundo aspecto de la misma.

En un cuarto aspecto de la primera realizacién, R?es S. Los valores para las variables restantes son como se
describen en la primera realizacidn, o en los aspectos primero a tercero de la misma.

En un quinto aspecto de la primera realizacion, R* es hidrégeno.

En un sexto aspecto de la primera realizacién, R3 se selecciona de -N(R*)-(Cs-Cs cicloalquilo), -C3-Cs alquilo, -(Co-
C+ alquileno)-heterociclilo, y (Co-C+ alquileno)-heteroarilo, en el que cualquier porcidn de alquilo o alguileno de R® esta
opcionalmente sustituida con -N(R®),, en el que cada R°® se selecciona independientemente entre hidrégeno y C+-
C4 alquilo; cualquier porcion heterociclilica y heteroarilica de R® comprende al menos un atomo de nitrégeno en un
anillo; y cualquier porcidn heterociclilica y heteroarilica de R® esta opcionalmente sustituida con C4-C4 alquilo. Los
valores de las variables restantes son los descritos en la primera realizacién, o en los aspectos primero a quinto de la
misma.

En un séptimo aspecto de la primera realizacion, R se selecciona de -C(CHz)s, -CH(NH,)-CH(CHjs), -NH-ciclopropilo,
-(CHa)o.1-pirazinilo, piperidinilo, hidroxipiperidinilo, N-metilpiperidinilo, -CH>-morfolin-4-ilo y metilpirazolilo. Los valores
de las variables restantes son los descritos en la primera realizacién, o en los aspectos primero a quinto de la misma.

En un octavo aspecto de la primera realizacion, R® se selecciona de -C(CH3)s, -CH(NH,)-CH(CHz)2, -NH-ciclopropil, -
(CHz)o.1-pirazin-2-il, piperidin-3-il, -CH>-morfolin-4-il, y 5-methilil-1-H-pirazol-4-il. Los valores de las variables restantes
son los descritos en la primera realizacién, o en los aspectos primero a quinto de la misma.

En un noveno aspecto de la primera realizacion, R® se selecciona de -C(CHa)s, -NH-ciclopropil, -CHz-pirazin-2-il, -
pirazin-2-il, -CHx-morfolin-4-il, y 5-metil-1-H-pirazol-4-il. Los valores de las variables restantes son los descritos en la
primera realizacién, o en los aspectos primero a quinto de la misma.

Una segunda realizacién es una forma de dosificacién aceptable por via oral que comprende un compuesto de férmula
(), o una sal, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que R® se selecciona de -N(R*)-(Cs-
Cs cicloalquilo), -Cs-Ce alquilo, -(Co-C+ alquileno)-heterociclilo, y -(Co-C+ alquileno)-heteroarilo, en el que:

cualquier porcion de alquilo o alquileno de R®esta opcionalmente sustituida con -N(R%),, en el que cada R°se
selecciona independientemente entre hidrégeno y C1-C4 alquilo;

cualquier porcion heterociclilica y heteroarilica de R® comprende al menos un atomo de nitrégeno en un anillo; y
cualquier heterociclo, y la porcién heteroarilo de R® esta opcionalmente sustituida con C4-C4 alquilo.

En un primer aspecto de la segunda realizacion, R se selecciona de -C(CHa)s, -CH(NH,)-CH(CHjs), -NH-ciclopropilo,
-(CHa)o.1-pirazinilo, piperidinilo, hidroxipiperidinilo, N-metilpiperidinilo, -CH>-morfolin-4-ilo y metilpirazolilo.

En un segundo aspecto de la segunda realizacion, R3 se selecciona de -C(CHa)s, -CH(NH2)-CH(CH3),, -NH-ciclopropil,
~(CHa)a.1-pirazin-2-il, piperidin-3-il, -CHo-morfolin-4-il, y 5-metil-1-H-pirazol-4-il.

En un tercer aspecto de la segunda realizacién, R® se selecciona de -C(CHs)s, -NH-ciclopropil, -CHz-pirazin-2-il, -
pirazin-2-il, -CHx-morfolin-4-il, y 5-metil-1-H-pirazol-4-il.

Una tercera realizacién proporciona una forma de dosificacién aceptable por via oral que comprende un compuesto
de férmula |, o una sal, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo, en el que R3 se selecciona de -
N(R*)-(C3-Cs cicloalquilo), -C3-Cs alquilo, -(Co-C+ alquileno)-heterociclilo, y -(Co-C+ alquileno)-heteroarilo, en el que:

8
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cualquier porcion de alquilo o alquileno de cualquier R® esta opcional e independientemente sustituida con uno o mas
sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en oxo y -N(R%) en el que cada R®se selecciona
independientemente de hidrégeno y C4-C4 alquilo;

cualquier porcion heterociclilica de R® comprende al menos un atomo de nitrégeno en un anillo, y esta opcionalmente
sustituida con uno o més sustituyentes seleccionados del grupo formado por C4-C4 alquilo y oxo; y

cualquier porcion heteroarilo de R® comprende al menos un atomo de nitrégeno en un anillo y esta opcionalmente
sustituido con uno o mas C4-Cs alquilo. Los valores de las variables restantes son los descritos en la primera
realizacion, o en los aspectos primero a quinto de la misma.

En un primer aspecto de la tercera realizacion, R® es -(Co-C+ alquileno)-heterociclilo. Los valores de las variables
restantes son los descritos en la primera realizacién, o en los aspectos primero a quinto de la misma.

En un segundo aspecto de la tercera realizacion, R® es -(Co-C+ alquileno)-heterociclilo, en el que el heterociclilo se
selecciona entre pirazinilo, piperidinilo, morfolinilo y pirazolilo. Los valores de las variables restantes son los descritos
en la primera realizacién, o en los aspectos primero a quinto de la misma.

En un tercer aspecto de la tercera realizacion, R3 es -(Co-C+ alquileno)-heterociclilo, en el que el heterociclilo es
morfolinilo. Los valores de las variables restantes son los descritos en la primera realizacion, o en los aspectos primero
a quinto de la misma.

En un cuarto aspecto de la tercera realizacion, R® es -(C+ alquileno)-heterociclilo. Los valores de las variables restantes
son los descritos en la primera realizacién, o en los aspectos primero a quinto de la misma.

En un quinto aspecto de la tercera realizacion, R es -(C+ alquileno)-morfolinilo. Los valores de las variables restantes
son los descritos en la primera realizacién, o en los aspectos primero a quinto de la misma.

En la Tabla 1 se exponen compuestos ejemplares de formula |.

Tabla 1. Compuestos ejemplares de férmula I.

Num. | Estructura del compuesto Datos fisicos ('"H RMN y LCMS (M+H)*)
Cmpd
1 "H RMN (400 MHz, DMSO-d6, ppm) 5 = 10,35 (s, 1H), 9,66 (s, 1H),

encontrado: 450,19 (tiempo de retencién 2,89 min, pureza: 94,5%).

o /;}HN 9,64 (s, 1H), 8,57 (s, 2H), 8,28 (s, 1H), 7,48-7.50 (d, J=8 Hz, 1H),
3 gk J§Y 6.00-6,03 (d, J=12 Hz, 1H), 1,15 (s, 9H). LCMS calcd: 450,36,
Fs

2 N,N/?NH o TH RMN (400 MHz, DMSO-d6, ppm) 5 = 10,56 (s, 1H), 9,94 (s, 1H),
F,C " N | 961 (s 1H), 8,55 (s, 2H), 8,28 (s, 2H), 7,48-7,51 (d, =108 Hz, 1H)
6,01-6,03 (d, J=10,4 Hz, 1H), 3,60-3,62 (t, 4H), 3,08 (s, 2H). LCMS

— calcd: 493,38, encontrado: 493,24 (tiempo de retencién 2,29 min,
s pureza: 99,48%)
3 NN NH O "H RMN (400 MHz, DMSO-d6, ppm) & = 13,01 (bs, 1H), 10,47 (bs,

F-C ) HN 1H), 10,03 (s, 1H), 9,70 (s, 1H), 8,56 (s, 2H), 8,28 (s, 1H), 7,97 (bs,
3 N 1H), 7,51-7,54 (d, J=10,8 Hz, 1H), 6,06-6,08 (d, J=10,4 Hz, 1H), 2,41
"“ (s, 3H). LCMS calcd: 474,34, encontrado: 474,14 (tiempo de

- retencion 2,51 min, pureza: 99,88%)
3

4 Q_NH HN_<] H RMN (400 MHz, MeOD, ppm) & = 9,67 (s, 1H), 8,66 (s, 2H), 8,09

FiC H\N‘& (s, 1H), 7,44-7,47 (d, J=10,8 Hz, 1H), 6,02 (m, 1H), 4,64 (s, 1H), 3,33

(m, 1H), 2,88 (m, 1H), 0,91 (m, 2H), 0,79 (m, 2H). LCMS calcd para:

C17H1sFsNsOS [M+H]": 465,40, encontrado: 465,19 (tiempo de
Fa retencion 2,78 min, pureza: 99,63%)

5 N-—N/} "H RMN (400 MHz, DMSO-d6, ppm) 5 = 10,36 (s, 1H), 9,10 (s, 1H),

8,53 (s, 2H), 8,29 (s, 1H), 7,32-7,34 (d, J=10,0 Hz, 1H), 6,05-6,07
(d, y=10,0 Hz, 1H), 3,56 (s, 4H), 3,10 (s, 3H), 3,05 (s, 2H), 2,51 (s,
4H). LCMS calcd para: CooH21FeNeO3 [M+H]": 507,41, encontrado:
507,24 (tiempo de retencién 2,40 min, pureza: 99,61%)

) Cf)
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Fa

"H RMN (400 MHz, DMSO-d6, ppm) & = 9,73 (s, 1H), 8,56 (s, 2H),
8,29 (s, 1H), 7,41-7,44 (d, J=10.4 Hz, 1H), 5,98-6,00 (d, J=10,4 Hz,
1H), 2,91 (d, 1H), 2,81 (d, 1H), 2,34-2,58 (m, 4H), 1,77 (m, 1H), 1,54
(m, 2H), 1,34 (m, 1H), 1,23 (s, 2H). LCMS calcd: 477,38, encontrado:
477,24 (tiempo de retencién 2,38 min, pureza: 95,46%).

Fa

"H RMN (400 MHz, DMSO-d6, ppm) & = 10,88 (s, 1H), 10,76 (s, 1H),
9,58 (s, 1H), 8,55 (s, 2H), 8,31 (s, 1H), 8,24 (s, 2H), 7,53-7,56
(d, y=10,4 Hz, 1H), 6,06-6,09 (d, J=10,4 Hz, 1H), 3,69 (s, 1H), 2,13
(m, 1H), 1,01 (d, 6H). LCMS calcd: 465,37, encontrado: 465,24
(tiempo de retencidn 2,45 min, pureza: 95,19%)

FiC ; AP
F

w

H RMN (400 MHz, DMSO-d6, ppm) & = 10,95 (s, 1H), 10,82 (s, 1H),
9,62 (s, 1H), 9,22 (s, 1H), 8,95 (s, 1H), 8,81 (s, 1H), 8,55 (s, 2H), 8,29
(s, 1H), 7,56-7,53 (d, J=10,4 Hz, 1H), 6,10-6,08 (d, J=10,4 Hz, 1H).
LCMS calcd: 472,32, encontrado: 472,14 (tiempo de retencidén 2,68
min, pureza: 93,5%)

FiC L
oab
F
3 ~

"H RMN (400 MHz, DMSO-d6, ppm) & = 10,61 (s, 1H), 10,26 (s, 1H),
9,62 (s, 1H), 8,57 (s, 2H), 8,30 (s, 1H), 7,52-7,49 (d, J=10,4 Hz, 1H),
6,02-6,05 (d, J=10,4 Hz, 1H), 3,38 (m, 3H), 2,91 (m, 2H), 2,70 (s, 3H),
1,80 (m, 2H), 1,76 (m, 2H). LCMS calcd: 491,41, encontrado: 491,24
(tiempo de retencidn 2,28 min, pureza: 99,97%)

10

“(;*“’)
F

w

"H RMN (400 MHz, DMSO-d6, ppm) & = 10,88 (s, 1H), 10,76 (s, 1H),
9,58 (s, 1H), 8,55 (s, 2H), 8,31 (s, 1H), 8,24 (s, 2H), 7,53-7,56
(d, y=10,4 Hz, 1H), 6,06-6,09 (d, J=10,4 Hz, 1H), 3,69 (s, 1H), 2,13
(m, 1H), 1,01 (d, 6H). LCMS calcd: 465,37, encontrado: 465,24
(tiempo de retencidn 2,45 min, pureza: 95,19%)

1

F.C i N’) NH
O
F3 - N

"H RMN (400 MHz, DMSO-d6, ppm) & = 10,69 (s, 1H), 10,54 (s, 1H),
9,62 (s, 1H), 8,67 (s, 1H), 8,58 (m, 2H), 8,56 (s, 2H), 8,28 (s, 1H),
7,49-7,51 (d, J=10,8 Hz, 1H), 6,01-6,04 (d, J=10,4 Hz, 1H), 3,84 (s,
2H). LCMS calcd: 486,35, encontrado: 486,29 (tiempo de retencién
2,49 min, pureza: 99,96%)

12

3

TH RMN (400 MHz, DMSO-de) 6 10,70-10,88 (m, 2H), 9,56 (s, 1H),
8,57 (s, 2H), 8,29 (s, 1H), 7,52-7,55 (d, J= 10,4 Hz, 1H), 6,0-6,03
(d, J=10,4 Hz, 1H), 3,51-364 (m, 8H). LCMS m/z507,25
[M+HT*, tr = 2,012 min.

13

FiC f N,)

TH RMN (400 MHz, DMSO-ds) b 10,58 (s, 1H), 9,83 (s, 1H), 9,56 (s,
1H), 8,54-8,56 (m, 2H), 8,25-8,30(m, 1H), 7,49-7,51 (d, J=10,4 Hz,
1H) ), 6,01-6,04 (d, J=10,4 Hz, 1H), 3,44-3,57 (m, 2H), 3,28-3,34 (m,
2H), 3,21 (s, 1H), 3,15 (s, 1H), 2,84-2,88 (m, 2H), 0,93-1,04(m, 6H):
LCMS m/z 521,18 [M+HT", tz 1,898 min.

14

TH RMN (400 MHz, DMSO-ds) 5 10,33 (bs, 2H), 9,63 (s, 1H), 8,57 (s,
2H), 8,30 (s, 1H), 7,50-7,52 (d, J = 8 Hz, 1H)), 6,01-6,03 (d, J = 8 Hz,
1H), 4,08-4,12 (m, 4H), 3,85-3,87 (m, 2H), 3,41-344 (m, 2H).
LCMS m/z 507,13 [M+HT", tz 1,950 min.

15

TH RMN (400 MHz, DMSO-ds) b 10,55 (s, 1H), 9,81 (s, 1H), 9,62 (s,
1H), 8,56 (s, 2H), 8,29 (s, 1H), 7,49-7,51 (d, J = 10,4 Hz, 1H)), 6,01-
6,03 (d, J = 10,4 Hz, 1H), 3,65-3,67 (m, 2H), 3,30-3,34 (m, 2H), 3,08
(bs, 2H), 2,55-2,58 (m, 2H), 0,96 (s, 6H). LCMS m/z 521,18
[M+HT*, tz 1,937 min.
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En algunas realizaciones, el compuesto de la invencion se selecciona de uno cualquiera de los compuestos 1 a 11.
En un aspecto de estas realizaciones, el compuesto se selecciona de uno cualquiera de los compuestos 1, 2, 3, 4, 8
y 11. En un aspecto de estas realizaciones, el compuesto se selecciona de cualquiera de los compuestos 1, 2, 3, 4, 8,
11, 12 y 13 o una sal, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo.

La farmacocinética (FC) desempefia un papel cada vez méas importante en el descubrimiento y desarrollo de farmacos.
La farmacocinética es el estudio cuantitativo del curso temporal de la absorcidn, distribucién, metabolismo y/o
excrecién de los farmacos. Cuando se administra un farmaco, se distribuye rapidamente desde el lugar de
administracién a la circulacién sanguinea sistémica. Una medida del grado de distribucién de un agente terapéutico
es el area bajo la curva de concentracién plasmatica-tiempo (ABC), calculada hasta la ultima concentracién medida
(ABCt) y extrapolada hasta el infinito (ABCn). Asi pues, la ABC es una métrica utilizada con frecuencia para cuantificar
la exposicién a los farmacos.

En general, cuanto mayor es la exposiciéon de un agente terapéutico, mayores son los efectos del agente. Sin embargo,
una exposicién elevada a un agente terapéutico puede tener efectos nocivos en determinados tejidos, como el cerebro.
Si bien la barrera hematoencefédlica (BHE), una red protectora formada por uniones estrechas entre células
endoteliales, restringe la difusién de moléculas hidrofilicas y/o de gran tamafio, los farmacos con una ABC elevada
siguen siendo capaces de penetrar la BHE y/o el liquido cefalorraquideo. Esta penetraciéon suele ser indeseable y
puede provocar efectos secundarios no deseados. Los esfuerzos actuales de descubrimiento de farmacos se dirigen,
en parte, a lograr un equilibrio entre la maximizacién de la exposicién al farmaco (es decir, ABC) y la minimizacién de
la penetracion cerebral.

La relacién cerebro/plasma (B:P) es uno de estos procedimientos para cuantificar la distribucidn relativa de un agente
terapéutico en el tejido cerebral con respecto a la de la circulacidén. Dicha proporcidén proporciona una indicacién de la
penetracion cerebral de un determinado agente terapéutico. Se prefiere una elevada proporcién cerebro/plasma
cuando se atacan enfermedades localizadas en el sistema nervioso central (SNC), incluidos el cerebro y el liquido
cefalorraquideo. Sin embargo, suele ser preferente una relaciéon cerebro/plasma mas baja para los agentes
terapéuticos no relacionados con el SNC, a fin de minimizar la penetracién cerebral y evitar posibles efectos
secundarios. Por lo tanto, es preferente una relacién cerebro/plasma baja para evitar la acumulacién no deseada de
agentes terapéuticos en el cerebro y el tejido del SNC.

Como se expone con mas detalle en la secciéon Ejemplo, los compuestos de la presente invencion muestran un ABC
méas alto y/o un B:P mas bajo en comparacién con otros inhibidores del transporte nuclear, tales como los desvelados
en la solicitud de patente cotitular de Estados Unidos Num. 13/041,377, presentada el 5 de marzo de 2011 y publicada
como US 2009/0275607 el 10 de noviembre de 2011. En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona un
compuesto de férmula |, en el que el compuesto tiene <1uM (menos de 1 M ) de actividad de exportacién nuclear, un
ABCinf de mas de aproximadamente 3500; y un B:P de menos de aproximadamente 2,5 cuando se dosifica en un
ratén a 10 mg/kg po.

Las caracteristicas novedosas de la presente invencion se haran evidentes para los expertos en la materia al examinar
la siguiente descripcion detallada de la invencion.

Compuestos y definiciones

Los compuestos de la presente invencidn incluyen los descritos en general anteriormente, y se ilustran ademas por
las clases, subclases y especies desveladas en la presente memoria descriptiva. A menos que se indique lo contrario,
se aplicaran las siguientes definiciones. A efectos de la presente invencién, los elementos quimicos se identifican de
acuerdo con la Tabla Peri6dica de los Elementos, version CAS, Handbook of Chemistry and Physics, 751" Ed. Ademaés,
los principios generales de la quimica organica se describen en "Organic Chemistry”, Thomas Sorrell, University
Science Books, Sausalito:. 1999, y "March's Advanced Organic Chemistry", 52 Ed., Ed.:. Smith, M.B. y March, J., John
Wiley & Sons, Nueva York: 2001.

A menos que se especifique lo contrario dentro de esta especificacién, la nomenclatura usada en esta especificacion
sigue generalmente los ejemplos y reglas indicados en Nomenclatura de Quimica Organica, Secciones A, B, C, D, E,
F, y H, Pergamon Press, Oxford, 1979. Opcionalmente, el nombre de un compuesto puede generarse mediante el uso
de un programa de nomenclatura quimica: ACD/ChemSketch, Version 5.09/September 2001, Advanced Chemistry
Development, Inc., Toronto, Canada.

Los compuestos de la presente invencién pueden tener centros asimétricos, ejes quirales y planos quirales (por
ejemplo, como se describe en: E. L. Eliel y S. H. Wilen, Stereo-chemistry of Carbon Compounds, John Wiley & Sons,
Nueva York, 1994, paginas 1119-1190), y se presentan como racematos, mezclas racémicas y como diastereémeros
o enantibmeros individuales, incluyéndose en la presente invencién todos los isbmeros y mezclas de los mismos
posibles, incluidos los isémeros épticos.

Eltérmino "halo" o "halégeno", tal como se utiliza en la presente memoria descriptiva, significa halégeno e incluye, por
ejemplo, y sin estar limitado a ello, fluoro, cloro, bromo, yodo y similares, tanto en formas radiactivas como no
radiactivas.

1



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 3016982 T3

El término "alquilo”, tal como se utiliza en la presente memoria descriptiva, a menos que se indique lo contrario,
significa radicales hidrocarbonados monovalentes saturados rectos o ramificados, tipicamente C4-Cqo,
preferentemente C4-Cs. Como tal, "C1-Cs alquilo” significa un radical hidrocarbonado monovalente saturado, recto o
ramificado, que tiene de uno a seis atomos de carbono (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, 5 0 6). Algunos ejemplos de grupos
alquilo son, entre otros, metilo, etilo, propilo, isopropilo y t-butilo.

Se entiende que los sustituyentes y los patrones de sustitucion en los compuestos de la invencién pueden
seleccionarse por alguien con conocimientos ordinarios en la materia para proporcionar compuestos que sean
quimicamente estables y que puedan sintetizarse facilmente por medio de técnicas conocidas en la materia, asi como
aquellos procedimientos que se exponen a continuacién. En general, el término "sustituido", tanto si va precedido del
término "opcionalmente" como si no, significa que uno o mas hidrégenos de la fraccién designada se sustituyen por
un sustituyente adecuado. A menos que se indique lo contrario, un "grupo opcionalmente sustituido" puede tener un
sustituyente adecuado en cada posicién sustituible del grupo y, cuando mas de una posicién en cualquier estructura
dada pueda sustituirse con méas de un sustituyente seleccionado de un grupo especificado, el sustituyente puede ser
el mismo o diferente en cada posicién. Alternativamente, un "grupo opcionalmente sustituido" puede no estar
sustituido.

Las combinaciones de sustituyentes previstas por la presente invencidén son preferentemente aquellas que dan lugar
a la formacidén de compuestos estables o quimicamente viables. Si un sustituyente estd a su vez sustituido con mas
de un grupo, se entiende que estos grupos mdltiples pueden estar en el mismo atomo de carbono o en atomos de
carbono diferentes, siempre que resulte una estructura estable. El término "estable", tal y como se utiliza en la presente
memoria descriptiva, se relaciona con compuestos que no se alteran sustancialmente cuando se someten a
condiciones que permiten su produccién, deteccién y, en determinadas realizaciones, su recuperacion, purificaciéon y
uso para uno o mas de los fines aqui descritos.

Los sustituyentes monovalentes adecuados en un atomo de carbono sustituible de un "grupo opcionalmente sustituido”
son independientemente halégeno; -(CH2)0.4R®; -(CH2)0.4OR?; -O(CH2)0.4R°, -O-(CH>)0.4C(O)OR?®; -(CH2)0.4CH(OR?®)5;
~(CH2)0.4SR?; -(CH2)o.4Ph, que puede sustituirse con R®; -(CH2)0.4O(CH2)o.1Ph, que puede estar sustituido con R®; -
CH=CHPh, que puede estar sustituido con R°; -(CH2)0.4O(CH2)o.1-piridilo que puede estar sustituido con R°; -NOy; -
CN; -N3z; -(CH2)04N(R°)2; -(CH2)a4N(R®)C(O)R®; -N(R°)C(S)R®; ~(CH2)04N(R°)C(O)NR°2; -N(R°)C(S)NR®2; -(CHz)o.
sN(R®)C(O)OR®; -N(R°)N(R°)C(O)R?; -N(R°)N(R°)C(O)NR"2; -N(R°)N(R®)C(O)OR?®; -(CH2)0.4C(O)R®; -C(S)R®; -(CH2)o.
4C(O)OR?; ~(CH2)02C(O)SR®; ~(CH2)04C(O)OSIiR’3; ~(CH2)0.4OC(O)R?; -OC(O)(CH2)0-4SR-, SC(S)SR®; -(CHaz)o.
4SC(O)R?; -(CH2)0.4C(O)NR®2; -C(S)NR®2; -C(S)SR®; -SC(S)SR®, -(CH2)0.4OC(O)NR°2; -C(O)N(OR°)R?; -C(O)C(O)R";
-C(O)CH2C(O)R®; -C(NOR®)R®;«(CH2)0.4SSR?; -(CH2)0.48(0)2R?; -(CH2)0-48(0)20R®; ~(CH2)0.40S(0O)2R®; -S(O)2NR; -
(CH2)0.4S(O)R®; -N(R°)S(O)2NR®2; -N(R°)S(O)2R°; -N(OR°)R°; -C(NH)NR®s; -P(O)R®;, -P(O)R°; -OP(O)R°y -
OP(O)(OR®),; SiR%s; -(C1.4 alquileno recto o ramificado)O-N(R°)z2; 0 -(C4.4 alquileno recto o ramificado)C(O)O-N(R®),,
en el que cada R° puede estar sustituido como se define a continuacién y es independientemente hidrégeno, C4.
s alifatico, -CHoPh, -O(CH2)o.1Ph, -CHo-(anillo heteroarilo de 5-6 miembros), o un anillo de 5-6 miembros saturado,
parcialmente insaturado, o arilo con 0-4 heteroatomos seleccionados independientemente entre nitrégeno, oxigeno y
azufre, o, no obstante la definicion anterior, dos apariciones independientes de R°, junto con su(s) atomo(s)
intermedio(s), forman un anillo monociclico o biciclico saturado, parcialmente insaturado o arilo de 3-12 miembros con
0-4 heterodtomos seleccionados independientemente entre nitrégeno, oxigeno y azufre, que puede estar sustituido
como se define a continuacion.

Los sustituyentes monovalentes adecuados en R® (o el anillo formado tomando dos ocurrencias independientes de R*
junto con sus atomos intermedios), son independientemente halégeno, -(CH)o2R", -(haloR"), -(CH2)0.2OH, -(CHa)o.
20R’, (CH2)02CH(OR")2; -O(haloR’), -CN, -N3, -(CH2)02C(O)R", -(CH2)02C(O)OH, -(CH2)o2C(O)OR®, -(CH2)02SR", -
(CH2)0-2SH, -(CHz2)o-oNH2, -(CH2)o.2NHR®, -(CH2)o2NR’s, -NO, -SiR’3, -OSiR'3, -C(O)SR®, -(C1.4 alquileno recto o
ramificado)C(O)OR*, o -SSR* en el que cada R* esta sin sustituir o donde precedido por "halo" esta sustituido sélo
con uno o mas halégenos, y se selecciona independientemente entre C.4 alifaticos, -CHoPh, -O(CH2)0.1Ph, o un anillo
saturado, parcialmente insaturado o arilo de 5-6 miembros con 0-4 heterodtomos seleccionados independientemente
entre nitrégeno, oxigeno y azufre. Los sustituyentes divalentes adecuados en un atomo de carbono saturado de R®
incluyen =O y =S.

Los sustituyentes divalentes adecuados en un atomo de carbono saturado de un "grupo opcionalmente sustituido”
incluyen los siguientes: =0, =S, =NNR*;, =NNHC(O)R*, =NNHC(O)OR*, =NNHS(O).R* =NR*, =NOR*, -O(C(R*2))o.
30-, y -S(C(R*2))2:3S-, en el que cada ocurrencia independiente de R* se selecciona entre hidrégeno, C1.¢ alifatico que
puede estar sustituido como se define a continuacién, o un anillo saturado, parcialmente insaturado o arilico de 5-6
miembros no sustituido que tiene 0-4 heteroatomos seleccionados independientemente entre nitrégeno, oxigeno y
azufre. Los sustituyentes divalentes adecuados que se unen a los carbonos sustituibles vicinales de un grupo
"opcionalmente sustituido” incluyen: -O(CR*2)2.30-, en el que cada ocurrencia independiente de R* se selecciona entre
hidrégeno, Cq alifitico que puede estar sustituido como se define a continuacién, o un anillo saturado, parcialmente
insaturado o arilo de 5-6 miembros no sustituido que tiene 0-4 heterodtomos seleccionados independientemente entre
nitrégeno, oxigeno y azufre.

Los sustituyentes adecuados en el grupo alifdtico de R* incluyen halégeno, -R-, -(haloR*), -OH, -OR", -O(haloR"), -CN,
-C(O)OH, -C(O)OR*, -NH», -NHR*, -NR~, y -NO, en los que cada R no esta sustituido o, cuando esta precedido por
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"halo", esta sustituido Unicamente por uno o mas haldégenos, y es independientemente C1.4 alifatico, -CHxPh, -O(CHa)o.
1Ph, o un anillo saturado, parcialmente insaturado o arilo de 5-6 miembros con 0-4 heterodtomos seleccionados
independientemente entre nitrégeno, oxigeno y azufre.

Los sustituyentes adecuados en un nitrégeno sustituible de un "grupo opcionalmente sustituido" incluyen -RT, -NRT;, -
C(O)RT, -C(O)ORT, -C(O)C(O)RT, -C(O)CH-C(O)RT, - S(O)2RT, -S(O)2NRT,, -C(S)NRTy, -C(NH)NRT,, y -N(RT)S(O):RT;
en el que cada RT es independientemente hidrégeno, C alifatico que puede estar sustituido como se define a
continuacién, -OPh no sustituido, o un anillo saturado, parcialmente insaturado o arilo de 5-6 miembros no sustituido
que tiene 0-4 heterodtomos seleccionados independientemente entre nitrégeno, oxigeno y azufre, o, no obstante la
definicién anterior, dos apariciones independientes de RT, junto con su(s) atomo(s) intermedio(s), forman un anillo
monociclico o biciclico saturado, parcialmente insaturado o arilico de 3-12 miembros no sustituido con 0-4
heteroatomos seleccionados independientemente entre nitrégeno, oxigeno y azufre.

Los sustituyentes adecuados en el grupo alifatico de RT son independientemente haldégeno, -R*, -(haloR’), -OH, -OR",
-O(haloR"), -CN, -C(O)OH, -C(O)OR', -NH2, -NHR", -NR, 0 -NO>, en el que cada R™ no esta sustituido o, cuando esté
precedido por "halo", esta sustituido sélo con uno o mas halégenos, y es independientemente C4.4 alifatico, -CH2Ph, -
O(CH2)o.1Ph, o un anillo saturado, parcialmente insaturado o arilo de 5-6 miembros con 0-4 heterodtomos
seleccionados independientemente entre nitrégeno, oxigeno y azufre.

Los sustituyentes preferentes en el heteroarilo pueden seleccionarse del grupo que consiste en -OH, -SH, nitro,
halégeno, amino, ciano, C4-Cyz alquilo, Co-Ci2 alquenilo, Co-Cqz alquinilo, C4-Cq2 alcoxi, C4-Cq2 haloalquilo, Ci-
C12 haloalcoxi y C4-C12 alquil sulfanilo. Los sustituyentes preferentes en alquilo, alquileno y heterociclilo incluyen los
sustituyentes preferentes en heteroarilo y oxo. En una realizacién, el sustituyente en un alquilo, alquileno, heterociclilo
o0 heteroarilo es un grupo amino que tiene la férmula -N(R%),, en la que cada R® se selecciona independientemente
entre hidrégeno y C4-C4 alquilo.

Los sustituyentes en alquilo, aquileno, heterociclilo y heteroarilo pueden seleccionarse entre -OH, -SH, nitro, hal6geno,
amino, ciano, C4-Cqzalquilo, C»-Ciz alquenilo, Co-Ciz grupo alquinilo, C4-Cqz alcoxi, C4-Ciz haloalquilo, Cs-
C12 haloalcoxi y C1-C12 alquil sulfanilo. En una realizacién, el sustituyente es un grupo amino que tiene la férmula -
N(R®),, en la que cada R® se selecciona independientemente entre hidrégeno y C4-C4 alquilo.

El término "cicloalquilo", tal como se utiliza en la presente memoria descriptiva, significa hidrocarburos ciclicos
saturados, es decir, compuestos en los que todos los atomos del anillo son carbonos. Ejemplos de cicloalquilo incluyen,
pero no se limitan a, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo y cicloheptilo. En algunas realizaciones, el
cicloalquilo puede estar opcionalmente sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados entre -OH, -SH,
halégeno, amino, nitro, ciano, C4-C42 alquilo, C>-C+2 alquenilo o Co-C1s alquinilo, C4-C12 alcoxi, C4-C12 haloalquilo, y
C1-C12 haloalcoxi.

El término "heteroarilo”, tal como se utiliza en la presente memoria descriptiva, se relaciona con grupos aromaticos
que contienen uno o méas heterodtomos (O, S o N). Un grupo heteroarilo puede ser monociclico o policiclico, por
ejemplo, un anillo heteroarilo monociclico fusionado a uno 0 méas grupos aromaticos carbociclicos o a otros grupos
heteroarilos monociclicos. Los grupos heteroarilo de esta invencién también pueden incluir sistemas de anillos
sustituidos con uno o mas motivos oxo. Ejemplos de grupos heteroarilo incluyen, pero no se limitan a, piridinilo,
piridazinilo, imidazolilo, pirimidinilo, pirazolilo, triazolilo, pirazinilo, quinolilo, isoquinolilo, tetrazolilo, furilo, tienilo,
isoxazolilo, tiazolilo, oxazolilo, isotiazolilo, pirrolilo, quinolinilo, isoquinolinilo, indolilo, bencimidazolilo, benzofuranoilo,
cinolinilo, indazolilo, indolizinilo, ftalazinilo, piridazinilo, triazinilo, isoindolilo, purinilo, oxadiazolilo, tiazolilo, tiadiazolilo,
furazanilo, benzofurazanilo, benzotiofenilo, benzotiriazolilo, benzotiazolilo, benzoxazolilo, quinazolinilo, quinoxalinilo,
naftiridinilo, dihidroquinolilo, tetrahidroquinolilo, dihidroisoquinolilo, tetrahidroisoquinolilo, benzofurilo, furopiridinilo,
pirolopirimidinilo y azaindolilo.

Los grupos heteroarilo anteriores pueden estar unidos a C o unidos a N (cuando sea posible). Por ejemplo, un grupo
derivado del pirrol puede ser pirrol-1-ilo (N-acoplado) o pirrol-3-ilo (C-acoplado).

"Heterociclilo" significa un anillo alifatico ciclico saturado o insaturado de 4-13 miembros que contiene 1, 2, 3,405
heterodtomos seleccionados independientemente entre N, O o S. Cuando un heterodtomo es S, puede estar
opcionalmente mono- o di-oxigenado (es decir, -S(O)- o -S(O)2-). El heterociclilo puede ser monociclico, biciclico
fusionado, biciclico con puente, espirobiciclico o policiclico.

"Oxo" significa =O.

Tal como se utiliza en la presente memoria descriptiva, el término "alquenilo” significa un hidrocarburo no ciclico de
cadena recta o ramificada saturado que tiene de 2 a 12 atomos de carbono y que tiene al menos un doble enlace
carbono-carbono. Los grupos alquenilo pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o mas sustituyentes.

Tal como se utiliza en la presente memoria descriptiva, el término "alquinilo" significa un hidrocarburo no ciclico de
cadena recta o ramificada saturado que tiene de 2 a 12 atomos de carbono y que tiene al menos un triple enlace
carbono-carbono. Los grupos alquinilo pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o mas sustituyentes.
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Tal como se utiliza en la presente memoria descriptiva, el término "alquileno” se relaciona con un grupo alquilo que
tiene dos puntos de unién con el resto del compuesto. Ejemplos no limitantes de grupos alquileno incluyen metileno (-
CHy-), etileno (-CH>CHo»-), n-propileno (-CH2CH2CHa-), isopropileno (-CH>CH(CHz)-), y similares. Los grupos alquileno
pueden estar opcionalmente sustituidos con uno o més sustituyentes.

El término "haloalquilo”, como se usa en la presente memoria descriptiva, incluye un alquilo sustituido con uno o més
F, Cl, Br, o I, donde alquilo se define anteriormente.

Los términos "alcoxi", tal como se utilizan en la presente memoria descriptiva, significan un grupo "alquilo-O-", en el
que alquilo se define anteriormente. Ejemplos de grupo alcoxi son los grupos metoxi o etoxi.

Tal como se utiliza en la presente memoria descriptiva, el término "sal farmacéuticamente aceptable” se relaciona con
aquellas sales que son, dentro del &mbito del buen juicio médico, adecuadas para su uso en contacto con los tejidos
de seres humanos y animales inferiores sin toxicidad indebida, irritacién, respuesta alérgica y similares, y son
proporcionales a una relacién beneficio/riesgo razonable. Las sales farmacéuticamente aceptables son bien conocidas
en la técnica. Por ejemplo, S. M. Berge y otros, describen sales farmacéuticamente aceptables en detalle en J.
Pharmaceutical Sciences, 1977, 66, 1-19. Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de esta
invencién incluyen las derivadas de acidos y bases inorganicos y organicos adecuados. Ejemplos de sales de adicidon
de éacidos farmacéuticamente aceptables y no tdxicas son las sales de un grupo amino formadas con acidos
inorganicos tales como el &cido clorhidrico, el acido bromhidrico, el acido fosférico, el acido sulfurico y el &cido
perclérico o con &cidos organicos tales como el acido acético, el acido trifluoroacético (acido 2,2,2-trifluoroacético), el
acido oxalico, el acido maleico, el acido tartarico, el acido citrico, el &cido succinico o el 4cido malénico, o por medio
de otros procedimientos utilizados en la técnica, tal como el intercambio i6nico. Otras sales farmacéuticamente
aceptables incluyen adipato, alginato, ascorbato, aspartato, bencenosulfonato, benzoato, bisulfato, borato, butirato,
canforato, canforsulfonato, citrato, ciclopentanopropionato, digluconato, dodecilsulfato, etanosulfonato, formiato,
fumarato, glucoheptonato, glicerofosfato, gluconato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, hidroyoduro, 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, pivalato, propionato, estearato, succinato, sulfato, tartrato, tiocianato, p-toluenosulfonato, trifluoroacetato
(2,2,2-trifluoroacetato), undecanoato, sales de valerato y similares.

Las sales derivadas de bases apropiadas incluyen sales de metal alcalino, metal alcalinotérreo, amonio y N*(Cs.
salquilo)s. Las sales representativas de metales alcalinos o alcalinotérreos incluyen sodio, litio, potasio, calcio,
magnesio y similares. Otras sales farmacéuticamente aceptables incluyen, en su caso, amonio no téxico, amonio
cuaternario y cationes de amina formados por medio de contraiones tales como haluro, hidréxido, carboxilato, sulfato,
fosfato, nitrato, sulfonato de alquilo inferior y sulfonato de arilo.

A menos que se indique lo contrario, las estructuras representadas en la presente memoria descriptiva también se
entiende que incluyen todas las formas isoméricas (por ejemplo, enantioméricas, diastereoméricas y geométricas (o
conformacionales)) de la estructura; por ejemplo, las configuraciones R y S para cada centro asimétrico, isémeros de
doble enlace Zy E, e isémeros conformacionales Z y E. Por lo tanto, los isémeros estereoquimicos simples, asi como
las mezclas enantioméricas, diastereoméricas y geométricas (o conformacionales) de los presentes compuestos estan
dentro del alcance de la invencién. A menos que se indique lo contrario, todas las formas tautoméricas de los
compuestos de la invencion estan dentro del alcance de la invencion. Ademas, a menos que se indique lo contrario,
las estructuras aqui representadas también incluyen compuestos que difieren Unicamente en la presencia de uno o
méas atomos isotdpicamente enriquecidos. Por ejemplo, los compuestos que tienen las presentes estructuras
incluyendo la sustitucién de hidrégeno por deuterio o tritio, o la sustitucién de un carbono por un carbono enriquecido
en 13C- o "“C estan dentro del alcance de esta invencién. Tales compuestos son Utiles, por ejemplo, como herramientas
analiticas, como sondas en ensayos biol6gicos o como agentes terapéuticos de acuerdo con la presente invencién.

El término "sal farmacéuticamente aceptable" significa una sal de adicién &cida o una sal de adicién bésica que es
compatible con el tratamiento de pacientes.

En algunas realizaciones, los 4cidos inorganicos ejemplares que forman sales adecuadas incluyen, pero no se limitan
a ellos, acido clorhidrico, bromhidrico, sulfarico y fosférico y sales metélicas é&cidas tales como ortofosfato
monohidrégeno de sodio y sulfato 4cido de potasio. Los acidos organicos ilustrativos que forman sales adecuadas
incluyen los acidos mono-, di- y tricarboxilicos. Son ilustrativos de tales acidos, por ejemplo, el acético, el
trifluoroacético (acido 2,2 2-trifluoroacético), el glicélico, el lactico, el pirtvico, el malénico, el succinico, el glutarico, el
fumarico, el mélico, el tartarico, el citrico, el ascérbico, maléico, hidroximaleico, benzoico, hidroxibenzoico, fenilacético,
cindmico, salicilico, 2-fenoxibenzoico, p-toluenosulfénico y otros &cidos sulfénicos tales como el metanosulfénico y el
2-hidroxietanosulfénico. Pueden formarse sales mono o diacidas, y tales sales pueden existir en forma hidratada,
solvatada o sustancialmente anhidra. En general, las sales de adicién &cida de estos compuestos son mas solubles
en agua y en varios disolventes orgénicos hidréfilos, y suelen presentar puntos de fusién mas altos en comparacion
con sus formas de base libre. Otras sales no farmacéuticamente aceptables, por ejemplo los oxalatos, pueden
utilizarse, por ejemplo, en el aislamiento de compuestos de Férmula | para uso en laboratorio, o para su posterior
conversién en una sal de adicidén écida farmacéuticamente aceptable.
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Una "sal de adicién bésica farmacéuticamente aceptable” es cualquier sal de adicién de base orgénica o inorgénica
no téxica de los compuestos acidos representados por la Férmula | o cualquiera de sus intermedios. Las bases
inorganicas ilustrativas que forman sales adecuadas incluyen, entre otros, hidréxidos de litio, sodio, potasio, calcio,
magnesio o bario. Las bases orgéanicas ilustrativas que forman sales adecuadas incluyen aminas organicas aliféticas,
aliciclicas o aromaticas como la metilamina, la trimetilamina y la picolina o el amoniaco. La seleccién de la sal
adecuada puede ser importante para que no se hidrolice una funcionalidad de éster, si existe, en otra parte de la
molécula. Los criterios de seleccién de la sal adecuada seran conocidos por los expertos en la materia.

Las sales de adiciéon acida de los compuestos de Férmula | se forman méas adecuadamente a partir de &cidos
farmacéuticamente aceptables, e incluyen por ejemplo las formadas con acidos inorgénicos, por ejemplo, acido
clorhidrico, acido sulfurico o acido fosférico, y acidos organicos, por ejemplo, acido succinico, acido maleico, acido
acético, acido trifluoroacético o acido fumarico. Otras sales no farmacéuticamente aceptables, por ejemplo los
oxalatos, pueden utilizarse, por ejemplo, en el aislamiento de compuestos de Férmula | para uso en laboratorio, o para
su posterior conversién en una sal de adicién acida farmacéuticamente aceptable. También se incluyen en el ambito
de la invencion las sales de adicién de bases (tales como las sales de sodio, potasio y amonio), los solvatos y los
hidratos de compuestos de la invencidn. La conversiéon de una sal compuesta dada en una sal compuesta deseada se
consigue aplicando técnicas estandar, bien conocidas por los expertos en la materia.

El término "estereoisémeros" es un término general para todos los isdmeros de las moléculas individuales que difieren
sélo en la orientacién de sus &tomos en el espacio. Incluye los isdmeros de imagen especular (enantibmeros), los
isémeros geométricos (cis/trans) y los isémeros de compuestos con mas de un centro quiral que no son imagenes
especulares entre si (diastere6meros).

El término “tratar” significa aliviar los sintomas, eliminar la causalidad de los sintomas ya sea de forma temporal o
permanente, o prevenir o ralentizar la aparicién de los sintomas del trastorno o afeccién mencionados.

El término "cantidad terapéuticamente eficaz” significa una cantidad del compuesto que es eficaz para tratar o disminuir
la gravedad de uno o mas sintomas de un trastorno o afeccién.

Al introducir elementos desvelados en la presente memoria descriptiva, los articulos "un", "una", "el", "la", "dicha" y
" "

"dicho" pretenden significar que hay uno o mas de los elementos. Los términos "que comprenda", "que tenga"”, "que
incluya" tienen un significado abierto y significan que puede haber otros elementos ademés de los enumerados.

Usos, formulaciéon y administracion

Composiciones farmacéuticamente aceptables

La invencién proporciona una forma de dosificacién aceptable por via oral que comprende un compuesto de esta
invencién o una sal, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo y un portador, adyuvante o vehiculo
farmacéuticamente aceptable. La cantidad de compuesto en una forma de dosificacién oralmente aceptable de esta
invencién es tal que es eficaz para inhibir mensurablemente CRM1, en una muestra biolégica o en un paciente. En
ciertas realizaciones, se formula una forma de dosificacion oralmente aceptable de esta invencién para su
administracién a un paciente que necesite tal forma de dosificacién. El término "paciente"”, tal y como se utiliza en la
presente memoria descriptiva, se relaciona con un animal. En algunas realizaciones, el animal es un mamifero. En
ciertas realizaciones, el paciente es un paciente veterinario (es decir, un paciente mamifero no humano). En algunas
realizaciones, el paciente es un perro. En otras realizaciones, el paciente es un ser humano.

El término "portador, adyuvante o vehiculo farmacéuticamente aceptable" se relaciona con un portador, adyuvante o
vehiculo no téxico que no destruye la actividad farmacoldgica del compuesto con el que se formula. Los portadores,
adyuvantes o vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden utilizarse en las formas de dosificacién oralmente
aceptables de esta invencidn incluyen, entre otros, intercambiadores i6nicos, alimina, estearato de aluminio, lecitina,
proteinas séricas, como albumina sérica humana, sustancias amortiguador tales como fosfatos, glicina, 4cido sérbico,
sorbato de potasio, mezclas parciales de glicéridos de 4cidos grasos vegetales saturados, agua, sales o electrolitos,
tales como sulfato de protamina, hidrogenofosfato disédico, hidrogenofosfato potasico, cloruro sédico, sales de cinc,
silice coloidal, ftrisilicato de magnesio, polivinilpirrolidona, sustancias a base de celulosa, polietilenglicol,
carboximetilcelulosa sédica, poliacrilatos, ceras, polimeros en bloque de polietileno-polioxipropileno, polietilenglicol y
grasa de lana.

Las composiciones aqui descritas pueden administrarse por via oral, parenteral (incluyendo subcuténea,
intramuscular, intravenosa e intradérmica), por pulverizacién inhalatoria, tépica, rectal, nasal, bucal, vaginal o a través
de un reservorio implantado. En algunos ejemplos, los compuestos o composiciones proporcionados son
administrables por via intravenosa y/o intraperitoneal.

El término "parenteral” tal como se utiliza en la presente memoria descriptiva incluye técnicas de inyeccién o infusion
subcuténea, intravenosa, intramuscular, intraocular, intravitrea, intraarticular, intrasinovial, intraesternal, intratecal,
intrahepdética, intraperitoneal intralesional e intracraneal. Preferentemente, las composiciones se administran por via
oral. Las formas inyectables estériles de las composiciones aqui desveladas pueden ser suspensiones acuosas u
oleaginosas. Estas suspensiones pueden formularse de acuerdo con técnicas conocidas en la materia mediante el
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uso de agentes dispersantes o humectantes y agentes de suspensiéon adecuados. La preparacion inyectable estéril
también puede ser una solucidén o suspensién inyectable estéril en un diluyente o disolvente no téxico aceptable para
los padres, por ejemplo como solucidén en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden
emplearse se encuentran el agua, la solucidén de Ringer y la solucién isoténica de cloruro sédico. Ademas, los aceites
fijos estériles se emplean convencionalmente como disolvente o medio de suspensién.

Las composiciones farmacéuticamente aceptables de esta invencién pueden administrarse por via oral en cualquier
forma de dosificacién oralmente aceptable incluyendo, pero sin limitarse a, capsulas, comprimidos, suspensiones
acuosas o soluciones. En el caso de los comprimidos para uso oral, los soportes utilizados habitualmente son la lactosa
y el almidén de maiz. También suelen afiadirse agentes lubricantes, tal como estearato de magnesio. Para la
administracién oral en forma de cépsula, los diluyentes utiles incluyen lactosa y almidén de maiz seco. Cuando se
requieren suspensiones acuosas para uso oral, el principio activo se combina con agentes emulsionantes y de
suspensién. Si se desea, también pueden afiadirse determinados agentes edulcorantes, aromatizantes o colorantes.
En algunas realizaciones, una formulacién oral proporcionada esta formulada para liberacién inmediata o liberacion
sostenida/retardada. En algunas realizaciones, la composicién es adecuada para la administracién bucal o sublingual,
incluyendo tabletas, pastillas y pastillas. Un compuesto proporcionado también puede estar en forma
microencapsulada.

Alternativamente, las composiciones farmacéuticamente aceptables aqui desveladas pueden administrarse en forma
de supositorios para administracién rectal. Las composiciones farmacéuticamente aceptables aqui desveladas
también pueden administrarse por via tépica, especialmente cuando el objetivo del tratamiento incluye zonas u
organos facilmente accesibles por medio de aplicacion tépica, incluidas enfermedades oculares, cutaneas o del tracto
intestinal inferior. Se preparan facilmente formulaciones tépicas adecuadas para cada una de estas zonas u érganos.

La aplicacién topica para el tracto intestinal inferior puede efectuarse en una formulacién de supositorio rectal (véase
méas arriba) o en una formulacién de enema adecuada. También pueden utilizarse parches tdpicos transdérmicos.

Para uso oftdlmico, las composiciones farmacéuticamente aceptables proporcionadas pueden formularse como
suspensiones micronizadas o en una pomada tal como vaselina.

Las composiciones farmacéuticamente aceptables aqui desveladas también pueden administrarse por medio de
aerosol nasal o inhalacion.

En algunos ejemplos, las composiciones farmacéuticamente aceptables desveladas en la presente memoria
descriptiva pueden formularse para administracién intraperitoneal.

La cantidad de compuestos de la presente invencién que puede combinarse con los materiales de soporte para
producir una forma de dosificacién oralmente aceptable en una Unica forma de dosificacién variard dependiendo del
huésped tratado, el modo particular de administracién. En una realizacién, las formas de dosificacién oralmente
aceptables proporcionadas deben formularse de forma que pueda administrarse una dosis de entre 0,01 - 100 mg/kg
de peso corporal/dia del inhibidor a un paciente que reciba estas formas de dosificacién oralmente aceptables. En otra
realizacion, la dosis es de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal, o entre 1 mg y 1000
mg/dosis, cada 4 a 120 horas, o de acuerdo con los requisitos del farmaco en particular. Tipicamente, la forma de
dosificacion oralmente aceptable de esta invencién se administrard de aproximadamente 1 a aproximadamente 6
veces al dia.

También debe entenderse que una dosis especifica y un régimen de tratamiento para cualquier paciente particular
dependeran de una variedad de factores, incluyendo la actividad del compuesto especifico empleado, la edad, el peso
corporal, la salud general, el sexo, la dieta, el tiempo de administracién, la tasa de excrecién, la combinacién de
farmacos, y el juicio del médico tratante y la gravedad de la enfermedad particular que se esta tratando. La cantidad
de un compuesto de la presente invencién en la forma de dosificacién oralmente aceptable también dependeré del
compuesto particular en la forma de dosificacion oralmente aceptable.

Tras la mejoria del estado de un paciente, puede administrarse una dosis de mantenimiento de una forma de
dosificacion oralmente aceptable de esta invencién, si es necesario. Posteriormente, la dosis o la frecuencia de
administracién, o ambas, pueden reducirse, en funcién de los sintomas, hasta un nivel en el que se mantenga el estado
mejorado cuando los sintomas se hayan aliviado hasta el nivel deseado. Sin embargo, los pacientes pueden requerir
un tratamiento intermitente a largo plazo en caso de reaparicién de los sintomas de la enfermedad.

Usos de los compuestos y composiciones farmacéuticamente aceptables

Los compuestos, las formas de dosificacién oralmente aceptables y las composiciones descritas en la presente
memoria descriptiva son generalmente Utiles para la inhibicién de CRM1 y son por lo tanto Utiles para tratar uno o mas
trastornos asociados con la actividad de CRM1. Asi, en ciertas realizaciones, la presente invencién proporciona un
procedimiento para tratar un trastorno mediado por CRM1 que comprende el paso de administrar a un paciente que
lo necesite una forma de dosificacién oralmente aceptable de la presente invencién. Los compuestos, las formas de
dosificacion oralmente aceptables y las composiciones descritas en la presente memoria descriptiva también pueden
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administrarse a células en cultivo, por ejemplo, in vitro o ex vivo, o0 a un sujeto, por ejemplo, in vivo, para tratar, prevenir
y/o diagnosticar una variedad de trastornos, incluidos los descritos en la presente memoria descriptiva.

La actividad de un compuesto utilizado en la presente invencién como inhibidor de CRM1 puede ensayarse in vitro, in
vivo 0 en una linea celular. Las condiciones detalladas para ensayar un compuesto utilizado en esta invencién como
inhibidor de CRM1 se exponen en los Ejemplos siguientes.

Tal como se utiliza en la presente memoria descriptiva, el término trastorno o afecciéon "mediado por CRM1", tal como
se utiliza en la presente memoria descriptiva, significa cualquier enfermedad u otra afeccién deletérea en la que se
sabe que CRM1 desempefia un papel. En consecuencia, otra realizacién de la presente invencién se relaciona con
tratar o disminuir la gravedad de una o mas enfermedades en las que se sabe que CRM1 desempefia un papel. En
algunas realizaciones, la presente invencion proporciona procedimientos para tratar una enfermedad asociada con la
expresién o actividad de p53, p73, p21, pRB, p27, IkB, NFkB, c-Abl, proteinas FOXO, COX-2, o una HDAC (histona
desacetilasas) en un sujeto que comprende administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un
compuesto descrito en la presente memoria descriptiva. En otra realizacién, la presente invencién se relaciona con un
procedimiento para tratar o disminuir la gravedad de una enfermedad o afeccién seleccionada entre un trastorno
proliferativo (por ejemplo, cancer), un trastorno inflamatorio, un trastorno autoinmune, una infeccién viral, un trastorno
oftalmolégico o un trastorno neurodegenerativo, en el que dicho procedimiento comprende administrar a un paciente
que lo necesite una forma de dosificacién oralmente aceptable de acuerdo con la presente invencién. En una
realizacién mas especifica, la presente invencion se relaciona con un procedimiento para tratar o disminuir la gravedad
del cancer. A continuacién se detallan ejemplos especificos de los trastornos mencionados.

Los cénceres tratables por los compuestos de esta invencién incluyen, pero no se limitan a, neoplasias hematolégicas
(leucemias, linfomas, mielomas incluyendo mieloma multiple, sindromes mielodisplésicos y mieloproliferativos) y
tumores sélidos (carcinomas tales como préstata, mama, pulmén, colon, pancreas, renal, ovario asi como tejido blando
y osteosarcomas, y tumores estromales). El cancer de mama (CM) puede incluir el cancer de mama de tipo basal
(CMTB), el cancer de mama triple negativo (CMTN) y el cancer de mama que es a la vez CMTB y CMTN. Ademas, el
cancer de mama puede incluir el carcinoma ductal o lobulillar invasivo o no invasivo, el carcinoma tubular, medular,
mucinoso, papilar, cribiforme de mama, el cancer de mama masculino, el cancer de mama recurrente o metastasico,
el tumor filoides de mama y la enfermedad de Paget del pezén.

Los trastornos inflamatorios tratables por los compuestos de esta invencién incluyen, pero no se limitan a, esclerosis
multiple, artritis reumatoide, enfermedad articular degenerativa, lupus sistémico, esclerosis sistémica, sindromes de
vasculitis (de pequefio, mediano y gran vaso), aterosclerosis, enfermedad inflamatoria intestinal, sindrome del intestino
irritable, enfermedad de Crohn, colitis mucosa, colitis ulcerosa, gastritis, sepsis, psoriasis y otros trastornos
inflamatorios dermatolégicos (tales como eczema, dermatitis atépica, dermatitis de contacto, urticaria, esclerodermia
y dermatosis con componentes inflamatorios agudos, pénfigo, penfigoide, dermatitis alérgica), y sindromes urticariales.

Las enfermedades viricas tratables por los compuestos de esta invencion incluyen, pero no se limitan a, faringitis febril
aguda, fiebre faringoconjuntival, queratoconjuntivitis epidémica, gastroenteritis infantil, infecciones por Coxsackie,
mononucleosis infecciosa, linfoma de Burkitt, hepatitis aguda, hepatitis crénica, cirrosis hepatica, carcinoma
hepatocelular, infeccién primaria por VHS-1 (por ejemplo, gingivoestomatitis en nifios, amigdalitis y faringitis en adultos,
queratoconjuntivitis), infeccién latente por VHS-1 (por ejemplo, herpes labial y herpes labial), infeccién primaria por
VHS-2, infeccién latente por VHS-2, meningitis aséptica, mononucleosis infecciosa, enfermedad de inclusién
citomegalica, sarcoma de Kaposi, enfermedad de Castleman multicéntrica, linfoma de efusién primaria, SIDA, gripe,
sindrome de Reye, sarampidn, encefalomielitis postinfecciosa, parotiditis, lesiones epiteliales hiperplasicas (por
ejemplo, verrugas comunes, planas, plantares y anogenitales, papilomas laringeos, epidermodisplasia verruciforme),
carcinoma cervical, carcinomas de células escamosas, crup, neumonia, bronquiolitis, resfriado comun, poliomielitis,
rabia, sindrome gripal, bronquiolitis grave con neumonia, sarampién alemén, rubéola congénita, varicela y herpes
z6ster. Las enfermedades viricas tratables por medio de los compuestos de esta invenciéon también incluyen las
infecciones viricas crénicas, incluidas la hepatitis B y la hepatitis C.

Trastornos oftalmolégicos ejemplares incluyen, pero no se limitan a, edema macular (edema macular diabético y no
diabético), degeneracién macular relacionada con la edad formas hiumedas y secas, degeneracién macular disciforme
envejecida, edema macular cistoide, edema palpebral, edema de retina, retinopatia diabética, coriorretinopatia,
maculopatia neovascular, glaucoma neovascular, uveitis, iritis, vasculitis retiniana, endoftalmitis, panoftalmitis, oftalmia
metastasica, coroiditis, epiteliitis pigmentaria retiniana, conjuntivitis, ciclitis, escleritis, epiescleritis, neuritis 6ptica,
neuritis éptica retrobulbar, queratitis, blefaritis, desprendimiento de retina exudativo, Ulcera corneal, Ulcera conjuntival,
queratitis numular crénica, enfermedad oftalmica asociada a hipoxia o isquemia, retinopatia del prematuro, retinopatia
diabética proliferativa, vasculopatia coroidea polipoidea, proliferacion angiomatosa retiniana, oclusién arterial retiniana,
oclusién venosa retiniana, enfermedad de Coats, vitreorretinopatia exudativa familiar, enfermedad sin pulso
(enfermedad de Takayasu), enfermedad de Eales, sindrome de anticuerpos antifosfolipidos, retinopatia leucémica,
sindrome de hiperviscosidad sanguinea, macroglobulinemia, retinopatia asociada al interferén, retinopatia
hipertensiva, retinopatia por radiacién, deficiencia de células madre epiteliales corneales o catarata.

Las enfermedades neurodegenerativas tratables por medio de un compuesto de Férmula | incluyen, pero no se limitan
a, Parkinson, Alzheimer y Huntington, y esclerosis lateral amiotréfica (ELA/Enfermedad de Lou Gehrig).
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Los compuestos, formas de dosificacién oralmente aceptables y composiciones descritos en la presente memoria
descriptiva también pueden usarse para tratar trastornos de crecimiento tisular anormal y fibrosis incluyendo
cardiomiopatia dilatativa, cardiomiopatia hipertréfica, cardiomiopatia restrictiva, fibrosis pulmonar, fibrosis hepatica,
glomerulonefritis, trastorno renal poliquistico (TRP) y otros trastornos renales.

Los compuestos, las formas de dosificacién oralmente aceptables y las composiciones descritas en la presente
memoria descriptiva también pueden usarse para tratar trastornos relacionados con la ingesta de alimentos tales como
obesidad e hiperfagia.

En otra realizacién, una forma de dosificacién oralmente aceptable descrita en la presente memoria descriptiva puede
usarse para tratar o prevenir alergias y trastornos respiratorios, incluyendo asma, bronquitis, fibrosis pulmonar, rinitis
alérgica, toxicidad de oxigeno, enfisema, bronquitis crénica, sindrome de dificultad respiratoria aguda y cualquier
enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC).

En algunas realizaciones, el trastorno o afeccién asociado con la actividad de CRM1 es distrofia muscular, artritis, por
ejemplo, osteoartritis y artritis reumatoide, espondilitis anquilosante, lesién cerebral traumética, lesion medular, sepsis,
enfermedad reumatica, aterosclerosis cancerosa, diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, enfermedad renal leptospiriosis,
glaucoma, enfermedad retiniana, envejecimiento, cefalea, dolor, sindrome de dolor regional complejo, hipertrofia
cardiaca, desgaste muscular, trastornos catabdlicos, obesidad, retraso del crecimiento fetal, hipercolesterolemia,
cardiopatia, insuficiencia cardiaca crénica, isquemia/reperfusiéon, apoplejia, aneurisma cerebral, angina de pecho,
enfermedad pulmonar, fibrosis quistica, lesién pulmonar inducida por acido, hipertensiéon pulmonar, asma, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica, sindrome de Sjogren, enfermedad de la membrana hialina, enfermedad renal,
enfermedad glomerular, enfermedad hepatica alcohélica, enfermedades intestinales, endometriosis peritoneal,
enfermedades cutaneas, sinusitis nasal, mesotelioma, displasia ecodérmica anhidrética-ID, enfermedad de behcet,
incontinencia pigmentaria, tuberculosis, asma, enfermedad de Crohn, colitis, alergia ocular, apendicitis, enfermedad
de Paget, pancreatitis, periodonitis, endometriosis, enfermedad inflamatoria intestinal, enfermedad inflamatoria
pulmonar, enfermedades inducidas por silice, apnea del suefio, sida, VIH-1, enfermedades autoinmunes, sindrome
antifosfolipido, lupus, nefritis lupica, fiebre mediterrdnea familiar, sindrome de fiebre periédica hereditaria,
enfermedades por estrés psicosocial, enfermedades neuropatolégicas, polineuropatia amiloidética familiar, neuropatia
inflamatoria, enfermedad de parkinson, esclerosis multiple, enfermedad de alzheimer, esclerosis lateral amiotrépica,
enfermedad de huntington, cataratas o pérdida de audicién.

En otras realizaciones, el trastorno o afeccién asociado con la actividad de CRM1 es lesién craneal, uveitis, dolor
inflamatorio, asma inducida por alérgenos, asma no inducida por alérgenos, nefritis glomerular, colitis ulcerosa,
enterocolitis necrotizante, hiperinmunoglobulinemia D con fiebre recurrente (HIDS), Sindrome periédico asociado a
receptores TNF (TRAPS), sindromes periédicos asociados a criopirina, sindrome de Muckle-Wells (urticaria sordera
amiloidosis),urticaria por frio familiar, enfermedad inflamatoria multisistémica de aparicion neonatal (NOMID), fiebre
periédica, estomatitis aftosa, faringitis y adenitis (sindrome PFAPA), sindrome de Blau, artritis estéril piégena, pioderma
gangrenoso, acné (PAPA), deficiencia del antagonista del receptor de interleucina-1 (DIRA), hemorragia
subaracnoidea, poliquistosis renal, trasplante, trasplante de érganos, trasplante de tejidos, sindrome mielodisplésico,
inflamacién inducida por irritantes, inflamacién inducida por irritantes vegetales, inflamacién inducida por hiedra
venenosal/aceite de urushiol, inflamacién inducida por irritantes quimicos, inflamacién inducida por picaduras de abeja,
inflamacién inducida por picaduras de insectos, quemaduras solares, quemaduras, dermatitis, endotoxemia, lesioén
pulmonar, sindrome de dificultad respiratoria aguda, hepatitis alcohélica o lesién renal causada por infecciones
parasitarias.

En aspectos adicionales, la presente invencién proporciona un uso de un compuesto de férmula | para la fabricacion
de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad asociada con la expresién o actividad de p53, p73, p21,
pRB, p27, IkB, NFKB, c-Abl, proteinas FOXO, COX-2 o una HDAC en un sujeto. En algunas realizaciones, la presente
invencién proporciona un uso de un compuesto de formula | en la fabricacién de un medicamento para el tratamiento
de cualquiera de cancer y/o trastornos neoplasicos, angiogénesis, trastornos autoinmunes, trastornos y/o
enfermedades inflamatorias, epigenética, trastornos y/o enfermedades hormonales, enfermedades viricas, trastornos
y/o enfermedades neurodegenerativas, heridas y trastornos oftalmolégicos.

En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona un procedimiento para inhibir CRM1 en una muestra
biolégica que comprende poner en contacto la muestra biolégica con, o administrar al paciente, forma de dosificacién
oralmente aceptable que comprende un compuesto de Férmula I.

Trastornos neoplasicos

Un compuesto, forma de dosificacién oralmente aceptable o composicidén descritos en la presente memoria descriptiva
pueden usarse para tratar un trastorno neoplésico. Un "trastorno neoplésico” es una enfermedad o trastorno
caracterizado por células que tienen capacidad de crecimiento o replicacién auténomos, por ejemplo, un estado o
afeccién anormal caracterizado por un crecimiento celular proliferativo. Los trastornos neoplasicos ejemplares
incluyen: carcinoma, sarcoma, trastornos metastasicos, por ejemplo, tumores de préstata, cerebro, hueso, colon,
pulmén, mama, ovario e higado, trastornos neoplasicos hematopoyéticos, por ejemplo, leucemias, linfomas, mieloma
y otros trastornos malignos de células plasméticas, y tumores metastasicos. Los canceres mas frecuentes son: mama,
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préstata, colon, pulmén, higado y pancreas. El tratamiento con el compuesto puede ser en una cantidad eficaz para
mejorar al menos un sintoma del trastorno neoplésico, por ejemplo, reduccién de la proliferacién celular, reduccién de
la masa tumoral, etc.

Los procedimientos desvelados son Utiles en la prevencién y tratamiento del cancer, incluyendo por ejemplo, tumores
sélidos, tumores de tejidos blandos, y metastasis de los mismos, asi como en sindromes de cancer familiar tales como
Sindrome de Li Fraumeni, Sindromes de Cancer de Mama-Ovario Familiar (mutaciones BRCA1 o BRAC2), y otros.
Los procedimientos desvelados también son Utiles en el tratamiento de canceres no sélidos. Los tumores sélidos
ejemplares incluyen neoplasias malignas (por ejemplo, sarcomas, adenocarcinomas y carcinomas) de los varios
sistemas organicos, tales como los de pulmén, mama, linfoides, gastrointestinales (por ejemplo, colon) vy
genitourinarios (por ejemplo, tumores renales, uroteliales o testiculares), faringe, préstata y ovario. Entre los
adenocarcinomas ejemplares se incluyen los canceres colorrectales, el carcinoma de células renales, el cancer de
higado, el carcinoma de células no pequefias de pulmdn y el cdncer de intestino delgado.

Los canceres ejemplares descritos por el Instituto Nacional del Cancer incluyen: Leucemia Linfoblastica Aguda, Adulto;
Leucemia Linfoblastica Aguda, Infantil; Leucemia Mieloide Aguda, Adulto; Carcinoma Adrenocortical; Carcinoma
Adrenocortical, Infantil; Linfoma Relacionado con el SIDA; Neoplasias Malignas Relacionadas con el SIDA; Céncer
Anal; Astrocitoma Cerebeloso Infantil; Astrocitoma Cerebral Infantil; Cancer de Vias Biliares, Extrahepatico; Cancer de
Vejiga; Cancer de Vejiga, Infantil; Cancer Oseo, Osteosarcoma/Histiocitoma Fibroso Maligno; Glioma de Tallo Cerebral,
Infantil; Tumor Cerebral, Adulto; Tumor Cerebral, Glioma de Tallo Cerebral, Infantil; Tumor Cerebral, Astrocitoma
Cerebeloso, Infantil; Tumor Cerebral, Astrocitoma Cerebral/Glioma Maligno, Infantil; Tumor Cerebral, Ependimoma,
Infantil;, Tumor Cerebral, Meduloblastoma, Infantil; Tumor Cerebral, Tumores Neuroectodérmicos Primitivos
Supratentoriales, Infantil; Tumor cerebral, via visual y glioma hipotalamico, infantil, Tumor cerebral, infantil (otros);
Céncer de mama; Cancer de mama y embarazo; Cancer de mama, infantil, Cancer de mama, masculino;
Adenomas/Carcinoides bronquiales, infantil; Tumor carcinoide, infantil; Tumor carcinoide, gastrointestinal; Carcinoma,
adrenocortical, Carcinoma, de células de los islotes; Carcinoma de tumor primario desconocido; Linfoma primario del
sistema nervioso central; Astrocitoma Cerebeloso, Infantil; Astrocitoma Cerebral/Glioma Maligno, Infantil; Cancer de
Cuello de Utero; Canceres Infantiles; Leucemia Linfocitica Crénica; Leucemia Mielégena Crénica; Trastornos
Mieloproliferativos Crénicos; Sarcoma de Células Claras de las Vainas Tendinosas; Céncer de Colon; Céncer
Colorrectal Infantil; Linfoma Cutédneo de Células T, Cancer de Endometrio; Ependimoma Infantil; Cancer Epitelial de
Ovario; Cancer de esbdfago; Céncer de esdfago, infantil; Tumor de células germinales extracraneal, infantil; Tumor
extragonadal de células germinales; Cancer de vias biliares extrahepaticas; Cancer ocular, melanoma intraocular,;
Céncer ocular, retinoblastoma; Céncer de vesicula biliar; Cancer gastrico (de estdmago); Céancer gastrico (de
estdmago), infantil, Tumor carcinoide gastrointestinal, Tumor extracraneal de células germinales, infantil; Tumor de
células germinales, extragonadal;, Tumor de células germinales, ovarico; Tumor trofoblastico gestacional, Glioma,
tronco cerebral infantil; Glioma, via visual e hipotalamico infantil; Leucemia de células pilosas; Céncer de cabeza y
cuello; Cancer hepatocelular (higado), adulto (primario); Cancer hepatocelular (higado), infantil (primario); Linfoma de
Hodgkin, adulto; Linfoma de Hodgkin, infantil; Linfoma de Hodgkin durante el embarazo; Céancer hipofaringeo; Glioma
hipotaldamico y de la via visual, infantil, Melanoma intraocular; Carcinoma de células de los islotes (péancreas
endocrino); Sarcoma de Kaposi; Cancer renal; Céncer laringeo; Cancer de Laringe, Infantil; Leucemia, Linfoblastica
Aguda, Adulto; Leucemia, Linfoblastica Aguda, Infantil; Leucemia, Mieloide Aguda, Adulto; Leucemia, Mieloide Aguda,
Infantil; Leucemia, Linfocitica Crénica; Leucemia, Mielégena Crénica; Leucemia, Células Peludas; Cancer de Labio y
Cavidad Oral;, Céancer de Higado, Adulto (Primario); Cancer de Higado, Infantil (Primario); Cancer de Pulmdn, Células
No Pequefias; Cancer de Pulmén, Células Pequefias; Leucemia Linfoblastica, Aguda Adulta; Leucemia Linfoblastica,
Aguda Infantil; Leucemia Linfocitica, Crénica; Linfoma, Relacionado con el SIDA; Linfoma, Sistema Nervioso Central
(Primario); Linfoma, Cutaneo de Células T, Linfoma, Hodgkin, Adulto; Linfoma, Hodgkin, Infantil; Linfoma, Hodgkin
durante el Embarazo; Linfoma, No Hodgkin, Adulto; Linfoma, No Hodgkin, Infantil; Linfoma, No Hodgkin durante el
Embarazo; Linfoma, Sistema Nervioso Central Primario; Macroglobulinemia, Waldenstrom's; Cancer de Mama
Masculino; Mesotelioma Maligno, Adulto; Mesotelioma Maligno, Infantil; Timoma Maligno; Meduloblastoma, Infantil;
Melanoma; Melanoma intraocular; Carcinoma de células de Merkel, Mesotelioma maligno; Céncer escamoso
metastasico de cuello con tumor primario oculto; Sindrome de neoplasia endocrina multiple infantil, Mieloma
multiple/Neoplasia de células plasmaticas; Micosis fungoide; Sindromes mielodisplasicos; Leucemia mielégena
crbnica; Leucemia mieloide aguda infantil; Mieloma multiple; Trastornos mieloproliferativos crénicos; Cancer de la
Cavidad Nasal y Senos Paranasales; Cancer Nasofaringeo; Cancer Nasofaringeo Infantil, Neuroblastoma; Linfoma
No Hodgkin, Adulto; Linfoma No Hodgkin, Infantil; Linfoma No Hodgkin Durante el Embarazo; Cancer de Pulmén de
Células No Pequefias; Cancer Oral, Infantil; Cancer de Cavidad Oral y Labio; Céncer Orofaringeo;
Osteosarcoma/Histiocitoma Fibroso Maligno Oseo:; Cancer de Ovario, Infantil: Cancer epitelial de ovario; Tumor de
células germinales de ovario; Tumor de ovario de bajo potencial maligno; Cancer de pancreas; Cancer de pancreas
infantil, Cancer de péncreas de células de los islotes; Cancer de seno paranasal y cavidad nasal, Cancer de
paratiroides; Cancer de pene; Feocromocitoma; Tumores neuroectodérmicos primitivos pineales y supratentoriales
infantiles; Tumor hipofisario; Neoplasia de células plasméticas/Mieloma multiple; Blastoma pleuropulmonar; Embarazo
y cancer de mama; Embarazo y linfoma de Hodgkin; Embarazo y linfoma no Hodgkin; Linfoma primario del sistema
nervioso central; Cancer primario de higado, adulto; Cancer primario de higado, infantil;, Cancer de préstata; Cancer
rectal; Cancer de células renales (rifidn); Cancer de células renales, infantil; Cancer de células de transicién de pelvis
renal y uréter; Retinoblastoma; Rabdomiosarcoma, Infantil; Cancer de Glandulas Salivales; Céncer de Glandulas
Salivales, Infantil; Sarcoma, Familia de Tumores de Ewing; Sarcoma, Kaposi; Sarcoma (Osteosarcoma)/Histiocitoma
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Fibroso Maligno Oseo:; Sarcoma, Rabdomiosarcoma, Infantil; Sarcoma, Tejidos Blandos, Adulto; Sarcoma, Tejidos
Blandos, Infantil; Sindrome de Sezary; Céancer de Piel; Cancer de Piel, Infantil; Cancer de Piel (Melanoma); Carcinoma
de Piel, Células de Merkel; Cancer de Pulmén de Células Pequefias; Cancer de Intestino Delgado; Sarcoma de Tejidos
Blandos, Adulto; Sarcoma de Tejidos Blandos, Infantil; Cancer Escamoso de Cuello con Primario Oculto, Metastésico;
Céncer de Estémago (Gastrico); Céancer de Estdmago (Gastrico), Infantil; Tumores Neuroectodérmicos Primitivos
Supratentoriales, Infantil; Linforma de Células T, Cutaneo; Céncer Testicular; Timoma, Infantil; Timoma, Maligno; Cancer
de Tiroides; Céncer de tiroides, infantil, Cancer de células de transicién de pelvis renal y uréter, Tumor trofoblastico,
gestacional; Cancer de sitio primario desconocido, infantil; Cénceres inusuales de la infancia; Cancer de células de
transicion de uréter y pelvis renal; Cancer uretral; Sarcoma uterino; Cancer vaginal, Glioma de la via visual e
hipotaldmico, infantil; Cancer vulvar, Macroglobulinemia de Waldenstrom; y Tumor de Wilms.

Otros canceres ejemplares incluyen linfoma difuso de células B grandes (LDCBG) y linfoma de células del manto
(LCM).

Las metastasis de los canceres mencionados también pueden tratarse o prevenirse de acuerdo con los procedimientos
descritos en la presente memoria descriptiva.

Terapias combinadas

En algunas realizaciones, un compuesto descrito en la presente memoria descriptiva se administra junto con un
"segundo" agente terapéutico o tratamiento adicional. La eleccién del segundo agente terapéutico puede realizarse a
partir de cualquier agente que se utilice habitualmente en monoterapia para tratar la enfermedad o afeccién indicada.
Tal como se utiliza en la presente memoria descriptiva, el término "administrados conjuntamente" y términos
relacionados se relaciona con la administraciéon simultdnea o secuencial de agentes terapéuticos de acuerdo con esta
invencién. Por ejemplo, un compuesto de la presente invencién puede administrarse con otro agente terapéutico
simultanea o secuencialmente en formas farmacéuticas unitarias separadas o juntas en una Unica forma farmacéutica
unitaria. En consecuencia, la presente invencién proporciona una forma de dosificacién unitaria que comprende un
compuesto de formula I, un agente terapéutico adicional y un portador, adyuvante o vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

En una realizacién de la invencién, cuando se administra un segundo agente terapéutico a un sujeto, la cantidad eficaz
del compuesto de esta invencién es menor que su cantidad eficaz seria cuando no se administra el segundo agente
terapéutico. En otra realizacion, la cantidad efectiva del segundo agente terapéutico es inferior a la que seria su
cantidad efectiva cuando no se administra el compuesto de esta invencién. De este modo, se pueden minimizar los
efectos secundarios no deseados asociados a dosis elevadas de cualquiera de los agentes. Otras ventajas potenciales
(incluyendo, sin limitacién, la mejora de los regimenes de dosificacién y/o la reduccion del coste del medicamento)
seran evidentes para los expertos en la materia. Los agentes adicionales pueden administrarse por separado, como
parte de un régimen de dosis mlltiples, de los compuestos de esta invencién. Alternativamente, dichos agentes pueden
formar parte de una Unica forma de dosificacién, mezclados junto con los compuestos de esta invencién en una Unica
forma de dosificacién oralmente aceptable.

Terapias combinadas contra el cancer

En algunas realizaciones, un compuesto descrito en la presente memoria descriptiva se administra junto con un
tratamiento adicional contra el cancer. Entre los tratamientos adicionales ejemplares contra el cancer se incluyen, por
ejemplo: quimioterapia, terapias dirigidas tales como terapias con anticuerpos, inhibidores de quinasas, inmunoterapia
y terapia hormonal, terapia epigenética, inhibidores de proteosomas y terapias antiangiogénicas. A continuacién se
ofrecen ejemplos de cada uno de estos tratamientos. Tal como se utiliza en la presente memoria descriptiva, el término
"combinacién”, "combinado" y otros términos relacionados se relacionan con la administracidén simultanea o secuencial
de agentes terapéuticos de acuerdo con esta invencién. Por ejemplo, un compuesto de la presente invencion puede
administrarse con otro agente terapéutico simultanea o secuencialmente en formas farmacéuticas unitarias separadas
0 juntas en una Unica forma farmacéutica unitaria. En consecuencia, la presente invencién proporciona una forma de
dosificacion unitaria que comprende un compuesto de la invencién, un agente terapéutico adicional y un portador,
adyuvante o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La cantidad tanto de una forma de dosificacién oralmente aceptable de la invencién como de agente terapéutico
adicional (en aquellas composiciones que comprenden un agente terapéutico adicional como se ha descrito
anteriormente) que puede combinarse con los materiales de soporte para producir una Unica forma de dosificacién
variard dependiendo del huésped tratado y del modo de administracién particular. Preferentemente, las formas de
dosificacion oralmente aceptables de esta invenciéon deben formularse de forma que pueda administrarse una dosis
de entre 0,01 - 100 mg/kg de peso corporal/dia de un compuesto de la invencién.

Quimioterapia

En algunas realizaciones, un compuesto descrito en la presente memoria descriptiva se administra con una
quimioterapia. La quimioterapia es el tratamiento del cancer con farmacos capaces de destruir las células cancerosas.
"Quimioterapia" suele referirse a los farmacos citotéxicos que afectan a las células que se dividen rapidamente en
general, en contraste con la terapia dirigida. Los farmacos quimioterapéuticos interfieren en la divisién celular de varias
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formas posibles, por ejemplo, en la duplicacién del ADN o en la separacién de los cromosomas recién formados. La
mayoria de las formas de quimioterapia se dirigen a todas las células que se dividen rapidamente y no son especificas
para las células cancerosas, aunque cierto grado de especificidad puede provenir de la incapacidad de muchas células
cancerosas para reparar los dafios en el ADN, mientras que las células normales generalmente si pueden hacerlo.

Ejemplos de agentes quimioterapéuticos usados en la terapia del cancer incluyen, por ejemplo, antimetabolitos (por
ejemplo, &cido félico, purina y derivados de pirimidina) y agentes alquilantes (por ejemplo, mostazas nitrogenadas,
nitrosoureas, platino, alquil sulfonatos, hidrazinas, triazenos, aziridinas, veneno de huso, agentes citotéxicos,
inhibidores de topoisomerasa y otros). Algunos agentes ejemplares son Aclarubicina, Actinomicina, Alitretinoina,
Altretamina, Aminopterina, Acido aminolevulinico, Amrubicina, Amsacrina, Anagrelida, Triéxido de arsénico,
Asparaginasa, Atrasentéan, Belotecan, Bexaroteno, Bendamustina, Bleomicina, Bortezomib, Busulfan, Camptotecina,
Capecitabina, Carboplatino, Carboquona, Carmofur, Carmustina, Celecoxib, Clorambucil, Clormetina, Cisplatino,
Cladribina, Clofarabina, Crisantaspasa, Ciclofosfamida, Citarabina, Dacarbazina, Dactinomicina, Daunorrubicina,
Decitabina, Demecolcina, Docetaxel, Doxorrubicina, Efaproxiral, Elesclomol, Elsamitrucin, Enocitabina, Epirrubicina,
Estramustina, Etoglucid, Etopésido, Floxuridina, Fludarabina, Fluorouracilo (5FU), Fotemustina, Gemcitabina,
Implantes Gliadel, Hidroxicarbamida, Hidroxiurea, |darubicina, Ifosfamida, Irinotecan, Irofulven, Ixabepilona, Larotaxel,
Leucovorina, Doxorrubicina liposomal, Daunorrubicina liposomal, Lonidamina, Lomustina, Lucantona, Mannosulfan,
Masoprocol, Melfalan, Mercaptopurina, Mesna, Metotrexato, Metil aminolevulinato, Mitobronitol, Mitoguazona,
Mitotano, Mitomicina, Mitoxantrona, Nedaplatino, Nimustina, Oblimersen, Omacetaxina, Ortataxel, Oxaliplatino,
Paclitaxel, Pegaspargasa, Pemetrexed, Pentostatina, Pirarubicina, Pixantrona, Plicamicina, Porfimer sdédico,
Prednimustina, Procarbazina, Raltitrexed, Ranimustina, Rubitecan, Sapacitabina, Semustina, Sitimagene
ceradenovec, Estrataplatino, Estreptozocina, Talaporfina, Tegafur-uracilo, Temoporfina, Temozolomida, Teniposida,
Tesetaxel, Testolactona, Tetranitrato, Tiotepa, Tiazofurina, Tioguanina, Tipifarnib, Topotecan, Trabectedina,
Triaziquona, Trietilenemelamina, Triplatino, Tretinoina, Treosulfan, Trofosfamida, Uramustina, Valrubicina,
Verteporfina, Vinblastina, Vincristina, Vindesina, Vinflunina, Vinorelbina, Vorinostat, Zorubicina y otros agentes
citostaticos o citotdxicos descritos en la presente memoria descriptiva.

Dado que algunos farmacos actiian mejor juntos que solos, a menudo se administran dos o mas farmacos al mismo
tiempo. A menudo, se utilizan dos o més agentes quimioterdpicos como quimioterapia combinada. En algunas
realizaciones, los agentes quimioterapéuticos (incluida la quimioterapia combinada) pueden utilizarse en combinacién
con un compuesto descrito en la presente memoria descriptiva.

Terapia dirigida

La terapia dirigida constituye el uso de agentes especificos para las proteinas desreguladas de las células cancerosas.
Los farmacos de moléculas pequefias para terapias dirigidas suelen ser inhibidores de dominios enzimaticos de
proteinas mutadas, sobreexpresadas o criticas para la célula cancerosa. Ejemplos destacados son los inhibidores de
la tirosina cinasa tales como Axitinib, Bosutinib, Cediranib, desatinib, erolotinib, imatinib, gefitinib, lapatinib,
Lestaurtinib, Nilotinib, Semaxanib, Sorafenib, Sunitinib y Vandetanib, y también los inhibidores de la cinasa
dependiente de ciclina como Alvocidib y Seliciclib. La terapia con anticuerpos monoclonales es otra estrategia en la
que el agente terapéutico es un anticuerpo que se une especificamente a una proteina de la superficie de las células
cancerosas. Algunos ejemplos son el anticuerpo anti-HER2/neu trastuzumab (Herceptin®), utilizado habitualmente en
el cancer de mama, y el anticuerpo anti-CD20 rituximab y Tositumomab, utilizados habitualmente en diversas
neoplasias de células B. Otros anticuerpos ejemplares incluyen Cetuximab, Panitumumab, Trastuzumab,
Alemtuzumab, Bevacizumab, Edrecolomab y Gemtuzumab. Las proteinas de fusién ejemplares incluyen Aflibercept y
Denileukin diftitox. En algunas realizaciones, la terapia dirigida puede utilizarse en combinacién con un compuesto
descrito en la presente memoria descriptiva, por ejemplo, Gleevec (Vignari y Wang 2001).

La terapia dirigida también puede implicar pequefios péptidos como "dispositivos de localizacién" que pueden unirse
a receptores de la superficie celular o a la matriz extracelular afectada que rodea al tumor. Los radionucleidos que se
unen a estos péptidos (por ejemplo, los RGD) acaban matando a la célula cancerosa si el nucleido decae en las
proximidades de la célula. Un ejemplo de dicha terapia incluye BEXXAR®.

Angiogénesis

Los compuestos y procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva pueden utilizarse para tratar o prevenir
una enfermedad o trastorno asociado con la angiogénesis. Entre las enfermedades asociadas a la angiogénesis
figuran el cancer, las enfermedades cardiovasculares y la degeneracién macular.

La angiogénesis es el proceso fisiolégico que implica el crecimiento de nuevos vasos sanguineos a partir de vasos
preexistentes. La angiogénesis es un proceso normal y vital en el crecimiento y el desarrollo, asi como en la
cicatrizacién de heridas y en el tejido de granulacién. Sin embargo, también es una etapa fundamental en la transicién
de los tumores de un estado latente a uno maligno. La angiogénesis puede ser una diana para combatir enfermedades
caracterizadas por una vascularizacién deficiente o una vasculatura anormal.

La aplicacién de compuestos especificos que pueden inhibir o inducir la creacién de nuevos vasos sanguineos en el
organismo puede ayudar a combatir dichas enfermedades. La presencia de vasos sanguineos donde no deberia
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haberlos puede afectar a las propiedades mecanicas de un tejido, aumentando la probabilidad de fallo. La ausencia
de vasos sanguineos en un tejido reparador o metabélicamente activo puede inhibir la reparacién u otras funciones
esenciales. Varias enfermedades, tales como las heridas crénicas isquémicas, son el resultado de un fallo o de una
formacién insuficiente de vasos sanguineos y pueden tratarse por medio de una expansién local de los vasos
sanguineos, aportando asi nuevos nutrientes al lugar, lo que facilita la reparacién. Otras enfermedades, tal como la
degeneraciéon macular asociada a la edad, pueden deberse a una expansion local de los vasos sanguineos, que
interfiere en los procesos fisiolégicos normales.

Se ha demostrado que el factor de crecimiento endotelial vascular (FCEV) contribuye en gran medida a la
angiogénesis, aumentando el nimero de capilares en una red dada. El aumento del FCEV es un componente
importante de la respuesta fisiologica al ejercicio y se sospecha que su papel en la angiogénesis puede ser un posible
tratamiento en las lesiones vasculares. Los estudios in vitro demuestran claramente que el FCEV es un potente
estimulador de la angiogénesis porque, en presencia de este factor de crecimiento, las células endoteliales en placas
proliferaran y migraran, formando finalmente estructuras tubulares parecidas a capilares.

Los tumores inducen el crecimiento de vasos sanguineos (angiogénesis) por medio de la secrecién de varios factores
de crecimiento (por ejemplo, FCEV). Factores de crecimiento tales como el bFCF y el FCEV pueden inducir el
crecimiento de capilares en el tumor, que algunos investigadores sospechan que suministran los nutrientes necesarios,
permitiendo la expansién del tumor.

La angiogénesis representa una diana terapéutica excelente para el tratamiento de enfermedades cardiovasculares.
Se trata de un potente proceso fisiolégico que subyace a la forma natural en que nuestro cuerpo responde a una
disminucién del suministro de sangre a los érganos vitales, a saber, la produccién de nuevos vasos colaterales para
superar la lesién isquémica.

La sobreexpresién de FCEV provoca un aumento de la permeabilidad en los vasos sanguineos ademés de estimular
la angiogénesis. En la degeneracién macular himeda, el FCEV provoca la proliferacion de capilares en la retina. Dado
que el aumento de la angiogénesis también provoca edema, la sangre y otros fluidos retinianos se filtran en la retina,
causando pérdida de vision.

La terapia antiangiogénica puede incluir inhibidores de la cinasa dirigidos contra el factor de crecimiento endotelial
vascular (FCEV) tal como sunitinib, sorafenib, o anticuerpos monoclonales o "sefiuelos" del receptor del FCEV o del
receptor del FCEV incluyendo bevacizumab o FCEV-Trampa, o talidomida o sus analogos (lenalidomida,
pomalidomida), o agentes dirigidos a dianas angiogénicas no FCEV, como el factor de crecimiento de fibroblastos
(FCF), angiopoyetinas, o angiostatina o endostatina.

Epigenética

Los compuestos y procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva pueden usarse para tratar o prevenir
una enfermedad o trastorno asociado con la epigenética. La epigenética es el estudio de los cambios hereditarios en
el fenotipo o la expresién génica causados por mecanismos distintos a los cambios en la secuencia de ADN
subyacente. Un ejemplo de cambios epigenéticos en biologia eucariota es el proceso de diferenciacién celular. Durante
la morfogénesis, las células madre se convierten en las distintas lineas celulares del embrién que, a su vez, se
convierten en células plenamente diferenciadas. En otras palabras, un unico évulo fecundado se transforma en
muchos tipos de células, como neuronas, células musculares, epitelio, vasos sanguineos, etc., a medida que continta
dividiéndose. Lo hace activando algunos genes e inhibiendo otros.

Los cambios epigenéticos se conservan cuando las células se dividen. La mayoria de los cambios epigenéticos sélo
se producen en el transcurso de la vida de un organismo individual, pero, si se ha producido una mutacién en el ADN
del espermatozoide o del évulo que da lugar a la fecundacién, algunos cambios epigenéticos se heredan de una
generacién a la siguiente. Entre los procesos epigenéticos especificos figuran la paramutacién, el marcaje, la impronta,
el silenciamiento génico, la inactivacién del cromosoma X, el efecto de posicién, la reprogramacién, la transveccién,
los efectos maternos, el progreso de la carcinogénesis, muchos efectos de los teratégenos, la regulacién de las
modificaciones de las histonas y la heterocromatina, y las limitaciones técnicas que afectan a la partenogénesis y la
clonacion.

Entre las enfermedades ejemplares asociadas con la epigenética se incluyen el sindrome ATR, el sindrome X fragil,
el sindrome ICF, el sindrome de Angelman, el sindrome de Prader-Wills, el sindrome BWS, el sindrome de Rett, la a-
talasemia, el cancer, la leucemia, el sindrome de Rubinstein-Taybi y el sindrome de Coffin-Lowry.

La primera enfermedad humana que se relacioné con la epigenética fue el cancer. Los investigadores descubrieron
que el tejido enfermo de pacientes con cancer colorrectal presentaba menos metilacién del ADN que el tejido normal
de los mismos pacientes. Dado que los genes metilados suelen estar desactivados, la pérdida de metilacién del ADN
puede causar una activaciéon génica anormalmente alta al alterar la disposicién de la cromatina. Por otro lado, un
exceso de metilacién puede deshacer el trabajo de los genes protectores supresores de tumores.

La metilacion del ADN se produce en sitios CpG, y una mayoria de las citosinas CpG estan metiladas en mamiferos.
Sin embargo, hay tramos de ADN cerca de las regiones promotoras que tienen mayores concentraciones de sitios
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CpG (conocidos como islas CpG) que estan libres de metilacién en las células normales. Estas islas CpG se metilan
en exceso en las células cancerosas, lo que provoca la desactivacion de genes que no deberian silenciarse. Esta
anomalia es el cambio epigenético caracteristico de los tumores y se produce en las primeras fases del desarrollo del
cancer. La hipermetilacién de las islas CpG puede causar tumores al desactivar genes supresores de tumores. De
hecho, este tipo de cambios pueden ser mas frecuentes en el cdncer humano que las mutaciones de la secuencia de
ADN.

Ademas, aunque los cambios epigenéticos no alteran la secuencia del ADN, pueden causar mutaciones.
Aproximadamente la mitad de los genes que causan formas familiares o hereditarias de cancer se desactivan por
metilacién. La mayoria de estos genes normalmente suprimen la formacién de tumores y ayudan a reparar el ADN,
entre ellos la 06-metilguanina-ADN metiltransferasa (MGMT), el inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina 2B
MLH1 (CDKN2B) y el RASSF1A. Por ejemplo, la hipermetilacién del promotor de MGMT hace que aumente el nimero
de mutaciones de G a A.

La hipermetilacién también puede conducir a la inestabilidad de los microsatélites, que son secuencias repetidas de
ADN. Los microsatélites son comunes en individuos normales y suelen consistir en repeticiones del dinucleétido CA.
Demasiada metilaciéon del promotor del gen de reparacién del ADN MLH1 puede hacer inestable un microsatélite y
alargarlo o acortarlo. La inestabilidad de microsatélites se ha relacionado con muchos tipos de cancer, incluyendo el
colorrectal, el de endometrio, el de ovario y el gastrico.

El sindrome del cromosoma X fragil es la discapacidad mental hereditaria més frecuente, sobre todo en varones. Esta
enfermedad puede afectar a ambos sexos, pero como los varones sélo tienen un cromosoma X, un X fragil les afectara
més gravemente. De hecho, el sindrome del cromosoma X fragil se da aproximadamente en 1 de cada 4.000 varones
y 1 de cada 8.000 mujeres. Las personas con este sindrome presentan discapacidad intelectual grave, retraso en el
desarrollo verbal y comportamiento "similar al autismo".

El sindrome del cromosoma X fragil debe su nombre al aspecto que presenta al microscopio la parte del cromosoma
X que contiene la anomalia genética; suele aparecer como si colgara de un hilo y fuera facilmente rompible. El
sindrome esté causado por una anomalia en el gen FMR1 (Retardamiento mental X fragil 1). Las personas que no
padecen el sindrome X fragil tienen entre 6 y 50 repeticiones del trinucleétido CGG en su gen FMR1. Sin embargo,
los individuos con mas de 200 repeticiones tienen una mutacién completa, y suelen mostrar sintomas del sindrome.
Demasiados CGG hacen que las islas CpG de la regién promotora del gen FMR1 se metilen; normalmente, no lo
estan. Esta metilacién desactiva el gen, impidiendo que el gen FMR1 produzca una importante proteina llamada
proteina del retraso mental por X fragil. La pérdida de esta proteina especifica causa el sindrome del cromosoma X
fragil. Aunque se ha prestado mucha atencién a la mutacién de expansion CGG como causa del sindrome X fragil, el
cambio epigenético asociado a la metilacién de FMR1 es el verdadero culpable del sindrome.

El sindrome del cromosoma X fragil no es el Unico trastorno asociado al retraso mental que implica cambios
epigenéticos. Otras afecciones de este tipo son los sindromes de Rubenstein-Taybi, Coffin-Lowry, Prader-Willi,
Angelman, Beckwith-Wiedemann, ATR-X y Rett.

Las terapias epigenéticas incluyen inhibidores de enzimas que controlan modificaciones epigenéticas,
especificamente ADN metiltransferasas e histonas desacetilasas, que han mostrado efectos antitumorigénicos
prometedores para algunas neoplasias malignas, asi como oligonucleétidos antisentido y ARNSsi.

Inmunoterapia

En algunas realizaciones, un compuesto descrito en la presente memoria descriptiva se administra con una
inmunoterapia. La inmunoterapia del cancer hace referencia a un conjunto diverso de estrategias terapéuticas
disefiadas para inducir al propio sistema inmunitario del paciente a combatir el tumor. Los procedimientos
contemporaneos para generar una respuesta inmunitaria contra los tumores incluyen la inmunoterapia BCG
intravesicular para el cancer superficial de vejiga, la vacuna Provenge contra el cancer de préstata y el uso de
interferones y otras citoquinas para inducir una respuesta inmunitaria en pacientes con carcinoma de células renales
y melanoma.

El trasplante alogénico de células madre hematopoyéticas puede considerarse una forma de inmunoterapia, ya que
las células inmunitarias del donante atacardn a menudo al tumor en un efecto de injerto contra tumor. En algunas
realizaciones, los agentes de inmunoterapia pueden utilizarse en combinacién con un compuesto descrito en la
presente memoria descriptiva.

Terapia hormonal

En algunas realizaciones, un compuesto descrito en la presente memoria descriptiva se administra con una terapia
hormonal. El crecimiento de algunos canceres puede inhibirse proporcionando o bloqueando determinadas hormonas.
Algunos ejemplos comunes de tumores sensibles a las hormonas son ciertos tipos de cdncer de mama y de préstata,
asi como ciertos tipos de leucemia que responden a determinados retinoides/acidos retinoicos. La eliminacién o el
bloqueo de estrégenos o testosterona suele ser un tratamiento adicional importante. En ciertos tipos de cancer, la
administracién de agonistas hormonales, tales como los progestagenos, puede ser terapéuticamente beneficiosa. En
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algunas realizaciones, los agentes de terapia hormonal pueden utilizarse en combinacién con un compuesto descrito
en la presente memoria descriptiva.

Los agentes de terapia hormonal incluyen la administracién de agonistas hormonales o antagonistas hormonales e
incluyen retinoides/acido retinoico, compuestos que inhiben el estrégeno o la testosterona, asi como la administracion
de progestagenos.

Inflamacion y enfermedades autoinmunes

Los compuestos y procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva pueden utilizarse para tratar o prevenir
una enfermedad o trastorno asociado con la inflamacién, particularmente en seres humanos y otros mamiferos. Un
compuesto descrito en la presente memoria descriptiva puede administrarse antes, durante o después del inicio de la
inflamacién. Cuando se utilizan profiladcticamente, los compuestos se administran preferentemente antes de que se
produzca cualquier respuesta inflamatoria o sintoma. La administracién de los compuestos puede prevenir o atenuar
las respuestas inflamatorias o los sintomas. Entre las afecciones inflamatorias ejemplares se incluyen, por ejemplo, la
esclerosis multiple, la artritis reumatoide, la artritis psoridsica, las enfermedades articulares degenerativas, las
espondiloartropatias, otras artritis inflamatorias seronegativas, la polimialgia reumatica, varias vasculideces (por
ejemplo, arteritis de células gigantes, vasculitis ANCA+), artritis gotosa, lupus eritematoso sistémico, artritis juvenil,
artritis reumatoide juvenil, osteoartritis, osteoporosis, diabetes (por ejemplo, diabetes mellitus insulinodependiente o
diabetes de inicio juvenil), dolores menstruales, fibrosis quistica, enfermedad inflamatoria intestinal, sindrome del
intestino irritable, enfermedad de Crohn, colitis mucosa, colitis ulcerosa, gastritis, esofagitis, pancreatitis, peritonitis,
enfermedad de Alzheimer, shock, espondilitis anquilosante, gastritis, conjuntivitis, pancreatitis (aguda o crénica),
sindrome de lesién organica multiple (por ejemplo, secundaria a septicemia o traumatismo), infarto de miocardio,
aterosclerosis, accidente cerebrovascular, lesiéon por reperfusién (por ejemplo, debida a bypass cardiopulmonar o
dialisis renal), glomerulonefritis aguda, lesiéon térmica (por ejemplo, quemadura solar), enterocolitis necrotizante,
sindrome asociado a transfusién de granulocitos y/o sindrome de Sjogren. Las afecciones inflamatorias de la piel
ejemplares incluyen, por ejemplo, eczema, dermatitis atépica, dermatitis de contacto, urticaria, esclerodermia,
psoriasis y dermatosis con componentes inflamatorios agudos.

En otra realizacién, un compuesto o procedimiento descrito en la presente memoria descriptiva puede usarse para
tratar o prevenir alergias y afecciones respiratorias, incluyendo asma, bronquitis, fibrosis pulmonar, rinitis alérgica,
toxicidad de oxigeno, enfisema, bronquitis crénica, sindrome de dificultad respiratoria aguda y cualquier enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC). Los compuestos pueden utilizarse para tratar la infeccidn crénica por hepatitis,
incluidas la hepatitis B y la hepatitis C.

Ademas, un compuesto o procedimiento descrito en la presente memoria descriptiva puede usarse para tratar
enfermedades autoinmunes y/o inflamacién asociada con enfermedades autoinmunes, tales como enfermedades
autoinmunes de érgano-tejido (por ejemplo, sindrome de Raynaud), esclerodermia, miastenia gravis, rechazo de
trasplantes, shock endotoxinico, sepsis, psoriasis, eczema, dermatitis, esclerosis mdultiple, tiroiditis autoinmune,
uveitis, lupus eritematoso sistémico, enfermedad de Addison, enfermedad poliglandular autoinmune (también conocida
como sindrome poliglandular autoinmune) y enfermedad de Grave.

En una realizacién particular, los compuestos descritos en la presente memoria descriptiva pueden usarse para tratar
la esclerosis multiple. En un aspecto especifico, el compuesto utilizado para tratar la esclerosis multiple es el
Compuesto 1: (2)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)-1-(3,3-difluoroazetidin-1-il)prop-2-en-1-ona).

Terapia combinada

En ciertas realizaciones, un compuesto descrito en la presente memoria descriptiva puede administrarse solo o en
combinacién con otros compuestos Utiles para tratar o prevenir la inflamacién. Los agentes antiinflamatorios
ejemplares incluyen, por ejemplo, esteroides (por ejemplo, cortisol, cortisona, fludrocortisona, prednisona, 6[alfal-
metilprednisona, triamcinolona, betametasona o dexametasona), antiinflamatorios no esteroideos (AINE (por ejemplo,
aspirina, paracetamol, tolmetina, ibuprofeno, acido mefenédmico, piroxicam, nabumetona, rofecoxib, celecoxib,
etodolac o nimesulida). En otra realizacién, el otro agente terapéutico es un antibiético (por ejemplo, vancomicina,
penicilina, amoxicilina, ampicilina, cefotaxima, ceftriaxona, cefixima, rifampicametronidazol, doxiciclina o
estreptomicina). En otra realizacidn, el otro agente terapéutico es un inhibidor de la PDE4 (por ejemplo, roflumilast o
rolipram). En otra realizacidn, el otro agente terapéutico es un antihistaminico (por ejemplo, ciclizina, hidroxizina,
prometazina o difenhidramina). En otra realizacién, el otro agente terapéutico es un antipaltdico (por ejemplo,
artemisinina, arteméter, artsunato, fosfato de cloroquina, clorhidrato de mefloquina, hiclato de doxiciclina, clorhidrato
de proguanil, atovaquona o halofantrina). En una realizacién, el otro compuesto es drotrecogina alfa.

Otros ejemplos de agentes antiinflamatorios incluyen, por ejemplo, aceclofenaco, acemetacina, acido e-
acetamidocaproico, acetaminofeno, acetaminosalol, acetanilida, acido acetilsalicilico, S-adenosilmetionina,
alclofenaco, alclometasona, alfentanilo, algestone, alilprodina, alminoprofeno, aloxiprin, alfaprodina,
bis(acetilsalicilato) de aluminio, amcinonida, amfenaco, aminoclortienoxazina, acido 3-amino-4-hidroxibutirico, 2-
amino-4-picolina, aminopropileno, aminopirina, amixetrina, salicilato de amonio, ampiroxicam, amtolmetina guacil,
anileridina, antipirina, antrafenina, apazona, beclometasona, bendazac, benorilato, benoxaprofeno, benzpiperilon,
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benzidamina, benzilmorfina, bermoprofeno, betametasona, betametasona- 17-valerato, bezitramida, [alfa]-bisabolol,
bromfenac, p-bromoacetanilida, acetato de acido 5-bromosalicilico, bromosaligenina, bucetina, acido bucléxico,
bucolome, budesonida, bufexamac, bumadizon, buprenorfina, butacetina, butibufen, butorfanol, carbamazepina,
carbifeno, caiprofeno, carsalam, clorobutanol, cloroprednisona, clortenoxazina, salicilato de colina, cinofeno,
cinmetacina, ciramadol, clidanac, clobetasol, clocortolona, clometacina, clonitazeno, clonixina, clopirac, cloprednol,
clavo de olor, codeina, bromuro de metilo de codeina, fosfato de codeina, sulfato de codeina, cortisona, cortivazol,
cropropamida, cretamida, ciclozocina, deflazacort, dehidrotestosterona, desomorfina, desonida, desoximetasona,
dexametasona, dexametasona-21-isonicotinato, dexoxadrol, dextromoramida, dextropropoxifeno, deoxicorticosterona,
dezocina, diampromida, diamorfona, diclofenaco, difenamizol, difenpiramida, diflorasona, diflucortolona, diflunisal,
difluprednato, dihidrocodeina, acetato de dihidrocodeinona enol, dihidromorfina, acetilsalicilato de dihidroxialuminio,
dimenoxadol, dimefeptanol, dimetiltiambuteno, butirato de dioxafetil, dipipanona, diprocetil, dipirona, ditazol, droxicam,
emorfazona, acido enfenamico, enoxolona, epirizol, eptazocina, etersalato, etenzamida, etoheptazina, etoxazeno,
etilmetiltiambuteno, etilmorfina, etodolac, etofenamato, etonitazeno, ugenol, felbinac, fenbufeno, &cido fenclozico,
fendosal, fenoprofeno, fentanilo, fentiazac, fepradinol, feprazona, floctafenina, fluazacort, flucloronida, &cido
flufenamico, flumetasona, flunisolida, flunixina, flunoxaprofeno, aceténido de fluocinolona, fluocinonida, acetdnido de
fluocinolona, butil fluocortina, fluocoitolona, fluoresona, fluorometolona, fluperolona, flupirtina, fluprednideno,
fluprednisolona, fluproquazona, flurandrenolida, flurbiprofeno, fluticasona, formocortal, fosfosal, acido gentisico,
glafenina, glucametacina, salicilato de glicol, guaiazuleno, halcinénido, halobetasol, halometasona, haloprednona,
heroina, hidrocodona, hidrocortamato, hidrocortisona, acetato de hidrocortisona, succinato de hidrocortisona,
hemisuccinato de hidrocortisona, 21-lisinato de hidrocortisona, cipionato de hidrocortisona, hidromorfona,
hidroxipetamina, ibufenaco, ibuprofeno, ibuproxam, salicilato de imidazol, indometacina, indoprofeno, isofezolaco,
isoflupredona, acetato de isoflupredona, isoladol, isometadona, isonixina, isoxepac, isoxicam, ketobemidone,
ketoprofen, ketorolac, p-lactofenetida, lefetamina, levallorfan, levorfanol, levofenacil-morfan, lofentanil, lonazolac,
lornoxicam, loxoprofeno, acetilsalicilato de lisina, mazipredona, acido meclofendmico, medrisona, acido mefenamico,
meloxicam, meperidina, meprednisona, meptazinol, mesalamina, metazocina, metadona, metotrimeprazina,
metilprednisolona, acetato de metilprednisolona, succinato soédico de metilprednisolona, suleptnato de
metilprednisolona, acido metiazinico, metofolina, metopén, mofebutazona, mofezolac, mometasona, morazona,
morfina, clorhidrato de morfina, sulfato de morfina, salicilato de morfolina, mirofina, nabumetona, nalbufina, nalorfina,
salicilato de 1-naftilo, naproxeno, narceina, nefopam, nicomorfina, nifenazona, acido niflimico, nimesulida, 5*-nitro-2'-
propoxiacetanilida, norlevorfanol, normetadona, normorfina, norpipanona, olsalazina, opio, oxaceprol, oxametacina,
oxaprozina, oxicodona, oximorfona, oxifenbutazona, papaveretum, parametasona, paranilina, parsalmida,
pentazocina, perisoxal, fenacetina, fenadoxona, fenazocina, clorhidrato de fenazopiridina, fenocoll, fenoperidina,
fenopirazona, fenomorfano, acetilsalicilato de fenilo, fenilbutazona, salicilato de fenilo, feniramidol, piketoprofeno,
piminodina, pipebuzona, piperilona, pirazolaco, piritramida, piroxicam, pirprofeno, pranoprofeno, prednicarbato,
prednisolona, prednisona, prednival, prednilideno, proglumetacina, proheptazina, promedol, propacetamaol,
properidina, propiram, propoxifeno, propifenazona, proquazona, &cido protizinico, proxazol, ramifenazona,
remifentanilo, metilsulfato de rimazolio, salacetamida, salicina, salicilamida, salicilamida &cido o-acético, acido
salicilico, acido salicilsulfirico, salsalato, salverina, simetrida, sufentanilo, sulfasalazina, sulindac, superédxido
dismutasa, suprofeno, suxibuzona, talniflumato, tenidap, tenoxicam, terofenamato, tetrandrina, tiazolinobutazona,
acido tiaprofénico, tiaramida, tilidina, tinoridina, tixocortol, acido tolfendmico, tolmetina, tramadol, triamcinolona,
aceténido de triamcinolona, tropesina, viminol, xenbucin, ximoprofeno, zaltoprofeno y zomepirac.

En una realizacién, un compuesto descrito en la presente memoria descriptiva puede administrarse con un inhibidor
selectivo de COX-2 para tratar o prevenir la inflamacién. Los inhibidores selectivos de la COX-2 ejemplares incluyen,
por ejemplo, deracoxib, parecoxib, celecoxib, valdecoxib, rofecoxib, etoricoxib y lumiracoxib.

En algunas realizaciones, un compuesto proporcionado se administra en combinacién con una antraciclina o un
inhibidor de Topo Il. En ciertas realizaciones, un compuesto proporcionado se administra en combinacién con
Doxorrubicina (Dox). En ciertas realizaciones, un compuesto proporcionado se administra en combinacién con
bortezomib (y mas ampliamente incluyendo carfilzomib). Se descubrié sorprendentemente que un compuesto
proporcionado en combinacién con Dox o bortezomib daba lugar a un efecto sinérgico (es decir, mas que aditivo).

Infecciones viricas

Los compuestos y procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva pueden usarse para tratar o prevenir
una enfermedad o trastorno asociado con una infeccién viral, particularmente en seres humanos y otros mamiferos.
Un compuesto descrito en la presente memoria descriptiva puede administrarse antes, durante o después del inicio
de la infeccién virica. Cuando se utilizan profilacticamente, los compuestos se administran preferentemente antes de
que se produzca cualquier infeccién virica o sintoma de la misma.

Las enfermedades viricas ejemplares incluyen faringitis febril aguda, fiebre faringoconjuntival, queratoconjuntivitis
epidémica, gastroenteritis infantil, infecciones por Coxsackie, mononucleosis infecciosa, linfoma de Burkitt, hepatitis
aguda, hepatitis crénica, cirrosis hepética, carcinoma hepatocelular, infeccién primaria por VHS-1 (por ejemplo,
gingivoestomatitis en nifios, amigdalitis y faringitis en adultos, queratoconjuntivitis), infeccién latente por VHS-1 (por
ejemplo herpes labial y herpes labial), infeccidén primaria por VHS-2, infeccién latente por VHS-2, meningitis aséptica,
mononucleosis infecciosa, enfermedad de inclusién citomegélica, sarcoma de Kaposi, enfermedad de Castleman
multicéntrica, linfoma de efusién primaria, SIDA, gripe, sindrome de Reye, sarampion, encefalomielitis postinfecciosa,
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parotiditis, lesiones epiteliales hiperplasicas (por ejemplo, verrugas comunes, planas, plantares y anogenitales,
papilomas laringeos, epidermodisplasia verruciforme), carcinoma cervical, carcinomas de células escamosas, crup,
neumonia, bronquiolitis, resfriado comun, poliomielitis, rabia, sindrome pseudogripal, bronquiolitis grave con
neumonia, sarampién aleman, rubéola congénita, varicela y herpes zéster.

Los patégenos virales ejemplares incluyen Adenovirus, Coxsackievirus, Virus del dengue, Virus de la encefalitis, Virus
de Epstein-Barr, Virus de la hepatitis A, Virus de la hepatitis B, Virus de la hepatitis C, Virus del herpes simple tipo 1,
Virus del herpes simple tipo 2, Citomegalovirus, herpesvirus humano de tipo 8, virus de la inmunodeficiencia humana,
virus de la gripe, virus del sarampién, virus de las paperas, virus del papiloma humano, virus de la parainfluenza,
poliovirus, virus de la rabia, virus sincitial respiratorio, virus de la rubéola, virus de la varicela-zéster, virus del Nilo
Occidental, virus Dungee y virus de la fiebre amarilla. Los patégenos virales también pueden incluir virus que causan
infecciones virales resistentes.

Los medicamentos antivirales son una clase de medicamentos utilizados especificamente para tratar infecciones
viricas. La accién antiviral generalmente cae en uno de tres mecanismos: interferencia con la habilidad de un virus de
infiltrarse en una célula diana (por ejemplo, amantadina, rimantadina y pleconaril), inhibicién de la sintesis de virus
(por ejemplo, analogos nucleésidos, por ejemplo, aciclovir y zidovudina (AZT), e inhibicién de la liberacién de virus
(por ejemplo, zanamivir y oseltamivir).

Oftalmologia

Los compuestos y procedimientos descritos en la presente memoria descriptiva pueden utilizarse para tratar o prevenir
un trastorno oftalmolégico. Los trastornos oftalmoldgicos ejemplares incluyen edema macular (edema macular
diabético y no diabético), degeneracién macular relacionada con la edad formas himedas y secas, degeneracion
macular disciforme envejecida, edema macular cistoide, edema palpebral, edema de retina, retinopatia diabética,
coriorretinopatia, maculopatia neovascular, glaucoma neovascular, uveitis, iritis, vasculitis retiniana, endoftalmitis,
panoftalmitis, oftalmia metastasica, coroiditis, epitelitis retiniana pigmentaria, conjuntivitis, ciclitis, escleritis,
epiescleritis, neuritis 6ptica, neuritis 6ptica retrobulbar, queratitis, blefaritis, desprendimiento de retina exudativo, Ulcera
corneal, Ulcera conjuntival, queratitis numular crénica, enfermedad oftalmica asociada a hipoxia o isquemia, retinopatia
del prematuro, retinopatia diabética proliferativa, vasculopatia coroidea polipoidea, proliferacion angiomatosa
retiniana, oclusién arterial retiniana, oclusién venosa retiniana, enfermedad de Coats, vitreorretinopatia exudativa
familiar, enfermedad sin pulso (enfermedad de Takayasu), enfermedad de Eales, sindrome de anticuerpos
antifosfolipidos, retinopatia leucémica, sindrome de hiperviscosidad sanguinea, macroglobulinemia, retinopatia
asociada al interferén, retinopatia hipertensiva, retinopatia por radiacién, deficiencia de células madre epiteliales
corneales y catarata.

Otros trastornos oftalmolégicos tratables usando los compuestos y procedimientos descritos en la presente memoria
descriptiva incluyen vitreorretinopatia proliferativa y desprendimiento de retina crénico.

Las enfermedades oculares inflamatorias también son tratables usando los compuestos y procedimientos descritos en
la presente memoria descriptiva.

Enfermedad neurodegenerativa

Neurodegeneraciéon es el término general para la pérdida progresiva de la estructura o funcién de las neuronas,
incluyendo la muerte de las neuronas. Muchas enfermedades neurodegenerativas, incluyendo el Parkinson, el
Alzheimer y el Huntington, se producen como resultado de procesos neurodegenerativos. A medida que avanza la
investigacién, aparecen muchas similitudes que relacionan estas enfermedades entre si a nivel subcelular. Descubrir
estas similitudes ofrece esperanzas de avances terapéuticos que podrian mejorar muchas enfermedades
simultdneamente. Existen muchos paralelismos entre los distintos trastornos neurodegenerativos, incluidos los
ensamblajes atipicos de proteinas, asi como la muerte celular inducida.

La enfermedad de Alzheimer se caracteriza por la pérdida de neuronas y sinapsis en la corteza cerebral y ciertas
regiones subcorticales. Esta pérdida provoca una atrofia macroscépica de las regiones afectadas, incluida la
degeneracion del 16bulo temporal y del I6bulo parietal, asi como de partes del cértex frontal y del giro cingulado.

La enfermedad de Huntington causa astrogliosis y pérdida de neuronas espinosas medias. Las zonas del cerebro se
ven afectadas de acuerdo con su estructura y los tipos de neuronas que contienen, reduciéndose de tamafio a medida
que pierden células de forma acumulativa. Las zonas afectadas se encuentran principalmente en el cuerpo estriado,
pero también en las cortezas frontal y temporal. Los nlcleos subtalamicos del cuerpo estriado envian sefiales de
control al globo palido, que inicia y modula el movimiento. Asi, las sefiales més débiles de los nucleos subtalamicos
provocan una menor iniciaciéon y modulacién del movimiento, lo que da lugar a los movimientos caracteristicos del
trastorno. Algunos tratamientos ejemplares de la enfermedad de Huntington son la tetrabenazina, los neurolépticos,
las benzodiacepinas, la amantadina, la remacemida, el &cido valproico, los inhibidores selectivos de la recaptacién de
serotonina (ISRS), la mirtazapina y los antipsicéticos.

El mecanismo por el que se pierden las células cerebrales en el Parkinson puede consistir en una acumulacién anormal
de la proteina alfa-sinucleina unida a ubiquitina en las células dafiadas. El complejo alfa-sinucleina-ubiquitina no puede
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dirigirse al proteosoma. Esta acumulacién de proteinas forma inclusiones citoplasmaticas proteicas denominadas
cuerpos de Lewy. Las ultimas investigaciones sobre la patogénesis de la enfermedad han demostrado que la muerte
de neuronas dopaminérgicas por alfa-sinucleina se debe a un defecto en la maquinaria que transporta proteinas entre
dos importantes organulos celulares: el reticulo endoplasmico (RE) y el aparato de Golgi. Ciertas proteinas como Rab1
pueden revertir este defecto causado por la alfa-sinucleina en modelos animales. Las terapias ejemplares para la
enfermedad de Parkinson incluyen levodopa, agonistas dopaminérgicos como bromocriptina, pergolida, pramipexol,
ropinirol, piribedil, cabergolina, apomorfina y lisurida, inhibidores de la dopa decarboxilato, inhibidores de la MAO-B
como selegileno y rasagileno, anticolinérgicos y amantadina.

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA/Enfermedad de Lou Gehrig) es una enfermedad en la que las neuronas motoras
son selectivamente objeto de degeneracidn. Algunos ejemplos de terapias contra la ELA son el riluzol, el baclofeno, el
diazepam, el trihexifenidilo y la amitriptilina.

Otras terapéuticas neurodegenerativas ejemplares incluyen oligonucleétidos antisentido y células madre.

Curacion de heridas

Las heridas son un tipo de afeccidén caracterizada por dafio celular o tisular. La cicatrizacién de heridas es una via
dinamica que conduce de forma 6ptima al restablecimiento de la integridad y la funcién de los tejidos. El proceso de
cicatrizaciéon de heridas consta de tres fases superpuestas. La primera es una fase inflamatoria, que se caracteriza
por la homeostasis, la agregacién plaquetaria y la degranulacién. Las plaquetas, como primera respuesta, liberan
multiples factores de crecimiento para reclutar células inmunitarias, células epiteliales y células endoteliales. La fase
inflamatoria suele producirse entre los dias 0 y 5. La segunda etapa de la cicatrizacién de heridas es la fase
proliferativa, durante la cual macréfagos y granulocitos invaden la herida. Los fibroblastos infiltrados comienzan a
producir colageno. Las principales caracteristicas de esta fase son la epitelizacién, la angiogénesis, la formacioén de
tejido de granulacién y la producciéon de colageno. La fase proliferativa suele producirse entre los dias 3 y 14. La
tercera fase es la de remodelacién, en la que se produce la formacién de la matriz. Los fibroblastos, las células
epiteliales y las células endoteliales siguen produciendo coldgeno y colagenasa, asi como metaloproteasas de matriz
(MPM) para la remodelacién. Se produce la reticulacidén del colageno y la herida se contrae. La fase de remodelacién
suele producirse entre el séptimo dia y el afio.

Los compuestos, las formas de dosificacién oralmente aceptables y las composiciones descritas en la presente
memoria descriptiva pueden usarse para promover la cicatrizacién de heridas (por ejemplo, promover o acelerar el
cierre de heridas y/o la cicatrizacién de heridas, mitigar la fibrosis cicatricial del tejido de y/o alrededor de la herida,
inhibir la apoptosis de las células que rodean o estan proximas a la herida). Asi, en ciertas realizaciones, la presente
invenciéon proporciona un procedimiento para promover la cicatrizacién de heridas en un sujeto, que comprende
administrar al individuo una forma de dosificacién aceptable por via oral que comprende un compuesto (por
ejemplo, un inhibidor de CRM1), o sal, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptables del mismo. No es necesario
que el procedimiento logre la cicatrizacion o el cierre completo de la herida; basta con que el procedimiento promueva
cualquier grado de cierre de la herida. En este sentido, el procedimiento puede emplearse solo o como complemento
de otros procedimientos de curacién de tejidos heridos.

Los compuestos, formas de dosificacién oralmente aceptables y composiciones descritos en la presente memoria
descriptiva pueden utilizarse para tratar heridas durante la fase inflamatoria (o0 temprana), durante la fase proliferativa
(o media) de cicatrizacidén de heridas, y/o durante la fase de remodelacidn (o tardia) de cicatrizaciéon de heridas.

En algunas realizaciones, el individuo que necesita cicatrizar la herida es un humano o un animal, por ejemplo, un
caballo, un cerdo o un roedor, tal como un ratén.

En algunos ejemplos, los compuestos y composiciones aqui descritos Utiles para la cicatrizacién de heridas se
administran tépicamente, por ejemplo, préximos al sitio de la herida, o sistémicamente.

Més especificamente, el compuesto o la composicién descrito en la presente memoria descriptiva puede ser
administrado(opcionalmente en combinacién con otros agentes) al sitio de la herida cubriendo la herida o aplicando
un vendaje, material de empaque, puntos, etc., que estén cubiertos o tratados con el compuesto o la composicidén
descrito en la presente memoria descriptiva. Como tales, los compuestos y composiciones aqui descritos pueden
formularse para administracion tépica para tratar heridas superficiales. Las formulaciones tépicas incluyen aquellas
para administracién por via oral (bucal) y a la piel de tal manera que una capa de la piel (es decir, la epidermis, la
dermis y/o la capa subcutdnea) se pone en contacto con el compuesto o la composicién descritos en la presente
memoria descriptiva. Los sistemas de administracidn tépica pueden utilizarse para administrar formulaciones tépicas
de los compuestos y composiciones aqui descritos.

Alternativamente, los compuestos y composiciones descritos en la presente memoria descriptiva pueden administrarse
en o cerca del sitio de la herida por medio de, por ejemplo, inyeccién de una solucién, inyeccién de una formulacién
de liberacién prolongada o introduccién de un implante biodegradable que comprende el compuesto o composicién
descritos en la presente memoria descriptiva.
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Los compuestos y composiciones aqui descritos pueden usarse para tratar heridas agudas o heridas crénicas. Una
herida crénica se produce cuando se interrumpe el proceso normal de reparacién. Las heridas crdnicas pueden
desarrollarse a partir de lesiones agudas como resultado de infecciones persistentes no reconocidas o de un
tratamiento primario inadecuado. Sin embargo, en la mayoria de los casos, las lesiones crénicas son la fase final de
una descomposicion tisular progresiva debida a enfermedades vasculares venosas, arteriales o metabdlicas, Ulceras
por presién, dafios por radiacién o tumores.

En las heridas crénicas, la cicatrizacién no se produce por una variedad de razones, incluyendo una circulacion
inadecuada en Ulceras diabéticas, necrosis significativa, tal como en las quemaduras, e infecciones. En estas heridas
crénicas, la viabilidad o la fase de recuperacidn suele ser el paso limitante. Las células ya no son viables y, por tanto,
la fase de recuperacién inicial se prolonga debido al entorno desfavorable del lecho de la herida.

Las heridas crénicas incluyen, pero no se limitan a lo siguiente: lesiones cutdneas isquémicas crénicas; Ulceras de
esclerodermia; Ulceras arteriales; Ulceras de pie diabético; Ulceras por presién; Ulceras venosas; heridas de
extremidades inferiores que no cicatrizan; Ulceras debidas a afecciones inflamatorias; y/o heridas de larga duracion.

En una realizacién particular, las formas de dosificacién oralmente aceptables descritas en la presente memoria
descriptiva pueden usarse para la cicatrizacién de heridas diabéticas o para acelerar la cicatrizacién de Ulceras de
piernas y pies secundarias a diabetes o isquemia en un individuo.

En una realizacién, la herida es una herida superficial. En otra realizacién, la herida es una herida quirtrgica (por
ejemplo, herida quirtrgica abdominal o gastrointestinal). En otra realizacién, la herida es una quemadura. En otra
realizacion, la herida es el resultado de la exposicion a la radiacion.

Los compuestos, las formas de dosificacién oralmente aceptables y las composiciones descritas en la presente
memoria descriptiva también pueden utilizarse para la cicatrizaciéon de heridas diabéticas, la cicatrizacién de heridas
gastrointestinales o la cicatrizacién de una adherencia debida, por ejemplo, a una operacién.

Los compuestos, formas de dosificacién oralmente aceptables y composiciones descritos en la presente memoria
descriptiva también pueden usarse para curar heridas que son secundarias a otra enfermedad. Por ejemplo, en las
enfermedades inflamatorias de la piel, como la psoriasis y la dermatitis, se producen numerosos incidentes de lesiones
cutaneas secundarias a la enfermedad, causadas por el agrietamiento profundo de la piel o el rascado de la misma.
Los compuestos, las formas de dosificacién oralmente aceptables y las composiciones aqui descritas pueden utilizarse
para curar heridas secundarias a estas enfermedades, por ejemplo, enfermedades inflamatorias de la piel, tales como
la psoriasis y la dermatitis.

En otra realizacion, la herida es una herida interna. En un aspecto especifico, la herida interna es una herida crénica.
En otro aspecto especifico, la herida es una herida vascular. En otro aspecto especifico, la herida interna es una Ulcera.

Ejemplos de heridas incluyen, pero no se limitan a, abrasiones, avulsiones, heridas por soplado (es decir, neumotérax
abierto), heridas por quemadura, contusiones, heridas por arma de fuego, heridas incisas, heridas abiertas, heridas
penetrantes, heridas perforantes, heridas por puncién, heridas por septdn, heridas por arma blanca, heridas
quirdrgicas, heridas subcutaneas, lesiones diabéticas o heridas tangenciales. Ejemplos adicionales de heridas que
pueden ser tratadas por los compuestos, formas de dosificacién oralmente aceptables y composiciones aqui descritas
incluyen afecciones o heridas agudas, tales como quemaduras térmicas, quemaduras quimicas, quemaduras por
radiacién, quemaduras causadas por la exposicién excesiva a la radiacién ultravioleta (por ejemplo, quemaduras
solares); dafios en tejidos corporales, tales como el perineo como resultado del parto; lesiones sufridas durante
procedimientos médicos, tales como episiotomias; lesiones inducidas por traumatismos, incluyendo cortes, incisiones,
excoriaciones; lesiones sufridas en accidentes; lesiones posquirirgicas, asi como afecciones crénicas, tales como
Ulceras por presién, Ulceras por decubito, afecciones relacionadas con la diabetes y la mala circulacién, y todos los
tipos de acné. Ademés, la herida puede incluir dermatitis, tal como impétigo, intertrigo, foliculitis y eczema, heridas tras
cirugia dental; enfermedad periodontal; heridas tras traumatismos; y heridas asociadas a tumores. Otros ejemplos de
heridas incluyen mordeduras de animales, enfermedades arteriales, picaduras y mordeduras de insectos, infecciones
Oseas, injertos de piel/musculo comprometidos, gangrena, desgarros o laceraciones de la piel, envejecimiento de la
piel, incisiones quirlrgicas, incluidas heridas quirdrgicas lentas o que no cicatrizan, hemorragia intracerebral,
aneurisma, astenia dérmica e infecciones postoperatorias.

En realizaciones preferentes, la herida se selecciona del grupo que consiste en una herida por quemadura, una herida
incisa, una herida abierta, una herida quirargica o posquirdrgica, una lesién diabética, una quemadura térmica, una
quemadura quimica, una quemadura por radiacién, una Ulcera por presidén, una Ulcera de declbito y una afeccién
relacionada con la diabetes o la mala circulacién.

La presente divulgacién también se relaciona con procedimientos y composiciones para reducir la formacién de
cicatrices durante la cicatrizacién de heridas en un sujeto. Los compuestos y composiciones aqui descritos pueden
administrarse directamente a la herida o a las células préximas a la herida en una cantidad eficaz para reducir la
formacién de cicatrices en y/o alrededor de la herida.

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 3016982 T3

La herida puede incluir cualquier lesién en cualquier porcién del cuerpo de un sujeto. De acuerdo con realizaciones,
se proporcionan procedimientos para mejorar, reducir o disminuir la formacién de cicatrices en un sujeto que ha sufrido
una lesién por quemadura. De acuerdo con realizaciones preferentes, se proporcionan procedimientos para tratar,
reducir la aparicién de, o reducir la probabilidad de desarrollar cicatrices hipertréficas en un sujeto que ha sufrido una
herida o lesién aguda o crénica.

Otros trastornos

Los compuestos, las formas de dosificacién oralmente aceptables y las composiciones descritas en la presente
memoria descriptiva también pueden usarse para tratar trastornos de crecimiento tisular anormal y fibrosis, incluyendo
cardiomiopatia dilatativa, cardiomiopatia hipertréfica, cardiomiopatia restrictiva, fibrosis pulmonar, fibrosis hepatica,
glomerulonefritis y otros trastornos renales.

Radioterapia combinada

Los compuestos, formas de dosificacién oralmente aceptables y composiciones descritos en la presente memoria
descriptiva son utiles como radiosensibilizadores. Por lo tanto, los compuestos, las formas de dosificacién oralmente
aceptables y las composiciones aqui descritas pueden administrarse en combinacién con radioterapia. La radioterapia
es el uso médico de radiaciones de alta energia (por ejemplo, rayos X, rayos gamma o particulas cargadas) para
reducir tumores y destruir células malignas. La radioterapia destruye las células malignas dafiando su ADN.

La radioterapia puede administrarse a un paciente de varias maneras. Por ejemplo, la radiacién puede administrarse
desde una fuente externa, tal como una méaquina situada fuera del cuerpo del paciente, como en la radioterapia de
haz externo. La radioterapia de haz externo para el tratamiento del cancer utiliza una fuente de radiacién externa al
paciente, normalmente un radioisétopo, tal como ®°Co, '¥’Cs, o una fuente de rayos X de alta energia, tal como un
acelerador lineal. La fuente externa produce un haz colimado dirigido hacia el interior del paciente, hacia la zona del
tumor. La radioterapia de fuente externa evita algunos de los problemas de la radioterapia de fuente interna, pero
irradia indeseable y necesariamente un volumen significativo de tejido no tumoral o sano en la trayectoria del haz de
radiacién junto con el tejido tumoral.

El efecto adverso de la irradiacion del tejido sano puede reducirse, manteniendo al mismo tiempo una dosis dada de
radiacidn en el tejido tumoral, proyectando el haz de radiacién externa en el paciente en una variedad de angulos de
"gantry" con los haces convergiendo en el sitio del tumor. Los elementos de volumen particular de tejido sano, a lo
largo de la trayectoria del haz de radiacidén, cambian, reduciendo la dosis total a cada uno de tales elementos de tejido
sano durante todo el tratamiento.

La irradiacién del tejido sano también puede reducirse colimando estrechamente el haz de radiacién a la seccidén
transversal general del tumor tomada perpendicularmente al eje del haz de radiacién. Existen numerosos sistemas
para producir tal colimacién circunferencial, algunos de los cuales utilizan multiples obturadores deslizantes que, por
partes, pueden generar una méascara radioopaca de contorno arbitrario.

Para la administracién de radiaciéon de haz externo, la cantidad puede ser de al menos aproximadamente 1 Gray (Gy)
fracciones al menos una vez cada dos dias a un volumen de tratamiento. En una realizacién particular, la radiacioén se
administra en al menos aproximadamente 2 Gray (Gy) fracciones al menos una vez al dia a un volumen de tratamiento.
En otra realizacién particular, la radiacién se administra en al menos aproximadamente 2 Gray (Gy) fracciones al
menos una vez al dia a un volumen de tratamiento durante cinco dias consecutivos por semana. En otra realizacion
particular, la radiacién se administra en fracciones de 10 Gy en dias alternos, tres veces por semana a un volumen de
tratamiento. En otra realizacién particular, se administra un total de al menos 20 Gy a un paciente que lo necesite. En
otra realizacién particular, se administran al menos unos 30 Gy a un paciente que los necesite. En otra realizacién
particular, se administran al menos unos 40 Gy a un paciente que los necesite.

Normalmente, el paciente recibe radioterapia externa cuatro o cinco veces por semana. Un ciclo completo de
tratamiento suele durar de una a siete semanas, dependiendo del tipo de cancer y del objetivo del tratamiento. Por
ejemplo, un paciente puede recibir una dosis de 2 Gy/dia durante 30 dias.

La radioterapia interna es una radioterapia localizada, lo que significa que la fuente de radiacién se coloca en el lugar
del tumor o de la zona afectada. La radioterapia interna puede administrarse colocando una fuente de radiacién en el
interior o junto a la zona que requiere tratamiento. La radioterapia interna también se denomina braquiterapia. La
braquiterapia incluye el tratamiento intercavitario y el tratamiento intersticial. En el tratamiento intracavitario, se colocan
contenedores que contienen fuentes radiactivas en el tumor o cerca de él. Las fuentes se introducen en las cavidades
corporales. En el tratamiento intersticial, sélo se introducen las fuentes radiactivas en el tumor. Estas fuentes
radiactivas pueden permanecer en el paciente de forma permanente. Normalmente, las fuentes radiactivas se retiran
del paciente al cabo de varios dias. Las fuentes radiactivas estan en contenedores.

Existen varios procedimientos para la administracién de un agente radiofarmacéutico. Por ejemplo, el agente
radiofarmacéutico puede administrarse por administracién dirigida o por administracion sistémica de conjugados
radiactivos dirigidos, tales como un anticuerpo radiomarcado, un péptido radiomarcado y un sistema de administracién
liposomal. En una realizacién particular de administracion dirigida, el agente farmacéutico radiomarcado puede ser un
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anticuerpo radiomarcado. Véase, por ejemplo, Ballangrud A. M., et al. Cancer Res., 2001; 61:2008-2014 y Goldenber,
D.M.. J. Nucl. Med., 2002; 43(5):693-713.

En otra realizacién particular de administracion dirigida, el agente radiofarmacéutico puede administrarse en forma de
sistemas de administracién liposomal, tales como vesiculas unilamelares pequefias, vesiculas unilamelares grandes
y vesiculas multilamelares. Los liposomas pueden formarse a partir de diversos fosfolipidos, como el colesterol, la
estearilamina o las fosfatidilcolinas. Véase, por ejemplo, Emfietzoglou D, Kostarelos K, Sgouros G. An analytical
dosimetry study for the use of radionuclide-liposome conjugates in internal radiotherapy.. J Nucl Med 2001; 42:499-
504.

En otra realizacién particular de administracién dirigida, el agente farmacéutico radiomarcado puede ser un péptido
radiomarcado. Véase, por ejemplo, Weiner RE, Thakur ML.. Péptidos radiomarcados en el diagnéstico y la terapia de
enfermedades oncoldgicas. Appl Radiat Isot 2002 Nov;57(5):749-63.

Ademas de la administracién dirigida, la bracyterapia puede utilizarse para administrar el agente radiofarmacéutico al
lugar diana. La braquiterapia es una técnica que situa las fuentes de radiacién lo mas cerca posible de la zona tumoral.
A menudo, la fuente se inserta directamente en el tumor. Las fuentes radiactivas pueden tener forma de alambres,
semillas o varillas. Generalmente, se utilizan el cesio, el iridio o el yodo.

La radioterapia sistémica es otro tipo de radioterapia e implica el uso de sustancias radiactivas en la sangre. La
radioterapia sistémica es una forma de terapia dirigida. En la radioterapia sistémica, el paciente suele ingerir o recibir
una inyeccidén de una sustancia radiactiva, tal como yodo radiactivo o una sustancia radiactiva unida a un anticuerpo
monoclonal.

Un "agente radiofarmacéutico”, tal como se define en la presente memoria descriptiva, se relaciona con un agente
farmacéutico que contiene al menos un radiois6topo emisor de radiacidén. Los agentes radiofarmacéuticos se utilizan
habitualmente en medicina nuclear para el diagnéstico y/o tratamiento de diversas enfermedades. El agente
farmacéutico radiomarcado, por ejemplo, un anticuerpo radiomarcado, contiene un radioisétopo (RI) que sirve como
fuente de radiacién. Tal y como se contempla en la presente memoria descriptiva, el término "radioisétopo" incluye
radioisétopos metélicos y no metalicos. El radioisétopo se elige en funcién de la aplicacion médica de los agentes
farmacéuticos radiomarcados. Cuando el radioisétopo es metalico, se suele emplear un quelante para unir el
radiois6topo metalico al resto de la molécula. Cuando el radioisétopo es un radioisétopo no metaélico, el radioisétopo
no metalico suele estar unido directamente, o por medio de un enlazador, al resto de la molécula.

Tal como se utiliza en la presente memoria descriptiva, un "radioisétopo metalico” es cualquier radioisétopo metélico
adecuado Util en un procedimiento terapéutico o de diagnésticoin vivo oin vitro. Los radioisétopos metélicos
adecuados incluyen, entre otros: Actinio-225, Antimonio-124, Antimonio-125, Arsénico-74, Bario-103, Bario-140,
Berilio-7, Bismuto-2086, Bismuto-207, Bismuto212, Bismuto213, Cadmio-109, Cadmio-115m, Calcio-45, Cerio-139,
Cerio-141, Cerio-144, Cesio-137, Cromo-51, Cobalto-55, Cobalto-56, Cobalto-57, Cobalto-58, Cobalto-60, Cobalto-64,
Cobre-60, Cobre-62, Cobre-64, Cobre-67, Erbio-169, Europio-152, Galio-64, Galio-67, Galio-68, Gadolinio153,
Gadolinio-157 Oro-195, Oro-199, Hafnio-175, Hafnio-175-181, Holmio-166, Indio-110, Indio-111, Iridio-192, Hierro 55,
Hierro-59, Criptén85, Plomo-203, Plomo-210, Lutecio-177, Manganeso-54, Mercurio-197, Mercurio203, Molibdeno-99,
Neodimio-147, Neptunio-237, Niquel-63, Niobio95, Osmio-185+191, Paladio-103, Paladio-109, Platino-195m,
Praseodimio-143, Prometio-147, Prometio-149, Protactinio-233, Radio-226, Renio-186, Renio-188, Rubidio-86,
Rutenio-97, Rutenio-103, Rutenio-105, Rutenio-106, Samario-153, Escandio-44, Escandio-46, Escandio-47, Selenio-
75, Plata-110m, Plata-111, Sodio-22, Estroncio-85, Estroncio-89, Estroncio-90, Azufre-35, Tantalio-182, Tecnecio-99m,
Telurio-125, Telurio-132, Talio-204, Torio-228, Torio-232, Talio-170, Estafio-113, estafio-114, estafio-117m, titanio-44,
wolframio-185, vanadio-48, vanadio-49, iterbio-169, itrio-86, itrio-88, itrio-90, itrio-91, zinc-65, circonio-89 y circonio-
95.

Tal como se utiliza en la presente memoria descriptiva, un "radioisétopo no metéalico" es cualquier radioisétopo no
metélico adecuado (radioisétopo no metalico) Gtil en un procedimiento terapéutico o de diagnésticoin vivooin
vitro. Los radioisétopos no metalicos adecuados incluyen, pero no se limitan a: Yodo-131, Yodo-125, Yodo-123,
Fésforo-32, Astatina-211, Flior-18, Carbono-11, Oxigeno-15, Bromo-76 y Nitrégeno-13.

Identificar el isétopo més adecuado para la radioterapia requiere sopesar diversos factores. Entre ellas figuran la
captacién y retencién por el tumor, el aclaramiento sanguineo, la tasa de administracién de la radiacién, la semivida y
la actividad especifica del radioisétopo, y la viabilidad de la produccién a gran escala del radioisétopo de forma
econdmica. El punto clave para un radiofarmaco terapéutico es administrar la cantidad necesaria de dosis de radiacién
a las células tumorales y lograr un efecto citotéxico o tumoricida sin causar efectos secundarios inmanejables.

Se prefiere que la semivida fisica del radioisétopo terapéutico sea similar a la semivida biolégica del radiofarmaco en
el lugar del tumor. Por ejemplo, si la semivida del radioisétopo es demasiado corta, gran parte de la desintegracién se
habra producido antes de que el radiofarmaco haya alcanzado la méaxima relacién blanco/fondo. Por otro lado, una
semivida demasiado larga podria causar una dosis de radiacién innecesaria en los tejidos normales. Lo ideal es que
el radioisétopo tenga una semivida lo suficientemente larga como para alcanzar una tasa de dosis minima e irradiar
todas las células durante las fases méas sensibles a la radiacién del ciclo celular. Ademés, el periodo de
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semidesintegracién de un radiois6topo tiene que ser lo suficientemente largo como para que haya tiempo suficiente
para su fabricacién, liberacién y transporte.

Otras consideraciones practicas a la hora de seleccionar un radioisétopo para una aplicacién determinada en terapia
tumoral son la disponibilidad y la calidad. La pureza debe ser suficiente y reproducible, ya que la cantidad de trazas
de impurezas pueden afectar al radiomarcado y a la pureza radioquimica del radiofarmaco.

Los sitios receptores diana en tumores son tipicamente limitados en nimero. Como tal, se prefiere que el radioisétopo
tenga una alta actividad especifica. La actividad especifica depende principalmente del procedimiento de produccion.
Los contaminantes de metales traza deben reducirse al minimo, ya que a menudo compiten con el radioisétopo por el
quelante y sus complejos metalicos compiten por la unién del receptor con el agente quelado radiomarcado.

El tipo de radiacién que es adecuado para su uso en los procedimientos de la presente invencién puede variar. Por
ejemplo, la radiacién puede ser electromagnética o de particulas. La radiacidn electromagnética util en la practica de
esta invencién incluye, pero no se limita a, rayos X y rayos gamma. La radiacién particulada dtil en la practica de esta
invencién incluye, pero no se limita a, haces de electrones (particulas beta), haces de protones, haces de neutrones,
particulas alfa y mesones pi negativos. La radiacién puede administrarse por medio de aparatos y procedimientos
convencionales de tratamiento radioldgico, asi como por procedimientos intraoperatorios y estereotacticos. La
discusién adicional con respecto a los tratamientos de radiacién adecuados para su uso en la practica de esta
invencién se puede encontrar a lo largo de Steven A. Leibel et al., Textbook of Radiation Oncology (1998) (publ.. W.
B. Saunders Company), y en particular en los capitulos 13 y 14. La radiacion también puede administrarse por otros
procedimientos, tal como la administracion dirigida, por ejemplo por medio de "semillas" radiactivas, o por medio de la
administraciéon sistémica de conjugados radiactivos dirigidos. J. Padawer et al., Combined Treatment with
Radioestradiol lucanthone in Mouse C3HBA Mammary Adenocarcinoma and with Estradiol lucanthone in an Estrogen
Bioassay, Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Fisica. 7:347-357 (1981). Pueden utilizarse otros procedimientos de administracion
de radiacién en la practica de esta invencion.

Para la terapia de tumores, se han investigado emisores de particulas ay B. Las particulas alfa son agentes citotoxicos
especialmente buenos porque disipan una gran cantidad de energia en uno o dos didmetros celulares. Los emisores
de particulas B tienen un intervalo de penetracién relativamente largo (2-12 mm en el tejido) dependiendo del nivel de
energia. La penetracidn a larga distancia es especialmente importante en los tumores sélidos que presentan un flujo
sanguineo y/o una expresién de receptores heterogéneos. Los emisores de particulas f producen una distribucién de
dosis mas homogénea incluso cuando estan distribuidos heterogéneamente en el tejido diana.

En una realizacién particular, cantidades terapéuticamente eficaces de las formas de dosificacion oralmente
aceptables descritas en la presente memoria descriptiva se administran en combinacién con una cantidad
terapéuticamente eficaz de radioterapia para tratar el cancer (por ejemplo, cancer de pulmén, tal como cancer de
pulmén de células no pequefias). La cantidad de radiacién necesaria puede ser determinada por un experto en la
materia baséndose en las dosis conocidas para un tipo concreto de cancer. Véase, por ejemplo, Cancer Medicine 5th
ed., Edited by R.C.. Bast y otros, julio de 2000, BC Decker.

La divulgacién anterior describe en general la presente invencidén. Se puede obtener una comprensién mas completa
haciendo referencia a los siguientes Ejemplos especificos. Estos Ejemplos se describen Unicamente con fines
ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la invencién. Se contemplan cambios de forma y sustitucién de
equivalentes de acuerdo con sugieran o hagan convenientes las circunstancias. Aunque en la presente memoria
descriptiva se emplean términos especificos, éstos tienen un sentido descriptivo y no limitativo.

Ejemplificacién

Abreviaturas

aq. Acuoso

Boc terc-butoxicarbonilo

CHxCl> Diclorometano

DABCO 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano
DIPEA N,N-Diisopropiletilamina
DMF N,N-Dimetilformamida
DMSO Dimetilsulféxido

eq. equivalente(s)

EtOAc Acetato de etilo
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EtOH Etanol

H hora(s)

HPLC Cromatografia liquida de alta resolucién

LCMS Cromatografia liquida Espectrometria de masas
LIOH  Hidroxido de litio

RMN  Resonancia magnética nuclear

TA Temperatura ambiente o tiempo de retencién
T3P Anhidrido propilfosfénico

TFA  Acido trifluoroacético

THF Tetrahidrofurano

A lo largo de la siguiente descripcion de tales procesos debe entenderse que, cuando sea apropiado, se afiadiran
grupos protectores adecuados a, y posteriormente se eliminarén de, los varios reactivos e intermedios de una manera
que sera facilimente entendida por un experto en el arte de la sintesis organica. Los procedimientos convencionales
para utilizar tales grupos protectores, asi como ejemplos de grupos protectores adecuados, se describen, por ejemplo,
en "Grupos protectores en sintesis orgénica", TW.. Green, P.G.M. Wuts, Wiley-Interscience, Nueva York, (1999).
También debe entenderse que la transformacién de un grupo o sustituyente en otro grupo o sustituyente por medio de
manipulacién quimica puede llevarse a cabo en cualquier producto intermedio o final en el camino sintético hacia el
producto final, en el que el posible tipo de transformacion esta limitado tUnicamente por la incompatibilidad inherente
de otras funcionalidades portadas por la molécula en esa etapa a las condiciones o reactivos empleados en la
transformacién. Los expertos en el arte de la sintesis organica comprenderan facilmente estas incompatibilidades
inherentes y las formas de eludirlas llevando a cabo las transformaciones y los pasos sintéticos apropiados en un
orden adecuado. A continuacidén se dan ejemplos de transformaciones, y debe entenderse que las transformaciones
descritas no se limitan Unicamente a los grupos o sustituyentes genéricos para los que se ejemplifican las
transformaciones. En "Comprehensive Organic Transformations - A Guide to Functional Group Preparations" R. C.
Larock, VHC Publishers, Inc. (1989) se dan referencias y descripciones sobre otras transformaciones adecuadas. Las
referencias y descripciones de otras reacciones adecuadas se describen en libros de texto de quimica organica, por
ejemplo, "Advanced Organic Chemistry", March, 4th ed., McGraw Hill (1992</4g69546>) o, "Organic Synthesis", Smith,
McGraw Hill, (1994). McGraw Hill (1992) o, "Organic Synthesis", Smith, McGraw Hill, (1994). Las técnicas de
purificacién de los productos intermedios y finales incluyen, por ejemplo, la cromatografia en fase directa e inversa en
columna o plato giratorio, la recristalizacién, la destilacién y la extraccion liquido-liquido o sélido-liquido, que seran
facilmente comprendidas por el experto en la materia. Las definiciones de los sustituyentes y los grupos son las mismas
que en la férmula |, salvo que se definan de otro modo. Los términos "temperatura ambiente” y "temperatura ambiente"
designan, salvo indicacién contraria, una temperatura comprendida entre 16 y 25 °C. El término "reflujo” significara,
salvo indicacién contraria, en referencia a un disolvente empleado, una temperatura igual o superior al punto de
ebullicion de dicho disolvente.

Ejemplo 1. Sintesis de (Z7)-3-(3-3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2 4-triazol-1-il)-N'-pivaloylacrilohidrazida
(Compuesto 1). El compuesto 1 se sintetizé de acuerdo con el siguiente esquema:

3, 5-bis(trifluorometil)benzotioamida (etapa 1). Se cargd un matraz de fondo redondo de 3 bocas y 2 L con una solucién
de 3,5-bis(trifluorometil)benzonitrilo (200 g) en DMF (1 L). A continuacién, la solucién se traté con NaSH (123,7 g, 2,0
eq.) yMgCl» (186,7 g, 1,0 eq.) y la mezcla de reaccién se agité a TAdurante 3 h. La mezcla se vertié en una suspensién
de hielo y agua (10 L) y el compuesto se extrajo con EtOAc (3 x 1 L). Las capas organicas combinadas se lavaron con
solucién acuosa saturada de cloruro sédico (3 x 100 mL), se secaron sobre Na>SO4 anhidro, se filtraron y se
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concentraron a presién reducida para obtener 205 g de la 3,5-bis(trifluorometil)benzotiamida cruda deseada
(rendimiento: 90 %), que se utilizé sin mas purificacién en la siguiente etapa.

3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazolo (Etapa 2). Se cargd un matraz de fondo redondo de 3 bocas y 5 L con
una solucién de 3,5-bis(trifluorometil)benzotiamida (205,65 g) en DMF (1,03 L). Se afiadi6 gota a gota hidrato de
hidracina (73,2 mL, 2,0 eq.) y la mezcla de reaccién se agité a TA durante 1 h. Se afiadié gota a gota HCOOH (1,03
L) y la mezcla de reaccion se sometié a reflujo a 90 °C durante 3 h. Después de dejar enfriar a TA, la mezcla de
reaccion se vertié en solucién acuosa saturada de bicarbonato sédico (7 L) y se extrajo con EtOAc (3 x 1 L). Las capas
organicas combinadas se lavaron con solucién acuosa saturada de cloruro sédico (3 x 500 mL), se secaron sobre
Na>SOasanhidro, se filtraron y se concentraron a presién reducida (35 °C, 20 mmHg) para obtener 180 g del producto
bruto. El material bruto se agité con éter de petréleo (3 x 500 mL), se filtr y se secé para obtener 160 g del 3-(3,5-
bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol deseado obtenido como un sélido amarillo palido (rendimiento: 75%).

(Z)-isopropil 3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)acrilato (Etapa 3). Se cargé un matraz de fondo
redondo de 3 bocas y 2 L con una disolucién de 3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol (160 g) en DMF (960
mL). La solucién se traté con DABCO (127,74 g, 2 eq.) y se agitdé durante 30 min antes de afadir (Z)-isopropil 3-
yodoacrilato (150,32 g, 1,1 eq.) gota a gota. Tras 1 h, la mezcla de reaccion se vertié en una suspensidn de hielo y
agua (5 L)y se extrajo con EtOAc (3 x 1 L). Las capas organicas combinadas se lavaron con solucién de cloruro de
sodio acuoso saturada (3 x 100 mL), secaron sobre Na>SO4 anhidrico, filtraron, y concentraron bajo presién reducida
(35 °C, 20 mmHg) para obtener 250 g del producto crudo que fue purificado por medio de columna de cromatografia
(60/120 gel de silice) mediante el uso de acetato de gradiente etilo/n-hexano (la columna fue empacada en hexano y
el compuesto deseado comenzd eluyendose desde 2 % EtOAC/n-hexano). Las fracciones que contenian los
compuestos deseados se combinaron para obtener (2)-isopropil 3-(3+(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-
il)acrilato (138 g, rendimiento: 61%).

Acido acrilico (Z)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H1,2,4-triazol-1-il) (Etapa 4). En un matraz de fondo redondo de 3
bocas y 5 L, se disolvié (2)-isopropil 3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)acrilato (130 g, 1,0 eq.) en
THF (1,3 L). Se afiadié gota a gota una solucién de LiOH (69,3 g, 5,0 eq.) en agua (1,3 L) y la mezcla de reaccién se
agité a temperatura ambiente durante 4 h antes de enfriarla con 400 mL de hielo y agua y acidificarla (pH=2-3) con
HCI acuoso diluido. La mezcla se extrajo con EtOAc (3 x 1 L) y las capas organicas combinadas se lavaron con
solucién acuosa saturada de cloruro sédico, se secaron sobre Na>SOy, y se concentré a presion reducida para obtener
110 g de é&cido acrilico (2)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il) (rendimiento: 94 %), (contenido cis=
90,0 %, contenido trans= 8,2 % por LCMS).

(2)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1, 2, 4-triazol-1-il)-N"-pivaloylacrilohidrazida (Compuesto 1).. En un matraz de
fondo redondo de 3 bocas y 50 mL, se disolvié acido acrilico (Z)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)
(0,2 g, 1,0 eq.) en EtOAc (20 mL) y se enfrié a -60 °C donde se introdujo gota a gota pivalohidrazida (0,08 g, 1,2 eq.).
Se afiadié gota a gota T3P (50% en EtOAc) (0,4 mL, 4 eq.) seguido de DIPEA (0,4 mL, 4 eq.) y la mezcla de reaccién
se agitd durante 1 h a-60 °C. La mezcla de reaccidén se concentrd a presién reducida (25 °C, 20 mm Hg) para obtener
el producto bruto que se purificé por cromatografia en columna (gel de silice 60/120) usando un gradiente de
metanol/diclorometano (la columna se empaqueté en diclorometano y el compuesto deseado empezé a eluir a partir
del 3 % de metanol/diclorometano). Las fracciones que contenian los compuestos deseados se combinaron para
obtener (2)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)-N'-pivaloylacrilohidrazida (0,11 g, rendimiento: 43%);

Ejemplo 2. Sintesis de (Z)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2.4-triazol-1-il)-N'-(2-
morfolinoacetil)acrilohidrazida (Compuesto 2).

2-morfolinoacetohidrazida. En un matraz de fondo redondo de 3 bocas y 25 mL, se disolvié 2-morfolinoacetato de
metilo (0,25 g, 1,0 eq.) en etanol (5 mL) a temperatura ambiente. El hidrato de hidracina (0,087 g, 1,1 eq.) se introdujo
gota a gota a TAy la mezcla de reaccién se sometié a reflujo a 95 °C durante 20 h. La mezcla de reaccidn se concentré
a presion reducida (40 °C, 20 mm Hg) para obtener la 2-morfolinoacetohidrazida bruta (0,23 g) que se utilizé sin
purificaciéon adicional en la etapa siguiente.

(2)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)-N'-(2-morfolinoacetil)acrilohidrazida (Compuesto 2). En un
matraz de fondo redondo de 3 bocas y 50 mL, se disolvi6 &cido acrilico (2)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1+H-1,2,4-
triazol-1-il) (Ejemplo 1, Etapa 4; 0,5 g, 1,0 eq.) se disolvié en CHoCla: EtOAc (20 mL, 2:1) y se enfrié a -60 °C donde
se introdujo gota a gota 2-morfolinoacetohidrazida (0,23 g, 1,0 eq.). Se afiadi6 gota a gota T3P (50% en EtOAc) (1,27
mL, 1,5 eq.) seguido de DIPEA (0,96 mL, 2 eq.) y la mezcla de reaccién se agité durante 1 h a -60 °C. La mezcla de
reaccién se concentré a presidén reducida (25 °C, 20 mm Hg) para obtener el producto bruto que se purificé por
cromatografia en columna (gel de silice 60/120) usando un gradiente de metanol/diclorometano (la columna se
empagquetd en diclorometano y el compuesto deseado empezé a eluir a partir del 3 % de metanol/diclorometano). Las
fracciones que contenian los compuestos deseados se combinaron para obtener (2)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-
1H-1,2,4-triazol-1-il)-N'-(2-morfolinoacetil)acrilohidrazida (0,1 g, rendimiento: 14%).

Ejemplo 3. Sintesis de (Z)-N'-(3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2 4-triazol-1-il)acriloil)-5-metil-1 H-pirazol-4-
carbohidrazida (Compuesto 3).
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5-metil-1H-pirazol-4-carbohidrazida. En un tubo sellado de 25 mL, se disolvié 5-metil-1H-pirazol-4-carboxilato de etilo
(0,25 g, 1,0 eq.) en etanol (5 mL) a temperatura ambiente. El hidrato de hidracina (1 mL, 5 eq.) se introdujo gota a gota
a TAy la mezcla de reaccidn se calenté a 120 °C durante 20 h. La mezcla de reaccién se concentr6 a presién reducida
(40 °C, 20 mm Hg) para obtener la 5-metil-1H-pirazol-4-carbohidrazida en bruto (0,24 g) que se utilizé sin purificacién
adicional en la etapa siguiente.

(Z2)-N'-(3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1, 2,4-triazol-1-il)acriloil)-5-metil-1H-pirazol-4-carbohidrazida (Compuesto
3). En un matraz de fondo redondo de 3 bocas y 50 mL, se disolvi6 &cido acrilico (2)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-
1H-1,2,4-triazol-1-il) (Ejemplo 1, Etapa 4; 0,5 g, 1,0 eq.) se disolvié en EtOAc:EtOH (15 mL, 2:1) y se enfrié a -60 °C
en el que se introdujo gota a gota 5-metil-1H-pirazol-4-carbohidrazida (0,24 g, 1,0 eq.). Se afiadibé gota a gota T3P
(50% en EtOAc) (1,69 mL, 1,5 eq.) seguido de DIPEA (2 mL, 8 eq.) y la mezcla de reaccién se agitd durante 1 h a -60
°C. La mezcla de reaccidén se concentrd a presion reducida (25 °C, 20 mm Hg) para obtener el producto bruto que se
purificd por cromatografia en columna (gel de silice 60/120) usando un gradiente de metanol/diclorometano (la
columna se empaqueté en diclorometano y el compuesto deseado empezé a eluir a partir del 3 % de
metanol/diclorometano). Las fracciones que contenian los compuestos deseados se combinaron para obtener (Z)-N'-
(3-(3+3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)acriloil)-5-metil-1 H-pirazol-4-carbohidrazida (0,2 g, rendimiento:
42%).

Ejemplo 4. Sintesis de (Z)-2-(3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)acriloil)-N-
ciclopropilhidrazinocarbotiamida (Compuesto 4).

En un matraz de fondo redondo de 3 bocas y 50 mL, se disolvié acido acrilico (Z2)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-
1,2,4-triazol-1-il) (Ejemplo 1, Etapa 4; 0,5 g, 1,0 eq.) se disolvié en EtOAc:EtOH (15 mL, 2:1) y se enfrié a -60 °C, en
el que se introdujo gota a gota N ciclopropilhidrazinocarbotiamida (0,22 g, 1,2 eq.). Se afiadi6 gota a gota T3P (50%
en EtOAc) (1,69 mL, 2 eq.) seguido de DIPEA (1 mL, 4 eq.) y la mezcla de reaccién se agité durante 1 ha -60 °C. La
mezcla de reaccién se concentré a presién reducida (25 °C, 20 mm Hg) para obtener el producto bruto que se purificd
por cromatografia en columna (gel de silice 60/120) usando un gradiente de metanol/diclorometano (la columna se
empagquetd en diclorometano y el compuesto deseado empezé a eluir a partir del 3 % de metanol/diclorometano). Las
fracciones que contenian los compuestos deseados se combinaron para obtener (2)-2-(3-(3+(3,5-
bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)acriloil)-N-ciclopropilhidrazinocarbotiamida (0,06 g, rendimiento: 9%).

Ejemplo 5. Sintesis de (Z)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)-N'-metil-N'-(2-
morfolinoacetil)acrilohidrazida (Compuesto 5).

N-metil-2-morfolinoacetohidrazida. En un tubo sellado de 25 mL, se disolvié 2-morfolinoacetato de metilo (0,5 g, 1,0
eq.) en etanol (5 mL) a TA. La metilhidrazina (0,16 g, 1,1 eq.) se introdujo gota a gota a TAy la mezcla de reaccién se
someti6 a reflujo a 95 °C durante 48 h. La mezcla de reaccién se concentré a presién reducida (40 °C, 20 mm Hg)
para obtener la A-metil-2-morfolinoacetohidrazida cruda (0,27 g) que se utilizé sin purificacién adicional en el paso
siguiente.

(2)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1  il)-N"-metil N'-(2-morfolinoacetil)acrilohidrazida (Compuesto
5). En un matraz de fondo redondo de 3 bocas y 50 mL, se disolvid acido acrilico (Z)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-
1H-1,2,4-triazol-1-il) (Ejemplo 1, Etapa 4; 0,3 g, 1,0 eq.) en THF: EtOAc (15 mL, 2:1) y se enfrié a -60 °C en el que se
introdujo gota a gota N-metil-2-morfolinoacetohidrazida (0,23 g, 1,5 eq.). Se afiadi6é gota a gota T3P (50% en EtOAc)
(1,27 mL, 2,5 eq.) seguido de DIPEA (0,45 mL, 3 eq.) y la mezcla de reaccién se agité durante 1 h a -60 °C. La mezcla
de reaccién se concentré a presion reducida (25 °C, 20 mm Hg) para obtener el producto bruto que se purificé por
cromatografia en columna (gel de silice 60/120) usando un gradiente de metanol/diclorometano (la columna se
empagquetd en diclorometano y el compuesto deseado empezé a eluir a partir del 3 % de metanol/diclorometano). Las
fracciones que contenian los compuestos deseados se combinaron para obtener (2)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-
1H-1,2,4-triazol-1-il)-N'-metil-N'-(2-morfolinoacetil)acrilohidrazida (0,052 g, rendimiento: 12%).

Ejemplo 6. Sintesis de (Z)-N'-(3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)acriloil)piperidin-3-
carbohidrazida (Compuesto 6).

Piperidin-3-carbohidrazida. En un tubo sellado de 30 mL, se disolvié piperidina-3-carboxilato de etilo (1 g, 1,0 eq.) en
etanol (5 mL) a TA. El hidrato de hidracina (1,05 g, 3 eq.) se introdujo gota a gota a TA y la mezcla de reaccién se
calenté a 120 °C durante 20 h. La mezcla de reaccidn se concentré a presion reducida (40 °C, 20 mm Hg) para obtener
la piperidina-3-carbohidrazida bruta (0,8 g) que se utiliz6 sin purificacién adicional en el paso siguiente.

(Z2)-N'-(3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)acriloil)piperidin-3-carbohidrazida (Compuesto 6). En un
matraz de fondo redondo de 3 bocas y 50 mL, se disolvi6 &cido acrilico (2)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1+H-1,2,4-
triazol-1-il) (Ejemplo 1, Etapa 4; 0,25 g, 1,0 eq.) en THF: EtOAc (15 mL, 2:1) y se enfrié a -60 °C donde se introdujo
gota a gota piperidina-3-carbohidrazida (0,113 g, 1,1 eq.). Se afiadi6 gota a gota T3P (50% en EtOAc) (1,69 mL, 4 eq.)
seguido de DIPEA (0,25 mL, 2 eq.) y la mezcla de reaccién se agité durante 1 h a -60 °C. La mezcla de reaccion se
concentrd a presion reducida (25 °C, 20 mm Hg) para obtener el producto bruto que se purificé por cromatografia en
columna (gel de silice 60/120) usando un gradiente de metanol/diclorometano (la columna se empaqueté en
diclorometano y el compuesto deseado empezé a eluir a partir del 3 % de metanol/diclorometano). Las fracciones que
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contenian los compuestos deseados se combinaron para obtener (Z2)-N'-(3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-
triazol-1-il)acriloil)piperidin-3-carbohidrazida (0,01 g, rendimiento: 2,4%).

Ejemplo 7. Sintesis de (S,Z)-2-amino-N'-(3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)acriloil)-3-
metilbutanohidrazida 2,2 2-trifluoroacetato (Compuesto 7).

El compuesto 7 se sintetizé6 por medio del siguiente esquema:
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(2)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)acrilohidrazida (Etapa 1). En un matraz de fondo redondo de 3
bocas y 50 mL, se disolvid &cido acrilico (2)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il) (Ejemplo 1, Etapa 4;
0,5 g, 1,0 eq.) se disolvié en THF (10 mL) y se enfrié a -10 °C, en el que se afiadié NMP (0,3 g, 2,1 eq.) y la mezcla
de reaccion se agitd durante 5 min. A continuacién se afiadié cloroformato de isobutilo (0,465 g, 2,4 eq.) y la mezcla
de reaccién se agité durante 1 h. El sélido formado se eliminé por filtracién. El filtrado se enfrié a 0 °C y se introdujo la
hidrazida de terc-butoxicarbonilo (0,21 g, 1,1 eq.). La mezcla de reaccién se dej6 calentar hasta TA, en la que se agitd
durante 1 h. La mezcla de reaccién se vertié en un bafio de agua helada y se extrajo con EtOAc (3 x 50 mL). Las
capas organicas combinadas se lavaron con solucién de cloruro de sodio acuoso saturada (25 mL), secaron sobre
Nao>SO4 anhidrico, filtraron, y se concentraron bajo presién reducida (25 °C, 20 mmHg) para obtener 0,5 g del producto
crudo. A continuacién, el producto bruto se disolvié en THF (10 mL) y se afiadié gota a gota TFA (2 mL) a TAy la
mezcla de reaccién se agitd durante 2 h. La mezcla de reaccién se concentré a presién reducida (25 °C, 20 mmHg) y
el sdlido formado se ftritur6 con pentano para obtener (Z2)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-
il)acrilohidrazida (0,25 g, rendimiento: 48,5%).

Acido (S)-2-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-metilbutanoico. En un matraz de fondo redondo de 3 bocas y 25 mL, se
disolvié acido (S)-2-amino-3-metilbutanoico (0,8 g, 1,0 eq.) en agua (4 mL). Se afiadié bicarbonato sédico (0,63 g, 1,1
eq.), seguido de di-tert-butil dicarbonato (2,97 g, 2,0 eq.) y la mezcla de reaccién se agité durante 2 h a TA. La mezcla
de reaccion se extrajo con EtOAc (3 x 10 mL). Las capas orgénicas combinadas se lavaron con solucién de cloruro
de sodio acuoso saturada (25 mL), secaron sobre Na>SO4 anhidrico, filtraron, y se concentraron bajo presién reducida
(25 °C, 20 mmHg) para obtener 1,2 del producto crudo que fue purificado por medio de columna de cromatografia
(60/120 gel de silice) mediante el uso de gradiente metanol/diclorometano (la columna se empacé en diclorometano y
el compuesto deseado comenzé eluyendose desde 3 % metanol/diclorometano). Las fracciones que contenian los
compuestos deseados se combinaron para obtener acido (S)-2-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-metilbutanoico (0,7 g,
rendimiento: 47,3%).

(8,2)-2-amino-N'-(3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)acriloil)-3-metilbutanohidrazida 2,2,2-
trifluoroacetato (Compuesto 7). En un matraz de fondo redondo de 10 mL, se disolvié (2)-3-(3-(3,5-
bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)acrilohidrazida (0,25 g, 1,0 eq.) se disolvié en THF (5 mL) y se enfri6é a -60
°C, en el que se introdujo gota a gota acido (S)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)-3-metilbutanoico (0,19 g, 1,3 eq.). Se
afiadié gota a gota T3P (50% en EtOAc) (0,81 mL, 2 eq.) seguido de DIPEA (0,48 mL, 4 eq.) y la mezcla de reaccién
se agitd durante 1 h a-60 °C. La mezcla de reaccidn se concentrd a presién reducida (25 °C, 20 mm Hg) para obtener
el producto bruto que se purificé por cromatografia en columna (gel de silice 60/120) usando un gradiente de
metanol/diclorometano (la columna se empaqueté en diclorometano y el compuesto deseado empezé a eluir a partir
del 3 % de metanol/diclorometano). Las fracciones que contenian los compuestos deseados se combinaron para
obtener (8,2)-terc-butil (1-(2+3-(3-(3,5-bis(trifluorometilfenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)acriloil)hidrazinil)-3-metil-1-
oxobutan-2-il)carbamato (0,07 g, rendimiento: 18%). En un matraz de fondo redondo de 10 mL, se disolvié (S,2)-terc-
butil (1-(2-(3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)acriloilhidrazinil}-3-metil-1-oxobutan-2-il)carbamato en
diclorometano (2 mL). Se afiadié TFA (0,05 mL) y la mezcla de reaccién se agitdé a temperatura ambiente durante 5 h.
La mezcla de reaccidén se concentré a presion reducida (25 °C, 20 mm Hg) para obtener el producto bruto (0,01 g),
que se tritur6 con éter de petréleo y se secd a presibn reducida para obtener (S,Z)-2-amino-N'-(3-(3-(3,5-
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bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)acriloil)-3-metilbutanohidrazida 2,2 2-trifluoroacetato (0,006 g, rendimiento:
2%).

Ejiemplo 8. Sintesis de {Z)-N'-(3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2.4-triazol-1-il)acriloil)pirazina-2-
carbohidrazida (Compuesto 8).

En un matraz de fondo redondo de 3 bocas y 25 mL, se disolvié &cido (2)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-
triazol-1-il)acrilico (Ejemplo 1, Etapa 4; 0.5 g, 1,0 eq.) se disolvié en diclorometano (5 mL) y se enfrié a -60 °C, donde
se introdujo pirazina-2-carbohidrazida (0,216 g, 1,1 eq.). Se afiadi6é gota a gota T3P (50% en EtOAc) (3,39 mL, 4 eq.)
seguido de DIPEA (0,5 mL, 2 eq.) y la mezcla de reaccién se agité durante 1 h a -60 °C. La mezcla de reaccidn se
concentrd a presion reducida (25 °C, 20 mm Hg) para obtener el producto bruto que se purificé por cromatografia en
columna (gel de silice 60/120) usando un gradiente de metanol/diclorometano (la columna se empaqueté en
diclorometano y el compuesto deseado empezé a eluir a partir del 3 % de metanol/diclorometano). Las fracciones que
contenian los compuestos deseados se combinaron para obtener (Z2)-N'-(3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-
triazol-1-il)acriloil)pirazina-2-carbohidrazida (0,13 g, rendimiento: 19,4%).

Ejemplo 9. Sintesis de (Z)-N'-(3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)acriloil)-1-metilpiperidin-4-
carbohidrazida (Compuesto 9).

1-metilpiperidin-4-carbohidrazida. En un tubo sellado de 25 mL, se disolvié 1-metilpiperidina-4-carboxilato de metilo
(0,2 g, 1,0 eq.) en etanol (5 mL) a TA. El hidrato de hidracina (0,127 g, 2 eq.) se introdujo gota a gota a TAy la mezcla
de reaccién se calent6é a 120 °C durante 20 h. La mezcla de reaccidén se concentré a presién reducida (40 °C, 20 mm
Hg) para obtener la 1-metilpiperidina-4-carbohidrazida bruta (0,145 g) que se utilizd sin purificacién adicional en la
etapa siguiente.

(2)-N'-(3+(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)acriloil)-1-metilpiperidin-4-carbohidrazida (Compuesto 9).
En un matraz de fondo redondo de 3 bocas y 50 mL, se disolvié acido acrilico (Z)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-
1,2,4-triazol-1-il) (0,25 g, 1,0 eq.) en EtOAc:THF (15 mL; 2:1) y se enfrié a -60 °C donde se introdujo 1-metilpiperidin-
4-carbohidrazida (0,123 g, 1,1 eq.). Se afiadi6 gota a gota T3P (50% en EtOAc) (0,85 mL, 2 eq.) seguido de DIPEA
(0,31 mL, 2,5 eq.) y la mezcla de reaccién se agité durante 1 h a -60 °C. La mezcla de reaccidén se concentrd a presién
reducida (35 °C, 20 mm Hg) para obtener el producto bruto que se purificd por cromatografia en columna (gel de silice
60/120) usando un gradiente de metanol/diclorometano (la columna se empaquetd en diclorometano y el compuesto
deseado empezé a eluir a partir del 3 % de metanol/diclorometano). Las fracciones que contenian los compuestos
deseados se combinaron para obtener (Z2)-N'-(3+(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)acriloil)-1-
metilpiperidin-4-carbohidrazida (0,016 g, rendimiento: 4,5%).

Ejemplo 10. Sintesis de (R,Z)-2-amino-N'-(3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)acriloil)-3-
metilbutanohidrazida 2,2 2-trifluoroacetato (Compuesto 10).

Acido (R)-2-((tert-butoxicarbonil)amino)-3-metilbutanoico. En un matraz de fondo redondo de 3 bocas y 25 mL, se
disolvié &cido (R)-2-amino-3-metilbutanoico (0,8 g, 1,0 eq.) en agua (4 mL). Se afiadid bicarbonato sédico (0,394 g,
1,1 eq.), seguido de di-tert-butil dicarbonato (1,86 g, 2,0 eq.) y la mezcla de reaccién se agité durante 2 h a TA. La
mezcla de reaccién se extrajo con EtOAc (3 x 10 mL). Las capas organicas combinadas se lavaron con solucién
acuosa saturada de cloruro sédico (25 mL), se secaron sobre Na,SOasanhidro, se filtraron y se concentraron a presién
reducida (25 °C, 20 mmHg) para obtener 0,75 g de producto bruto.75 g de producto bruto que se purificé por medio
de cromatografia en columna (gel de silice 60/120) usando un gradiente de metanol/diclorometano (la columna se
empagqueté en diclorometano y el compuesto deseado empezé a eluir a partir del 3 % de metanol/diclorometano). Las
fracciones que contenian los compuestos deseados se combinaron para obtener el acido (R)-2-((terc-
butoxicarbonil)amino)-3-metilbutanoico (0,44 g, rendimiento: 47,3%).

(R,Z)-2-amino-N'-(3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)acriloil)-3-metilbutanchidrazida 2,2,2-
trifluoroacetato (Compuesto 10). En un matraz de fondo redondo de 10 mL, se disolvié (Z)-3-(3+(3,5-
bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)acrilohidrazida (0,05 g, 1,0 eq.) se disolvié en THF (5 mL) y se enfri6 a -60
°C, en el que se introdujo gota a gota acido (R)-2-((terc-butoxicarbonil)amino)-3-metilbutanoico (0,038 g, 1,3 eq.). Se
afladié gota a gota T3P (50% en EtOAc) (0,16 mL, 2 eq.) seguido de DIPEA (0,095 mL, 4 eq.) y la mezcla de reaccién
se agité durante 1 h a-60 °C. La mezcla de reaccion se concentrd a presién reducida (25 °C, 20 mm Hg) para obtener
el producto bruto que se purificé por cromatografia en columna (gel de silice 60/120) usando un gradiente de
metanol/diclorometano (la columna se empaqueté en diclorometano y el compuesto deseado empezé a eluir a partir
del 3 % de metanol/diclorometano). Las fracciones que contenian los compuestos deseados se combinaron para
obtener (R,Z)-terc-butil (1-(2+3-(3-(3,5-bis(trifluorometilfenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)acriloil)hidrazinil)-3-metil-1-
oxobutan-2-il)carbamato (0,017 g, rendimiento: 26%). En un matraz de fondo redondo de 10 mL, se disolvié (R,Z)-
terc-butil (1-(2-(3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)acriloil)hidrazinil)-3-metil-1-oxobutan-2-
il)carbamato en diclorometano (2 mL). Se afiadid TFA (0,2 mL) y la mezcla de reaccién se agitd a temperatura ambiente
durante 5 h. La mezcla de reaccién se concentré a presién reducida (25 °C, 20 mm Hg) para obtener el producto bruto
(0,02 g), que se triturd con éter de petréleo y se secd a presidn reducida para obtener (R,Z)-2-amino-N'-(3-(3-(3,5-
bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)acriloil)-3-metilbutanohidrazida 2,2 2-trifluoroacetato (0,007 g, rendimiento:
35%).
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Ejemplo 11. Sintesis de (Z)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)-N'-(2-(pirazin-2-
il)acetil)acrilohidrazida (Compuesto 11).

2-(pirazin-2-il)acetohidrazida. En un tubo sellado de 25 mL, se disolvid 2-(pirazin-2-il)acetato de metilo (0,25 g, 1,0 eq.)
en etanol (5 mL) a TA. El hidrato de hidracina (0,33 g, 4 eq.) se introdujo gota a gota a TAy la mezcla de reaccién se
calenté a 120 °C durante 20 h. La mezcla de reaccién se concentré a presion reducida (40 °C, 20 mm Hg) para obtener
la 2-(pirazin-2-il)acetohidrazida bruta (0,2 g) que se utilizé sin purificacién adicional en la etapa siguiente.

(2)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)-N'-(2-(pirazin-2-il)acetil)acrilohidrazida (Compuesto 11). En
un matraz de fondo redondo de 50 mL y 3 cuellos, se disolvié &cido (Z)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-
triazol-1-il)acrilico (0,3 g, 1.0 eq.) se disolvié en EtOAc:THF (15 mL; 2:1) y se enfrié a -60 °C en el que se introdujo 2-
(pirazin-2-il)acetohidrazida (0,129 g, 1,1 eq.). Se afladié gota a gota T3P (50% en EtOAc) (1,01 mL, 2 eq.) seguido de
DIPEA (0,35 mL, 2,5 eq.) y la mezcla de reaccidn se agitdé durante 1 h a -60 °C. La mezcla de reaccién se concentrd
a presién reducida (25 °C, 20 mm Hg) para obtener el producto bruto que se purificé por cromatografia en columna
(gel de silice 60/120) usando un gradiente de metanol/diclorometano (la columna se empaqueté en diclorometano y el
compuesto deseado empezé a eluir a partir del 3 % de metanol/diclorometano). Las fracciones que contenian los
compuestos deseados se combinaron para obtener (Z2)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)-N'-(2-
(pirazin-2-il)acetil)acrilohidrazida (0,025 g, rendimiento: 5%).

Ejemplo 12. Sintesis de (Z)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)-N'-(2-morfolino-2-
oxoacetil)acrilohidrazida (Compuesto 12).

o o] o

H C\J\@/O\/ /\o)kfO HZN‘H)K(O
N N

N NH,NH,

EOJ Et;N, ELO EOJ EtoH [oj

NfQOH

T,P, DIPEA, | FsC L
THF
Fa
: > 'Qm§
Fy

Sintesis de 2-morfolino-2-oxoacetato de etilo:

Ao ke
® kg ()

Se afiadié gota a gota una solucidén de 2-cloro-2-oxoacetato de etilo (1,25 g, 9,18 mmol) en éter dietilico (5 mL) a una
solucién de morfolina (1,0 g, 11,48 mmol) en éter dietilico (20 mL) y trietilamina (1,16 g, 11,48 mmol) a 0 °C. La mezcla
de reaccién se dejé calentar a temperatura ambiente y se agité durante 2 h. La mezcla de reaccién se filtré y el filtrado
se concentré a presién reducida. El aceite de color amarillo se transfirié a 25 mL de agua helada y se extrajo con
acetato de etilo (3 x 20 mL). Las capas orgénicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre sulfato
sédico anhidro y se concentraron a presién reducida para dar 1 g de producto bruto, que se siguié mediante el uso de
sin purificacion. Rendimiento bruto 47%. 'H RMN (400 MHz, CDCls) & 4,33-4,38 (q, 2H), 3,72-3,76 (m, 4H), 3,65-3,68
(m, 2H), 3,47-3,50 (m, 2H), 1,37-1,40 (t, 3H). LCMS m/z 187,93 [M+H]", tr = 0,525 min.

Sintesis de 2-morfolino-2-oxoacetohidrazida:

o)
/\OJ\]&O HZN‘H kao

N NH,NH, N

() T ()
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Se disolvié 2-morfolino-2-oxoacetato de etilo (1,0 g, 5,34 mmol) en etanol (7 mL) y se afiadi6é hidrato de hidrazina
(0,267 g, 5,34 mmol) gota a gota a 0 °C. La mezcla de reaccidén se agitd a temperatura ambiente durante 1,5 h. La
mezcla de reaccién se concentr6 a presion reducida para dar 0,9 g de producto bruto, que se utilizé sin purificacién
adicional en el paso siguiente. Rendimiento bruto 90%. "H RMN (400 MHz, CDCl3) 8 9,79 (s, 1H), 4,43-4,48 (m, 2H),
3,66-3,61 (m, 4H), 3,40-3,48 (m, 4H). LCMS m/z 174,16 [M+H]*, tr = 2,031 min.

Sintesis de (Z)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1il)-N'-(2-morfolino-2-oxoacetil)acrilohidrazida:

N’I\(:—}'OH
L2

V,

F.C

H, N‘NJ\( - F\C QNH§H

) ] -
T3P, DIPEA, F,

Una solucién de (2)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)acido acrilico (0,2 g, 0,569 mmol) y 2-
morfolino-2-oxoacetohidrazida (0,02 g, 0,175 mmol) en THF (3 mL) se enfrié a -60 °C. Se afiadié gota a gota TsP
(0,098 g, 0,569 mmol) (0,50 mL) seguido de DIPEA (0,11 g, 0,854 mmol) y se agité a -60 °C durante 1 h. La mezcla
de reaccién se transfiri6 a 25 mL de agua helada y se extrajo con acetato de etilo (2 x 25 mL). Las capas organicas
combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre sulfato sédico anhidro y se concentraron a presién reducida
para dar 0,3 g de producto bruto, que se purificé por cromatografia (0-4% MeOH/CH.Cl,) para dar 0,15 g de (Z)-3+(3-
(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2, 4-triazol-1-il)-A'-(2-morfolino-2-oxoacetil) acrilohidrazida (Rendimiento 50 %). 'H
RMN (400 MHz, DMSO-ds) d 10,70-10,88 (m, 2H), 9,56 (s, 1H), 8,57 (s, 2H), 8,29 (s, 1H), 7,52-7,55 (d, J= 10,4 Hz,
1H), 6,0-6,03 (d, J= 10,4 Hz, 1H), 3,51-3,64 (m, 8H). LCMS m/z 507,25 [M+HT", tr = 2,012 min.

Ejemplo 13. Sintesis de (Z)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)-N'-(2-(3,5-
dimetilmorfolino)acetil)acrilohidrazida (Compuesto 13).
o

o
ﬁDnC. (&
NH; HO\)I\ H picien \[Nj/ /\QJJ\/Br
HO ——— = Ho oH —— —_—

PN PIO,H, /\r \(\ o CHACN, K,CO; T :|/

NH,NH, l

EtOH

NN m o T;F, DIPEA, THF A}NH
e TR
bt N»f:(}—OH {

F, FsC i l\f>
Fa
Sintesis de 2,2 -azanedildipropan-1-ol:
0]
NH, HO §
—————————
Ho A PtO,/H, HO/Y Y\OH

EtOH

Se disolvieron 2-aminopropan-1-ol (5 g, 66,57 mmol) y 1-hidroxipropan-2-ona (5,77 g, 77,89 mmol) en etanol (115 mL)
y se afiadieron 50 mg de PtO,. La mezcla de reaccién se agité a 50 psi de presién de H; a temperatura ambiente
durante 24 h. La mezcla de reaccidn se filtrd y el filtrado se concentré a presion reducida para dar el producto bruto,
que se utilizo sin purificacién adicional en la etapa siguiente. Rendimiento bruto: 79 %. '"H RMN (400 MHz, CDCl3) &
4,45 (bs, 2H), 3,42-3,43 (m, 1H), 3,16-3,22 (m, 4H), 2,65-2,69 (m, 2H) 0,87-0,91(m, 6H): LCMS m/z 133,99 [M+H]", t&:
4.077 min .

Sintesis de 3,5-dimetilmorfolina:
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OﬂC

Ho/\r Y\OH ﬂ-— \E j/

Se suspendié 2,2'-Azanediyldipropan-1-ol (7 g, 52 mmol) en Conc. H2SO4 (5,3 mL, 99,8 mmol) a temperatura ambiente
y se calent6é a 180 °C durante 8 h. La mezcla de reaccién se enfrié a 0 °C y se afiadi6é gota a gota solucién de KOH
(11,79 g, 21,02 mmol) en 60 mL de agua. La mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 12 h. La
mezcla de reaccidén se filtré y el filtrado se extrajo con CHClz:MeOH (85:15; 5X50 mL). Las capas orgéanicas
combinadas se secaron sobre sulfato sédico anhidro y se concentraron a presién reducida para dar 3,5 g de producto
bruto, que se utilizd sin més purificacidén en el paso siguiente (Rendimiento bruto: 58%).

Sintesis de 2-(3,5-dimetilmorfolino)acetato de etilo:

o

o~ )J\/Br (&o
\[ j/ CHLCN, KoCO, \[N]/

Se afiadieron carbonato potasico (0,311 g, 2,25 mmol) y bromoacetato de etilo (0,319 g, 1,91 mmol) a la solucidén de
3,5-dimetilmorfolina (0,2 g, 1,73 mmol) en acetonitrilo (4 mL) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se agité
a 60 °C durante 12 h. La mezcla de reaccion se transfirié a agua helada y se extrajo con acetato de etilo (20 mL x 3).
Las capas orgénicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre Na>;SOsanhidro, y se concentraron a
presién reducida para dar el producto bruto, que se utilizé en la etapa siguiente sin purificacién adicional (Rendimiento
bruto: 54%).

Sintesis de 2-(3,5-dimetilmorfolino)acetohidrazida de etilo:

o
(& _ NHNH, JLNHHZ
\|: :]/ " Eon \_<

Se disolvié etil-2-(3,5-dimetilmorfolino)acetato (0,19 g, 0,944 mmol) en etanol (4 mL) y se afiadi6 hidrato de hidrazina
(0,047 g, 0,944 mmol) gota a gota. La mezcla de reaccién se agité a 80 °C durante 20 h y se concentré a presién
reducida para obtener el producto bruto, que se utilizé sin mas purificacién en la etapa siguiente. (Rendimiento bruto:
97%). "H RMN (400 MHz, DMSO-ds) 5 8,95 (s, 2H), 8,84 (s, 1H), 3,60-3,63 (m, 2H), 3,25-3,29 (m, 2H), 3,14 (s, 2H),
3,05 (s, 2H), 0,86-0,88 (m, 6H): LCMS m/z 188,12 [M+H]", {r 4,716 min.

Sintesis de (Z)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)-N"-(2-(3,5-
dimetilmorfolino)acetil)acrilohidrazida:

N,Q_NH o
a  NH HN h
({_{l}m i T,P, DIPEA, THF FsC [N’> ‘/{,

NN S—OH

Fa

A la solucidén de acido acrilico (Z2)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il) (0,2 g, 0,569 mmol) y 2-(3,5-
dimetilmorfolino)acetohidrazida (0,106 g, 0,569 mmol) en THF (10 mL) se afiadieron T3P (0,543 g, 0,854 mmol)
seguido de DIPEA (0,110 g, 0,854 mmol) a -60 °C y se agit6é durante 2 h. La mezcla de reaccién se transfirié a 25 mL
de agua helada y se extrajo con acetato de etilo (2 x 25 mL) y las capas orgénicas combinadas se lavaron con
salmuera, se secaron sobre sulfato sédico anhidro y se concentraron a presién reducida para obtener el producto
bruto, que se purificéd por cromatografia (0-3% MeOH/CH.Cl,) para dar 0,02 g de (2)-3-(3(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-
1H-1,2 4-triazol-1-il)-N'-(2-(3,5-dimetilmorfolino)acetilJacrilohidrazida (Rendimiento: 7%). '"H RMN (400 MHz, DMSO-
ds) 10,58 (s, 1H), 9,83 (s, 1H), 9,56 (s, 1H), 8,54-8,56 (m, 2H), 8,25-8,30(m, 1H), 7,49-7,51 (d, J=10,4 Hz, 1H) ),
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6,01-6,04 (d, J=10,4 Hz, 1H), 3,44-3,57 (m, 2H), 3,28-3,34 (m, 2H), 3,21 (s, 1H), 3,15 (s, 1H), 2,84-2,88 (m, 2H), 0,93-
1,04(m, 6H): LCMS m/z 521,18 [M+HT*, tz 1,898 min.

Ejemplo 14. Sintesis de (Z)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2.4-triazol-1-il)-N'-(2-(3-
oxomorfolino)acetil)acrilohidrazida (Compuesto 14).

Br O~ (> 0 NH,
e T SN0 My
\—% DMF, NaH \—Qo EICH \_‘%

NN S oM
FiC » T,P, DIPEA

THF

F

Sintesis of 2-(3-oxomorfolino) acetato de etilo:

Br O~ <>
"\ X e
\—§3 DMF, NaH \—%

La morfolin-3-ona (3 g, 29,67 mmol) se disolvié en DMF (15 mL, 29,67 mmol) y se afiadié NaH (1,78 g, 44,51 mmol) a
0 °C. La mezcla de reaccidn se agit6 a temperatura ambiente durante 30 min y se afiadi6é gota a gota acetato de etilo
y bromo (3,76 mL, 32,64 mmol). La mezcla de reaccién se agité més a temperatura ambiente durante 3 h y se transfirié
a 50 mL de agua y se extrajo con EtOAc (3 x 50 mL). Las capas organicas combinadas se lavaron con solucién de
salmuera (2 x 50 mL), se secaron sobre sulfato sédico anhidro y se concentraron a presién reducida para dar el
producto bruto, que se purificé por cromatografia (0-100% acetato de etilo/hexano) para dar 600 mg de etil-2-(3-
oxomorfolino)acetato (Rendimiento: 10%). LCMS m/z 187 [M+H]*, tr 2,505 min.

Sintesis de 2-(3-oxomorfolino)acetohidrazida:

o> o NH,,

NSO gy,
\_% EtOH \_%

Se disolvié etil-2-(3-oxomorfolino)acetato (600 mg, 3,21 mmol) en etanol (3 mL) y se afiadié hidrato de hidrazina
(160,46 mg, 3,21 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se calentd a 80 °C durante 1 h. La mezcla de
reaccion se transfirid a 50 mL de agua y se extrajo con EtOAc (3 x 50 mL). Las capas organicas combinadas se lavaron
con salmuera, se secaron sobre sulfato sédico anhidro y se concentraron a presioén reducida para obtener el producto
bruto, que se utilizé sin més purificacién en el paso siguiente (Rendimiento bruto: 54%). LCMS m/z 174,05
[M+HT" tr 2,489 min.

Sintesis de (Z)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)-N"-(2-(3-
oxomorfolino)acetil)acrilohidrazida:
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FiC hlll;}{_ﬂ}_OH
o M, @/& FiC i )_ N
e . @%m Ly
Fy

\(O TsP, DIPEA

THF

Acido acrilico (2)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il) (0,400 g, 1,14 mmol) se disolvié en THF (4 mL)
y se afiadidé 2-(3-oxomorfolino)acetohidrazida (0,295 g, 1,71 mmol). T3P (1,09 g, 1,71 mmol) se afiadié gota a gota
seguido de DIPEA (220,80 mg, 1,71 mmol) a - 60 °C y la mezcla de reaccion se agitd durante 1 h. La mezcla de
reaccién se transfirié a 25 mL de agua helada y se extrajo con EtOAc (2x25 mL). Las capas organicas combinadas se
lavaron con salmuera, se secaron sobre sulfato sédico anhidro y se concentraron a presién reducida para dar el
producto bruto que se purificé por cromatografia (0-4% MeOH/CH.Cly) para dar 0,05 g de(2)-3-(3+(3,5-
bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)-N'-(2-(3-oxomorfolino)acetil) acrilohidrazida (Rendimiento: 8%). '"H RMN
(400 MHz, DMSO-ds) 6 10,33 (bs, 2H), 9,63 (s, 1H), 8,57 (s, 2H), 8,30 (s, 1H), 7,50-7,52 (d, J=8 Hz, 1H) ), 6,01-6,03
(d, J=8 Hz, 1H), 4,08-4,12 (m, 4H), 3,85-3,87 (m, 2H), 3,41-3,44 (m, 2H). LCMS m/z 507,13 [M+H]", {r 1,950 min.

Ejemplo 15. Sintesis de (Z)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)-N'-(2-(3,3-
dimetilmorfolino)acetil)acrilohidrazida (Compuesto 15).

Br SN <> O NH,
S O\ e )
\_ﬁ DMF, NaH \_ﬁ EtOH \_ﬁ

NN Y—CH
FoC ») T.P, DIPEA

THF
F, ‘
N,QNH o
FsC Ih(> H‘N{l\(—\)
. A7

Sintesis de 2-(3, 3-dimetilmorfolino)acetato de etilo:

Br O~ C>

P T B W
\—ﬁ DMF, NaH \—I/\

Se disolvié 3,3-dimetilmorfolina (1 g, 8,68 mmol) en acetonitrilo (5 mL) y se afiadié carbonato potasico (1,8 g, 13 mmol).
La mezcla de reaccidn se agitd a temperatura ambiente durante 30 min y se afiadié acetato de etilbromo (1,1 mL, 9,55
mmol). La mezcla de reaccién se calentd a 60 °C durante 1 h. Después, la mezcla de reaccién se transfirié a 50 mL
de agua y se extrajo con acetato de etilo (3x50 mL). Las capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se
secaron sobre sulfato sédico anhidro y se concentraron a presién reducida para obtener el producto bruto, que se
utilizé sin mas purificacién en el paso siguiente (Rendimiento bruto: 91%). LCMS m/z 202,9 [M+H]", tz 2,33 min.

Sintesis de 2-(3, 3-dimetilmorfolino)acetohidrazida:
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NH,

SN N ey
\_$ EtCH \_$

A la disolucién de 2-(3-oxomorfolino)acetato de etilo (600 mg, 2,98 mmol) en etanol (3 mL) se afladié hidrato de
hidrazina (0,20 mL, 2,98 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se calenté a 80 °C durante 1 h, se
dej6 enfriar a temperatura ambiente, se transfirié a 50 mL de agua y se extrajo con acetato de etilo (3x25 mL). Las
capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre sulfato sédico anhidro y se concentraron a
presién reducida para obtener el producto bruto, que se utilizé sin més purificacién en el siguiente paso (Rendimiento
bruto: 28%). LCMS m/z 188 [M+H]*tr: 188 min.

Sintesis de (Z)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)-N'-(2-(3, 3-
dimetilmorfolino)acetil)acrilohidrazida:

NN S—OH
FsC i

P

N” _

PN WL 'r;;Q*:nJ{ ~
\_ﬁ T3P, DIPEA ,:3 4_/

THF

A la solucidén de acido acrilico (Z2)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il) (0,250 g, 0,7 mmol) y 2-(3,3-
dimetilmorfolino)acetohidrazida (0,160 g, 0,85 mmol) en THF (2,5 mL). Se afiadi6é gota a gota TsP (0,63 mL, 1,06 mmol)
seguido de DIPEA (0,18 mL, 1,06 mmol) a -60 °C. La mezcla de reaccién se agité durante 1 minuto. La mezcla de
reaccidn se agité durante 1 h, se transfiri6 a 25 mL de agua helada y se extrajo con acetato de etilo (2x25 mL). Las
capas organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron sobre sulfato sédico anhidro y se concentraron a
presién reducida para dar el producto bruto, que se purificé por cromatografia (0-4% MeOH:CH.Cl,) para dar 0,05 g
de (2)-3-(3-(3,5-bis(trifluorometil)fenil)-1H-1,2,4-triazol-1-il)-N-(2-(3,3-dimetilmorfolino) acetil)acrilohidrazida
(Rendimiento: 13%). "H RMN (400 MHz, & 10,55 (s, 1H), 9,81 (s, 1H), 9,62 (s, 1H), 8,56 (s, 2H), 8,29 (s, 1H), 7,49-
7,51 (d, J= 10,4 Hz, 1H)), 6,01-6,03 (d, J= 10,4 Hz, 1H), 3,65-3,67 (m, 2H), 3,30-3,34 (m, 2H), 3,08 (bs, 2H), 2,55-2,58
(m, 2H), 0,96 (s, 6H). LCMS m/z 521,18 [M+H]*, {r 1,937 min.

Ejemplo 16. Ensayos. Ciertos compuestos de la invencién, junto con los compuestos X-1, X-2 y X-3 (mostrados
a continuacién) se probaron en diversos ensayos.

-0 FaC N7
N——Q 3 N
WA

FaC N
Me (X-1); \r (X-2)
F
N»QNyF
FaC ! N/>
Fs (X-3)

Inhibicion de la exportacion nuclear

Se determiné la inhibicién de la exportacién nuclear mediada por CRM1 por compuestos de la invencién. Los
resultados figuran en la tabla 2. La actividad inhibidora de los compuestos para la proteina CRM1 se determiné en el
ensayo RevGFP. Los compuestos de la invencién son activos en el ensayo Rev-GFP con ICso < 10 uM con los
compuestos mas preferentes que tienen actividades con valores de ICso de 1 uM.
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Protocolo experimental: Rev es una proteina del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1) y contiene una
sefial de exportacién nuclear (SEN) en su dominio C-terminal y una sefial de localizacién nuclear (SLN) en su dominio
N-terminal. La exportaciéon nuclear de la proteina Rev depende de la via clasica SEN/ CRM1 (Neville et al, 1997, Kau
et al, 2003). La acumulacién nuclear de Rev se observa en células tratadas con inhibidores especificos de CRM1, tal
como LMB (Kau et al, 2003). En este ensayo, las células U20S-RevGFP se siembran en placas de fondo transparente,
negras, de 384 pocillos el dia anterior al experimento. Los compuestos se diluyen en serie 1:2 a partir de 40 pM en
una placa separada de 384 pocillos en DMEM vy, a continuacion, se transfieren a las células. Las células se incuban
con el compuesto durante ~1 h antes de la fijacién con formaldehido al 3,7% y la tincién de los nlcleos con Hoechst
33258. Se midi6 la cantidad de GFP en los nlcleos celulares y se determinaron los ICsgs de los compuestos (Kau et
al, 2003).

Ensayo de proliferacion celular MTT

Se utilizé el ensayo de proliferacion celular CellTiter 96® AQueous One Solution (Promega) en células MM1.S, Jurkat
y HCT-116 para estudiar las propiedades citotéxicas y citostéticas de los compuestos. El ensayo se basa en la escisidn
de la sal de tetrazolio, MTS, en presencia de un reactivo de acoplamiento de electrones PES (etosulfato de fenazina).
Las células biorreducen el compuesto de tetrazolio MTS en un producto de formazéan coloreado que es soluble en el
medio de cultivo tisular. Esta conversién se realiza presumiblemente por medio de NADPH o NADH producidos por
enzimas deshidrogenasas en células metabdlicamente activas. Los ensayos se realizan afiadiendo una pequefia
cantidad del reactivo CellTiter 96® AQueous One Solution directamente a los pocillos de cultivo, incubando durante 1-
4 horas y registrando a continuacién la absorbancia a 490 nm con un lector de placas de 96 pocillos. La absorbancia
revelada se correlaciona directamente con el nimero de células y su actividad metabélica. Las células se sembraron
de 5x10%a 1,5x10* células (dependiendo del tipo celular) en cada pocillo de una placa de 96 pocillos en 100 ul de
medio de cultivo fresco y se dejé que las células adherentes se fijaran durante una noche. Las soluciones madre de
los compuestos se diluyeron en medio de cultivo celular para obtener ocho concentraciones de cada farmaco, que
oscilaban entre 1 nM y 30 pM, y se utilizé DMSO a menos del 1% v/v como control negativo. Tras 72 h de tratamiento,
se afiadieron 20 pl de reactivo CellTiter 96® AQueous en cada pocillo de las placas de ensayo de 96 pocillos y se
incubd la placa a 37 °C durante 1-4 horas en una atmésfera humidificada con un 5% de CO, . A continuacion, se
registrd la absorbancia de cada pocillo a 490 nm mediante el uso de un lector de placas de 96 pocillos. En la mayoria
de los casos, el ensayo se realizd por triplicado y los resultados se presentaron como concentracién inhibitoria media
maxima (ICsp) descrita a continuacién. Se trazé y analiz6 la densidad éptica frente a la concentracién del compuesto
por medio de ecuaciones de regresién no lineal (Excel Fit) y se calculé el ICsq para cada compuesto. Los resultados
figuran en la tabla 2.

Determinacién de la farmacocinética (FC) y del cerebro: Relacién plasmatica Se recogié sangre de ratones (N=3) para
contribuir al total de 10 puntos temporales (predosis, 5 min, 15 min, 30 min, 1 hora, 2 horas, 4 horas, 8 horas, 12 horas
y 24 horas posdosis). Los ratones fueron sangrados de forma rotatoria, contribuyendo cada ratén con 3 puntos
temporales a la extraccion de sangre. En los puntos temporales designados, se anestesié a los animales con isoflurano
y se recogieron aproximadamente 110 pl de sangre por punto temporal por medio de puncion retroorbital en tubos de
K-.EDTA (anticoagulante) previamente enfriados. Las muestras de sangre se colocaron en hielo hiumedo y se
centrifugaron (2000 g, 5 min a 4 °C) para obtener plasma en los 30 minutos siguientes a la recogida de la muestra.
Todas las muestras se almacenaron congeladas a aproximadamente -80 °C hasta su anélisis. Antes del anélisis, las
muestras se mezclaron con el patrén interno (dexametasona) en acetonitrilo, se agitaron en vértex, se centrifugaron y
se inyecté el sobrenadante para el andlisis. La concentracién de compuestos en plasma se determiné por medio de
instrumentacion LC-MS-MS (API 4000, Triple Quadruple con ionizacidn por electrospray; columna de cromatografia
liquida Acuity Ultra Performance C18, con MeOH y é&cido férmico como disolventes organicos). Los parametros FC,
incluidos, entre otros, Tmax, Cmax, t12, ABCiast, ABCins , s€ calcularon mediante el uso del paquete informatico WinNonlin
Professional 6.2, modelo farmacocinético no compartimental NCA200.

Relacién Cerebro a Plasma (B:P) Un grupo separado de ratones (N=3) fueron dosificados (PO a 10 mg/kg a menos
que se indique lo contrario) y sacrificados en el momento de méxima concentracién plasmatica (Tmax estimada a las 2
horas postdosis) en el que se recogieron plasma terminal y cerebro. El tejido cerebral recogido se enjuagd con solucién
salina fria, se secd en papel de filtro, se pes6 y se congelé en hielo seco. Todas las muestras se almacenaron
congeladas a aproximadamente -80 °C hasta su analisis. En el momento del analisis, el tejido cerebral se homogeneizé
(solucién homogeneizante PBS, pH 7,4), se mezcld con el patrén interno (dexametasona) en acetonitrilo, se agité en
vortex, se centrifugd y se inyectd el sobrenadante para analizar la concentracion de compuestos por medio de la
metodologia LC-MS-MS (API 4000, Triple Quadruple con ionizacion por electrospray; columna de cromatografia liquida
Acuity Ultra Performance C18, con MeOH y acido férmico como disolventes organicos). Las muestras de plasma se
trataron con el mismo procedimiento (excepto la etapa de homogeneizacién) y la concentraciéon del compuesto en
cualquiera de las matrices se calculd basandose en las curvas estdndar generadas. Los resultados figuran en la tabla
2.

Tabla 2. Resultados del ensayo de los compuestos de férmula | y sus comparadores.

Compuesto Rev Exportacién [ICso] Citotoxicidad [ICso] ABCint (hr-ng/mL)*. B:P*
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X-1** <1uM <1uM 209+ NT
X-2%** <1uM <1uM 68,3f 1,271
X-3 <1uM <1uM 12300 5,0

1 NT <1uM 33100 2,25
2 <1uM <1uM 28900 0,16
3 <1uM <1uM 15200 0,03
4 NT <1uM 20929 0,028
5 NT <1uM NT NT

6 NT <1uM NT NT

7 NT <1uM NT NT

8 NT <1uM 9150 0,41
19 NT <1uM 671> N/A
10 NT <1uM NT NT
1" NT <1uM 8340 0,095
12 <1uM <1uM 19600 0,06
13 NT <1uM 1103 1,5
14 NT <1uM 1419 0

15 NT <1uM 588 0
Dosificado en ratones a 10 mg/kg po.

** Compuesto 26 del documento US 2009/0275607.

** Compuesto 44 del documento US 2009/0275607.

*** Dosificado en ratones a 5 mg/kg po.

T Los valores de ABC;s para el compuesto X-1 dosificado en ratones a 10 mg/kg po estaban por debajo del limite
de cuantificacién. Datos comunicados para 5 mg/kg iv.T Dosificado en ratas a 10 mg/kg po.

NT = no analizado

N/A= por debajo del limite cuantificable

El ABCins para el compuesto X-1 estuvo por debajo del limite de deteccién cuando se dosificd en ratones a 10 mg/kg
po. Cuando se dosificd a 5 mg/kg iv, el compuesto X-1 mostré una exposicién minima, como indica el bajo ABCin de
209 hr-ng/mL. No se determiné la relacidén cerebro/plasma para el compuesto X-1 debido a sus niveles insignificantes
(por debajo del limite de cuantificacion) en el cerebro cuando se dosifica po.

EI ABCin para el compuesto X-2 se calculé en 68,3 hr-ng/mL cuando se dosificd en ratas a 10 mg/kg po. Tales niveles
de exposiciéon son excesivamente bajos en comparacién con el compuesto X-3 y los compuestos de Férmula | de la
presente invencion. Sin embargo, el compuesto X-2 presenta una relacién cerebro/plasma moderada. El bajo
ABCn unido a una relacién cerebro/plasma no despreciable sugiere que el compuesto X-2 puede atravesar la BBB a
pesar de los bajos niveles de exposicién. Los solicitantes creen que el compuesto X-2 tendria una relacion
cerebro/plasma significativamente mayor si se aumentara su ABCipy.

EIABCintpara el compuesto X-3 se calculd en 12300 hr-ng/mL cuando se dosificd en ratas a 10 mg/kg po, lo que indicd
una buena exposicién. Sin embargo, X-3 mostré una elevada relacién B:P de 5,0.

Los compuestos de Férmula |, muestran todos una ABCjs elevada (>3500 hr-ng/mL) y una B:P relativamente baja
(<2,5). En general, los mayores niveles de exposicion a un agente terapéutico suelen aumentar la probabilidad de
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penetracion cerebral. Por lo tanto, es sorprendente e inesperado que los compuestos de férmula | presenten altos
niveles de ABCi,s mientras que las proporciones cerebro-plasma son relativamente bajas.

Ejemplo 17. Modelos

Evaluacién de los efectos del Compuesto 2 sobre el crecimiento tumoral en la linea celular de linfoma Z-138
cultivada como xenoinjerto en ratones SCID.

Las células de linfoma de células del manto Z-138 (ATCC # CRL-3001) se obtuvieron de ATCC. Estas células se
cultivaron en medio IMEM suplementado con 10% de suero de caballo, 1% de penicilina y estreptomicina, y 2mM de
L-glutamina. Las células se subcultivaron por dilucién en una proporciéon de 1:5 a 1:10. Se utilizaron veinticuatro (24)
ratones CB-17 SCID hembra (Charles River Labs cepa cédigo 236), de 5 a 6 semanas de edad. Los ratones SCID
fueron inoculados en el flanco izquierdo con células Z-138 en un volumen de 0,2 mL, equivalente a 4 x 107 células por
ratén.

El tratamiento se inici6 cuando los tumores alcanzaron un volumen medio de 84,3 mm?. Los ratones se distribuyeron
en cuatro (4) grupos de ocho (8) antes del inicio del tratamiento en funcién del volumen tumoral, de forma que el
volumen tumoral medio de cada grupo se situara entre 77 y 92 mmq. Los ratones fueron tratados con vehiculo, farmaco
de tratamiento estandar/farmaco de control positivo (ciclofosfamida) o el Compuesto 2, como se muestra en la Tabla
3.

Tabla 3. Grupos de estudio iniciales

Grupo | Nimero de animales Articulo de prueba Dosis Via de administracién Horario

1 8 Vehiculo 10 ml/kg PO MWF

2 8 Ciclofosfamida 80 mg/kg IP Dias 1, 3,5
3 8 Compuesto 2 15 mg/kg PO MWF

4 8 Compuesto 2 7,5mg/kg | PO MWF

Los animales fueron alimentados con pienso para roedores Labdiet® 5001 y agua estéril ad libitum. Los tumores se
midieron una vez cada dos dias con microcalibradores, y el volumen tumoral se calculé como (longitud x anchura x
anchura)/2. Todos los animales fueron pesados cada dia para evaluar las posibles diferencias de peso entre los grupos
de tratamiento como indicio de una posible toxicidad derivada de los tratamientos. Los animales con una pérdida de
peso superior al 20% de su peso inicial fueron eutanasiados. Los ratones con una pérdida de peso superior al 15% de
su peso inicial no se volvieron a tratar hasta que la pérdida de peso se recuper6 por debajo del 5% de su peso inicial.
Los animales con un volumen tumoral superior a 1500 mm?3 fueron eutanasiados.

Las soluciones de dosificacién se prepararon frescas cada dia de dosificacién. El compuesto 2 se suministré en forma
de polvo liofilizado que contenia un 69,61% de compuesto 2 y el resto estaba compuesto por Pluronic F-68 y PVP
K29/32. Se prepar6 disolviendo el polvo liofilizado en agua estéril. La ciclofosfamida se disolvié a 8 mg/mL en agua
estéril para inyeccién. Todos los articulos de prueba se administraron en un volumen de 10 mL/kg de peso corporal.

Las diferencias estadisticas entre los grupos de tratamiento se determinaron por medio de las pruebas de Mann-
Whitney Rank Sum o ANOVA con un valor critico de 0,05.

La FIG. 1 muestra que todos los grupos de tratamiento mostraron reducciones estadisticamente significativas en el
crecimiento tumoral en relacién con el vehiculo cuando se evalué comparando el area bajo las curvas de crecimiento
mediante el uso de una prueba ANOVA tanto para el volumen tumoral como para el porcentaje de volumen tumoral.
Estos grupos de tratamiento mostraron reducciones significativas del crecimiento tumoral con p<0,0001. Se observd
cierta pérdida de peso en el grupo tratado con el Compuesto 2 a 15 mg/kg vy, aunque estadisticamente significativa,
en comparacion con los controles con vehiculo, la pérdida grave de peso se limité a unos pocos animales.

El compuesto 2, administrado por via oral, tuvo efecto antitumoral tanto a dosis de 7,5 mg/kg como de 15 mg/kg de
manera dependiente de la dosis.

Actividad antitumoral del compuesto 2 en el modelo de carcinoma pulmonar de células pequefias A549

La linea celular A549 se derivd del cultivo de explantes de tejido de carcinoma alveolar de un vardn caucéasico de 58
afios de edad. Las células se cultivaron en medio de cultivo tisular F12-K de Ham con 10% de suero fetal de ternera
y 1% de penicilina/estreptomicina. Las células se tripsinizaron rutinariamente y se pasaron 1:10. Se utilizaron treinta y
dos (32) ratones CB-17 SCID hembra (Charles River Labs cepa cddigo 236), de entre 5 y 6 semanas de edad, con un
peso corporal medio antes del tratamiento de 16,3 gramos. Los ratones se dividieron en cuatro (4) grupos de ocho (8)
antes del inicio del tratamiento en funcién del volumen tumoral. El dia de la implantacién, las células se lavaron en
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PBS, se tripsinizaron y se resuspendieron en medio completo hasta una densidad de 2 x 107 células/mL antes de
mezclarlas con un volumen igual de Matrigel. A continuacién, esta mezcla se inocul6 por via subcutanea en ratones
en un volumen de 0,1 mL mediante el uso de una aguja 23G.

Los ratones se trataron con vehiculo, farmaco de tratamiento estandar/farmaco de control positivo (cisplatino) o
Compuesto 2, como se muestra en la Tabla 4. El peso y el estado de los animales se registraron diariamente, y los
tumores se midieron los lunes, miércoles y viernes con microcalipers, y el volumen tumoral se calculé como (longitud
x anchura x anchura)/2.

Tabla 4. Grupos de estudio iniciales

Grupo | Numero de animales Articulo de prueba Dosis Via de administracién Horario

1 8 Vehiculo 10 ml/kg PO MWF

2 Cisplatino 5 mg/kg IP Dias 1, 15
3 8 Compuesto 2 10 mg/kg | PO MWF

4 8 Compuesto 2 5 mg/kg PO MWF

Los animales con una pérdida de peso superior al 20% de su peso inicial fueron eutanasiados. Los ratones con una
pérdida de peso superior al 15% de su peso inicial no se volvieron a tratar hasta que la pérdida de peso se recuperd
por debajo del 5% de su peso inicial. Los animales con un volumen tumoral superior a 1500 mm?® fueron eutanasiados.

Las soluciones de dosificacién se prepararon frescas cada dia de dosificacién. El compuesto 2 se suministré en forma
de polvo liofilizado que contenia un 69,61% de compuesto 2 y el resto estaba compuesto por Pluronic F-68 y PVP
K29/32. Se preparé disolviendo el polvo liofilizado en agua estéril. El cisplatino se disolvié a 5 mg/mL en DMSO y se
diluyé 1:10 en agua estéril para inyeccion. Todos los articulos de prueba se administraron en un volumen de 0,1mL/10g
de peso corporal.

Las diferencias estadisticas entre los grupos de tratamiento se determinaron por medio de las pruebas de Mann-
Whitney Rank Sum o ANOVA con un valor critico de 0,05.

Los datos de cambio de volumen tumoral durante el estudio se muestran en la FIG. 2. El volumen tumoral medio del
grupo de control con vehiculo aumenté de 95 mm?3 en el Dia 1 a 1669 mm?® en el Dia 29. El grupo tratado con cisplatino
tenia un volumen tumoral medio de 104 mm? el dia 1, que aument6 a 1136 mm?® el dia 29. Los ratones tratados con el
Compuesto 2 a 10 mg/kg PO (Grupo 3) tenian un volumen tumoral medio de 101 mm?® en el Dia 1, que aumento6 a 686
mm?3 en el Dia 29. Los ratones tratados con el Compuesto 2 a 5 mg/kg PO (Grupo 6) tenian un volumen tumoral medio
de 101 mm?3 el Dia 1, que aumenté a 1231 mm?® el Dia 29.

Se realizaron analisis adicionales de los datos de volumen tumoral calculando el &rea media bajo la curva (ABC) para
cada tumor y comparando los grupos por medio de una prueba ANOVA unidireccional. Este andlisis indicé que habia
diferencias estadisticamente significativas entre el grupo de control con vehiculo y el grupo tratado con el Compuesto
2 a 10 mg/kg (p=0,0005). Cabe sefialar que no hubo una reduccién estadisticamente significativa del crecimiento
tumoral en el grupo de control positivo (cisplatino).

El compuesto 2, administrado por via oral, tuvo un efecto antitumoral tanto a dosis de 5 mg/kg como de 10 mg/kg de
manera dependiente de la dosis. Sin embargo, sélo el grupo de 10 mg/kg mostrd una diferencia estadisticamente
significativa en comparacioén con el grupo tratado con vehiculo.

Evaluacién del compuesto 2 en el modelo de ratén de artritis reumatoride inducida por anticuerpos
anticoldgeno (CAIA)

Se utilizaron veinticuatro (24) ratones Balb/c macho, de 6 a 8 semanas de edad. La variacién del peso de los animales
en el momento de iniciar el tratamiento no superé +20% del peso medio. Los animales fueron asignados aleatoriamente
a 3 grupos que recibirian vehiculo, dexametasona o el Compuesto 2. El dia 0 del estudio (inicio del estudio), todos los
ratones fueron sometidos a una inyeccién intravenosa de 2 mg de céctel de anticuerpos ArthritoMAbTM (MD
Biosciences #S1203001) seguida de una inyeccion intraperitoneal de LPS (100ug/ratén) el dia 3 del estudio. Los
animales del estudio fueron tratados con 7,5 mg/kg de Compuesto 2 0 4 mg/kg de Compuesto 2 por via oral; 1 mg/kg
de dexametasona por via intraperitoneal; o vehiculo por via oral. Los tratamientos se administraron una vez al dia los
dias 4, 6, 8 y 10 para todos los grupos, excepto cuando se aplicaron vacaciones de dosificaciéon. Si el peso de un
animal caia por debajo del 87% de su peso inicial del dia 0, no se dosificaba al animal hasta que ganaba un peso
equivalente al 90% o mas del peso del dia 0.

El desarrollo de artritis, los signos clinicos y los pesos corporales se monitorizaron en todos los ratones en los dias de
estudio 0, 3-8, 10 y 12. Las observaciones incluyeron cambios en la piel, pelaje, ojos, membranas mucosas, aparicién
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de secreciones y excreciones (por ejemplo, diarrea) y actividad autonémica (por ejemplo, lagrimeo, salivacién,
piloereccién, tamafio de las pupilas, patrén respiratorio inusual). Se examinaron todas las patas (delantera izquierda
y derecha, y trasera izquierda y derecha) de cada animal en busca de signos de respuestas artritogénicas antes de la
induccién de la artritis y de la administracion del elemento de prueba o de control el Dia O del estudio y, posteriormente,
los Dias 3-8, 10 y 12 (finalizacién del estudio). Las reacciones a la artritis se puntuaron y registraron de acuerdo con
una escala de 0-4 en orden ascendente de gravedad, como se muestra en la Tabla 5. También se midié el espesor de
la pata con un calibrador de cuadrante (Kroeplin, Munich, Alemania).

Tabla 5.Puntuacién clinica de la artritis

Puntuacién de artritis Grado

Sin reaccién, normal 0

Enrojecimiento e hinchazén leves pero definidos del tobillo/mufieca o enrojecimiento e hinchazén | 1
aparentes limitados a digitos individuales, independientemente del nimero de digitos afectados.

Enrojecimiento e hinchazdén de moderados a graves del tobillo/mufieca 2
Enrojecimiento e hinchazdn de toda la pata, incluidos los dedos 3
Miembro inflamado al méximo con afectacién de multiples articulaciones 4

La dosis administrada se calculé partiendo del supuesto de que los animales pesaban, por término medio, 20 g. Se
prepard una solucién madre de dexametasona en etanol al 100% y se diluyé hasta la concentracién adecuada en PBS
antes de su uso. El vehiculo para el grupo de control se prepard disolviendo 0,6 g de Pluronic y 0,6 g de PVP en 100
ml de agua destilada desionizada. La solucién madre de MAb (10 mg/mL) fue suministrada por MD Biosciences,
Divisién de Morwell Diagnostics GmbH. EI LPS se diluyd con PBS para alcanzar la concentracién adecuada. Antes de
inyectarla, era necesario agitarla a fondo. El compuesto 2 se suministré en forma de polvo liofilizado que contenia un
70,71% de compuesto 2 y el resto estaba compuesto por Pluronic F-68 y PVP K29/32. Se administré un volumen fijo
de 200uL a cada raton.

La evaluacidn se basé principalmente en los valores medios de la puntuacién de artritis y las mediciones del espesor
de las patas. En su caso, se aplicé el anélisis de los datos por medio de ANOVA con analisis post hoc de Tukey para
determinar la significacién de los efectos de los tratamientos.

Las FIGS. 3A y 3B muestran los resultados de los experimentos con el modelo de ratén CAIA. Los sighos clinicos
asociados a la administracién de LPS se desarrollaron en todos los grupos tras el refuerzo de LPS el dia 3. En
comparacién con los ratones tratados con vehiculo, los ratones tratados con 7,5 mg/kg o 4 mg/kg de Compuesto 2
presentaron puntuaciones totales de artritis significativamente reducidas en los dias 5-12 y 6-12, respectivamente. El
tratamiento con dexametasona redujo significativamente la puntuacién total de artritis en comparacién con el grupo
del vehiculo en los dias 6-12. En comparacién con los ratones tratados con vehiculo, los ratones tratados con 7,5
mg/kg o 4 mg/kg de Compuesto 2 presentaron puntuaciones de artritis de la pata trasera significativamente reducidas
en los dias 5-12. El tratamiento con dexametasona redujo significativamente la puntuacién de artritis de la pata trasera
en comparacién con el grupo del vehiculo en los dias 5 y 12. No hubo diferencias significativas en el peso corporal
entre el grupo tratado con vehiculo y los grupos tratados con el elemento de prueba.

A la vista de los resultados del presente estudio, el Compuesto 2 a 7,5 mg/kg o 4 mg/kg administrado por via oral
mostré una actividad antiartritica significativa en el modelo de artritis reumatoide inducido por anticuerpos
anticolageno, con reducciones sostenidas de las puntuaciones medias de artritis y reducciones del espesor de la pata.

Estudio de eficacia del compuesto 2 en la artritis inducida por coldgeno (AIC) en ratas Lewis

Cuarenta (40) ratas hembra Lewis (BK), de 6 a 8 semanas de edad con un intervalo de peso corporal previo al
tratamiento de 180 a 200g se dividieron aleatoriamente en cuatro (4) grupos (Grupos A-D) a menudo (10) ratas cada
uno. Las ratas de los grupos B a D fueron inmunizadas intradérmicamente con Cll bovina en IFA en tres sitios cerca
de la base de la cola y sobre el lomo con 500 pl de la emulsién el dia 0 (200 pl, 200 pl, 100 pl para cada sitio). El dia
7, las ratas de los grupos B-D recibieron inyecciones de refuerzo con la misma cantidad de emulsién por via
intradérmica cerca de los puntos de inyeccidn anteriores. En el modelo de tratamiento terapéutico (Grupos C y D), se
administrd dexametasona o el Compuesto 2 por via oral a ratas con AIC tras la aparicién de la artritis, como se muestra
en la Tabla 6. Las ratas se pesaron diariamente y se dio un periodo de descanso del farmaco a un animal cuando la
pérdida de peso fue superior al 13%.

Tabla 6.Grupos de estudio iniciales

Grupo | Vacunacién Tratamiento Administracion n
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A Ingenuo PBS vehiculo PO. QD, desde el inicio hasta el dia28 | 10
Modelo Col Il en | vehiculo PO. QD, desde el inicio hastael dia28 | 10
IFA
C DEX (1MPK) Col 1l en | DEX (1MPK) PO. QD, desde el inicio hasta el dia28 | 10
IFA
D Compuesto 2 | Col ll en IF | Compuesto 2 | PO. QoD, desde el inicio hasta el dia28 | 10
(4MPK) A (4MPK)

El desarrollo de AIC se evalud por medio de puntuacién macroscdpica y mediciones de la hinchazén de la pata. Esto
se evalu6 cada dia durante los 5 primeros dias después de la sensibilizacién (dia 7) y después dos veces por semana
(lunes y jueves) durante el tiempo restante con el sistema de puntuacién clinica para cada pata que se muestra en la
Tabla 7.

Tabla 7. Puntuaciones clinicas de artritis

Puntuacién de artritis Grado
No hay evidencia de eritema e hinchazén 0
Eritema e hinchazén limitados a la parte media del pie (tarsos) o a la articulacién del tobillo. 1
Eritema e hinchazén leve que se extiende desde el tobillo hasta la parte media del pie. 2
Eritema e hinchazén moderada que se extiende desde el tobillo hasta el metatarso. 3
El eritema y la hinchazén grave abarcan el tobillo, el pie y los dedos 4

El volumen del pie se midié por medio de pletismometria el mismo dia de la medicién artrésica durante todo el periodo
de estudio. Se midi6 el cubicaje de cada pata trasera y la tasa de hinchazén, mediante el uso de la siguiente ecuacién:

Tasa de hinchazon = {{‘\*{j%%‘k Cas 1008

La FIG. 4A es un grafico de la inflamacién articular frente al tiempo, y muestra la inflamacién articular medida en una
escala de 0-4 en ratas ingenuas y ratas tratadas de acuerdo con el modelo, con control positivo, o con el Compuesto
2.

Se emulsiond Cll bovina (en acido acético 10mM) a 4 mg/mL con un volumen igual de IF A.

Las puntuaciones clinicas se sumaron para cada animal, y la media total de todos los animales de cada grupo se
expresd como la puntuacidn artritica media. La FIG. 4B es un grafico de puntuaciones clinicas en funcién del tiempo,
y muestra las puntuaciones clinicas de artritis de ratas ingenuas y ratas tratadas de acuerdo con el modelo, con control
positivo, o con el Compuesto 2.

En el dia 28 del estudio, se practicé la eutanasia a tres representantes de cada grupo de tratamiento y se recogieron
las patas traseras, que se almacenaron en formalina tamponada neutra al 4%. Las secciones preparadas de las patas
traseras se sometieron a tincién con hematoxilina y eosina (H&E).

El anélisis histopatolégico de los animales de control mostré erosién del cartilago y formacién de pannus en
consonancia con el curso de la enfermedad. Sin embargo, en las ratas tratadas con el Compuesto 2, se encontré un
cartilago relativamente intacto en la superficie articular y la formacién de pannus fue minima. Los resultados del analisis
histol6gico se muestran en la FIG. 5.

La puntuacién clinica, la inflamacién articular y los datos del examen histolégico mostraron correlaciones. Los
resultados también mostraron la eficacia terapéutica del Compuesto 2 a 4mg/kg (MPK), como demuestran sus efectos
sobre las puntuaciones clinicas, la inflamacién articular y el examen histolégico. Los resultados del modelo AIC en
ratas Lewis se representan en las FIGS. 4Ay 4B, y FIG. 5.

Actividad antipsoriasica del compuesto 2 en la psoriasis inducida por forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) en
ratones BALBIC hembra.
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Se utilizaron veinticuatro (24) ratones BALB/c hembra, de 6 a 8 semanas de edad con un peso corporal entre 22 y
30g. Los ratones se distribuyeron aleatoriamente en cuatro (4) grupos de ocho (8) ratones cada uno. La agrupacion
de los animales fue la siguiente: Grupo | (Ingenuo; etanol), Grupo Il (PMA; etanol), Grupo Il (PMA; Compuesto 2
10uM) y Grupo IV (PMA; betametasona). Se aplicaron tépicamente veinte (20)uL de PMA (4pg/20uL de acetona) en
la superficie superior del pabellén auricular de todos los animales del Grupo Il al Grupo IV. Se aplicé PMA diariamente
en la oreja izquierda y en dias alternos (L-V-V) en la oreja derecha del Dia 1 al Dia 9. Treinta (30) minutos después de
la aplicacion de PMA, se aplicé tépicamente el vehiculo o el compuesto estdndar (betametasona) o el Compuesto 2
en las orejas de los animales de los diferentes grupos. Cabe destacar que el vehiculo, el compuesto estandar y el
compuesto 2 se aplicaron diariamente en ambas orejas de diferentes animales desde el Dia 1 hasta el Dia 12.

Los animales se observaron diariamente durante un periodo de 12 dias para detectar cualquier sintoma relacionado
con el tratamiento. El espesor basal de la oreja se registré en todos los animales (antes de la aplicacién de PMA)
mediante el uso de un medidor de tornillo digital en el momento TO (Dia 1). Durante toda la duracién del estudio, 4
horas después de la aplicacién del vehiculo, el compuesto estandar o el compuesto 2, se midié diariamente el espesor
de las orejas con un calibrador de tornillo digital y se registraron las puntuaciones de eritema, descamacion y
plegamiento. La gravedad de los dafios en el pabellén auricular se evalué por medio de los sistemas de puntuacion
que figuran en el cuadro 8.

Tabla 8.Resultados de la psoriasis

Parametro/Puntuacién 0 1 2 3
Eritema Normal Leve Moderado Grave
Escala

Plegable

A los animales se les suministré pienso granulado autoclave nutricionalmente equilibrado (Nutrivet Life Sciences, Pune
(India)) ad libitum y tuvieron acceso a agua potable normal durante todos los periodos experimentales.

Para preparar las formulaciones se utilizaron DMSO al 100% (Grado LR) y etanol (Grado LR) disponibles
comercialmente. La PMA se prepard disolviendo 10 mg de PMA en 50,0mL de acetona. EI compuesto 2 se preparé
disolviendo 1,47 mg de compuesto 2 en 300uL de DMSO al 100%.

Los resultados experimentales se expresan en las FIGS. 6A-6D como media + SEM. No hubo diferencias significativas
entre todos los grupos de tratamiento en cuanto al peso corporal y el consumo de alimentos y agua. La aplicacién de
PMA mostrd que (i) el espesor de la oreja izquierda y derecha aumentd (Grupo Il frente a Ingenuo) y (ii) el indice de
actividad de la enfermedad (IAE) de la oreja izquierda y derecha aumenté (Grupo Il frente a Ingenuo). Es importante
destacar que la aplicacién tépica del Compuesto 2 condujo a una reduccién prominente de los aumentos inducidos
por la PMA en (i) el espesor de la oreja izquierda y derecha, y (ii) el IAE de la oreja izquierda y derecha. Este efecto
fue prominente en los dias 6-8 del estudio, cuando mas animales tratados con el Compuesto 2 presentaron una
reduccién del espesor de la oreja izquierda/derecha (en comparacién con los animales del Grupo Il), y del IAE (en
comparacién con los animales del Grupo Il). Cabe destacar que la reduccién mediada por el Compuesto 2 en los
aumentos inducidos por la PMA en el espesor de la oreja izquierda/derecha y el DAI disminuy a medida que avanzaba
el estudio (Dia 10 y posteriores).

En un modelo de psoriasis inducida por PMA en ratones, el Compuesto 2 mostré actividad antipsoriasica
estadisticamente significativa.

Actividad antipsoridsica del compuesto 2 en la inflamacién dérmica inducida por Imiquimod (IMQ)/modelo de
psoriasis (ESTUDIO 1).

Se utilizaron cuarenta (40) ratones BALB/c machos de 6 a 8 semanas de edad con un peso corporal previo al
tratamiento de 22 a 30 g. Los ratones BALB/c se distribuyeron aleatoriamente en cuatro (4) grupos de 10 ratones por
grupo. Se rasuré cuidadosamente una pequefia zona (unos 2x2 cm?) de piel en el dorso de todos los animales. Los
animales del Grupo | sirvieron como animales Ingenuo. Se indujo psoriasis en los Grupos Il a IV [Grupo Il (IMQ;
vehiculo), Grupo Il (IMQ; Compuesto 2 (1uM)) y Grupo IV (IMQ; ciclofosfamida (10 mg/kg)] por medio de la aplicacidén
tépica de 31,25 mg de crema de IMQ diariamente en el dorso de los animales desde el Dia 1 al Dia 13. Cuatro horas
después de la aplicacién de IMQ, se administré vehiculo o compuesto estandar (ciclofosfamida) o Compuesto 2
(tépicamente - 30pL; oralmente - de acuerdo con peso corporal) al grupo apropiado desde el Dia 1 al Dia 13
diariamente. Dos horas después de la administracion del vehiculo o del compuesto estandar o del compuesto 2, se
registraron el eritema, la descamacion, el plegamiento y el engrosamiento de la piel para determinar el indice de
actividad de la enfermedad (IAE).
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Los animales se observaron diariamente durante un periodo de 13 dias para detectar cualquier sintoma relacionado
con el tratamiento. Las observaciones diarias incluian el peso corporal, la ingesta de pienso, el engrosamiento de la
piel, la descamacién, los pliegues, el eritema, la secrecién nasal, el movimiento, la respiracién, el pelo, el abdomen
distendido, el estado de la piel, el pelo, las mucosas, la presencia o ausencia de secreciones, el estado de los ojos, la
elevacién de la cola, la actividad motora, la postura y la marcha. La gravedad del dafio en la porcién dorsal de la piel
se evalué asignando puntuaciones de eritema, descamacion, pliegues y engrosamiento de la piel basadas en
observaciones externas de la piel, de acuerdo con la ribrica de la Tabla 9.

Tabla 9. Resultados de la psoriasis

Parametro/Puntuacién 0 1 2 3
Eritema Normal Leve Moderado Grave
Escala

Plegable

Engrosamiento de la piel

Para preparar las formulaciones se utilizaron DMSO al 100% (Grado LR), etanol (Grado LR), ciclofosfamida (CMC),
PVP y Pluronic disponibles comercialmente. El compuesto 2 se preparé disolviendo 1,47 mg de compuesto 2 en 300
Hl de DMSO al 100%. La ciclofosfamida se preparé disolviendo 500 mg de CMC en 100 mL de agua destilada.

Los resultados experimentales mostrados en las FIGS. 7Ay 7B se expresan como media + SEM.

No hubo diferencias significativas en el peso corporal, el consumo de alimentos y la ingesta de agua en el grupo de
tratamiento en comparacién con el grupo de control durante la duracién del estudio. El compuesto 2 disminuyd la
manifestacién de la enfermedad inducida por IMQ.

El compuesto 2 muestra actividad antipsoridsica, como se evidencia por la reduccién del indice de actividad de la
enfermedad en comparacién con el grupo tratado con vehiculo. Ademés, el compuesto 2 causé este efecto sin afectar
negativamente al peso corporal ni a la ingesta de alimentos y agua.

Actividad antipsoridsica del compuesto 2 en la inflamacién dérmica inducida por Imiquimod (IMQ)/modelo de
psoriasis (ESTUDIO 1).

Cuarenta (40) ratones BALB/c macho (Biological E Limited, Hyderabad (numero de registro CPCSEA:
36/99/CPCSEA)) se dividieron en cuatro (4) grupos de 10 ratones cada uno. Los animales se asignaron aleatoriamente
en funcién de su peso corporal. Los grupos fueron designados como Grupo-| (Ingenuo), Grupo-Il (IMQ; vehiculo (PEG
400 y HPBCD)), Grupo-lll (IMQ; Compuesto 2 (2,5 mg/kg)) y Grupo-IX (IMQ; ciclofosfamida (10 mg/kg)).

Se rasurd una pequefia zona en el dorso de cada ratdén, asegurdndose de que estas zonas fueran de igual
tamafio/érea. Se indujo psoriasis en los Grupos Il a IV por medio de la aplicacién tépica de 50 mg de crema IMQ
diariamente del Dia 1 al Dia 6 en el dorso de los animales. El Dia 1 y el Dia 2 del estudio, cuatro horas después de la
aplicacién tdpica de IMQ, se administré el Compuesto 2 o el control positivo (ciclofosfamida) o vehiculo a los animales
de los grupos pertinentes. Cabe destacar que a los animales de los Grupos Il y lll se les aplicaron inyecciones
subcutaneas, mientras que a los del Grupo IV se les administré por via oral. El tratamiento con el Compuesto 2,
vehiculo y ciclofosfamida finalizé el Dia 2. Estos grupos de animales se mantuvieron con tratamientos IMQ diarios
hasta el dia 6. El dia 7, los animales inducidos por la psoriasis se volvieron a distribuir aleatoriamente en 3 grupos de
10 animales cada uno en funcién del indice de actividad acumulativa de la enfermedad (CDAI). Del Dia 7 al Dia 9, los
animales recibieron vehiculo o control positivo o el Compuesto 2. Cabe destacar que en estos dias no se traté a los
animales con IMQ. Del Dia 10 al Dia 14, los animales fueron tratados alternativamente con IMQ (Dias 10, 12y 14), o
vehiculo, control positivo o Compuesto 2 (Dias 11, 13).

Todos los animales fueron observados diariamente durante un periodo de 16 dias para observaciones macroscépicas,
peso corporal e ingesta de alimento y agua. En los dias 1y 2, se registraron las puntuaciones de eritema, descamacién,
pliegues y engrosamiento de la piel 2 horas después de la administracién del vehiculo/control positivo/compuestos de
ensayo, y en los dias 3 a 14 se registraron las puntuaciones 4 horas después de la aplicacién de IMQ, o de la
administracién del control positivo, vehiculo o Compuesto 2. La gravedad de la induccién en el dorso del animal se
evalué y puntué como se muestra en la Tabla 10.

El vehiculo se prepar6 disolviendo 40 mg de HPBCD en 70,0mL de agua destilada. El compuesto 2 se prepard
disolviendo 3,59 mg en PVP al 0,5% y Pluronic al 0,5%. La ciclofosfamida se preparé disolviendo 500 mg de CMC en
100 mL de agua destilada.
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Los resultados experimentales mostrados en la Tabla 10 se expresan como media + SEM. Los datos se evaluaron por
medio de ANOVA unidireccional, y el analisis post hoc se realizé por medio de la prueba de Dunnett.

Tabla 10. Tasa de reduccién del indice de actividad de enfermedad (IAE)

Tasa de reduccion del IAE

Lecturas pre administracién de IMQ/droga

% de cambio desde la 1era administracién de la dosis (es decir, desde las lecturas previas a
la administracién de IMQ/droga en el dia 7)

Dia7 Dia 8 Dia 9 Dia 10 Dia 11 Dia 12 Dia 13 Dia 14 Dia 15
Ingenuo, 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
vehiculo
IMQ,
. 0,0 4,2 -33,3 66,7 60,4 -54,2 -45,8 -43,8 -43,8
Vehiculo
IMQ,
0,0 -33,8 -58,8 -86,2 -73,5 -80,9 61,8 66,2 64,7
Compuesto 2
. "V.IQ’ . 0,0 16,3 -39,5 791 -25,8 -39,5 -25,6 -34,9 -41,9
ciclopiramida

Lecturas 4hrs post administracion de IMQ/droga

% de cambio desde la 1era administracion de la dosis (es decir, desde las lecturas
previas a la administraciéon de IMQ/droga en el dia 7)

Dia7 Dia 8 Dia 9 Dia 10 Dia 11 Dia 12 Dia 13 Dia 14
Ingenuo, 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
vehiculo
IMQ,
. 4,2 8,3 -35,4 -70,8 -58,3 -52,1 -39,6 -41,7
Vehiculo
IMQ,
-30,9 -35,3 63,2 -88,2 -70,6 -73,5 60,3 63,2
Compuesto 2
IMQ,
. . . 23,3 20,9 -41,9 -86,0 -25,8 -34,9 -32,6 -32,6
ciclopiramida

Se observé que la tasa de reduccién del indice de actividad de la enfermedad en animales tratados con el Compuesto
2 fue significativamente mayor que la observada en animales tratados con vehiculo. No hubo diferencias significativas
en el peso corporal, el consumo de alimentos y la ingesta de agua en el grupo de tratamiento en comparacién con el
grupo de control durante la duracién del estudio.

Los resultados obtenidos indican que el tratamiento con el Compuesto 2 disminuyé la manifestacién de la enfermedad
inducida por IMQ sin afectar en gran medida al consumo de alimento o agua, y por tanto sin mostrar ningun efecto
sobre el peso corporal de los animales de los grupos tratados.

Efecto del compuesto 2 en ratas Zucker

Veintiuna (21) ratas Zucker macho de 7 meses de edad fueron asignadas a 3 grupos de N=7 en funcién de pesos
corporales e ingestas alimentarias equivalentes. Se incluyé como control un grupo adicional de N=7 controles Zucker
delgados emparejados por edad. El peso corporal y la ingesta de alimentos y agua se midieron aproximadamente a la
misma hora cada dia (14:30-15:30h). Los dias de tratamiento, la dosificacién se realizé6 a las 14:30-15:30h
(aproximadamente 2 horas antes de apagar las luces).

Los controles Zucker obesos y delgados fueron tratados oralmente con vehiculo (10mL/kg volumen de dosis; 0,5%
Pluronic F68 y 0,5% PVP K29/32 en agua) cada dia de la semana. Ambos grupos del Compuesto 2 (1,5 mg/kg y 3
mg/kg) fueron tratados por via oral cada dia de la semana (volumen de dosis de 10mL/kg; 0,5% Pluronic F68 y 0,5%
PVP K29/32 en agua). Antes de la fase de tratamiento, se recogieron datos de referencia de 4 dias. La fase de
tratamiento dur6 16 dias y también se incluy6 una fase de lavado de 6 dias.

Las FIGS 8Ay 8B y FIG. 9 muestran los efectos del Compuesto 2 en ratas Zucker. Al inicio del estudio, no habia
diferencias significativas en el peso corporal y la ingesta diaria de alimentos entre los 3 grupos de obesos Zucker. Sin
embargo, todos los grupos fueron significativamente diferentes del grupo Zucker magro.
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El compuesto 2 (1,5-3 mg/kg oral) produjo una disminucién relacionada con la dosis en la ingesta diaria de alimentos
y en el peso corporal durante el periodo de tratamiento de 16 dias en comparacién con el grupo control Zucker. El
tratamiento con el compuesto 2 también aumenté significativamente la ingesta de agua medida durante el mismo
periodo. Hubo una diferencia significativa en el aumento de peso corporal entre el grupo de 3 mg/kg de Compuesto 2
y el grupo Zucker con vehiculo. No hubo diferencias significativas en el aumento de peso entre el grupo tratado con
1,5 mg/kg de Compuesto 2 y el grupo Zucker con vehiculo.

El compuesto 2 mostrd una disminucién dependiente de la dosis en el efecto alimentario diario siendo la dosis méas
alta (3mg/kg) mas eficaz que la dosis de 1,5mg/kg. Ademés, el grupo del Compuesto 2 a 3 mg/kg mostré un menor
aumento de peso en comparacioén con el grupo de control Zucker.

Efecto del compuesto 2 en el modelo de obesidad inducida por dieta

Se sometid a ratas macho Sprague-Dawley de 2 meses de edad a una dieta rica en grasas (Research Diets Inc.,
cédigo de producto D12492, 60% kcal% grasa) durante 3 meses. Un grupo de ratas de la misma edad fueron
alimentadas con pienso normal de laboratorio (LabDiet 5001, ~13% kcal% grasa), estos animales sirvieron de control
para el grupo DIO.

A la edad de 4 meses, y a los 2 meses de la colocacién de la dieta alta en grasas, todas las ratas se asignaron a 3
grupos de N=7 en funcién de pesos corporales e ingestas de alimentos equivalentes. El peso corporal y la ingesta de
alimentos y agua se midieron aproximadamente a la misma hora cada dia. En los dias de tratamiento, la dosificacién
se realiz6 aproximadamente 2 horas antes de apagar las luces.

El grupo de control DIO se traté con vehiculo (oral, 10mL/kg volumen de dosis; 0,5% Pluronic F68 y 0,5% PVP K29/32
en agua) cada dia de la semana. El grupo del Compuesto 2 1,5 mg/kg fue tratado por via oral cada dia de la semana
durante toda la fase de tratamiento (dosis 10mL/kg volumen de dosis; 0,5% Pluronic F68 y 0,5% PVP K29/32 en agua).
El grupo del Compuesto 2 3 mg/kg (volumen de dosis de 10mL/kg; 0,5% Pluronic F68 y 0,5% PVP K29/32 en agua)
fue tratado oralmente inicialmente una vez al dia cada dia de la semana durante la semana 1, y luego dos veces por
semana (lunes, miércoles) durante la semana 2. Durante las semanas de tratamiento 3 y 4, el tratamiento con el
Compuesto 2 3 mg/kg continué dos veces por semana, excepto que la dosificacién se realizd los lunes y jueves.

Antes de la fase de tratamiento, se recogieron datos basales de 3 dias. La fase de tratamiento durd 4 semanas.
También se incluyé una fase de lavado de 10 dias.

El compuesto 2 se suministré en forma de polvo. El compuesto de ensayo tenia un porcentaje activo del 65,89%. El
porcentaje activo se ajusté mediante el uso de BEW de 1,437 y se preparé disolviendo en una solucién vehiculo de
Pluronic F-68 al 0,5% p/v y PVP K-29-32 al 0,5% p/v. La solucién vehiculo se preparé semanalmente, mientras que el
Compuesto 2 se preparé fresco cada 2 dias y se almacend a +4°C. Los animales se dosificaron a un volumen de 10
mL/kg. Las dosis individuales se calcularon basandose en los pesos corporales méas recientes para proporcionar la
dosis adecuada mg/kg/dia.

Las FIGS. 10Ay 10B y la FIG. 11 muestra los efectos del Compuesto 2 en el modelo de obesidad inducida por dieta.
Al inicio, no habia diferencias significativas en el peso corporal y la ingesta diaria de comida y agua entre los 3 grupos
DIO. Sin embargo, todos los grupos DIO fueron significativamente diferentes del grupo de dieta normal.
Concretamente, los animales alimentados con la dieta normal tenian un peso corporal significativamente inferior al de
las ratas alimentadas con la dieta rica en grasas. Por el contrario, las ratas alimentadas con la dieta rica en grasas
consumieron significativamente menos comida y agua al dia que las alimentadas con la dieta normal.

El compuesto 2 (1,5-3 mg/kg oral) produjo una disminucién relacionada con la dosis en la ingesta diaria de alimentos
y en el peso corporal durante el periodo de tratamiento de 28 dias en comparacién con el grupo de control DIO. El
tratamiento con el compuesto 2 también aumenté significativamente la ingesta de agua medida durante el mismo
periodo (F3,27 = 11,2, P<0,01).

En cuanto al efecto del tratamiento sobre el aumento de peso corporal, éste se midi6é formalmente como porcentaje
de cambio de peso corporal desde el dia 3 del estudio. Hubo una reduccién significativa del aumento de peso en
ambos grupos del Compuesto 2 en comparacion con los controles DIO en los dias de tratamiento 7 (dia de estudio
10) y 14 (dia de estudio 17).

El peso corporal, la ingesta de alimentos/agua se midieron diariamente durante la fase de lavado. La ingesta de
alimentos en los grupos del compuesto 2 fue similar a la de los controles DIO. El peso corporal de los grupos del
compuesto 2 siguié siendo inferior al de los controles DIO.

El compuesto 2 disminuye la ingesta diaria de alimentos de forma dependiente de la dosis. El compuesto 2 también
afecta al aumento de peso corporal en dosis de 1,5y 3 mg/kg.

El compuesto 1 induce la via antiinflamatoria Nrf2
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Se utilizaron células THP-1 (células humanas de leucemia monocitica aguda) para evaluar los efectos del Compuesto
1 sobre la via Nrf2 en un entorno de inflamacién. El factor nuclear (eritroide derivado 2) similar a 2 (Nrf2) es un factor
de transcripcién antiinflamatorio. En condiciones normales, Nrf2 se mantiene en el citoplasma gracias a la proteina 1
asociada a Kelch like-ECH (KEAP1), que degrada Nrf2 por ubiquitinacién. Nrf2 también puede desplazarse al nucleo
y volver al citoplasma como carga de CRM1. En el presente estudio, se protegié a Nrf2 de la degradacién eliminando
KEAP1 con siRNA. Acontinuacién, las células sin KEAP1 se trataron con TNFa para inducir inflamacién, y se comprobd
la capacidad del compuesto 1 para revertir la inflamacién por medio de la regulacién al alza de la via Nrf2. Para
demostrar la activacién de la via Nrf2, se cuantificé por medio de PCR cuantitativa la expresion de dos de sus genes
descendentes NAD(P)H deshidrogenasa [quinona] 1 (NQO1) y epdxido hidrolasa 1 (EPHX1).

Las células THP-1 (leucemia monocitica aguda) se sembraron en dos placas de cultivo de 10 cm (6*10° células/placa)
con medio RPMI-1640 (Lonza) suplementado con 10% de suero bovino fetal inactivado por calor (Invitrogen) y 2-
mercaptoetanol a una concentracién final de 0,05 mM. Las células de una placa se transfectaron con 50 nM de siRNA
KEAP1 (Life Technologies, Silencer Select, siRNA ID# s18982) mediante el uso de Lipofectamine RNAiMax
(Invitrogen), mientras que las células de la otra placa se transfectaron con 50nM de siRNA de control, Block-iT
(Invitrogen). Las células transfectadas se dejaron durante 72 h y se calculé la eficacia del knockdown de KEAP1 por
medio de PCR cuantitativa mediante el uso de una sonda contra KEAP1.

A continuacién, las células de cada uno de los platos se dividieron por igual en 4 pocillos de diferentes placas de 6
pocillos. Uno de los pocillos de cada una de las placas se pretraté con 1uM del Compuesto 1 durante 1 h, seguido de
20ng/mL de TNFa durante 24h. Los otros pocillos se trataron con 1uM de compuesto 1 0 20 ng/mL de TNFa o ninguno
de los dos durante 24 horas. Tras el tratamiento, se extrajo ARN de las células mediante el uso de un kit de extraccién
de ARN (Qiagen). Las muestras de ARN de cada grupo de tratamiento se transcribieron a la inversa y se realizé una
PCR en tiempo real de las secuencias de ADNc correspondientes mediante el uso de sondas contra Nrf2 y dos de sus
genes descendentes, NQO1y EPHX1. Las células THP-1 se transfectaron con ARNsi KEAP1. Se alcanzé una eficacia
de noqueo del 40%. Las células KEAP1 knockdown fueron tratadas con 1uM del Compuesto 1 0 20ng/mL de TNFa o
ambos juntos durante 24h.

La FIG. 12A muestra un aumento de 2,5 veces en la expresién de Nrf2 en las células tratadas con una combinacién
de TNFay el Compuesto 1 en comparacion con las células no tratadas. Sin embargo, también se observd un aumento
similar (de hasta 3 veces) de los niveles de ARNm de Nrf2 en las células tratadas con el compuesto 1 y TNFa sin la
desactivacién de KEAP1. El compuesto 1 o el TNFa por si solos no tuvieron ningin efecto significativo sobre la
expresion de Nrf2 con o sin el knockdown de KEAP1.

La FIG. 12B muestra la expresién de NAD(P)H deshidrogenasa [quinona] 1 o NQO1 en células con o sin KEAP1
knockdown. La FIG. 12B muestra que el knockdown de KEAP1 tuvo un efecto sobre la expresién de NQO1. Incluso la
muestra sin ningun tratamiento mostrd un aumento de 2 veces en sus niveles de ARNm tras el knockdown de KEAP1.
La combinacién del Compuesto 1 y el TNFa dio lugar a un aumento de 4 veces en la expresién de NQO1 para la
muestra con KEAP1 knockdown en comparacién con un aumento de 2 veces, observado con la misma combinacion
en células sin KEAP1 knockdown.

La FIG. 12C muestra los niveles de ARNm de la epdxido hidrolasa 1 o EPHX1 en células con o sin KEAP1 knockdown
tras el tratamiento con el Compuesto 1 y/o TNFa. La FIG. 12C muestra que el compuesto 1 aumenté la expresién de
EPHX1 en presencia o ausencia de TNFa. El knockdown de KEAP1 se sumé al efecto del Compuesto 1, ya que se
observé una induccién de hasta 2,5 veces en las muestras con Compuesto 1 y knockdown de KEAP1.

El tratamiento con 1 uM de Compuesto 1 durante 24 h en presencia de 20 ng/mL de TNFa regul6 al alza la sefializacién
de Nrf2. El knockdown de KEAP1 potencid este efecto, como se vio por la mayor induccién de NQO1 (4 frente a 2
veces) y EPHX1 (2,5 frente a 1,5 veces) en relacién con sus niveles de expresién sin el knockdown de KEAP1. Los
resultados muestran que la inhibicibSn de CRM1 puede activar la via Nrf2 durante la inflamacién, y sugiere que el
tratamiento del Compuesto 1 en combinacién con inhibidores de KEAP1 podria ser mas eficaz que el tratamiento con
el Compuesto 1 solo.

Efectos de los compuestos 1, 2 y 12 sobre la actividad transcripcional de NF-xB

El TNFa puede inducir la actividad de transcripcion de NF-kB. Esta actividad de transcripcién se inicia cuando se
degrada IkB, que se une a NFkB e inhibe su actividad. A continuacién, un miembro de la familia de proteinas NF-xB
de clase ll, RelA o p65, que forma un heterodimero con un miembro de la familia de clase |, p50, se desplaza al nucleo.
La subunidad p65 tiene un dominio de transactivacién en su extremo C, que activa la transcripcién de genes
relacionados con la inflamacién. Al igual que el NF-kB, el IkB también puede desplazarse al nucleo celular. La
acumulacién nuclear de IKB protege a la proteina de la degradacion, ya que ésta se produce principalmente en el
citoplasma. CRM1 es responsable de la exportaciéon nuclear de |kB. Por lo tanto, el bloqueo de la exportacién nuclear
de IKB por medio de la inhibicién de CRM1 minimiza la actividad de NF-xB, ya que IkB nuclear se une a NF-kB e
impide que NF-kB se una a secuencias de ADN.

Los compuestos se ensayaron en células Hela (adenocarcinoma) para cuantificar su capacidad para inhibir la
actividad transcripcional de NF-kB. Se indujo la actividad NF-kB en células HelLa por medio de TNFay, a continuacién,
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se afladieron los compuestos para inhibir la actividad NF-xB inducida. Las concentraciones inhibitorias semimaximas
(ICs0) de varios compuestos, a saber, el compuesto 1, el compuesto 2 y el compuesto 12, se determinaron por medio
de estudios de dosis-respuesta.

Las células HelL.a se sembraron en una placa de 12 pocillos (200.000 células/pocillo) y se cultivaron en medio esencial
minimo de Eagle (EMEM) de Lonza suplementado con 10% de suero bovino fetal inactivado por calor (Invitrogen) y
50 pg/mL de penicilina/estreptomicina (Invitrogen), y se dejaron toda la noche para fijarlas. Las células se pretrataron
con compuestos diluidos en serie (comenzando a 30 uM; dilucién 1:3) durante 1 h y luego se expusieron a 20 ng/mL
de TNFa (Peprotech) durante 4 h en medio libre de suero. Tras el tratamiento, las células se lavaron con PBS
(Invitrogen) y se lisaron con amortiguador RIPA (Themo Scientific). La actividad de transcripcion de NF-kB en las
células se midié con el kit Chemiluminescent Transcription Factor Assay (Thermo Scientific Catalog# 89859), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, 1,5 mg/mL de extracto de células enteras lisadas RIPA de
cada tratamiento se incubaron en una placa de 96 pocillos unidas con la secuencia de consenso biotinilada de NF-xB.
El factor de transcripcién NF-xB activo unido a la secuencia consenso se incub6 con el anticuerpo primario NF-kB p65
y después con un anticuerpo secundario conjugado con HRP. Se afiadié un sustrato quimioluminiscente a los pocillos
y la sefial resultante se detectd con un luminémetro. Se analizaron tres experimentos distintos para cada concentracién
de las curvas ICsp. Se utilizé el modelo 205 de XLFit para calcular las curvas ICsp.

La inhibicién de la actividad transcripcional de NF-xB se midié por medio de diluciones seriadas del Compuesto 1,
Compuesto 2 y Compuesto 12 tras 1 h de pretratamiento con compuestos seguido de 4 h de exposiciéon a 20ng/mL de
TNFa. Se realizaron tres experimentos independientes para cada concentraciéon, presentadndose aqui la media. El
compuesto 1 tenia un valor de ICsqg de 1,59 pM, el compuesto 2 un valor de I1Cso de 1,22 pM, y el compuesto 12 un
valor de ICsq de 1,46 pM.

Evaluacién de los efectos del Compuesto 1 sobre la expresién de la proteina proinflamatoria, COX-2, en células
Hel a cultivadas in vitro.

Las células Hela se sembraron en una placa de cultivo de 6 pocillos (2,5%10° células/pocillo) con medio EMEM
(Lonza) suplementado con un 10% de suero bovino fetal inactivado por calor (Invitrogen). Dos de los pocillos de la
placa se pretrataron con 10 pM de Compuesto 1 durante 30 minutos, momento en el que uno de los pocillos se expuso
a 20ng/ml de TNFa (Preprotech) durante 1 hora. Los otros pocillos se trataron con 20 ng/ml de TNFa o nada durante
1 hora. Tras el tratamiento, se extrajo ARN de las células mediante el uso del kit de extracciéon de ARN (Qiagen). Las
muestras de ARN de cada grupo de tratamiento se transcribieron inversamente y se realizé una PCR cuantitativa en
tiempo real (qTR) de las secuencias de ADNc correspondientes mediante el uso de sondas contra COX-2 (Life
Technologies).

Las células Hela se sembraron en una placa de cultivo de 6 pocillos (5%10° células/pocillo) con medio EMEM (Lonza)
suplementado con un 10% de suero bovino fetal inactivado por calor (Invitrogen). Dos de los pocillos de la placa se
pretrataron con 1 uM del compuesto 1 durante 30 minutos, momento en el que uno de los pocillos se expuso a 20
ng/ml de TNFa (Preprotech) durante 24 horas. Los otros pocillos se trataron con 20 ng/ml de TNFa o nada durante 24
horas. Tras el tratamiento, se generaron lisados de células enteras por medio de lisis con amortiguador RIPA
suplementado con inhibidores de proteasas y fosfatasas (Roche). La deteccién inmunoblot de la proteina COX-2 se
realizé mediante el uso de un anticuerpo anti-COX-2 (Cayman). La intensidad de la sefial para la proteina COX-2 se
normalizé con respecto a la beta-actina (Santa Cruz) para cada muestra y se representé graficamente como unidades
de intensidad arbitrarias.

Los datos del analisis de ARNm por medio de qTR-PCR se muestran en la FIG. 13A. Después de 1 hora de tratamiento,
el TNFa indujo un aumento de aproximadamente 8 veces en la expresién del ARNm de la COX-2 en comparacién con
el control, mientras que el compuesto 1 por si solo no tuvo ninglin efecto sobre el nivel de expresién de la COX-2. El
compuesto 1 no fue la causa del aumento de la expresién del ARNm de la COX-2.

Los datos del analisis de proteinas por inmunotransferencia se muestran en la FIG. 13B. Las células HelLa se dejaron
sin tratar, se trataron con 20 ng/ml de TNFa o 1 pM de Compuesto 1, o con 20 ng/ml de TNFa y 1 yM de Compuesto
1 durante 24 horas, y a continuacion se evalué la cantidad de proteina COX-2 presente por medio de deteccién por
inmunotransferencia. La proteina COX-2 aumenté a las 24 horas en las células estimuladas con TNFa en comparacion
con el control no tratado y con las células tratadas con el Compuesto 1, mientras que el Compuesto 1 disminuyé la
cantidad de proteina COX-2 en presencia de TNFa. La intensidad de las sefiales de inmunotransferencia para la
proteina COX-2 se normaliz6 con respecto a la de B-actina para cada muestra y se representé graficamente.

El compuesto 1 no afecta a la expresién de COX-2 inducida por TNFa, pero si reduce la cantidad de expresién de
proteina COX-2 inducida por TNFa.

El compuesto 1 localiza en el niucleo las carqas CRM1 relacionadas con la inflamacién

Las células HelLa y THP-1 (leucemia monocitica aguda humana) se trataron con el factor inductor de la inflamacién,
TNFa, solo 0 en combinacién con 1-10 uyM del Compuesto 1 durante 4-24 h, y después se analizaron por medio de
inmunofluorescencia (IF) para la localizacién nuclear de las proteinas de carga CRM1 relacionadas con la inflamacién:
IkB, Nrf2, HMGB1, FoxP3, FOXO1a, RxRa, PPAPy y NEKB (subunidad p65).
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Para la deteccién de la localizacién de 1kB, Nrf2, RxRa y PPARYy, las células se preincubaron con 10 uM de Compuesto
1 durante 30 minutos, seguido de incubacién con 20 ng/mL de TNFa durante 4 h en medio libre de suero. Para la
deteccién de HMGB 1, FoxP3 y Foxo1A, las células se preincubaron con 1 uM del Compuesto 1 durante 2 h, seguido
de incubacién con 20 ng/mL de TNFa durante 24 horas. Para la deteccién de NFkB, las células se preincubaron con
1 uM de Compuesto 1 durante 2 h, seguido de incubaciéon con 20 ng/mL de TNFa durante 24 horas. Las células se
fijaron con metanol (MeOH) helado al 100% y se permeabilizaron/bloquearon con Tween 20 al 0,1%, glicina 0,3 M y
BSA al 1% en PBS, o se fijaron con PFA (paraformaldehido al 3% y sacarosa al 2% en PBS) y se
permeabilizaron/bloquearon con Triton-X100 al 0,1% y BSA al 1% en PBS. bill se detectd por medio del anticuerpo
primario monoclonal de conejo (E130) de Abeam (ab32518); Nrf2 se detecté por medio del anticuerpo primario
policlonal de conejo de Santa Cruz (sc722); RxR alfa se detecté por medio del anticuerpo primario policlonal de conejo
de Santa Cruz (sc553); PPAR gamma se detectd por medio del anticuerpo primario monoclonal de conejo [E130] de
Cell Signaling (#2443); Foxo1A fue detectado por el anticuerpo primario monoclonal de conejo [C29H4] de Cell
Signaling (#2880); HMGB1 fue detectado por el anticuerpo primario policlonal de conejo de Abeam (ab 18256); FoxP3
fue detectado por el anticuerpo primario policlonal de conejo de Abeam (ab10563); NFkB-p65 fue detectado por el
anticuerpo primario monoclonal de conejo [C22B4] de Cell Signaling (#4764). Para todas las tinciones se utilizé el
anticuerpo secundario de conejo Alexa Fluor 488 (Invitrogen, A11008). Las imagenes se tomaron con un aumento de
20X.

El bloqueo de cargas CRM1 relacionadas con la inflamacién en el nlcleo tiene efectos adversos sobre la inflamacion
y, por lo tanto, los ensayos IF pueden servir como biomarcadores de los efectos antiinflamatorios de los inhibidores de
CRML.

bill es el inhibidor de NFKB que induce la expresién de vias proinflamatorias. Dado que la mayor parte de la
degradacién de bill se produce en el citoplasma, su localizaciéon nuclear protege a IkB de la degradacion y le permite
unirse a NFKB nuclear, bloqueando la actividad proinflamatoria de NFkB. Nrf2 es un factor de transcripciéon con
cremallera de leucina que induce en el nlcleo la expresién de la actividad antiinflamatoria. HMGB1 es el factor de la
caja 1 del grupo de alta movilidad, y suele estar fuertemente unido a la cromatina. Tras la secrecién activa o la
liberacién pasiva de las células dafiadas, la HMGB1 funciona como una citocina e induce la respuesta proinflamatoria.
El bloqueo de la HMGB1 en el nlcleo evita sus efectos proinflamatorios. FoxP3, cabeza de horquilla box P3, funciona
como factor de transcripcién maestro en el desarrollo y la funcién de las células T reguladoras que poseen actividad
inmunosupresora. FOXO1a es un factor de transcripcién capaz de inducir genes antiinflamatorios, como la
angiopoyetina-2. Por lo tanto, la localizacién nuclear protege a FOXO1a de la fosforilacién, exclusién nuclear y
posterior degradacién. RxRa es un receptor nuclear retinoide que regula la expresiéon de quimiocinas como Ccl6 y
Ccl9 en macréfagos. RxRa es esencial para el reclutamiento de leucocitos a los sitios de inflamacién. El atrapamiento
nuclear de RxRa provoca el reclutamiento y el agotamiento de coactivadores de transcripcién que, de otro modo,
servirian para unir factores de transcripcion proinflamatorios como NFkB. El PPARy es un factor de transcripcién
activado por ligando que pertenece a la superfamilia de los receptores nucleares y regula la expresién de genes
antiinflamatorios.

Los resultados, mostrados en las FIGS. 14Ay 14B, demuestran la localizacién nuclear de las cargas mencionadas,
incluso en presencia de TNFa, que se sabe que induce la inflamacidén. Los resultados indican la capacidad del
compuesto 1 de inducir vias antiinflamatorias para superar la inflamacion.

Evaluacién del efecto del Compuesto 1 sobre los déficits cognitivos tras la lesién ICBC en ratas

La lesién por impacto cortical bilateral controlado (ICBC) en la corteza frontal medial (CFM) de ratas macho Sprague
Dawley se indujo por medio de un dispositivo de contusion cortical. Tras la CCl se control6 cualquier hemorragia de la
superficie cortical y se suturaron la fascia y el cuero cabelludo. Las ratas operadas con simulacro fueron anestesiadas,
montadas en el aparato estereotéxico y se les practicé una craneotomia.

Se disolvié progesterona 16 mg/mL en 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina al 22,5% y se administré la inyeccidn inicial (16
mg/kg)ip. 1 h después de la lesiéon. Las inyecciones restantes (todas de 16 mg/kg) se administraron por via
subcutanea a las 6 h de la lesién y continuaron durante 5 dias después de la lesién. Las inyecciones de progesterona
se realizaron a una concentracién de 1 mL/kg. La progesterona se utilizé6 como control.

El compuesto 1 0,2, 0,4 y 0,6 mg/mL se suspendié en vehiculo (0,6% p/v Pluronic® F-68 y 0,6% p/v PVP K-29/32 en
agua) y se administré p.o a una concentraciéon de 10 mL/kg, 16 h antes de la lesién y 2 h después de la lesién, y las
administraciones se continuaron durante 4 dias. Las ratas de control recibieron inyecciones equivalentes del vehiculo
para el compuesto 1, en los mismos puntos temporales. Los grupos de tratamiento se resumen en la Tabla 11.

Tabla 11. Grupos de tratamiento

Grupo | Numero | Articulo de | Dosis | Via de | Horario
de prueba administracién
animales
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1 8 Vehiculo+Sham | N/A PO 16 h antes de la lesién, 2 h después de la lesidn
y continué durante 4 dias.
2 8 Vehiculo+ICBC | N/A PO 16 h antes de la lesion, 2 h después de la lesién
y continué durante 4 dias.
3 8 Progesterona 16 IP+SC 1 h después de la lesién, [IP] 6 h después de la
mg/kg lesién y continu6 durante 5 dias después de la
lesién [SC].
4 8 Compuesto 1 2 PO 16 h antes de la lesion, 2 h después de la lesién
mg/kg y continué durante 4 dias.
5 8 Compuesto 1 4 PO 16 h antes de la lesion, 2 h después de la lesién
mg/kg y continué durante 4 dias.
6 8 Compuesto 1 6 PO 16 h antes de la lesion, 2 h después de la lesién
mg/kg y continué durante 4 dias.

La prueba del laberinto acuatico de Morris (LAM) es una tarea de navegacién espacial que mide el aprendizaje y la
memoria en roedores mediante el uso de sefiales visuales. Los sujetos aprenden durante dias a encontrar una
plataforma oculta. Se realizé una prueba LAM dos semanas después de la lesidn. Se permitid a las ratas macho
Sprague Dawley nadar en la piscina hasta que alcanzaron la plataforma situada en el cuadrante suroeste de un tanque,
o hasta que transcurrieron 90 segundos. El comportamiento se siguié con una cadmara de video colgada por encima
de la piscina y se grabd y analizé con un software de seguimiento de video (ANY-maze).

Los efectos del Compuesto 1 y la progesterona sobre la adquisicién de la prueba LAM se muestran en la FIG. 15A. El
ANOVA de medidas repetidas de dos vias hall6 un efecto significativo del tratamiento. En comparacién con las ratas
con lesidn simulada, las ratas con lesién ICBC mostraron un déficit significativo de aprendizaje espacial, como indica
el aumento significativo de la latencia para encontrar la plataforma oculta durante la fase de adquisicién de 5 dias
(FIG. 15A). En comparacién con las ratas lesionadas con ICBC tratadas con vehiculo, el Compuesto 1 (2, 4 y 6 mg/kg)
mostré una disminucién dependiente de la dosis en la latencia para encontrar la plataforma oculta, con efectos
significativos en los dias 17 y 18 después de la lesién con 6 mg/kg y en el dia 18 con 4 mg/kg. Los datos sugieren que
el compuesto 1 tiene un efecto neuroprotector.

La FIG. 15C son fotografias de cerebros enteros de animales que recibieron lesiones simuladas (Sham), CCl +
vehiculo (Control), o CCI + Compuesto 1 (6 mg/kg), y muestra los resultados de una inspeccién visual cualitativa de
cerebros enteros antes del seccionamiento con vibratomo. La inspeccién indicd que ninguno (0 de 4) de los animales
Sham presentaba dafios en el tejido cortical dorso-medial. En marcado contraste, los cuatro controles de CCI
mostraron lesiones bilaterales graves restringidas a esta regién del cértex. Los animales CCl que recibieron el
Compuesto 1 mostraron dafios de moderados a minimos. Cabe destacar que el cerebro que presentaba la lesion mas
grave en el grupo del compuesto 1 era menos dramatico que todos los cerebros del grupo de control de la CCI.

Se midid el nivel de expresidén de varias citoquinas en plasma recogido de ratas de cada grupo de tratamiento. Las
muestras se recibieron congeladas y se almacenaron a -80 °C. El dia del experimento, las muestras se descongelaron,
se diluyeron cuatro veces y se analizaron para determinar la expresidén de citoquinas en una plataforma Luminex. Las
muestras se analizaron para las citocinas GRO/KC, IFNy, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12p70 y TNFa, mediante el uso de un
kit multipliex fabricado por Millipore. Como se muestra en la FIG. 15B, se observaron los mismos patrones en los
niveles de expresidn entre las muestras. El mayor cambio se produjo en la IL-10. El compuesto 1 a 6 mg/kg redujo la
IL-10 en comparacién con el grupo de control tratado con vehiculo.

En muchos casos, la lesién traumética provoca una respuesta de lesién secundaria. En la mayoria de los casos, el
resultado sera la inflamacién. La respuesta inflamatoria estd impulsada por citocinas y quimiocinas y se propaga
parcialmente por productos derivados del tejido dafiado (patrones moleculares asociados al dafio).

El sindrome de disfuncién organica multiple (SDOM), un sindrome poco conocido de pérdida secuencial y gradual de
la funcidén organica, es la causa mas frecuente de muerte tardia tras una lesién, y es responsable de una morbilidad y
mortalidad sustanciales. Se considera que el SDOM se debe, en parte, a una activacién excesiva o desadaptativa de
las vias inflamatorias.

Se recogieron medidas cuantitativas de la densidad celular a partir de subsecciones inmunomarcadas con anti-NeuN
desde aproximadamente 2-3 mm anteriores al bregma. Se trazaron regiones de interés (RDI) (sin tener en cuenta la
condicién experimental) alrededor de las capas IV-VI en la regién cortical adyacente al lugar de la lesién en los
animales tratados con CCl o en la zona equivalente (corteza dorsal) en los animales simulados. También se evalué
una RDI de area similar en una regién cortical ventral de la misma seccién. La identificacién celular se realizé mediante
el uso del mddulo de recuento celular del software Keyence BZ-Il Analyzer. Se determinaron los coeficientes de area
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célula-a-materia gris (CG) para cada RDI. Los animales simulados presentaban un etiquetado denso uniforme en las
regiones dorsal y ventral. Como era de esperar, los animales de control CCI mostraron coeficientes CG reducidos
tanto en las zonas corticales dorsales (-45% en comparacién con sham) como ventrales (-30% en comparacién con
sham) frente a los animales sham (FIG. 15D). La reduccién del coeficiente CG inducida por la CCl fue mitigada por el
tratamiento con el Compuesto 1 en el cértex ventral (-3% en comparacién con la simulacién; p = 0,09). Aunque el
efecto del compuesto 1 frente al tratamiento con vehiculo en el cértex ventral no es estadisticamente significativo, se
prevé que este efecto supere la significacién estadistica en un estudio mas amplio. No se detect6 ningln efecto del
Compuesto 1 en la regién cortical dorsal (-32% en comparacién con el simulacro) inmediatamente adyacente al lugar
de la lesién. La diferencia en el efecto observado del Compuesto 1 en la regién ventral frente a la dorsal puede ser un
efecto umbral relacionado con el grado de lesién, que estaba inversamente relacionado con la distancia desde el lugar
de la lesién. Por lo tanto, el dafio a la regién cortical dorsal podria ser demasiado grave para ser rescatado por el
Compuesto 1 en estas condiciones.

Se realiz6 inmunofluorescencia para evaluar el impacto de TBI en varias vias de respuesta inmunitaria, y para
determinar si el Compuesto 1 podria estar mediando sus efectos neuroprotectores a través de una o més de esas
vias. Se examinaron medidas semicuantitativas de las respuestas a lesiones secundarias por medio de marcaje
inmunofluorescente para IgG anti-rata (un indicador de la permeabilidad de la barrera hematoencefalica (BHE)) y TNFa
(un indicador de la inflamacién neural). Se tomaron imagenes de todos los marcadores con un aumento de 20X en las
zonas de la corteza que rodeaban el lugar de la lesiéon en subsecciones adyacentes en un radio de 300 um a las
utilizadas para las evaluaciones del etiquetado NeuN. Para cada etiqueta, se trazé una RDI diana dentro de las capas
IV-VI adyacentes al lugar de la lesidén (o una regién equivalente de la corteza dorsal para los animales simulados), y
se recogi6 una RDI de referencia de las mismas ldaminas en la corteza ventral. Se evalué la intensidad de fluorescencia
normalizada en cada una de las dos RDI. Para todas las etiquetas, se determiné que el sitio de referencia de la corteza
ventral no era diferente entre los grupos (p>0,5); por lo tanto, se determiné el porcentaje de objetivo a valor de
referencia (IF).

Anti-Rat IgG se expresd en neuronas (indicado por la punta de flecha en la FIG. 15E) en el tejido lesionado. La FIG.
15E muestra que la IgG antirrata se distribuyé dentro del neurofilamento de las zonas dafiadas del tejido cortical. La
IgG antirrata no estaba presente en el tejido simulado. Células inmunopositivas TNFa (indicadas por la punta de flecha
en la FIG. 15E) eran claramente visibles en el tejido dafiado que rodeaba el lugar de la lesién en los animales de
control. Estos elementos estaban ausentes en gran medida en los animales tratados con el Compuesto 1 y en los
simulados. La FIG. 15E muestra que el Compuesto 1 reduce las respuestas a lesiones secundarias en ratas expuestas
a lesiones cerebrales.

Artritis inducida por colageno (AIC) Estudio Num. 2

Para investigar mas a fondo el efecto de los compuestos descritos en la presente memoria descriptiva sobre los
biomarcadores de inflamacién, se inicié un segundo modelo de AIC. En este modelo, los grupos se designaron como
grupo A (ingenuo), grupo B (modelo; tratado con vehiculo), grupo C (Compuesto 2 a 5 mg/kg QoD). Las ratas de los
grupos B y C fueron inmunizadas intradérmicamente con coldgeno bovino de tipo Il en IFA el dia 0, y se les administré
una inyeccion de refuerzo el dia 7. El compuesto 2 se administré por via oral a ratas con AIC tras el inicio de la artritis
(dia 11). El desarrollo de la AIC se evalué por medio de puntuaciones macroscépicas y mediciones de la hinchazén
de la pata. Se evalud cada dia durante los 5 primeros dias tras la sensibilizacién (dia 7), y después dos veces por
semana (lunes y jueves) hasta el dia 28, mediante el uso del sistema de puntuacién clinica descrito en la Tabla 7.
Ademas, se realizaron ELISAs para CD45, CRP, CCL2/MCP-1, TNF-a, IL1-B, IL-6, IL-17, y mediciones para catepsina
Ky elastasa 4 dias (Dia 15 del estudio) y 10 dias (Dia 21 del estudio - pico de la enfermedad) después del tratamiento
compuesto y al final del estudio (Dia 28) en todos los animales del grupo. Ademas, el ultimo dia del estudio (dia 28),
unos pocos animales representativos de cada grupo fueron sometidos a una microtomodensitometria tridimensional
del calcéneo, y se cuantificé la erosidn ésea en las patas.

Las FIGS. 16Ay 16B muestran que las ratas tratadas con el Compuesto 2 a 5 mg/kg tenian una hinchazén articular
significativamente reducida (FIG. 16B) y puntuaciones clinicas (FIG. 16A) en comparacién con las ratas tratadas con
vehiculo.

Las FIGS. 17A y 17B muestran que las ratas tratadas con el Compuesto 2 a 5 mg/kg tenian una erosién 6sea
significativamente reducida en las patas traseras en comparacidn con las ratas tratadas con vehiculo. El estado de las
articulaciones de los animales tratados con el Compuesto 2 era comparable al de los animales ingenuos. En cambio,
los animales tratados con vehiculo mostraron un aumento estadisticamente significativo de la erosién 6sea en las
patas traseras.

Se utiliz6 un ensayo LUMINEX®y ELISA para medir los efectos del Compuesto 2 en los niveles de citocinas
proinflamatorias y marcadores de inflamacién. Se recogié liquido sinovial el dia 21, tras la primera inmunizacién, de 2
ratas del grupo modelo y 2 ratas del grupo tratado con el compuesto 2, y al final del estudio de 2 ratas del grupo
ingenuo, 3 ratas del grupo modelo y 3 ratas del grupo tratado con el compuesto 2.
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Las FIGS. 17C-17F muestran que, en comparacion con el grupo modelo, el compuesto 2 mostrd efectos inhibidores
sobre la produccién de citocinas proinflamatorias y un marcador de inflamaciéon en muestras de liquido sinovial. Las
citocinas reducidas incluyen IL-1B, IL-6 y MCP-1, y el marcador de inflamacién es la proteina C reactiva (PCR).

También se utilizé un ensayo LUMINEX® para medir los niveles de citoquinas proinflamatorias en suero. Se recogieron
muestras de suero (1 mL de sangre por rata) 4 dias después del tratamiento con el compuesto (Dia 15), 10 dias
después del tratamiento con el compuesto (normalmente en el pico de la enfermedad - Dia 21) y al final del estudio
(Dia 27).

La FIG. 17G muestra que, en comparacién con el grupo modelo, el compuesto 2 mostré un efecto inhibidor sobre la
produccién de IL-1B en muestras de suero.

Modelo de encefalomielitis autoinmune experimental (EAE)

El modelo EAE es un modelo aceptado para el estudio de enfermedades desmielinizantes del SNC humano tales
como la esclerosis multiple. Se investigaron los efectos del Compuesto 1 en un modelo murino de EAE inducida por
MOG en ratones C57B 1/6J hembra. Los animales se dividieron en 3 grupos designados como Grupo | (control con
vehiculo), Grupo Il (control con dexametasona) y Grupo Il (Compuesto 1 a 7,5 mg/kg). La solucidén salina, la
dexametasona y el Compuesto 1 se administraron de acuerdo con el esquema mostrado en la FIG. 18A. Se
administraron solucién salina y dexametasona por via intraperitoneal todos los dias a partir del dia 0. EI compuesto 1
a 7,5 mg/kg se administré por via oral a partir del dia 11 (inicio de la enfermedad) los lunes, miércoles y viernes durante
3 semanas consecutivas. La enfermedad se indujo por medio de una Unica inyecciéon intradérmica de MOG
emulsionado en adyuvante completo de Freund (ACF) el dia O del estudio, seguida de inmunoestimulacién
suplementaria intraperitoneal con toxina pertussis (PT) realizada el dia 0 del estudio, y de nuevo 48 horas después, el
dia 2 del estudio.

Como se muestra en la FIG. 18B, los primeros signos de la enfermedad se observaron entre 7 y 9 dias después de la
inmunizacién con MOG y el pico de la enfermedad se desarrollé el dia 17 del estudio. El tratamiento con dexametasona
a partir del dia 0 a una dosis de 1 mg/kg IP redujo significativamente las puntuaciones clinicas en los dias 8-37 del
estudio (Grupo Il) en comparacién con el control con vehiculo (Grupo |). El tratamiento con el Compuesto 1 a partir del
Dia 11 a una dosis de 7,5 mg/kg (Grupo Ill) disminuyé significativamente la puntuacién y la gravedad de la enfermedad.
Estos resultados se muestran en la FIG. 18B.

A la vista de los hallazgos obtenidos en las condiciones del presente estudio, el tratamiento con el Compuesto 1 a una
dosis de 7,5 mg/kg p.o. a partir del dia 11 del estudio dio lugar a una disminucién de la puntuacién y la gravedad de la
enfermedad.

Ejemplo 18. Modelos de cicatrizacién de heridas

Materiales

Ratones - Ratones C57BL/6J, machos, de 6-8 semanas de edad, SPF, obtenidos de Harlan Laboratories LTD. Los
ratones se mantuvieron en jaulas individuales estériles ventiladas (JIV) con comida y agua disponibles ad libitum,
ciclos de 12h/12h de oscuridad y luz, temperatura controlada de 19-21°C, humedad controlada de 40 - 60%, presién
de aire positiva dentro de la habitacién de los animales, y control de informes sanitarios cada 3 meses, que se realizé
en centinelas seleccionados.

Cerdos -sus scrofa domestica, Cerdo doméstico (principalmente Landrace X blanco grande), hembra,
aproximadamente 60 Kg, 4-5 meses de edad, Instituto Lahav de Investigacién Animal, Kibbutz Lahav, Israel. Cerdos
mantenidos en un entorno limpio y sin factores de riesgo, agua del grifo ad libitum directamente de una fuente publica,
alimentos de acuerdo con las recomendaciones de las tablas de crecimiento estandar bajo la supervisién de un
veterinario.

ISOFLURANE 99,9% para inhalacién, lote 6027962, Abbot Laboratories Ltd, Inglaterra

Agua - agua para inyeccidn, lote 11481012, B. Braun Melsungen AG, Alemania

Solucién salina - cloruro sédico 0,9% inyectable, lote 12224012, B. Braun Melsungen AG, Alemania
DMSO - dimetilsulféxido, D2650, Sigma-Aldrich Inc., EE.UU.

PLURONIC® F-68

PVP K-29/32

Evaluacién de los efectos de la administracién sistémica y la aplicacion topica del Compuesto 1 en heridas
cutaneas de ratones C57BL
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Los efectos del Compuesto 1 sobre la cicatrizacién de heridas cutdneas se estudiaron en un modelo de herida por
incisién cutédnea longitudinal de espesor total en ratdn. A su llegada, los animales se identificaron por medio de crotales,
se pesaron y se dejaron aclimatar durante varios dias antes de iniciar el experimento. El dia de la herida, se pesaron
los ratones y se dividieron en 6 grupos experimentales con 6 animales por grupo, de acuerdo con una aleatorizacion
estratificada por diferencias de peso. Antes del procedimiento quirdrgico, se anestesié a los ratones con isoflurano y
se les recort6 el lomo. Se realizaron incisiones longitudinales de espesor total de 20 mm mediante el uso de una hoja
de bisturi estandar en el lomo de los animales (paralelas a la columna vertebral). Tres horas después de la herida,
debido a la elasticidad de la piel y a la actividad de los animales, las incisiones adquirieron forma eliptica. En esta fase,
se midié la zona més ancha de la herida para establecer una anchura de referencia de la herida. La evaluacién de la
cicatrizacién de la herida se realizé midiendo la zona mas ancha de la herida. Los grupos de tratamiento consistieron
en sondaje oral o grupos tépicos. Durante el experimento, se fotografiaron las heridas y se realizaron analisis
morfolégicos. Al final del experimento, 8 dias después de la herida, los ratones fueron sacrificados, se midié la anchura
de la herida y se recogieron biopsias de la zona de la herida que se sometieron a analisis.

Tabla 12. Grupos de estudio iniciales

Grupo | Numero | Articulo de prueba Dosis | Via de | Horario
de administracidn
ratones
1 6 Solucién acuosa de control al 0,6% p/v de Pluronic® F-68 | 0,2 ml | PO cada
y al 0,6% p/v de PVP K-29/32 dos
dias
2 6 Compuesto 1 en PVP/Pluronic® F-68 4 PO cada
mg/kg dos
dias
3 6 Compuesto 1 en PVP/Pluronic® F-68 7,5 PO cada
mg/kg dos
dias
4 3 Vehiculo, agua para inyeccién 0,2 ml | Tdpico Diario
5 6 Compuesto 1 en agua 2,5 Topico Diario
UM
6 6 Compuesto 1 en agua 1uM | Tépico Diario

Las soluciones de dosificacién se prepararon frescas cada dia de dosificacién. El compuesto 1 para administracion
oral se suministré como polvo liofilizado y se reconstituyé en una solucién acuosa de 0,6% p/v de Pluronic® F-68 y
0,6% p/v de PVP K-29/32 para obtener una suspensiéon madre de 0,75 mg/mL.75 mg/mL, que posteriormente se diluy6
con una solucién acuosa de Pluronic® F-68 al 0,6% p/v y PVP K-29/32 al 0,6% p/v para preparar soluciones de trabajo
de 7,5 mg/kg y 4 mg/kg. El compuesto 1 para aplicacién tépica se suministré en forma de polvo liofilizado y se
suspendié en agua hasta una concentracién de 10 mM, que se volvié a diluir con agua para alcanzar una concentracién
de trabajo final para aplicacién tépica.

Como parte de una evaluaciéon morfolégica diaria, se realizé una fotodocumentacién mediante el uso de una camara
digital FinePix S700. La FIG. 19 son fotografias de heridas representativas de cada grupo experimental el dia 5
después de la herida. La barra de escala negra representa 1 cm. Se realizaron un total de 33 heridas en 33 ratones.
La evaluacién morfoldgica demostré el efecto positivo del tratamiento con el Compuesto 1, por via oral o tépica. Todos
los tratamientos indujeron una cicatrizacién de las heridas superior a la de los controles. Las heridas tratadas eran de
menor tamafio y las costras eran mas ligeras, finas y homogéneas, sin grietas, lo que indica una fase més tardia de
cicatrizacion de la herida. Cuando se evaluaron el mismo dia que los grupos de tratamiento, las heridas de los grupos
de control parecian de mayor tamafio y estaban cubiertas de costras gruesas y agrietadas que dejaban al descubierto
una zona no cicatrizada de la herida (observada como zonas rojizas y rosadas) tanto en los bordes como en el centro
de las heridas.

El analisis morfologico es el principal parametro utilizado en la evaluacién de la cicatrizacién de heridas en estudios
preclinicos en animales y en tratamientos clinicos de heridas humanas. Basandose en el anélisis morfoldgico, el
Compuesto 1 mostré eficacia y tuvo un impacto positivo en la cicatrizacion de heridas. Cabe destacar que tanto la
aplicacion tépica como la administracién sistémica del Compuesto 1 dieron lugar a una mejor cicatrizacién de las
heridas, medida por la reduccién del tamafio de la herida y las mejores propiedades de formacién de costras.

Evaluacién de los efectos de la aplicacion tépica de un compuesto de ensayo en heridas de piel de cerdo
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Los efectos de un compuesto de ensayo sobre la cicatrizacion de heridas cutdneas pueden estudiarse en un modelo
de incisién cutanea longitudinal de espesor total en cerdo. A su llegada, los animales se identifican por medio de
crotales, se pesan y se dejan aclimatar durante varios dias antes de iniciar el experimento. Tres dias antes de la
cirugia, los cerdos son trasladados al centro de hospitalizacién para su aclimatacién. Doce horas antes de la
intervencién, se retiran los alimentos. El dia de la cirugia, se anestesia al cerdo con ketamina, xilacina, diazepam e
isoflurano. El pelo del dorso, el térax y el abdomen se corta cuidadosamente con una méaquina recortadora
Oster® (tamafio de hoja 30) y se marcan 20 regiones individuales de 4 cm? cada una en dos filas (10 regiones por fila).
Se realizan diez pares de incisiones cutaneas longitudinales de espesor total de 2,5 cm con la hoja de bisturi Nam. 11,
a 4 cm de cada lado de la linea media del dorso.

Tras el procedimiento quirdrgico, las heridas se dividen en grupos experimentales y se tratan diariamente por medio
de aplicacién tépica en la zona de la herida y en los bordes de la misma. La zona de tratamiento consiste en una
superficie de piel hasta una distancia de 2 cm del centro de la herida. Las soluciones de dosificacién se aplican
gradualmente en cada herida mediante el uso de una pipeta, hasta que el tejido absorba todo el volumen de tratamiento
(por ejemplo, 1 ml de solucién salina o compuesto de prueba).

Varias horas después de la herida, debido a la elasticidad de la piel y a la actividad de los animales, las incisiones
adoptan formas elipticas. En esta fase, se mide la zona més ancha de la herida para establecer una anchura de
referencia de la herida. La evaluacidn de la cicatrizaciéon de la herida se realiza midiendo la zona mas ancha de la
herida. Durante el experimento, se fotodocumentan las heridas y se realiza un anélisis morfolégico.
Al final del experimento (por ejemplo, 12 dias después de la herida), se sacrifica a los cerdos por medio de la
administracién de anestesia y KCI. Se evalla la morfologia de la herida, se mide su anchura y se toman biopsias de
la zona de la herida, que se fijan con paraformaldehido al 4% para su posterior analisis. Tras la fijacién, las biopsias
de la herida se documentan fotogréficamente mediante el uso de una cadmara digital de alta resolucién, por ejemplo,
una FinePix S700, y las biopsias de la zona de la herida se someten a un analisis histopatolégico. La evaluacién de la
cicatrizacién de la herida se realiza de forma emparejada, en la que cada herida tratada con el compuesto de ensayo
se compara directamente con la herida de control en la misma localizacién anatémica al otro lado de la linea media
del dorso. Esta evaluacién por pares de la cicatrizacion es crucial en términos de evaluacién objetiva y comparacion
objetiva de las heridas tratadas con las no tratadas debido a la variabilidad asociada al grado de vascularizacién y
circulacién sanguinea en la piel en diferentes zonas del lomo del cerdo. Las heridas situadas en la zona delantera,
cerca del cuello, presentan unas propiedades de cicatrizacién mucho mejores que las heridas situadas en la parte
trasera posterior.

Tabla 13. Grupos de estudio iniciales

Grupo | Numero de heridas Articulo de prueba Dosis | Via de | Horario
administracidn
1 5 heridas frontales en el lado derecho | Solucién salina de | 1 ml | Tépico Diario
control

2 5 heridas traseras en el lado derecho | Solucién salina de | 1 ml | Tépico Diario
5 control

3 5 heridas frontales en el lado izquierdo | Compuesto de ensayo | 3 pM | Tépico Diario

4 5 heridas traseras en el lado izquierdo | Compuesto de ensayo | 1 pM | Tépico Diario
5

Las soluciones de dosificacién se preparan frescas cada dia de dosificacién. El compuesto de ensayo se suministra
como polvo liofilizado y se reconstituye en cloruro sédico inyectable al 0,9% para obtener una suspensién madre de 3
mg/mL. La suspensién madre se diluye de nuevo con cloruro sédico inyectable al 0,9% hasta concentraciones finales
de 3 UM y 1 uM para aplicacién tépica.

Las superficies de costra homogéneas, finas y uniformemente organizadas sin incidentes de supuracién, sangrado o
secrecién de la herida son indicativas de la cicatrizacién de la herida. Las costras muy heterogéneas, agrietadas y de
color oscuro indican numerosos incidentes de exudacién, supuracién y hemorragia durante el curso del proceso de
cicatrizacion de la herida.

Evaluacién de los efectos de la aplicacion tépica de un compuesto de prueba en los procesos tempranos de
cicatrizacién de heridas en cerdos

Los efectos de un compuesto de ensayo sobre la cicatrizaciéon temprana de heridas pueden estudiarse en un modelo
de herida de incisién longitudinal de piel de espesor total en cerdos. Se realizan cinco pares de incisiones longitudinales
de espesor total de 2,5 cm en la seccién frontal del dorso de cerdos anestesiados mediante el uso de hojas de bisturi
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del Num. 11, a 4 cm de cada lado de la linea media del dorso. Tras varias horas después del procedimiento, la incisién
longitudinal se convierte en una herida eliptica.

Las heridas se dividen en grupos experimentales y se tratan diariamente por medio de aplicacién tépica en la zona de
la herida (incluidos los bordes y en la zona de la piel préxima a la herida). La fase de tratamiento comienza 24 horas
después de la herida. Las soluciones dosificadoras se aplican gradualmente sobre cada herida mediante el uso de
una pipeta, hasta que el tejido absorba todo el volumen de tratamiento (por ejemplo, 1 mL de solucién salina o de un
compuesto de prueba).

En el dia 5, se evalla el estado de cicatrizacién y la morfologia de la herida de acuerdo con los siguientes parametros:
hemorragia, supuracién, hinchazén, inflamacién, secreciéon de pus y formacién de costras. La evaluacién se realiza de
forma emparejada, en la que cada herida tratada con el compuesto de prueba se compara directamente con la herida
de control en la misma localizacién anatémica al otro lado de la linea media del dorso.

Tabla 14. Grupos de estudio iniciales

Grupo | Numero de heridas Articulo de prueba Dosis | Via de administracién Horario
1 5 Solucién salina de control 1Tml Topico Diario
2 5 Compuesto de ensayo 3 UM | Tdpico Diario

Las soluciones de dosificacion se preparan frescas cada dia de dosificacién. El compuesto de prueba se suministra
como polvo liofilizado y se reconstituye en cloruro sédico al 0,9% hasta obtener una suspensién madre de 3 mg/mL.
Esta suspensién madre se diluye de nuevo con cloruro sédico al 0,9% para la preparacidon de la solucién tépica final
de 3 pM.

Se realiza una evaluacién morfoldgica de la cicatrizacién de la herida en el Dia 5 de tratamiento. Se examina la
inflamacién, se puntlia de acuerdo con la gravedad en cada herida y se documenta como leve, moderada o grave. Las
heridas que presentan hinchazén moderada y grave se presentan como porcentaje del total de heridas del grupo
experimental. La secrecién se examina y puntlia de modo binario: una herida que presentaba una secrecién minima
se consideraba positiva y, una herida sin ninguna secrecidén detectable se considera negativa para este parametro.
Las heridas que presentan secreciones (positivas para este pardmetro) se presentan como porcentaje del total de
heridas del grupo experimental. Se considera que una costra estd completamente formada cuando una capa continua
de una formacién dura, seca, rojiza, de color amarillo oscuro o marrén cubre toda la zona de la herida y esta
fuertemente adherida al lecho de la herida y, por lo tanto, proporciona una barrera continua y fuerte entre el entorno
externo y los tejidos heridos. La formacién de costras se examina y puntia de modo binario: las heridas que
presentaban una costra completamente formada, seca y fuerte se consideran positivas y las heridas sin costra o con
costras en una fase anterior se consideran negativas para este parametro. Las heridas con una costra completamente
formada se presentan como porcentaje del total de heridas por grupo.

También se evallGan la hinchazén, la secrecidn y la formacién de costras. La hinchazén y la secrecién forman parte de
una respuesta inflamatoria excesiva que podria retrasar la reparacién de los tejidos e inducir cicatrices antiestéticas.

Evaluacién de los efectos de la aplicacién tépica de un compuesto de ensayo sobre la cicatrizacién precoz de
heridas en piel de cerdo y sobre las irritaciones y el rascado asociados a la piel dafiada o herida

El efecto de un compuesto de ensayo sobre la cicatrizacién de heridas cutdneas puede estudiarse en un modelo de
herida longitudinal de incisién cutdnea de espesor total en cerdos. Tres dias antes de la cirugia, los cerdos son
trasladados al centro de hospitalizacidén para su aclimatacién. Doce horas antes de la intervencién quirurgica, se retiran
los alimentos. El dia de la cirugia, se anestesia a los cerdos con ketamina, xilacina, diazepam e isoflurano. El pelo del
dorso, el térax y el abdomen se corta con una maquina recortadora Oster® (hoja de tamafio 30). Se marcan diez pares
de secciones de 4 cm? cada una y se realizan incisiones longitudinales en la piel de 2,5 cm de espesor total con una
hoja de bisturi del Nim. 11, a ambos lados de la linea media del dorso.

Tras el procedimiento quirdrgico, las heridas se dividen en grupos experimentales y se tratan diariamente por medio
de aplicacién topica en la zona de la herida (incluidos los bordes y en la zona de la piel préxima a la herida hasta una
distancia de 2 cm de la herida en todas las direcciones). Las soluciones de dosificaciéon se aplican gradualmente en
cada herida mediante el uso de una pipeta, hasta que el tejido absorba todo el volumen de tratamiento (por ejemplo,
1 mL de vehiculo o compuesto de ensayo).

Al cabo de varias horas después del procedimiento, la incisién longitudinal se convierte en una herida eliptica debido
a la elasticidad de la piel y a la actividad de los animales. Durante el experimento, se fotodocumentan las heridas y se
realiza un analisis morfoldgico. La evaluacidon de la cicatrizacién de la herida se realiza de forma emparejada, en la
que cada herida tratada con el compuesto de ensayo se compara directamente con la herida de control en la misma
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localizacién anatémica al otro lado de la linea media del dorso. Durante los 5 dias siguientes a la herida, se registran
la morfologia de la herida y el comportamiento de los animales.

Tabla 15. Grupos de estudio iniciales

Grupo | Numero de heridas Articulo de prueba Dosis | Via de | Calendario
administracidn

1 5 heridas frontales en el lado | 0,02% DMSO en agua 1ml | Tdpico Diario
derecho

2 5 heridas traseras en el lado | 0,067% DMSO en agua 1ml | Tdpico Diario
derecho

3 5 heridas frontales en el lado | Compuesto de ensayo en DMSO | 3 pM | Tépico Diario
izquierdo al 0,02

4 5 heridas traseras en el lado | Compuesto de ensayo en DMSO | 1 pM | Tépico Diario
izquierdo al 0,067

Las soluciones de dosificacién se preparan frescas cada dia de dosificacién. El compuesto de ensayo se suministra
como polvo liofilizado y se disuelve en DMSO al 100% hasta una concentracién madre de 15 mM. Se realizan nuevas
diluciones en agua inyectable para alcanzar una concentracién final de 3uM y 1uM para la aplicacion tépica.

Como parte de la evaluacién morfolégica diaria, se realiza una fotodocumentacién de las heridas mediante el uso de,
por ejemplo, una camara digital de alta resolucién FinePix S700. Ademés del estado de la herida, se observan zonas
de piel irritada y arafiada. Por lo general, el rascado no causa dafios en las heridas ni interfiere en el proceso de
cicatrizacién, ya que la herida se inflige en el lomo, cerca de la linea media del dorso, de forma que al animal le resulta
dificil y casi imposible alcanzar las heridas.

Evaluacién de los efectos del compuesto 1 en PVPIPluronic® F-68 y del compuesto 1 en agua sobre el rascado
asociado a la cicatrizacién de Ia piel en ratones.

En los estudios de heridas cutdneas descritos en la presente memoria descriptiva en ratones, también se observé el
comportamiento de los animales, y se cuantificaron los intentos de eliminar las cicatrices, los signos de incomodidad
y el rascado de la zona de la herida. Se analizaron el comportamiento anormal y las manifestaciones anémalas de
rascado y signos de dolor de todos los estudios realizados en ratones. En estos estudios, el tratamiento se realiz
mediante el uso del Compuesto 1 en PVP/Pluronic® F-68 y el Compuesto 1 en agua, y los respectivos controles de
vehiculo.

Durante todos los experimentos de cicatrizacién de heridas en ratones, se realizé un seguimiento de los parametros
de cicatrizacién asociados con la cicatrizaciéon de heridas, signos de irritaciones de la piel y otras afecciones de la piel
en la zona cercana a la herida y en la zona de piel tratada. Ademas, durante la fase de tratamiento de todos los
modelos de cicatrizacién cutanea, se prestd especial atencién al comportamiento de los animales, tales como los
signos de incomodidad y dolor; y los signos de rascado y manipulacidn de las heridas y la piel. Los efectos calmantes
y tranquilizantes de los compuestos de tratamiento fueron muy evidentes en comparacién con los animales de control,
que estaban predispuestos a manipular sus heridas.

En ratones, el tratamiento con el Compuesto 1 en PVP/Pluronic® F-68 o el Compuesto 1 en agua redujo la incidencia
de manipulacién de heridas en comparacién con los ratones tratados con vehiculo (DMSO en agua, solucién salina,
PVP/pluronic o agua).

En ratones, la manipulacién de las heridas solia provocar la eliminacién de la costra y hemorragias o dafios en el tejido
recién formado en el lecho de la herida que estaba fuertemente adherido a la costra. La gran mayoria de estos
incidentes se produjeron en los grupos tratados con vehiculos (alrededor del 20 - 30% en todos los experimentos).

De acuerdo con el sumario de las condiciones de la piel y el comportamiento animal, puede concluirse que el
tratamiento de heridas con el Compuesto 1 en PVP/Pluronic® F-68 o el Compuesto 1 en agua previno la manipulacion
de heridas en ratones, posiblemente, debido a algunos efectos calmantes y suavizantes de los compuestos de
tratamiento sobre la piel herida e irritada.

Respuesta a la dosis de un compuesto de ensayo en la cicatrizacién de heridas cutaneas en ratones

Los efectos de un compuesto de ensayo sobre la cicatrizacion de heridas cutdneas pueden estudiarse en un modelo
de herida por incisién cutanea longitudinal de espesor total en ratones. A su llegada, los animales se identifican por
medio de crotales, se pesan y se dejan aclimatar durante varios dias antes de iniciar el experimento. El dia de la
herida, se pesan los ratones y se dividen en 7 grupos experimentales (N=6 o N=7), de acuerdo con una aleatorizacién
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estratificada por diferencias de peso. El grupo vehiculo recibe DMSO al 0,1% en agua, mientras que el grupo de control
positivo se trata con una solucion acuosa de Pluronic® F-68 al 0,6% p/v y PVP K-29/32 al 0,6% p/v. Antes del
procedimiento quirdrgico, se anestesia a los ratones con isoflurano y se les recorta el pelo del lomo. Se realizan
incisiones longitudinales de espesor total de 20 mm mediante el uso de una hoja de bisturi estandar en el lomo de los
animales (paralelas a la columna vertebral). Tres horas después de la herida, debido a la elasticidad de la piel y a la
actividad de los animales, las incisiones adoptan formas elipticas. En esta fase, se mide la zona mas ancha de la
herida para establecer una anchura de referencia de la herida. La evaluacién de la cicatrizacidn de la herida se realiza
midiendo la zona mas ancha de la herida. El tratamiento de las heridas se realiza por medio de la aplicacién tépica
(diaria) de soluciones dosificadoras (por ejemplo, 0,2 ml) directamente sobre las heridas.

Tabla 16. Grupos de estudio iniciales

Grupo | Numero de | Articulo de prueba Dosis | Via de | Horario
ratones administracidn
1 7 0,1% DMSO en agua 0,2 Topico Diario
mi
2 6 Compuesto de ensayo en DMSO al 0,1 9 UM | Tépico Diario
3 6 Compuesto de ensayo en DMSO al 0,1 3 UM | Tépico Diario
4 6 Compuesto de ensayo en DMSO al 0,1 14M | Tdpico Diario
5 6 Compuesto de ensayo en DMSO al 0,1 0,3 Topico Diario
UM
6 7 Control acuoso 0,6% p/v Pluronic® F-68 y 0,6% p/v | 0,2 Topico Diario
PVP K-29/32 ml

Las soluciones de dosificacién se preparan frescas cada dia de dosificacién. El compuesto de ensayo se suministra
como polvo liofilizado y se reconstituye en DMSO al 0,1% en agua hasta obtener una suspensién madre de 3 mg/mL.
La suspension madre se diluye de nuevo con DMSO al 0,1% en agua para preparar la solucién tépica final. Las heridas
de los grupos de control se tratan topicamente con DMSO al 0,1% en agua, o con una solucién acuosa de Pluronic® F-
68 al 0,6% p/vy PVP K-29/32 al 0,6% p/v.

Al final del experimento, 8 dias después de la herida, los ratones se sacrifican por inhalacién de CO,, se miden las
anchuras de las heridas y se recogen biopsias de la zona de la herida que se someten a andlisis histolégico. Las
biopsias se fijan con paraformaldehido al 4%. Tras la fijaciéon de toda la zona de la herida, se realiza una diseccién de
5 mm de la zona mas ancha de la herida y estas muestras se someten a incrustacién en parafina. Los bloques de
parafina se preparan mediante el uso de procedimientos estdndar de deshidratacién graduada e inclusién en parafina
de los tejidos. A continuacion, se preparan secciones histolégicas y se tifien los tejidos con la tincidén de hematoxilina
y eosina (H&E). Se examinan los portaobjetos tefiidos con H&E y se evalla la eficacia de la cicatrizacion.

El cierre dérmico avanzado se evalla en el Dia 8 por medio del examen de la dermis sana teflida con eosina y los
bordes de dermis recién formados en la brecha de la herida. Las heridas con ambos bordes dérmicos observados en
el campo de aumento 100x del microscopio (BX41 Olympus o Axiovert 25, Zeiss) se consideran positivas para el
parametro de cicatrizacién de cierre dérmico avanzado. El niUmero de heridas con cierre dérmico avanzado se presenta
como porcentaje del total de heridas en los grupos experimentales.

El cierre epidérmico avanzado se evalla en el Dia 8 por medio de tincién de H&E analizando la seccidn histolégica en
la zona mas ancha de la herida. Las heridas que muestran la presencia de una capa continua de epidermis que cubre
todo el hueco de la herida y las heridas con la migracién mas avanzada de los bordes epidérmicos observada en el
campo del microscopio a 400 aumentos se consideran positivas al parametro de cierre epidérmico avanzado. Los
resultados se presentan como porcentaje del total por grupo experimental.

La migracién epidérmica se evalla el Dia 8 por medio de tincién de H&E analizando la epidermis condensada recién
formada tefiida con hematoxilina en ambos bordes de la herida. Se considera que el borde epidérmico es migratorio
cuando el borde epidérmico recién formado cubre aproximadamente el 20-30% del hueco de la herida. Los bordes
epidérmicos migratorios de los grupos se cuentan y se presentan como porcentaje del nimero total de bordes
epidérmicos (el doble del numero de heridas del grupo). Ambos bordes epidérmicos se consideran migratorios en
heridas que presentaban un cierre epidérmico completo o avanzado. Se realizan un total de 62 heridas en 62 ratones.

El tratamiento de las heridas con un compuesto de prueba previene las complicaciones de la cicatrizacién,
tales como la hiperplasia de la epidermis y las adherencias.
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Los efectos de un compuesto de ensayo sobre la cicatrizacion de heridas cutdneas pueden estudiarse en un modelo
de herida por incision cutanea longitudinal de espesor total en ratones. Antes del procedimiento quirtrgico, se
anestesia a los ratones con isoflurano y se les afeita el lomo. Se realizan incisiones longitudinales de espesor total de
20 mm con una hoja de bisturi en el lomo (paralelas a la columna vertebral) de los animales. Tres horas después de
la herida, debido a la elasticidad de la piel y a la actividad de los animales, las incisiones adoptan formas elipticas. La
evaluacion de la cicatrizacién de la herida se realiza midiendo la zona més ancha de la herida. El tratamiento de las
heridas se realiza por medio de la aplicacién tépica diaria de, por ejemplo, 0,2 mL del compuesto de ensayo
directamente sobre las heridas. El proceso de cuidado de las heridas se desarrolla parcialmente en un entorno
himedo: después de cada tratamiento diario, las heridas permanecen hiumedas durante algin tiempo. Al final del
experimento, 8 dias después de la herida, se sacrifica a los ratones, se mide la anchura de la herida y se recogen
biopsias de la zona de la herida que se someten a andlisis histolégico.

Tabla 17. Grupos de estudio iniciales

Grupo | Numero de | Articulo de prueba Dosis | Via de | Horario
ratones administracidn
1 7 0,1% DMSO en agua 0,2 Topico Diario
mi
2 6 Compuesto de ensayo en DMSO al 0,1 3 UM | Tépico Diario
3 6 Compuesto de ensayo en DMSO al 0,1 14M | Tdpico Diario
4 7 Control acuoso 0,6% p/v Pluronic® F-68 y 0,6% p/v | 0,2 Topico Diario
PVP K-29/32 ml

Las soluciones de dosificacién se preparan frescas cada dia de dosificacién. El compuesto de ensayo se suministra
como polvo liofilizado y se reconstituye en DMSO al 0,1% en agua hasta obtener una suspensién madre de 3 mg/mL,
que posteriormente se diluye con DMSO al 0,1% en agua para alcanzar una concentracion de trabajo para aplicacién
topica. Las heridas de los grupos de control se tratan tépicamente con DMSO al 0,1% en agua o Pluronic® F-68 acuoso
al 0,6% p/vy PVP K-29/32 al 0,6% p/v.

Al final de la fase de tratamiento, el dia 8 después de la herida, los ratones se sacrifican por inhalacién de CO, y se
recogen biopsias de la zona de la herida. La fijacién de los tejidos de la herida se realiza con paraformaldehido al 4%.
Tras la fijacién de toda la zona de la herida, se realiza una diseccién de 5 mm de la zona més ancha de la herida y se
somete a incrustacién en parafina. Los bloques de parafina se preparan mediante el uso de procedimientos estandar
de deshidratacién graduada. A continuacién, se preparan secciones histolégicas y los tejidos se tifien con hematoxilina
y eosina (H&E). Se evallan y representan graficamente los pardmetros de cicatrizacién de las heridas.

La hiperplasia de la epidermis se evalla el dia 8. Se cuentan los bordes epidérmicos no migratorios e hiperplasicos
del grupo y se presentan como porcentaje del nimero total de bordes epidérmicos (el doble del nimero de heridas del
grupo). Los bordes epidérmicos hiperplasicos se evallan por medio de tincidén de H&E analizando las zonas de la
epidermis teflidas con hematoxilina condensada. Cuando el borde epidérmico parece mas grueso que la epidermis
normal en una zona de piel sana y cuando tal borde epidérmico no muestra migracién hacia el sellado de la brecha de
la herida, se considera que es hiperplasico y no migratorio.

Las adherencias en la brecha de la herida se evalian el dia 8. Las adherencias se evallan analizando las estructuras
celulares y tisulares en la brecha de la herida. Las adherencias de la herida se puntian en una escala leve, moderada
o grave. Se considera una puntuaciéon negativa cuando hay un coagulo en la brecha de la herida o el tejido de
granulacién normal esta sustituido por otro tejido, tal como musculos esqueléticos o tejidos linfoides extensos. Se
consideran graves varias adherencias 0 una granulacién anormal que ocupe mas del 40% de la superficie de la brecha
de la herida. La adherencia se considera leve cuando no es significativa y no interfiere con la renovacién normal del
tejido cutdneo. Las heridas con adherencias graves se calculan como porcentaje del total de heridas por grupo
experimental y se representan graficamente como se muestra. Se realiza un total de 32 heridas (64 bordes
epidérmicos) en 32 ratones.

Una de las complicaciones més importantes de la cicatrizacién de heridas es la hiperplasia de la epidermis. Como
respuesta a las sefiales de estrés asociadas a las heridas, se produce una proliferaciéon de células en la capa basal
de la epidermis para compensar la pérdida de piel. Normalmente, en la cicatrizacién de heridas sin complicaciones,
las células epidérmicas inician la migracién hacia el sellado de la brecha de la herida poco después de la proliferacién.
Cuando la migracién no se produce o se ralentiza, por ejemplo, en las complicaciones cutdneas causadas por la
hiperglucemia en las heridas diabéticas, la hiperplasia epidérmica se vuelve prominente y puede causar aln mas
complicaciones en la cicatrizaciéon de las heridas. En las heridas abiertas agudas, como en el modelo empleado en
este experimento, o en las heridas agudas suturadas, tales como las heridas posquirargicas, una disminucién de la
cicatrizaciéon epidérmica asociada a la hiperplasia de los bordes epidérmicos aumenta el riesgo de contaminacién y
otras complicaciones de la cicatrizacién de la herida, tales como la dehiscencia de la herida, el drenaje de liquido de
la herida o el tejido que sobresale de la herida.

64



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 3016982 T3

En un proceso eficaz de cicatrizacién de heridas, el coagulo sanguineo primario experimenta cambios graduales con
el fin de formar tejido de granulacién en la brecha de la herida, el cual, tras su remodelacién, se convierte finalmente
en tejido cuténeo recién formado con funciones totalmente restauradas. Cuando se produce la adhesién de tejidos no
relacionados con la piel en la brecha de la herida, el tejido de granulacién no se forma correctamente y, en
consecuencia, la remodelacidn tisular final es limitada. Esto puede causar mas limitaciones en las funciones de la piel
cicatrizada.

El tratamiento de heridas con un compuesto de prueba en una formulacién de base salina_mejora la
cicatrizacion de las heridas y previene las adherencias graves

Los efectos de un compuesto de ensayo sobre la cicatrizacién de heridas cutdneas se estudiaron en un modelo de
herida por incisién cutanea longitudinal de espesor total en ratéon. Los procedimientos quirdrgicos se realizan en
ratones macho C57BL de 7-8 semanas de edad anestesiados con isoflurano. Antes del procedimiento quirurgico, se
anestesia a los ratones con isoflurano y se les corta el pelo. Se realizan incisiones longitudinales de espesor total de
20 mm mediante el uso de una hoja de bisturi estandar. Tres horas después de la herida, debido a la elasticidad de la
piel y a la actividad de los animales, las incisiones adoptan formas elipticas. En esta fase, se mide la zona mas ancha
de la herida para establecer una anchura de referencia de la herida. La evaluacidn de la cicatrizacién de la herida se
realiza midiendo la zona méas ancha de la herida. El tratamiento de las heridas se realiza por medio de la aplicacion
diaria de una solucién tépica de 0,2 ml directamente sobre la herida. El proceso de cuidado de heridas se lleva a cabo
parcialmente en un entorno himedo, ya que después de cada tratamiento diario, las heridas permanecen hiumedas
durante algun tiempo (3-5 horas). Al final del experimento, 8 dias después de la herida, se sacrifica a los ratones, se
mide la anchura de la herida y se recogen biopsias de la zona de la herida que se someten a andlisis histolégico.

Tabla 18. Grupos de estudio iniciales

Grupo | Numero de | Articulo de prueba Dosis | Via de | Horario
ratones administracidn
1 5 Salina 0,2 Topico Diario
mi
2 7 Compuesto de ensayo en solucién salina | 3 uM | Tépico Diario

Las soluciones de dosificacién se preparan frescas cada dia de dosificacién. El compuesto de ensayo se suministra
en forma de polvo liofilizado y se reconstituye en solucién salina para obtener una suspensién madre de 3 mg/mL, que
posteriormente se diluye con solucién salina para alcanzar una concentracién de trabajo de 3 pM para aplicacioén
tépica. Las heridas de los grupos de control se tratan tépicamente con solucién salina.

Al final de la fase de tratamiento, 8 dias después de la herida, los ratones se sacrifican por inhalacién de CO, y se
recogen biopsias de la zona de la herida. La fijacién de los tejidos de la herida se realiza con paraformaldehido al 4%.
Tras la fijacién de toda la zona de la herida, se realiza una diseccién de 5 mm de la zona mas ancha de la herida y la
zona disecada se somete a incrustacién en parafina. Los bloques de parafina se preparan mediante el uso de
procedimientos estandar de deshidratacién graduada. A continuacion, se preparan secciones histolégicas y los tejidos
se tifien con hematoxilina y eosina (H&E). Se evaltan y representan graficamente los parametros de cicatrizacioén de
las heridas.

El cierre epidérmico se evalla por medio de tinciéon de H&E analizando secciones histoldgicas en la zona mas ancha
de la herida. Se consideran positivas para el parametro de cierre epidérmico avanzado las heridas que muestran la
presencia de una capa continua de epidermis que cubre toda la brecha de la herida, y las heridas con la migracién
mas avanzada de los bordes epidérmicos cuando ambos bordes se observaron en el campo del microscopio con un
aumento de 400x. Los resultados se presentan como porcentaje del total por grupo experimental.

La cicatrizaciéon dérmica se evalla por medio del examen de la dermis sana tefiida con eosina y los bordes de dermis
recién formados en la brecha de la herida. Las heridas con ambos bordes dérmicos observados en el campo de
aumento 100x del microscopio (BX41 Olympus o Axiovert 25, Zeiss) se consideran positivas para el parametro de
cicatrizaciéon de cierre dérmico avanzado. El nUmero de heridas con cierres dérmicos avanzados se presenta como
porcentaje del total de heridas en los grupos experimentales.

El tejido de granulacién se evalia mediante el uso de tincion de H&E. Cuando el coagulo primario de fibrina es
sustituido por tejido conectivo fibroso que contiene adipocitos, nuevos capilares y un infiltrado que contiene células
linfoides, macréfagos y células plasmaticas, el tejido de granulaciéon se considera precoz. El tejido de granulacion
temprano sustituido por tejido con gran abundancia de fibroblastos y fibras de colageno se considera avanzado. En
general, las areas de tejido de granulacién avanzado en la brecha de la herida se documentan como porcentaje del
area total de la brecha de la herida. Se considera positiva para este parametro una brecha de la herida que muestre
una formacién avanzada de tejido de gr por ejemplo anulacién que cubra el 40% de la brecha de la herida. Los
resultados se calculan como porcentaje del total de heridas por grupo.
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Las adherencias se evalian analizando las estructuras celulares y tisulares en la brecha de la herida. Las adherencias
de la herida se puntlian en una escala leve, moderada o grave. Se considera una puntuacién negativa cuando hay un
coagulo en la brecha de la herida o el tejido de granulacién normal est4 sustituido por otro tejido, tal como musculos
esqueléticos o tejidos linfoides extensos. Se consideran graves varias adherencias o una granulacién anormal que
ocupe mas del 40% de la superficie de la brecha de la herida. La adherencia se considera leve cuando no es
significativa y no interfiere con la renovacién normal deltejido cutaneo. Las heridas con adherencias graves se calculan
como porcentaje del total de heridas por grupo experimental. Se realizaron 19 heridas (38 bordes epidérmicos) en 19
ratones.

Evaluacion de los efectos de la aplicacion tépica de un compuesto de ensayo sobre el proceso de cicatrizacién
y la formacién de cicatrices en las udltimas fases de la cicatrizacién de heridas en piel de cerdo

Se estudian los efectos de un compuesto de ensayo en las fases tardias de la cicatrizacién de heridas cutaneas en un
modelo de herida porcina de incisién longitudinal de espesor total. El dia de la cirugia, se anestesia al cerdo con
ketamina, xilacina, diazepam e isoflurano. Se corta el pelo del dorso toracico y del abdomen y se realizan 10 pares de
incisiones longitudinales en la piel de 2,5 cm de espesor total con una hoja de bisturi Num. 11, a 4 cm de cada lado
de la linea media del dorso. Tras el procedimiento quirdrgico, las heridas se dividen en grupos experimentales y se
tratan diariamente por medio de aplicacién tdpica en la zona de la herida y en los bordes de la herida, incluido el
tratamiento de la piel préxima a la zona de la herida hasta una distancia de 2 cm de la herida en todas las direcciones,.
Las soluciones dosificadoras se aplican gradualmente sobre cada herida mediante el uso de una pipeta, hasta que el
tejido absorba todo el volumen de tratamiento (por ejemplo, 1 mL de vehiculo o de compuesto de ensayo). La piel
préxima a la herida se trata con una gasa empapada en el compuesto de ensayo o en la solucién vehiculo.

Durante el experimento, se fotodocumentan las heridas y se realiza un anélisis morfolégico. Al final de la fase de
tratamiento (dia 19 tras la herida), se sacrifica a los cerdos por medio de una dosis de anestésico y KCI. Se examina
la morfologia de las heridas, se documentan fotograficamente y se toman biopsias de la zona de la herida para su
fijacién y posterior analisis morfolégico e histolégico.

Tabla 19. Grupos de estudio iniciales

Grupo | Numero de heridas Articulo de prueba Dosis | Via de | Horario
administracidn

1 5 heridas frontales en el lado | 0,02% DMSO en agua 1ml | Tdpico Diario
derecho

2 5 heridas traseras en el lado | 0,067% DMSO en agua 1ml | Tdpico Diario
derecho

3 5 heridas frontales en el lado | Compuesto de ensayo en DMSO | 3 uM | Tépico Diario
izquierdo al 0,02

4 5 heridas traseras en el lado | Compuesto de ensayo en DMSO | 1 uM | Tépico Diario
izquierdo al 0,067

Las soluciones de dosificacién se preparan frescas cada dia de dosificacién. El compuesto de ensayo se suministra
como polvo liofilizado y se disuelve en DMSO al 100% para preparar una solucién madre de 15 mM. Posteriormente,
se realizan diluciones en agua inyectable para alcanzar concentraciones finales de 3uM y 1uM para aplicacién tépica.

Al final de la fase de tratamiento (dia 19 postherida), se realiza la evaluacidén de la cicatrizacién de la herida. Las
heridas completamente cicatrizadas se indican como porcentaje del total de heridas por grupo. También se informa de
la anchura media de las cicatrices en las heridas que cicatrizaron completamente y mostraron un desprendimiento
completo de la costra. Se midieron las cicatrices (mm) y se calcularon la anchura media de las cicatrices y la desviacién
estédndar. Se realizaron un total de 20 heridas.

Al final de la fase de tratamiento (dia 19 después de la herida), se sacrifica a los cerdos por medio de una sobredosis
de anestésico y KCl y se recogen biopsias de la zona de la herida. La fijacion de las biopsias de heridas se realiza con
paraformaldehido al 4%. Tras la fijacion, las biopsias de las heridas se documentan fotograficamente mediante el uso
de, por ejemplo, una camara digital FinePix S700 con la maxima resolucion.
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REIVINDICACIONES
1. Una forma de dosificacién oralmente aceptable que comprende un compuesto de férmula I:
N/!\/_%NH R2
\
PR IN_{
N R

i m,
0 una sal farmacéuticamente aceptable, solvato o hidrato del mismo, en el que:
R" se selecciona entre hidrogeno y C4-C4 alquilo;
R? se selecciona entre Oy S; y
R3se selecciona de -N(R*)-(Cs-Cs cicloalquilo), -C4-Cs alquilo, -(Co-C4 alquileno)-heterociclo, y -(Co-C4 alquileno)-
heteroarilo, en el que cualquier porcién de alquilo, alquileno, heterociclilo y heteroarilo de R®esta opcional e
independientemente sustituida; y
R* se selecciona entre hidrogeno y C4-Cy4 alquilo; y
un portador, adyuvante o vehiculo farmacéuticamente aceptable.
2. Laforma de dosificacién oralmente aceptable de la reivindicacién 1, en la que:
R%2es O;y

R3 se selecciona de entre C4-Cs alquilo, (Co-Cs4 alquileno)-heterociclo, y (Co-C4 alquileno)-heteroarilo, en el que
cualquier porcion heteroarilo de R® esta sin sustituir o sustituida independientemente con uno o mas sustituyentes
seleccionados del grupo que consiste en -OH, -SH, nitro, halégeno, amino, ciano, C4-C1> alquilo, C»>-C42 alquenilo, Co-
C12 alquinilo, C4-C12 alcoxi, C4-C+2 haloalquilo, C4-C+2 haloalcoxi y C4-C2 alquilsulfanilo; y

en la que cualquier porcion de alquilo, alquileno o heterociclo de R® no esta sustituida o

sustituido independientemente con uno o més sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en oxo, -OH, -SH,
nitro, halégeno, amino, ciano, C4-C12 alquilo, C>-C12 alquenilo, Co-C+2 alquinilo, C4-C12 alcoxi, C1-C12 haloalquilo, C4-
C12 haloalcoxi y C4-C12 alquil sulfanilo.

3. Laforma farmacéutica oralmente aceptable de la reivindicacion 1 o de la reivindicacién 2, en la que

R%2es O;y

R3es -C4-Csalquilo, en el que R®es opcional e independientemente sustituido con uno o mas sustituyentes
seleccionados del grupo que consiste en -OH, -SH, nitro, halégeno, amino, ciano, C4-C12 alquilo, Co-C+2 alquenilo o

C»-C12 grupo alquenilo, C1-C12 alcoxi, C4-C+2 haloalquilo, C4-C42 haloalcoxi y C4-C12 alquilo sulfonilo.

4. Laforma de dosificaciéon oralmente aceptable de la reivindicacién 1, en la que el compuesto esta representado por
cualquiera de las féormulas estructurales que se exponen a continuacion:

Num. Cmpd | Estructura del compuesto Num. Cmpd | Estructura del compuesto
1 NN 9 NN
L2 HNJ§v ' /> NH
\
2 N/N/} 10
FiC HN{H I() ‘NH
Fs
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3 N/N/}NH o ™ N-N""" % NH
FiC —?\/ F.C ! N’) NH
O
N, NF
N;
F3 F3 ZN
N\\//[
4 Q_NH HN 12 Fc N’Q—N{: >
FsC HN—§5 2 ll\( H ?H
/
Fs Fs
5 13 -
NN N,Q_NH O
FiC L - e e HN-/&h
o b
Fs
FS QJ
6 14 _ N,QNQ o
c
3 lN,> H {'«_\o
FiC ’ /> 2 ;
Fa
Fs
7 N,N 15 N,@NH O
FiC i ,} ‘NH FC L HN{,\(—\O
ﬁ < ) o~
Fs
8 N-N""%_NH
FaC L
0
7SN
Fs =

0 una sal, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo.

5.

10.

1

La forma de dosificacién oralmente aceptable de la reivindicacion 4, en la que el compuesto se selecciona de
cualquiera de los compuestos 1, 2, 3, 4, 8, 11, 12 y 13 o una sal, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable
del mismo.

La forma de dosificacion oralmente aceptable de la reivindicacion 4 o de la reivindicacidn 5, en la que el compuesto
es el compuesto 1 o una sal, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo.

La forma de dosificacién oralmente aceptable de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que la forma de
dosificacidén oralmente aceptable es una capsula, un comprimido, una pastilla, una pastilla, una suspensién acuosa,
una forma microencapsulada o una solucién acuosa.

La forma de dosificacién oralmente aceptable de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que la forma de
dosificacion oralmente aceptable comprende una forma de dosificacién de liberacién inmediata.

La forma de dosificacién oralmente aceptable de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que la forma de
dosificacion oralmente aceptable comprende una forma de dosificaciéon de liberacién sostenida.

La forma de dosificacién oralmente aceptable de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la que la forma de
dosificacion oralmente aceptable comprende una forma de dosificaciéon de liberacién retardada.

. La forma de dosificacién oralmente aceptable de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en la que el compuesto

es
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NfN/zc}/.,NH o
FaC [ N/) HN

Fa

0 una sal, solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo.

12.La forma de dosificacion oralmente aceptable de cualquiera de las reivindicaciones 1-11 para su uso en un
procedimiento de tratamiento de un individuo que padece una herida o un trastorno seleccionado entre un trastorno
proliferativo, un trastorno de la angiogénesis, un trastorno inflamatorio, un trastorno autoinmune, una infeccién
viral, un trastorno oftalmolédgico, un trastorno neurodegenerativo, un trastorno del crecimiento anormal de los
tejidos, un trastorno de la ingesta de alimentos, una alergia, un accidente cerebrovascular, una lesién cerebral

traumética y un trastorno respiratorio.

13. La forma de dosificacion oralmente aceptable de cualquiera de las
procedimiento de tratamiento del lupus, la esclerosis multiple, una
amiotréfica.

14.La forma de dosificacion oralmente aceptable de cualquiera de las

procedimiento de tratamiento del lupus.

15.La forma de dosificacion oralmente aceptable de cualquiera de
procedimiento de tratamiento de la esclerosis multiple.

as

16.La forma de dosificacion oralmente aceptable de cualquiera de
procedimiento de tratamiento de un cancer.

as

17.La forma de dosificacion oralmente aceptable de cualquiera de las

procedimiento de tratamiento de una distrofia muscular.

18.La forma de dosificacion oralmente aceptable de cualquiera de
procedimiento de tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica.

as

19. La forma de dosificacion oralmente aceptable de cualquiera de
procedimiento de tratamiento de la lesién cerebral traumética.

as
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reivindicaciones 1-11 para su uso
distrofia muscular o la esclerosis

reivindicaciones

reivindicaciones

reivindicaciones

reivindicaciones

reivindicaciones

reivindicaciones

1-11

1-11

1-11

1-11

1-11

1-11

para su uso

para

para

para

para

para

su

su

su

su
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Morfologia de la herida Dia 5 post-herida

Administracion topica en heridas
a5 )

Conirol, agua
tépica

Compuesto 1
Topico diario 2,5 uM

Compuestio 1
Topico diario 1 uM

PO controt PYRS
wpigrngic

PO Compuesto §
4 myg/kg, dias aiternos

PO Compuesto 1
7,5 mgfkg, dias
alternos
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