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DESCRIPCION
Métodos para el tratamiento de tumores soélidos
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica la prioridad de la solicitud de patente provisional en Estados Unidos N° 61/171.047
presentada el 20 de abril de 2009.

Campo técnico

La invencion se sitla en el campo de los agentes terapéuticos y la quimica médica. En particular, la invencion
concierne a métodos para el tratamiento de determinados tumores sélidos que incluyen la administracion de
determinados derivados de quinazolinona.

Técnica anterior

La sefializacion celular por medio de fosfoinositidas 3’-fosforiladas se ha implicado en varios procesos celulares, por
ejemplo, la transformacién maligna, la sefializaciéon del factor de crecimiento, la inflamacion, y la inmunidad. La
enzima responsable de generar estos productos de sefializacion fosforilados, la fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3-
quinasa; PI3K), se identificé originalmente como una actividad asociada a oncoproteinas virales y a tirosina quinasas
receptoras del factor de crecimiento que fosforila el fosfatidilinositol (PI) y sus derivados fosforilados en el 3'-hidroxilo
del anillo de inositol.

La activacién de la PI3-quinasa, se cree que esta implicada en una serie de respuestas celulares que incluyen el
crecimiento, la diferenciacion y la apdptosis celular. La Figura 1 muestra algunas vias celulares mediante las cuales
la PI3K (representada por p110 y p85) participa en la activacion de los tumores sélidos.

La purificacion inicial y la clonacion molecular de la PI3-quinasa revelaron que era un heterodimero que consiste en
las subunidades p85 y p110. Se han identificado cuatro PI3K de Clase | distintas, designadas como PI3K a, B, 6,y Y,
consistiendo cada una en una subunidad catalitica p110 distinta y una subunidad reguladora. Mas especificamente,
tres de las subunidades cataliticas, es decir, la p110q, la p1108 y la p1109, interactian cada una con la misma
subunidad reguladora, la p85; mientras que la p110y interactla con una subunidad reguladora distinta, la p101. Los
patrones de expresion de cada una de estas PI3K en células y tejidos humanos son también distintos.

La identificacién de la isoforma p1100 de la PI3-quinasa se describe en Chantry et al., J. Biol. Chem., 272:19236-41
(1997). Se observé que la isoforma p1106 humana se expresa en un modo restringido al tejido. Se expresa a
elevados niveles en linfocitos y tejidos linfoides, sugiriendo que la proteina podria desempefiar un papel en la
sefializacion mediada por la PI3-quinasa en el sistema inmune. La isoforma p110f de la PI3K puede desempefiar un
papel en la sefializacién mediada por la PI3K en ciertos canceres. La Figura 2 ilustra las cantidades relativas de
estas isoformas de la p110 en una serie de diferentes lineas celulares cancerosas. Algunos tumores sélidos exhiben
muy poco o nada de la p110a, y muchos tienen bajos niveles de la p1103, pero todos los ensayados mostraban
niveles significativos de la p110p.

Existe la necesidad de un tratamiento de los trastornos mediados por la PI3K relacionados con canceres,
enfermedades inflamatorias, y enfermedades autoinmunes. Se han descrito compuestos de quinazolinona como
generalmente Utiles para el tratamiento de céanceres principalmente hematolégicos que expresan niveles
relativamente elevados de la p1109, ya que las quinazolinonas son mas activas como inhibidores de la p1105. Otros
inhibidores de la PI3K estan en desarrollo para el tratamiento de tumores sélidos, pero parece que son inhibidores
no selectivos de varias isoformas de la p110, o inhibidores principalmente de la p110a. Por ejemplo, el XL-147 inhibe
la p110a y la p110d y la p110y con similares CI50 de acuerdo con Exelixis, y tiene un actividad 10 veces menor
sobre la p110B; el BEZ235 se describe como un inhibidor de la pan-PI3K que también actla sobre la mTOR; y el
GDC-0941 se describe como un inhibidor de la p110a. Los inhibidores con menor selectividad, o con mayores
niveles de actividad p110a, cabria esperar que tuvieran actividades inespecificas; la p110a, por ejemplo, esta
implicada en la regulacién de la glucosa y los niveles de insulina. La presente invencion proporciona un isémero
especifico de un compuesto de quinazolinona que es particularmente Util para el tratamiento de tumores sélidos.
Aungue es mas activo sobre la p110d que sobre las otras isoformas de la PI3K, la capacidad de este compuesto
para tratar tumores soélidos se cree que se debe a su actividad relativamente elevada como inhibidor de la p110B
combinada con un alto nivel de biodisponibilidad oral, y exhibe niveles relativamente bajos de actividad funcional
frente a la p110a.

Sumario
La invencion proporciona un compuesto de féormula (I) para su uso en nuevos métodos para tratar determinados

tumores solidos. En un aspecto, la invencién proporciona un compuesto de férmula | épticamente activo para su uso
en un método para el tratamiento del cancer en un sujeto que comprende administrar a dicho sujeto un compuesto
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0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. El compuesto Opticamente activo es predominantemente el
isbmero S mostrado en el presente documento, si bien puede contener como componente minoritario cierta
proporcion del enantiomero R. Preferentemente el compuesto para su uso en los métodos de la invencién consiste
fundamentalmente en el isémero S como se discutira mas adelante en el presente documento.

El compuesto para su uso en los métodos de la invencion se puede administrar mediante diversas vias de
administracion, si bien, preferentemente, el compuesto se administra por via oral.

El sujeto puede ser cualquier mamifero; en realizaciones preferidas el sujeto es un humano.

Sin desear quedar ligado a teoria alguna, la actividad antitumoral de este compuesto se cree que resulta de su
inhibicion de la p110B mas que de la inhibicion de la p1105 o la p110a. Exhibié actividad en varias lineas celulares
cancerosas que expresaban muy poco la p1103, y algunas que no expresaban cantidades significativas de la p110q;
pero todas las lineas celulares ensayadas expresaban la p110p.

Asimismo, el Compuesto | exhibié una actividad funcional comparativamente baja sobre la p110a en un sistema de
transformacion celular disefiado para medir la actividad funcional de estas quinasas, si bien es un potente inhibidor
tanto de la p1103 como de la p110d en ese ensayo. Véase el ejemplo 1. Se ha comunicado que este sistema de
transformacion de fibroblastos de embrién de pollo (FEP) es un modo Util para evaluar la actividad funcional de la via
de sefializacion de la PI3K. Denley, et al., "Oncogenic signaling of class | PI3K isoforms," Oncogene, vol. 27(18),
2561-74 (2008). La transformacién de las células FEP en el ensayo depende de la actividad quinasa funcional.
Kang, et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. EE.UU., vol. 103(5), 1289-94 (2006). Analogamente en otros ensayos funcionales
basados en células, el Compuesto | es el mas activo sobre la p1103 y la p1108, con una actividad relativamente
menor frente a la p110a.

Tal y como ilustra la Figura 4, el Compuesto | a una concentracién 10 micromolar inhibe la fosforilacion de la Akt,
qgue es un mediador corriente abajo de la activacion de la PI3K (Véase la Figura 1), en dos lineas celulares
cancerosas, la T47D (cancer de mama) y la OVCAR-3 (cancer de ovario). Es significativo también que la T47D tiene
una mutacién que activa la p110a, aunque no reduce significativamente el efecto del Compuesto | frente a esta linea
celular, sugiriendo ademas que la actividad antitumoral de este compuesto debe residir en su efecto sobre otras
isoformas mas que sobre la p110a. Esto distingue al Compuesto | de otros inhibidores conocidos de la PI3K en
desarrollo para el tratamiento de tumores sélidos, que se cree actia fundamentalmente sobre la isoforma p110a o
sobre la p110a mas otras isoformas, o incluso sobre todas las PI3K mas la mTOR.

El Compuesto | es util para tratar determinados canceres. En algunas realizaciones el cancer es un cancer no
hematopoyético. En algunas realizaciones, el cancer es un tumor sélido seleccionado de entre el cancer pancreatico;
el cancer de vejiga; el cancer colorrectal; el cancer de mama; el cancer de préstata; el cancer renal; el cancer
hepatocelular; el cancer de pulmoén; el cancer de ovario; el cancer de cuello uterino; el cancer gastrico; el cancer de
esoéfago; el cancer de cabeza y cuello; el melanoma; canceres neuroendocrinos; canceres del SNC; tumores
cerebrales; el cancer 6seo; y el sarcoma de los tejidos blandos. En algunas realizaciones es el cancer de pulmoén (el
carcinoma no microcitico de pulmoén, el carcinoma microcitico de pulmon), el cancer de colon, el cancer del SNC, el
melanoma, el cancer de ovario, el cancer renal, el cancer de prostata o el cancer de mama.

En algunas realizaciones, el método comprende administrar una cantidad eficaz del Compuesto | o una sal
farmacéuticamente aceptable del Compuesto |, a un sujeto aguejado de uno de estos canceres. En realizaciones
preferidas, el compuesto se administra por via oral. EI compuesto se puede administrar solo o en forma de una
composicion farmacéutica que comprende el Compuesto | mezclado con al menos un excipiente farmacéuticamente
aceptable.

En realizaciones patrticulares, el cancer es el cancer de mama, el cancer de pulmdn, el cancer de prostata, el cancer
renal, o el cancer de ovario. En una realizacién particular, el método comprende administrar al paciente que va a ser
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tratado, ademéas de un compuesto de formula I, una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un agente
terapéutico adicional y/o un procedimiento terapéutico adicional seleccionado para tratar el cancer.

La invencion proporciona, por tanto, un compuesto de formula | épticamente activo, una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, o una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de férmula | 6pticamente
activo o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en un método para el tratamiento de un tumor
sélido en un sujeto, comprendiendo el método administrar a dicho sujeto dicho compuesto de férmula | pticamente
activo o dicha sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o dicha composiciéon farmacéutica que comprende un
compuesto de formula | 6pticamente activo o dicha sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que la
cantidad del compuesto de férmula | o una sal del mismo es una cantidad eficaz para tratar el tumor sélido.

En determinadas realizaciones, el tumor sélido se selecciona de entre el grupo que consiste en el cancer
pancreatico; el cancer de vejiga; el cancer colorrectal; el cancer de mama; el cancer de prostata; el cancer renal; el
cancer hepatocelular; el cancer de pulmon; el cancer de ovario; el cancer de cuello uterino; el cancer gastrico; el
cancer de esofago; el cancer de cabeza y cuello; el melanoma; canceres neuroendocrinos; canceres del SNC;
tumores cerebrales; el cancer 6seo; y el sarcoma de los tejidos blandos. En algunas realizaciones, el tumor sélido se
selecciona de entre el carcinoma no microcitico de pulmdn, el carcinoma microcitico de pulmon, el cancer de colon,
el cancer del SNC, el melanoma, el cancer de ovario, el cancer renal, el cancer de prostata y el cancer de mama.

El Compuesto | para su uso en los métodos de la invencion, es dpticamente activo. Preferentemente, el enantiomero
S predomina sobre el enantidmero R en una relacion de al menos aproximadamente 9:1. En realizaciones
especificas, el enantiomero S predomina sobre el enantiémero R en una relacion de al menos aproximadamente
19:1.

En realizaciones preferidas, el Compuesto | se administra por via oral. Normalmente, se administra en forma sélida,
y se mezcla normalmente con un diluyente o un excipiente farmacéuticamente aceptable.

El compuesto para su uso en un método de tratamiento se puede aplicar al tratamiento de varios tipos de tumores.
En algunas realizaciones, el cancer es cancer de ovario, renal, de mama, de pulmén, de colon o de prostata.

El sujeto es un mamifero, y es normalmente un humano. En algunas realizaciones, el sujeto no responde al
tratamiento de quimioterapia, o sufre una recaida tras el tratamiento de quimioterapia. Los métodos de la invencion
son (tiles también para reducir el nivel de actividad p110p en el sujeto.

El compuesto de féormula | se puede administrar a una dosis de 20-500 mg/dia. En algunas realizaciones, el
compuesto de férmula | se administra al menos dos veces al dia. En realizaciones especificas, se administra a una
dosis de 50-250 mg/dia. En algunas realizaciones, se administra a una dosis de 50-150 mg dos veces al dia.

En algunas realizaciones, la dosis del Compuesto | se selecciona para proporcionar una concentracion del
Compuesto | en la sangre que alcance un punto entre 40 y 10.000 ng/ml durante un periodo de 12 horas desde el
momento de la administraciéon. En algunas realizaciones, la dosificacion proporciona una concentracién del
Compuesto | en la sangre que esta entre aproximadamente 100 ng/ml y 6000 ng/ml en el sujeto tratado. En algunas
realizaciones, la dosificacidon se selecciona para producir una Cmax (nivel maximo en el plasma) del Compuesto |
entre 1.000 ng/ml y 8.000 ng/ml.

El Compuesto | se puede administrar por via oral, por via transdérmica, o mediante inyeccién o inhalacion. En
algunas realizaciones, se administra por via oral.

En otro aspecto, la invencidon proporciona una terapia de combinacidon para el tratamiento del cancer, que
comprende administrar el Compuesto | a un sujeto que esta recibiendo simultaneamente tratamiento con un agente
terapéutico adicional, o una terapia contra el cancer adicional.

En algunas realizaciones, el agente terapéutico adicional que se va a usar con el Compuesto | se selecciona de
entre el grupo siguiente que consiste en docetaxel, mitoxantrona, prednisona, estramustina, antraciclinas,
(doxorubicina (Adriamycin), epirubicina (Ellence), y doxorubicina liposémica (Doxil)), taxanos (docetaxel (Taxotere),
paclitaxel (Taxol), y paclitaxel unido a proteinas (Abraxane)), ciclofosfamida (Cytoxan), capecitabina (Xeloda) y 5
fluorouracilo (5 FU), gemcitabina (Gemzar), metotrexato, vinorelbina (Navelbine), un inhibidor del RFCE tal como
erlotinib, trastuzumab, Herceptin, Avastin, platinos (cisplatino, carboplatino), temazolamida, interferén alfa, y IL-2. En
algunas realizaciones, se selecciona de entre el grupo que consiste en un inhibidor del RFCE, un inhibidor de la
mTOR, un platino, y un taxano.

En algunas realizaciones, el procedimiento terapéutico que se va a usar con el Compuesto | se selecciona de entre
el grupo que consiste en el trasplante de células madre de sangre periférica, el trasplante autélogo de células madre
hematopoyéticas, el trasplante autélogo de médula 6sea, la terapia con anticuerpos, la terapia biolégica, la terapia
con inhibidores de enzimas, la irradiacion total del cuerpo, la infusion de células madre, la ablacion de la médula
Osea con apoyo de células madre, el trasplante de células madre de sangre periférica tratadas in vitro, el trasplante
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de sangre de corddn umbilical, la técnica inmunoenzimatica, el método de la tincion inmunohistoquimica, el estudio
farmacoldgico, la terapia de rayos gamma con cobalto 60 de baja TLE, la bleomicina, la cirugia convencional, la
radioterapia, la quimioterapia de dosis alta y el trasplante alogénico no mieloablativo de células madre
hematopoyéticas.

En algunas realizaciones, los métodos de la invencién comprenden ademas obtener una muestra biolégica de dicho
paciente; y analizar la muestra bioldgica con un procedimiento analitico seleccionado de entre el grupo que consiste
en el analisis quimico de la sangre, el analisis de translocaciones cromosémicas, la biopsia con aguja, la hibridacién
fluorescente in situ, el analisis con biomarcadores de laboratorio, el método de la tincion inmunohistoquimica, la
citometria de flujo o una combinacion de los mismos. El analisis proporciona informacién que se puede usar para
determinar si se ajusta la dosis del Compuesto | hacia arriba o hacia abajo, o para terminar el tratamiento con el
Compuesto |, o para afiadir un agente terapéutico adicional o un procedimiento terapéutico a los métodos de
tratamiento que usan el Compuesto |.

En algunas realizaciones, el Compuesto | se administra dos veces al dia durante aproximadamente 28 dias, y
después se deja de administrar durante al menos 7 dias.

La descripcion detallada siguiente es para ayudar a la comprension y el empleo de los métodos de la invencion.
Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra parte de la via de sefializacion de la P13k asociada a la activacion de los tumores soélidos.

La Figura 2 muestra los niveles relativos de las isoformas alfa, beta, delta y gamma de la p110 en seis diferentes
lineas celulares cancerosas, junto con los niveles de la Akt y la pAkt.

La Figura 3 muestra la lectura de un ensayo de transformacién de FEP funcional para la actividad relativa de
varias isoformas de la p110y

La Figura 4 muestra como el Compuesto I, a concentraciones desde 0,01 uM hasta 10 uM, afecta a la
fosforilacion de la Akt, la GSK, y la S6 en dos lineas celulares cancerosas, comparado con cémo afecta el GDC-
0941, el cual se describe como un inhibidor de la p110alfa, a las mismas fosforilaciones.

La Figura 5 ilustra un esquema de reaccion para la sintesis del Compuesto |.

La Figura 6 muestra los niveles en plasma del Compuesto | en ratones que recibieron una dosis oral Gnica del
compuesto, comparados con los niveles en plasma de otro compuesto de quinazolinona (Compuesto B) con una
estructura similar, para ilustrar la alta biodisponibilidad oral proporcionada por el Compuesto I.

La Figura 7 muestra la inhibicién dependiente de la dosis del crecimiento de cultivos de células tumorales para
dos diferentes lineas tumorales.

La Figura 8 muestra que el Compuesto | a 30 mg/kg dos veces al dia inhibia completamente el crecimiento de un
xenoinjerto de tumor durante un periodo de cinco semanas, mientras que los correspondientes xenoinjertos en
animales de control sin tratar aumentaban mas del doble en volumen durante el mismo periodo de tiempo.

La Figura 9 muestra que el Compuesto | a 30 mg/kg dos veces al dia inhibia significativamente el crecimiento de
un xenoinjerto de tumor durante un periodo de tres semanas, mientras que los correspondientes xenoinjertos en
animales de control sin tratar se expandian mucho mas rapidamente durante el mismo periodo de tiempo.

La Figura 10 muestra el perfil de concentracion plasmatica para el Compuesto | en los ratones que portaban un
xenoinjerto de las Figuras 8 y 9, cuando se administra como una dosis Unica de 30 mg/kg.

La Figura 11 muestra los perfiles de concentracion plasmatica en los primeros y los Gltimos dias del ensayo de
multiples dias del Compuesto | en ratones sanos que recibieron 60 mg/kg, 120 mg/kg, o 240 mg/kg al dia. La
dosis de 60 mg/kg fue bien tolerada, demostrando que la dosis de tratamiento (30 mg/kg dos veces al dia) no
solo es tolerada sino también eficaz en ratones.

Modos de llevar a cabo la invencién

A menos que se defina de otro modo, todos los términos de la técnica, notaciones y otros términos o terminologia
cientifica usados en el presente documento se pretende que tengan los significados entendidos normalmente por los
expertos en la técnica a la cual pertenece la presente invencion. En algunos casos, los términos con significados
entendidos normalmente se definen en el presente documento a efectos de claridad y/o para una referencia facil, y
la inclusion de tales definiciones en el presente documento no deben interpretarse necesariamente como que
representan una diferencia sustancial con respecto a lo que se entiende generalmente en la técnica. Muchas de las
técnicas y procedimientos descritos o referenciados en el presente documento son bien comprendidos y son
empleados normalmente usando metodologia convencional por los expertos en la técnica. Cuando proceda, los
procedimientos que implican el uso de kits y reactivos disponibles en el mercado generalmente se llevan a cabo de
acuerdo con los parametros y/o protocolos definidos por el fabricante, a menos que se indique lo contrario.

La discusion de los métodos generales dados en el presente documento se pretende solo para fines ilustrativos.
Otros métodos y realizaciones alternativos seran evidentes para los expertos en la técnica tras la revision de esta
memoria descriptiva.

Un grupo de puntos unidos con la conjuncién "0" no debe interpretarse como que requiere una exclusividad mutua
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en ese grupo, sino que mas bien debe interpretarse como "y/0" a menos que se indique lo contrario. Si bien los
puntos, elementos, 0 componentes de la invencién se pueden describir o reivindicar en singular, se contempla que el
plural esté dentro del alcance de la misma a menos que se indique explicitamente la limitacion al singular.

La invencion proporciona un compuesto de férmula | para su uso en un método para el tratamiento del cancer vy,
particularmente, de tumores sélidos. La invencidon comprende administrar a dicho sujeto un compuesto de formula I:

o)

N

N/ it

HN N
G
_N
N
N

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una composicién farmacéutica que comprende un compuesto
de formula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, opcionalmente mezclado con al menos un
excipiente farmacéuticamente aceptable.

El Compuesto | para su uso en los métodos descritos en el presente documento es épticamente activo, lo que
significa que consiste predominantemente en uno de los dos enantidmeros. El compuesto tiene un Unico centro
quiral, en el grupo de unién no ciclico entre el resto quinazolinona y el resto purina. El centro quiral del enantiomero
preferido del compuesto de formula (1) es el ismero S representado mas arriba. El compuesto se usa en una forma
Opticamente activa, la cual contiene predominantemente el enantiémero S. Este compuesto se puede sintetizar en
una forma Opticamente activa, o se puede preparar en forma racémica (conteniendo cantidades iguales de los
isémeros R y S), y después se pueden separar los isémeros. En el presente documento se representa una sintesis
quiral del Compuesto | que proporciona el enanti6mero S con una pureza 6ptica muy elevada. Véase la Figura 5.
Aunque es preferible excluir sustancialmente el isomero enantiomérico R del compuesto de férmula (l) para los fines
de la invencién, los métodos se pueden llevar a la practica con mezclas de los isémeros R y S, con la condicién de
que el isébmero S sea el componente principal de la mezcla. Normalmente tal mezcla contendra no mas de
aproximadamente un 10 % del isémero R, lo que significa que la proporcion del ismero S con respecto al R es de al
menos aproximadamente 9:1, y preferentemente menos del 5 % del isémero R, lo que significa que la proporcién del
isémero S con respecto al R es de al menos aproximadamente 19:1. En algunas realizaciones el compuesto usado
tiene menos del 2% de enantidmero R, lo que significa que tiene un exceso enantiomérico de al menos
aproximadamente un 96 %.

Los compuestos de la invencion utilizan una forma épticamente activa del Compuesto | (el compuesto de féormula I),
lo que significa que, en cada caso, el compuesto es Opticamente activo y contiene predominantemente el
enantiomero S, aunque puede contener el enantiémero R del Compuesto | como componente minoritario. A efectos
de claridad, cuando una dosificaciéon de un compuesto de formula I, o una dosificacion del Compuesto | se describe
en el presente documento, la dosificacion se refiere al peso del compuesto de formula I, incluyendo cada
enantiomero que estad presente. Por tanto, una dosificacion de 100 mg del Compuesto | tal y como se usa en el
presente documento, por ejemplo, se refiere al peso de la mezcla de enantiomeros mas que al peso del enantiémero
S especificamente. Se podria referir, por ejemplo, a 100 mg de una mezcla 9:1 de enantibmeros S y R, la cual
contendria aproximadamente 90 mg del enantiémero S, 0 a 100 mg de una mezcla 19:1 de enantiomeros Sy R, la
cual contendria aproximadamente 95 mg del enantiomero S.

Los compuestos de la invencion son Utiles para tratar canceres, particularmente tumores sélidos. En algunas
realizaciones, el cancer es un tumor sélido seleccionado de entre el cancer pancreatico; el cancer colorrectal y de
vejiga; el cancer de mama; el cancer de préstata; el cancer renal; el cancer hepatocelular; el cancer de pulmén; el
cancer de ovario; el cancer de cuello uterino; el cancer gastrico; el cancer de eséfago; el cancer de cabeza y cuello;
el melanoma; canceres neuroendocrinos; canceres del SNC; tumores cerebrales; el cancer 6seo; y el sarcoma de
los tejidos blandos. En algunas realizaciones es el cancer de pulmén (el carcinoma no microcitico de pulmon, el
carcinoma microcitico de pulmon), el cancer de colon, el cancer del SNC, el melanoma, el cancer de ovario, el
cancer renal, el cancer de prostata o el cancer de mama.

La eficacia del Compuesto | se cree que resulta de su inhibicion in vivo de la actividad p110f fundamentalmente,
aunque inhibe también la actividad p110d. El Compuesto | es selectivo para la inhibicion de la p110B y la p110d
respecto a la p110a, y es selectivo para estas dos quinasas respecto a otras quinasas frente a las que se ha
ensayado. Su selectividad se ilustra mediante su actividad en un ensayo celular de actividad funcional, en el que
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inhibié la p110B con una CE-50 de aproximadamente 150 nM, y la p110d con una CE-50 de aproximadamente
15 nM, mientras que mostraba mucha menos actividad sobre la p110a (la CE-50 era superior a 2000 nM). Incluso si
su actividad frente a la p1108 es inferior a su actividad sobre la p11058, ya que la p110p es la isoforma dominante de
la p110 que se observa en tumores sdlidos, se cree que la actividad sobre la isoforma delta es menos importante
para su actividad en tumores sdlidos que su actividad sobre la pl10B. Esto también es consistente con la
observacion de que el Compuesto | exhibe actividad frente a tumores que expresan muy poco o nada de la p110d
(sugiriendo que no dependen de esto), y frente a las lineas celulares tumorales en las que la p110a esta activada
(véase la discusién anterior sobre la T47D), sugiriendo que unos elevados niveles de la isoforma alfa no reducen la
sensibilidad al Compuesto I.

La selectividad con respecto a la pl10a es importante para el perfil de seguridad del Compuesto I: la p110a
desempefia un papel esencial en la sefializacion de la insulina y el metabolismo de la glucosa. Los inhibidores no
selectivos de la PI3K que también inhiben la actividad p110a se espera que causen efectos secundarios o efectos
adversos inespecificos al afectar a la sefializacién de la insulina y/o el metabolismo de la glucosa, lo cual no parece
que ocurra con el Compuesto I. Se cree que contribuye a la reducciéon de los efectos inespecificos para el
Compuesto I.

El Compuesto | también es selectivo para estas isoformas de la PI3K respecto a otras quinasas lipidicas, que
incluyen otras quinasas PIK3, DNA-PK (otra serina-treonina quinasa), y mTOR. Esta tabla proporciona las CI50 para
la inhibicion de la actividad quinasa de estas otras quinasas lipidicas:

PIKC3 2500 nM

DNA-PK | 13.000 nM

mTOR 100.000 nM

Asimismo, el Compuesto | tiene una actividad comparativamente baja sobre la pll0a en un sistema de
transformacion celular disefiado para medir la actividad funcional es estas quinasas, si bien es un potente inhibidor
tanto de la p110B como de la p1103d en ese ensayo. Véase el ejemplo 1. Se ha comunicado que este sistema de
transformacion de fibroblastos de embrién de pollo (FEP) es un modo (til para evaluar la actividad funcional de la via
de sefializacion de la PI3K. Denley, et al., "Oncogenic signaling of class | PI3K isoforms," Oncogene, vol. 27(18),
2561-74 (2008). La transformacion de las células FEP en el ensayo depende de la actividad quinasa funcional.
Kang, et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. EE.UU., vol. 103(5), 1289-94 (2006). La lectura de este ensayo se basa en la
frecuencia de la transformacion de las células FEP expuestas a vectores virales que portan una isoforma p110
especifica de interés. Véase la Figura 3.

En este sistema, no se alcanz6 una CE-50 para la actividad funcional de la p110a a la concentracion mas alta del
Compuesto | ensayado (2000 nM); la CE-50 para la inhibicién de la actividad funcional de la p110p por el
Compuesto | fue de aproximadamente 150 nM; y la CE-50 para la inhibicion de la actividad funcional de la p1108 por
el Compuesto | fue de aproximadamente 15 nM.

Analogamente, otros ensayos funcionales de la inhibicion de isoformas especificas ensayos basados en células
mostraban que el Compuesto | tenia una actividad mayor sobre las isoformas delta y beta de la p110 que sobre la
pll10a. El ensayo de la p110a us6 células SW3T3 estimuladas por el FCDP, y la actividad quinasa p110 se midio
mediante la fosforilacion de la Akt. La actividad p110B se midié6 mediante estimulacién con acido lisofosfatidico de la
fosforilacion de la Akt en fibroblastos de embriones de ratdn. La actividad p1103 se midié mediante la estimulacion
cruzada con anticuerpos anti-FceR1 del movimiento del CD63 a la superficie de los baséfilos. Finalmente, la
actividad p110y se midi6 mediante la estimulacién con fMLP del movimiento del antigeno CD63 a la superficie
celular de los basdfilos. De nuevo, el Compuesto | mostraba poca inhibicién de la isoforma alfa, y fue el mas activo
sobre las isoformas delta y beta.

p110a | > 20.000

Ensayo basado en células p110B | 1.200
CE-50(nM) p1106 | FB/WB 8,4/19

p110y | 3.000/5.400

Tal y como ilustra la Figura 4, el Compuesto | a una concentracién 10 micromolar inhibe la fosforilaciéon de la Akt,
gue es un mediador corriente abajo de la activacion de la PI3K (Véase la Figura 1), en dos lineas celulares
cancerosas, la T47D (cancer de mama) y la OVCAR-3 (cancer de ovario). Es significativo destacar que la T47D tiene
una mutacion que activa la p110a, aunque el Compuesto | proporciona buena actividad frente a esta linea celular,
demostrando ademas que la actividad antitumoral de este compuesto lo mas probable es que resida en su efecto
sobre otras isoformas mas que sobre la p110a.
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La biodisponibilidad del Compuesto | tras su administracion oral es especialmente buena, incluso comparada con la
de otras quinazolinonas de estructuras similares. Por ejemplo, la Figura 6 ilustra que el Compuesto | produce
concentraciones mayores en plasma del farmaco que otro compuesto de quinazolinona que tiene una estructura
similar (Compuesto B). Notese que el Compuesto | se administr6 por via oral a ratones a la mitad de la dosificacion
del Compuesto B, pero produjo un mayor nivel maximo en el plasma. El grado de diferencia en la biodisponibilidad
oral entre el Compuesto | y el compuesto B observado en este ensayo es sorprendente.
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Compuesto B

Los tratamientos de la invencién normalmente suponen la administracién del Compuesto | a un sujeto con necesidad
de tratamiento diariamente durante al menos una semana o mas de una semana, con frecuencia durante 2-4
semanas, y a veces durante 1-3 meses 0 mas. La semivida del Compuesto | in vivo en ratones y ratas es de varias
horas - véase la Figura 6. Por tanto, a veces es deseable administrar el Compuesto | en dosis mdltiples cada dia, a
fin de mantener los niveles eficaces en plasma durante un periodo de tiempo prolongado. La administracion se
puede efectuar en dos dosis al dia, o tres dosis al dia, o en algunas realizaciones, cuatro dosis al dia 0 mas,
particularmente cuando el Compuesto | se administra por via oral. De modo alternativo, el Compuesto | se puede
administrar por via intravenosa a una velocidad que mantiene un nivel eficaz en plasma durante un periodo de
tiempo prolongado. De modo adecuado, se administraria a una velocidad para alcanzar un nivel en plasma de al
menos aproximadamente 1 micromolar, o al menos 3 micromolar, o al menos 5 micromolar. La Figura 6 muestra que
los niveles en plasma de aproximadamente 500 ng/ml (sobre 1 micromolar) se pueden mantener durante varias
horas después de una dosis oral Unica de 20 mg/kg del Compuesto |; esto demuestra que niveles elevados en
plasma del Compuesto |, por ejemplo, concentraciones consistentes con los niveles que se han mostrado eficaces
en los ensayos funcionales, se pueden conseguir con dosis toleradas del Compuesto I.

El Compuesto | ha mostrado que induce la apoptosis de varias células tumorales sélidas. La Figura 7 muestra esta
inhibicion dependiente de la dosis del crecimiento de un cultivo de células tumorales, medida mediante la densidad
Optica at 459 nm, para una linea celular de cancer de mama (T47D) y una linea celular de cancer de ovario
(OVCAR-3). Esto demuestra que la exposicion a niveles de 5-10 micromolar del Compuesto | proporciona una fuerte
inhibicion del crecimiento en cultivos de células.

La Figura 8 muestra una inhibicion dependiente de la dosis del crecimiento de un xenoinjerto de tumor de cancer de
ovario, tal y como se juzga midiendo el volumen del tumor, tras el tratamiento con el Compuesto |. El volumen del
tumor disminuyé realmente durante un tratamiento que duré 30 dias en animales tratados que recibieron 30 mg/kg
del Compuesto |, dos veces al dia, mientras que el volumen del tumor crecié6 mas del doble en los animales de
control sin tratar durante el mismo periodo de tiempo. Esto demuestra que el Compuesto | es eficaz para tratar un
tumor sélido in vivo.

Analogamente, la Figura 9 muestra la eficacia del Compuesto | para el tratamiento de otro xenoinjerto de tumor
sélido (A498, una linea celular de cancer renal humano). Tal y como muestra la figura, el tratamiento de ratones que
portaban tumores A498 con el Compuesto | a 30 mg/kg dos veces al dia durante 20 dias produjo una eficaz
actividad antitumoral in vivo. Aunque el volumen del tumor crecié aproximadamente el doble durante este periodo en
los animales tratados, aumentdé mas de 5 veces en los animales sin tratar. De nuevo, esto muestra que el
Compuesto | es eficaz para tratar un tumor sélido in vivo.

La Figura 10 muestra concentraciones plasmaticas del Compuesto | en los ratones que portaban cada uno de los
xenoinjertos de tumor usados para las Figuras 8 y 9, después de una dosis oral Unica del Compuesto | a 30 mg/kg.
En este intervalo, que fue la dosificacion eficaz usada en los ensayos mostrada en las Figuras 8 y 9, la
concentracion plasmatica del Compuesto | alcanza aproximadamente 5000-7000 ng/ml.

La Figura 11 muestra los perfiles de concentracion plasmatica en los primeros y los Ultimos dias del ensayo de
multiples dias del Compuesto | en ratones sanos que recibieron 60 mg/kg, 120 mg/kg, o 240 mg/kg al dia. La dosis
de 60 mg/kg fue bien tolerada, demostrando que la dosis de tratamiento (30 mg/kg dos veces al dia) no solo es
tolerada sino también eficaz en ratones.



El Compuesto | se ha ensayado también en una bateria de ensayos de células tumorales conocida como el panel
NCI. Este demostré una inhibicién sustancial del crecimiento de la mayoria de las lineas celulares cancerosas en el
panel, y fue generalmente mas activa sobre estas lineas celulares cancerosas que el Compuesto B, el cual se
incluy6 a efectos de comparacion. La tabla siguiente muestra la 1G-50 (la concentracion que proporciona un 50 % de
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inhibicion del crecimiento, en pM) para cada compuesto en estos ensayos de cultivos celulares.

Tipo de tumor Linea celular Cclncrisge(gt'\él)B Clc?rhsp%gslm)l
A549 50,4 20.7
EKVX 28,2 16,7
HOP-62 39,7 14,8
HOP-92 34,8 0,3
Carcinoma no
microcitico de NCI-H226 100 100
pulmoén NCI-H23 100 100
NCI-H322M 32,2 10.5
NCI-H460 34,7 25,7
NCI-H522 52,7 51,8
COLO 205 30,1 33,8
HCC-2998 53,3 32,4
HCT-116 54,3 37,9
Céancer de colon HCT-15 48,4 30,3
HT29 39,1 16.5
KM12 54,1 2
SW-620 86,4 693
SF-268 29,8 1,89
SF-295 8,18 1,81
SF-539 28,6 15,9
Céancer del SNC SNB-19 548 193
SNB-75 2,96 0,0594
U251 70,4 59.6
LOX IMVI 31,1 36,1
MALME-3M 31,6 4,58
M14 58,4 88,9
SK-MEL-2 100 100
Melanoma SK-MEL-28 38.6 128
SK-MEL-5 32,9 31,3
UACC-257 33,5 17,4
UACC-62 42 143
IGROV1 3,54 2,7
OVCAR-3 15,5 0,316
Ovario OVCAR-4 100 100
OVCAR-5 40,1 277
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OVCAR-8 96 246

SK-OV-3 13,8 4,02

786-0 5,48 1,99

A498 2,38 0,615

ACHN 24,4 10,7

CAKI-1 13,4 1,01

Renal RXF 393 74,2 1,14
SN12C 11 22,5

TK-10 31,7 1,24

U0-31 5,32 2,01
PC-3 12 0,647

Prostata DU-145 438 1,35
MCF7 7,08 2,54

ADR-RES 77,9 58,6

MDA-MB-231 100 100

HS 578T 6,01 2,24

Cancer de mama MDA-MB-435 16,4 431
BT-549 14,3 0,538
T-47D 3,18 0,571

MDA-MB-468 13,6

Como medio de comparacion de la actividad global de estas dos compuestos sobre diversos tipos de células de
tumor sélido, se determinaron para cada compuesto los numeros de lineas celulares que tenian valores de IG-50 de
2 micromolar o menos; estas lineas celulares se consideraron particularmente sensibles. Usando esta medida, un
1,8 % de las lineas celulares eran particularmente sensibles al Compuesto B a este nivel, mientras que el 39 % eran
particularmente sensibles al Compuesto 1 a la misma concentracion. A pesar de la similitud estructural con el
Compuesto B, es evidente que el Compuesto | es mucho mas activo sobre tumores soélidos que el Compuesto B.

A continuacién se da una tabla del nimero de lineas celulares para cada tipo de tumor que se encontré que tenia
valores de 1G-50 de menos de 2 micromolar para el Compuesto 1.

Tipo de tumor NUmsélou&erell’Sneas % CE-50 <2 uM
CNMP 1/9 11 %
Colon 1/7 14 %

SNC 3/6 50 %
Melanoma 1/8 12 %
Ovario 2/6 33%
Prostata 2/2 100 %
Renal 6/8 75 %
Mama 5/8 62 %

En una realizacion particular, el cancer es un tumor soélido tal como el cancer de pulmén (el carcinoma no microcitico
de pulmdn, el carcinoma microcitico de pulmén), el cancer de colon, el cancer del SNC, el melanoma, el cancer de
ovario, el cancer renal, el cancer de préstata o el cancer de mama. Tal y como indica la anterior tabla, los canceres
de mama, renal, de prostata y del SNC son particularmente sensibles al Compuesto I, de modo que, en algunas
realizaciones, el método se usa para tratar un sujeto que tiene cualquiera de estos canceres.
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En una realizacion particular, el cancer no es un cancer hematolégico, por ejemplo, no es un linfoma o una leucemia
o un mieloma multiple. Tumores soélidos ilustrativos que se pueden tratar mediante los métodos divulgados en el
presente documento incluyen el cancer de mama, de pulmén, de colon, de ovario, renal y de préstata.

En una realizacion particular, se administra un compuesto de formula | en una cantidad terapéuticamente eficaz, a
un sujeto diagnosticado con al menos un cancer divulgado como que se puede tratar mediante los compuestos del
presente documento.

La cantidad terapéuticamente eficaz que puede ser determinada por el experto habitual en la materia basandose en
la dolencia, el peso, la edad y el estado de salud del sujeto. En algunas realizaciones, la cantidad se normaliza con
respecto al peso corporal del sujeto. Por ejemplo, una dosificacion se puede expresar como el nimero de miligramos
del Compuesto | por kilogramo de peso corporal del sujeto (mg/kg). Dosificaciones de entre aproximadamente 0,1y
100 mg/kg son con frecuencia apropiadas y, en algunas realizaciones, se usa una dosificacion de entre 0,5 y
60 mg/kg. La normalizacion de acuerdo con el peso corporal del sujeto es particularmente Gtil cuando se ajustan
dosificaciones entre sujetos de tamafios ampliamente dispares, tal como cuando se convierte una dosificacion eficaz
en un perro a una dosificacion adecuada para un sujeto humano.

En otras realizaciones, la dosificacion diaria se puede describir como la cantidad total del Compuesto | administrada
por dosis o por dia. La dosificacién diaria del Compuesto | es normalmente entre aproximadamente 10 mg y
1000 mg. Cuando se administra por via oral, la dosificacion diaria total para un sujeto humano es normalmente entre
aproximadamente 50 mg y 750 mg.

En una realizacion particular, se administra un compuesto de formula | a una dosis de 20-500 mg/dia.
En una realizacion particular, se administra un compuesto de formula | a una dosis de 50-250 mg/dia.

En una realizacion particular, se administra un compuesto de formula | a una dosis de 25 a 150 mg por dosis, y se
administran de dos a cuatro dosis al dia (por ejemplo, una dosificacién de dos veces al dia con dosis de 25 a 150
mg, o una dosificacion de tres veces al dia con dosis de entre 25 y 150 mg, o una dosificacion de cuatro veces al dia
con dosis de entre 25 y 150 mg). En una realizacién preferida, un sujeto se trata con dosis de 50 mg a 100 mg del
Compuesto | dos veces al dia, o dosis de 50-100 mg tres veces al dia, 0 dosis de 50-100 mg cuatro veces al dia.

El tratamiento con los compuestos de la invencion se continta frecuentemente durante un nimero de dias; por
ejemplo, normalmente el tratamiento continuaria durante al menos 7 dias, aproximadamente 14 dias, o
aproximadamente 28 dias, para un ciclo de tratamiento. Los ciclos de tratamiento son bien conocidos en la
guimioterapia del cancer, y se alternan con frecuencia con periodos de descanso de 1-28 dias, normalmente 7 dias
0 14 dias, entre ciclos.

En una realizacién particular, el método comprende administrar a dicho paciente una dosis diaria inicial de 20-
500 mg de un compuesto de féormula | y aumentar dicha dosis por incrementos hasta que se consigue la eficacia
clinica. Se pueden usar incrementos de aproximadamente 25, 50, o 100 mg para aumentar la dosis. La dosificacién
se puede aumentar diariamente, cada dos dias, dos veces a la semana, o una vez a la semana.

En una realizacion particular, este método comprende continuar tratando a dicho paciente mediante la
administracion del compuesto de formula | a una dosificacion en la que se consigue la eficacia clinica durante una
semana 0 mas, o reduciendo dicha dosis por incrementos a un nivel al cual la eficacia se pueda mantener. La
eficacia se puede monitorizar mediante métodos convencionales tales como evaluando el tamafio o la extension del
tumor (metastasis).

En una realizacién particular, el método comprende administrar a dicho paciente una dosis diaria inicial de 20-
500 mg de un compuesto de formula | y aumentar dicha dosis hasta una dosificacion total de 50-400 mg al dia a lo
largo de al menos 6 dias. Opcionalmente, la dosificacion se puede aumentar adicionalmente hasta
aproximadamente 750 mg/dia.

En una realizacion particular, se administra un compuesto de formula | al menos dos veces al dia. En algunas
realizaciones el compuesto se administra tres veces al dia. En algunas realizaciones el compuesto se administra
cuatro veces al dia, o méas de cuatro veces al dia.

En una realizacion particular, el método comprende reducir el nivel de la actividad PI3Kf en el paciente.

En una realizacion particular, el sujeto es un sujeto humano. Normalmente el sujeto es un humano al que se le ha
diagnosticado un cancer divulgado en el presente documento como que se puede tratar mediante el Compuesto I.

En una realizacion particular, el compuesto se administra a una velocidad seleccionada para producir una
concentracion del compuesto en la sangre de entre aproximadamente 40 ng/ml y 3.000 ng/ml, y manteniendo tal
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concentracion durante un periodo de 4-12 horas tras su administracion. En otra realizacion particular, el tamafio y la
frecuencia de la dosis se seleccionan para alcanzar una concentracion del compuesto en la sangre que esté entre
75-2.000 ng/ml y mantener esa concentracion durante un periodo de 4-12 horas desde el momento de la
administracion. En algunas realizaciones, el tamafio y la frecuencia de la dosis se seleccionan para alcanzar una
concentracién del compuesto en la sangre que estda entre 100-1.000 ng/ml tras su administracién. En algunas
realizaciones, el tamafio y la frecuencia de la dosis se seleccionan para alcanzar una concentracion del compuesto
en la sangre que esté entre 100-500 ng/ml durante un periodo de 12 horas desde el momento de la administracion.
De modo deseable, el tamafio y la frecuencia de la dosis se seleccionan para alcanzar una Cmax, un nivel en plasma
del Compuesto | que sea al menos de aproximadamente 500 ng/ml y no supere aproximadamente 10.000 ng/ml.

En determinadas realizaciones, el Compuesto | se administra por via oral, por via intravenosa, por via transdérmica,
o mediante inhalacion. Preferentemente, el compuesto se administra por via oral. En algunas realizaciones, se
administra por via oral en una dosis de aproximadamente 25 mg, 30 mg, 40 mg, 50 mg, 60 mg, 75 mg, o 100 mg,
125 mg, 150 mg, o 200 mg por dosis, y la dosis se puede administrar a una frecuencia de una vez al dia, dos veces
al dia, tres veces al dia, o cuatro veces al dia.

En una realizacién particular, el método comprende administrar ademas de un compuesto de féormula | a dicho
paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un agente terapéutico adicional y/o un procedimiento
terapéutico seleccionado para tratar dicho cancer o enfermedad autoinmune en dicho paciente.

En una realizacion particular, dicho agente terapéutico se selecciona de entre el grupo siguiente que consiste en
docetaxel, mitoxantrona, prednisona, estramustina, antraciclinas, (doxorubicina (Adriamycin), epirubicina (Ellence), y
doxorubicina liposémica (Doxil)), taxanos (docetaxel (Taxotere), paclitaxel (Taxol), y paclitaxel unido a proteinas
(Abraxane)), ciclofosfamida (Cytoxan), capecitabina (Xeloda) y 5 fluorouracilo (5 FU), gemcitabina (Gemzar),
metotrexato, vinorelbina (Navelbine), un inhibidor del RFCE tal como erlotinib, trastuzumab (Herceptin, este farmaco
es solo para usar en mujeres cuyos canceres de mama tienen el gen HER-2), Avastin, platinos (cisplatino,
carboplatino), temazolamida, interferén alfa, y IL-2.

En una realizacion particular, dicho agente terapéutico se selecciona de entre el grupo que consiste en un inhibidor
del RFCE, un inhibidor de la mTOR, y un taxano.

En una realizaciéon particular, el procedimiento terapéutico se selecciona de entre el grupo que consiste en el
trasplante de células madre de sangre periférica, el trasplante autdlogo de células madre hematopoyéticas, el
trasplante autélogo de médula 6sea, la terapia con anticuerpos, la terapia bioldgica, la terapia con inhibidores de
enzimas, la irradiacion total del cuerpo, la infusién de células madre, la ablacion de la médula 6ésea con apoyo de
células madre, el trasplante de células madre de sangre periférica tratadas in vitro, el trasplante de sangre de cordén
umbilical, la técnica inmunoenzimatica, el método de la tinciobn inmunohistoquimica, el estudio farmacolégico, la
terapia de rayos gamma con cobalto 60 de baja TLE, la bleomicina, la cirugia convencional, la radioterapia, la
guimioterapia de dosis alta y el trasplante alogénico no mieloablativo de células madre hematopoyéticas.

En una realizacién particular, el método comprende ademas obtener una muestra biolégica de dicho paciente; y
analizar dicha muestra bioldgica con un procedimiento analitico seleccionado de entre el grupo que consiste en el
analisis quimico de la sangre, el analisis de translocaciones cromosomicas, la biopsia con aguja, la hibridacién
fluorescente in situ, el analisis con biomarcadores de laboratorio, el método de la tincién inmunochistoquimica, la
citometria de flujo o una combinacién de los mismos. El analisis proporciona informacion sobre la progresion del
tumor o del tratamiento, y es Util para determinar las dosificaciones que se han de administrar, para ajustar las
dosificaciones durante un ciclo de tratamiento, y para decidir si continuar o interrumpir los tratamientos de la
invencion.

En determinadas realizaciones, el compuesto 6pticamente activo para su uso en los métodos descritos en el
presente documento se enriquece con el enantiomero S mostrado en el presente documento, y preferentemente es
al menos un 90 % el enantiomero S, conteniendo no mas de aproximadamente un 10 % del isémero enantiomérico
R:
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En algunas realizaciones, el compuesto de formula | para su uso en los métodos descritos en el presente documento
es al menos un 80 % el enantiémero S, conteniendo menos del 20 % de su isémero enantiomérico R. En algunas
realizaciones el compuesto tiene un exceso enantiomérico (e.e.) de al menos un 90 % o al menos un 95 % que
favorece al isémero S.

En determinadas realizaciones, el compuesto estd compuesto fundamentalmente por el enantiomero S, en el que el
isdmero comprende al menos un 66-95 %, 0 aproximadamente un 85-99 % del isémero S, en exceso con respecto a
cualquier enantiomero R presente. En determinadas realizaciones, el compuesto comprende al menos un 95 % del
enantiomero S. En los experimentos con células y con pacientes proporcionados en la seccién de ejemplos, la
muestra del Compuesto | usada fue mas del 99 % el enantibmero S, con menos del 1 % del enantiémero R.

La expresion "inhibidor selectivo de la PI3K&" o "inhibidor selectivo de la PI3KB", etc., tal y como se usa en el
presente documento, se refiere a un compuesto que inhibe la isoenzima PI3Kd o la PI3K, respectivamente, de un
modo mas eficaz que al menos otra isoenzima de la familia de la PI3K. El inhibidor selectivo puede inhibir también
otras isoenzimas de la PI3K, pero requiere concentraciones mayores para alcanzar el mismo grado de inhibicién de
las otras isoenzimas. "Selectivo" se puede usar también para describir un compuesto que inhibe una PI3-quinasa
particular mas que un compuesto comparable. Un compuesto "inhibidor selectivo de la PI3K3" se entiende que es
mas selectivo para la PI3K® que compuestos convencional y genéricamente designados como inhibidores de la
PI3K, por ejemplo, la wortmanina o el LY294002, los cuales se consideran inhibidores no selectivos de la PI3K.

"Tratar" tal y como se usa en el presente documento se refiere a inhibir un trastorno, es decir, detener su desarrollo;
aliviar el trastorno, es decir, provocar su regresion; o mejorar el trastorno, es decir, reducir la gravedad de al menos
uno de los sintomas asociados al trastorno. En algunas realizaciones, "tratar" se refiere a prevenir que aparezca un
trastorno en un animal que esta predispuesto al trastorno, pero que ain no se le ha diagnosticado que lo padece.
"Trastorno" se pretende que englobe trastornos médicos, enfermedades, dolencias, sindromes, y similares, sin
limitacion.

En determinadas realizaciones, la invencién proporciona un compuesto para su uso en métodos para tratar un tumor
sélido, normalmente un carcinoma no hematopoyético. En algunas realizaciones, el cancer es un tumor sélido
seleccionado de entre el cancer pancreatico; el cancer de vejiga; el cancer colorrectal; el cancer de mama; el cancer
de prostata; el cancer renal; el cancer hepatocelular; el cancer de pulmdn; el cancer de ovario; el cancer de cuello
uterino; el cancer gastrico; el cancer de esofago; el cancer de cabeza y cuello; el melanoma; canceres
neuroendocrinos; canceres del SNC; tumores cerebrales; el cancer 6seo; y el sarcoma de los tejidos blandos. En
algunas realizaciones es el cancer de pulmon (el carcinoma no microcitico de pulmén, el carcinoma microcitico de
pulmdn), el cancer de colon, el cancer del SNC, el melanoma, el cancer de ovario, el cancer renal, el cancer de
prostata o el cancer de mama. En algunas realizaciones, el cancer es el cancer de mama, de pulmén, de colon,
renal, de ovario o de prostata.

En determinadas realizaciones, la invencién proporciona un compuesto para su uso en métodos para tratar un tumor
sélido que esta asociado a una actividad de sefializacidn celular anormal o indeseada mediada por la PI3KB. En
determinadas realizaciones, el tumor solido se selecciona de entre el grupo que consiste en el cancer pancreatico; el
cancer de vejiga; el cancer colorrectal; el caAncer de mama, que incluye el cancer de mama metastasico; el cancer de
préstata, que incluye el cancer de prostata dependiente de andrégenos y el no dependiente de andrégenos; el
cancer renal, que incluye, por ejemplo, el carcinoma de células renales metastasico; el cancer hepatocelular; el
cancer de pulmon, que incluye, por ejemplo, el carcinoma no microcitico de pulmén (CNMP), el carcinoma
bronquioalveolar (CBA), y el adenocarcinoma del pulmén; el cancer de ovario, que incluye, por ejemplo, el cancer
peritoneal primario o epitelial progresivo; el cancer de cuello uterino; el cancer gastrico; el cancer de esofago; el
cancer de cabeza y cuello, que incluye, por ejemplo, el carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello; el
melanoma; el cancer neuroendocrino, que incluye los tumores neuroendocrinos metastasicos; los tumores
cerebrales, que incluyen, por ejemplo, el glioma, el oligodendroglioma anaplasico, el glioblastoma multiforme en
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adultos, y el astrocitoma anaplasico en adultos; el cancer 6seo; y el sarcoma de los tejidos blandos.

En una realizacion, el cancer que se va a tratar con el compuesto descrito en el presente documento es un tumor
sélido que exhibe una pérdida funcional de actividad de la PTEN (fosfatasa y homélogo de tensina, una fosfatasa
gue actlia como supresor de tumores). La pérdida de actividad de la PTEN ocurre con frecuencia en los canceres, y
mejora la sensibilidad de un tumor a los inhibidores de la PI3K. El panel NCI contiene un namero de lineas celulares
conocidas por tener mutaciones en la PTEN, y un 70 % de estas lineas celulares fueron inhibidas por el Compuesto
I, y dos de las que no eran sensibles al Compuesto | demostraron no tener pérdida funcional de actividad de la
PTEN. La tabla siguiente resume las lineas celulares que se encontraron que eran sensibles al Compuesto | y las
mutaciones conocidas en estas lineas celulares. De estas mutaciones, solo la PTEN se encontré que estaba
significativamente correlacionada con la eficacia del Compuesto | (p < 0,036).

Tipo de tumor CDKN2 | TP53 | PTEN | PIBKCA | BRAF | HRAS | SMAD4 | BRCAl
Hop-92 X X
KM12 X X X
SF-268 X X
SF-295 X X
SNB-75 X
UACC-62 X X X
IGROV-1 X X X X
OVCAR-3
786-0 X X
A498 X
CAK1-1 X
RXF-393 X X X
TK-10
Uo-31 X
PC-3 X X
DU-145 (rey) X X
MCF7 X E545K
HS-578T X X
BT-549 (rey) X
T47D X H1047R
50 % 5% | 35% 10 % 5% 5% 5% 10 %

En consecuencia, los tumores solidos con actividad fosfatasa de la PTEN significantemente reducida son
particularmente adecuados para el tratamiento con el Compuesto |. El Instituto Wellcome Trust Sangrer
recientemente publico informacién sobre la incidencia de mutaciones de la PTEN en tejidos tumorales primarios,
indicando que los tumores de mama, del SNC, de cuello uterino, endometriales, renales, de ovario, de prostata, de
piel, de testiculos, y de tracto urinario incluyen frecuentemente mutaciones de la PTEN. En consecuencia, en
algunas realizaciones, los métodos de la invencion se usan para tratar un sujeto aquejado de uno o mas de estos
canceres particulares, o de un cancer deficiente en PTEN seleccionado de entre los tumores de mama, del SNC, de
cuello uterino, endometriales, renales, de ovario, de prostata, de piel, de testiculos, y de tracto urinario.

En determinadas realizaciones, el compuesto descrito en el presente documento es Util en dirigirse a células que
median la fosforilacion de la Akt, ya que el Compuesto | inhibe la fosforilacion de la Akt, tal y como se ilustra en la
Figura 4.

Para el tratamiento de un tumor sélido, es ventajoso que el compuesto de féormula | exhiba una buena actividad

frente a la p110B, ya que los tumores sélidos utilizan con frecuencia esta isoenzima bastante mas o mas que la
pl110d. Por tanto, en algunas realizaciones, el tumor sélido es aquel que expresa la p1108 a un nivel mayor que su
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nivel de expresion de la p1103. En algunas realizaciones, el tumor sélido es aquel con un bajo nivel de actividad
p1109, tal como aquel que expresa menos de aproximadamente el 20 % tanto de la p1105 como de la p110.

En algunas realizaciones, el sujeto para los tratamientos descritos en el presente documento es aquel que ha sido
diagnosticado con al menos uno de los canceres descritos en el presente documento que se pueden tratar mediante
el uso de un compuesto de féormula |. En algunas realizaciones, el sujeto ha sido diagnosticado con un cancer
nombrado en el presente documento, y se ha demostrado que no responde al tratamiento con al menos un agente
quimioterapéutico convencional. Por tanto en una realizacion, los tratamientos de la invencion se dirigen a pacientes
que han recibido uno o mas de uno de tales tratamientos y siguen necesitando un tratamiento mas eficaz.

En una realizacién, el método comprende administrar a un sujeto un compuesto de formula | descrito en el presente
documento, en combinacién con una terapia usada para tratar el cancer. La "terapia" usada para tratar el cancer, tal
y como se usa en el presente documento, es cualquier forma de tratamiento bien conocido o experimental usado
para tratar el cancer que no incluye el uso de un compuesto de formula I. En determinadas realizaciones, la
combinacion de un compuesto de férmula | con una terapia experimental o convencional usada para tratar el cancer
proporciona resultados de tratamiento beneficiosos y/o deseables superiores a los resultados obtenidos mediante el
tratamiento sin la combinacion. En determinadas realizaciones, dichas terapias usadas para tratar el cancer son bien
conocidas para una persona con experiencia habitual en la técnica y se describen en la literatura. Las terapias
incluyen, si bien no se limitan a los mismos, la quimioterapia, combinaciones de quimioterapia, terapias biolégicas, la
inmunoterapia, la radioinmunoterapia, y el uso de anticuerpos monoclonales y vacunas. En determinadas
realizaciones, el método de combinacién proporciona un compuesto de férmula | administrado simultaneamente o
durante el periodo de administracion de la terapia. En determinadas realizaciones, el método de combinacién
proporciona un compuesto de formula | administrado antes de o después de la administracion de la terapia. Los
detalles exactos relativos a la administracion de la combinacién se pueden determinar experimentalmente. El ajuste
de la secuencia y la elecciéon del momento de administracion de un compuesto de féormula | con una terapia
seleccionada se adaptaran al sujeto individual, la naturaleza de la dolencia que se va a tratar en el sujeto, y en
general, el juicio del médico encargado.

Los agentes terapéuticos adicionales para combinaciones con el Compuesto | incluyen aquellos usados
rutinariamente en el tratamiento de tumores sdlidos, particularmente docetaxel, mitoxantrona, prednisona,
estramustina, antraciclinas, (doxorubicina (Adriamycin), epirubicina (Ellence), y doxorubicina liposémica (Doxil)),
taxanos (docetaxel (Taxotere), paclitaxel (Taxol), y paclitaxel unido a proteinas (Abraxane)), ciclofosfamida
(Cytoxan), capecitabina (Xeloda) y 5 fluorouracilo (5 FU), gemcitabina (Gemzar), metotrexato, vinorelbina
(Navelbine), un inhibidor del RFCE tal como erlotinib, trastuzumab (Herceptin, este farmaco es solo para usar en
mujeres cuyos canceres de mama tienen el gen HER-2), Avastin, platinos (cisplatino, carboplatino), temazolamida,
interferon alfa, y I1L-2.

En determinadas realizaciones, el método comprende administrar a dicho paciente, ademéas de una cantidad eficaz
del Compuesto |, al menos un agente terapéutico y/o un procedimiento terapéutico seleccionado para tratar dicho
cancer en dicho paciente. En determinadas realizaciones, el método comprende administrar ademas de un
compuesto de | a dicho paciente, una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente terapéutico adicional
seleccionado de entre docetaxel, mitoxantrona, prednisona, estramustina, antraciclinas, (doxorubicina (Adriamycin),
epirubicina (Ellence), y doxorubicina liposémica (Doxil)), taxanos (docetaxel (Taxotere), paclitaxel (Taxol), y
paclitaxel unido a proteinas (Abraxane)), ciclofosfamida (Cytoxan), capecitabina (Xeloda) y 5 fluorouracilo (5 FU),
gemcitabina (Gemzar), metotrexato, vinorelbina (Navelbine), un inhibidor del RFCE tal como erlotinib, trastuzumab
(Herceptin, este farmaco es solo para usar en mujeres cuyos canceres de mama tienen el gen HER-2), Avastin,
platinos (cisplatino, carboplatino), temazolamida, interferén alfa, y IL-2.

Los compuestos de la invencién se pueden formular para la administracién a un sujeto animal usando técnicas de
formulacion normalmente entendidas bien conocidas en la técnica. Las formulaciones que son adecuadas para
modos particulares de administracion y para los compuestos de féormula | se pueden encontrar en Remington'’s
Pharmaceutical Sciences, Ultima edicién, Mack Publishing Company, Easton, PA.

Se puede administrar un compuesto de la presente invencion en forma de compuesto puro, pero normalmente se
prefiere administrar el compuesto en forma de una composicion farmacéutica o formulacion. En consecuencia, la
presente invencion proporciona también composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto de férmula |y
un vehiculo, adyuvante o portador farmacéutico biocompatible. La composicion puede incluir el agente como el Gnico
ingrediente activo o en combinacion con otros agentes, tales como oligonucleétidos o polinucleétidos, oligopéptidos
0 polipéptidos, farmacos, u hormonas mezclados con un excipiente o excipientes u otros vehiculos
farmacéuticamente aceptables. Los vehiculos y otros ingredientes pueden considerarse farmacéuticamente
aceptables en la medida en que son compatibles con otros ingredientes de la formulacion y no son perjudiciales para
el receptor de los mismos.

Las composiciones farmacéuticas se formulan para contener vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados, y

pueden comprender opcionalmente excipientes y auxiliares que facilitan el procesamiento de los compuestos activos
en preparaciones que se pueden usar farmacéuticamente. La modalidad de administracion determinara en general
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la naturaleza del vehiculo. Por ejemplo, las formulaciones para administracion parenteral pueden comprender
soluciones acuosas de los compuestos activos en una forma soluble en agua. Los vehiculos adecuados para
administracion parenteral se pueden seleccionar de entre solucién salina, solucién salina tamponada, dextrosa,
agua, y otras soluciones fisiolégicamente compatibles. Los vehiculos preferidos para administracién parenteral son
tampones fisioldégicamente compatibles tales como la solucion de Hank, la solucién de Ringer, o la solucién salina
tamponada fisiolégicamente. Para administracion celular o a tejidos, se usan en la formulacién penetrantes
apropiados para la barrera particular que se ha de permear. Tales penetrantes son conocidos en general en la
técnica. Para preparaciones que comprenden proteinas, la formulacién puede incluir materiales estabilizantes, tales
como polioles (por ejemplo, sacarosa) y/o tensioactivos (por ejemplo, tensioactivos no iénicos), y similares.

De modo alternativo, las formulaciones para uso parenteral pueden comprender dispersiones o suspensiones de los
compuestos activos preparados como suspensiones de inyeccion oleosas apropiadas. Los disolventes o vehiculos
lipdfilos adecuados incluyen aceites grasos, tales como el aceite de sésamo, y ésteres de acidos grasos sintéticos,
tales como el oleato de etilo o triglicéridos, o liposomas. Las suspensiones de inyeccién acuosas pueden contener
sustancias que aumentan la viscosidad de la suspension, tales como la carboximetilcelulosa sédica, el sorbitol, o el
dextrano. Opcionalmente, la suspension puede contener también estabilizantes adecuados o agentes que aumentan
la solubilidad de los compuestos para permitir la preparacién de soluciones altamente concentradas. También se
pueden usar polimeros acuosos que proporcionan una solubilizacion sensible al pH y/o la liberacién sostenida del
agente activo como recubrimientos o estructuras de matriz, por ejemplo, polimeros metacrilicos, tal como la serie
EUDRAGIT® comercializada por Rohm America Inc. (Piscataway, N.J.). También se pueden usar emulsiones, por
ejemplo, las dispersiones de aceite en agua y de agua en aceite, opcionalmente estabilizadas mediante un agente
emulsionante o un dispersante (materiales de superficie activa; tensioactivos). Las suspensiones pueden contener
agentes de suspension tales como alcoholes isoestearilicos etoxilados, polioxietilen sorbitol y ésteres de sorbitan,
celulosa microcristalina, metahidroxido de aluminio, bentonita, agar-agar, goma tragacanto, y mezclas de los
mismos.

Los liposomas que contienen el agente activo se pueden emplear también para administracién parenteral. Los
liposomas en general se derivan de los fosfolipidos u otras sustancias lipidicas. Las composiciones en forma de
liposomas pueden contener también otros ingredientes, tales como estabilizantes, conservantes, excipientes, y
similares. Los lipidos preferidos incluyen los fosfolipidos y las fosfatidil colinas (lecitinas), tanto naturales como
sintéticos. Los métodos de formacién de los liposomas son conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Prescott
(Ed.), METHODS IN CELL BIOLOGY, Vol. X1V, p. 33, Academic Press, Nueva York (1976).

Las composiciones farmacéuticas que comprenden el agente en dosificaciones adecuadas para administracion oral
se pueden formular usando vehiculos farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica. Las
preparaciones formuladas para administracion oral pueden estar en forma de comprimidos, pildoras, cépsulas,
obleas, grageas, pastillas para chupar, liquidos, geles, jarabes, pastas, elixires, suspensiones, o polvos. A modo de
ilustracion, las preparaciones farmacéuticas para uso oral se pueden obtener combinando los compuestos activos
con un excipiente sélido, moliendo opcionalmente la mezcla resultante, y procesando la mezcla de granulos, tras la
adicion de auxiliares adecuados si se desea, para obtener comprimidos o nicleos de grageas. Las formulaciones
orales pueden emplear vehiculos liquidos similares en tipo a aquellos descritos para uso parenteral, por ejemplo,
soluciones acuosas tamponadas, suspensiones, y similares.

Las formulaciones orales preferidas incluyen comprimidos, grageas, y capsulas de gelatina. Estas preparaciones
pueden contener uno o varios excipientes, que incluyen, sin limitacion:

a) diluyentes, tales como azUcares, que incluyen la lactosa, la dextrosa, la sacarosa, el manitol, o el sorbitol;

b) aglutinantes, tales como el silicato de aluminio y magnesio, el almidén de maiz, trigo, arroz, patata, etc.;

¢) materiales de celulosa, tales como la metilcelulosa, la hidroxipropilmetil celulosa, y la carboximetilcelulosa
sédica, la polivinilpirrolidona, gomas, tales como la goma arabiga y la goma tragacanto, y proteinas, tales como
la gelatina y el colageno;

d) agentes disgregantes o solubilizantes tales como la polivinilpirrolidona reticulada, almidones, el agar, el acido
alginico o una sal del mismo, tal como el alginato sédico, o composiciones efervescentes;

e) lubricantes, tales como la silice, el talco, el acido estearico o sus sales de calcio o magnesio, y el
polietilenglicol;

f) aromatizantes y edulcorantes;

g) colorantes o pigmentos, por ejemplo, para identificar el producto o para caracterizar la cantidad (dosificacion)
del compuesto activo; y

h) otros ingredientes, tales como conservantes, estabilizantes, agentes expansores, agentes emulsionantes,
promotores de disolucién, sales para la regulacion de la presién osmotica, y tampones.

En algunas formulaciones orales preferidas, la composicion farmacéutica comprende al menos uno de los materiales
del grupo (a) anterior, o al menos un material del grupo (b) anterior, o al menos un material del grupo (c) anterior, o
al menos un material del grupo (d) anterior, o al menos un material del grupo (e) anterior. Preferentemente, la
composicion comprende al menos un material de cada uno de dos grupos seleccionados de entre los grupos (a)-(e)
anteriores.
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Las céapsulas de gelatina incluyen capsulas de ajuste a presién hechas de gelatina, asi como cépsulas selladas
blandas hechas de gelatina y un recubrimiento tal como glicerol o sorbitol. Las capsulas de ajuste a presion pueden
contener el ingrediente o ingredientes activos mezclados con cargas, aglutinantes, lubricantes, y/o estabilizantes,
etc. En las capsulas blandas, los compuestos activos se pueden disolver o suspender en liquidos adecuados, tales
como aceites grasos, parafina liquida, o polietilenglicol liquido con o sin estabilizantes.

Los nlcleos de grageas se pueden proporcionar con recubrimientos adecuados tales como soluciones azucaradas
concentradas, que pueden contener también goma arabiga, talco, polivinilpirrolidona, gel de carbopol, polietilenglicol,
ylo diéxido de titanio, soluciones de laca, y disolventes organicos adecuados o mezclas de disolventes.

La composicion farmacéutica se puede proporcionar en forma de una sal del agente activo. Las sales tienden a ser
mas solubles en disolventes acuosos u otros disolventes proténicos que las correspondientes formas de base o
acido libre. Las sales farmacéuticamente aceptables son bien conocidas en la técnica. Los compuestos que
contienen restos acidos pueden formar sales farmacéuticamente aceptables con cationes adecuados. Los cationes
farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, por ejemplo, cationes de metales alcalinos (por ejemplo, sodio o
potasio) y alcalino-térreos (por ejemplo, calcio 0 magnesio).

Los compuestos de férmula estructural (I) que contienen restos basicos pueden formar sales de adicién de acidos
farmacéuticamente aceptables con los acidos adecuados. Por ejemplo, Berge, et al., describe sales
farmacéuticamente aceptables con detalle en J. Pharm. Sci., 66:1 (1977). Las sales se pueden preparar in situ
durante el aislamiento y purificacién final de los compuestos de la invenciéon o separadamente haciendo reaccionar
una funcién base libre con un acido adecuado.

Las sales de adicion de acidos representativas incluyen, si bien no se limitan a las mismas, acetato, adipato,
alginato, citrato, aspartato, benzoato, bencenosulfonato, bisulfato, butirato, canforato, canforolsulfonato, digluconato,
glicerofosfato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, fumarato, clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato, 2-
hidroxietanosulfonato (isotionato), lactato, maleato, metanosulfonato o sulfato, nicotinato, 2-naftalenosulfonato,
oxalato, pamoato, pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato, picrato, pivalato, propionato, succinato, tartrato, tiocianato,
fosfato o hidrégeno fosfato, glutamato, bicarbonato, p-toluenosulfonato, y undecanoato. Ejemplos de acidos que se
pueden emplear para formar sales de adicién de acidos farmacéuticamente aceptables incluyen, sin limitacion,
acidos inorganicos tales como el acido clorhidrico, el acido bromhidrico, el acido sulfirico, y el acido fosférico, y
acidos organicos tales como el acido oxalico, el acido maleico, el acido succinico, el acido citrico.

Los grupos que contienen nitrégeno basico se pueden cuaternizar con agentes tales como haluros de alquilo inferior
tales como cloruros, bromuros y yoduros de metilo, etilo, propilo, y butilo; sulfatos de dialquilo como sulfatos de
dimetilo, dietilo, dibutilo, y diamilo; haluros de alquilo de cadena larga tales como cloruros, bromuros y yoduros de
decilo, laurilo, miristilo y estearilo; haluros de arilalquilo tales como bromuros de bencilo y fenetilo; y otros. Se
obtienen de este modo productos que tienen una solubilidad o dispersabilidad modificada.

Las composiciones que comprenden un compuesto de la invencion formuladas en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable se pueden preparar, disponer en un recipiente apropiado, y etiquetar para el tratamiento de una dolencia
indicada. En consecuencia, se contempla también un articulo de fabricacién, tal como un recipiente que comprende
una forma de dosificacion de un compuesto de la invencién y una etiqueta que contiene instrucciones para el uso del
compuesto. Se contemplan también kits en la invencion. Por ejemplo, el kit puede comprender una forma de
dosificacion de una composicion farmacéutica y un prospecto que contiene instrucciones para el uso de la
composicion en el tratamiento de una dolencia médica. En ambos casos, las dolencias indicadas en la etiqueta
pueden incluir el tratamiento de trastornos inflamatorios, cancer, etc.

Métodos de administracion

Las composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto de férmula | se pueden administrar al sujeto
mediante cualquier método convencional, que incluye las técnicas parenteral y entérica. Las modalidades de
administracion parenteral incluyen aquellas en las que la composicién se administra mediante una via distinta a la
via a lo largo del tracto gastrointestinal, por ejemplo, inyecciones intravenosas, intraarteriales, intraperitoneales,
intramedulares, intramusculares, intraarticulares, intratecales, e intraventriculares. Las modalidades de
administracion entérica incluyen, por ejemplo, la administracion oral (que incluye la bucal y la sublingual) y la rectal.
Las modalidades de administracion transepitelial incluyen, por ejemplo, la administracion transmucosa y la
administracion transdérmica. La administracion transmucosa incluye, por ejemplo, la administracion entérica asi
como la administracién nasal, mediante inhalacion y la administracion pulmonar profunda; la administracion vaginal;
y la administracién rectal. La administracidon transdérmica incluye las modalidades transcutaneas o transdérmicas
activas o pasivas, que incluyen, por ejemplo, parches y dispositivos de iontoforesis, asi como la aplicacién topica de
pastas, balsamos, o ungiientos. La administracion parenteral se puede efectuar usando una técnica de presion alta,
por ejemplo, POWDERJECT®.

Las técnicas quirurgicas incluyen la implantaciéon de composiciones de depdésito (reservorio), bombas osméticas, y
similares. Una via de administracion preferida para el tratamiento de la inflamacion puede ser la administracion local
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0 tépica para trastornos localizados tales como la artritis, o la administracion sistémica para trastornos distribuidos,
por ejemplo, la administracién intravenosa para lesiones por reperfusion o para dolencias sistémicas tal como la
septicemia. Para otras enfermedades, que incluyen aquellas que afectan al tracto respiratorio, por ejemplo, la
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, el asma, y el enfisema, la administracion se puede efectuar mediante
inhalacion o la administracion pulmonar profunda de pulverizaciones, aerosoles, polvos, y similares.

El compuesto de formula | se puede administrar antes, durante, o después de la administracién de la quimioterapia,
la radioterapia, y/o la cirugia. La formulacién y la via de administracion elegidas se adaptaran al sujeto individual, la
naturaleza de la dolencia que se va a tratar en el sujeto, y en general, el juicio del médico encargado.

El indice terapéutico del compuesto de formula | puede potenciarse modificando o derivatizando los compuestos
para una administracion dirigida a las células cancerosas que expresan un marcador que identifica las células como
tales. Por ejemplo, los compuestos se pueden unir a un anticuerpo que reconoce un marcador que es selectivo o
especifico para las células cancerosas, de modo que los compuestos se llevan a las proximidades de las células
para que ejerzan sus efectos localmente, tal y como se ha descrito previamente (véase por ejemplo, Pietersz, et al.,
Immunol. Rev., 129:57 (1992); Trail et al., Science, 261:212 (1993); y Rowlinson-Busza, et al., Curr. Opin. Oncol.,
4:1142 (1992)). La administracion dirigida al tumor de estos compuestos mejora el beneficio terapéutico entre otros,
minimizando las toxicidades no especificas potenciales que pueden derivarse del tratamiento de radiacién o de la
quimioterapia. En otro aspecto, el compuesto de féormula | y radioisétopos o agentes quimioterapéuticos se pueden
conjugar al mismo anticuerpo anti-tumoral.

Las caracteristicas del agente por si mismo y la formulaciéon del agente pueden influir en el estado fisico, la
estabilidad, la velocidad de liberacién in vivo, y la velocidad de eliminacion in vivo del agente administrado. Tal
informacién farmacocinética y farmacodinamica puede ser recogida mediante estudios preclinicos in vitro e in vivo,
confirmada posteriormente en humanos durante el curso de los ensayos clinicos. Por tanto, para cualquier
compuesto usado en el método de la invencion, se puede estimar inicialmente una dosis terapéuticamente eficaz a
partir de ensayos bioquimicos y/o basados en células.

La toxicidad y la eficacia terapéutica de tales compuestos se pueden determinar mediante procedimientos
farmacéuticos estandar en cultivos de células o animales experimentales, por ejemplo, para determinar la DLso (la
dosis letal para el 50 % de la poblacion) y la DEso (la dosis terapéuticamente eficaz en el 50 % de la poblacion). La
relacion de dosis entre los efectos terapéuticos y los toxicos es el "indice terapéutico," que normalmente se expresa
como la relaciéon DL50/DE50. Se prefieren los compuestos que exhiben indices terapéuticos elevados, es decir, con
una dosis toxica sustancialmente mayor que la dosis eficaz. Los datos obtenidos a partir de tales ensayos de cultivos
celulares y estudios adicionales en animales se pueden usar en la formulacion de una serie de dosificacién para uso
humano. La dosificacién de tales compuestos esta dentro, preferentemente, de una serie de concentraciones
circulantes que incluyen la DEso con muy poca o nada de toxicidad.

Para los compuestos de la invencion, se puede usar cualquier régimen de administracion eficaz que regule la
eleccion del momento y la secuencia de las dosis. Las dosis del agente incluyen preferentemente unidades de
dosificacién farmacéuticas que comprenden una cantidad eficaz del agente. Tal y como se usa en el presente
documento, "cantidad eficaz" se refiere a una cantidad suficiente para modular la expresion o la actividad PI3Kbeta
y/o derivar un cambio medible en un parametro fisioldgico del sujeto mediante la administracién de una o mas de las
unidades de dosificacion farmacéuticas. "Cantidad eficaz" puede referirse también a la cantidad requerida para
mejorar una enfermedad o un trastorno en un sujeto.

Los intervalos de dosificacion adecuados para los compuestos de férmula | varian de acuerdo con estas
consideraciones pero, en general, los compuestos se administran en el intervalo de 10,0 pg/kg-15 mg/kg de peso
corporal; 1,0 mg/kg-10 mg/kg de peso corporal, o 0,5 mg/kg-5 mg/kg de peso corporal. Para un sujeto humano de 70
kg normal, por tanto, el intervalo de dosificacién es de 700 ug-1050 mg; 70 pug-700 mg; o 35 mg-350 mg por dosis, y
se pueden administrar dos 0 mas dosis al dia. Las dosificaciones pueden ser mayores cuando los compuestos se
administran por via oral o por via transdérmica si se comparan, por ejemplo, con la administracion i.v. En
determinadas realizaciones, el tratamiento de canceres comprende la administracion oral de hasta 750 mg/dia del
Compuesto |. La toxicidad reducida de este compuesto permite la administracion terapéutica de dosis relativamente
elevadas. Para el tratamiento de muchos tumores solidos, una dosificacion de aproximadamente 50-100 mg por
dosis, administrada por via oral una vez o, preferentemente, al menos dos veces al dia, con frecuencia es adecuada.
En algunas realizaciones, el Compuesto | se administra por via oral, en de tres a cinco dosis al dia, usando 20-
150 mg por dosis para una dosis diaria total de entre aproximadamente 60 y 750 mg. En algunas realizaciones, la
dosis diaria total es de entre 100 y 500 mg, y en algunas realizaciones la dosificacién diaria normalizada (ajustada al
peso corporal del sujeto) es de hasta aproximadamente 60 mg por kg de peso corporal del sujeto tratado.

Los compuestos se pueden administrar como una Unica dosis de bolo, una dosis a lo largo del tiempo, como en la
administracion i.v. o la transdérmica, o en multiples dosificaciones. Para la administracion i.v. o la transdérmica, se
puede administrar una dosificaciéon durante un periodo de tiempo prolongado, y se puede seleccionar o ajustar para
producir un nivel en plasma del compuesto activo deseado. En algunas realizaciones, el nivel deseado sera de al
menos aproximadamente 1 micromolar, o de al menos aproximadamente 10 micromolar.
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Cuando el compuesto se administra por via oral, se administra preferentemente en dos o mas dosis al dia. En
algunas realizaciones, se administran tres dosis al dia. En algunas realizaciones se administran cuatro dosis al dia.

La dosificacion puede continuar durante un dia o durante mdltiples dias, tal como aproximadamente 7 dias. En
algunas realizaciones, la dosificacion diaria se continlia durante aproximadamente 14 dias o aproximadamente 28
dias. En algunas realizaciones, la dosificacién se continda durante aproximadamente 28 dias y se interrumpe
después durante aproximadamente 7 dias; la eficacia del tratamiento puede ser evaluada durante la interrupcion,
cuando el tratamiento con el Compuesto | se ha detenido, y si la evaluacibn muestra que el tratamiento esta
consiguiendo el efecto deseado, se puede iniciar otro ciclo de tratamiento de 7-28 dias con el Compuesto .

Dependiendo de la via de administracion, se puede calcular una dosis adecuada de acuerdo con el peso corporal, el
area de la superficie corporal, o el tamafio del érgano. El régimen de dosificacion final ser4 determinado por el
médico encargado en vista de la buena practica médica, considerando diversos factores que modifican la accién de
los farmacos, por ejemplo, la actividad especifica del agente, la identidad y la gravedad del estado de la enfermedad,
el grado de reaccion del paciente, la edad, la dolencia, el peso corporal, el sexo, y la dieta del paciente, y la
gravedad de cualquier infeccidon. Factores adicionales que se pueden tener en cuenta incluyen el tiempo y la
frecuencia de la administracion, las combinaciones de farmacos, las sensibilidades de reaccién, y la
tolerancia/respuesta a la terapia. El ajuste adicional de la dosificacion apropiada para el tratamiento que implica
cualquiera de las formulaciones mencionadas en el presente documento es efectuado de modo rutinario por el
médico experto sin una experimentacion excesiva, especialmente a la luz de la informacién y ensayos divulgados
sobre dosificacion, asi como los datos farmacocinéticos observados en ensayos clinicos en humanos. Las
dosificaciones apropiadas se pueden determinar mediante el uso de ensayos establecidos para determinar la
concentracion del agente en un liquido corporal u otra muestra junto con los datos de respuesta a la dosis.

La frecuencia de la dosificacién dependera de los parametros farmacocinéticos del agente y la via de administracién.
La dosificacion y la administracidon se ajustan para proporcionar niveles suficientes del ingrediente activo o para
mantener el efecto deseado. En consecuencia, las composiciones farmacéuticas se pueden administrar en una dosis
Unica, una dosis discreta multiple, mediante infusion continua, mediante depédsitos de liberaciéon sostenida, o
combinaciones de los mismos, segin se requiera para mantener el nivel minimo deseado del agente. Las
composiciones farmacéuticas de accion corta (es decir, de corta semivida) se pueden administrar una vez al dia o
mas de una vez al dia (por ejemplo, dos, tres, o cuatro veces al dia). Las composiciones farmacéuticas de accion
larga se pueden administrar cada 3 0 4 dias, cada semana, o una vez cada dos semanas. Las bombas, tal como las
bombas subcutaneas, las intraperitoneales o las subdurales, pueden ser preferidas para la infusion continua.

Los sujetos que responderan favorablemente al método de la invencion incluyen sujetos médicos y veterinarios en
general, que incluyen pacientes humanos. Entre otros sujetos para los cuales los métodos de la invencion son Utiles
estan los gatos, los perros, animales grandes, aves tales como pollos, y similares. En general, cualquier sujeto que
se beneficiaria de un compuesto de férmula | es apropiado para la administracion del método de la invencion.

Los datos bioldgicos divulgados en el presente documento se produjeron usando una muestra del Compuesto | que
contenia menos del 1 % del isomero R y > 99 % del enantiomero S, tal y como sera determinado mediante HPLC
quiral usando una columna Chiralcel OD-H de 4,6 x 250 mm operada a 40 °C, usando una velocidad de flujo de 1
ml/min de hexanos / etanol 90:10. Este material se preparé tal y como se resume en la Figura 9. El material se
caracterizd mediante HPLC y fue mas de un 99 % puro (de acuerdo con la detecciéon UV tanto a 214 nm como a
254 nm), y se caracterizé6 también mediante RMN y espectroscopia de masas por electropulverizacién. Era un polvo
blanco.
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El material usado en los ejemplos tenia las siguientes caracteristicas:

Ensayo | Resultados del ensayo
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Aspecto Polvo blanco

RMN IH Consistente con la estructura

Ensayo de HPLC 99+ %

Pureza quiral (HPLC) 99,2 % e.e. (relacién de isémeros S:R 99,6:0,4)

Ejemplo 1

Ensayo de transformacién de fibroblastos de embrién de pollo

Los fibroblastos de embriéon de pollo (FEP) se transdujeron con reservas virales con versiones de los genes
humanos para las isoformas individuales de la PI3K pl110a, pl110B, pl110d y pl10y. Estas lineas de FEP
transducidas se disponen en placas en un medio de crecimiento donde las células transformadas oncogénicamente
forman focos que después se pueden tefiir y contar. El Compuesto 1 inhibié la formacion de focos transformados en
las células FEP que se habian transducido con la p110f con una CE-50 de 150 nM. Por el contario, el Compuesto 1
no inhibié las células FEP transducidas con la p110a significativamente a la concentracion mas alta ensayada
(2000 nM). Denley A, Kang S, Karst U y Vogt PK, "Oncogenic signaling of class 1 PI3K isoforms”, Oncogene (2008)
27: 2561-2574. La Figura 3 ilustra la lectura de este ensayo.

Ejemplo 2

Preparaciéon del Compuesto |

El Compuesto | se sintetizd6 mediante la ruta representada en la Figura 5, usando métodos conocidos en la técnica
que incluyen adaptaciones de los métodos descritos en Zhichkin, et al., Organic Letters, vol. 9(7), 1415-18 (2007), y
la patente de Estados Unidos N° 6.800.620.

Ejemplo 3

Efecto del Compuesto | sobre xenaoinjertos en células de cancer de ovario

Ratones nu/nu hembra que portaban xenoinjertos OVCAR-3 (células de cancer de ovario humanas) se mantuvieron
hasta que el volumen del tumor midié aproximadamente 100 mm?3. En ese momento, el tratamiento comenzo con el
Compuesto | a una velocidad de 30 mg/kg administrado dos veces al dia. Los resultados de las mediciones del
volumen del tumor a lo largo de un periodo de 36 dias se muestran en la Figura 8, y demuestran que no solo inhibi6
el crecimiento del tumor, si no que el tamafio del tumor existente se redujo realmente mediante el tratamiento con el
Compuesto I.

Ejemplo 4

Efecto del Compuesto | sobre xenoinjertos de cancer renal

Ratones nu/nu hembra que portaban xenoinjertos A498 (células de cancer renal humanas) se mantuvieron hasta
gue el volumen del tumor midié aproximadamente 100 mm3. En ese momento, el tratamiento comenzé con el
Compuesto | a una velocidad de 30 mg/kg administrado dos veces al dia. Los resultados de las mediciones del
volumen del tumor a lo largo de un periodo de 20 dias se muestran en la Figura 9, la cual demuestra que este nivel
de dosificacién proporciona una reduccion significativa del crecimiento del tumor in vivo.

Ejemplo 5

Niveles en plasma del Compuesto | en ratones que portan xenoinjertos de tumor

Se observaron los niveles en plasma del Compuesto | en ratones nu/nu hembra que portaban uno de los
xenoinjertos de células cancerosas usado en los dos ejemplos anteriores. EIl Compuesto | se administré en una
dosis Unica a una velocidad de 30 mg/kg a cada sujeto de ensayo, y los niveles en plasma se monitorizaron durante
12 horas después de ello. Los niveles en plasma del Compuesto | alcanzaron un maximo alrededor de 2-4 horas
después de la administracion en cada caso, y volvieron esencialmente a cero 8 horas después de la dosis Unica a
esa velocidad, tal y como se muestra en la Figura 10. La concentracion plasmatica maxima para esos sujetos,
después de una Unica inyeccion a la dosis que se demostré que era eficaz para inhibir el crecimiento tumoral de
cada xenoinjerto (véanse los ejemplos anteriores, y las Figuras 8-9) fueron en general inferiores a aproximadamente
7000 ng/ml.

Ejemplo 6
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Farmacocinética y toxicocinética del Compuesto | en ratas

El Compuesto | se dosificé a 60, 120, o 240 mg/kg/dia administrado como una dosis Unica durante un periodo de
hasta 14 dias en ratas sanas. La Figura 11 muestra los niveles sanguineos medidos del Compuesto | durante un
periodo de 24 horas para cada sujeto de ensayo durante el primer dia del tratamiento (lineas discontinuas) y el
ultimo dia del tratamiento (lineas continuas) para la dosis tolerada. La concentracion maxima del Compuesto |
(Cmax) y el area bajo la curva (AUC) para la dosis tolerada fueron mayores que las observadas con dosis eficaces
del Compuesto | en los tumores del modelo de xenoinjerto en ratones. Por ejemplo, la dosificacion de 60 mg/kg al
dia produjo una Cmax de 7300 ng/ml, mientras que la Cmax para la dosis antitumoral eficaz en el ensayo de
xenoinjerto fueron de 2800 y 5600 ng/ml. Analogamente, la AUC para la dosificacion de 60 mg/kg/dia en este
estudio fue de 58.000 ng-h/ml, mientras que las correspondientes AUC en los ratones que portaban el xenoinjerto
que recibieron dosis de tratamiento eficaces fueron de 15.000 y 18.000 ng-h/ml.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula | 6pticamente activo
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una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, o una composicién farmacéutica que comprende un compuesto
Opticamente activo de férmula | o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; para uso en un método de
tratamiento de un tumor sélido en un sujeto.

2. El compuesto para uso de la reivindicacion 1, en donde el tumor sélido se selecciona de entre el grupo que
consiste en cancer pancreatico; cancer de vejiga; cancer colorrectal; cancer de mama; cancer de préstata; cancer
renal; cancer hepatocelular; cancer de pulmén; cancer de ovario; cancer de cuello uterino; cancer gastrico; cancer
de esdéfago; cancer de cabeza y cuello; melanoma; canceres neuroendocrinos; canceres del SNC; tumores
cerebrales; cancer 6seo; y sarcoma de los tejidos blandos, o en donde el tumor sélido se selecciona de entre cancer
no microcitico de pulmon, cancer microcitico de pulmoén, cancer de colon, cancer del SNC, melanoma, cancer de
ovario, cancer renal, cancer de préstata y cancer de mama.

3. El compuesto para uso de la reivindicacién 1, en el que el enantiomero S predomina sobre el enantiomero R en
una relaciéon de al menos aproximadamente 9:1 y preferentemente en el que el enantiémero S predomina sobre el
enantiomero R en una relacion de al menos aproximadamente 19:1.

4. El compuesto para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el compuesto es para administracion
al sujeto por via oral, por via intravenosa o mediante inhalacién, y preferentemente en donde el compuesto es para
administracion al sujeto en forma sélida.

5. El compuesto para uso de la reivindicacién 4, en el que la forma sélida comprende el compuesto de formula |
Opticamente activo mezclado con al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

6. El compuesto para uso de la reivindicacion 5, en donde el tumor sélido es cancer de ovario, renal, de mama, de
pulmén, de colon o de préstata.

7. El compuesto para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en dondeel sujeto no responde al tratamiento de
guimioterapia o sufre una recaida tras el tratamiento de quimioterapia.

8. El compuesto para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el compuesto de formula | es para su
administracion a una dosis de 20-500 mg/dia, o preferentemente a una dosis de 50-250 mg/dia, o mas
preferentemente a una dosis de 50-150 mg dos veces al dia.

9. El compuesto para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde un compuesto de férmula | es para
administracion al menos dos veces al dia.

10. El compuesto para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el sujeto es un sujeto humano.

11. El compuesto para uso de la reivindicaciéon 10, en donde la concentracién del compuesto en la sangre es entre
40-3000 ng/ml durante un periodo de 12 horas desde el momento de la administracion.

12. El compuesto para uso de la reivindicacién 10, en donde la concentraciéon del compuesto en la sangre es entre
aproximadamente 100 nM y 2000 nM en el sujeto tratado.

13. El compuesto para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el método de tratamiento comprende
adicionalmente administrar ademas de un compuesto de férmula | a dicho sujeto una cantidad terapéuticamente
eficaz de al menos un agente terapéutico y/o un procedimiento terapéutico seleccionado para tratar dicho cancer en
dicho paciente, y en donde dicho agente terapéutico se selecciona preferentemente de entre el grupo siguiente que
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consiste en docetaxel, mitoxantrona, prednisona, estramustina, antraciclinas, (doxorubicina (Adriamycin), epirubicina
(Ellence), y doxorubicina liposémica (Doxil), taxanos (docetaxel (Taxotere), paclitaxel (Taxol), y paclitaxel unido a
proteinas (Abraxane), ciclofosfamida (Cytoxan), capecitabina (Xeloda) y 5 fluorouracilo (5 FU), gemcitabina
(Gemzar), metotrexato, vinorelbina (Navelbine), un inhibidor del RFCE tal como erlotinib, trastuzumab, Herceptin,
Avastin, platinos (cisplatino, carboplatino), temazolamida, interferén alfa, e IL-2, o en donde dicho agente terapéutico
se selecciona de entre el grupo que consiste en un inhibidor del RFCE, un inhibidor de la mTOR, un platino y un
taxano.

14. El compuesto para uso de la reivindicacion 13, en donde dicho procedimiento terapéutico se selecciona de entre
el grupo que consiste en trasplante de células madre de sangre periférica, trasplante autélogo de células madre
hematopoyéticas, trasplante autélogo de médula Osea, terapia con anticuerpos, terapia biolégica, terapia con
inhibidores de enzimas, irradiacion total del cuerpo, infusiéon de células madre, ablacion de médula 6sea con apoyo
de células madre, trasplante de células madre de sangre periférica tratadas in vitro, trasplante de sangre de cordén
umbilical, técnica inmunoenzimatica, compuesto de tincién inmunohistoquimica, estudio farmacolégico, terapia de
rayos gamma con cobalto 60 de baja TLE, bleomicina, cirugia convencional, radioterapia, quimioterapia de dosis alta
y trasplante alogénico no mieloablativo de células madre hematopoyéticas.

15. El compuesto para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, que comprende ademas obtener una muestra
bioldgica de dicho sujeto; y analizar dicha muestra biolégica con un procedimiento analitico seleccionado de entre el
grupo que consiste en analisis quimico de la sangre, andlisis de translocaciones cromosomicas, biopsia con aguja,
hibridacion fluorescente in situ, analisis con biomarcadores de laboratorio, compuesto de tincidn
inmunohistoquimica, citometria de flujp o una combinacién de los mismos, en donde el compuesto es
preferentemente para su administraciéon a dicho sujeto dos veces al dia durante aproximadamente 28 dias y
después se deja de administrar durante al menos 7 dias.
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Figura 1

Mecanismos primarios de la activacion de la via de la PI3K
en tumores sélidos
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Figura 3
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