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DESCRIPCION
Derivados heterociclicos novedosos
Campo de la Invencion
La invencion se refiere a derivados de purina y a las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos,
Antecedentes de la Invencion

La superfamilia de las cinasas de fosfatidil-inositol-3 comprende 4 diferentes cinasas de lipido o de proteina
relacionadas con PI3K. Las clases I, Il y Il son cinasas de lipido que difieren en virtud de sus especificidades del
sustrato, mientras que las PI3Ks clase IV (también denominadas como PIKKs) son cinasas de proteina. Las cinasas
de fosfatidil-inositol-3 clase | comprenden una familia de cinasas de lipido que catalizan la transferencia de fosfato
hasta la posicién D-3' de los lipidos de inositol para producir fosfoinositol-3-fosfato (PIP), fosfoinositol-3,4-difosfato
(PIPy), y fosfoinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3) que, a su vez, actian como segundos mensajeros en las cascadas de
sefializacion mediante el atracamiento de la proteinas que contienen homologia con pleckstrina, FYVE, Phox y otros
dominios de enlace de fosfolipido en una variedad de complejos de sefializacion con frecuencia en la membrana de
plasma ((Vanhaesebroeck y colaboradores, Annu. Rev. Biochem 70: 535 (2001); Katso y colaboradores, Annu. Rev.
Cell Dev. Biol. 17: 615 (2001)). De las dos PI3Ks Clase I, las PI3Ks Clase IA son heterodimeros compuestos de una
subunidad catalitica p110 (isoformas a, 3, &) constitutivamente asociada con una subunidad reguladora que puede
ser p85a, p55a, p50a, p85B o p55y. La subclase de Clase IB tiene un miembro de la familia, un heterodimero
compuesto de una subunidad catalitica p110y asociada con una de dos subunidades reguladoras, p101 o p84
(Fruman y colaboradores, Annu Rev. Biochem. 67: 481 (1998); Suire y colaboradores, Curr. Biol. 15: 566 (2005)).
Los dominios modulares de las subunidades p85/55/50 incluyen los dominios de Homologia con Src (SH2) que se
enlazan a los residuos de fosfotirosina en un contexto especifico de la secuencia sobre las cinasas de tirosina
receptoras y citoplasmicas activadas, lo cual da como resultado la activacion y localizacion de las PI3Ks Clase IA. La
PI3K Clase IB es directamente activada por los receptores acoplados con proteina-G que se enlazan a un repertorio
diverso de ligandos peptidicos y no peptidicos (Stefens y colaboradores, Cell 89: 105 (1997)); Katso y
colaboradores, Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 17: 615-675 (2001)). En consecuencia, los productos de fosfolipido
resultantes de la PI3K Clase | enlazan los receptores corriente arriba con las actividades celulares corriente abajo,
incluyendo proliferacion, sobrevivencia, quimiotaxis, trafico celular, movilidad, metabolismo, respuestas inflamatorias
y alérgicas, transcripcion y traduccion (Cantley y colaboradores, Cell 64: 281 (1991); Escobedo y Williams, Nature
335:85 (1988); Fantl y colaboradores, Cell 69: 413 (1992)).

En muchos casos, PIP2 y PIP3 reclutan la Akt, el producto del homélogo humano del oncogén viral v-Akt, hacia la
membrana de plasma, en donde actia como un punto nodal para muchas sendas de sefializacion intracelulares
importantes para el crecimiento y la sobrevivencia (Fantl y colaboradores, Cell 69: 413-423(1992); Bader y
colaboradores, Nature Rev. Cancer 5: 921 (2005); Vivanco y Sawyer, Nature Rev. Cancer 2: 489 (2002)). La
regulacion aberrante de PI3K, que con frecuencia aumenta la sobrevivencia a través de la activacion de Akt, es uno
de los eventos mas prevalecientes en el cancer humano, y se ha demostrado que se presenta en mdltiples niveles.
El gen supresor de tumor PTEN, que desfosforila las fosfoinositidas en la posicion 3’ del anillo de inositol, y al
hacerlo de esa manera antagoniza la actividad de PI3K, se suprime funcionalmente en una variedad de tumores. En
otros tumores, se amplifican los genes para la isoforma p110a, PIK3CA, y para Akt, y se ha demostrado un aumento
de la expresién de proteina de sus productos genéticos en varios canceres humanos. Adicionalmente, se han
descrito mutaciones y la translocalizacién de p85a que sirven para aumentar el complejo p85-p110 en los canceres
humanos. También se han descrito mutaciones en mal sentido somaticas en PIK3CA que activan las sendas de
sefializacion corriente abajo en frecuencias significativas en una amplia diversidad de canceres humanos (Kang y
colaboradores, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 102: 802 (2005); Samuels y colaboradores, Science 304: 554 (2004);
Samuels y colaboradores, Cancer Cell 7: 561-573 (2005)). Estas observaciones muestran que la desregulacion de la
cinasa de fosfoinositol-3 y los componentes corriente arriba y corriente abajo de esta senda de sefializacion, es una
de las desregulaciones mas comunes asociadas con los canceres humanos y las enfermedades proliferativas
(Parsons y colaboradores, Nature 436: 792 (2005); Hennessey y colaboradores, Nature Rev. Drug Dis. 4: 988-1004
(2005)).

El objetivo de rapamicina de mamifero (mMTOR) es un miembro de PI3K Clase IV. mTOR se ensambla a una red de
sefializacion que transduce sefiales de nutrientes y otros diferentes estimulos para regular una amplia gama de
funciones celulares, incluyendo crecimiento, proliferacion, sobrevivencia, autofagia, diversos tipos de diferenciacion y
metabolismo celular. En las células de mamifero, la proteina de mTOR se encuentra formando complejo en dos
entidades distintas denominadas como mTORC1 y mTORC2. El complejo de mTORC1, es decir mTOR asociado
con raptor, ha sido el objeto de numerosos estudios. Es mTORCL1 el que integra los ingresos de nutrientes y factor
de crecimiento, y es a su vez responsable de la regulacion del crecimiento celular, principalmente a través de los
reguladores de la sintesis de proteinas, tales como 4EBP1 o RPS6. La regulaciéon de mTORCL1 requiere de la
activacion de PI3K y Akt para la activacion, significando que mTORC1 es un efector de la senda de PI3K. Se ha
demostrado que mTOR, cuando estd asociado en el complejo de mTOR 2 (mTORC?2), es responsable de la
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activacion de Akt mediante la fosforilacion de S473 (numeracién de Akt 1) (Sarbassov y colaboradores, Science 307:
7098 (2005)). Por consiguiente, mMTORC2 se considera aqui como un activador de Akt corriente arriba. Es
interesante que mMTOR, por consiguiente, se puede considerar importante tanto corriente arriba como corriente abajo
de Akt. Por consiguiente, la inhibicion catalitica de mTOR podria representar una manera Unica de dirigir un bloqueo
muy fuerte en la senda de PI3K-Akt, mediante la direccion de los efectores tanto corriente arriba como corriente
abajo.

También se ha demostrado un vinculo entre la inhibicion de mTOR y la autofagia (Ravikumar y colaboradores, Nat
Genet. 36(6): 585-95 (2004)). La autofagia es esencial para la homeostasia neuronal, y su disfunciéon se ha
vinculado a la neurodegeneracion. La pérdida de autofagia en las neuronas provoca enfermedad neurodegenerativa
en los ratones (Komatsu y colaboradores, Nature 441: 880-4 (2006); Hara y colaboradores, Nature 441: 885-9
(2006)) sugiriendo una funcién critica para la autofagia con el fin de mantener la homeostasia de proteina en las
neuronas. Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por inclusiones de proteinas mal plegadas como
una de sus marcas. La induccion de autofagia potencia la eliminacion de proteinas mal plegadas y, por consiguiente,
Se propone como una terapia para las proteinopatias neurodegenerativas.

La enfermedad de Huntington (HD) es un trastorno neurodegenerativo dominante autosomal en donde una mutacion
del gen IT15 que codifica la proteina Huntingtina (Htt) conduce a la expansion de poliglutamina en el Ex6nl de Hit.
La acumulacion intracelular de esta proteina Htt mutante y la atrofia cerebral (en particular de la corteza y el estriato)
son las caracteristicas principales de la enfermedad de Huntington (HD). Clinicamente conduce a la alteracion del
movimiento y a la disfuncion cognitiva ademas de alteraciones psiquiatricas y pérdida de peso.

La inhibicion de mTOR induce autofagia y reduce la acumulacién de Htt mutante y la muerte celular mediada por Hit
mutante en los modelos in vitro e in vivo de la enfermedad de Huntington (HD) (Ravikumar y colaboradores, Nat
Genet. 36(6): 585-95 (2004)). Por consiguiente, la inhibicion de mTOR proporciona una oportunidad para la
intervencion farmacéutica y la modulacion de los procesos celulares alterados caracteristicos de la enfermedad de
Huntington (HD).

En vista de lo anterior, los inhibidores de las PI3Ks Clase | y mTOR se consideran valiosos en el tratamiento de
enfermedades proliferativas y de otros trastornos, en particular, HD.

La presente invencion se refiere a novedosos derivados de purina que tienen una actividad inhibidora de PI3K Clase
I y/lo de mTOR, a su preparacion, a su uso médico, y a los medicamentos que los comprenden.

Resumen de la invencién

En un primer aspecto, la invencion se refiere a un compuesto de la formula (I), o a una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo:

en donde:

X representa N o CH,;
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R! representa:

18

en donde:

R'® y R* representan independientemente hidrégeno, halégeno, hidroxilo, o hidroxi-alquilo de 1 a 3 atomos de
5 carbono-;

R y R# representan independientemente hidrégeno, amino, hidroxi, carboxi, alcoxi de 1 a 3 atomos de carbono,
amino-alquilo de 1 a 3 &tomos de carbono-,

alquilo de 1 a 3 atomos de carbono-C(=0)-NH-, alquilo de 1 a 3 atomos de carbono-S(=0)m-NH- o hidroxi-alquilo de
1 a 3 atomos de carbono-;

10 m representa 0, 1 0 2;
R% representa hidrégeno, halégeno o alcoxi de 1 a 3 atomos de carbono; o

R! se selecciona a partir del grupo que consiste en:

N
HNT O N

=ZT

en donde:
15  R* representa hidrégeno o metilo;
R* representa hidrégeno, oxo o alquilo de 1 a 3 atomos de carbono;

R? R® R R, R% R, R%, R% R, R™ R¥ R™, R“ R™ Ry R" representan independientemente hidrégeno o
metilo;

o R? y R® forman juntos un puente de etileno;
20 o R?y R°® forman juntos un puente de metileno;

R'?y R™ forman juntos un puente de etileno; y
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Y representa O, CHR* o CR*R?*’
en donde:
R?® representa hidroxi o alcoxi de 1 a 3 &tomos de carbono; y
R?®y R?" representan independientemente hidrégeno o halégeno;
5 con la condicién de que el compuesto de la formula (1) es diferente de 2,6-di-morfolin-4-il-8-fenil-9H-purina.

En un segundo aspecto, la invencién se refiere a un compuesto de la férmula (I), 0 a una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo:

en donde:
10 X representa N o CH;

R! representa:

22

20

R™ R'®
en donde:

R y R* representan independientemente hidrégeno, halégeno, hidroxi, o hidroxi-alquilo de 1 a 3 atomos de
15 carbono-;

R y R# representan independientemente hidrégeno, amino, hidroxi, carboxi, alcoxi de 1 a 3 atomos de carbono,
amino-alquilo de 1 a 3 atomos de carbono-, alquilo de 1 a 3 &tomos de carbono-C(=0)-NH-, alquilo de 1 a 3 atomos
de carbono-S(=0)m-NH- o hidroxi-alquilo de 1 a 3 &tomos de carbono-;

m representa 0, 1 0 2;
20 R% representa hidrégeno, haldégeno o alcoxi de 1 a 3 atomos de carbono; o

R! se selecciona a partir del grupo que consiste en:
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(= — s 0
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en donde:

=T

I

4
/

R?® representa hidrégeno o metilo;
R* representa hidrégeno, oxo o alquilo de 1 a 3 atomos de carbono;

R% R% R* R R® R’, R® R% RY, R, RY R™ RM R™, Ry R representan independientemente hidrégeno o
metilo; o R®y R® forman juntos un puente de etileno; y

Y representa O, CHR? o CR*R?%’

en donde:

R* representa hidroxi o alcoxi de 1 a 3 atomos de carbono; y

R*®y R*’ representan independientemente hidrégeno o halégeno;

con la condicion de que el compuesto de la formula (1) es diferente de 2,6-di-morfolin-4-il-8-fenil-9H-purina.
Definiciones

Como se utiliza en la presente, el término "halégeno” o "halo” se refiere a fltor, cloro, bromo, y yodo.

Como se utiliza en la presente, el término “alquilo de 1 a 3 atomos de carbono” se refiere a una fraccién de
hidrocarburo completamente saturado ramificado o no ramificado que tiene hasta 3 atomos de carbono. Los
ejemplos representativos de alquilo de 1 a 3 atomos de carbono incluyen metilo, etilo, propilo normal e iso-propilo.

Como se utiliza en la presente, el término “alcoxilo de 1 a 3 atomos de carbono" se refiere a alquilo de 1 a 3 atomos
de carbono-O-, en donde el alquilo de 1 a 3 4&tomos de carbono es como se define anteriormente en la presente. Los
ejemplos representativos de alcoxilo de 1 a 3 &tomos de carbono incluyen metoxilo, etoxilo, propoxilo y 2-propoxilo.

Como se utiliza en la presente, el término “hidroxi-alquilo de 1 a 3 atomos de carbono” se refiere a un grupo alquilo
de 1 a 3 atomos de carbono como se define anteriormente en la presente, en donde uno de los atomos de hidrégeno
del grupo alquilo de 1 a 3 atomos de carbono es reemplazado por OH. Los ejemplos representativos de hidroxi-
alquilo de 1 a 3 atomos de carbono incluyen, pero no se limitan a, hidroxi-metilo, 2-hidroxi-etilo, 2-hidroxi-propilo y 3-
hidroxi-propilo.

Como se utiliza en la presente, el término “amino-alquilo de 1 a 3 atomos de carbono” se refiere a un grupo alquilo
de 1 a 3 atomos de carbono como se define anteriormente en la presente, en donde uno de los &tomos de hidrégeno
del grupo alquilo de 1 a 3 atomos de carbono es reemplazado por un grupo amino primario. Los ejemplos
representativos de hidroxi-alquilo de 1 a 3 atomos de carbono incluyen, pero no se limitan a, amino-metilo, 2-amino-
etilo, 2-amino-propilo y 3-amino-propilo.
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Descripcion Detallada de la Invencién

La presente invencién proporciona compuestos y formulaciones farmacéuticas de los mismos que pueden ser Utiles
en el tratamiento o en la prevencion de enfermedades, condiciones y/o trastornos modulados mediante la inhibicién
de PI3Ks Clase | y/o mTOR.

Realizacién 1:  Un compuesto de la féormula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como se
describe anteriormente en la presente.

Realizacién 2:  Un compuesto de la férmula (l), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como se
describe anteriormente en la presente.

Realizacion 3: Un compuesto de acuerdo con la realizaciéon 1 o con la realizacion 2, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, en donde X representa N.

Realizacién 4:  Un compuesto de acuerdo con la realizacion 1 o con la realizacion 2, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, en donde X representa CH.

Realizacién 5: Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 4, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, en donde R! representa:

R21 R22

20

R19 R'®

en donde:

R'® y R* representan independientemente hidrégeno, halégeno, hidroxi, o hidroxi-alquilo de 1 a 3 atomos de
carbono-;

R y R# representan independientemente hidrégeno, amino, hidroxi, carboxi, alcoxi de 1 a 3 atomos de carbono,
amino-alquilo de 1 a 3 4tomos de carbono-, alquilo de 1 a 3 atomos de carbono-C(=0)-NH-, alquilo de 1 a 3 atomos
de carbono-S(=0)m-NH- o hidroxi-alquilo de 1 a 3 atomos de carbono-;

m representa 0,10 2;y

R% representa hidrégeno, halégeno o alcoxi de 1 a 3 atomos de carbono.

Realizacién 6: Un compuesto de acuerdo con la realizaciéon 5, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
en donde cuando menos uno de R*®, R*, R?°, R*y R* no es hidrégeno.

Realizacién 7:  Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 4, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, en donde R! se selecciona a partir del grupo que consiste en:
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=
/
z
AN
/
ZT

ZT

= - el

en donde:
R?® representa hidrégeno o metilo; y
R?* representa hidrégeno, oxo o alquilo de 1 a 3 atomos de carbono.

Realizaciéon 8:  Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 7, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, en donde Y representa O;

Realizacion 9:  Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las realizaciones 1 a 7, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, en donde Y representa CHR*® 0 CR*'R?.

Realizacion 10:  Un compuesto de acuerdo con la realizacion 1 o con la realizacion 2, el cual se selecciona a partir
de:

3-[2-(2,6-dimetil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenol;
3-(2,4-dimorfolino-7H-pirrolo-[2,3-d]-pirimidin-6-il)-fenol;
2,6-bis-(3-metil-morfolin-4-il)-8-(1H-pirrolo-[2,3-b]-piridin-4-il)-9H-purina;
{2-fluoro-5-[6-(3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil}-metanol;
2-(4,4-difluoro-piperidin-1-il)-8-(1H-indol-4-il)-6-(3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
5-[2,6-bis-(3-metil-morfolin-4-il)-9H-purin-8-il]-1,3-dihidro-benzo-imidazol-2-ona;
{5-[2,6-bis-(3-metil-morfolin-4-il)-9H-purin-8-il]-2-metoxi-fenil}-metanol;
8-(1H-Indol-4-il)-2-morfolin-4-il-6-(8-oxa-3-aza-biciclo-[3.2.1]-oct-3-il)-9H-purina;
acido 2-metoxi-5-[6-(3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-benzoico;
{4-cloro-3-[6-(3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil}-metanol;
3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-bencil-amina;

1-{3-[6-(3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9QH-purin-8-il]-fenil}-etanol;
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2,6-di-morfolin-4-il-8-(1H-pirrolo-[3,2-b]-piridin-6-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-2,6-bis-(3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2,6-bis-(3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
1-[8-(1H-Indol-4-il)-6-(3-metil-morfolin-4-il)-9H-purin-2-il]-piperidin-4-ol;
{3-[2,6-bis-(3-metil-morfolin-4-il)-9H-purin-8-il]-5-metoxi-fenil}-metanol;
8-(1H-Indol-4-il)-2-(3-metil-morfolin-4-il)-6-(3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
{3-[2,6-bis-(3-metil-morfolin-4-il)-9H-purin-8-il]-4-fluoro-fenil}-metanol;
8-(1H-Indol-4-il)-6-(3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-6-(3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2,6-bis-(3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-6-(3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-6-(3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2-(4-metoxi-piperidin-1-il)-6-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2,6-di-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-indazol-4-il)-2,6-di-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-2,6-di-morfolin-4-il-9H-purina;
3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil-amina;
N-[3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil]-acetamida;
8-(2-metil-1H-indol-4-il)-2,6-di-morfolin-4-il-9H-purina;
3-[2-(2,6-dimetil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil-amina;
N-[3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil]-metan-sulfonamida;
{2-[2-(2,6-dimetil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil}-metanol;
[2-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil]-metanol;
3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenol;
[3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil]-metanol;
2-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenol;
3-[2-(2,6-dimetil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenal;
3-(2,4-dimorfolino-7H-pirrolo-[2,3-d]-pirimidin-6-il)-fenol;

2,6-bis-(3-metil-morfolin-4-il)-8-(1H-pirrolo-[2,3-b]-piridin-4-il)-9H-purina;

{2-fluoro-5-[6-(3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil}-metanol;

2-(4,4-difluoro-piperidin-1-il)-8-(1H-indol-4-il)-6-(3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;

9
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5-[2,6-bis-(3-metil-morfolin-4-il)-9H-purin-8-il]-1,3-dihidro-benzo-imidazol-2-ona;
{5-[2,6-bis-(3-metil-morfolin-4-il)-9H-purin-8-il]-2-metoxi-fenil}-metanol;

8-(1H-Indol-4-il)-2-morfolin-4-il-6-(8-oxa-3-aza-biciclo-[3.2.1]-oct-3-il)-9H-purina;
acido 2-metoxi-5-[6-(3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-benzoico;

{4-cloro-3-[6-(3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil}-metanol;
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3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-bencil-amina;
1-{3-[6-(3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil}-etanol;
2,6-di-morfolin-4-il-8-(1H-pirrolo-[3,2-b]-piridin-6-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-2,6-bis-(3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2,6-bis-(3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
1-[8-(1H-Indol-4-il)-6-(3-metil-morfolin-4-il)-9H-purin-2-il]-piperidin-4-ol;

{3-[2,6-bis-(3-metil-morfolin-4-il)-9H-purin-8-il]-5-metoxi-fenil}-metanol;

8-(1H-Indol-4-il)-2-(3-metil-morfolin-4-il)-6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;

{3-[2,6-bis-(3-metil-morfolin-4-il)-9H-purin-8-il]-4-fluoro-fenil}-metanol;
8-(1H-Indol-4-il)-6-(3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-6-(3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2,6-bis-(3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-6-(3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-6-(3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2-(4-metoxi-piperidin-1-il)-6-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2,6-di-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-indazol-4-il)-2,6-di-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-2,6-di-morfolin-4-il-9H-purina;
3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil-amina;
N-[3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil]-acetamida;
8-(2-metil-1H-indol-4-il)-2,6-di-morfolin-4-il-9H-purina;
3-[2-(2,6-dimetil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil-amina;
N-[3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil]-metan-sulfonamida;
{2-[2-(2,6-dimetil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil}-metanol;
[2-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil]-metanol;
3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenol;
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[3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil]-metanol;
2-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenol;
6-(3,3-dimetil-morfolin-4-il)-8-(1H-indol-6-il)-2-morfolin-4-il-9H-purina;
6-(3,3-dimetil-morfolin-4-il)-8-(1H-indol-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(2,3-dihidro-1H-indol-4-il)-2-(3-metil-morfolin-4-il)-6-(3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
8-(2,3-dihidro-1H-indol-4-il)-2,6-bis-(3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2-(3-metil-morfolin-4-il)-6-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-2-(3-metil-morfolin-4-il)-6-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-2,6-bis-(3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-6-(3-metil-morfolin-4-il)-2-(8-oxa-3-aza-biciclo-[3.2.1]-oct-3-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2-(3-metil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-2-morfolin-4-il-6-(2-oxa-5-aza-biciclo-[2.2.1]-hept-5-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2-(3-metil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2-morfolin-4-il-6-(2-oxa-5-aza-biciclo-[2.2.1]-hept-5-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-6-(3-metil-morfolin-4-il)-2-(8-oxa-3-aza-biciclo-[3.2.1]-oct-3-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-6-(3-metil-morfolin-4-il)-2-(8-oxa-3-aza-biciclo-[3.2.1]-oct-3-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-2-morfolin-4-il-6-(3-oxa-8-aza-biciclo-[3.2.1]-oct-8-il)-9H-purina;

8-(1H-Indol-4-il)-2-morfolin-4-il-6-(3-oxa-8-aza-biciclo-[3.2.1]-oct-8-il)-9H-purina;

6-(1H-Indol-4-il)-4-(3-metil-morfolin-4-il)-2-(3-metil-morfolin-4-il)-7H-pirrolo-[2,3-d]-pirimidina;

6-(1H-Indol-4-il)-2,4-di-morfolin-4-il-7H-pirrolo-[2,3-d]-pirimidina;

y las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Realizacion 11: Un compuesto de acuerdo con la realizacion 1 o con la realizacion 2, el cual se selecciona a partir

de:

3-[2-((2S,6R)-2,6-dimetil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenal;
3-(2,4-dimorfolino-7H-pirrolo-[2,3-d]-pirimidin-6-il)-fenol;
2,6-bis-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-8-(1H-pirrolo-[2,3-b]-piridin-4-il)-9H-purina;
{2-fluoro-5-[6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil}-metanol;
2-(4,4-difluoro-piperidin-1-il)-8-(1H-indol-4-il)-6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
5-[2,6-bis-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purin-8-il]-1,3-dihidro-benzo-imidazol-2-ona;
{5-[2,6-bis-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purin-8-il]-2-metoxi-fenil}-metanol;

8-(1H-Indol-4-il)-2-morfolin-4-il-6-(8-oxa-3-aza-biciclo-[3.2.1]-oct-3-il)-9H-purina;
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acido 2-metoxi-5-[6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-benzoico;
{4-cloro-3-[6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil}-metanol;
3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-bencil-amina;
1-{3-[6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil}-etanol;
2,6-di-morfolin-4-il-8-(1H-pirrolo-[3,2-b]-piridin-6-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-2,6-bis-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2,6-bis-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
1-[8-(1H-Indol-4-il)-6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purin-2-il]-piperidin-4-ol;
{3-[2,6-bis-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purin-8-il]-5-metoxi-fenil}-metanol;
8-(1H-Indol-4-il)-2-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
{3-[2,6-bis-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purin-8-il]-4-fluoro-fenil}-metanol;
8-(1H-Indol-4-il)-6-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-6-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2,6-bis-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2-(4-metoxi-piperidin-1-il)-6-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2,6-di-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-indazol-4-il)-2,6-di-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-2,6-di-morfolin-4-il-9H-purina;
3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil-amina;
N-[3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil]-acetamida;
8-(2-metil-1H-indol-4-il)-2,6-di-morfolin-4-il-9H-purina;
3-[2-((2S,6R)-2,6-dimetil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil-amina;
N-[3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil]-metan-sulfonamida;
{2-[2-((2S,6R)-2,6-dimetil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil}-metanol;
[2-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil]-metanol;
3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenol;
[3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil]-metanol;
2-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenol;
3-[2-((2S,6R)-2,6-dimetil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenol;
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3-(2,4-dimorfolino-7H-pirrolo-[2,3-d]-pirimidin-6-il)-fenol;
2,6-bis-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-8-(1H-pirrolo-[2,3-b]-piridin-4-il)-9H-purina;
{2-fluoro-5-[6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil}-metanol;
2-(4,4-difluoro-piperidin-1-il)-8-(1H-indol-4-il)-6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
5-[2,6-bis-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purin-8-il]-1,3-dihidro-benzo-imidazol-2-ona;
{5-[2,6-bis-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-OH-purin-8-il]-2-metoxi-fenil}-metanol;
8-(1H-Indol-4-il)-2-morfolin-4-il-6-(8-oxa-3-aza-biciclo-[3.2.1]-oct-3-il)-9H-purina;
acido 2-metoxi-5-[6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-benzoico;
{4-cloro-3-[6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil}-metanol;
3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-bencil-amina;
1-{3-[6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil}-etanol;
2,6-di-morfolin-4-il-8-(1H-pirrolo-[3,2-b]-piridin-6-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-2,6-bis-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2,6-bis-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
1-[8-(1H-Indol-4-il)-6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purin-2-il]-piperidin-4-ol;
{3-[2,6-bis-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purin-8-il]-5-metoxi-fenil}-metanol;
8-(1H-Indol-4-il)-2-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
{3-[2,6-bis-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purin-8-il]-4-fluoro-fenil}-metanol;
8-(1H-Indol-4-il)-6-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-6-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2,6-bis-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2-(4-metoxi-piperidin-1-il)-6-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2,6-di-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-indazol-4-il)-2,6-di-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-2,6-di-morfolin-4-il-9H-purina;
3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil-amina;
N-[3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil]-acetamida;
8-(2-metil-1H-indol-4-il)-2,6-di-morfolin-4-il-9H-purina;
3-[2-((2S,6R)-2,6-dimetil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil-amina;
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N-[3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil]-metan-sulfonamida;
{2-[2-((2S,6R)-2,6-dimetil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil}-metanol;
[2-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil]-metanol;

3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenol;

[3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil]-metanol;

2-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenol;
6-(3,3-dimetil-morfolin-4-il)-8-(1H-indol-6-il)-2-morfolin-4-il-9H-purina;
6-(3,3-dimetil-morfolin-4-il)-8-(1H-indol-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(2,3-dihidro-1H-indol-4-il)-2-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-6-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
8-(2,3-dihidro-1H-indol-4-il)-2,6-bis-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-6-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-2-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-6-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-2,6-bis-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-6-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-2-(8-oxa-3-aza-biciclo-[3.2.1]-oct-3-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-2-morfolin-4-il-6-(1S,4S)-2-0xa-5-aza-biciclo-[2.2.1]-hept-5-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2-morfolin-4-il-6-(1S,4S)-2-0xa-5-aza-biciclo-[2.2.1]-hept-5-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-2-(8-oxa-3-aza-biciclo-[3.2.1]-oct-3-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-2-(8-oxa-3-aza-biciclo-[3.2.1]-oct-3-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-2-morfolin-4-il-6-(3-oxa-8-aza-biciclo-[3.2.1]-oct-8-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2-morfolin-4-il-6-(3-oxa-8-aza-biciclo-[3.2.1]-oct-8-il)-9H-purina;
6-(1H-Indol-4-il)-4-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-2-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-7H-pirrolo-[2,3-d]-pirimidina;
6-(1H-Indol-4-il)-2,4-di-morfolin-4-il-7H-pirrolo-[2,3-d]-pirimidina;

y las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Tomando en cuenta uno 0 mas de un atomo de carbono asimétrico, el cual puede estar presente en un compuesto
de la férmula (1), un compuesto correspondiente de la férmula (l) puede existir en una forma épticamente activa pura
o en la forma de una mezcla de isbmeros épticos, por ejemplo, en la forma de una mezcla racémica. Todos estos
isémeros Opticos puros y todas sus mezclas, incluyendo las mezclas racémicas, son parte de la presente invencion.

Como se utiliza en la presente, el término “un isbmero 6ptico” o "un estereoisémero” se refiere a cualquiera de las
diferentes configuraciones estereoisoméricas, las cuales pueden existir para un compuesto dado de la presente
invencion, e incluyen los isdmeros geométricos. Se entiende que un sustituyente se puede unir en un centro quiral
de un atomo de carbono. El término "quiral" se refiere a las moléculas que tienen la propiedad de no poderse
sobreponer en su compafiera de imagen especular, mientras que el término "aquiral" se refiere a las moléculas que
se pueden sobreponer en su compafera de imagen especular. Por consiguiente, la invencién incluye los
enantiomeros, diaestereébmeros o racematos del compuesto. Los “enantidmeros” son un par de estereoisomeros
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que son imagenes especulares que no pueden ser superpuestas entre si. Una mezcla 1:1 de un par de
enantiomeros es una mezcla "racémica”. El término se utiliza para designar una mezcla racémica donde sea
apropiado. Los "diaestereoisdmeros” son estereocisémeros que tienen cuando menos dos atomos asimétricos, pero
los cuales no son imagenes especulares entre si. La estereoguimica absoluta es especificada segun el sistema R-S
de Cahn-Ingold-Prelog. Cuando un compuesto es un enantidmero puro, la estereoquimica de cada atomo de
carbono quiral puede especificarse ya sea por R o S. Los compuestos resueltos cuya configuracion absoluta se
desconoce pueden designarse como (+) o (-) dependiendo de la direccion (dextrégira o levogira) en que rotan el
plano de luz polarizada segun la longitud de onda de la linea D del sodio. Ciertos compuestos descritos en la
presente contienen uno 0 mas centros o ejes asimétricos y pueden, por consiguiente, dar origen a los enantiomeros,
los diaesterebmeros, y a otras formas estereocisoméricas que puedan ser definidas, en términos de la
estereoquimica absoluta, como (R) o (S).

Dependiendo de la eleccion de los materiales de partida y de los procedimientos, los compuestos pueden estar
presentes en la forma los isdmeros 6pticos puros racematos y mezclas de diaestereoisomeros, dependiendo del
namero de atomos de carbono asimétricos. La presente invencion pretende incluir todos las posibles mezclas
racémicas, las mezclas diaestereoméricas, y las formas épticamente puras. Los isémeros (R) y (S) opticamente
activos se pueden preparar utilizando sintones quirales o reactivos quirales, o se pueden resolver empleando las
técnicas convencionales. Si el compuesto contiene un doble enlace, el sustituyente puede estar en la configuracion
E o Z. Si el compuesto contiene un cicloalquilo disustituido, el sustituyente de cicloalquilo puede tener una
configuracion cis o trans.

También es posible que los intermediarios y los compuestos de la presente invenciéon puedan existir en diferentes
formas tautoméricas, y todas estas formas estan abarcadas dentro del alcance de la invencion. El término
"tautomero” o "forma tautomérica" se refiere a los isémeros estructurales de diferentes energias que son
interconvertibles por medio de una barrera de baja energia. Por ejemplo, los tautémeros de protones (también
conocidos como tautémeros prototropicos) incluyen interconversiones por medio de la migraciéon de un protén, tales
como isomerizaciones de ceto-enol e imina-enamina. Un ejemplo especifico de un tautdmero de protones es la
fraccion de imidazol en donde el protén puede migrar entre los dos atomos de nitrégeno del anillo. Los tautdmeros
de valencia incluyen interconversiones mediante la reorganizacién de algunos de los electrones de enlace.

Cualesquiera mezclas de isbmeros resultantes se pueden separar con base en las diferencias fisicoquimicas de los
constituyentes, en los isémeros geométricos u opticos puros o sustancialmente puros, diaesteredmeros, racematos,
por ejemplo, mediante cromatografia y/o cristalizacion fraccionaria.

Cualesquiera racematos resultantes de los productos finales o de los intermediarios se pueden resolver en los
antipodas 6pticos mediante métodos conocidos, por ejemplo, mediante la separacién de las sales diaestereoméricas
de los mismos, obtenidas con un acido o base Opticamente activos, y liberando el compuesto acido o basico
Opticamente activo. En particular, por consiguiente, se puede emplear una fraccion basica para resolver los
compuestos de la presente invencion en sus antipodas opticos, por ejemplo, mediante la cristalizacion fraccionaria
de una sal formada con un acido 6pticamente activo, por ejemplo acido tartarico, acido dibenzoil-tartarico, acido
diacetil-tartarico, acido di-O,0'-p-toluoil-tartarico, acido mandélico, acido malico, o acido canfor-10-sulfénico. Los
productos racémicos también se pueden resolver mediante cromatografia quiral, por ejemplo, cromatografia de
liquidos a alta presion (HPLC), utilizando un adsorbente quiral.

Como se utilizan en la presente, los términos "sal" o "sales" se refieren a una sal de adicién de acido o de adicion de
base de un compuesto de la invencion. Las "sales" incluyen en particular las "sales farmacéuticamente aceptables".
El término "sales farmacéuticamente aceptables" se refiere a las sales que conservan las propiedades y la
efectividad bioldgica de los compuestos de esta invencion y, las cuales tipicamente no son biolégicamente o de otra
manera indeseables. En muchos casos, los compuestos de la presente invencion son capaces de formar sales de
acido y/o de base en virtud de la presencia de grupos amino y/o carboxilo o de grupos similares de los mismos.

En una realizacion, la invencion se refiere a un compuesto de la férmula (I), como se define en la presente, en forma
libre. En otra realizacion, la invencion se refiere a un compuesto de la férmula (I), como se define en la presente, en
forma de sal. En otra realizacion, la invencién se refiere a un compuesto de la formula (I), como se define en la
presente, en forma de sal de adiciéon de acido. En una realizacién adicional, la invencién se refiere a un compuesto
de la férmula (I), como se define en la presente, en forma de sal farmacéuticamente aceptable. En todavia una
realizacién adicional, la invencion se refiere a cualquiera de los compuestos de los Ejemplos en forma libre. En
todavia una realizacion adicional, la invencion se refiere a cualquiera de los compuestos de los Ejemplos en forma
de sal. En todavia una realizacién adicional, la invencion se refiere a cualquiera de los compuestos de los Ejemplos
en forma de sal de adicién de acido. En todavia una realizacién adicional, la invencion se refiere a cualquiera de los
compuestos de los Ejemplos en forma de sal farmacéuticamente aceptable.

Las sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables se pueden formar con acidos inorganicos y acidos
organicos, por ejemplo, las sales de acetato, aspartato, benzoato, besilato, bromuro/bromhidrato,
bicarbonato/carbonato, bisulfato/sulfato, canfor-sulfonato, cloruro/clorhidrato, clorteofilonato, citrato, etandisulfonato,
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fumarato, gluceptato, gluconato, glucuronato, hipurato, yodhidrato/yoduro, isetionato, lactato, lactobionato, lauril-
sulfato, malato, maleato, malonato, mandelato, mesilato, metil-sulfato, naftoato, napsilato, nicotinato, nitrato,
octadecanoato, oleato, oxalato, palmitato, pamoato, fosfato/fosfato &acido/fosfato diacido, poligalacturonato,
propionato, estearato, succinato, sulfo-salicilato, tartrato, tosilato, y trifluoroacetato.

Los acidos inorganicos a partir de los cuales se pueden derivar las sales incluyen, por ejemplo, acido clorhidrico,
acido brombhidrico, acido sulftrico, acido nitrico, acido fosférico, y similares. Los acidos organicos a partir de los
cuales se pueden derivar las sales incluyen, por ejemplo, acido acético, acido propiénico, acido glicélico, acido
oxalico, 4cido maleico, &cido maldnico, acido succinico, &cido fumarico, &cido tartarico, acido citrico, &cido benzoico,
acido mandélico, acido metan-sulfénico, acido etanosulfénico, acido toluenosulfénico, acido sulfosalicilico, y
similares. Las sales de adicion de base farmacéuticamente aceptables se pueden formar con bases inorganicas y
organicas.

Las bases inorganicas a partir de las cuales se pueden derivar las sales incluyen, por ejemplo, las sales de amonio y
de los metales de las columnas | a XlI de la Tabla Periddica. En ciertas realizaciones, las sales se derivan a partir de
sodio, potasio, amonio, calcio, magnesio, hierro, plata, zinc, y cobre; las sales particularmente adecuadas incluyen
las sales de amonio, potasio, sodio, calcio y magnesio.

Las bases organicas a partir de las cuales se pueden derivar las sales incluyen, por ejemplo, aminas primarias,
secundarias, y terciarias, aminas sustituidas, incluyendo las aminas sustituidas que se presentan naturalmente,
aminas ciclicas, resinas basicas de intercambio de iones, y similares. Ciertas aminas organicas incluyen isopropil-
amina, benzatina, colinato, dietanolamina, dietil-amina, lisina, meglumina, piperazina y trometamina.

Las sales farmacéuticamente aceptables de la presente invencién se pueden sintetizar a partir de una fraccion
basica o acida, mediante los métodos quimicos convencionales. En términos generales, estas sales se pueden
preparar mediante la reaccion de las formas del acido libre de estos compuestos con una cantidad estequiométrica
de la base apropiada (tal como hidréxido, carbonato, o bicarbonato de Na, Ca, Mg, o K, o similares), o mediante la
reaccion de las formas de base libre de estos compuestos con una cantidad estequiométrica del acido apropiado.
Estas reacciones tipicamente se llevan a cabo en agua o en un solvente organico, o en una mezcla de los dos. En
términos generales, es recomendable el uso de medios no acuosos como éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol,
0 acetonitrilo, cuando sea practicable. Las listas de las sales adecuadas adicionales se pueden encontrar, por
ejemplo, en “Remington's Pharmaceutical Sciences”, 20% Edicién, Mack Publishing Company, Easton, Pa., (1985); y
en “Handbook of Pharmaceutical Salts: Properties, Selection, and Use" por Stahl y Wermuth (Wiley-VCH, Weinheim,
Alemania, 2002).

Adicionalmente, los compuestos de la presente invencion, incluyendo sus sales, también se pueden obtener en la
forma de sus hidratos, o pueden incluir otros solventes utilizados para su cristalizacién. Los compuestos de la
presente invencion pueden formar, inherentemente o por disefio, solvatos, con solventes farmacéuticamente
aceptables (incluyendo agua); por consiguiente, se pretende que la invencién abarque las formas tanto solvatadas
como no solvatadas. El término "solvato" se refiere a un complejo molecular de un compuesto de la presente
invencion (incluyendo las sales farmacéuticamente aceptables del mismo) con una o mas moléculas de solvente.
Estas moléculas de solvente son aquéllas cominmente utilizadas en la técnica farmacéutica, que son conocidas
como inocuas para el receptor, por ejemplo, agua, etanol, y similares. El término "hidrato" se refiere al complejo en
donde la molécula de solvente es agua.

Los compuestos de la invencidn, es decir, los compuestos de la féormula (I) que contienen grupos capaces de actuar
como donadores y/o aceptores para los enlaces de hidrégeno, pueden ser capaces de formar co-cristales con
formadores de co-cristales adecuados. Estos co-cristales se pueden preparar a partir de los compuestos de la
férmula (I) mediante los procedimientos de formacion de co-cristales conocidos. Estos procedimientos incluyen
molienda, calentamiento, co-sublimacion, co-fusién, o contacto en solucion de los compuestos de la formula (1) con
el formador de co-cristales bajo condiciones de cristalizacion, y el aislamiento de los co-cristales formados de esta
manera. Los formadores de co-cristales adecuados incluyen aquéllos descritos en la Publicaciéon Internacional
Numero WO 2004/078163. Por consiguiente, la invencion proporciona ademas co-cristales, los cuales comprenden
un compuesto de la formula (1).

Los compuestos de la presente invencion, incluyendo las sales, hidratos y solvatos de los mismos, pueden formar,
inherentemente o por disefio, polimorfos.

Cualquier formula dada en la presente también pretende representar las formas no marcadas asi como las formas
isotdpicamente marcadas de los compuestos. Los compuestos isotépicamente marcados tienen las estructuras
ilustradas por las féormulas dadas en la presente, excepto que uno o mas atomos son reemplazados por un atomo
gue tiene una masa atdmica o numero de masa seleccionados. Los ejemplos de los isétopos que se pueden
incorporar en los compuestos de la invencion incluyen los is6topos de hidrégeno, carbono, nitrégeno, oxigeno,
fésforo, fltior, y cloro, tales como °H, °H, 'C, °C, *c, N, *F *'p, ¥p, *°s, **Cl, '*°|, respectivamente. La invencion
incluye diferentes compuestos isotopicamente marcados, como se definen en la presente, por ejemplo, aquéllos en
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donde hay is6topos radioactivos presentes, tales como °H y “c, 0 aquéllos en donde hay is6topos no radioactivos
presentes, tales como H y 13C. Estos compuestos isotépicamente marcados son Utiles en los estudios metabolicos
(con 14C), en los estudios de cinética de reaccion (con, por ejemplo, ’H o 3'H), en las técnicas de deteccion o de
formacion de imagenes, tales como tomografia por emision de positrones (PET) o tomografia computarizada con
emisién de un solo fotén (SPECT), incluyendo los ensayos de distribucién del farmaco o del sustrato en el tejido, o
en el tratamiento radioactivo de los pacientes. En particular, un compuesto de ®F 0 marcado puede ser
particularmente deseable para los estudios de PET o SPECT. Los compuestos isotopicamente marcados de la
férmula () se pueden preparar en términos generales mediante las técnicas convencionales conocidas por los
expertos en este campo o mediante procesos analogos a aquéllos descritos en los ejemplos y en las preparaciones
acompafantes, utilizando reactivos isotdpicamente marcados apropiados en lugar del reactivo no marcado
previamente empleado.

Ademas, la sustitucién con is6topos mas pesados, en particular deuterio (es decir, Ho D) puede proporcionar
ciertas ventajas terapéuticas resultantes de la mayor estabilidad metabdlica, por ejemplo, un aumento de la vida
media in vivo o requerimientos de dosificacion reducida o una mejora en el indice terapéutico. Se entiende que el
deuterio en este contexto se considera como un sustituyente de un compuesto de la férmula (I). La concentracion de
este is6topo mas pesado, especificamente deuterio, se puede definir por el factor de enriquecimiento isotopico. El
término “factor de enriquecimiento isotdpico”, como se utiliza en la presente, significa la proporcion entre la
abundancia isotopica y la abundancia natural de un is6topo especificado. Si un sustituyente en un compuesto de
esta invencién es denotado como deuterio, este compuesto tiene un factor de enriquecimiento isotopico para cada
atomo de deuterio designado de cuando menos 3,500 (52.5 por ciento de incorporacion de deuterio en cada atomo
de deuterio designado), de cuando menos 4,000 (60 por ciento de incorporacion de deuterio), de cuando menos
4,500 (67.5 por ciento de incorporacion de deuterio), de cuando menos 5,000 (75 por ciento de incorporacion de
deuterio), de cuando menos 5,500 (82.5 por ciento de incorporacion de deuterio), de cuando menos 6,000 (90 por
ciento de incorporaciéon de deuterio), de cuando menos 6,333.3 (95 por ciento de incorporacién de deuterio), de
cuando menos 6,466.7 (97 por ciento de incorporacion de deuterio), de cuando menos 6,600 (99 por ciento de
incorporacion de deuterio), o de cuando menos 6,633.3 (99.5 por ciento de incorporacién de deuterio).

Los solvatos farmacéuticamente aceptables de acuerdo con la invencidn incluyen aquéllos en donde el solvente de
cristalizaciéon puede ser isotopicamente sustituido, por ejemplo, D20, ds-acetona, dg-DMSO.

Los compuestos de la presente invencion se pueden sintetizar mediante las rutas sintéticas que incluyen procesos
andalogos a aquéllos bien conocidos en el campo de la quimica, en particular a la luz de la descripciéon contenida en
la presente. Los materiales de partida estan generalmente disponibles en las fuentes comerciales, tales como
Aldrich Chemicals (Milwaukee, Wis.) o se preparan facilmente empleando los métodos bien conocidos por los
expertos en este campo (por ejemplo, se preparan mediante los métodos descritos en términos generales en Louis
F. Fieser y Mary Fieser, Reagents for Organic Synthesis, Volimenes 1-19, Wiley, Nueva York (Ediciones 1967-
1999), o Beilsteins Handbuch der organischen Chemie, 4, Aufl. ed. Springer-Verlag, Berlin, incluyendo los
suplementos (también disponibles por medio de la base de datos en linea de Beilstein)).

Para propositos ilustrativos, los esquemas de reaccion ilustrados mas adelante proporcionan las rutas potenciales
para sintetizar los compuestos de la presente invencion asi como los intermediarios clave. Para conocer una
descripcion mas detallada de los pasos de reaccion individuales, véase la seccién de Ejemplos mas adelante. Los
expertos en este campo apreciaran que se pueden utilizar otras rutas sintéticas para sintetizar los compuestos de la
invencion. Aunque en los esquemas se ilustran materiales de partida y reactivos especificos y se discuten mas
adelante, se pueden sustituir con otros materiales de partida y reactivos para proporcionar una variedad de
derivados y/o condiciones de reaccién. En adicién, muchos de los compuestos preparados mediante los métodos
descritos mas adelante se pueden modificar adicionalmente a la luz de esta divulgacion utilizando la quimica
convencional bien conocida por los expertos en este campo.

En un aspecto adicional, la invencion se refiere a un proceso para la preparacion de un compuesto de la férmula (1),
en forma libre o en forma de sal farmacéuticamente aceptable, el cual comprende:

(a) cuando X representa N en un compuesto de la formula (1), la reaccién de un compuesto de la formula (lla):
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en donde R%, R®, RY, R®, R®, R’, R?, R?, R"?, R, R"?, R™®, R™, R™, R* y R son como se definen para la férmula (1),
con un compuesto de la férmula (111) o (1V):

HO OH 0O 0

\B/ ~g

| |
R r!

iy (v)
en donde R es como se define para la formula (1), o

b) cuando X representa CH en un compuesto de la férmula (1), la reacciéon de un compuesto de la férmula (l1b):
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R N i
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rRY ¥
16
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(Ilb)

en donde R?, R% R* R® R% R’, R® R RY RY™ R™Y R™ R™ R™ R™y R son como se definen para la formula (1),
y PG es un grupo protector, con un compuesto de la formula (lll) o (1V):

HO OH 0

~Np .
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(1 (V)
en donde R es como se define para la formula (1),

y posteriormente

i) la reduccion, oxidacion u otra funcionalizacion opcional del compuesto resultante,
i) la disociacion de cualesquiera grupos protectores presentes,
iii) la recuperacion del compuesto que se puede obtener de esta manera de la férmula (1) en forma libre o en

forma de sal farmacéuticamente aceptable, y/o

iv) la separacion opcional de las mezclas de is6meros 6pticamente activos en sus formas isoméricas
Opticamente activas individuales.

Las reacciones se pueden efectuar de acuerdo con los métodos convencionales. Por ejemplo, la reaccién descrita
en el paso (a) anterior se puede llevar a cabo en la presencia de un catalizador de metal adecuado, por ejemplo,
tetraquis-(trifenil-fosfina)-paladio, de una base adecuada, por ejemplo, fluoruro de cesio, de un solvente adecuado,
por ejemplo, acetonitrilo/agua, y a una temperatura adecuada, por ejemplo, de 50°C a 150°C, de una manera mas
adecuada, de 90°C a 130°C.

La reaccion descrita en el paso (b) anterior se puede llevar a cabo en la presencia de un catalizador adecuado, por
ejemplo, acetato de paladio(ll), de un oxidante adecuado, por ejemplo, acetato de cobre (Il), de un solvente
adecuado, por ejemplo, acido acético, y a una temperatura adecuada, por ejemplo, de 0°C a 50°C, o de una manera
mas adecuada, a temperatura ambiente.

Dentro del alcance de este texto, solamente un grupo facilmente removible que no sea un constituyente del producto
final deseado particular de los compuestos de la presente invencién se designa como un "grupo protector”, a menos
que el contexto lo indique de otra manera. La proteccion de los grupos funcionales mediante estos grupos
protectores, los grupos protectores mismos, y sus reacciones de disociacién se describen, por ejemplo, en los
trabajos de referencia convencionales, tales como J. F. W. McOmie, "Protective Groups in Organic Chemistry",
Plenum Press, Londres y Nueva York 1973, en T. W. Greene y P. G. M. Wuts, "Protective Groups in Organic
Synthesis", Tercera Edicion, Wiley, Nueva York 1999, en "The Peptides"; Volumen 3 (Editores: E. Gross y J.
Meienhofer), Academic Press, Londres y Nueva York 1981, en "Methoden der organischen Chemie" (Métodos de
guimica organica), Houben Weyl, 4a. Edicién, Volumen 15/I, Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1974, en H.-D. Jakubke
y H. Jeschkeit, "Aminosauren, Peptide, Proteine" (Aminoacidos, péptidos, proteinas), Verlag Chemie, Weinheim,
Deerfield Beach, y Basilea 1982, y en Jochen Lehmann, "Chemie der Kohlenhydrate: Monosaccharide und Derivate"
(Quimica de carbohidratos: monosacaridos y derivados), Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1974. Una caracteristica de
los grupos protectores es que se pueden remover facilmente (es decir, sin la presentacién de reacciones
secundarias indeseadas), por ejemplo, mediante solvdlisis, reduccién, fotdlisis, o de una manera alternativa, bajo
condiciones fisioldgicas (por ejemplo, mediante disociacién enzimatica).

Las sales de los compuestos de la presente invencién que tengan cuando menos un grupo formador de sal, se
pueden preparar de una manera conocida por los expertos en este campo. Por ejemplo, las sales de los compuestos
de la presente invencion que tengan grupos acidos, se pueden formar, por ejemplo, mediante el tratamiento de los
compuestos con compuestos de metales, tales como las sales de metales alcalinos de acidos carboxilicos organicos
adecuados, por ejemplo, la sal sddica del acido 2-etil-hexanoico, con compuestos de metales alcalinos o de metales
alcalinotérreos organicos, tales como los hidroxidos, carbonatos, o carbonatos acidos correspondientes, tales como
hidréxido, carbonato, o carbonato acido de sodio o de potasio, con los compuestos de calcio correspondientes o con
amoniaco 0 una amina organica adecuada, utilizandose de preferencia cantidades estequiométricas o solamente un
pequefio exceso del agente formador de sal. Las sales de adicién de acido de los compuestos de la presente
invencion se obtienen de la manera acostumbrada, por ejemplo, mediante el tratamiento de los compuestos con un
acido o un reactivo de intercambio de aniones adecuado. Las sales internas de los compuestos de la presente
invencion que contengan grupos acidos y basicos formadores de sales, por ejemplo, un grupo carboxilo libre y un
grupo amino libre, se pueden formar, por ejemplo, mediante la neutralizacién de las sales, tales como las sales de
adicion de acido, hasta el punto isoeléctrico, por ejemplo, con bases débiles, 0 mediante el tratamiento con
intercambiadores de iones.

Las sales se pueden convertir en los compuestos libres de acuerdo con los métodos conocidos por los expertos en
este campo. Las sales de metales y de amonio se pueden convertir, por ejemplo, mediante el tratamiento con los
acidos adecuados; y las sales de adicion de acido, por ejemplo, mediante el tratamiento con un agente basico
adecuado.

Para estos compuestos que contienen un atomo de carbono asimétrico, los compuestos existen en formas
isoméricas 6pticamente activas individuales, o como mezclas de las mismas, por ejemplo, como mezclas racémicas
o diaestereoméricas. La presente invencién abarca ambos isomeros R y S Opticamente activos individuales asi
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como mezclas, por ejemplo, mezclas racémicas o diaestereoméricas, de los mismos. En adicién, la presente
invencién abarca todos los isomeros geométricos y de posicién. Por ejemplo, si un compuesto de la presente
invencién incorpora un doble enlace o un anillo fusionado, ambas formas cis y trans, asi como las mezclas, estan
abarcadas dentro del alcance de la invencion.

Las mezclas diaestereoméricas se pueden separar en sus diaestereoisomeros individuales con base en sus
diferencias fisico-quimicas mediante los métodos bien conocidos por los expertos en este campo, tal como mediante
cromatografia y/o cristalizacion fraccionaria. Los enantidmeros se pueden separar mediante la conversion de la
mezcla enantiomérica en una mezcla diaestereomérica mediante la reaccién con un compuesto dpticamente activo
apropiado (por ejemplo, un auxiliar quiral, tal como un alcohol quiral o cloruro de acido de Mosher), separar los
diaestereoisdbmeros, y convertir (por ejemplo, hidrolizar) los diaestereocisémeros individuales hasta los enantiémeros
puros correspondientes. También, algunos de los compuestos de la presente invencidon pueden ser atropisémeros
(por ejemplo, bi-arilos sustituidos), y se consideran como parte de esta invencién. Los enantidmeros también se
pueden separar mediante el uso de una columna quiral de HPLC comercialmente disponible.

La invencion incluye ademas cualquier variante de los presentes procesos, en donde se utiliza como material de
partida un producto intermediario que se pueda obtener en cualquier etapa de los mismos, y se llevan a cabo los
pasos restantes, o en donde los materiales de partida se forman in situ bajo las condiciones de reaccion, o en donde
los componentes de la reaccién se utilizan en la forma de sus sales como el material épticamente puro. Los
compuestos de la invencion e intermediarios también se pueden convertir unos en otros de acuerdo con los métodos
conocidos generalmente por los expertos en este campo.

Para propositos ilustrativos, los esquemas de reaccion ilustrados mas adelante proporcionan las rutas potenciales
para sintetizar los compuestos de la presente invencion asi como los intermediarios clave. Para conocer una
descripcion mas detallada de los pasos de reaccion individuales, véase la seccién de Ejemplos mas adelante. Los
expertos en este campo apreciaran que se pueden utilizar otras rutas sintéticas para sintetizar los compuestos de la
invencion. Aunque en los esquemas se ilustran materiales de partida y reactivos especificos y se discuten mas
adelante, se pueden sustituir con otros materiales de partida y reactivos para proporcionar una variedad de
derivados y/o condiciones de reaccién. En adicién, muchos de los compuestos preparados mediante los métodos
descritos mas adelante se pueden modificar adicionalmente a la luz de esta divulgacion utilizando la quimica
convencional bien conocida por los expertos en este campo.

Esquema 1. Procedimiento General 1 para la sintesis de los compuestos de purina
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En términos generales, los compuestos de la formula la se pueden preparar de acuerdo con el esquema 1 en cuatro
pasos, empezando a partir del intermediario comercialmente disponible V. Con respecto a los pasos individuales en
el esquema mostrado anteriormente, el paso uno involucra la preparacién del Intermediario VII mediante el

5 desplazamiento del cloro con el nucledfilo, tal como el intermediario de morfolino funcionalizado VI. El intermediario
IX se puede preparar mediante la reaccion del intermediario VII con el Intermediario VIII en la presencia de una base
adecuada, tal como di-isopropil-etil-amina, un solvente, tal como dimetil-acetamida, y calor. El paso tres involucra la
bromacién del Intermediario IX hasta el Intermediario lla que se puede hacer utilizando bromo en un solvente
apropiado, tal como dicloro-metano.

10 Los compuestos objetivo de la estructura la se pueden preparar mediante el acoplamiento del Intermediario Il con
una variedad de acidos o ésteres bordnicos comercialmente disponibles o sintetizados de la estructura Ill o IV
utilizando catalizadores de metales mas frecuentemente ejemplificados por los complejos de paladio comercialmente
disponibles.

Esquema 2. Procedimiento General para la sintesis de los compuestos de pirrolo-pirimidina

21



10

15

ES2611885T3

6 R Rll
R R12
R7 HN R13
8
R
al R17 Y
9
R R Wi
\N R15 Rl4
w— ] —
/)\ H
H N cl Base, Solvente Base, Solvente

Calor

PG-Grupo Protector

R e E— R
R13 Base, Solvente R:
RY Y Y
Xl 16
R
R15 R14 14
RG
R7
8
R
HO._ _OH 2
B R™ N o
| R
N -
R XN B0 Acido o Base u
/ R 1 1
e il (D N Yy, il
Agente de Acoplamiento /N N/ N Rls Solvente R
Base, Solvente
PG RY Y RY Y
16 16
R R
I Rls R14 |b R15 R14

En términos generales, los compuestos de la férmula Ib se pueden preparar de acuerdo con el esquema 2 en cinco
pasos, empezando a partir del intermediario comercialmente disponible X. Con respecto a los pasos individuales en
el esquema 2, el paso uno involucra la preparacién del Intermediario XI mediante el desplazamiento del cloro con el
nucledfilo, tal como el intermediario de morfolino funcionalizado VI. El intermediario XIlI se puede preparar mediante
la reaccién del Intermediario Xl con el Intermediario VIII en la presencia de un solvente, tal como dimetil-acetamida,
una base, tal como di-isopropil-etil-amina, y calor. El paso tres involucra la proteccién del Intermediario Xl hasta el
Intermediario llb utilizando un grupo de protecciéon adecuado, tal como cloruro de bencilo o Cloruro-SEM en la
presencia de una base, tal como hidruro de sodio, y un solvente, tal como tetrahidrofurano (THF). El paso cuatro
involucra el acoplamiento del Intermediario 1lb con el acido borénico adecuado en la presencia de un solvente
adecuado, tal como &cido acético, un oxidante, tal como acetato de cobre, y un catalizador de paladio
comercialmente disponible. El paso final para obtener los compuestos objetivo ejemplificados por la estructura Ib
involucra la remocién del grupo de proteccién utilizando un acido, una base, o catalizadores adecuados, tales como
paladio.

Esquema 3. Procedimiento General para la sintesis de ésteres borénicos
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Los ésteres boronicos de la férmula IV se pueden preparar de acuerdo con el esquema 3 en un paso, en donde R'
es como se describe en la formula (I). El paso involucra hacer reaccionar el bromuro de arilo o bromuro de
heteroarilo sustituido de la formula XllI con bis-(pinacolato)-diboro en la presencia de un catalizador de paladio
comercialmente disponible, un solvente, tal como dioxano, a una temperatura en el intervalo de 80°C a 120°C.

Los compuestos de la férmula (1), en forma libre o en forma de sal farmacéuticamente aceptable, posteriormente en
la presente referidos con frecuencia como “agentes de la invencion”, exhiben valiosas propiedades farmacologicas,
cuando se prueban in vitro, y, por consiguiente, pueden ser Utiles en medicamentos, en terapia, o para utilizarse
como productos quimicos de investigacion, por ejemplo, como compuestos de herramienta.

Los agentes de la invencion son inhibidores de PI3Ks Clase | y mTOR. Las propiedades inhibidoras de un
compuesto de la invencion hacia las PI3Ks Clase | y mTOR se pueden evaluar en las pruebas como se describen a
continuacion en la presente.

Ensayos Biologicos
Prueba 1: Ensayo de Cinasa PI3

Ensayo KinaseGlo de PI3K: 50 nanolitros de las diluciones del compuesto se dosificaron en las placas de estireno
no enlazante (NBS) negras de bajo volumen de 384 pozos (Costar Cat. No. NBS#3676). El L-a-fosfatidil-inositol (PI),
proporcionado como una solucién de 10 miligramos/mililitro en metanol (MeOH), se transfiridé a un tubo de vidrio, y
se sec6d bajo un haz de nitrégeno. Entonces se volvié a suspender en Octil-Glucésido (OG) al 3 por ciento
poniéndolo en vértex, y se almacend a 4°C. El Ensayo de Cinasa Luminiscente KinaseGlo (Promega, Madison/WI,
EUA) es un método de HTS homogéneo para medir la actividad de cinasa mediante la cuantificacion de la cantidad
de ATP restante en la solucidn en seguida de una reaccion de cinasa.

Se agregaron 5 microlitros de una mezcla de PI/OG con el subtipo de PI3K (Tabla 1). Las reacciones de cinasa se
iniciaron mediante la adicion de 5 microlitros de mezcla-ATP que contenia, en un volumen final, 10 microlitros de
TRIS-HCI 10 mM, pH de 7.5, MgCl, 3 mM, NaCl 50 mM, CHAPS al 0.05 por ciento, DTT 1 mM, y ATP 1 uM, y se
realizaron a temperatura ambiente. Las reacciones se interrumpieron con 10 microlitros de KinaseGlo, y las placas
se leyeron 10 minutos mas tarde en un lector Synergy?2 utilizando un tiempo de integracion de 0.1 segundos por
pozo. Se agregaron 2.5 uM de un inhibidor de cinasa PI3 Clase 1-pan (estandar) a las placas de ensayo para
generar la inhibicién del 100 por ciento de la reacciéon de cinasa, y la inhibicion del 0 por ciento fue dada por el
vehiculo de solvente (sulfoxido de dimetilo (DMSO) al 90 por ciento en agua). El estandar se utiliz6 como un
compuesto de referencia, y se incluy6 en todas las placas de ensayo en la forma de 16 puntos de diluciéon por
duplicado.

Clonacion de PI3Ks

La construccion de PI3Ka es una fusion del dominio iSH2 de p85a y la isoforma p110 respectiva. El fragmento p85a
y el gen de la isoforma p110 se generaron mediante PCR a partir del ADNc de la primera cadena generado
mediante reaccién RT-PCR a partir del ARN comercial de placenta, testiculos y cerebro, como se describe a
continuacion.

Construcciones y proteinas de PI3Ka

BV1075:La construccion para Baculovirus BV-1075 se gener6 mediante un ligamiento en tres partes comprendido
de un fragmento p85 y un fragmento p110a clonado en el vector pBlueBac4.5. El fragmento p85 se derivo a partir del
plasmido pl1661-2 digerido con Nhe/Spe. El fragmento pl110a derivado a partir de su clon se verific6 mediante
secuenciacion, y se utilizé en LR410 como un fragmento Spel/Hindlll. Para la generacion del vector de expresion de
baculovirus LR410, se utilizd la reaccion Gateway LR para transferir el inserto al vector pBlueBac4.5 adaptado con
Gateway (Invitrogen). El vector de clonacién pBlueBac4.5 (Invitrogen) se digirid6 con Nhe/Hindlll. Esto dio como
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resultado la construccion PED 153.8. EI componente p85 (iISH2) se generé mediante PCR utilizando el ORF 318
como una plantilla, y un cebador hacia adelante KAC1028 (5'-gctagcatgcgagaatatgatagat-tatatgaag-aatatacc) (SEQ
ID NO: 1), y dos cebadores en reversa, KAC1029 (5’-gcctccaccac-ctccgectg-gtttaatgcetgttcatacgtttgte) (SEQ ID NO: 2)
y KAC1039 (5'- tactagtc-cgcctccac-cacctcecgectccaccaccteegec) (SEQ ID NO: 3). Los dos cebadores en reversa se
traslapan e incorporan un enlazador Gly 12x y la secuencia N-terminal del gen p110a en el sitio Spel. El fragmento
de la PCR se clon6 en pCR2.1 TOPO (Invitrogen). De los clones resultantes, se determind que el pl661-2 era
correcto de acuerdo con la secuenciacion. Este plasmido se digirié con Nhe y Spel, y el fragmento resultante se aislo
en gel, y se purificé para la sub-clonacion.

El fragmento de la clonacion de pl1l0a se generdé mediante la digestion enzimatica del clon LR410 (véase
anteriormente) con Spe | y Hindlll. El sitio Spel esta en la region codificante del gen p110a. El fragmento resultante
se aislo en gel, y se purificd para la sub-clonacién. El vector de clonacién, pBlueBac4.5 (Invitrogen), se preparé
mediante digestion enzimatica con Nhe y HindlIl. El vector de corte se purificé con una columna Qiagen, y entonces
se desfosforilé con fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIP) (BioLabs). Después de completarse la reaccion de
CIP, el vector de corte se purific6 nuevamente en columna para generar el vector final. Se llevé a cabo un ligamiento
en tres partes utilizando la ligasa Roche Rapid y las especificaciones del vendedor. El plasmido final se verificd
mediante secuenciacion.

Secuencia de proteina de BV 1075 (SEQ ID NO: 4):

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141

MREYDRLYEE
EIQRIMHNYD
GLVECLLPNG
EEFFDETRRL
RRNILNVCKE
PNNDKQKYTL
YFLEKYPLSQ
GETSTKSLWV
NPRWNEWLNY
KMALNLWPVP
VSREAGFSYS
TIPEILPKLL
EKYLTDDKLS
VSQRFGLLLE
RRPDFMDALQ
IFKNGDDLRQ
IQCKGGLKGA
NIMVKDDGQL
FQEMCYKAYL
MKQMNDAHHG

YTRTSQEIQM
KLKSRISEII
MIVTLECLRE
CDLRLFQPFL
AVDLRDLNSP
KINHDCVPEQ
YKYIRSCIML
INSALRIKIL
DIYIPDLPRA
HGLEDLLNPI
HAGLSNRLAR
LSVKWNSRDE
QYLIQLVQVL
SYCRACGMYL
GFLSPLNPAH
DMLTLQIIRI
LOFNSHTLHQ
FHIDFGHFLD
ATRQHANLFI
GWTTKMDWIF

KRTAIEAFNE
DSRRRLEEDL
ATLITIKHEL
KVIEPVGNRE
HSRAMYVYPP
VIAEAIRKKT
GRMPNLMLMA
CATYVNVNIR
ARLCLSICSV
GVTGSNPNKE
DNELRENDKE
VAQMYCLVKD
KYEQYLDNLL
KHLNRQVEAM
QLGNLRLEEC
MENIWQONQGL
WLKDKNKGEI
HKKKKFGYKR
NLFSMMLGSG
HTIKQHALNE

Purificacién de construcciones de PI3Ka

TIKIFEEQCQ
KKQAAEYREI
FKEARKYPLH
EKILNREIGF
NVESSPELPK
RSMLLSSEQL
KESLYSQLPM
DIDKIYVRTG
KGRKGAKEEH
TPCLELEFDW
QLKAISTRDP
WPPIKPEQAM
VRFLLKKALT
EKLINLTDIL
RIMSSAKRPL
DLRMLPYGCL
YDAAIDLFTR
ERVPFVLTQD
MPELQSFDDI
LGGAHHHHHH

TQERYSKEYI
DKRMNSIKPG
QOLLQDESSYI
AIGMPVCEFD
HIYNKLDKGQ
KLCVLEYQGK
DCFTMPSYSR
IYHGGEPLCD
CPLAWGNINL
FSSVVKFPDM
LSEITEQEKD
ELLDCNYPDP
NORIGHFFFW
KQEKKDETQK
WLNWENPDIM
SIGDCVGLIE
SCAGYCVATF
FLIVISKGAQ
AYIRKTLALD
(SEQ ID NO:

EKFKREGNEK
GGGGGGGGGG
FVSVTQEAER
MVKDPEVQDF
IIVVIWVIVS
YILKVCGCDE
RISTATPYMN
NVNTQRVPCS
FDYTDTLVSG
SVIEEHANWS
FLWSHRHYCV
MVRGFAVRCL
HLKSEMHNKT
VOMKFLVEQM
SELLFQONNEI
VVRNSHTIMQ
ILGIGDRHNS
ECTKTREFER
KTEQEALEYF
4)

PI3Ka se purificd en dos pasos cromatograficos: Cromatografia de afinidad de metal inmovilizado (IMAC) sobre una
resina de Ni-Sepharose (GE Healthcare), y filtracion de gel utilizando una columna Superdex 200 26/60 (GE
Healthcare). Todos los reguladores se enfriaron hasta 4°C, y la lisis se llevd a cabo enfriando sobre hielo. El
fraccionamiento de la columna se llevé a cabo a temperatura ambiente.

Tipicamente, las células congeladas a partir de 10 litros del cultivo celular Tn5 se volvieron a suspender en
“Regulador de Lisis”: Tris-Cl 20 mM, pH de 7.5, NaCl 500 mM, glicerol al 5 por ciento, imidazol 5 mM, NaF 1 mM, 0.1
microgramos/mililitro de acido ocadaico (OAA), BME 5 mM, inhibidor de proteasa en coctel Complete 1x — sin EDTA
(20 tabletas/1 litro de regulador, Roche Applied Sciences), benzonasa (25 Unidades/mililitro de regulador, EMD
Biosciences) en una proporcion de 1:6 por volumen/volumen del aglomerado al regulador de lisis, y se sometieron a
lisis mecanicamente mediante rebote en 20 recorridos utilizando un pistilo de ajuste hermético. El lisado se
centrifugéd a 45,000 g durante 30 minutos, y el sobrenadante se cargd sobre una columna IMAC previamente
equilibrada (3 mililitros de resina/100 mililitros de lisado). La columna se lavé con 3 a 5 volimenes de columna de
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regulador de lisis, seguido por un segundo lavado con 3 a 5 volimenes de columna de Tris-Cl 20 mM, pH de 7.5,
NaCl 500 mM, glicerol al 5 por ciento, imidazol 45 mM, NaF 1 mM, 0.1 microgramos/mililitro de OAA, BME 5 mM,
coctel inhibidor de proteasa 1x Complete — sin EDTA. La proteina se eluyé con Tris-Cl 20 mM, pH de 7.5, NaCl 0.5
M, glicerol al 5 por ciento, imidazol 250 mM, NaF 1 mM, 0.1 microgramos/ mililitro de OAA, BME 5 mM, céctel
inhibidor de proteasa 1x Complete — sin EDTA. Las fracciones pertinentes se analizaron mediante SDS-PAGE y se
reservaron de conformidad con lo anterior. La proteina se purificd adicionalmente mediante filtracién de gel en una
columna Superdex 200 26/60 equilibrada en Tris-Cl 20 mM, pH de 7.5, NaCl 0.5 M, glicerol al 5 por ciento, NaF 1
mM, DTT 5 mM, coctel inhibidor de proteasa 1x Complete — sin EDTA. Las fracciones pertinentes se analizaron
mediante SDS-PAGE y se reservaron de conformidad con lo anterior. Se agregé a la reserva un volumen igual de
Regulador de Didlisis (Tris-Cl 20 mM, pH de 7.5, NaCl 500 mM, glicerol al 50 por ciento, NaF 5 mM, DTT 5 mM), y
luego se dializ6 contra el Regulador de Dialisis en dos cambios (un cambio durante la noche). La proteina se
almaceno a -20°C.

Prueba 2: Ensayo bioquimico de mTOR

Las ICso para los compuestos que interacttan con mTOR se evaluaron utilizando el ensayo rastreador de
FRAP1/mTOR TR-FRET (Invitrogen por Life Technologies). Se agregaron FRAP1/mTOR (PV4753) y el Anticuerpo
LanthaScreen Eu-Anti-GST (PV5594) (volumen total de 14 microlitros) a cada pozo de una placa ProxiPlate-384
Plus (Perkin-Elmer) de 384 pozos. Los compuestos se diluyeron en serie en sulfoxido de dimetilo (DMSO) (12
puntos, factor de dilucién 4X), y entonces se agregbé a cada pozo 1 microlitro del compuesto diluido, y se mezclo
pasandolo por pipeta utilizando un Biomek FX (Beckman Coulter). Se agregaron a cada pozo 5 microlitros de
Rastreador de Cinasa mTOR 314 (PV6087), se mezclaron, y las placas se incubaron a temperatura ambiente
durante 1 hora. Las concentraciones finales de los componentes son: Anticuerpo FRAP1/3 nM LanthaScreen Eu-
Anti-GST 6 nM / Rastreador de Cinasa mTOR 31450 nM / compuestos no marcados, 4.8*1OA'6-20uM. La
composicion del regulador de ensayo final es: HEPES 50 mM (pH de 7.5), NaCl 50 mM, MgCl; 5 mM, EGTA 1 mM,
Pluronic F-127 al 0.01 por ciento. Las placas se midieron en un lector de placas (Perkin Elmer, EnVision), utilizando
una excitacién a 340 nandmetros y una emisién en dos longitudes de ondas, Emision-1 665 nanémetros y Emision-2
615 nandmetros. La proporcion de TR-FRET para cada pozo (Emision-1 665/Emisién-2 615) se graficd contra la
concentracion del compuesto utilizando el software GraphPad Prism, y las ICso se determinaron utilizando regresién
no lineal con eliminacion del excedente.

Prueba 3: Ensayo de TSC

La siguiente es una descripcion de un ensayo de toma de imagenes de alto contenido, utilizando células de
fibroblastos embrionarios de ratén TSC1-/- (MEFs), para probar los compuestos para determinar la inhibicion de una
mTOR constitutivamente activa. El ensayo se basa en el tefiido de fosfo-S6 (240/244), utilizando un anticuerpo
comercialmente disponible y detecciéon con un anticuerpo secundario fluorescentemente marcado. Este ensayo
genera los valores ICsy para los compuestos que inhiben mTOR. Aqui se describe un protocolo de toma de
imagenes y un algoritmo de reconocimiento de imagenes para visualizar y medir los cambios en los niveles de pS6
240/244.

Cuantificacion del tefiido de pS6 utilizando toma y andlisis de imagenes de alto contenido:

1. Dia 0: Sembrado en placas de células. Se recolectan los MEFs TSC1-/- subconfluentes mediante tripsinizacion,
se vuelven a suspender en el medio de crecimiento, y se cuentan. Se prepara una suspension celular de 166,666
células/mililitro, y se agregan 30 microlitros a los pozos de una placa de 384 pozos utilizando una pipeta electrénica
de miltiples canales. Esto da como resultado que se siembren en placas 5,000 células/pozo. Las placas se someten
a rotacion brevemente y se ponen a 37°C y con CO- al 5 por ciento.

2. Dia 1:Las placas de células se lavan en una solucién de consuncién de suero regulado con fosfato (PBS) (que
contiene glucosa, bicarbonato de sodio, HEPES vy rojo de fenol), utilizando una lavadora de placas de 384 pozos. El
protocolo de lavado aspira el volumen bajando hasta 30 microlitros/pozo antes de la dosificacion 60 microlitros/pozo
de la solucién de consuncién de PBS. Los pasos de aspiracion y dosificacion se repiten 8 veces, y se deja un
volumen final de 30 microlitros/pozo. Las placas de células se ponen a 37°C y con CO; al 5 por ciento durante 2
horas.

Tratamiento con el compuesto. Se preparan respuestas a la dosis del compuesto en DMSO. Las respuestas a la
dosis se diluyen entonces a 1:50 en el medio. Se agregan 10 microlitros del compuesto diluido a 30 microlitros de las
células, proporcionando una dilucion final de 1:200 del compuesto original y una concentracion final de DMSO del
0.5 por ciento. Los tratamientos con el compuesto se llevan a cabo por triplicado. Las placas se ponen a 37°C y con
CO; al 5 por ciento durante 2 horas. Las células entonces se fijan mediante la adicion de 10 microlitros/pozo de
fijador de Mirsky concentrado 5x. Esto da como resultado un volumen total de 50 microlitros por pozo y una
concentracion de fijador de Mirsky 1x. Las placas de células se centrifugan brevemente, y se incuban durante 1 hora
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a temperatura ambiente. Las células se lavan entonces utilizando una lavadora de placas de 384 pozos utilizando un
protocolo que aspira el volumen bajando hasta 30 microlitros/pozo antes de dosificar 60 microlitros/ pozo de TBS 1X.
Los pasos de aspiracion y dosificacion se repiten 8 veces, y entonces un paso de aspiracion adicional deja un
volumen final de 10 microlitros/pozo. El regulador de bloqueo (TBS 1X + Triton X-100 al 0.1 por ciento + albimina de
suero bovino (BSA) al 0.1 por ciento) entonces se agrega a 25 microlitros/pozo, y las placas se incuban a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Las placas de células se aspiran entonces bajando hasta 10 microlitros/
pozo. El anticuerpo primario (Proteina Ribosomal Fosfo-S6 (Ser240/244) (61H9) mAb de Conejo Cell Signaling #
4838) se diluye a 1:150 en regulador de bloqueo, y entonces se agregan 10 microlitros/pozo a las placas de células.
Las placas se incuban durante la noche a 4°C.

3. Dia 2:Las placas de células se lavan empleando el método de TBS 1X TBS detallado anteriormente, y entonces
se agrega una solucion de anticuerpo secundario a 10 microlitros/pozo (solucion de anticuerpo secundario: regulador
de blogueo + Hoechst 10 microgramos/mililitro + Cy5 secundario de cabra anti-conejo (diluido a 1:150)) (IgG Cy5 de
cabra anti-conejo: Chemicon International # AP187/Hoechst 33342: Invitrogen # H3570). Las placas se incuban
durante 1 hora a temperatura ambiente, y luego se lavan con TBS 1X utilizando el protocolo detallado anteriormente
sin el paso de aspiracion final, lo cual da como resultado un volumen final de 90 microlitros de TBS/pozo.

Toma de imagenes. El fondo de la placa se limpia con etanol al 70 por ciento, y entonces se toman las imagenes
utilizando el microscopio de epifluorescencia InCell 1000. Se utiliza amplificacién 10x, y se toma la imagen de 1 area
(campo) por pozo, y esto tipicamente captura un total de alrededor de 400 células por pozo. Las imagenes
Hoechst33342 se adquieren utilizando una excitacion de 360 nanémetros (filtro D360_40x), una emisién de 460
nanoémetros (filtro HQ460_40M), y un tiempo de exposicion de 200 milisegundos. Las imagenes Cy5 se adquieren
utilizando una excitacion de 620 nandémetros (filtro Chroma 620_60X), una emision de 700 nanoémetros (filtro Chroma
HQ700_75M), y un tiempo de exposicion de 200 milisegundos. Se utiliza un espejo de paso de banda doble para
todas las imagenes.

4. Analisis de imagenes: Se utiliza el software de analisis InCell para analizar las imagenes utilizando el algoritmo
Dual Object. Primero, se detectan los ndcleos en la imagen Hoechst33342 utilizando segmentacién Top-Hat y un
area nuclear minima de 10um2. Segundo, las células se definen utilizando un collar de 0.7 micras alrededor de los
ndcleos. Se mide la intensidad de fluorescencia de Cy5 dentro del collar (intensidad celular), y los resultados se
reportan sobre una base de “Promedio por célula”.

5. Calculo de ICso: Las ICsp se calculan graficando los valores de intensidad celular sobre el eje y con los valores de
respuesta a la dosis sobre el eje x. Los valores ICs representan la potencia del compuesto contra mTOR.

Prueba 4: Ensayo de Autofagia

La autofagia es una senda catabdlica que degrada el citosol a granel en los compartimientos lisosomales, haciendo
posible que se reciclen los aminoacidos y los acidos grasos. Uno de los reguladores clave de la autofagia es el
objetivo de rapamicina de mamifero (mTOR), una cinasa de serina/treonina conservada que suprime el inicio del
proceso autofagico cuando estan disponibles los nutrientes, los factores de crecimiento, y la energia. Para
cuantificar la induccion de autofagia por medio de los inhibidores de mTOR, utilizamos un reportero mCherry-GFP-
LC3, el cual es susceptible al suministro retroviral en las células de mamifero, a la expresion estable, y al andlisis
mediante el microscopio de fluorescencia.

Reportero mCherry-GFP-LC3

A continuacién se muestra la secuencia de aminoacidos de la construccién mCherry-GFP-LC3 (SEQ ID NO: 5). La
secuencia de mCherry esta subrayada, la secuencia de GFP estd en negrillas, y la secuencia de LC3A esta
encerrada en un recuadro.
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MVSKGEEDNMAIIKEFMRFKVHMEGSVNGHEFEIEGEGEGRPYEGTQTAK

LKVTKGGPLPFAWDILSPQFMYGSKAYVKHPADIPDYLKLSFPEGFKWER

VMNFEDGGVVTVTQDSSLQDGEFIYKVKLRGTNFPSDGPVMQKKTMGWEA

SSERMYPEDGALKGEIKQRLKLKDGGHYDAEVKTTYKAKKPVQLPGAYNV

NIKLDITSHNEDYTIVEQYERAEGRHSTGGMDELYKPVATMVSKGEELFT

GVVPILVELDGDVNGHKFSVSGEGEGDATYGKLTLKFICTTGKLPVPWPT
LVTTLTYGVQCFSRYPDHMKQHDFFKSAMPEGYVQERTIFFKDDGNYKTR
AEVKFEGDTLVNRIELKGIDFKEDGNILGHKLEYNYNSHNVYIMADKQKN
GIKVNFKIRHNIEDGSVQLADHYQQNTPIGDGPVLLPDNHYLSTQSALSK

DPNEKRDHMVLLEFVTAAGITLGMDELYKSGLRSRAQASNSAVDMPSDRP

|FKQRRSFADRCKEVQQIRDQHPSKIPVIIERYKGEKQLPVLDKTKFLVPD|

|[HVNMSELVKIIRRRLQLNPTQAFFLLVNQHSMVSVSTPIADIYEQEKDED|

| GFLYMVYASQETFGF|

Posteriormente en la presente se describe un protocolo de toma de imagenes y un algoritmo de reconocimiento de
imagenes para visualizar y medir los cambios en la senda de autofagia.

Cuantificacion de autofagia utilizando toma y andlisis de imagenes de alto contenido:

1. Dia 0:Sembrado en placas de células. Se recolectan las células de mCherry-GFP-LC3 H4 subconfluentes
mediante tripsinizacion, se vuelven a suspender en el medio de crecimiento, y se cuentan (células H4: linea celular
de neuroglioma humano (ATCC)). Se prepara una suspension celular de 66’000 células/ mililitro, y se agregan 30
microlitros a los pozos de una placa de 384 pozos utilizando una pipeta electronica de multiples canales. Esto da
como resultado que se siembren en placas 2,000 células/pozo. Las placas de células se someten a rotacion
brevemente y se ponen a 37°C y con CO; al 5 por ciento.

2. Dia 1: Tratamiento con el compuesto. Se preparan respuestas a la dosis del compuesto en DMSO. Las
respuestas a la dosis se diluyen entonces a 1:50 en el medio. Se agregan 10 microlitros del compuesto diluido a 30
microlitros de las células, proporcionando una dilucion final de 1:200 del compuesto original y una concentracion final
de DMSO del 0.5 por ciento. Los tratamientos con el compuesto se llevan a cabo por triplicado. Las placas de 384
pozos se ponen a 37°C y con CO; al 5 por ciento. El tratamiento con el compuesto se lleva a cabo durante 16 a 18
horas (véase la Nota 1).

3. Dia 2:Fijacion de células. Las células se fijan mediante la adicion de 10 microlitros/pozo de fijador de Mirsky
concentrado 5x complementado con 25 microgramos/mililitro de Hoechst33342. Esto da como resultado un volumen
total de 50 microlitros por pozo, y una concentracion de fijador de Mirsky 1x, y 5 microgramos/mililitro de
Hoechst33342. La placa de 384 pozos se somete a rotacién brevemente, y se incuba durante 1 hora a temperatura
ambiente. Las células se lavan entonces utilizando una lavadora de placas de 384 pozos utilizando un protocolo que
aspira el volumen bajando hasta 10 microlitros/pozo antes de la dosificaciéon de 100 microlitros/pozo de TBS 1X. Los
pasos de aspiracion y dosificacion se repiten 4 veces, y se deja un volumen final de 100 microlitros/ pozo. La placa
se sella utilizando una lamina adhesiva de PCR.
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4. Toma de imagenes. El fondo de la placa se limpia con etanol al 70 por ciento, y entonces se toman las imagenes
utilizando el microscopio de epifluorescencia automatizado InCell 1000. Se utiliza amplificacion 10x, y se toman las
imagenes de 4 area diferentes (campos) por pozo, y esto tipicamente captura un total de alrededor de 400 células
por pozo. Las imagenes Hoechst33342 se adquieren utilizando una excitacion de 360 nanémetros (filtro D360_40x),
una emision de 460 nandémetros (filtro HQ460_40M), y un tiempo de exposicién de 150 milisegundos. Las imagenes
de GFP se adquieren utilizando una excitacion de 475 nandmetros (filtro S475_20x), una emision de 535
nanémetros (filtro HQ535_50M), y un tiempo de exposicién de 1 segundo. Las imagenes mCherry se adquieren
utilizando una excitacion de 535 nanometros (filtro HQ535 50x), una emisién de 620 nandmetros (filtro
HQ620_60M), y un tiempo de exposicion de 1 segundo. Se utiliza un espejo de paso de banda cuadruple para todas
las imagenes.

5. Analisis de imagenes: Se utiliza el software de analisis InCell para analizar las imagenes utilizando el algoritmo
Multi Target Analysis. Primero, se detectan los nlcleos en la imagen Hoechst33342 utilizando segmentacion Top-
Hat y un area nuclear minima de 50 pmz. Las células se definen utilizando un collar de 10 micras alrededor de los
ndcleos. Segundo, se identifican los puncta (organelos) en la imagen mCherry dentro de las células utilizando la
segmentacién Multi-Top-Hat. Tercero, se transfiere la mascara de los puncta de mCherry a la imagen de GFP.
Cuarto, se mide la intensidad de fluorescencia de GFP dentro de la mascara de puncta mCherry (intensidad de
referencia).

6. El parametro de los “organelos” refleja el puncta positivo en mCherry del reportero mCherry-GFP-LC3, y se utiliza
para calcular "LC3 puncta/célula”. Para este propésito, se calcula el nimero de organelos por célula y se promedia
sobre todas las células en un pozo dado (base de promedio por célula). Los nimeros de puncta LC3 positivos en
mCherry (eje y) se grafican contra los valores de respuesta a la dosis del compuesto (eje x), y se calculan los
valores ECso para cada compuesto. Los valores ECso representan la potencia del compuesto en términos de
activacion de autofagia (por ejemplo, el aumento en el recuento de puncta LC3 positivo en mCherry).

Notas

1. Se puede observar facilmente la modulacion de autofagia y la redistribucion de mCherry-GFP-LC3 después de un
tiempo de tratamiento con el compuesto de 3 a 4 horas. Sin embargo, se ven efectos mas robustos con tiempos de
tratamiento de 16-18 horas.

Los compuestos de los Ejemplos mostraron los valores presentados en la siguiente Tabla 1 cuando se probaron en
los ensayos anteriores.

Tabla 1
Ejemplo | Prueba 1: PI3Ka ICsp | Prueba 2: mTOR ICsp | Prueba 3: TSC1-/- ICsp | Prueba 4: Autofagia ECso
Nimero (nM) (nM) (nM) (nM)
1 20 NT 118 NT
2 1059 40 300 363
3 6530 510 2320 > 2000
4 1800 1424 1865 1551
5 >9100 150 551 2594
6 >9100 30 1452 NT
7 2540 NT 455 NT
8 >9100 41 127 731
9 >9100 3204 7300 > 10000
10 720 1836 5718 > 10000
11 8140 2425 6016 > 2000
12 2870 2023 1964 > 10000
13 430 469 2783 8529
14 >9100 7 349 1284
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15 4580 9 62 1781
16 7300 160 460 2000
17 400 399 1511 3193
18 5050 46 70 2500
19 170 134 300 2000
20 6050 6 90 452
21 >9100 237 831 498
22 5860 5 113 761
23 5510 14 138 1610
24 8540 85 632 NT
25 2070 172 452 > 700
26 570 8 81 184
27 40 340 7186 5934
28 9050 372 458 > 200
29 3860 1208 2085 > 5000
30 3010 1447 1515 > 2000
31 590 NT 315 NT
32 2520 1044 1035 NT
33 >9100 380 2987 7733
34 >9100 NT 8002 NT
35 5870 NT 4006 NT
36 20 NT 73 NT
37 10 NT 620 NT
38 480 NT >50000 NT
NT = No probada

Como se utiliza en la presente, el término "vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera y todos los
solventes, medios de dispersion, recubrimientos, surfactantes, antioxidantes, conservadores (por ejemplo, los
agentes antibacterianos, los agentes antifingicos), los agentes isoténicos, los agentes retardantes de absorcion,
sales, conservadores, farmacos, estabilizantes de farmacos, aglutinantes, excipientes, los agentes de
desintegracion, lubricantes, los agentes edulcorantes, los agentes saborizantes, tintes, y similares, y combinaciones
de los mismos, como serian conocidos por los expertos en este campo (véase, por ejemplo, Remington's
Pharmaceutical Sciences, 18 Edicion, Mack Printing Company, 1990, paginas 1289-1329). Excepto hasta donde
cualquier vehiculo convencional sea incompatible con el ingrediente activo, se contempla su uso en las
composiciones terapéuticas o farmacéuticas.

El término "una cantidad terapéuticamente efectiva” de un compuesto de la presente invencion se refiere a una
cantidad del compuesto de la presente invencién que provocara la respuesta bioldgica o médica de un sujeto, por
ejemplo, la reduccién o inhibicién de la actividad de una enzima o de una proteina, o que mitigara los sintomas,
aliviara las condiciones, hard mas lento o retardara el progreso de la enfermedad, o prevendra una enfermedad, etc.
En una realizaciéon no limitante, el término “una cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a la cantidad del
compuesto de la presente invencién que, cuando se administra a un sujeto, es efectiva para: (1) aliviar, inhibir,
prevenir y/o mitigar cuando menos parcialmente una condicién, o un trastorno, o una enfermedad (i) mediada por
PI3K Clase | y/o mTOR, o (ii) asociada con la actividad de PI3K Clase | y/o mTOR, o (iii) caracterizada por una
actividad (normal o anormal) de PI3K Clase | y/o mTOR; o (2) reducir o inhibir la actividad de PI3K Clase | y/o
mTOR. En otra realizaciéon no limitante, el término “una cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a la cantidad
del compuesto de la presente invencién que, cuando se administra a una célula, o a un tejido, o a un material
biolégico no celular, o a un medio, es efectiva para cuando menos reducir o inhibir parcialmente la actividad de PI3K
Clase | y/o mTOR. El significado del término “una cantidad terapéuticamente efectiva’” como se ilustra en las
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realizaciones anteriores para PI3K Clase | y/o mTOR también se aplica mediante el mismo significado a
cualesquiera otras proteinas/péptidos/enzimas relevantes, tales como PI3K Clase Il o Ill.

Como se utiliza en la presente, el término “sujeto” se refiere a un animal. Tipicamente el animal es un mamifero. Un
sujeto también se refiere, por ejemplo, a primates (por ejemplo, seres humanos), reses, ovejas, cabras, caballos,
perros, gatos, conejos, ratas, ratones, peces, aves y similares. En ciertas realizaciones, el sujeto es un primate. En
todavia otras realizaciones, el sujeto es un ser humano.

Como se utiliza en la presente, el término “inhibir”, "inhibicion" o "inhibiendo” se refiere a la reduccién o supresion de
una condicion, sintoma, o trastorno, o enfermedad dados, o a una disminucién significativa en la actividad de la linea
base de una actividad o proceso biol6gico.

Como se utiliza en la presente, el término “tratar”, “tratando” o "tratamiento" de cualquier enfermedad o trastorno, se
refiere, en una realizacion, a mitigar la enfermedad o el trastorno (es decir, hacer mas lento o detener o reducir el
desarrollo de la enfermedad o de cuando menos uno de los sintomas clinicos de la misma). En otra realizacion,
“tratar”, "tratando" o "tratamiento" se refiere a aliviar o mitigar cuando menos un parametro fisico, incluyendo
aquéllos que no puedan ser discernibles por el paciente. En todavia otra realizacion, “tratar”, "tratando" o
"tratamiento” se refiere a modular la enfermedad o el trastorno, ya sea fisicamente (por ejemplo, la estabilizacion de
un sintoma discernible), fisiologicamente (por ejemplo, la estabilizacién de un parametro fisico), 0 ambos.

Como se utiliza en la presente, el término “prevencion” de cualquier enfermedad o trastorno particular se refiere a la
administracidon de un compuesto de la invencion a un sujeto antes de que sean evidentes cualesquiera sintomas de
esa enfermedad o de ese trastorno.

Como se utiliza en la presente, un sujeto estd “en necesidad de” un tratamiento si este sujeto se beneficiaria
biolbgicamente, médicamente, o en su calidad de vida, a partir de dicho tratamiento.

Como se utiliza en la presente, el término "un”, "uno”, "el” y términos similares empleados en el contexto de la
presente invencion (en especial en el contexto de las reivindicaciones), se deben interpretar para cubrir tanto el
singular como el plural, a menos que se indique de otra manera en la presente 0 que sea claramente contradicho por
el contexto. El uso de cualquiera y todos los ejemplos, o del lenguaje de ejemplo (por ejemplo, "tal como”),
proporcionados en la presente, pretende meramente iluminar mejor la invencion, y no presenta una limitaciéon sobre
el alcance de la invencion reivindicada de otra manera.

El término "compuestos de la presente invencion" (a menos que se identifiquen especificamente de otra manera) se
refiere a los compuestos de la formula (I), a los compuestos de los Ejemplos, a las sales farmacéuticamente
aceptables de estos compuestos, y/o a los hidratos o solvatos de estos compuestos, asi como, a todos los
estereoisomeros (incluyendo diaestereoisbmeros y enantiomeros), tautdmeros y compuestos isotopicamente
marcados (incluyendo deuterio).

Los compuestos de la presente invencién son Utiles para el tratamiento de las enfermedades, condiciones y
trastornos modulados mediante la inhibicion de PI3Ks Clase | y de la enzima mTOR; en consecuencia, los
compuestos de la presente invencién (incluyendo las composiciones y los procesos utilizados en la misma) se
pueden utilizar en la elaboracion de un medicamento para las aplicaciones terapéuticas descritas en la presente. Por
consiguiente, otra realizacién de la presente invencion es una composiciéon farmacéutica, la cual comprende una
cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de la presente invencion, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, y un excipiente, diluyente o vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otra realizacion de la
presente invencion, se proporciona una composicién farmacéutica, la cual comprende un compuesto de la presente
invenciéon, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un excipiente, diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Una formulacion tipica se prepara mediante la mezcla de un compuesto de la presente invencién, y un vehiculo,
diluyente o excipiente. Los vehiculos, diluyentes y excipientes adecuados son bien conocidos por los expertos en
este campo, e incluyen materiales tales como carbohidratos, ceras, polimeros solubles y/o hinchables en agua,
materiales hidrofilicos o hidréfobos, gelatina, aceites, solventes, agua, y similares. El vehiculo, diluyente o excipiente
particular utilizado dependera del medio y propésito para el cual se esté aplicando el compuesto de la presente
invencion. Los solventes se seleccionan en general basandose en los solventes reconocidos por las personas
expertas en la materia como seguros (GRAS) para administrarse a un mamifero. En general, los solventes seguros
son los solventes acuosos no toxicos, tales como agua y otros solventes no tdxicos que sean solubles o miscibles en
agua. Los solventes acuosos adecuados incluyen agua, etanol, propilenglicol, polietilen-glicoles (por ejemplo,
PEG400, PEG300), etc. y mezclas de los mismos. Las formulaciones también pueden incluir uno o mas reguladores,
agentes estabilizantes, surfactantes, agentes humectantes, agentes lubricantes, emulsionantes, agentes de
suspension, conservadores, antioxidantes, agentes opacantes, derrapantes, auxiliares de procesamiento,
colorantes, edulcorantes, agentes perfumantes, agentes saborizantes y otros aditivos conocidos para proporcionar
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una presentacion elegante del farmaco (es decir, un compuesto de la presente invencion 0 una compaosicion
farmacéutica del mismo) o para ayudar en la elaboracion del producto farmacéutico (es decir, del medicamento).

Las formulaciones se pueden preparar empleando los procedimientos convencionales de disoluciéon y mezcla. Por
ejemplo, la sustancia de farmaco a granel (es decir, el compuesto de la presente invencién o la forma estabilizada
del compuesto (por ejemplo, un complejo con un derivado de ciclodextrina u otro agente formador de complejo
conocido)) se disuelve en un solvente adecuado en la presencia de uno o mas de los excipientes. El compuesto de
la presente invencién tipicamente se formula en formas de dosificacion farmacéuticas para proporcionar una
dosificacién facilmente controlable del farmaco y para dar al paciente un producto elegante y facilmente manejable.

La composicion (o formulacién) farmacéutica para su aplicacion se puede empacar en una variedad de formas
dependiendo del método empleado para administrar el farmaco. En términos generales, un articulo para distribucién
incluye un recipiente que tenga depositada en el mismo la formulacién farmacéutica en una forma apropiada. Los
recipientes adecuados son bien conocidos por los expertos en este campo, e incluyen materiales tales como frascos
(de plastico y vidrio), bolsitas, ampolletas, bolsas de plastico, cilindros metdlicos, y similares. El recipiente también
puede incluir un ensamblaje a prueba de forzaduras para prevenir el acceso indiscreto al contenido del paquete. En
adicion, el recipiente tiene depositada en el mismo una etiqueta que describe el contenido del recipiente. La etiqueta
también puede incluir las advertencias apropiadas.

En una realizacion, la invencion se refiere al tratamiento de enfermedades proliferativas celulares, tales como tumor
y/o crecimiento de células cancerosas mediado por PI3K y/o mTOR. Las enfermedades pueden incluir aquéllas que
muestran una sobre-expresion o amplificacion de PI3K alfa, Rheb, la mutacién somatica de PIK3CA, o mutaciones
de la linea germinal, o la mutacién somatica de PTEN, TSC1, TSC2, o mutaciones y translocalizacién de p85a que
sirve para sobre-regular el complejo p85-p110. En particular, los compuestos son (tiles en el tratamiento de
canceres humanos o animales (por ejemplo, de murino), incluyendo, por ejemplo, sarcoma; cancer pulmén; de
bronquios; de prostata; de mama (incluyendo canceres de mama esporadicos, y a los que padecen de enfermedad
de Cowden); de pancreas; cancer gastrointestinal; de colon; de recto; carcinoma de colon; adenoma colo-rectal; de
tiroides; de higado; de conducto biliar intrahepatico; hepatocelular; de glandula suprarrenal; de estdbmago; gastrico;
glioma; glioblastoma; endometrial; melanoma; de rifién; de pelvis renal; de vejiga urinaria; de cuerpo uterino; de
cérvix uterino; de vagina; de ovario; mieloma multiple; de eséfago; una leucemia; leucemia mielégena aguda;
leucemia mielégena croénica; leucemia linfocitica; leucemia mieloide; de cerebro; un carcinoma del cerebro; de
cavidad oral y faringe; de laringe; de intestino delgado; linfoma no de Hodgkin; melanoma; adenoma de colon
velloso; una neoplasia; una neoplasia de caracter epitelial; linfomas; un carcinoma mamario; carcinoma de células
basales; carcinoma de células escamosas; queratosis actinica; enfermedades tumorales, incluyendo tumores
sélidos; un tumor de cuello o cabeza; policitemia vera; trombocitemia esencial; mielofibrosis con metaplasia mieloide;
y enfermedad de Waldenstrom.

En otras realizaciones, la condicion o el trastorno (por ejemplo, mediado por PI3K) se selecciona a partir del grupo
que consiste en: policitemia vera, trombocitemia esencial, mielofibrosis con metaplasia mieloide, asma, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (COPD), sindrome de enfermedad respiratoria de adultos (ARDS), sindrome de Loffler,
neumonia eosinofilica, infestacion parasitaria (en particular de metazoarios) (incluyendo eosinofilia tropical),
aspergilosis broncopulmonar, poliarteritis nodosa (incluyendo sindrome de Churg-Strauss), granuloma eosinofilico,
trastornos relacionados con los eosinéfilos que afecten a las vias respiratorias, ocasionados por reaccién a
farmacos, soriasis, dermatitis por contacto, dermatitis atdpica, alopecia areata, eritema multiforme, dermatitis
herpetiforme, esclerodermia, vitiligo, angitis por hiper-sensibilidad, urticaria, penfigoide bulloso, lupus eritematoso,
pénfigo, epidermdlisis bullosa adquirida, trastornos hematoldgicos autoinmunes (por ejemplo, anemia hemolitica,
anemia aplasica, anemia de gl6ébulos rojos puros, y trombocitopenia idiopatica), lupus eritematoso sistémico,
policondritis, esclerodermia, granulomatosis de Wegener, dermatomiositis, hepatitis activa cronica, miastenia grave,
sindrome de Steven-Johnson, prurito idiopatico, enfermedad inflamatoria autoinmune del intestino (por ejemplo,
colitis ulcerativa y enfermedad de Crohn), oftalmopatia endocrina, enfermedad de Graves, sarcoidosis, alveolitis,
neumonitis por hiper-sensibilidad crénica, esclerosis miltiple, cirrosis biliar primaria, uveitis (anterior y posterior),
fibrosis pulmonar intersticial, artritis soriatica, glomerulonefritis, enfermedades cardiovasculares, ateroesclerosis,
hipertensién, trombosis venosa profunda, embolia, infarto de miocardio, angina inestable, tromboembolia, embolia
pulmonar, enfermedades tromboliticas, isquemia arterial aguda, oclusiones trombéticas periféricas, y enfermedad de
arterias coronarias, lesiones por reperfusion, retinopatia, tal como retinopatia diabética o retinopatia inducida por
oxigeno hiperbarico, y condiciones caracterizadas por una presion intraocular elevada o por secrecion del humor
acuoso ocular, tales como glaucoma.

Los sindromes adicionales con un vinculo molecular establecido o potencial a la mala regulacion de la actividad de
cinasa mTOR se describen, por ejemplo, en “K. Inoki y colaboradores; Disregulation of the TSC-mTOR pathway in
human disease, Nature Genetics, volumen 37, 19-24"; “D.M. Sabatini; mTOR and cancer: insights into a complex
relationship, Nature Reviews, volumen 6, 729-734"; y en “B.T. Hennessy y colaboradores; Exploiting the PI3K/Akt
pathway for cancer drug discovery, Nature Reviews, volumen 4, 988-1004", y son como sigue:

* Rechazo de trasplante de érganos o tejidos, por ejemplo, para el tratamiento de receptores de, por ejemplo,
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trasplantes de corazén, pulmén, corazén-pulmén combinados, higado, rifién, pancreas, piel o cérnea;
enfermedad del injerto contra el huésped, tal como después de trasplante de médula ésea;

* Restenosis;

* Esclerosis tuberosa;

« Linfangioleiomiomatosis;

 Retinitis pigmentosa y otros trastornos degenerativos retinales;

« Enfermedades autoinmunes, incluyendo encefalomielitis, diabetes mellitus dependiente de insulina, lupus,
dermatomiositis, artritis y enfermedades reumaticas;

« Leucemia linfoblastica aguda resistente a esteroides;
< Enfermedades fibréticas, incluyendo esclerodermia, fibrosis pulmonar, fibrosis renal, fibrosis quistica;
 Hipertension pulmonar;

* Inmunomodulacion;

 Esclerosis miiltiple;

e Sindrome de VHL;

« Complejo de Carney;

 Poliposis adenomatosa familiar;

 Sindrome de poliposis juvenil;

< Sindrome de Birt-Hogg-Duke;

 Cardiomiopatia hipertréfica familiar;

* Sindrome de Wolf-Parkinson-White;

« Trastornos neurodegenerativos, tales como enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, enfermedad de
Alzheimer, y demencias causadas por mutaciones tau, ataxia espinocerebelar tipo 3, enfermedad de neuronas
motoras causada por mutaciones de SOD1, lipofucinosis ceroides neuronales/enfermedad de Batten (neuro-
degeneracion pediatrica);

« Degeneracion macular himeda y seca;
« Consuncién muscular (atrofia, caquexia), y miopatias, tales como enfermedad de Danon;

« Infecciones bacterianas y virales, incluyendo M. tuberculosis, estreptococos del grupo A, HSV tipo I, infeccion por
el virus de inmunodeficiencia humana (VIH);

« Neurofibromatosis, incluyendo Neurofibromatosis tipo 1; y
» Sindrome de Peutz-Jeghers, enfermedad Cowden.

Los compuestos con una actividad inhibidora sobre mTORC1 han mostrado un beneficio en la inmunomodulacién y
en el tratamiento de las enfermedades proliferativas, tales como carcinoma de células renales avanzado o los
trastornos asociados con la mutacion de la linea germinal de Tubero-Esclerosis (TSC).

La inhibicion catalitica de la actividad de cinasa de Ser/Thr mTOR o de la actividad de las cinasas PI3 Clase |, y en
particular de la inhibicién doble de las cinasas PI3 Clase | y la cinasa mTOR, puede ser Util para el tratamiento de las
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enfermedades dependientes de la senda de PI3K/Akt/mTOR. Recientemente se ha descrito la eficacia de un
inhibidor doble de cinasa P13/ mTOR en el glioma maligno (Cancer Cell 9, 341 — 349).

Para los usos anteriores, la dosificacién requerida, desde luego, variara dependiendo del modo de administracion,
de la condicion particular que se vaya a tratar, y del efecto deseado. En general, se indica que se obtienen
resultados satisfactorios sistémicamente en dosificaciones diarias de aproximadamente 0.03 a aproximadamente
100.0 miligramos/kilogramo de peso corporal, por ejemplo, de aproximadamente 0.03 a aproximadamente 10.0
miligramos/kilogramo de peso corporal. Una dosificacion diaria indicada en el mamifero superior, por ejemplo, en los
seres humanos, esta en el intervalo de aproximadamente 0.5 miligramos a aproximadamente 3 gramos, por ejemplo,
de aproximadamente 5 miligramos a aproximadamente 1.5 gramos, convenientemente administrados, por ejemplo,
en dosis divididas hasta cuatro veces al dia o en una forma retardada. Las formas de dosificacion unitaria
adecuadas para su administracion oral comprenden desde aproximadamente 0.1 hasta aproximadamente 500
miligramos, por ejemplo, de aproximadamente 1.0 a aproximadamente 500 miligramos de ingrediente activo

En términos generales, los compuestos de la presente invencion se administrardn como composiciones
farmacéuticas mediante cualquiera de las siguientes vias: administracion oral, sistémica (por ejemplo, transdérmica,
intranasal, 0 mediante supositorio), o parenteral (por ejemplo, intramuscular, intravenosa, o subcutanea). La forma
de administracion preferida es la oral utilizando un régimen de dosificacion diaria conveniente que se pueda ajustar
de acuerdo con el grado del padecimiento. Las composiciones pueden tomar la forma de tabletas, pildoras,
capsulas, semi-solidos, polvos, formulaciones de liberacion sostenida, soluciones, suspensiones, elixires, aerosoles,
o cualesquiera otras composiciones apropiadas. Otra forma de administracion preferida de los compuestos de la
presente invencion es la inhalacion. Este es un método efectivo para suministrar un agente terapéutico directamente
al tracto respiratorio.

Los compuestos de la presente invencién se pueden administrar en forma libre o en forma de sal farmacéuticamente
aceptable, por ejemplo, como se indica anteriormente. Estas sales se pueden preparar de una manera convencional
y exhiben el mismo orden de actividad que los compuestos libres.

En consecuencia, la invencion también proporciona:

« un compuesto de la presente invencion, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para utilizarse como un
medicamento, por ejemplo, en cualquiera de los métodos como se indican en la presente.

« un compuesto de la presente invencion, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para utilizarse como un
producto farmacéutico, por ejemplo, en cualquiera de los métodos como se indican en la presente, en particular para
el uso en una o mas enfermedades mediadas por la cinasa de fosfatidil-inositol-3. En una realizacién, se proporciona
un compuesto de la presente invencion, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para utilizarse en el
tratamiento o en la prevencién de cancer o de un trastorno neurodegenerativo. En otra realizacion, el trastorno
neurodegenerativo es enfermedad de Parkinson, de Huntington, o de Alzheimer. En todavia otra realizacion, el
trastorno neurodegenerativo es enfermedad de Huntington.

« el uso de un compuesto de la presente invencién, o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para la
elaboracion de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de una o mas enfermedades mediadas por la
cinasa de fosfatidil-inositol-3. En una realizacion, se proporciona el uso de un compuesto de la presente invencion, o
de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para la elaboracion de un medicamento para el tratamiento o la
prevencion de cancer o de un trastorno neurodegenerativo. En otra realizacion, el trastorno neurodegenerativo es
enfermedad de Parkinson, de Huntington, o de Alzheimer. En todavia otra realizacién, el trastorno
neurodegenerativo es enfermedad de Huntington.

La PI3K sirve como un nodo de segundo mensajero que integra las sendas de sefializacion paralelas, esta
surgiendo una evidencia de que la combinacién de un inhibidor de PI3K con inhibidores de otras sendas, sera util en
el tratamiento de cancer y enfermedades proliferativas en los humanos. Aproximadamente del 20 al 30 por ciento de
los canceres de mama humanos sobre-expresan Her-2/neu-ErbB2, el objetivo para el farmaco trastuzumab. Aunque
el trastuzumab ha demostrado respuestas durables en algunos pacientes que expresan Her2/neu-ErbB2, solamente
responde un subconjunto de estos pacientes. Otros estudios han indicado que este indice de respuesta limitado
puede ser sustancialmente mejorado mediante la combinacion de trastuzumab con inhibidores de PI3K o de la
senda de PI3K/AKT (Chan y colaboradores, Breast Can. Res. Treat. 91: 187 (2005), Woods Ignatoski y
colaboradores, Brit. J. Cancer 82: 666 (2000), Nagata y colaboradores, Cancer Cell 6: 117 (2004)).

Una variedad de malignidades humanas expresan mutaciones activadoras o niveles incrementados de Herl/EGFR,
y se ha desarrollado un nimero de anticuerpos e inhibidores de moléculas pequefias contra esta cinasa de tirosina
receptora, incluyendo tarceva, gefitinib y erbitux. Sin embargo, aunque los inhibidores de EGFR demuestran
actividad anti-tumoral en ciertos tumores humanos (por ejemplo, NSCLC), fracasan para aumentar la sobrevivencia
global del paciente, en todos los pacientes con tumores que expresan EGFR. Esto se puede racionalizar por el
hecho de que muchos objetivos corriente abajo de Herl/EGFR son mutados o desregulados a altas frecuencias en
una variedad de malignidades, incluyendo la senda de PI3K/Akt. Por ejemplo, el gefitinib inhibe el crecimiento de
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una linea celular de adenocarcinoma en los ensayos in vitro. No obstante, se pueden seleccionar sub-clones de
estas lineas celulares, que sean resistentes al gefitinib, que demuestran una mayor activacion de la senda de
PI3/Akt. La disminucién o inhibicion de esta senda hace que los sub-clones resistentes sean sensibles al gefitinib
(Kokubo y colaboradores, Brit. J. Cancer 92: 1711 (2005)). Adicionalmente, en un modelo de cancer de mama in
vitro con una linea celular que aloja la mutacion PTEN que sobre-expresa la inhibicion de EGFR tanto de la senda
de PI3K/Akt como del EGFR, se produjo un efecto sinérgico (She y colaboradores, Cancer Cell 8: 287-297 (2005)).
Estos resultados indican que la combinacion de gefitinib y los inhibidores de la senda de PI3K/Akt seria una
estrategia terapéutica atractiva en el cancer.

La combinacion de AEE778 (un inhibidor de Her-2/neu/ErbB2, VEGFR y EGFR), y RADOO1 (un inhibidor de mTOR,
un objetivo corriente abajo de Akt) produjo una mayor eficacia combinada que cualquier agente solo en un modelo
de xenoinjerto de glioblastoma (Goudar y colaboradores, Mol. Cancer. Ther. 4: 101-112 (2005)).

Los antiestrégenos, tales como tamoxifeno, inhiben el crecimiento de cancer de mama a través de la induccién del
paro del ciclo celular que requiere de la accion del inhibidor del ciclo celular p27Kip. Recientemente, se ha
demostrado que la activacion de la senda de cinasa Ras-Raf-MAP altera el estado de fosforilacién de p27Kip, de tal
manera que se atenla su actividad inhibidora para detener el ciclo celular, contribuyendo de esta manera a la
resistencia al antiestrégeno (Donovan, y colaboradores, J. Biol. Chem. 276: 40888, (2001)). Como es reportado por
Donovan y colaboradores, la inhibicion de la sefializacion de MAPK a través del tratamiento con el inhibidor de MEK
revirtié el estado de fosforilacion aberrante del p27 en el cancer refractario a hormonas de las lineas celulares de
mama, y al hacerlo de esta manera, restablecio6 la sensibilidad a hormonas. De una manera similar, la fosforilacion
de p27Kip mediante Akt también abroga su papel para detener el ciclo celular (Viglietto y colaboradores, Nat Med. 8:
1145 (2002)).

De conformidad con lo anterior, en un aspecto adicional, los compuestos de la férmula | pueden ser Utiles en el
tratamiento de canceres dependientes de hormonas, tales como los canceres de mama y de prostata. Mediante este
uso, se tiene como objetivo revertir la resistencia a hormonas que se ve cominmente en estos canceres con los
agentes contra el cancer convencionales.

En los canceres hematoldgicos, tales como la leucemia mielégena cronica (CML), la translocalizacion cromosémica
es responsable de la cinasa de tirosina BCR-Abl constitutivamente activada. Los pacientes afligidos responden al
imatinib, un inhibidor de cinasa de tirosina de moléculas pequefias, como un resultado de la inhibicién de la actividad
de cinasa Abl. Sin embargo, muchos pacientes con la enfermedad en etapa avanzada responden al imatinib
inicialmente, pero luego tienen recurrencia posteriormente debido a las mutaciones que confieren resistencia en el
dominio de cinasa Abl. Los estudios in vitro han demostrado que BCR-Abl emplea la senda de cinasa Ras-Raf para
provocar sus efectos. En adicion, la inhibicion de mas de una cinasa en la misma senda proporciona una proteccion
adicional contra las mutaciones que confieren resistencia.

De conformidad con lo anterior, en otro aspecto, los compuestos de la presente invencion se utilizan en combinacion
con cuando menos un agente adicional seleccionado a partir del grupo de los inhibidores de cinasa, tales como
Gleevec®, en el tratamiento de los canceres hematoldgicos, tales como leucemia mielégena cronica (CML).
Mediante este uso, se tiene como objetivo revertir o prevenir la resistencia al cuando menos un agente adicional.

Debido a que la activacion de la senda de PI3K/Akt impulsa la sobrevivencia celular, la inhibicion de la senda en
combinaciéon con terapias que impulsan la apoptosis en las células de cancer, incluyendo radioterapia y
guimioterapia, dara como resultado mejores respuestas (Ghobrial y colaboradores, CA Cancer J. Clin 55: 178-194
(2005)). Como un ejemplo, la combinaciéon del inhibidor de cinasa de PI3 con carboplatina demostré efectos
sinérgicos en los ensayos in vitro tanto de proliferacion como de apoptosis, asi como una eficacia tumoral in vivo en
un modelo de xenoinjerto de cancer de ovario (Westfall y Skinner, Mol. Cancer Ther. 4: 1764-1771 (2005)).

En adicién al cancer y a las enfermedades proliferativas, existe una evidencia acumulativa de que los inhibidores de
las cinasas PI3 Clases 1A y 1B serian terapéuticamente (tiles en otras areas de enfermedad. Se ha demostrado que
la inhibicion de p110R, el producto de isoforma PI3K del gen PIK3CB, esta involucrada en la activacion de las
plaquetas inducida por desgarre (Jackson y colaboradores, Nature Medicine 11: 507-514 (2005)). Por consiguiente,
un inhibidor de PI3K que inhiba p110R seria Gtil como un solo agente o en combinacion en la terapia anti-trombotica.
La isoforma p1108, el producto del gen PIK3CD, es importante en la funcién y diferenciacién de las células-B
(Clayton y colaboradores, J. Exp. Med. 196: 753-763 (2002)), en las respuestas de antigeno dependientes e
independientes de células-T (Jou y colaboradores, Mol. Cell. Biol. 22: 8580-8590 (2002)), y en la diferenciacion de
los mastocitos (Ali y colaboradores, Nature 431: 1007-1011 (2004)). Por consiguiente, se espera que los inhibidores
de p110d sean utiles en el tratamiento de las enfermedades autoinmunes impulsadas por las células-B y en asma.
Finalmente, la inhibicién de p110y, el producto de isoforma del gen PI3BKCG, da como resultado una respuesta de
células-T reducida, pero no de células-B (Reif y colaboradores, J. Immunol. 173: 2236-2240 (2004)), y su inhibicién
demuestra eficacia en modelos de enfermedades autoinmunes en animales (Camps y colaboradores, Nature
Medicine 11: 936-943 (2005), Barber y colaboradores, Nature Medicine 11: 933-935 (2005)).
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La invencion proporciona ademas composiciones farmacéuticas que comprenden cuando menos un compuesto de
la presente invencién, junto con un excipiente farmacéuticamente aceptable adecuado para su administracion, a un
sujeto humano o animal, ya sea solo o junto con otros agentes contra el cancer.

La invencion proporciona ademas métodos para el tratamiento de sujetos humanos o animales que sufran de una
enfermedad proliferativa celular, tal como cancer. La invencion, por consiguiente, proporciona métodos para el
tratamiento de un sujeto humano o animal que necesite dicho tratamiento, el cual comprende administrar al sujeto
una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de la presente invencion, ya sea solo o bien en
combinacién con uno o mas agentes diferentes contra el cancer. En particular, las composiciones se formularan ya
sea juntos como una combinacién terapéutica o bien se administraran por separado. Los agentes contra el cancer
adecuados para utilizarse con un compuesto de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, uno o mas
compuestos seleccionados a partir del grupo que consiste en inhibidores de cinasa, anti-estrégenos, anti-
andrégenos, otros inhibidores, farmacos quimioterapéuticos para cancer, agentes alquilantes, agentes quelantes,
modificadores de la respuesta bioldgica, vacunas de cancer, agentes para terapia anti-sentido como se estipulan en
seguida:

A. Inhibidores de cinasa: Los inhibidores de cinasa para utilizarse como agentes contra el cancer en conjunto con el
compuesto de la presente invencién, incluyen los inhibidores de las cinasas receptoras del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), tales como quinazolinas de molécula pequefia, por ejemplo gefitinib (Patentes de los Estados
Unidos de Norteamérica Numeros US 5457105, US 5616582, y US 5770599), ZD-6474 (WO 01/32651), erlotinib
(Tarceva®, US 5,747,498 y WO 96/30347), y lapatinib (US 6,727,256 y WO 02/02552); los inhibidores de cinasa
receptora del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR), incluyendo SU-11248 (WO 01/60814), SU 5416
(US 5,883,113 y WO 99/61422), SU 6668 (US 5,883,113 y WO 99/61422), CHIR-258 (US 6,605,617 y US
6,774,237), vatalanib o PTK-787 (US 6,258,812), VEGF-Trap (WO 02/57423), B43-Genisteina (W0-09606116),
fenretinida (p-hidroxi-fenil-amina del acido retinoico) (US 4,323,581), IM-862 (WO 02/62826), bevacizumab o
Avastin® (WO 94/10202), KRN-951, 3-[5-(metil-sulfonil-piperidin-metil)-indolil]-quinolona, AG-13736 y AG-13925,
pirrolo-[2,1-f][1,2,4]-triazinas, ZK-304709, Veglin®, VMDA-3601, EG-004, CEP-701 (US 5,621,100), Cand5 (WO
04/09769); inhibidores de cinasa de tirosina Erb2, tales como pertuzumab (WO 01/00245), trastuzumab, y rituximab;
inhibidores de cinasa de proteina Akt, tales como RX-0201; inhibidores de cinasa C de proteina (PKC), tales como
LY-317615 (WO 95/17182), y perifosina (US 2003171303); inhibidores de cinasa Raf/Map/MEK/Ras, incluyendo
sorafenib (BAY 43-9006), ARQ-350RP, LErafAON, BMS-354825 AMG-548, y otros que se dan a conocer en la
Publicacion Internacional Nimero WO 03/82272; inhibidores de cinasa receptora del factor de crecimiento de
fibroblastos (FGFR); inhibidores de cinasa dependiente de las células (CDK), incluyendo CYC-202 o roscovitina (WO
97/20842 y WO 99/02162); inhibidores de cinasa receptora del factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGFR), tales como CHIR-258, mAb 3G3, AG-13736, SU-11248 y SU6668; e inhibidores de cinasa Bcr-Abl, y
proteinas de fusién, tales como STI-571 o Gleevec® (imatinib).

B. Antiestrogenos: Los agentes con direccion a estrogeno para utilizarse en la terapia contra el cancer en conjunto
con el compuesto de la presente invencion incluyen los moduladores selectivos de los receptores de estrégeno
(SERMSs) incluyendo tamoxifeno, toremifeno, raloxifeno; los inhibidores de aromatasa incluyendo Arimidex® o
anastrozol; y los subreguladores de los receptores de estrogeno (ERD), incluyendo Faslodex® o fulvestrant.

C. Antiandrégenos: Los agentes con direccion a andrégeno para utilizarse en la terapia contra el cancer en conjunto
con el compuesto de la presente invencion incluyen flutamida, bicalutamida, finasterida, amino-glutetamida,
guetoconazol, y corticosteroides.

D. Otros Inhibidores: Otros inhibidores para utilizarse como agentes contra el cancer en conjunto con el compuesto
de la presente invencién incluyen a los inhibidores de farnesil-transferasa de proteina, incluyendo tipifarnib o R-
115777 (US 2003134846 y WO 97/21701), BMS-214662, AZD-3409, y FTI-277; inhibidores de topoisomerasa,
incluyendo merbarona y diflomotecano (BN-80915); inhibidores de proteina de huso de quinesina mitética (KSP),
incluyendo SB-743921 y MKI-833; moduladores de proteasoma, tales como bortezomib o Velcade® (US 5,780,454),
XL-784; moduladores de HSP9O0, incluyendo AUY922; e inhibidores de ciclo-oxigenasa 2 (COX-2), incluyendo
farmacos anti-inflamatorios no esteroideos | (NSAIDs).

E. Farmacos quimioterapéuticos de cancer: Los agentes quimioterapéuticos de cancer particulares para utilizarse
como agentes contra el cancer en conjunto con el compuesto de la presente invencién incluyen anastrozol
(Arimidex®), bicalutamida (Casodex®), sulfato de bleomicina (Blenoxane®), busulfano (Myleran®), inyeccién de
busulfano (Busulfex®), capecitabina (Xeloda®), N4-pentoxi-carbonil-5-desoxi-5-fluorocitidina, carboplatina
(Paraplatin®), carmustina (BICNU®), clorambucil (Leukeran®), cisplatina (Platinol®), cladribina (Leustatin®),
ciclofosfamida (Cytoxan® o Neosar®), citarabina, citosina-arabinosida (Cytosar-U®), inyeccién de liposoma de
citarabina (DepoCyt®), dacarbazina (DTIC-Dome®), dactinomicina (Actinomicina D, Cosmegan), clorhidrato de
daunorrubicina (Cerubidine®), inyeccién de liposoma de citrato de daunorrubicina (Daunoxome®), dexametasona,
docetaxel (Taxotere®), clorhidrato de doxorrubicina (Adriamycin®, Rubex®), etoposida (Vepesid®), fosfato de
fludarabina (Fludara®), 5-fluoro-uracilo (Adrucil®, Efudex®), flutamida (Eulexin®), tezacitibina, Gemcitabina (difluoro-
desoxicitidina), hidroxiurea (Hidrea®), Idarrubicina (Idamycin®), ifosfamida (IFEX®), irinotecano (Camptosar®), L-
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asparaginasa (ELSPAR®), leucovorina-calcio, melfalano (Alkeran®), 6-mercapto-purina (Purinethol®), metotrexato
(Folex®), mitoxantrona (Novantrone®), milotarg, paclitaxel (Taxol®), Phoenix (Itrio 90/MX-DTPA), pentostatina,
polifeprosano 20 con implante de carmustina (Gliadel®), citrato de tamoxifeno (Nolvadex®), teniposida (Vumon®), 6-
tioguanina, tiotepa, tirapazamina (Tirazone®), clorhidrato de topotecano para inyeccién (Hycamptin®), vinblastina
(Velban®), vincristina (Oncovin®), y vinorelbina (Navelbine®).

F. Agentes alquilantes: Los agentes alquilantes para utilizarse en conjunto con el compuesto de la presente
invencion incluyen VNP-40101M o cloretizina, oxaliplatina (US 4,169,846, WO 03/24978 y WO 03/04505),
glufosfamida, mafosfamida, etopofos (US 5,041,424), prednimustina; treosulfano; busulfano; irofluveno (acilfulveno);
penclomedina; pirazoloacridina (PD-115934); O6-bencilguanina; decitabina (5-aza-2-desoxicitidina); brostalicina;
mitomicina C (MitoExtra); TLK-286 (Telcyta®); temozolomida; trabectedina (US 5,478,932); AP-5280 (formulacion de
platinato de cisplatina); porfiromicina; y clearazida (mecloretamina).

G. Agentes quelantes: Los agentes quelantes para utilizarse en conjunto con el compuesto de la presente invencion
incluyen tetratiomolibdato (WO 01/60814); RP-697; T84.66 Quimérico (cT84.66); gadofosveset (Vasovist®);
desferoxamina; y bleomicina, opcionalmente en combinacién con electroporacion (EPT).

H. Modificadores de la respuesta bioldgica: Los modificadores de la respuesta bioldgica, tales como los
inmunomoduladores, para utilizarse en conjunto con el compuesto de la presente invencién, incluyen estaurosporina
y analogos macrociclicos de la misma, incluyendo UCN-01, CEP-701 y midostaurina (véase WO 02/30941, WO
97/07081, WO 89/07105, US 5,621,100, WO 93/07153, WO 01/04125, WO 02/30941, WO 93/08809, WO 94/06799,
WO 00/27422, WO 96/13506 y WO 88/07045); escualamina (WO 01/79255); DA-9601 (WO 98/04541 y US
6,025,387); alemtuzumab; interferones (por ejemplo, IFN-a, IFN-b etc.); interleucinas, especificamente IL-2 o
aldesleucina, asi como IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11, IL-12, y las variantes biolégicas de las
mismas que tengan secuencias de aminoacidos mayores del 70 por ciento de la secuencia humana nativa;
altretamina (Hexalen®); SU 101 o leflunomida (WO 04/06834 y US 6,331,555); imidazoquinolinas, tales como
resiquimod e imiquimod (US 4,689,338, 5,389,640, 5,268,376, 4,929,624, 5,266,575, 5,352,784, 5,494,916,
5,482,936, 5,346,905, 5,395,937, 5,238,944, y 5,525,612); y SMIPs, incluyendo benzazoles, antraquinonas,
tiosemicarbazonas, y triptantrinas (WO 04/87153, WO 04/64759, y WO 04/60308).

I. Vacunas de cancer: Las vacunas contra el cancer para utilizarse en conjunto con el compuesto de la presente
invencion incluyen Avicine® (Tetrahedron Lett. 26:2269-70 (1974)); oregovomab (OvaRex®); Theratope® (STn-
KLH); Vacunas de Melanoma; la serie GI-4000 (GI-4014, GI-4015, y GI-4016), que se dirigen a cinco mutaciones en
la proteina Ras; GlioVax-1; MelaVax; Advexin® o INGN-201 (WO 95/12660); Sig/E7/LAMP-1, que codifica HPV-16
E7; Vacuna MAGE-3 o M3TK (WO 94/05304); HER-2VAX; ACTIVE, que estimula las células-T especificas para
tumores; vacuna de cancer GM-CSF; y vacunas basadas en monocitogenes de Listeria.

J. Terapia antisentido: Los agentes contra el cancer para utilizarse en conjunto con el compuesto de la presente
invencion también incluyen composiciones antisentido, tales como AEG-35156 (GEM-640); AP-12009 y AP-11014
(oligonucledtidos anti-sentido especificos de TGF-beta2); AVI-4126; AVI-4557; AVI-4472; oblimersen (Genasense®);
JFS2; aprinocarsen (WO 97/29780); GTI-2040 (oligonucledtido anti-sentido de ARNm de reductasa de ribonucleétido
R2) (WO 98/05769); GTI-2501 (WO 98/05769); oligodesoxinucledtidos antisentido de c-Raf encapsulados en
liposomas (LErafAON) (WO 98/43095); y Sirna-027 (ARNm de VEGFR-1 de direccién terapéutica basado en el
ARNi).

Los compuestos de la presente invencion también se pueden combinar en una composicién farmacéutica con
sustancias de farmaco broncodilatadoras y antihistaminicas. Estos farmacos broncodilatadores incluyen a los
agentes anticolinérgicos o antimuscarinicos, en particular bromuro de ipratropio, bromuro de oxitropio, y bromuro de
tiotropio, y agonistas del adreno-receptor 3-2, tales como salbutamol, terbutalina, salmeterol, carmoterol, milveterol
y, en especial, formoterol o indacaterol. Las sustancias de farmaco antihistaminicas coterapéuticas incluyen
clorhidrato de cetirizina, fumarato de clemastina, prometazina, loratadina, desloratadina, difenhidramina, y clorhidrato
de fexofenadina.

La invencion proporciona, en un aspecto adicional, una combinacién que comprende un compuesto de la presente
invencion, y uno o mas compuestos sean Utiles para el tratamiento de una enfermedad trombolitica, una enfermedad
cardiaca, embolia, etc. Estos compuestos incluyen aspirina, una estreptocinasa, un activador de plasminégeno del
tejido, una urocinasa, un anticoagulante, farmacos anti-plaquetarios (por ejemplo, PLAVIX; bisulfato de clopidogrel),
una estatina (por ejemplo, LIPITOR o Atorvastatina-calcio), ZOCOR (Simvastatina), CRESTOR (Rosuvastatina),
etc.), un bloqueador Beta (por ejemplo, Atenolol), NORVASC (besilato de amlodipina), y un inhibidor de ACE (por
ejempilo, lisinopril).

La invencion proporciona, en un aspecto adicional, una combinacién que comprende un compuesto de la presente
invencion, y uno o mas compuestos que sean Utiles para el tratamiento de hipertension. Estos compuestos incluyen
a los inhibidores de ACE, agentes reductores de lipidos, tales como estatinas, LIPITOR (Atorvastatina-calcio),
bloqueadores del canal de calcio, tales como NORVASC (besilato de amlodipina).
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La invencion proporciona, en un aspecto adicional, una combinacién que comprende un compuesto de la presente
invencién, y uno o mas compuestos seleccionados a partir del grupo que consiste en fibratos, bloqueadores-beta,
inhibidores de NEPI, antagonistas del receptor de angiotensina-2, e inhibidores de la acumulacion de plaquetas.

La invencion proporciona, en un aspecto adicional, una combinacién que comprende un compuesto de la presente
invencion, y un compuesto adecuado para el tratamiento de enfermedades inflamatorias, incluyendo artritis
reumatoide. Este compuesto se puede seleccionar a partir del grupo que consiste en inhibidores de TNF-a, tales
como anticuerpos monoclonales anti-TNF-a (tales como REMICADE, CDP-870) y D2E7 (HUMIRA) y moléculas de
fusion de inmunoglobulina con el receptor de TNF (tales como ENBREL), inhibidores de IL-1, antagonistas de
receptores o IL-1Ra solubles (por ejemplo, KINERET o inhibidores de ICE), agentes anti-inflamatorios no
esteroideos (NSSIDA), piroxicam, diclofenaco, naproxeno, flurbiprofeno, fenoprofeno, quetoprofeno, ibuprofeno,
fenamatos, acido mefenamico, indometacina, sulindaco, apazona, pirazolonas, fenil-butazona, aspirina, inhibidores
de COX-2 (tales como CELEBREX (celecoxib), PREXIGE (lumiracoxib)), inhibidores de metaloproteasa (de
preferencia inhibidores selectivos de MMP-13), inhibidores de p2x7, inhibidores de a2a, NEUROTINA, pregabalina,
metotrexato de dosis baja, leflunomida, hidroxicloroquina, d-penicilamina, auranofina, u oro parenteral u oral.

La invencion proporciona, en un aspecto adicional, una combinacion que comprende un compuesto de la presente
invencioén, y un compuesto adecuado para el tratamiento de osteoartritis. Este compuesto se puede seleccionar a
partir del grupo que consiste en agentes anti-inflamatorios no esteroideos convencionales (posteriormente en la
presente NSAIDs), tales como piroxicam, diclofenaco, acidos propiénicos, tales como naproxeno, flurbiprofeno,
fenoprofeno, quetoprofeno e ibuprofeno, fenamatos tales como acido mefenamico, indometacina, sulindaco,
apazona, pirazolonas, tales como fenil-butazona, salicilatos tales como aspirina, inhibidores de COX-2 tales como
celecoxib, valdecoxib, lumiracoxib y etoricoxib, analgésicos y terapias intra-articulares tales como corticosteroides y
acidos hialurénicos, tales como hialgano y synvisc.

La invencion proporciona, en un aspecto adicional, una combinacién que comprende un compuesto de la presente
invencioén, y un agente antiviral y/o un compuesto anti-sepsis. Este agente antiviral se puede seleccionar a partir del
grupo que consiste en Viracept, AZT, aciclovir y famciclovir. EI compuesto anti-sepsis se puede seleccionar a partir
del grupo que consiste en Valant.

La invencion proporciona, en un aspecto adicional, una combinacién que comprende un compuesto de la presente
invencién, y uno o mas agentes seleccionados a partir del grupo que consiste en agentes para el CNS, tales como
antidepresivos (sertralina), farmacos anti-Parkinsonianos (tales como deprenilo, L-dopa, Requip, Mirapex,
inhibidores de MAOB tales como selegina y rasagilina, inhibidores de comP, tales como Tasmar, inhibidores de A-2,
inhibidores de la reabsorcion de dopamina, antagonistas de NMDA, agonistas de Nicotina, agonistas de Dopamina,
e inhibidores de sintasa de 6xido nitrico neuronal).

La invencion proporciona, en un aspecto adicional, una combinacién que comprende un compuesto de la presente
invencién, y uno o mas farmacos contra la enfermedad de Alzheimer. Este farmaco contra la enfermedad de
Alzheimer se puede seleccionar a partir del grupo que consiste en donepezil, tacrina, inhibidores de a2d,
NEUROTINA, pregabalina, inhibidores de Cox-2, propentofilina, o0 metrifonato.

La invencion proporciona, en un aspecto adicional, una combinacién que comprende un compuesto de la presente
invencién, y un agente contra la osteoporosis y/o un agente inmunosupresor. Estos agentes contra la osteoporosis
se pueden seleccionar a partir del grupo que consiste en EVISTA (clorhidrato de raloxifeno), droloxifeno,
lasofoxifeno, o fosomax. Los agentes inmunosupresores se pueden seleccionar a partir del grupo que consiste en
FK-506 y rapamicina.

En otro aspecto de las realizaciones preferidas, se proporcionan kits que incluyen uno o mas compuestos de la
presente invencién, y un componente de combinacién como se da a conocer en la presente. Los kits representativos
incluyen un compuesto inhibidor de PI3K (por ejemplo, un compuesto de la presente invencion), y un inserto de
paquete u otra etiqueta que incluye instrucciones para el tratamiento de una enfermedad proliferativa celular
mediante la administracion de una cantidad inhibidora de PI3K de los compuestos.

La combinacion de las composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto de la presente invenciéon en
forma libre o en la forma de una sal farmacéuticamente aceptable, y que ademas comprenden un componente de
combinacién (ya sea en una forma unitaria de dosificacion o bien como un kit de partes) en asociacién con cuando
menos un vehiculo y/o diluyente farmacéuticamente aceptable, se pueden fabricar de una manera convencional
mezclando con un vehiculo y/o diluyente farmacéuticamente aceptable con los ingredientes activos mencionados.

En consecuencia, la invencion proporciona, en otros aspectos

] Una combinacion, por ejemplo, para utilizarse en cualquiera de los métodos descritos en la presente, la cual
comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de la presente invencion, o de una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, y otro agente terapéutico, para su administracién simultanea o en
secuencia.
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] un producto que comprende un compuesto de la presente invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, y otro agente terapéutico.

] un producto que comprende un compuesto de la presente invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, y otro agente terapéutico, como una preparacion combinada para utilizarse en terapia, por
ejemplo, para utilizarse en cualquiera de las terapias descritas en la presente. En una realizacién, la terapia
es el tratamiento o la prevencion de cancer o de un trastorno neurodegenerativo. En otra realizacion, la
terapia es el tratamiento o la prevencién de enfermedad de Parkinson, de Huntington, o de Alzheimer. En
todavia otra realizacion, la terapia es el tratamiento o la prevencion de enfermedad de Huntington.

] una composicion farmacéutica combinada, la cual comprende un compuesto de la presente invencién, o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y otro agente terapéutico.

] una composicion farmacéutica combinada la cual comprende un compuesto de la presente invencién, o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo, otro agente terapéutico, y opcionalmente uno o mas materiales
portadores y/o diluyentes farmacéuticamente aceptables. Esta composicién farmacéutica combinada puede
estar en la configuracion de una forma unitaria de dosificacion o como un kit de partes.

] un método como se define anteriormente, el cual comprende la co-administraciéon, por ejemplo, de una
manera concomitante 0 en secuencia, de una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de la
presente invencién, o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y otro agente terapéutico, por
ejemplo, como se indica anteriormente.

] una combinacion farmacéutica, por ejemplo, un kit, el cual comprende: a) un primer agente, el cual es un
compuesto de la presente invencién, como se da a conocer en la presente, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, y b) otro agente terapéutico, por ejemplo, como se indica anteriormente; en donde este
kit puede comprender instrucciones para su administracion.

Los siguientes ejemplos de los compuestos de la presente invencion ilustran la invencién sin limitar su alcance. Los
métodos para la preparacion de estos compuestos se describen posteriormente en la presente.

EJEMPLOS

Abreviaturas

Ac/ac/Oac acetilo CH3CO-

ACOEYEA/EtOAC acetato de etilo

AcOH acido acético

ACN/MeCN/CH3zCN acetonitrilo

Biotage cromatografia por evaporacion instantanea
brs singlete amplio

CDCls; cloroformo deuterado

CsF fluoruro de cesio

Cu(OAc) acetato de cobre(l)

d doblete

Da dalton

DAD-UV deteccion de arreglo de diodos ultravioleta / detector de arreglo de diodos ultravioleta
DCMI/CHCI, dicloro-metano

deg grados

dt doblete triplete

DIPEA di-isopropil-etil-amina

DMA dimetil-acetamida

DMF dimetil-formamida

DMSO sulféxido de dimetilo

38



10

15

20

25

30

35

ES2611885T3

DMSO-ds sulféxido de dimetilo deuterado
dppf 1,1'-bis-(difenil-fosfino)-ferroceno
e.g. porejemplo

equiv equivalente

Et,O etil-éter

EtOH etanol

Gilston/Prep-LC HPLC - cromatografia de liquidos (de alto rendimiento)

/HPLC de preparacion

HPLC/LC cromatografia de liquidos de alto rendimiento / cromatografia de liquidos

hr/hrs  horas

i-PrOH iso-propanol

KOAc acetato de potasio

L litros

LC cromatografia de liquidos

LC-MS cromatografia de liquidos-espectrometria de masas
LC-UV cromatografia de liquidos - con deteccién ultravioleta
MeOH metanol

CD30D metanol deuterado

m multiplete

MS espectrometria de masas

NMP  N-metil-2-pirrolidona/metil-pirrolidona

RMN resonancia magnética nuclear

1H RMN resonancia magnética nuclear de protones
Pd(OAc), acetato de paladio(ll)

PdCI,(PPh3); cloruro de bis-(trifenil-fosfina)-paladio(ll)

PdCl,(dppf) cloruro de 1,1'-bis-(difenil-fosfino)-ferroceno-paladio(ll)

PPhz trifenil-fosfina

RT/rt temperatura ambiente

s singulete

t triplete

TFA &cido trifluoro-acético

THF tetrahidrofurano

TLC cromatografia de capa delgada

UV ultravioleta

uW/MW fuente de calentamiento de microondas
%wt por ciento en peso

Métodos analiticos
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RMN: Los espectros de protones se registran en un espectrometro de ultra-proteccion Bruker 400 MHz, a menos
que se observe de otra manera. Los cambios quimicos se reportan en ppm en relacion con metanol (6 3.31),
sulféxido de dimetilo (DMSO) (8 2.50), o cloroformo (8 7.26). Una pequefia cantidad de la muestra seca (de 2 a 5
miligramos) se disuelve en un solvente deuterado apropiado (1 mililitro). El brillo se automatiza y los espectros se
obtienen con 64 o més barridos.

LC/MS:

La muestra se disuelve en un solvente adecuado, tal como MeCN, DMSO, o MeOH, y se inyecta directamente en la
columna utilizando el manejador de muestras automatizado. El andlisis se hace empleando uno de los siguientes
métodos:

Método 1: Los compuestos se analizan sobre una columna Inertsil ODS-3 (C18, 50 x 4.6 milimetros, 3 micras) con
una elucién en gradiente de 2 minutos (del 20 al 80 por ciento de acetonitrilo/ HO/formato de amonio 5mM), y una
velocidad de flujo de 4 mililitros/ minuto.

Método 2: Método de LC/MS GENERAL con fase mavil de acido (acido férmico al0.1 por ciento), y gradiente rapido.
Espectros de masas por electroaspersion (+) y (-), cromatograma de DAD-UV de 200 a 400 nanémetros, rango de
exploracién de 120 a 1,500 Da. Gradiente: del 20 al 80 por ciento de MeCN/H2O en 2 minutos (2 mililitros / minuto),
inyeccion de 2 microlitros. Columna: Inertsil ODS3 C-18, de 3 centimetros x 33 milimetros x 3.0 micras, 40 grados C.

Método 3: Método de LC/MS GENERAL con fase mévil neutra (NH4;"HCOO™ 5 mM), y gradiente rapido (del 20 al 80
por ciento). Espectros de masas por electroaspersion (+) y (-), cromatograma de DAD-UV de 200 a 400 nandmetros,
rango de exploracion de 120 a 1,500 Da. Gradiente: del 20 al 80 por ciento de MeCN/H>O en 2 minutos (2 mililitros /
minuto), inyeccién de 2 microlitros. Columna: Inertsil ODS3 C-18, de 3 centimetros x 33 milimetros x 3.0 micras, 40
grados C.

Método 4: Método de LC/MS para compuestos NO POLARES (grasosos) con fase movil de acido (acido férmico al
0.1 por ciento), y gradiente rapido (del 40 al 90 por ciento). Espectros de masas por electroaspersion (+) y (-),
cromatograma de DAD-UV de 200 a 400 nanémetros, rango de exploracion de 120 a 1,500 Da. Gradiente: del 40 al
90 por ciento de MeCN/H20 en 2 minutos (2 mililitros / minuto), inyeccion de 2 microlitros. Columna: Inertsil C8-3, de
3 centimetros x 33 milimetros x 3.0 micras, 40 grados C.

Método 5: Método de LC/MS para compuestos NO POLARES (grasosos) con fase mévil neutra (NH,;"HCOO™ 5 mM),
y gradiente rapido (del 40 al 90 por ciento). Espectros de masas por electroaspersion (+) y (-), cromatograma de
DAD-UV de 200 a 400 nanémetros, rango de exploracion de 120 a 1,500 Da. Gradiente: del 40 al 90 por ciento de
MeCN/H20 en 2 minutos (2 mililitros / minuto), inyeccién de 2 microlitros. Columna: Inertsil C8-3, de 3 centimetros x
33 milimetros x 3.0 micras, 40 grados C.

Método 6: Método de LC/MS con gradiente de rango amplio (del 5 al 95 por ciento) con fase mévil de acido (acido
férmico al 0.1 por ciento). Espectros de masas por electroaspersion (+) y (-), cromatograma de DAD-UV de 200 a
400 nanometros, rango de exploracion de 120 a 1,500 Da. Gradiente: del 5 al 95 por ciento de MeCN/H2O en 2
minutos (2 mililitros / minuto), inyeccién de 2 microlitros. Columna: Inertsil C8-3, de 3 centimetros x 33 milimetros x
3.0 micras, 40 grados C.

Método 7: Método de LC/MS con gradiente de rango amplio (del 5 al 95 por ciento) con fase movil neutra
(NH,"HCOO" 5 mM). Espectros de masas por electroaspersion (+) y (-), cromatograma de DAD-UV de 200 a 400
nanoémetros, rango de exploracion de 120 a 1,500 Da. Gradiente: del 5 al 95 por ciento de MeCN/H,O en 2 minutos
(2 mililitros / minuto), inyeccion de 2 microlitros. Columna: Inertsil C8-3, de 3 centimetros x 33 milimetros x 3.0
micras, 40 grados C.

Método 8: Método de LC/MS para compuestos POLARES con fase mévil de acido (acido formico al 0.1 por ciento), y
gradiente lento (del 0 al 100 por ciento). Espectros de masas por electroaspersion (+) y (-), cromatograma de DAD-
UV de 200 a 400 nanometros, rango de exploracion de 120 a 1,500 Da. Gradiente: del 0 al 100 por ciento de
MeCN/H2O en 2 minutos (2 mililitros / minuto), inyeccion de 2 microlitros. Columna: Inertsil ODS3 (C-18, de 3
centimetros x 33 milimetros x 3.0 micras, 40 grados C).

Método 9: Método de LC/MS para compuestos POLARES con fase movil neutra (NH,"HCOO™ 5 mM), y gradiente
lento (del O al 100 por ciento). Espectros de masas por electroaspersion (+) y (-), cromatograma de DAD-UV de 200
a 400 nanoémetros, rango de exploracion de 120 a 1,500 Da. Gradiente: del 0 al 100 por ciento de MeCN/H.O en 2
minutos (2 mililitros / minuto), inyeccién de 2 microlitros. Columna: Inertsil ODS3 (C-18, de 3 centimetros x 33
milimetros x 3.0 micras, 40 grados C.

Método 10: Los compuestos se analizan sobre una columna Inertsil ODS-3 (C8, de 30 milimetros x 3.0 milimetros,
3.0 micras) con una elucién en gradiente de 2 minutos (del 5 al 90 por ciento de acetonitrilo/H,O/formato de amonio
5 mM), y una velocidad de flujo de 2 mililitros / minuto.
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Método 11: Los compuestos se analizan sobre una columna Inertsil ODS-3 (C8, de 30 milimetros x 3.0 milimetros,
3.0 micras) con una elucién en gradiente de 2 minutos (del 5 al 90 por ciento de acetonitrilo/H,O/acido férmico al 0.1
por ciento), y una velocidad de flujo de 2 mililitros / minuto.

La purificacion mediante HPLC utiliza una columna C8 o C18 (30 x 100 milimetros, 5 micras, marca: Sunfire o
XTerra). La muestra se disuelve en un solvente adecuado, tal como MeCN, DMSO, o MeOH (maximo 5 mililitros), y
se inyecta directamente en la columna utilizando el manejador de muestras automatizado. La purificacion se lleva a
cabo con un gradiente apropiado empleando dos métodos (a menos que se observe de otra manera). El Método 1
consiste en TFA al 0.1 por ciento en el 5 por ciento al 95 por ciento de ACN en H;O. El Método 2 consiste en NHsOH
10 mM en el 5 por ciento al 95 por ciento de ACN en H,O.

Sintesis de intermediarios de éster bordnico

Los intermediarios de éster boronico utilizados en la preparacion de los compuestos de la presente invenciéon son
cualquiera de aquéllos comercialmente disponibles, o se pueden preparar como se describe en la literatura, o de una
manera analoga, o se pueden preparar como se describe posteriormente en la presente, o de una manera analoga.

Ester Boronico 1: 4-(4,4,5,5-tetrametil-[1,3,2]-dioxa borolan-2-il)-1H-pirrolo-[2,3-b]-piridina

A una solucién de 4-bromo-7-azaindol (0.48 gramos, 2.41 milimoles) en dioxano (12 mililitros), se le agregd bis-
(pinacolato)-diboro, seguido por bis-(difenil-fosfino)-ferroceno (0.067 gramos, 0.12 milimoles). La mezcla se
desgasificd durante 20 minutos utilizando nitrogeno, seguido por la adicion de catalizador de PdClx(dppf) (0.088
gramos, 0.12 milimoles). La suspension se desgasificé durante 5 minutos adicionales. El frasco se selld y se colocé
en un bafio de aceite. La reaccion se calenté a 120°C durante 16 horas. Después de completarse, la mezcla de
reaccion se dejo enfriar a temperatura ambiente, la suspension se filtro, y el solvente se removid bajo presion
reducida. El producto crudo se purificé directamente sobre Biotage utilizando un gradiente del 0 al 100 por ciento de
EtOAC/Heptano. Se hizo una purificacion adicional utilizando HPLC de preparacion (gradiente del 5 por ciento al 95
por ciento con el 3 por ciento de n-propanol/acetonitrilo sobre el 3 por ciento de n-propanol/agua), para proporcionar
un sélido blanco (0.054 gramos, 9.2 por ciento) andlisis de LC/MS empleando el método 7, masa (ES+) m/z 245.4 1H
RMN (CDCls) 8 9.03 (1H, brs), 8.24 (1H, d), 7.42 (1H, d), 7.30 (1H, d), 6.86 (1H,d), 1.31 (12H,s).

Ester Boronico 2: [2-metoxi-5-(4,4,5,5-tetrametil-[1,3,2]-dioxaborolan-2-il)-fenil]-metanol

El éster boroénico se sintetiz6 empleando el procedimiento general descrito en el esquema 3. El compuesto se aislé
en un 77 por ciento de rendimiento como un aceite amarillo. *H RMN (CDzOD): 6 7.76 (1H, s), 7.67 (1H, d), 6.90 (1H,
d), 4.62 (2H, s), 3.83 (3H, s), 1.32 (12H, s).

Ester Boronico 3: [3-metoxi-5-(4,4,5,5-tetrametil-[1,3,2]-dioxaborolan-2-il)-fenil]-metanol

El éster borodnico se sintetiz6 empleando el procedimiento general descrito en el esquema 3. El compuesto se aislé
en un 27 por ciento de rendimiento como un soélido color café. *H RMN (DMSO-dg): & 7.24 (1H, s), 7.01 (1H, s), 6.99
(1H, s), 5.18 (1H, m), 4.47 (2H, d), 3.75 (3H, s), 1.29 (12H, s).

Ester Borénico 4: BOC-3-(4,4,5,5-tetrametil-[1,3,2]-dioxaborolan-2-il)-bencilamina

A una solucién de 3-bromo-bencil-amina (0.79 gramos, 4.24 milimoles), dicarbonato de ditertbutilo (1.82 gramos, 8.5
milimoles, 2.0 equivalentes) en 10 mililitros de CH.Cl,, se le agreg6 trietilamina (1.29 gramos, 12.7 milimoles, 3.0
equivalentes). Después de 2 horas de agitacion, la reaccion se interrumpio, y la solucion se lavé con agua. La capa
acuosa se extrajo con CHCl,. Las capas organicas se combinaron y se secaron sobre MgSO.. Después de la
remocion del solvente bajo presion reducida, el producto crudo se purificé utilizando cromatografia en columna por
evaporacion instantanea (Biotage, gradiente del 0 al 60 por ciento de EtOAc/Heptano). Entonces se sintetizé el éster
borénico deseado empleando el procedimiento de acoplamiento general descrito en el esquema 3. El compuesto se
aislé en un 59 por ciento de rendimiento como un sélido color café. tH RMN (CDCls): 6 7.61-7.62 (2H, m), 7.27-7.31
(1H, m), 7.24 (1H, t), 4.85 (1H,brs), 4.72 (2 H, brs), 1.37 (9H,s), 1.25 (12 H, s).

Ejemplo 1
Sintesis de 3-[2-((2S,6R)-2,6-dimetil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenol
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a) 2-cloro-6-morfolin-4-il-9H-purina

A una solucién de 2,6-dicloro-9H-purina (1.2 gramos, 6.35 milimoles) en N,N-dimetil-formamida (DMF) (5 mililitros),
se le agregd morfolina (553 miligramos, 6.35 milimoles), seguida por di-isopropil-etil-amina (DIPEA) (1.2 mililitros,
6.87 milimoles), por goteo por medio de una jeringa. La solucion se agité a temperatura ambiente durante 1 hora
hasta que se formd un precipitado. La mezcla de reaccién se vertid6 entonces en agua, y el precipitado se filtro.
Después de secar bajo un alto vacio, se aislo la 2-cloro-6-morfolin-4-il-9QH-purina como un sdlido blancuzco. (1.5
gramos, 99 por ciento) LC/MS analisis método 7, masa (ES+) m/z 240.2 'H RMN (DMSO-ds): 13.21 (1H, brs), 8.15
(1H, s), 4.18 (4H, brs), 3.72 (4H, 1)

b) 2-((2S,6R)-2,6-dimetil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purina

A la solucion de 2-cloro-6-morfolin-4-il-9H-purina (1.5 gramos, 6.26 milimoles) en DMA (5 mililitros), se le agreg6 cis-
2,6 dimetil-morfolina (1.42 gramos, 12.52 milimoles), seguida por DIPEA (2.1 mililitros, 12.02 milimoles). La mezcla
se agité a 130°C durante 40 horas. Después de completarse la reaccién, la solucién se verti6 en agua. La capa
acuosa se extrajo con EtOAc tres veces. Las capas organicas combinadas se secaron sobre Na;SOys, se filtraron, y
el solvente se removi6 bajo presion reducida, para proporcionar la 2-((2S,6R)-2,6-dimetil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-
9H-purina (1.96 gramos, 98 por ciento), como un sélido amarillo. LC/MS analisis método 7, masa (ES+) m/z 319.2 H
RMN (DMSO-dg): 12.37 (1H, s), 7.76 (1H, s), 4.38 (2H, d), 4.12 (4H, brs), 3.69 (4H, m), 3.54 (2H, m), 2.40 (2H, m),
1.14 (6H, d).

¢) 8-bromo-2-((2S,6R)-2,6-dimetil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purina

A una solucion de 2-((2S,6R)-2,6-dimetil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purina (860 miligramos, 2.70 milimoles) en
CHCly(5 mililitros), se le agregd bromo (0.04 mililitros, 3.24 milimoles). La mezcla se agitdé a temperatura ambiente
durante 3 horas. Se agrego¢ tiosulfato de sodio saturado. La capa acuosa se extrajo con dicloro-metano dos tiempos.
Las capas organicas se combinaron y se secaron sobre Na>SO. y el solvente se removié bajo presién reducida. El
producto crudo se purific6 mediante cromatografia en columna por evaporacién instantanea (gradiente del 0 al 70
por ciento de EtOAc/Heptano), para proporcionar el producto como un soélido grisaceo (362.1 miligramos, 34 por
ciento). LC/MS anélisis utilizando método 7, masa (ES+) m/z 399.1 'H RMN (CDCl3): 4.31 (2H, d), 4.09 (4H, brs),
3.74 (4H, m), 3.59 (2H, m), 2.51 (2H, m), 1.18 (6H, d).

d) 3-[2-((2S,6R)-2,6-dimetil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenol

A un matraz de fondo redondo se le agregaron, 8-bromo-2-((2S,6R)-2,6-dimetil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-
purina (38.2 miligramos, 0.096 milimoles), fluoruro de cesio 58.4 miligramos, 0.39 milimoles), acido 3-hidroxi-fenil-
borénico (39.8 miligramos, 0.29 milimoles), y tetraquis-(trifenil-fosfina)-paladio (8.9 miligramos, 7.69 milimoles),
seguidos por 1 mililitro de mezcla de solvente de acetonitrilo/agua (proporcién 10/1). La suspensién se calent6 a
115°C, y se agité durante la noche. Después de completarse la reaccion, la suspension se enfrio y se filtraron los
sélidos. El solvente se removié bajo presion reducida, y el producto crudo se purificé directamente mediante HPLC
de preparacion, para proporcionar el 3-[2-((2S,6R)-2,6-dimetil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenol (18.5
miligramos, 47 por ciento), como un solido amarillo. LC/MS analisis método 7, masa (ES+) m/z 411.2, tiempo de
retencién 1.40 minutos. H RMN (CDCls): 7.34 (1H, d), 7.24 (2H, m), 6.87 (1H, d), 4.35 (2H, d), 4.30 (4H, brs), 3.80
(4H, m), 3.57 (2H, m), 2.53 (2H, t), 1.16 (6H, d).

Ejemplo 2
3-(2,4-di-morfolin-4-il-7H-pirrolo-[2,3-d]-pirimidin-6-il)-fenol
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a) 2,4-di-morfolin-4-il-7H-pirrolo-[2,3-d]-pirimidina

OH

En un frasco de 20 mililitros, se disolvioé 2,4-dicloro-7H-pirrolo-[2,3-d]-pirimidina (0.19 gramos, 1.011 milimoles, 1.0
equivalentes) en NMP (2 mililitros). Entonces se agregaron di-isopropil-etil-amina (DIPEA) (0.392 gramos, 0.514
mililitros, 3.03 milimoles, 3.0 equivalentes), y morfolina (0.264 gramos, 0.264 mililitros, 3.03 milimoles, 3.0
equivalentes). La mezcla de reaccion entonces se transfirid en un envase de microondas de 5 mililitros y se calent6
a 200°C durante 30 minutos. La reaccidon entonces se enfri6 hasta la temperatura ambiente, y se diluyé con 35
mililitros de acetato de etilo. La fase organica se lavé entonces con una solucién de cloruro de amonio saturada (30
mililitros, 2 veces). La capa organica entonces se secé con MgSQ., se filtrd, y se removidé bajo presion reducida,
para obtener un aceite color café. El aceite entonces se purificé utilizando cromatografia por evaporacion
instantanea utilizando gradiente del 20 por ciento hasta 100 por ciento de EtOAc/Heptano. El compuesto se aislo
como un sélido blanco (239.1 miligramos, 82 por ciento de rendimiento). 'H RMN (CDCl3): 6 9.67(1H, brs), 6.74(1H,
m), 6.29(1H, d), 3.82(8H,dt), 3.72 (8 H, m)

b) 4-di-morfolin-4-il-7-(2-trimetil-silanil-etoxi-metil)-7H-pirrolo-[2,3-d]-pirimidina

Una solucién de 2,4-di-morfolin-4-il-7H-pirrolo-[2,3-d]-pirimidina (180 miligramos, 0.622 milimoles, 1.0 equivalentes)
en 25 mililitros de DMF se enfrié a 0°C utilizando un baiio de hielo bajo una atmdsfera de nitrégeno. Entonces se le
agreg6 hidruro de sodio en aceite (al 60 por ciento en peso, 34.8 miligramos, 0.871 milimoles, 1.4 equivalentes), y la
reaccion se agitd durante 1 hora a 0°C. A la mezcla de reaccion se le agreg6 2-(cloro-metoxi)-etil)-trimetil-silano (154
microlitros, 145 miligramos, 0.871 milimoles, 1.4 equivalentes), y la reaccion se dej6 calentar hasta la temperatura
ambiente durante la noche. La reaccién se apagé mediante la adicion de 5 mililitros de H>O entonces se vertié en 30
mililitros de EtOAc. La fase organica se lavd entonces dos veces con una solucion de cloruro de amonio saturada
acuosa (25 mililitros, 2 veces). La capa organica entonces se secé con MgSOy, se filtrd, y se removid bajo presion
reducida, para obtener el aceite color café oscuro. El aceite se purific6 mediante cromatografia por evaporacion
instantanea utilizando gradiente de O por ciento al 70 por ciento de EtOAc/Heptano. El producto se aislé como un
sélido blanco (205 miligramos, 79 por ciento de rendimiento). 'H RMN (CDCl3): 6 6.91 (1H, d), 6.46(1H, d), 5.55 (2H,
s), 3.94 (8H, dt), 3.82(8H, brs), 3.57 (2H, t), 0.95 (2H, t), 0.00 (9H, s)

¢) 3-[2,4-di-morfolin-4-il-7-(2-trimetil-silanil-etoxi-metil)-7H-pirrolo-[2,3-d]-pirimidin-6-il]-fenol

A un frasco de 20 mililitros con un septo se le agregaron, 4-di-morfolin-4-il-7-(2-trimetil-silanil-etoxi-metil)-7H-pirrolo-
[2,3-d]-pirimidina (40 miligramos, 0.095 milimoles, 1 equivalente), acetato de paladio(ll) (2.15 miligramos, 0.0095
milimoles, 0.1 equivalentes), acetato de cobre(ll) (3.5 miligramos, 0.019 milimoles, 0.2 equivalentes), y acido 3-
hidroxi-fenil-borénico (26.3 miligramos, 0.191 milimoles, 2 equivalentes), seguidos por acido acético (5 mililitros). La
reaccion se agitd luego bajo 1 atmésfera de aire durante 15 horas a temperatura ambiente. La reaccion se enfri6 a
0°C y se le agregd bicarbonato de solucién de sodio saturada acuosa lentamente para apagar el acido. La reaccién
entonces se diluyd con acetato de etilo (40 mililitros), y se lavé con solucion de bicarbonato saturada acuosa (20
mililitros, 2 veces). La capa organica se removié entonces bajo presion reducida. El producto crudo se purifico
directamente utilizando HPLC de preparacién en sistema de fase inversa (gradiente del 5 por ciento hasta 100 por
ciento H,O/MeCN con acido trifluoro-acético (TFA) al 0.1 por ciento en agua como modificador). Después de liofilizar
las fracciones que contuvieron el producto deseado, se obtuvo un total de 34.6 miligramos de producto de arilacion
C2 y C3. La fraccion temprana contuvo el producto de arilacion C2 (8.1 miligramos, 16.9 por ciento de rendimiento).
'H RMN (CDCls): & 7.24 (1H, brs), 7.21 (1H, brs), 6.82 (1H, d), 6.44 (1H, s), 5.50 (2H, s), 3.87 (4H, m), 3.83 (4H, m),
3.79 (11H, m), 0.98 (2H, t), 0.00 (9H, s)

d) 3-(2,4-di-morfolin-4-il-7H-pirrolo-[2,3-d]-pirimidin-6-il)-fenol

A un matraz de fondo redondo se le agregaron 3-[2,4-di-morfolin-4-il-7-(2-trimetil-silanil-etoxi-metil)-7H-pirrolo-[2,3-d]-
pirimidin-6-il]-fenol (8.1 miligramos, 0.016 milimoles), y fluoruro de cesio (72.4 miligramos, 0.477 milimoles, 30
equivalentes), seguidos por acetona (6 mililitros). La reaccion se calent6 durante 6 horas a 40°C. La reaccion
entonces se apag6 mediante la adicién de una solucién de cloruro de amonio saturada acuosa (10 mililitros). La
acetona se removié bajo presion reducida, y la fase acuosa se extrajo con dicloro-metano (DCM) (15 mililitros, 3
veces). La fase organica combinada se removié bajo presion reducida, y el producto crudo se purifico directamente
utilizando HPLC de preparacién en fase inversa (del 5 por ciento al 70 por ciento de H,O/MeCN, con n-propanol en
agua como modificador) para obtener el producto deseado como un sélido blanco (4.1 miligramos, 67.8 por ciento de
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rendimiento). LC/MS analisis método 7, masa (ES+) m/z 382.4, tiempo de retencién 1.05 minutos 'H RMN (CDCl3): &
10.15 (1H, brs), 7.15 (1H, t), 7.02 (1H, d), 6.67 (1H, brs), 6.65 (2H, m), 6.52 (1H, s), 3.82 ppm (8H, dt), 3.64 (8H, m)

Ejemplos 3 a 38

Los ejemplos 3 a 38 en la siguiente Tabla 2 se pueden hacer empleando procedimientos analogos a aquéllos
descritos en el Ejemplos 1y 2, utilizando el intermediario de acido borénico o de éster borénico apropiado.
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Tabla 2
No. Ej. Estructura y Nombre 'H RMN LC/MS
(0]
[ j Método 7:
N "w,,/// I )
H RMN (CDCly): 12.66 (1H, s),[C8-Rango  Amplio-
B\ N SV 8.26 (1H, s), 8.04 (1H, s), 7.62[Neutro
N 4 (1H, s), 7.29 (1H, s), 5.80 (1H,|. o
3 _ N | PN M), 4.58 (2H, m), 4.14-3.98 (3H,1 SO de retencion:
H N Nﬁ m), 3.89-3.53 (6H, m), 3.45-3.34[" :
HN 2 “"K/O (2H, m), 1.53 (3H,d), 1.41 (3H, d) \asa (ES+):
W :
435.5
2,6-bis-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-8-(1H-
pirrolo-[2,3-b]-piridin-4-il)-9H-purina
O
[ j Método 7:
Il///// h
N H RMN (CDsOD): 8.12 (1H, dd),|/cg-Rango  Amplio-
N 790 (1H, m), 7.17 (1H, t), 5.43Neutro
N
E Al N (1H, brs), 5.07 (1H, brs), 4.73
4 /)\ (2H, s), 3.99 (1H, dd), 3.81 (2H,[Tiempo de retencién:
ﬂ N N/\‘ d), 3.75-3.68 (8H, m), 3.66-3.62[1.45 minutos.
K/o (1H, dd), 3.48-3.40 (1H, m), 1.38 .
OH (3H, d) Masa (ES+):
. o 429.3
{2-fluoro-5-[6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-2-
morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil}-metanol
o
[ :I Método 7:
N “y b
H RMN (CDsOD): 7.54 (2H, d),|c8-Rango  Amplio-
N J N 746 (1H, d), 735 (1H, m), 726 Neutro
4 | (1H, m), 7.20 (1H, m), 5.51 (1H,
5 /)\ brs), 5.10 (1H, brs), 4.02 (1H,[Tiempo de retencién:

(4H,m), 1.44 (3H, d)

2-(4,4-difluoro-piperidin-1-il)-8-(1H-indol-
4-il)-6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina

N NN £ [dd), 3.94 (4H, m), 3.83 (2H, m),[1.58 minutos.
HN_ 3.70 (1H, m), 3.50 (1H, m), 1.97

Masa (ES+):
454.3
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No. Ej. [Estructura y Nombre 'H RMN LC/MS

o
[ j Método 7:
NT

'H RMN (CDsOD): 7.68 (2H, m),/c8-Rango ~ Amplio-

N XN 7.11 (1H, d), 5.40 (1H, brs), 5.05|Neutro
HN 7 )\ (1H, brs), 4.66 (1H, m), 4.24 (1H,
6 %\ N N/ N/\’ m), 3.99-3.92 (2H, m), 3.81-3.67[Tiempo de retencién:
o N H (4H, m), 3.60-3.48 (2H, m), 3.25-[1.02 minutos.
H \@0 3.13 (2H, m), 1.39 (3H,d), 1.25
(3H, d) Masa (ES+):
5-[2,6-bis-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H- 451.6
purin-8-il]-1,3-dihidro-benzo-imidazol-2-
ona

o)
[ j Método 7:
N

iy 1 _
H RMN (CDCls): 7.88 (2H, m),[C8-Rango  Amplio-

N N XN 6.97 (1H, s), 5.45 (1H, brs), 4.77|Neutro
oj; >—</ \ (2H, s), 4.58 (1H, brs), 4.21 (1H,|-. o
u /)\ Tiempo de retencion:
H N Nﬁ brs), 4.08 (1H, brs), 4.07-3_711.09 MinLtos.
HO

‘V (11H, m), 3.56 (2H, m), 3.31 (1H,
o O |rs), 1.46 (3H,d),1.333H,d)  |Masa (ES+):
{5-[2,6-bis-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H- 455.6
purin-8-il]-2-metoxi-fenil}-metanol
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N N N/\’
o
OH

‘\/O

acido 2-metoxi-5-[6-((S)-3-metil-morfolin-
4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-benzoico

ES 2 611 885 T3
No. Ej. [Estructura y Nombre 'H RMN LC/MS
(@]
Método 7:
N X C8-Rango  Amplio-
H RMN (CDs;OD): 7.53 (1H, d),|Neutro
N XN 7.47 (1H, d), 7.36 (1H, d), 7.24
8 7 (1H, d), 7.20 (1H, t), 5.17 (2H,[Tiempo de retencién:
N N/ Nﬁ brs), 4.50 (2H, s), 3.74 (8H, m),[1.16 minutos.
H 3.39 (2H, m), 1.95 (4H, m)
HN__~ k/o Masa (ES+):
432.5
8-(1H-Indol-4-il)-2-morfolin-4-il-6-(8-oxa-
3-aza-biciclo-[3.2.1]-oct-3-il)-9H-purina
l¢]
[ j Método 7:
N© W 'H RMN (DMSO-dg): 12.91 (1H,cg8-Rango  Amplio-
s), 8.25 (1H, s), 8.10 (1H, d),|Neutro
7.20 (1H, d), 5.34 (1H, brs), 5.00
9 (1H, brs), 3.98 (1H, m), 3.86 (3H,[Tiempo de retencion:

s), 3.76 (1H, m), 3.72-3.62 (10H,
m), 3.56-3.49 (1H, m), 1.29 (3H,
d)

0.99 minutos.
Masa (ES+):
455.6
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N AN
~
N
N N N/\’
H,N K/O

3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-
bencil-amina

No. Ej. [Estructura y Nombre 'H RMN LC/MS
(e}
[ ] Método 7:
| N .
¢ 'H RMN (CDsOD): 7.79 (1H, m),[C8-Rango  Amplio-
N XN 7.51 (1H, m), 7.44 (1H, m), 5.3g/Neutro
7 (1H, brs), 4.65 (2H, s), 4.62 (1H,|.. .
10 \ | Y ), 3.99 (1H, dd), 3.79 (2H, m),;'STPO de retencion:
N Nﬁ 3.73 (8H, m), 3.64 (1H, m), 3.41" :
(o [aHm).138GHd) Masa (ES+):
OH
445.6
{4-cloro-3-[6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-2-
morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil}-metanol
o)
[ j Método 7:
N C8-Rango Amplio-
'H RMN (CDs;OD): 8.16 (1H, s),[Neutro
11 8.01 (1H, d), 7.58 (1H, t), 7521000 de retencion:

(1H, m), 4.28 (4H, m), 4.20 (2H,
s), 3.82 (4H, m), 3.75 (8H, m)

0.73 minutos.
Masa (ES+):
396.5
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2,6-di-morfolin-4-il-8-(1H-pirrolo-[3,2-b]-
piridin-6-il)-9H-purina

No. Ej. [Estructura y Nombre 'H RMN LC/MS
o]
[ j Método 7:
N i .
H RMN (CDs;OD): 8.01 (1H, s),[C8-Rango  Amplio-
N XN 7.86 (1H, m), 7.42 (2H, d), 5.42[Neutro
7 (1H, brs), 5.08 (1H, brs), 4.01|. o
12 _ ' y ! y Tiempo de retencion:
N N)\N (1H, dd), 3.82 (2H, m), 3.73 (8H, 113 minutos.
H & m), 3.66 (1H, m), 3.47 (1H, m),
O |1.49 (3H,d), 1.38 (3H, d -
o (3H.d) ( ) Masa (ES+):
. . . 425.5
1-{3-[6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-2-
morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil}-etanol
Método 7:
L C8-Rango  Amplio-
H RMN (DMSO-ds): 13.05 (1H,|Neutro
brs), 11.50 (1H, s), 9.05 (1H, s),
13 8.37 (1H, s), 7.72 (1H, d), 6.59[Tiempo de retencion:

(1H, d), 4.20 (4H, brs), 3.75 (4H,
m), 3.66 (4H, m), 3.64 (4H, m)

0.94 minutos.
Masa (ES+):
407.4
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No. Ej. [Estructura y Nombre 'H RMN LC/IMS
(@]
[ j Método 7:
N 'H RMN (CDsOD): 8.03 (1H, s), ,
7.64 (2H, m), 7.33 (1H, d), 6.49/C8-Rango  Amplio-
N X (1H, d), 5.41 (1H, brs), 5.04 (1H,[Neutro
7 brs), 4.67 (1H, m), 4.26 (1H, dd),|-. .
14 N N/)\N/\’ 4.01 (1H, dd), 3.94 (1H, dd), 3.821'28‘&? n‘l‘forsete”c'on'
N H (2H, s), 3.80-3.65 (3H, m), 3.58-[" :
H \&O 3.43 (2H, m), 3.20 (1H, m), 1.40|\tasa (ES+):
(3H,d), 1.26 (3H, d)
8-(1H-Indol-6-il)-2,6-bis-((S)-3-metil- 434.5
morfolin-4-il)-9H-purina
o)
[ j\ Método 7:
N 'H RMN (CDsOD): 7.54 (1H, d), _
7.47 (1H, d), 7.35 (1H, d), 7.25/C8-Rango  Amplio-
(1H, d), 7.20 (1H, t), 5.53 (1H,[Neutro
15 ors), 5.11 (1H, brs), 4.68 (1H, m)’Tiempo de retencion:

</ >> </N | N
N N/)\N/\
HN - )\/o

8-(1H-Indol-4-il)-2,6-bis-((R)-3-metil-
morfolin-4-il)-9H-purina

4.28 (1H, m), 4.03 (1H, m), 3.99
(1H, m), 3.85 (2H, m), 3.73 (3H,
m), 3.56 (2H, m), 3.25 (1H, m),
1.45 (3H, d), 1.27 (3H, d)

1.45 minutos.
Masa (ES+):
434.3
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(0]

S

{3-[2,6-bis-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-
purin-8-il]-5-metoxi-fenil}-metanol

3.93(1H,dd), 3.87 (3H,s), 3.81
(2H,d), 3.77-3.63 (3H,m), 3.58-
3.40 (2H,m), 3.25-3.13 (1H,m),
1.39 (3H,d), 1.25 (3H,d)

No. Ej. [Estructura y Nombre 'H RMN LC/MS
O
[ :I Método 7:
Ny 'H RMN (CDsOD): 7.54 (1H, d), .
7.47 (1H, d), 7.35 (1H, d), 7.25/C8-Rango  Amplio-
N | N (1H, d), 7.20 (1H, t), 5.50 (1H,[Neutro
7 brs), 5.11 (1H, brs), 4.45 (2H, m),|. .
16 N N/)\N 4.04 (1H, m), 3.85 (2H, m), 3.81]] 'S0 de retencion:
H (1H, m), 3.70 (1H, m), 3.48 (1H,[" :
N o M) 318 (2H, m), 189 (2H, m),\iasa (ES+):
1.50 (2H, m), 1.45 (3H, d)
1-[8-(1H-Indol-4-il)-6-((S)-3-metil- 434.4
morfolin-4-il)-9H-purin-2-il]-piperidin-4-ol
(6]
[ ]//// "H RMN (CDs0D): 3 7.57 (1H.s),[€1090 7:
—o0 N 7.44 (1H,s), 7.00 (1H,s), 540(cg.Rango  Amplio-
N (1H,brs), 5.07 (1H,brs), 4.67|Neutro
y SN (1Hm), 4.65 (2Hs), 4.26
17 | /)\ (1H,dd), 4.01 (1H,dd),[Tiempo de retencién:
N N N/\
HO

1.30 minutos.
Masa (ES+):
455.3
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No. Ej. [Estructura y Nombre 'H RMN LC/MS
(0]
[ jw,,,,,// "H RMN (CD50D): & 7.54 (1H,d) [V€1090 7:
N 7.47 (1Hd), 7.35 (1Hd), 7.24ic8.Rango  Amplio-
N (lH,d), 7.20 (lH,m), 5.49Neutro
Y >N (1H,brs), 5.13 (1H,brs), 4.68
18 | P (1H,m), 4.26 (1H,dd), 4.04[Tiempo de retencion:
N N Nﬁ (1H,dd), 3.95 (3H,m), 3.84[1.21 minutos.
HN. (2H,s), 3.79-3.67 (3H,m), 3.50-
O 1347 (2H,m), 3.27-3.20 (1H,m),Masa (ES+):

1.44 (3H,d), 1.27 (3H,d) 245
8-(1H-Indol-4-il)-2-((R)-3-metil-morfolin-4- '
il)-6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina

o]
[Nj\ 'H RMN (CDsOD): & 8.09/V€%d07:
F (1H,dd), 7.42 (1Hm), 7.22cg-Rango Amplio-
N Sy (1H,dd), 5.43 (1H,brs), 5.08|Neutro
2 (1H,brs), 4.67 (1Hm), 4.64
19 /)\ (2H,s), 4.27 (1H,dd), 4.01[Tiempo de retencion:
NT N Nﬁ (1Hdd), 3.94 (1H,dd), 3.81[1.30 minutos.
)VO (2H,s), 3.78-3.63 (3H,m), 3.56-
oH 3.41 (2H,m), 3.26-3.13 (1H,m),Masa (ES+):
| _ o 1.39 (3H,d), 1.26 (3H, d) 143.4
{3-[2,6-bis-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-
purin-8-il]-4-fluoro-fenil}-metanol
O
[ ]\ Método 7:
N 1H RMN (CDC|3) ¢} 1025C8_Rango Amp“o_
N (1H,brs), 8.38 (1H,s), 7.51 (2H.t),|Neutro
y SN 7.39 (1H,t), 7.32 (2H,m), 5.59
20 | /)\ (1H,brs), 5.19 (1H,brs), 4.10[Tiempo de retencion:
N N N/\ (1H,dd), 3.88 (2H,s), 3.84-3.76|1.15 minutos.
H (8H,m), 3.71 (1H,m), 3.61
AN~ @o (1H,m), 1,52 (3H,d) Masa (ES+):
420.5
8-(1H-Indol-4-il)-6-((R)-3-metil-morfolin-4-
il)-2-morfolin-4-il-9H-purina
o)
[ Método 7:
H N 'H RMN (CDCls): & 11.53 _
N (1H,brs), 8.36 (1H,s), 7.93(C8-Rango  Amplio-
{ >: N Xy (1H,s), 7.71 (1H,m), 7.56 (1H,m),Neutro
al 7.31 (1H,m), 6.60 (1H,s), 5.53|.. o
21 N By (1H,brs), 5.23 (1H,brs), 4.101'??&?&?0?6”“0”'
NN Nﬁ (2Hm), 3.88 (2H.m), 374" :
K/ (0] (1H,m), 3.69 (4H,m), 3.60 Masa (ES+):
(4H,m), 1.58 (3H,d)
420.5

8-(1H-Indol-6-il)-6-((R)-3-metil-morfolin-4-
il)-2-morfolin-4-il-9H-purina
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HN_ _~

8-(1H-Indol-4-il)-6-((S)-3-metil-morfolin-4-
il)-2-morfolin-4-il-9H-purina

No. Ej. [Estructura y Nombre 'H RMN LC/MS
(@]
[N ]w,,,,,// "H RMN (CDsOD): 3 7.54 (1H,d), M€td0 7*
7.47 (lH,d), 7.35 (lH,d), 724C8_Rango Amp“o_
N N (1H,d), 7.20 (1H,), 5.53 (1H.,|Neutro
Y | N brs), 5.09 (1H,brs), 4.69 (1H,m), _ -
22 /)\ 4.27 (1H,dd), 4.04 (1H,dd), 3.96[Tiempo de retencion:
NN N/\ (1H,dd), 3.85 (2H,s), 3.79-3.07[L.20 minutos.
HN. ‘\/o (3H,m), 3.59-3.49 (2H,m), 3.27- _
=~ 3.13 (1H,m), 1.45(3H,d), 1.27Masa (ES+):

(3H.d) 434.4
8-(1H-Indol-4-il)-2,6-bis-((S)-3-metil- '
morfolin-4-il)-9H-purina

o

[ j Método 7:

N ’ 1H RMN (CDC|3) ¢} 10.28 CS_Rango Amp“o_
N X (1H,bl’$), 838 (1H,S), 750 Neutro
y N (2H,d), 7.39 (1H,m), 7.29 (2H,m),

23 | /)\ 5.60 (1H,brs), 5.20 (1H,brs), 4.11[Tiempo de retencion:

N N N/\ (1H,dd), 3.88 (2H,s), 3.77 (8H,s),[1.10 minutos.
H 3.71 (1H,m), 3.60 (1H,m), 1.51

(3H.,d)

Masa (ES+):
420.5
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8-(1H-Indol-4-il)-2-(4-metoxi-piperidin-1-
il)-6-morfolin-4-il-9H-purina

No. Ej. [Estructura y Nombre 'H RMN LC/MS
o)
[ j Método 7:
N ”l//// 1H RMN (CDC|3) ¢} 12.19 CS_Rango Ampho_
N (1H,bI’S), 847 (1H,S), 790 Neutro
) SN (1H,s), 7.68 (2H,m), 7.29 (1H,m),
24 | /)\ 6.59 (1H,s), 5.54 (1H,brs), 5.32[Tiempo de retencién:
| NN Nﬂ (1H,brs), 4.10 (1H,dd), 3.89[1.40 minutos.
N (2H,s), 3.77-3.50 (10H,m), 1.49
H O 3Hm) Masa (ES+):
8-(LH-Indol-6-il)-6-((S)-3-metil-morfolin-4- 420.5
il)-2-morfolin-4-il-9H-purina
o)
[ j Método 7:
N .
'H RMN (CDCls): & 10.5 (1H,brs),[C8-Rango Amplio
N Xy 8.38 (1H,s), 7.50 (2H,), 7.38 |
7 Py (1H,m), 7.30 (1Hm), 4.40[Neutra
25 N N (3H,m), 4.30  (BH.m),  3.91y00h5 de retencion:

(4H,m), 3.46 (1H,m), 3.41 (3H,s),
3.37 (2H,m), 1.97 (2H,m), 1.66
(2H,m)

1.15 minutos.
Masa (ES+):
434.5
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9

8-(1H-indazol-4-il)-2,6-di-morfolin-4-il-9H-
purina

o

(4H,brs), 3.85 3.65

(8H,m)

(4H,m),

No. Ej. [Estructura y Nombre 'H RMN LC/MS
(e}
[ ] Método 7:
aN. X N C8-Rango Amplio
N SN 'H RMN (CDsOD) & 7.65 (1H,d),Neutral
Y 7.62 (1H,d), 7.44 (1H,d), 7.28|_ .
26 | /)\ (1h1, 712 (IHd), 425 (4H |/ €MPO de retencion:
N N N/\ brs), 3.90 (4H,m), 3.80 (8H,m) |1 3 minutos.
K/O Masa (ES+):
8-(1H-Indol-4-il)-2,6-di-morfolin-4-il-9H- 406.2
purina
(0]
[ ] Método 7:
/N .
HNT N N C8-Rango  Amplio-
'H RMN (DMSO-ds) & 8.70/Neutro
/N SN (1H,s), 7.70 (1H,d), 7.60 (1H,d),| . g o
27 | /)\ 7.40 (1H,0), 7.32 (1H,m), 4.20[T'€mpo de retencion:
N
NT N

1.2 minutos.
Masa (ES+):
407.3
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3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil-
amina

No. Ej. [Estructura y Nombre 'H RMN LC/MS
(0]
[ j Método 7:
N C8-Rango  Amplio-
'H RMN (DMSO-ds) & 8.10[Neutro
/N SN (1H,s), 7.75 (1H,d), 7.60 (1H,d),|. q .
28 | B 7.45 (1Hm), 6.95 (1H,s), 4.19|T1eMPpo de retencion:
| N7 Nﬁ (4H,brs), 3.75 (4H.m), 3.65); 35 minutos.
N K/O (8H,m)
H Masa (ES+):
8-(1H-Indol-6-il)-2,6-di-morfolin-4-il-9H- 406.2
purina
(6]
[ j Método 7:
N C8-Rango  Amplio-
: Neutro
N Xy H RMN (CDs0OD)d 8.15 (2H,m),
bo y | 7.67 (1H,t), 7.48 (1H,m), 4.35[Tiempo de retencion:
/)\ (4H,brs), 3.86 (4H,m), 3.80
H N N /\ (8H,brs) 1.16 minutos.
H,N K/o .
Masa (ES+):
382.3
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1

8-(2-metil-1H-indol-4-il)-2,6-di-morfolin-4-
il-9H-purina

No. Ej. [Estructura y Nombre 'H RMN LC/MS
o
[ j Método 3:
h C18-General-Neutro
N SN 'H RMN (DMSO-ds) d 8.22,_ q .
20 Q_( | J_ (1H,s), 7.70 (1H,d), 7.46 (LH,t),|[l'€MPO de retencion:
=
o NN Nﬁ 4.20 (4H,brs), 3.75 (4H,m), 3.65)) 55 minutos.
N N & (8H,m), 2.10 (3H.s) nd
H 0 Masa (ES+):
N-[3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)- 241
fenil]-acetamida
(@)
[ ] Método 3:
N
HNT N C18-General-Neutro
N N A ; -
a1 7 | N H RMN (DMSO'dG) S5 7.60 Tlempo de retencion:
N /)\
N N N/\

(1H,d), 7.32 (1H,d), 7.05 (1H,1),
6.90 (1H,s), 4.25 (4H,brs), 3.80
(4H,m), 3.65 (8H,m), 2.45 (3H,s)

1.36 minutos.
Masa (ES+):
420.3
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.

N-[3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-
fenil]-metan-sulfonamida

O

7.27 (1H,d), 4.19 (4H,brs), 3.75
(4H,m), 3.65 (8H,m), 3.05 (s, 3H)

No. Ej. [Estructura y Nombre 'H RMN LC/MS
O
[ j Método 3:
N
1 C18-General-Neutro
N XN H RMN (DMSO-ds) & 7.85
7 J\ (1H,brs), 7.80 (1H,m), 7.45[Tiempo de retencion:
32 NT SN N&’ (1H,1), 7.17 (1H,d), 4.42 (2H,d), .
N H 4.19 (4H,brs), 3.75 (4H,m), 3.55[1.35 minutos.
2 K/O (2H,m), 2.45 (2H,m), 1.15 (6H,d)
Masa (ES+):
410.3
3-[2-((2S,6R)-2,6-dimetil-morfolin-4-il)-6-
morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil-amina
(0]
O O
N [ j Método 3:
/S\
HN N C18-General-Neutro
N N H RMN_(DMSO-de) & 7891 10 de retencion:
7 (1H,s), 7.76 (1H,d), 7.43 (1H.1), P -
e A
N N

1.23 minutos.
Masa (ES+):
460.2
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N N
Lo
HO

[2-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil]-
metanol

ES 2611 885T3
No. Ej. [Estructura y Nombre 'H RMN LC/MS
o]
[ j Método 3:
N
1 C18-General-Neutro
N Xy H RMN (CDCls) & 11.0 (1H, brs),
7 /)\ . 7.70 (1H, m), 7.45 (3H, m), 4.72Tiempo de retencion:
34 NT N Nﬁ\ (2H, s), 4.41 (2H, d), 4.24 (4H, .
H b s), 3.88 (4H, m), 3.57 (2H, m),[1.43min
o 2.52 (2H, m), 1.23 (6H, d)
HO : Masa (ES+):
425.3
{2-[2-((2S,6R)-2,6-dimetil-morfolin-4-il)-6-
morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil}-metanol
@)
[ j Método 3:
N
C18-General-Neutro
'H RMN (CDCls) & 7.44 (1H, m),|.. q o
- 7.19 (3H, m), 4.48 (2H, s), 4.0[1'€Mpo de retencion:

(4H, brs), 3.63 (4H, m), 3.43 (8H,
S)

1.22min
Masa (ES+):
397.4
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No. Ej.

Estructura y Nombre

"H RMN

LC/MS

36

)
(LA,

3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenol

'H RMN (DMSO-ds) & 12.88 (1H,
brs), 9.59 (1H, s), 7.46 (2H, m),
7.25 (1H, m), 6.79 (1H, m), 4.18
(4H, brs), 3.73 (4H, m), 3.65 (8H,
m)

Método 3:
C18-General-Neutro
Tiempo de retencion:
1.18min

Masa (ES+):

383.3

37

)
e

N AN
7
S —< 1L
N N
H
HO \\/O

[3-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil]-
metanol

'H RMN (DMSO-ds) & 12.95 (1H,
brs), 8.03 (1H, s), 7.90 (1H, d),
7.42 (1H, m), 7.35 (1H, m), 5.27
(1H, t), 4.55 (2H, d), 4.19 (4H,
brs), 3.74 (4H, m), 3.64 (8H, m)

Método 3:
C18-General-Neutro
Tiempo de retencion:
1.15min

Masa (ES+):

397.3
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No. Ej. [Estructura y Nombre 'H RMN LC/MS
(0]
[ ] Método 3:
N
C18-General-Neutro
N NN 'H RMN (CD30D) & 7.77 (1H, d)L q .
38 7 )\ 7.28 (1H, 1), 6.95 (2H, m), 4.55|1'€MPo de retencion:
=
N (1H, brs), 4.16 (4H, m), 3.82 (4H.}; 4amin
Hoo N N/\ m), 3.74 (8H, s) !
OH K/ O] Masa (ES+):
. . . . . 383.4
2-(2,6-di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenol
Tabla 3
No. Ej. [Estructura y Nombre 'H RMN LC/MS
[O
Nj< Método 7:
'H RMN (CD;OD): 8.04 (1H, s)/c8-Rango  Amplio-
39 NN 7.64 (2H, m), 7.34 (1H, d), 6.49Neutro

6-(3,3-dimetil-morfolin-4-il)-8-(1H-indol-6-
il)-2-morfolin-4-il-9H-purina

(1H, d), 4.34 (2H, m), 4.01]
(2H,m), 3.77 (8H, s), 3.52 (2H, s),
1.60 (6H, s)

Tiempo de retencion;
1.18 minutos

Masa (ES+): 434
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No. Ej. [Estructura y Nombre 'H RMN LC/MS
[O
N]<
N 'H RMN (CDsOD): 7.55 (1H, d),Método 7: C8-Rango
7 N 7.49 (1H, d), 7.36 (1H, d), 7.20Amplio-Neutro
40 | )\ (2H, m), 4.49 (2H, m), 4.03 (2H,[Tiempo de retencion;
N N/ N m), 3.77 (8H, s), 3.53 (2H, s),1.12 minutos|
H 1.62 (6H, s) Masa (ES+): 434.5
HN / K/O
6-(3,3-dimetil-morfolin-4-il)-8-(1H-indol-4-
il)-2-morfolin-4-il-9H-purina
[O
N]\
'H RMN (CDs;OD): 7.87 (1H, d)) . a
753 (1H, 1), 7.43 (1H, d), 5.42%&‘&?0‘)_;"3&?0%”90
a1 (1H, brs), 5.05 (1H, brs), 4.60.|_iempo de retencion:

N AN
g | )N\
—
N
N N N /\
HN

k/O

8-(2,3-dihidro-1H-indol-4-il)-2-((S)-3-metil-
morfolin-4-il)-6-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-
9H-purina

(1H, m), 4.17 (1H, d), 4.02 (2H,
m), 3.40-3.90 (12H, m),1.45 (3H,
d), 1.32 (3H, d)

1.30 minutos
Masa (ES+): 436.6
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No. Ej.

Estructura y Nombre

"H RMN

LC/MS

42

8-(2,3-dihidro-1H-indol-4-il)-2,6-bis-((R)-3-
metil-morfolin-4-il)-9H-purina

'H RMN (CDs;OD): 7.88 (1H, d),
7.54 (1H, t), 7.44 (1H, d), 5.48
(1H, brs), 5.05 (1H, brs), 4.58
(1H, m), 4.20 (1H, m), 4.01 (2H,
m), 3.37-3.88 (12H, m), 1.46 (3H,
d), 1.33 (3H,d)

Método 7: C8-Rango
IAmplio-Neutro
Tiempo de retencion;
1.30 minutos
Masa (ES+): 436.6
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No. Ej. [Estructura y Nombre 'H RMN LC/MS
[o
Nj\ 'H RMN (CDsOD): 7.54 (1H, m),
7.47 (1H, m), 7.36 (1H, d), 7.24| o
N N (1H, m), 7.20 (1H, m), 5.49 (1H,'\A/'r‘f]tr‘))|‘ijoo_NerORa”g°
43 4 | brs), 5.12 (1H, brs), 4.68 (1H, m)‘Tiempo de retencion:
/)\ 4.27 (1H, m), 4.03 (1H, m), 3.95 7 e
N™ N N/\ (1H, m), 3.85 (2H, 5), 3.76 (BHju . Eoyy 4345
HN. “VO m), 3.56 (2H, m), 3.24 (1H, m), HRAa
1.44 (3H, d), 1.27 (3H, d)
8-(1H-Indol-4-il)-2-((S)-3-metil-morfolin-4-
il)-6-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina
[O
Nj\ 'H RMN (CDsOD): 8.03 (1H, s),| .
7.64 (2H, m), 7.32 (1H, s), 6.4gMetodo 7: C8-Rango
A4 (1H, ), 5.38(1H, brs), 5.08 (LH,(\MPlio-Neutro

8-(1H-Indol-6-il)-2-((S)-3-metil-morfolin-4-
il)-6-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina

brs), 4.67 (1H, m), 4.24 (1H, m),Iiignpq de retencion:
3.97 (2H, m), 3.83 (2H, s), 3.73-18 minutos.

(3H, m), 3.55 (2H, m), 3.20 (1H, _
m), 1.39 (3H, d), 126 (3H. d) | asa (ES*): 4345
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No. Ej. [Estructura y Nombre 'H RMN LC/MS
[O]\
N 'H RMN (CDsOD): 8.03 (1H, s),
N 7.63 (2H, m), 7.32 (1H, d), 6.48
SN (1H, d), 5.41 (1H, brs), 5.07 (1H,Método 7: C8-Rango
45 brs), 4.67 (1H, m), 4.26 (1H, m),Amplio-Neutro

N A

8-(1H-Indol-6-il)-2,6-bis-((R)-3-metil-
morfolin-4-il)-9H-purina

3.99 (2H, m), 3.83 (2H, s), 3.73
(3H, m), 3.55 (2H, m), 3.23 (1H,
m), 1.40 (3H, d), 1.26 (3H, d)

Tiempo de retencion;
1.27 minutos
Masa (ES+): 434.4
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No. Ej. [Estructura y Nombre 'H RMN LC/MS
L
N 'H RMN (CDsOD): 7.54 (1H, d),
7.47 (1H, d), 7.35 (1H, d), 7.24, . e
i (1H, d), 7.20 (LH, m), 553 (LHy 000 O CERANGO
6 o brs), 5.11 (LH, brs), 4.43 (2H, )rEb W REANER o
NT m@ 4.25 (2H, d), 4.04 (1H, m), 3.84)'>7 eteals
HN_ o (2H, m), 3.70 (1H, m), 3.48 (1H," ,
m), 3.10 (2H, m), 1.88 (4H, m) 1asa (ES+): 446.5
1.44 (3H, d)
8-(1H-Indol-4-il)-6-((R)-3-metil-morfolin-4-
il)-2-(8-oxa-3-aza-biciclo-[3.2.1]-oct-3-il)-
9H-purina
[O]
| [ ( ) (1H, d)
H RMN (CDs0OD): 7.53 (1H, d),/,. .
N Xy 7.49 (1H, d), 7.35 (1H, d), 7.20%51‘;?0‘)_,\13&2;Ra”g°
2 | (2H, m), 4.69 (1H, m), 4.31 (5H,[ " .
a7 Tiempo de retencion:
N — m) 3.94 (1H, m), 3.85 (4H, m),117 minutos
N N N/\ 3.75 (2H, m), 355 (1H, m), 324y 0. ec 4y 4905
HN. )\/o (1H, m), 1.27 (3H, d) - 420,
8-(1H-Indol-4-il)-2-((R)-3-metil-morfolin-4-
il)-6-morfolin-4-il-9H-purina
%OT“
N 'H RMN (CDsOD): 8.04 (1H, s)Método 7: C8-Rango
7.64 (2H, m), 7.33 (1H, d), 6.49Amplio-Neutro
48 /\ (1H, d), 4.75 (1H, s), 3.93Tiempo de retencién;

O

8-(1H-Indol-6-il)-2-morfolin-4-il-6-(1S,4S)-
2-oxa-5-aza-biciclo-[2.2.1]-hept-5-il-9H-
purina

(2H,m), 3.74 (11H, m), 2.04 (2H,
S)

1.23 minutos|
Masa (ES+): 418.2
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~

8-(1H-Indol-4-il)-2-morfolin-4-il-6-(1S,4S)-
2-0xa-5-aza-biciclo-[2.2.1]-hept-5-il-9H-
purina

HN_ _~ o)

No. Ej. [Estructura y Nombre 'H RMN LC/MS
[Oj
N i
H RMN (CD3OD): 8.04 (1H, s),Método 7: C8-Rango
N XN 7.63 (2H, m), 7.33 (1H, d), 6.48Amplio-Neutro
19 7 | (1H, d), 4.68 (1H, m), 4.24 (5H,Tiempo de retencion:
N /)\ m), 3.94 (1H,m), 3.83 (4H,m),1.22 minutos.
H N N/\ 3.74 (2H,m), 3.56 (1H,m), 3.23
HN. ‘--‘\/o (1H, m), 1.26 (3H, d) Masa (ES+): 420.5
8-(1H-Indol-4-il)-2-((S)-3-metil-morfolin-4-
il)-6-morfolin-4-il-9H-purina
o
H N
N Y 'H RMN (CD3OD): 7.54 (1H, d),Método 7: C8-Rango
4 | 7.48 (1H, d), 7.36 (1H, d), 7.26/Amplio-Neutro
50 N ~ (1H, m), 7.20 (1H, t), 4.77 (1H,Tiempo de retencion:
H N N/\ s), 3.97 (3H, m), 3.75 (10H, m),|1.19 minutos

2.07 (2H, s)

Masa (ES+): 418.3
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No. Ej. [Estructura y Nombre 'H RMN LC/MS
)
T 'H RMIN (CD:OD): 7.93 (1H, 5)
H RMN (CDsOD): 7.93 (1H, s), .. _
N Xy, 7.53 (2H, m), 7.23 (1H, d), 6.39'\"8“"‘?'0 7: C8-Rango
7| Y (1H, d), 5.31 (LH, brs), 4.95 (1H,fAMPlio-Neutro
51 | NTNT brs), 4.32 (2H, s), 4.14 (2H, d){iempo de retencion:
H ©/  [(H. m), 3.37 (1H, m), 3.00 (2H,£c4). 446 4
d), 1.70 (4H, m), 1.29 (3H, d) SR
8-(1H-Indol-6-il)-6-((S)-3-metil-morfolin-4-
il)-2-(8-oxa-3-aza-biciclo-[3.2.1]-oct-3-il)-
9H-purina
[Oj
NT 'H RMN (CDsOD): 7.54 (1H, d),
7.47 (1H, d), 7.35 (1H, d), 7.24] ..
N~ (1H, d), 7.20 (1H, 1), 5.52 (1H,X'rf]t°|‘ijoo_§élifo'qa”9°
- | /)\ brs), 5.00 (1H, brs), 4.43 (2H, s),Tier"r’]IOO do retencion:
NTNT N 4.27 (2H, d), 4.03 (1H, m), 3.85, "> el

HN_ _~

8-(1H-Indol-4-il)-6-((S)-3-metil-morfolin-4-
il)-2-(8-oxa-3-aza-biciclo-[3.2.1]-oct-3-il)-
9H-purina

(2H, s), 3.70 (1H, m), 3.48 (1H,
m), 3.09 (2H, d), 1.88 (4H, m),
1.45 (3H, d)

Masa (ES+): 446.5
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\\\\\\ k/

6-(1H-Indol-4-il)-4-((R)-3-metil-morfolin-4-
il)-2-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-7H-  pirrolo-
[2,3-d]-pirimidina

HN/

No. Ej. [Estructura y Nombre H RMN LC/MS
A
N 7
. 'H RMN (CDsOD): 8.04 (1H, s),'\A/'eml‘.jO,j: C8-Rango
a Y 7.63 (2H, m), 7.33 (1H, d), 6.49*MPlio-Neutro
53 _ (1H, d), 5.30 (2H, brs), 3.88 (2H.\riempo de retencion:
| N N N/\ d), 3.74 (8H, m), 3.67 (2H, d),; 3, minutos
N &O 2.12 (4H, m) Masa (ES+): 432.4
8-(1H-Indol-6-il)-2-morfolin-4-il-6-(3-oxa-8-
aza-biciclo-[3.2.1]-oct-8-il)-9H-purina
@
N
I Método 7: C8-Rango
N Y H RMN (CD3OD): 7.55 (1H, d),Amplio-Neutro
” 2 | 7.48 (1H, d), 7.36 (1H, d), 7.20 .
/)\ (2H, m), 5.37 (2H, brs), 3.92 (2H,Tiempo de retencion:
N N N/\ d), 3.70 (2H, d), 2.15 (4H, m)  [1.18 minutos
HN K/O Masa (ES+): 432.5
8-(1H-Indol-4-il)-2-morfolin-4-il-6-(3-oxa-8-
aza-biciclo-[3.2.1]-oct-8-il)-9H-purina
[O
Nj\
'H RMN (DMSO-dg): 11.66 (1H, do 7-
/ XN brs), 11.26 (LH, br), 7.44 (1H, 1100 7* C8-Rango
- | /)\ 7.35 (2H, m), 7.12 (1H, t), 6.84f\Mplio-Neutro

(1H, d), 4.74 (1H, brs), 4.55 (1H,
brs), 4.41 (1H, t), 4.14 (1H, 1),
3.99 (1H, d), 3.92 (1H, d) 3.75
(3H, m), 3.51 (4H, m), 3.16 (1H,
m), 1.32 (3H, t), 1.20 (3H, m)

Tiempo de
retenciéon:1.17
minutos Masa|

(ES+): 4335
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No. Ej. [Estructura y Nombre 'H RMN LC/MS
[Oj
N
'H RMN (DMSO-de): 11.52 (1H,'V'e‘°|‘.’° 7: C8-Rango
J NN brs), 11.26 (1H, brs), 7.42 (1H,AMPlio-Neutro
56 | brs), 7.34 (2H, m), 7.1 (1H, 1),

HN/

6-(1H-Indol-4-il)-2,4-di-morfolin-4-il-7H-
pirrolo-[2,3-d]-pirimidina

6.85 (2H, brs), 3.85 (4H, m), 3.75
(4H, m) 3.66 (8H, m),

Tiempo de retencion:
1.03 minutos
Masa (ES+): 405.5

Tabla 4
Prueba 1: Prueba 2: Prueba 3: Prueba 4:
Ejemplo Nimero
PI3Ka ICso (nM) mMTOR ICsg (nM) TSC1-/- ICs0 (NM) Autofagia ECsg

39 2530 160 146 2317

40 6470 350 841 >8000

41 3350 30 457 2901

42 4910 40 99 4627

43 1010 40 39 160

44 5950 140 388 395

45 7080 650 989 >400
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Prueba 1: Prueba 2: Prueba 3: Prueba 4:
Ejemplo Ndmero
PI3Ka ICso (NM) mMTOR ICso (NM) TSC1-/- ICsp (NM) Autofagia ECso
46 580 30 100 171
a7 60 60 111 461
48 4300 1010 1463 6410
49 4430 370 678 >500
50 4220 1200 920 8673
51 5940 220 228 284
52 420 50 38 386
53 >9100 190 528 782
54 5790 150 309 1253
55 1440 2670 71 1000
56 2010 2390 174 3651

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Radetich, Branko Yu, Bing Zhu, Yanyi
<120> DERIVADOS HETEROCICLICOS NOVEDOSOS
<130> PAT054521-WO-PCT

<140> PCT/IB2012/050428
<141>2012-01-30

<150> 61/437956

<151>2011-01-31

<150> 61/552905

<151>2011-10-28

<160>5

<170> FastSEQ para Windows Versién 4.0
<210>1

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador PCR

<400> 1

gctagcatgc gagaatatga tagattatat gaagaatata cc 42
<210> 2

<211> 45
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<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador PCR

<400> 2

gcctccacca cctcegcectg gtttaatgcet gttcatacgt ttgtc 45
<210> 3

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador PCR

<400> 3

tactagtccg cctccaccac ctccgectee accaccteeg cc 42
<210>4

<211> 1180

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Proteina de fusion de subunidades P85 alfa y P110 alfa de PI3 cinasa humana expresada del vector
pBlueBac 4.5

<400> 4
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Met
Glu
Lys
Tyr
Ile
65

Asp
Tyr
Gly
Asn
Thr
145
Gln
Glu
Leu
Arg
Pro
225
Arg
Leu
Glu
Gly
Lys
305
val
Ser
Leu
Ser
Asn
385
Asp

Pro

Ser

Arg
Ile
Ile
Ile
50

Met
Ser
Arg
Gly
Gly
130
Ile
Leu
Ala
Arg
Glu
210
val
Arg
Asn
Ser
Gln
290
Gln
Ile
Glu
Lys
Gln
370
Leu

Cys

Tyr

Glu
Gln
Phe
35

Glu
His
Arg
Glu
Gly
115
Met
Lys
Leu
Glu
Leu
195
Glu
Cys
Asn
Ser
Ser
275
Ile
Lys
Ala
Gln
val
355
Tyr
Met
Phe
Met

Leu
435

Tyr
Met
20

Glu
Lys
Asn
Arg
Ile
100
Gly
Ile
His
Gln
Arg
180
Phe
Lys
Glu
Ile
Pro
260
Pro
Ile
Tyr
Glu
Leu
340
Cys
Lys
Leu
Thr
Asn

420
Arg

Asp
Lys
Glu
Phe
Tyr
Arg
Asp
Gly
val
Glu
Asp
165
Glu
Gln
Ile
Phe
Leu
245
His
Glu
Val
Thr
Ala
325
Lys
Gly
Tyr
Met
Met
405
Gly

Ile

Arg
Arg
Gln
Lys
Asp
70

Leu
Lys
Gly
Thr
Leu
150
Glu
Glu

Pro

Asp
230
Asn

Ser

val
Leu

310
Ile

Cys
Ile
Ala
390
Pro

Glu

Lys

Leu
Thr
Cys
Arg
55

Lys
Glu
Arg
Gly
Leu
135
Phe
Ser
Phe
Phe
Asn
215
Met
val
Arg
Pro
Ile
295
Lys
Arg
Cys
Asp
Arg
375
Lys
Ser

Thr

Ile

ES2611885T3

Tyr
Ala
Gln
40

Glu
Leu
Glu
Met
Gly
120
Glu
Lys
Ser
Phe
Leu
200
Arg
val
Cys
Ala
Lys
280
Trp
Ile
Lys
Val
Glu
360
Ser
Glu
Tyr
Ser

Leu
440

Glu
Ile
25

Thr
Gly
Lys
Asp
Asn
105
Gly
Cys
Glu
Tyr
Asp
185
Lys
Glu
Lys
Lys
Met
265
His
Vval
Asn
Lys
Leu
345
Tyr
Cys
Ser
Ser
Thr

425
Cys

Glu
10

Glu
Gln
Asn
Ser
Leu
Ser
Leu
Leu
Ala
Ile
170
Glu
Val
Ile
Asp
Glu
250
Tyr
Ile
Ile
His
Thr
330
Glu
Phe
Ile
Leu
Arg
410
Lys

Ala

73

Tyr
Ala
Glu
Glu
Arg
75

Lys

Ile

val

Arg
155
Phe
Thr
Ile
Gly
Pro
235
Ala
Val
Tyr
vVal
Asp
315
Arg
Tyr
Leu
Met
Tyr
395
Arg

Ser

Thr

Thr

Phe

Lys
60

Ile
Lys
Lys
Glu
Glu
140
Lys
val
Arg
Glu
Phe
220
Glu
Val
Tyr
Asn
Ser
300
Cys
Ser
Gln
Glu
Leu
380
Ser
Ile
Leu

Tyr

Arg
Asn
Tyr
45

Glu
Ser
Gln
Pro
Cys
125
Ala
Tyr
Ser
Arg
Pro
205
Ala
val
Asp
Pro
Lys
285
Pro
val
Met
Gly
Lys
365
Gly
Gln
Ser
Trp

val
445

Thr
Glu
30

Ser
Ile
Glu
Ala
Gly
110
Leu
Thr
Pro
val
Leu
190
val
Ile
Gln
Leu
Pro
270

Asn

Pro

Lys
350
Tyr
Arg
Leu
Thr
val

430
Asn

Ser
15

Thr
Lys
Gln
Ile
Ala
95

Gly

Leu

Thr
175
Cys
Gly
Gly
Asp
Arg
255
Asn
Asp
Asn
Glu
Leu
335
Tyr
Pro
Met
Pro
Ala
415
Ile

val

Gln
Ile
Glu
Arg
Ile
80

Glu
Gly
Pro
Ile
His
160
Gln
Asp
Asn
Met
Phe
240
Asp
vVal
Lys
Asp
Gln
320
Ser
Ile
Leu
Pro
Met
400
Thr

Asn

Asn



Ile
Gly
465
Asn

Leu

Asn
Asn
545
Gly
Glu
Ile
Tyr
Arg
625
Leu
His
val
Lys
Cys
705
Glu
Val
Phe
Phe
Phe
785
Lys

Thr

Leu

Leu
865

Trp
Asn
Leu

Gly

Cys

Arg
450
Glu
Pro
Pro
Lys
Leu
530
Leu
Val
Phe
Glu
Ser
610
Glu
Ser
Tyr
Lys
Asp
690
Asn
Lys
Gln

Leu

Trp
770
Gly
His
Asp
Lys
Gln
850
Arg
Leu
Asn
Thr
Leu

930
val

Asp

Pro

Phe
Trp
Thr
Asp
Glu
595
His
Asn
Glu
Cys
Trp
675
Trp
Tyr
Tyr
Val
Leu
755
His
Leu
Leu
Ile
Phe
835
Gly
Leu
Asn
Glu
Leu
915
Asp

Gly

Ile
Leu
Trp
Ala
500
Ala
Asp
Pro
Gly
Trp
580
His
Ala
Asp
Ile
val
660
Asn
Pro
Pro
Leu
Leu
740
Lys
Leu
Leu
Asn
Leu
820
Leu
Phe
Glu
Trp
Ile
900
Gln
Leu

Leu

Asp
Cys
Asn
485
Ala
Lys
Tyr
val
Ser
565
Phe
Ala
Gly
Lys
Thr
645
Thr
Ser
Pro
Asp
Thr
725
Lys
Lys
Lys
Leu
Arg
805
Lys
val
Leu
Glu
Glu
885
Ile
Ile
Arg

Ile

Lys
Asp
470
Glu
Arg
Glu
Thr
Pro
550
Asn
Ser
Asn
Leu
Glu
630
Glu
Ile
Arg
Ile
Pro
710
Asp
Tyr
Ala
Ser
Glu
790
Gln
Gln
Glu
Ser
Cys
870
Asn
Phe
Ile
Met

Glu

Ile
455
Asn

Trp
Leu
Glu
Asp
535
His
Pro
Ser
Trp
Ser
615
Gln
Gln
Pro
Asp
Lys
695
Met
Asp
Glu
Leu
Glu
775
Ser
Val
Glu
Gln
Pro
855
Arg
Pro
Lys
Arg
Leu

935
val

ES2611885T3

Tyr
val
Leu
Cys
His
520
Thr
Gly
Asn
val
Ser
600
Asn
Leu
Glu
Glu
Glu
680
Pro
val
Lys
Gln
Thr
760
Met
Tyr
Glu
Lys
Met
840
Leu
Ile
Asp
Asn
Ile
920

Pro

val

val
Asn
Asn
Leu
505
Cys
Leu
Leu
Lys
val
585
val
Arg
Lys
Lys
Ile
665
val
Glu
Arg
Leu
Tyr
745
Asn
His
Cys
Ala
Lys
825
Arg
Asn
Met
Ile
Gly
905
Met
Tyr

Arg

Arg
Thr
Tyr
490
Ser
Pro
Val
Glu
Glu
570
Lys
Ser
Leu
Ala
Asp
650
Leu
Ala
Gln
Gly
Ser
730
Leu
Gln
Asn
Arg
Met
810
Asp
Arg
Pro
Ser
Met
890
Asp
Glu
Gly

Asn

Thr
Gln
475
Asp

Ile

Ser
Asp
555
Thr
Phe
Arg
Ala
Ile
635
Phe
Pro
Gln
Ala
Phe
715
Gln
Asp
Arg
Lys
Ala
795
Glu
Glu
Pro
Ala
Ser
875
Ser
Asp
Asn
Cys

Ser

74

Gly
460
Arg
Ile
Cys
Ala
Gly
540
Leu
Pro
Pro
Glu
Arg

620
Ser

Lys
Met
Met
700
Ala
Tyr
Asn
Ile
Thr
780
Cys
Lys
Thr
Asp
His
860
Ala
Glu
Leu
Ile
Leu

940
His

Ile
Val
Tyr
Ser

Trp
525
Lys
Leu
Cys
Asp
Ala
605
Asp
Thr
Trp
Leu
Tyr
685
Glu
val
Leu
Leu
Gly
765
Val
Gly
Leu
Gln
Phe
845
Gln
Lys
Leu
Arg
Trp
925

Ser

Thr

Tyr
Pro
Ile
Val
510
Gly
Met
Asn
Leu
Met
590
Gly
Asn
Arg
Ser
Leu
670
Cys
Leu
Arg
Ile
Leu
750
His
Ser
Met
Ile
Lys
830
Met
Leu
Arg
Leu
Gln
910
Gln
Ile

Ile

His
Cys
Pro
495
Lys
Asn
Ala
Pro
Glu
575
Ser
Phe
Glu
Asp
His
655
Leu
Leu
Leu
Cys
Gln
735
val
Phe
Gln
Tyr
Asn
815
val
Asp
Gly
Pro
Phe
895
Asp
Asn

Gly

Met

Gly
Ser
480
Asp
Gly
Ile
Leu
Ile
560
Leu
val
Ser
Leu
Pro
640
Arg
Ser
val
Asp
Leu
720
Leu
Arg
Phe
Arg
Leu
800
Leu
Gln
Ala
Asn
Leu
880
Gln
Met
Gln
Asp

Gln
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945 950 955 960
Ile Gln Cys Lys Gly Gly Leu Lys Gly Ala Leu Gln Phe Asn Ser His
965 970 975
Thr Leu His Gln Trp Leu Lys Asp Lys Asn Lys Gly Glu Ile Tyr Asp
980 985 990
Ala Ala Ile Asp Leu Phe Thr Arg Ser Cys Ala Gly Tyr Cys Val Ala
995 1000 1005
Thr Phe Ile Leu Gly Ile Gly Asp Arg His Asn Ser Asn Ile Met Val
1010 1015 1020
Lys Asp Asp Gly Gln Leu Phe His Ile Asp Phe Gly His Phe Leu Asp
1025 1030 1035 1040
His Lys Lys Lys Lys Phe Gly Tyr Lys Arg Glu Arg Val Pro Phe Val
1045 1050 1055
Leu Thr Gln Asp Phe Leu Ile Val Ile Ser Lys Gly Ala Gln Glu Cys
1060 1065 1070
Thr Lys Thr Arg Glu Phe Glu Arg Phe Gln Glu Met Cys Tyr Lys Ala
1075 1080 1085
Tyr Leu Ala Ile Arg Gln His Ala Asn Leu Phe Ile Asn Leu Phe Ser
1090 1095 1100
Met Met Leu Gly Ser Gly Met Pro Glu Leu Gln Ser Phe Asp Asp Ile
1105 1110 1115 1120
Ala Tyr Ile Arg Lys Thr Leu Ala Leu Asp Lys Thr Glu Gln Glu Ala
1125 1130 1135
Leu Glu Tyr Phe Met Lys Gln Met Asn Asp Ala His His Gly Gly Trp
1140 1145 1150
Thr Thr Lys Met Asp Trp Ile Phe His Thr Ile Lys Gln His Ala Leu
1155 1160 1165
Asn Glu Leu Gly Gly Ala His His His His His His
1170 1175 1180

<210>5

<211> 615

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Proteina de fusion utilizada para el ensayo de autofagia

<400> 5
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Met
Met
Glu
Ala
Ile
65

Pro
Lys

Thr

Thr
145
Ala

Val
Arg
Ile
Lys
50

Leu
Ala
Trp
Gln
Arg
130
Met

Leu

Ser
Phe
Glu
35

Leu
Ser
Asp
Glu
Asp
115
Gly
Gly

Lys

Lys
Lys
20

Gly
Lys
Pro
Ile
Arg
100
Ser
Thr
Trp

Gly

Gly
val
Glu
val
Gln
Pro
85

val
Ser
Asn

Glu

Glu

Glu
His
Gly
Thr
Phe
70

Asp
Met
Leu
Phe
Ala

150
Ile

ES2611885T3

Glu
Met
Glu
Lys
55

Met
Tyr
Asn
Gln
Pro
135

Ser

Lys

Asp
Glu
Gly
40

Gly
Tyr
Leu
Phe
Asp
120
Ser

Ser

Gln

Asn
Gly
25

Arg
Gly
Gly
Lys
Glu
105
Gly
Asp
Glu

Arg

Met
10

Ser
Pro
Pro
Ser
Leu
90

Asp
Glu
Gly
Arg

Leu

76

Ala
val
Tyr
Leu
Lys
75

Ser
Gly
Phe
Pro
Met

155
Lys

Ile
Asn
Glu
Pro
60

Ala
Phe
Gly
Ile
val

140
Tyr

Ile
Gly
Gly
45

Phe
Tyr
Pro
val
Tyr
125
Met

Pro

Lys

Lys
His
30

Thr
Ala
vVal
Glu
Val
110
Lys
Gln
Glu

Asp

Glu
15

Glu
Gln
Trp
Lys
Gly
95

Thr
val
Lys
Asp

Gly

Phe
Phe
Thr
Asp
His
80

Phe
val
Lys
Lys
Gly

160
Gly



His
Gln
His
Arg
225
Met
val
Glu
Cys
Leu
305
Gln
Arg
vVal
Ile
Asn
385
Gly
val
Pro
Ser
val
465
Gly
Ser
Glu
Ile
Lys
545
Ile
val

Tyr

Ser

Tyr
Leu
Asn
210
His
val
Glu
Gly
Thr
290
Thr
His
Thr
Lys
Asp
370
Tyr
Ile
Gln
val
Lys
450
Thr
Leu
Asp
val
Glu
530
Phe
Arg
Asn

Glu

Gln
610

Asp
Pro
195
Glu
Ser
Ser
Leu
Glu
275
Thr
Tyr
Asp
Ile
Phe
355
Phe
Asn
Lys
Leu
Leu
435
Asp
Ala
Arg
Arg
Gln
515
Arg
Leu
Arg
Gln
Gln

595
Glu

Ala
180
Gly
Asp
Thr
Lys
Asp
260
Gly
Gly
Gly
Phe
Phe
340
Glu
Lys
Ser
val
Ala
420
Leu
Pro
Ala
Ser
Pro
500
Gln
Tyr
val
Arg
His
580
Glu

Thr

165
Glu

Ala
Tyr
Gly
Gly
245
Gly
Asp
Lys
Val
Phe
325
Phe
Gly
Glu
His
Asn
405
Asp
Pro
Asn
Gly
Arg
485
Phe
Ile
Lys
Pro
Leu
565
Ser

Lys

Phe

val
Tyr
Thr
Gly
230
Glu
Asp
Ala
Leu
Gln
310
Lys
Lys
Asp
Asp
Asn
390
Phe
His
Asp
Glu
Ile
470
Ala
Lys
Arg
Gly
Asp
550
Gln
Met

Asp

Gly

Lys
Asn
Ile
215
Met
Glu
val
Thr
Pro
295
Cys
Ser
Asp
Thr
Gly
375
val
Lys
Tyr
Asn
Lys
455
Thr
Gln
Gln
Asp
Glu
535
His
Leu
Val

Glu

Phe
615

ES2611885T3

Thr
val
200
val
Asp
Leu
Asn
Tyr
280
val
Phe
Ala
Asp
Leu
360
Asn
Tyr
Ile
Gln
His
440
Arg
Leu
Ala
Arg
Gln
520
Lys
val
Asn

Ser

Asp
600

Thr
185
Asn
Glu
Glu
Phe
Gly
265
Gly
Pro
Ser
Met
Gly
345
val
Ile
Ile
Arg
Gln
425
Tyr
Asp
Gly
Ser
Arg
505
His
Gln
Asn
Pro
val

585
Gly

170
Tyr Lys

Ile Lys
Gln Tyr

Leu Tyr
235

Thr Gly

250

His Lys

Lys Leu
Trp Pro

Arg Tyr
315

Pro Glu

330

Asn Tyr

Asn Arg
Leu Gly

Met Ala
395

His Asn

410

Asn Thr

Leu Ser
His Met
Met Asp
475
Asn Ser
490
Ser Phe
Pro Ser
Leu Pro
Met Ser
555
Thr Gln
570
Ser Thr

Phe Leu

77

Ala
Leu
Glu
220
Lys
val
Phe
Thr
Thr
300
Pro
Gly
Lys
Ile
His
380
Asp
Ile
Pro
Thr
val
460
Glu
Ala
Ala
Lys
val
540
Glu
Ala

Pro

Tyr

Lys
Asp
205
Arg
Pro
val
Ser
Leu
285
Leu
Asp
Tyr
Thr
Glu
365
Lys
Lys
Glu
Ile
Gln
445
Leu
Leu
val
Asp
Ile
525
Leu
Leu
Phe
Ile

Met
605

Lys
190
Ile
Ala
val
Pro
val
270
Lys
val
His
val
Arg
350
Leu
Leu
Gln
Asp
Gly
430
Ser
Leu
Tyr
Asp
Arg
510
Pro
Asp
val
Phe
Ala

590
Vval

175
Pro

Thr
Glu
Ala
Ile
255
Ser
Phe
Thr
Met
Gln
335
Ala
Lys
Glu
Lys
Gly
415
Asp
Ala
Glu
Lys
Met
495
Cys
val
Lys
Lys
Leu
575

Asp

Tyr

val
Ser
Gly
Thr
240
Leu
Gly
Ile
Thr
Lys
320
Glu
Glu
Gly
Tyr
Asn
400
Ser
Gly
Leu
Phe
Ser
480
Pro
Lys
Ile
Thr
Ile
560
Leu

Ile

Ala
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la formula (), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:

R®
o 7
R
R®
N
R
N R"
N N

N 1 R" .
/)\ )
13
R
R' Y
16
R R15 R14
()
en donde:
5 X representa N o CH;
R! representa
22
R21 R
20
R
R1g R18

en donde:

R'® y R* representan independientemente hidrégeno, halégeno, hidroxi, o hidroxi-alquilo de 1 a 3 atomos de
10 carbono-;

R y R# representan independientemente hidrégeno, amino, hidroxi, carboxi, alcoxi de 1 a 3 atomos de carbono,
amino-alquilo de 1 a 3 atomos de carbono, alquilo de 1 a 3 &tomos de carbono-C(=0)-NH-, alquilo de 1 a 3 atomos
de carbono-S(=0)m-NH- o hidroxi-alquilo de 1 a 3 atomos de carbono-;

m representa 0, 1 0 2;
15 R% representa hidrégeno, halégeno o alcoxi de 1 a 3 atomos de carbono; o

R! se selecciona a partir del grupo que consiste en:
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R23
N
/ H
HNT O HNT N
n HN AN R% n

en donde:
R? representa hidrégeno o metilo;
R* representa hidrégeno, oxo o alquilo de 1 a 3 atomos de carbono;

R% R% R* R R® R, R® R% RY, R, RY R™ RM R™, Ry R representan independientemente hidrégeno o
metilo;

o R? y R® forman juntos un puente de etileno;

o R? y R® forman juntos un puente de metileno;

o Ry R™ forman juntos un puente de etileno; y

Y representa O, CHR?® o CR**R%,

en donde:

R?® representa hidroxi o alcoxi de 1 a 3 atomos de carbono; y

R?®y R?" representan independientemente hidrégeno o halégeno;

con la condicién de que el compuesto de la formula () es diferente de 2,6-di-morfolin-4-il-8-fenil-9H-purina.

2. Un compuesto de la férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo:
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en donde:
X representa N o CH,;

R! representa:

RZO

R1g R18

en donde:

R'® y R* representan independientemente hidrégeno, halégeno, hidroxi, o hidroxi-alquilo de 1 a 3 atomos de
carbono-;

R y R# representan independientemente hidrégeno, amino, hidroxi, carboxi, alcoxi de 1 a 3 atomos de carbono,
10 amino-alquilo de 1 a 3 atomos de carbono-, alquilo de 1 a 3 &tomos de carbono-C(=0)-NH-, alquilo de 1 a 3 atomos
de carbono-S(=0)m-NH- o hidroxi-alquilo de 1 a 3 atomos de carbono-;

m representa 0, 1 0 2;
R% representa hidrégeno, halégeno o alcoxi de 1 a 3 atomos de carbono; o

R! se selecciona a partir del grupo que consiste en:

R23

N X N

ZT

15
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en donde:
R?® representa hidrégeno o metilo;
R* representa hidrégeno, oxo o alquilo de 1 a 3 atomos de carbono;

5 R%RY R R R R, R RY RY RY RY R®™ RY R™ Ry RY representan independientemente hidrégeno o
metilo; o R5y R°® forman juntos un puente de etileno; y

Y representa O, CHR? o CR*R?’
en donde:
R?® representa hidroxi o alcoxi de 1 a 3 atomos de carbono; y
10  R*®yR? representan independientemente hidrégeno o halégeno;
con la condicién de que el compuesto de la formula (1) es diferente de 2,6-di-morfolin-4-il-8-fenil-9H-purina.

3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o con la reivindicacién 2, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, en donde X representa N.

4. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, o una sal farmacéuticamente aceptable
15 del mismo, en donde R* se selecciona a partir del grupo que consiste en

N
H
HN” \é :N
HNT O

= _ \“/CE
\_7 "\ 7
y

R*® representa hidrégeno o metilo; y

2T

en donde

20 R* representa hidrégeno, oxo o alquilo de 1 a 2 atomos de carbono

5. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, o una sal farmacéuticamente aceptable
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del mismo, en donde Y representa O:
6. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 o con la reivindicacion 2, el cual se selecciona a partir de:

3-[2-((2S,6R)-2,6-Dimetil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenol
3-(2,4-dimorfolino-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-6-il)fenol
2,6-Bis-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-8-(1H-pirrolo[2,3-b]piridin-4-il)-9H-purina;
{2-Fluoro-5-[6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil}-metanol;
2-(4,4-Difluoro-piperidin-1-il)-8-(1H-indol-4-il)-6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
5-[2,6-Bis-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purin-8-il]-1,3-dihidro-benzoimidazol-2-ona;
{5-[2,6-Bis-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purin-8-il]-2-metoxi-fenil}-metanol;
8-(1H-Indol-4-il)-2-morfolin-4-il-6-(8-oxa-3-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-il)-9H-purina;
Acido 2-Metoxi-5-[6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-benzoico ;
{4-Cloro-3-[6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil}-metanol;
3-(2,6-Di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-Bencilamina;
1-{3-[6-((S)-3-Metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil}-etanol;
2,6-Di-morfolin-4-il-8-(1H-pirrolo[3,2-b]piridin-6-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-2,6-bis-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2,6-bis-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
1-[8-(1H-Indol-4-il)-6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purin-2-il]-piperidin-4-ol;
{3-[2,6-Bis-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purin-8-il]-5-metoxi-fenil}-metanol;
8-(1H-Indol-4-il)-2-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
{3-[2,6-Bis-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purin-8-il]-4-fluoro-fenil}-metanol;
8-(1H-Indol-4-il)-6-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-6-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2,6-bis-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2-(4-metoxi-piperidin-1-il)-6-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2,6-di-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indazol-4-il)-2,6-di-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-2,6-di-morfolin-4-il-9H-purina;
3-(2,6-Di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenilamina;
N-[3-(2,6-Di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil]-acetamida;
8-(2-Metil-1H-indol-4-il)-2,6-di-morfolin-4-il-9H-purina;
3-[2-((2S,6R)-2,6-Dimetil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenilamina;
N-[3-(2,6-Di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil]-metanosulfonamida;
{2-[2-((2S,6R)-2,6-Dimetil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purin-8-il]-fenil}-metanol;

[2-(2,6-Di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil]-metanol;
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3-(2,6-Di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenol
[3-(2,6-Di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenil]-metanol;
2-(2,6-Di-morfolin-4-il-9H-purin-8-il)-fenol

6-(3,3-Dimetil-morfolin-4-il)-8-(1 H-indol-6-il)-2-morfolin-4-il-9H-purina;
6-(3,3-Dimetil-morfolin-4-il)-8-(1 H-indol-4-il)-2-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-6-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-2-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-6-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-2,6-bis-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-6-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-2-(8-oxa-3-aza-biciclo[3.2.1 ]Joct-3-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-2-morfolin-4-il-6-(1S,4S)-2-0xa-5-aza-biciclo[2.2.1]hept-5-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-6-morfolin-4-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2-morfolin-4-il-6-(1S,4S)-2-0xa-5-aza-biciclo[2.2.1]hept-5-il-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-2-(8-oxa-3-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-6-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-2-(8-oxa-3-aza-biciclo[3.2.1]oct-3-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-6-il)-2-morfolin-4-il-6-(3-oxa-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-8-il)-9H-purina;
8-(1H-Indol-4-il)-2-morfolin-4-il-6-(3-oxa-8-aza-biciclo[3.2.1]oct-8-il)-9H-purina;

6-(1 H-Indol-4-il)-4-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-2-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina;
6-(1H-Indol-4-il)-2,4-di-morfolin- 4-il-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina;

y las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

7. Un compuesto de acuerdo con la Reivindicacion 1 que es 8-(1H-Indol-4-il)-2,6-bis-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-
purina, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, que tiene la férmula

(A

/N | NN
g N N/)\N/\
HN ~ )\/o

8. Un compuesto de acuerdo con la Reivindicacion 1 que es 8-(1H-Indol-4-il)-2,6-bis-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-9H-
purina, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, que tiene la formula
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o
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N "N N ﬁ
HN \\\\\\l\/ o

9. Un compuesto de acuerdo con la Reivindicacion 1 que es 8-(1H-Indol-4-il)-2-((S)-3-metil-morfolin-4-il)-6-((R)-3-
metil-morfolin- 4-il)-9H-purina, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, que tiene la formula

CL

/N | =N
H N/)\ N /\
HN A ‘\/o

10. Un compuesto de acuerdo con la Reivindicacion 1 que es 8-(1H-Indol-4-il)-6-((R)-3-metil-morfolin-4-il)-2-(8-oxa-3-
aza-biciclo[ 3.2.1]oct-3-il)-9H-purina, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, que tiene la formula

(L

) | N
AL
HN / (o)

11. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, para utilizarse como un medicamento.

12. Un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, para utilizarse en el tratamiento o en la prevencién de cancer o de un trastorno neurodegenerativo.

13. Una composicién farmacéutica, la cual comprende un compuesto de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y un excipiente, diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable

14. El uso de un compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, o de una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, para la elaboracién de un medicamento para el tratamiento o la prevencion
de cancer o de un trastorno neurodegenerativo.

15. Una combinacién que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y una segunda
sustancia de farmaco, para su administracién simultanea o en secuencia.
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