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DESCRIPCION
Inhibidores de PI3 cinasa delta y gamma selectivos duales
Campo de la invencion

La presente invencién proporciona moduladores de la proteina cinasa PI3K delta (8) y gamma (y) duales, métodos
para prepararlos, composiciones farmacéuticas que los contienen y su uso en métodos de tratamiento, prevencion
y/o mejora de enfermedades o trastornos mediados por la cinasa PI3K.

Antecedentes de lainvencion

La fosfoinositido-3 cinasa (PI3K) pertenece a una clase de cinasas lipidicas intracelulares que fosforilan el grupo
hidroxilo en posicion 3 del anillo de inositol de lipidos de fosfoinositido (Pl) que generan segundos mensajeros
lipidicos. Mientras que las isoformas alfa y beta son ubicuas en su distribucion, la expresion de delta y gamma se
restringe a las células hematdgenas circulantes y a las células endoteliales. A diferencia de PI3K-alfa o beta, los
ratones que carecen de expresion de gamma o delta no muestran ningun fenotipo adverso que indique que la
direccién a estas isoformas especificas no dé como resultado una toxicidad manifiesta.

Recientemente, los inhibidores dirigidos de la via de la fosfoinositido-3-cinasa (PI3K) se han sugerido como agentes
inmunomoduladores. Este interés surge del hecho de que la via de PI3K sirve para mdltiples funciones en la
sefializacion de células inmunitarias, principalmente a través de la generacion de (3,4,5)-trisfosfato de
fosfatidilinositol (PIP3), un segundo mensajero unido a la membrana. El PIP3 recluta proteinas al lado citoplasmico
de la bicapa lipidica, incluyendo proteinas cinasas y GTPasas, iniciando una compleja red de cascadas de
sefializacién corriente abajo importantes en la regulacién de la adhesién, migracion, y comunicacién célula-célula de
células inmunitarias.

Las cuatro isoformas de PI3K de clase | difieren considerablemente en su distribucion en tejidos. La PI3Ka y PI3KB
son ubicuas y se activan corriente abajo de tirosina cinasas receptoras (RTK), mientras que PI3Kd y PI3Ky se limitan
principalmente a células hematopoyéticas y endoteliales, y se activan corriente abajo de RTK y receptores
acoplados a proteina G (GPCR), respectivamente. Los estudios genéticos en ratén han revelado que PI3Ka y PI3K(B
son esenciales para el desarrollo normal, mientras que la pérdida de PI3K y/o PI3Ky produce descendencia viable
con déficits inmunitarios selectivos.

El patron de expresion y funciones de PI3K & y PI3K y han generado mucho interés en el desarrollo de inhibidores
de PI3Kd/y como agentes para muchas enfermedades, incluyendo la artritis reumatoide, alergias, asma, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica y esclerosis mdltiple (Hirsch et al., Pharmacol. Ther., 118, 192—-205, 2008; Marone et
al., Biochim. Biophys. Acta., 1784, 159-185, 2008; Rommel et al., Nat. Rev. Immunol., 7, 191-201, 2007; Ruckle et
al., Nat. Rev. Drug Discov., 5, 903-918, 2006). Los estudios que utilizan métodos tanto farmacol6égicos como
genéticos han mostrado que estas dos isoformas con frecuencia demuestran interacciones sinérgicas entre si
(Konrad et al., J. Biol. Chem., 283, 33296-33303, 2008; Laffargue et al., Immunity, 16, 441-451, 2002). En los
mastocitos, por ejemplo, la PI3Kd es esencial para la desgranulaciéon en respuesta a la reticulacion de IgE de
receptores Fc (Ali et al., J. Immunol., 180, 2538-2544, 2008), pero la PI3Ky desempefia un papel importante en la
amplificacién de la respuesta (Laffargue et al., Immunity, 16, 441-451, 2002). Efectos similares se han visto en otras
funciones celulares, incluyendo la migracién de linfocitos y el estallido respiratorio de neutréfilos donde la PI3Ky
desempefia un papel critico y la PI3Kd amplifica cada proceso. Los papeles no redundantes pero relacionados de
PI3Kd y PI3Ky han hecho que sea dificil determinar a cual de las dos isoformas (solas o en combinacion) es mejor
dirigirse en un trastorno inflamatorio particular. Los estudios que utilizan ratones que carecen de PI3Kd y/o PI3Ky o
expresan variantes con cinasa inactivada de PI3K® y PI3Ky han sido valiosas herramientas en la comprension de
sus papeles. Por ejemplo, los ratones con genes desactivados de PI3Kd demostraron disminucion de la quimiotaxis
de neutréfilos, disminucién de la produccion de anticuerpos (tanto de linfocitos T dependientes como
independientes) (Jou et al., Mol. Cell.Biol., 22, 8580-8591, 2002), y menor numero de células B maduras (Clayton et
al., J. Exp. Med., 196, 753-763, 2002; Jou et al., Mol. Cell.Biol., 22, 8580-8591, 2002), y una disminucién de su
proliferacién en respuesta a anti-IgM (Jou et al., 2002). Este fenotipo se reprodujo en la variante con cinasa
inactivada PI3K® y con inhibidores selectivos de PI3Kd junto con numeros disminuidos y proliferacion de mastocitos,
y una respuesta alérgica atenuada. La PI3Ky inactivada génicamente contenia un mayor nimero, pero menos
sensibles, de neutrdfilos, un menor nimero, y menos sensibles, de macrofagos y células dendriticas que mostraron
una disminucion de la desgranulacién de mastocitos (Laffargue et al., 2002), una mayor relacion de linfocitos T CD4+
a CD8+), aumento de la apoptosis de timocitos, disminucién de la induccién de CXCR3 en linfocitos T activados y
disminucion de la contractilidad cardiaca. Este ultimo efecto sobre el tejido cardiaco fue una preocupacion para la
dosificacion crénica de pacientes con inhibidores de PI3Ky. Sin embargo, esta preocupaciéon se mitigd en gran
medida cuando la variante con cinasa inactivada PI3Ky (que es la que mejor imita la inhibicion de la cinasa en lugar
de la pérdida de la proteina) mostro fenotipos de células inmunitarias similares, pero de manera importante no tuvo
defectos cardiacos. Mas tarde se demostr6 que el efecto cardiaco se debe a los efectos de andamiaje antes que a la
actividad catalitica de PI3Ky. La desactivacion de PI3K3/PI3Ky dual fue viable, pero presentd defectos graves en el
desarrollo de linfocitos T y la supervivencia de timocitos. La combinaciéon de PI3Ky desactivada génicamente/con
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cinasa inactivada PI3Kd produjo un fenotipo similar lo que sugiere que al menos dentro del sistema inmunitario, es
probable que el papel de PI3Kd solo sea catalitico. La interpretacién de los estudios que utilizan ratones con genes
desactivados y cinasa inactivada puede ser desafiante debido a que estos modelos solo proporcionan una imagen
en estado estacionario del sistema inmunitario, falta el control temporal y de la dosis, y no permiten una comprensién
completa de como una respuesta inmunitaria dinamica reaccionara a la inhibicién reversible. Los inhibidores
selectivos con perfiles variables (PI3Kd, PI3Ky, y PI3Kd/y) son necesarios para los estudios de la sefializacion de
leucocitos con el fin de evaluar las contribuciones relativas de cada PI3K a la activacion de células inmunitarias
(Olusegon et al., Chemistry & Biology, 1, 123-134 (2010), incluyendo las referencias citadas en la misma).

La inhibicién dual de &/y esta fuertemente implicada como una estrategia de intervencion en la inflamacion alérgica y
no alérgica de las vias respiratorias y otras enfermedades autoinmunitarias. La evidencia cientifica de la
participacion de PI3K-3 y y en diversos procesos celulares que subyacen el asma y la EPOC deriva de estudios de
inhibidores y enféquese de direccién génica. Ademas, la resistencia a las terapias convencionales tales como
corticoesteroides en varios pacientes con EPOC se ha atribuido a una sobrerregulacion de la via de PI3K &/y. La
interrupcion de la sefializacion de PI3K-8/y, por tanto, proporciona una nueva estrategia destinada a contrarrestar la
respuesta inmuno-inflamatoria. Debido al papel fundamental desempefiado por PI3K-3 y y en la mediacién de la
funcionalidad de células inflamatorias tales como la migracion y activaciéon de leucocitos, y desgranulacion de
mastocitos, el bloqueo de estas isoformas también puede ser una estrategia eficaz para el tratamiento de la artritis
reumatoide. Dada la importancia establecida de estas isoformas en la vigilancia inmunitaria, se esperaria que los
inhibidores especificamente dirigidos a las isoformas & y y atenuaran la progresion de la respuesta inmunitaria
encontrada en la inflamacion de las vias respiratorias y la artritis reumatoide (William et.al. Chemistry & Biology, 17,
123-134, 2010 and Thompson, et al. Chemistry & Biology, 17:101-102, 2010).

Se han proporcionado revisiones y estudios relativos a PI3K y vias de la proteina cinasa relacionadas por Liu et. al.,
Nature Reviews Drug Discovery, 8, 627-644, 2009); Nathan T. et. al., Mol Cancer Ther., 8(1), 2009; Marone et, al.,
Biochimica et Biophysica Acta, 1784, 159-185, 2008 y Markman et. al., Annals of Oncology Advance Access,
publicada en agosto de 2009. Del mismo modo, se han proporcionado revisiones y estudios relativos al papel de la
PI3K & y y por William et. al., Chemistry & Biology, 17, 123-134, 2010 y Timothy et. al. J. Med. Chem., 55 (20), 8559—
8581,2012. Todas estas divulgaciones de literatura se incorporan en el presente documento por referencia en su
totalidad.

Los compuestos tales como IPI-145 y CAL130 se han notifiado como inhibidores duales de PI3K &/y. IPI-145 esta en
investigacion clinica para el cancer, el asma y la artritis reumatoide. Se ha notificado que el IPI-45 tiene una dosis
maxima tolerada (DMT) de 75 mg dos veces al dia (55th ASH® Annula Meeting New Orleans-LA, 7-10 de diciembre
de 2013). No hay informes de que CAL-130 se esté investigando con fines clinicos.

Todavia hay una necesidad insatisfecha de moduladores de PI3K &/y duales para el tratamiento de enfermedades y
trastornos asociados a acontecimientos mediados por cinasas PI3K &/y.

Se hace referencia, ademas, en el presente documento a las Publicaciones Internacionales N.° WO 11/055215 y WO
12/151525 y Publicaciones de los Estados Unidos N.° 2011/0118257 y 2012/0289496, cada una de las cuales se
incorpora en el presente documento por referencia en su totalidad.

Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere a inhibidores duales selectivos de proteinas cinasas PI3K delta y gamma. Estos
compuestos son adecuados para su uso en una composicion farmacéutica para el tratamiento de una enfermedad,
trastorno o afeccién asociada a PI3K, por ejemplo, una enfermedad proliferativa tal como cancer. La inhibicion de
proteinas cinasas tanto PI3K delta como gamma puede proporcionar efectos beneficiosos en el tratamiento de
ciertas enfermedades y trastornos.

Los inhibidores duales selectivos de la presente invencion incluyen los siguientes compuestos, sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos, y profarmacos de los mismos:

(RS)-2-(1-(9H-purin-6-ilamino)propil)-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona. (Compuesto A)
(S)-2-(1-(9H-purin-6-ilamino)propil)-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona. (Compuesto Al)
(R)-2-(1-(9H-purin-6-ilamino)propil)-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona. (Compuesto A2)

Las estructuras quimicas de los compuestos de la presente invencion se muestran a continuacion.
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En una realizacién, la presente invencién se refiere al compuesto (S)-2-(1-(9H-purin-6-ilamino)propil)-3-(3-
fluorofenil)-4H-cromen-4-ona o a una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una realizacién, el compuesto (S)-2-(1-(9H-purin-6-ilamino)propil)-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, estd sustancialmente libre (por ejemplo, contiene menos de
aproximadamente el 10 %, tal como menos de aproximadamente el 5%, menos de aproximadamente el 2,5 %,
menos de aproximadamente el 1 %, menos de aproximadamente el 0,1 % en peso) o esta libre de (R)-2-(1-(9H-
purin-6-ilamino)propil)-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

En otra realizacion, el compuesto (S)-2-(1-(9H-purin-6-ilamino)propil)-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, tiene un exceso enantiomérico de mas de aproximadamente el 90 %, tal
como mas de aproximadamente el 91 %, mas de aproximadamente el 92 %, mas de aproximadamente el 93 %, mas
de aproximadamente el 94 %, mas de aproximadamente el 95 %, mas de aproximadamente el 96 %, mas de
aproximadamente el 97 %, mas de aproximadamente el 98 %, mas de aproximadamente el 99 %, mas de
aproximadamente el 99,5 %, mas de aproximadamente el 99,9 %, o mas de aproximadamente el 99,99 %.

En una realizacion preferida, la presente invencion se refiere al compuesto (S)-2-(1-(9H-purin-6-ilamino)propil)-3-(3-
fluorofenil)-4H-cromen-4-ona (Compuesto Al).

La invencion proporciona ademas una composicién farmacéutica que comprende uno 0 mas compuestos de la
presente invencién (tal como el Compuesto Al) junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La composicion
farmacéutica puede comprender ademas uno o mas agentes activos adicionales (tales como agentes
antineoplasicos y los agentes activos que se analizan a continuacion). En una realizacién, la composicién
farmacéutica incluye una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas compuestos de la presente invencion.

Otra realizacion es al menos un compuesto de la presente invencion para su uso en la inhibicién de PI3K delta y
gamma en un paciente mediante la administracién al paciente de una cantidad eficaz de al menos un compuesto de
la presente invencion.

Otra realizacion mas es al menos un compuesto de la presente invencidon para su uso en el tratamiento, la
prevencion y/o la inhibicion de una enfermedad, trastorno o afeccion mediada por la proteina cinasa PI3K (tal como
cancer u otra enfermedad o trastorno proliferativo).

Otra realizacion mas de la presente invencién es al menos un compuesto de la presente invencién para su uso en la
inhibicion de PI3K, en particular, cinasa PI3K delta y gamma en un paciente mediante la administracién al paciente
de una cantidad eficaz de al menos un compuesto de la presente invencién.

Otra realizacion mas de la presente invencion es al menos un compuesto de la presente invencién para su uso en el
tratamiento de una enfermedad inflamatoria, autoinmunitaria o proliferativa a través de la modulacion de una
proteina cinasa (tal como PI3 cinasa delta y gamma) administrando a un paciente que necesita dicho tratamiento
una cantidad eficaz de al menos un compuesto de la presente invencion. En una realizacion, el compuesto de la
presente invencidn inhibe la proteina cinasa PI3K tanto delta como gamma.

Otra realizacion mas de la presente invencién es al menos un compuesto de la presente invencién para su uso en el
tratamiento de una enfermedad inflamatoria, autoinmunitaria o proliferativa a través de la modulacion de una
proteina cinasa (tal como PI3 cinasa delta y gamma) administrando a un paciente que necesita dicho tratamiento
una cantidad eficaz de al menos un compuesto de la presente invencion, en combinacién (simultanea o
secuencialmente) con al menos otro agente anti-inflamatorio, inmunomodulador o antineoplasico (o una combinacién
de los mismos). En una realizacién, el compuesto de la presente invencion inhibe la proteina cinasa PI3K tanto delta
como gamma.
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Los compuestos de la presente invencion son utiles en el tratamiento de una diversidad de canceres, incluyendo,
pero no limitados a:

carcinoma, incluyendo, pero no limitado a, el de vejiga, mama, colon, rifién, higado, pulmén, incluyendo cancer de
pulmén microcitico, eso6fago, vesicula biliar, ovario, pancreas, estémago, cuello del Utero, tiroides, prostata, y piel,
incluyendo carcinoma de células escamosas;

tumores hematopoyéticos de linaje linfoide, incluyendo, pero no limitados a, leucemia, leucemia linfocitica aguda,
leucemia linfoblastica aguda, linfoma de células B, linfoma de linfocitos T, linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin,
linfoma de células pilosas y linfoma de Burkett;

tumores hematopoyéticos de linaje mieloide, incluyendo, pero no limitados a, leucemias mielégenas agudas y
cronicas, sindrome mielodisplasico y leucemia promielocitica;

tumores de origen mesenquimal, incluyendo, pero no limitados a, fibrosarcoma y rabdomiosarcoma;

tumores del sistema nervioso central y periférico, incluyendo, pero no limitados a, astrocitoma, neuroblastoma,
glioma y schwannomas; y

otros tumores, incluyendo, pero no limitados a, melanoma, seminoma, teratocarcinoma, osteosarcoma, xenoderoma
pigmentoso, queratoacantoma, cancer folicular de tiroides y sarcoma de Kaposi.

En una realizacion, los compuestos de la presente invencién se administran para tratar una leucemia, leucemia
linfocitica aguda, leucemia linfoblastica aguda, linfoma de células B, linfoma de linfocitos T, linfoma de Hodgkin,
linfoma no Hodgkin, linfoma de células pilosas, linfoma de Burkett, leucemias mielégenas agudas y cronicas,
sindrome mielodisplasico y leucemia promielocitica.

Debido al papel clave de las proteinas cinasas en la regulacion de la proliferacion celular en general, los inhibidores
de proteina cinasa de la presente invencién podrian actuar como agentes citostaticos reversibles, y pueden ser (tiles
por tanto en el tratamiento de cualquier proceso de enfermedad que presente una proliferacion celular anormal, por
ejemplo, hiperplasia prostatica benigna, poliposis adenomatosa familiar, neurofibromatosis, aterosclerosis, fibrosis
pulmonar, artritis, psoriasis, glomerulonefritis, reestenosis después de angioplastia o cirugia vascular, formacion de
cicatriz hipertréfica, enfermedad inflamatoria intestinal, rechazo de trasplantes, choque endotdxico, e infecciones por
hongos.

Los compuestos de la presente invencién como moduladores de la apoptosis son Utiles en el tratamiento del cancer
(incluyendo pero no limitado a los tipos mencionados anteriormente en el presente documento), infecciones viricas
(incluyendo, pero no limitadas a, virus del herpes, poxvirus, virus de Epstein-Barr, virus de Sindbis y adenovirus),
enfermedades autoinmunitarias (incluyendo, pero no limitadas, a lupus eritematoso sistémico, glomerulonefritis
mediada autoinmunitaria, artritis reumatoide, psoriasis, enfermedad inflamatoria intestinal, y diabetes mellitus
autoinmunitaria), trastornos neurodegenerativos (incluyendo, pero no limitados a, enfermedad de Alzheimer,
demencia relacionada con SIDA, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica, retinitis pigmentosa,
atrofia muscular espinal y degeneracién cerebelar), sindromes mielodisplasicos, anemia aplasica, lesion isquémica
asociada a infartos de miocardio, apoplejia y lesién por reperfusion, arritmia, aterosclerosis, o enfermedades
hepaticas relacionadas con el alcohol o inducidas por toxinas, enfermedades hematicas (incluyendo, pero no
limitado a, anemia crénica y anemia aplasica), enfermedades degenerativas del sistema musculoesquelético
(incluyendo, pero no limitadas a, osteoporosis y artritis), rinosinusitis sensible a la aspirina, fibrosis quistica,
esclerosis multiple, enfermedades renales y dolor por cancer. Los compuestos de la presente invenciéon también son
tiles en la prevencion, inhibicion o la supresion del desarrollo del SIDA en individuos infectados con VIH.

Los compuestos de la presente invencién pueden modular el nivel de sintesis de ARN y ADN celular. Estos agentes
son, por tanto, utiles en el tratamiento de infecciones viricas, incluyendo, pero no limitadas a, VIH, virus del papiloma
humano, virus del herpes, poxvirus, virus de Epstein-Barr, virus de Sindbis y adenovirus.

Los compuestos de la presente invencion son Utiles en la quimioprevencion del cancer. La quimioprevencion se
define como la inhibicién del desarrollo de cancer invasivo ya sea blogueando el acontecimiento mutagénico
iniciador o bloqueando la progresion de células pre-malignas que ya han sufrido una agresion o inhibicién de la
recaida del tumor. Los compuestos de la presente invencion también son (tiles en la inhibicién de la angiogénesis
tumoral y metastasis. Una realizacion de la invencion es un método para inhibir la angiogénesis tumoral o metastasis
en un paciente que necesite el mismo mediante la administracion de una cantidad eficaz de uno 0 mas compuestos
de la presente invencion.

Otra realizacion de la presente invenciéon es al menos un compuesto de la presente invenciéon para su uso en el
tratamiento de una enfermedad relacionada con el sistema inmunitario (por ejemplo, una enfermedad
autoinmunitaria), una enfermedad o trastorno que implica inflamaciéon (por ejemplo, asma, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC), artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria intestinal, glomerulonefritis, enfermedades
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neuroinflamatorias, esclerosis mdltiple, uveitis y trastornos del sistema inmunitario), cancer u otra enfermedad
proliferativa, una enfermedad o trastorno hepatico, una enfermedad o trastorno renal. El uso incluye la
administracion de una cantidad eficaz de uno o mas compuestos de la presente invencion.

Los ejemplos de trastornos inmunitarios incluyen, pero no se limitan a, psoriasis, artritis reumatoide, vasculitis,
enfermedad inflamatoria intestinal, dermatitis, osteoartritis, asma, enfermedad inflamatoria muscular, rinitis alérgica,
vaginitis, cistitis intersticial, escleroderma, osteoporosis, eccema, rechazo de injertos de trasplante alégeno o
xenogeno (6rganos, médula 6sea, células madre y otras células y tejidos), enfermedad de injerto contra hospedador,
lupus eritematoso, enfermedad inflamatoria, diabetes de tipo |, fibrosis pulmonar, dermatomiositis, sindrome de
Sjogren, tiroiditis (por ejemplo, tiroiditis de Hashimoto y autoinmunitaria), miastenia grave, anemia hemolitica
autoinmunitaria, esclerosis multiple, fibrosis quistica, hepatitis cronica recidivante, cirrosis biliar primaria, conjuntivitis
alérgica y dermatitis atdpica.

En una realizacion, los compuestos descritos en el presente documento son Gtiles como inmunosupresores para
prevenir rechazos de injerto de trasplantes, o rechazo de trasplante aldgeno o xenégeno (6rganos, médula ésea,
células madre, otras células y tejidos), y enfermedad de injerto contra hospedador. En otras realizaciones, los
rechazos de injerto de trasplantes son resultado de trasplantes de tejidos u drganos. En otras realizaciones, la
enfermedad de injerto contra huésped de injerto es resultado del trasplante de médula 6sea o células madre. Una
realizacién es un método para prevenir o reducir el riesgo de rechazo del injerto de trasplante, rechazo del trasplante
alégeno o xendgeno (6rganos, médula ésea, células madre, otras células y tejidos), o enfermedad de injerto contra
hospedador mediante la administraciéon de una cantidad eficaz de uno o mas compuestos de la presente invencion.

Los compuestos de la presente invencién también son Utiles en combinacion (administrados juntos o
secuencialmente) con tratamientos antineoplasico conocidos, tal como radioterapia 0 con agentes citostaticos o
citotéxicos o antineoplasico, tales como, por ejemplo, agentes que interaccionan con el ADN, tales como cisplatino o
doxorrubicina; inhibidores de topoisomerasa Il, tales como etopésido; inhibidores de topoisomerasa | tales como
CPT-11 o topotecan; agentes de interaccion de tubulina, tales como paclitaxel, docetaxel o las epotilonas (por
ejemplo ixabepilona), ya sea de origen natural o sintético; agentes hormonales, tales como tamoxifeno; inhibidores
de timidilato sintasa, taesl como 5-fluorouracilo; y antimetabolitos, tales como metotrexato, otros inhibidores de
tirosina cinasa tales como Iressa y OSI-774; inhibidores de la angiogénesis; inhibidores de EGF; inhibidores de
VEGF; inhibidores de CDK; inhibidores de SRC; inhibidores de c-Kit; inhibidores de Herl/2 y anticuerpos
monoclonales dirigidos contra receptores del factor de crecimiento tales como erbitux (EGF) y herceptina (Her2) y
otros moduladores de proteina cinasa también.

Los compuestos de la presente invencion también son Utiles en combinaciéon (administrados juntos o
secuencialmente) con uno o mas farmacos anti-inflamatorios esteroides, farmacos anti-inflamatorios no esteroides
(AINE) o derivados anti-inflamatorios selectivos inmunitarios (AISIm).

La invencion proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende uno o mas compuestos de la
presente invencion junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La composicidon farmacéutica puede
comprender ademas uno o mas de los ingredientes activos identificados anteriormente, tales como otros agentes
antineoplasicos.

Otra realizaciébn mas es al menos un compuesto de la presente invencion para su uso en el tratamiento de la
leucemia en un paciente que necesita el mismo mediante la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz
de un compuesto de la presente invencion. Por ejemplo, los compuestos de la presente invencion son eficaces para
tratar la leucemia linfocitica crénica (LLC), linfoma no Hodgkin (LNH), linfoma de Hodgkin (LH), leucemia mieloide
aguda (LMA), mieloma mdltiple (MM), linfoma linfocitico de células pequefias (LLCP) y linfoma no Hodgkin indolente
(LNH-I).

Otra realizacion mas es al menos un compuesto de la presente invencion para su uso en el tratamiento de la
leucemia en un paciente que necesita el mismo mediante la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz
de un compuesto de la presente invencién. Por ejemplo, los compuestos de la presente invencion son eficaces para
tratar trastornos autoinmunitarios, tales como asma, EPOC, artritis reumatoide, psoriasis, lupus y encefalomielitis
autoinmunitaria experimental (EAE).

Otra realizaciébn méas es al menos un compuesto de la presente invencion para su uso en el tratamiento de la rinitis
alérgica en un paciente que necesita el mismo mediante la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz
de un compuesto de la presente invencién.

Breve descripcion de las figuras

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 representa una grafica de barras del recuento de neutréfilos en el fluido de lavado broncoalveolar
(FLBA) de animales tratados con 0, 0,3, 1, 3, y 10 mg/kg de Compuesto Al (por via oral) de acuerdo con el
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modelo de neutrofilia pulmonar inducida por lipopolisacaridos descrito en el Ensayo 7.

La Figura 2 representa una grafica de barras del recuento de neutréfilos en el fluido de lavado peritoneal de
animales tratados con 0, 1, 3, y 10 mg/kg de Compuesto Al (por via oral) de acuerdo con el modelo de
inflamacién de la bolsa de aire de rata inducida por lipopolisacaridos descrito en el Ensayo 8.

La Figura 3 representa una grafica de barras de la concentracion de TNF-a en plasma inducida por
lipopolisacaridos en ratas Wistar hembras en ayunas después de la administracién de 0, 1, 3, y 10 mg/kg de
compuesto Al (por via oral) de acuerdo con el procedimiento descrito en el Ensayo 9.

Las Figuras 4A y 4B representan graficas de pausa potenciada (Ppot) o relacion de FEP/FIP (flujo espiratorio
pico/flujo inspiratorio pico), respectivamente, en cobayas macho sensibilizados después de la prueba de
provocacion con metacolina y tratados con OVA/SAL u OVA/OVA o 0,3, 1, o 3 mg/kg de Compuesto Al de
acuerdo con el procedimiento en el Ensayo 10A.

Las Figuras 4C-4E representan gréaficas de barras del recuento de eosindfilos en FLBA, recuento total de células
en FLBA, y porcentaje de eosindfilos, respectivamente, en cobayas macho sensibilizados con ovoalbimina y
tratados con 0, 0,3, 1 0 3 mg/kg de Compuesto Al de acuerdo con el procedimiento en el Ensayo 10A.

Las Figuras 5A y 5B representan graficas de (Ppot) o relacién de FEP/FIP, respectivamente, en ratones
sensibilizados con ovoalbumina después de la prueba de provocacién con metacolina y tratados con SAL/SAL,
OVA/SAL u OVA/OVA o 3 mg/kg de Compuesto Al de acuerdo con el procedimiento en el Ensayo 10B.

Las Figuras 5C-5E representan graficas de barras del recuento de eosindfilos en FLBA, recuento total de células
en FLBA, y porcentaje de eosindfilos, respectivamente, en ratones sensibilizados con ovoalbimina y tratados con
0 o0 3 mg/kg de Compuesto Al de acuerdo con el procedimiento en el Ensayo 10B.

Las Figuras 6A y 6B representan graficas de barras de las puntuaciones histopatoldgicas individuales para tobillo
y rodilla, respectivamente, en artritis inducida por colageno utilizando ratas Lewis tratadas con un control o
15 mg/kg/dos veces al dia de Compuesto Al de acuerdo con el procedimiento en el Ensayo 11.

Las Figuras 6C y 6D representan graficas de barras de las puntuaciones histopatolégicas sumadas para tobillo y
rodilla, respectivamente, en el modelo de artritis inducida colageno utilizando ratas Lewis tratadas con vehiculo o
15 mg/kg/dos veces al dia de Compuesto Al de acuerdo con el procedimiento en el Ensayo 11.

Las Figuras 7A y 7B representan graficas de barras de recuentos de células de macréfagos y neutrofilos,
respectivamente, en FLBA después de la administracion de 0,3, 1, o 3 mg/kg/dos veces al dia de Compuesto Al
en ratones Balb/c machos en un modelo de infiltracion de células inducida por humo de cigarrillo como se
describe en el Ensayo 15.

La Figura 8 representa una grafica que muestra la inhibicion de la fosforilacion de AKT en estirpes celulares
leucémicas (MOLT-4, Jurkat, CCRF-CEM, Hut-78, y HUT-102) por el Compuesto Al de acuerdo con el
procedimiento en el Ensayo 3.

La Figura 9 representa una grafica que muestra la inhibicién en porcentaje de células positivas CD63 inducida
por fMLP o anti-FceR1 en sangre entera humana por el Compuesto A1 de acuerdo con el procedimiento en el
Ensayo 4.

La Figura 10 representa una grafica que muestra la inhibicion de citocinas inducidas por CD3/CD28 anti-
humanas (TNFa, IFNy e IL2) por el Compuesto A1 de acuerdo con el ensayo 6D.

Descripcion detallada de la invencién

Como se utilizan en el presente documento se aplicaran las siguientes definiciones a menos que se indique lo
contrario. Ademas, muchos de los grupos definidos en el presente documento pueden estar opcionalmente
sustituidos. La lista de sustituyentes en la definicion es de ejemplo y no ha de interpretarse que limita los
sustituyentes definidos en otra parte en la memoria descriptiva.

Algunos de los compuestos descritos en el presente documento contienen uno o mas centros asimétricos y, por
tanto, pueden dar lugar a enantidmeros, diasteredbmeros, y otras formas estereocisoméricas que pueden definirse, en
términos de estereoquimica absoluta, como (R)- o (S)-. A menos que se especifique lo contrario, las presentes
entidades quimicas, composiciones farmacéuticas y métodos pretenden incluir todos estos isémeros posibles,
incluyendo mezclas racémicas, formas opticamente puras y mezclas intermedias. Por ejemplo, el ejemplo no
limitante de mezclas intermedias incluye una mezcla de isémeros R:S o S:R en una relacién de 10:90, 13:87, 17:83,
20:80, o 22:78. Los isomeros (R)- y (S)- Opticamente activos se pueden preparar utilizando sintones quirales o
reactivos quirales, o se resuelven utilizando técnicas convencionales. Cuando los compuestos descritos en el
presente documento contienen enlaces dobles olefinicos u otros centros de asimetria geométrica, y a menos que se
especifique lo contrario, se pretende que los compuestos incluyan isémeros geométricos tanto E como Z.

El término “tautébmeros” se refiere a compuestos, que se caracterizan por interconversién relativamente facil de las
formas isoméricas en equilibrio. Estos isbmeros estan destinados a ser cubiertos por la presente invencién. Los
“tautdbmeros” son isdmeros estructuralmente distintos que se interconvierten por tautomerizacién. La
“tautomerizacion” es una forma de isomerizacion e incluye tautomerizacion prototrépica o de desplazamiento de
proton, que se considera un subconjunto de la quimica de &cido-base. La “tautomerizaciéon prototrépica” o
“tautomerizacion de desplazamiento de protén” implica la migracion de un proton acompafado de cambios en el
orden de enlace, con frecuencia el intercambio de un enlace sencillo con un enlace doble adyacente. Cuando la
tautomerizacion es posible (por ejemplo, en solucidn), se puede alcanzar un equilibrio quimico de los tautémeros. Un
ejemplo de la tautomerizacion es tautomerizacion de ceto-enol. Un ejemplo especifico de la tautomerizacion de ceto-
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enol es la interconversion de tautdmeros de pentano-2,4-diona y 4-hidroxipent-3-en-2-ona. Otro ejemplo de
tautomerizacion es la tautomerizacion de fenol-ceto. Un ejemplo especifico de la tautomerizacion de fenol-ceto es la
interconversion de tautémeros de piridin-4-ol y piridin-4(1H)-ona.

El término “profarmaco” se refiere a un compuesto, que es un precursor inactivo de un compuesto que se convierte
en su forma activa en el cuerpo mediante procesos metabdlicos normales. El disefio del profarmaco se analiza
generalmente en Hardma, et al. (Eds.), Goodman and Gilman’s The Pharmacological Basis of Therapeutics, 92 ed.,
pags. 11-16 (1996). Una discusién minuciosa se proporciona en Higuchi, et al., Prodrugs as Novel Delivery Systems,
Vol. 14, ASCD Symposium Series, y en Roche (ed.), Bioreversible Carriers in Drug Design, American
Pharmaceutical Association and Pergamon Press (1987). Para ilustrar, los profarmacos se pueden convertir en una
forma farmacol6gicamente activa a través de la hidrdlisis de, por ejemplo, un enlace de éster o amida, introduciendo
o exponiendo de este modo un grupo funcional en el producto resultante. Los profarmacos se pueden disefiar para
reaccionar con un compuesto endégeno para formar un conjugado soluble en agua que mejora adicionalmente las
propiedades farmacoldgicas del compuesto, por ejemplo, aumento de la semivida circulatoria. Alternativamente, los
profarmacos se pueden disefiar para someterse a modificacion covalente en un grupo funcional, por ejemplo, con
acido glucurénico, sulfato, glutationa, aminoacidos, o acetato. El conjugado resultante se puede inactivar y excretar
en la orina, o se hace mas potente que el compuesto original. Los conjugados de alto peso molecular también se
pueden excretar en la bilis, someter a escisién enzimatica, y liberar de nuevo en la circulacion, aumentando de este
modo de manera eficaz la semivida biologica del compuesto administrado originalmente.

El término “éster” se refiere a un compuesto, que se forma por reaccion entre un acido y un alcohol con eliminacion
de agua. Un éster se puede representar por la formula general RCOOR’ (donde R es un farmaco y R’ es un grupo
guimico).

Adicionalmente, la presente invencion también incluye los compuestos que difieren solo en la presencia de uno o
mas atomos isotépicamente enriquecidas, por e'{emplo, el reemplazo de hidrégeno con deuterio o tritio, o el
reemplazo de un carbono por carbono enriquecida **C o **C.

Los compuestos de la presente invencion también pueden contener proporciones no naturales de isétopos atomicos
en uno o mas de los atomos que constituyen dichos compuestos. Por ejemplo, los compuestos pueden ser
radiomarcados con is6topos radiactivos, tales como por ejemplo tritio (*H), yodo-125 (**°l) o carbono-14 (**C). Todas
las variaciones isotdpicas de los compuestos de la presente invencidn, ya sea radiactivos 0 no, se incluyen dentro
del alcance de la presente invencion.

Las sales farmacéuticamente aceptables que forman parte de esta invencion incluyen sales derivadas de bases
inorganicas tales como Li, Na, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, y Mn; sales de bases organicas tales como N,N’-
diacetiletilendiamina, glucamina, trietilamina, colina, hidréxido, diciclohexilamina, metformina, bencilamina,
trialquilamina, y tiamina; bases quirales tales como alquilfenilamina, glicinol, y fenil glicinol; sales de aminoacidos
naturales tales como glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, norleucina, tirosina, cistina, cisteina, metionina,
prolina, hidroxi prolina, histidina, ornitina, lisina, arginina, y serina; sales de amonio cuaternario de los compuestos
de invencion con haluros de alquilo, sulfatos de alquilo tales como Mel y (Me)2SO4; aminoacidos no naturales tales
como isémeros D o aminoéacidos sustituidos; guanidina; y guanidina sustituida en donde los sustituyentes se
seleccionan de nitro, amino, alquilo, alquenilo, alquinilo, amonio o sales de amonio y sales de aluminio sustituidas.
Las sales pueden incluir sales de adicion de acido cuando sea apropiado, que pueden ser sulfatos, nitratos, fosfatos,
percloratos, boratos, hidrohaluros, acetatos, tartratos, maleatos, citratos, fumaratos, succinatos, palmoatos,
metansulfonatos, benzoatos, salicilatos, bencensulfonatos, ascorbatos, glicerofosfatos, y cetoglutaratos.

Cuando se utilizan intervalos en el presente documento para las propiedades fisicas, tales como el peso molecular,
0 propiedades quimicas, tales como féormulas quimicas, todas las combinaciones y subcombinaciones de intervalos
y realizaciones especificas en el presente documento tienen por objeto estar incluidas. El término
“aproximadamente” cuando se hace referencia a un niimero o un intervalo numérico significa que el nimero o
intervalo numérico al que se hace referencia es una aproximacién dentro de la variabilidad experimental (o dentro
del error experimental estadistico), y por tanto el nimero o intervalo numérico puede variar, por ejemplo, de entre el
1% y el 15% del ndmero o intervalo numérico establecido. La expresién “que comprende” (y expresiones
relacionadas, tales como “comprenden” o “comprende” o “que tiene” o “que incluye”) incluye aquellas realizaciones,
por ejemplo, una realizacion de cualquier composiciéon de la materia, composicion, método o proceso, o similares,
gue “consiste en” “consiste esencialmente en las caracteristicas descritas”.

Las siguientes abreviaturas y términos tienen los significados indicados en todas partes: PI3-K = fosfoinositido 3-
cinasa; PI = fosfatidilinositol; SIDA = Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida; VIH = Virus de Inmunodeficiencia
Humana; Mel = yoduro de metilo; ND: No determinado.

Las abreviaturas utilizadas en el presente documento tienen su significado convencional dentro de las técnicas
guimicas y biolégicas.

La expresioén “proliferacion celular” se refiere a un fenémeno por el cual el nimero de células ha cambiado como
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resultado de la division. Esta expresion también abarca el crecimiento celular por el cual la morfologia celular ha
cambiado (por ejemplo, aumento de tamafio) coherente con una sefial proliferativa.

La expresion “co-administracion”, “administrado en combinacién con”, y sus equivalentes gramaticales, como se
utiliza en el presente documento, abarcan la administracion de dos o mas agentes a un animal de modo que ambos
agentes y/o sus metabolitos estan presentes en el animal al mismo tiempo. La co-administracion incluye la
administracion simultanea en composiciones separadas, la administracion en momentos diferentes en
composiciones separadas, o la administracion en una composicion en la que ambos agentes estan presentes.

La expresion “cantidad eficaz” o “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a aquella cantidad de un compuesto
descrito en el presente documento que es suficiente para efectuar la aplicacién prevista, incluyendo, pero no limitada
al tratamiento de la enfermedad, como se define a continuacién. La cantidad terapéuticamente eficaz puede variar
dependiendo de la aplicacion prevista (in vitro o in vivo), o del sujeto o la afeccién de la enfermedad que se esta
tratando, por ejemplo, el peso y la edad del sujeto, la gravedad de la afeccidon de la enfermedad, la manera de
administracion y similares, que se pueden determinar facilmente por un experto habitual en la materia. El término
también se aplica a una dosis que inducird una respuesta particular en las células diana, por ejemplo, reduccion de
la adhesion de plaquetas y/o migracion celular. La dosis especifica variara dependiendo de los compuestos
particulares elegidos, el régimen de dosificacion que se ha de seguir, si se administra en combinacién con otros
compuestos, sincronizacion de la administracion, el tejido al que se administra, y el sistema de administracion fisico
en el que se transporta.

Como se utilizan en el presente documento, “tratamiento”, “tratando” o “mejorando” se utilizan indistintamente. Estos
términos se refieren a un enfoque para obtener resultados beneficiosos o deseados incluyendo, pero no limitados a,
un beneficio terapéutico y/o un beneficio profilactico. Por beneficio terapéutico se entiende la erradicacién o mejora
del trastorno subyacente que esta siendo tratado. Ademas, un beneficio terapéutico se logra con la erradicacion o
mejora de uno o mas de los sintomas fisiol6gicos asociados al trastorno subyacente de manera que se observa una
mejora en el paciente, a pesar de que el paciente todavia puede estar afectado por el trastorno subyacente. Para el
beneficio profilactico, las composiciones se pueden administrar a un paciente en riesgo de desarrollar una
enfermedad particular, o a un paciente que reporta uno o mas de los sintomas fisiolégicos de una enfermedad, a
pesar de que puede no haber se hecho un diagnéstico de esta enfermedad.

Un “efecto terapéutico”, como se utiliza ese término en el presente documento, abarca un beneficio terapéutico y/o
un beneficio profilactico como se ha descrito anteriormente. Un efecto profilactico incluye retrasar o eliminar la
aparicion de una enfermedad o afeccion, retrasando o eliminando el comienzo de los sintomas de una enfermedad o
afeccion, ralentizando, deteniendo, o invirtiendo la progresién de una enfermedad o afeccion, o cualquier
combinacién de los mismos.

El término “sujeto” o “paciente” se refiere a un animal (por ejemplo, un perro, gato, caballo o cerdo), tal como un
mamifero, por ejemplo, un ser humano. Los métodos descritos en el presente documento pueden ser Utiles en
aplicaciones tanto terapéuticas humanas como veterinarias. En algunas realizaciones, el paciente es un mamifero, y
en algunas realizaciones, el paciente es un ser humano.

“Terapia con radiacion” significa exponer a un paciente, utilizando métodos habituales y composiciones conocidas
por el profesional, a emisores de radiacién, tales como radionlclidos emisores de particulas alfa (por ejemplo,
radionuclidos de actinio y torio), emisores de radiacién de baja transferencia lineal de energia (TLE) (es decir,
emisores beta), emisores de electrones de conversion (por ejemplo, estroncio-89 y samario-153-EDTMP) o radiacién
de alta energia, incluyendo, sin limitacion, rayos X, rayos gamma y neutrones.

“La transduccion de sefial” es un proceso durante el cual las sefiales estimuladoras o inhibidoras se transmiten hacia
y dentro de una célula para provocar una respuesta intracelular. Un modulador de una via de transduccién de sefial
se refiere a un compuesto que modula la actividad de una o mas proteinas celulares cartografiadas a la misma via
de transduccion de sefial especifica. Un modulador puede aumentar (agonista) o suprimir (antagonista) la actividad
de una molécula de sefializacién.

La expresion “inhibiciéon selectiva” o “inhibir selectivamente” como se aplica a un agente biolégicamente activo se
refiere a la capacidad del agente para reducir selectivamente actividad de sefializacion objetivo en comparacién con
la actividad de sefializacion fuera de objetivo, a través de la interaccién directa o indirecta con el objetivo.

La expresion “vehiculo farmacéuticamente aceptable” o “excipiente farmacéuticamente aceptable” incluye, pero no
se limita a, todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y
antifingicos, agentes isotonicos y retardantes de la absorcién, uno o mas diluyentes adecuados, cargas, sales,
disgregantes, aglutinantes, lubricantes, sustancias de deslizamiento, agentes humectantes, matrices de liberacién
controlada, colorantes/aromatizantes, vehiculos, excipientes, tampones, estabilizantes, solubilizantes, y
combinaciones de los mismos. Excepto en la medida en que cualquier medio o agente convencional sea
incompatible con el ingrediente activo, se contempla su uso en las composiciones terapéuticas de la invencion. Los
ingredientes activos suplementarios también se pueden incorporar en las composiciones.
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En ciertas realizaciones, uno o mas de los compuestos descritos en el presente documento se uniran
especificamente a una PI3 cinasa 0 una proteina cinasa seleccionada entre el grupo que consiste en mTOR,
proteina cinasa dependiente de ADN (numero de acceso de proteina Pubmed (PPAN) AAA79184), Abl tirosina
cinasa (CAA52387), Bcr-Abl, cinasa de células hematopoyéticas (PPAN CAI19695), Src (PPAN CAA24495),
receptor 2 del factor de crecimiento vascular endotelial (PPAN ABB82619), receptor del factor de crecimiento
epidérmico (PPAN AG43241), receptor B4 de EPH (PPAN EAL23820), receptor del factor de células madre (PPAN
AAF22141), receptor TIE-2 de proteina tirosina cinasa (PPAN Q02858), tirosina cinasa 3 relacionada con fms (PPAN
NP_004110), receptor alfa del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PPAN NP_990080), RET (PPAN
CAA73131), y cualesquiera otras proteinas cinasas relacionadas, asi como cualesquiera mutantes funcionales de
los mismos.

En otras realizaciones, la Clso de un compuesto descrito en el presente documento para pi 10a, pi 108, pi 10y, o pi
106 es menos de aproximadamente 1 uM, menos de aproximadamente 100 nM, menos de aproximadamente 50 nM,
menos de aproximadamente 10 nM, menos de 1nM o menos de aproximadamente 0,5nM. En algunas
realizaciones, la Clsp de un compuesto descrito en el presente documento para mTor es menos de
aproximadamente 1 yM, menos de aproximadamente 100 nM, menos de aproximadamente 50 nM, menos de
aproximadamente 10 nM, menos de 1 nM o menos de aproximadamente 0,5 nM. En algunas otras realizaciones,
uno o mas de los compuestos descritos en el presente documento presentan especificidad de unién dual y son
capaces de inhibir una PI3 cinasa (por ejemplo, una PI3 cinasa clase 1), asi como una proteina cinasa (por ejemplo,
mTOR) con un valor de Clso de menos de aproximadamente 1 yM, menos de aproximadamente 100 nm, menos de
aproximadamente 50 nM, menos de aproximadamente 10 nM, menos de 1 nM o menos de aproximadamente
0,5 nM.

En realizaciones adicionales, los compuestos de la presente invencion presentan una o0 mas caracteristicas
funcionales descritas en el presente documento. Por ejemplo, uno 0 mas de los compuestos descritos en el presente
documento se unen especificamente a una PI3 cinasa. En algunas realizaciones, la Clsp de un compuesto descrito
en el presente documento para pi 10a, pi 108, pi 10y, o pi 108 es menos de aproximadamente 1 uM, menos de
aproximadamente 100 nM, menos de aproximadamente 50 nM, menos de aproximadamente 10 nM, menos de
aproximadamente 1 nM, menos de aproximadamente 0,5 nM, menos de aproximadamente 100 pM, o menos de
aproximadamente 50 pM.

En otras realizaciones, los compuestos de la presente invencién inhiben selectivamente uno o mas miembros de
fosfatidilinositol 3-cinasas (PI3-cinasa) tipo | o clase | con un valor de Clsg de aproximadamente 100 nM o menos,
aproximadamente 50 nM o0 menos, aproximadamente 10nM o menos, aproximadamente 5nM o0 menos,
aproximadamente 100 pM o menos, aproximadamente 10 pM o0 menos, o aproximadamente 1 pM 0 menos como se
mide en un ensayo de cinasa in vitro.

En otro aspecto mas, un inhibidor que inhibe selectivamente uno o mas miembros de PI3-cinasas tipo I, o un
inhibidor que inhibe selectivamente una o mas vias de sefializacion mediadas por PI3-cinasa tipo |, alternativamente
se puede entender que se refiere a un compuesto que presenta una concentracion inhibidora del 50 % (Clsg) con
respecto a una PI3-cinasa tipo | determinada, que es al menos 10 veces menor, al menos 20 veces menor, al menos
50 veces menor, al menos 100 veces menor, al menos 1000 veces menor que la Clso del inhibidor con respecto al
resto de las otras PI3-cinasas tipo I.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion “inhibidor de PI3-cinasa &/y dual” e “inhibidor selectivo de
PI3-cinasa &/y dual” se refiere a un compuesto que inhibe la actividad de la isoenzima de PI3-cinasa tanto & como y
mas eficazmente que otras isoenzimas de la familia de PI3K. Un inhibidor de PI3-cinasa &/y dual, por tanto, es mas
selectivo para PI3-cinasa & y y que los inhibidores de PI3K convencionales, tales como CAL-130, wortmanina y
LY294002, que son inhibidores de PI3K no selectivos.

La inhibicion de la PI3-cinasa & y y puede ser de beneficio terapéutico en el tratamiento de diversas afecciones, por
ejemplo, afecciones caracterizadas por una respuesta inflamatoria incluyendo, pero no limitadas a, enfermedades
autoinmunitarias, enfermedades alérgicas y enfermedades artriticas. De manera importante, la inhibicion de la
funcién de PI3-cinasa & y y no parece afectar las funciones bioldgicas tales como la viabilidad y fertilidad.

“Respuesta inflamatoria” como se utiliza en el presente documento se caracteriza por enrojecimiento, calor,
hinchazén y dolor (es decir, inflamacién) y normalmente implica lesion o destrucciéon de tejidos. Una respuesta
inflamatoria es por lo general una respuesta protectora localizada provocada por lesion o destruccién de tejidos, que
sirve para destruir, diluir o separar (secuestrar) tanto el agente perjudicial como el tejido lesionado. Las respuestas
inflamatorias se asocian notablemente al influjo de leucocitos y/o quimiotaxis de leucocitos (por ejemplo, neutrdfilos).
Las respuestas inflamatorias pueden ser resultado de la infeccién con organismos y virus patdgenos, medios no
infecciosos tales como traumatismo o reperfusion después de un infarto de miocardio e ictus, respuestas
inmunitarias a antigenos extrafios, y enfermedades autoinmunitarias. Las respuestas inflamatorias susceptibles de
tratamiento con los métodos y compuestos de acuerdo con la invencién abarcan afecciones asociadas a reacciones
del sistema de defensa especifico, asi como las afecciones asociadas a reacciones del sistema de defensa no
especifico.
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La invencién incluye un compuesto de acuerdo con las reivindicaciones para su uso en la mejora de las afecciones
asociadas a la activaciéon de células inflamatorias. “Activacion celular inflamatoria” se refiere a la induccién por un
estimulo (incluyendo pero no limitado a, citocinas, antigenos o auto-anticuerpos) de una respuesta celular
proliferativa, la produccién de mediadores solubles (incluyendo pero no limitados a las citocinas, radicales de
oxigeno, enzimas, prostanoides, 0 aminas vasoactivas), o la expresion de la superficie celular de niUmeros nuevos o
aumentados de mediadores (incluyendo pero no limitados a, antigenos de histocompatibilidad principales o
moléculas de adhesion celular) en las células inflamatorias (incluyendo pero no limitado a los monocitos,
macrdéfagos, linfocitos T, linfocitos B, granulocitos (leucocitos polimorfonucleares incluyendo neutréfilos, baséfilos y
eosindfilos), mastocitos, células dendriticas, células de Langerhans y células endoteliales). Se apreciara por los
expertos en la materia que la activacion de uno o una combinacién de estos fenotipos en estas células puede
contribuir a la iniciacion, perpetuacion o exacerbacion de una afeccion inflamatoria.

“Enfermedad autoinmunitaria” como se utiliza en el presente documento se refiere a cualquier grupo de trastornos en
los que la lesién del tejido se asocia a respuestas humorales o mediadas por células a los constituyentes propios del
cuerpo.

“Rechazo de trasplante” como se utiliza en el presente documento, se refiere a cualquier respuesta inmunitaria
dirigida contra el tejido injertado (incluyendo érganos o células (por ejemplo, médula 6sea), caracterizada por una
pérdida de la funcién de los tejidos injertados y circundantes, dolor, hinchazoén, leucocitosis y trombocitopenia).

“Enfermedad alérgica”, como se utiliza en el presente documento se refiere a cualquier sintoma, dafio al tejido, o
pérdida de la funcién del tejido resultante de la alergia.

“Enfermedad artritica” como se utiliza en el presente documento, se refiere a cualquier enfermedad que se
caracteriza por lesiones inflamatorias de las articulaciones atribuibles a una diversidad de etiologias.

“Dermatitis” como se utiliza en el presente documento se refiere a cualquiera de una gran familia de enfermedades
de la piel que se caracterizan por la inflamacion de la piel atribuible a una diversidad de etiologias.

Como se ha descrito anteriormente, la expresion “inhibidor selectivo de PI3-cinasa d/y dual” generalmente se refiere
a un compuesto que inhibe la actividad de la isoenzima de PI3-cinasa & y y de manera mas eficaz que otras
isoenzimas de la familia de PI3K. Las eficacias relativas de los compuestos como inhibidores de una actividad
enzimatica (u otra actividad biolégica) se pueden establecer determinando las concentraciones a las que cada
compuesto inhibe la actividad a un grado predefinido y después comparando los resultados. Normalmente, la
determinacién preferida es la concentracion que inhibe el 50 % de la actividad en un ensayo bioquimico, es decir, la
concentracion inhibidora del 50 % o “Clse”. Las determinaciones de Clsg se pueden realizar utilizando técnicas
convencionales conocidas en la técnica. En general, una Clsy se puede determinar midiendo la actividad de una
enzima dada en la presencia de un intervalo de concentraciones del inhibidor en estudio. Los valores obtenidos
experimentalmente de la actividad enzimatica después se grafican contra las concentraciones de inhibidor utilizadas.
La concentracion del inhibidor que muestra del 50 % de actividad enzimatica (en comparacién con la actividad en la
ausencia de cualquier inhibidor) se toma como el valor de Clso. Andlogamente, otras concentraciones inhibidoras se
pueden definir mediante determinaciones adecuadas de actividad. Por ejemplo, en algunos entornos puede ser
deseable establecer una concentracion inhibidora del 90 %, es decir, Clgo, etc.

En consecuencia, como alternativa puede entenderse que un inhibidor selectivo de PI3-cinasa &/y dual se refiere a
un compuesto que presenta una concentracion inhibidora del 50 % (Clsg) con respecto a la PI3-cinasa d y y, que es
al menos 10 veces menor, al menos 20 veces menor, o al menos 30 veces menor que el valor de Clsg con respecto
a cualquiera o todos los otros miembros de la familia de PI3K clase I. En una realizacion alternativa de la invencién,
puede entenderse que la expresion inhibidor selectivo de PI3-cinasa d/y dual se refiere a un compuesto que
presenta una Clso con respecto a la PI3-cinasa & y y que es al menos 30 veces menor, al menos 50 veces menor, al
menos 100 veces menor, al menos 200 veces menor, 0 al menos 500 veces menor que la Clso con respecto a
cualquiera o todos los otros miembros de la familia de PI3K clase I. Un Inhibidor selectivo de PI3-cinasa &/y dual se
administra normalmente en una cantidad de manera que inhibe selectivamente la actividad de PI3-cinasa tanto &
como y, como se ha descrito anteriormente.

En ciertas realizaciones, los compuestos de la presente invencion presentan inhibicion de PI3-cinasa 8 y y casi
igualmente (~ 1:1) o a una relacién maxima de 1:5, es decir, el compuesto de la presente invencion presenta valores
de Clsp casi iguales para la enzima PI3-cinasa tanto & como vy, o a lo sumo una diferencia de 3 a 8 veces entre los
dos.

Los métodos de la invencién pueden aplicarse a poblaciones de células in vivo o ex vivo. “In vivo” significa dentro de
un individuo vivo, como dentro de un animal o humano o en un cuerpo del sujeto. En este contexto, los métodos de
la invencion se pueden utilizar terapéutica o profilacticamente en un individuo. “Ex vivo” o “in vitro” significa fuera de
un individuo vivo. Los ejemplos de poblaciones de células ex vivo incluyen cultivos celulares in vitro y muestras
bioldgicas, incluyendo, pero no limitadas a, muestras de fluido o tejido obtenidas de individuos. Dichas muestras se
pueden obtener por métodos conocidos en la técnica. Las muestras de fluido biolégico de ejemplo incluyen sangre,
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liquido cefalorraquideo, orina y saliva. Las muestras de tejido de ejemplo incluyen tumores y biopsias de los mismos.
En este contexto, la invencion se puede utilizar para una diversidad de propositos, incluyendo propdsitos
terapéuticos y experimentales. Por ejemplo, la invencion se puede utilizar ex vivo o in vitro para determinar el
programa y/o dosificacion de administracion éptimos de un inhibidor selectivo de PI3-cinasa 8 para una indicacion
dada, tipo de célula, individuo, y otros parametros. La informacion obtenida de dicho uso se puede utilizar para
propésitos experimentales o de diagnostico o en la clinica para establecer protocolos para el tratamiento in vivo. Se
describen a continuacién otros usos ex vivo para los cuales la invencién puede ser adecuada o seran evidentes para
los expertos en la materia.

Los compuestos de la presente invencion se pueden preparar por métodos conocidos en la técnica, tales como los
descritos en las Publicaciones Internacionales N.° WO 2011/055215, WO 2012/151525 y WO 2013/164801, todas
las cuales se incorporan en el presente documento por referencia.

Composiciones farmacéuticas

La invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende uno o mas compuestos de la presente
invencién y uno o mas vehiculos o excipientes farmacéuticamente aceptables. En una realizacion, la composicion
farmacéutica incluye una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la presente invencion. La
composicion farmacéutica puede incluir uno 0 mas ingredientes activos adicionales como se describe en el presente
documento.

Los vehiculos y/o excipientes farmacéuticos se pueden seleccionar entre diluyentes, cargas, sales, disgregantes,
aglutinantes, lubricantes, sustancias de deslizamiento, agentes humectantes, matrices de liberacién controlada,
colorantes, aromatizantes, tampones, estabilizantes, solubilizantes, y combinaciones de los mismos.

En una realizacién, las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento contienen de
aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 1000 mg, tal como de aproximadamente 1 mg a aproximadamente
1.000 mg o de aproximadamente 20 mg a aproximadamente 800 mg o de 50 mg a aproximadamente 600 mg o de
50 mg a aproximadamente 600 mg de uno o mas compuestos de la presente invencion, de 100mg a
aproximadamente 400 mg de uno o mas compuestos de la presente invencion.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se pueden administrar solas o en combinacién con uno o
mas de otros agentes activos. Cuando se desee, los compuestos sujeto y otro agente o agentes se pueden mezclar
en una preparacion o ambos componentes se pueden formular en preparaciones separadas para usarlos en
combinacién por separado o al mismo tiempo.

Los compuestos y composiciones farmacéuticas de la presente invencion se pueden administrar por cualquier via
gue permita la administracion de los compuestos al sitio de accién, tal como por via oral, intranasal, topica (por
ejemplo, por via transdérmica), intraduodenal, parenteral (incluyendo intravenosa, intraarterial, intramuscular,
intravascular, intraperitoneal o por inyeccion o infusion), intradérmica, intramamaria, intratecal, intraocular,
retrobulbar, intrapulmonar (por ejemplo, farmacos en aerosol) o subcutanea (incluyendo la administracién en
deposito para la liberacion a largo plazo, por ejemplo, incrustado bajo la capsula esplénica, cerebro o en la cérnea),
sublingual, anal, rectal, vaginal, o mediante implantacion quirtrgica (por ejemplo, incrustado bajo la capsula
esplénica, cerebro o en la cérnea).

Las composiciones se pueden administrar en forma soélida, semi-soélida, liquida o gaseosa, o pueden estar en polvo
seco, tal como en forma liofilizada. Las composiciones farmacéuticas se pueden envasar en formas convenientes
para suministro, incluyendo, por ejemplo, formas de dosificacion sélidas tales como capsulas, sobres, obleas,
gelatinas, papeles, tabletas, supositorios, granulos, pildoras, trociscos y grageas. El tipo de envase generalmente
dependera de la ruta de administracion deseada. Las formulaciones de liberacién sostenida implantables también se
contemplan, como lo son las formulaciones transdérmicas.

Métodos de tratamiento

La cantidad del compuesto que se ha de administrar depende del mamifero que se trata, la gravedad del trastorno o
afeccion, la velocidad de administracion, la disposicion del compuesto y la discrecién del médico prescriptor. Sin
embargo, una dosificacion eficaz esta en el intervalo de aproximadamente 0,001 a aproximadamente 100 mg/kg de
peso corporal por dia, preferentemente de aproximadamente 1 a aproximadamente 35 mg/kg/dia, en dosis Unicas o
divididas. Para un ser humano de 70 kg, esto ascenderia a aproximadamente 0,05 a 7 g/dia, preferentemente de
aproximadamente 0,05 a aproximadamente 2,5 g/dia. Una cantidad eficaz de un compuesto de la invencién se
puede administrar ya sea en dosis Unicas o mltiples (por ejemplo, dos veces o tres veces al dia).

Los compuestos de la presente invencion se pueden utilizar en combinacién con uno o mas de los agentes
antineoplasicos (por ejemplo, agentes quimioterapicos), anticuerpos terapéuticos, y tratamiento con radiacion.

Los compuestos de la invencién se pueden formular o administrar junto con otros agentes que actdan para aliviar los
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sintomas de afecciones inflamatorias tales como encefalomielitis, asma, y otras enfermedades descritas en el
presente documento. Estos agentes incluyen farmacos anti-inflamatorios no esteroides (AINE).

Ejemplos

Los ejemplos y preparaciones proporcionados a continuacion ilustran y ejemplifican adicionalmente los compuestos
de la presente invencién y los métodos de preparaciéon de dichos compuestos. Ha de entenderse que el alcance de
la presente invencion no se limita en modo alguno por el alcance de los siguientes ejemplos y preparaciones. En los
siguientes ejemplos, las moléculas con un centro quiral Unico, a menos que se indique lo contrario, existen como una
mezcla racémica. Esas moléculas con dos o mas centros quirales, a menos que se indique lo contrario, existen
como una mezcla racémica de diasteredmeros. Los enantiomeros/diasteredmeros Unicos se pueden obtener por
métodos conocidos por los expertos en la materia.

Como se utiliza en el presente documento, el superindice 1 se refiere a la Publicacion Internacional N.° WO
11/055215 y el superindice 2 se refiere a la Publicacion Internacional N.° WO 12/151525. Estas referencias
describen como se preparan diversos intermedios.

Intermedios

Intermedio 1: 3-(3-fluorofenil)-2-(1-hidroxipropil)-4H-cromen-4-ona: A una solucién de 2-(1-bromopropil)-3-(3-
fIuorofeniI)-4H-cromen-4-ona1 (8,80 g, 24,36 mmol) en DMSO (85 ml), se le afiadié n-butanol (5ml) y se
calentaron a 120 °C durante 3 h. La mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente (TA), se inactivo con
agua y se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se sec6 sobre sulfato de sodio y se concentré a presion
reducida. El producto en bruto se purificé por cromatografia en columna con acetato de etilo:éter de petréleo para
proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo (2,10 g, 29 %) que se utilizd sin
purificacién adicional en la siguiente etapa.

Intermedio 2: 3-(3-fluorofenil)-2-propionil-4H-cromen-4-ona: Se afiadi6 DMSO (1,90 ml, 26,82 mmol) a
diclorometano (70 ml) y se enfriaron a -78 °C. Después se afiadio cloruro de oxalilo (1,14 ml, 13,41 mmol).
Después de 10 minutos, se afiadié intermedio 1 (2,00 g, 6,70 mmol) en diclorometano (20 ml) gota a gota y se
agitaron durante 20 min. Se afiadi6 trietilamina (7 ml) y se agité durante 1 h. La mezcla de reaccion se inactivo
con agua y se extrajo con diclorometano. La capa organica se secO sobre sulfato de sodio y se concentré a
presion reducida. El producto en bruto se purificé por cromatografia en columna con acetato de etilo:éter de
petréleo para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un liquido de color amarillo (1,20 g, 60 %) que se
utilizé como tal en la siguiente etapa.

Intermedio 3: (+)/(-)-3-(3-fluorofenil)-2-(1-hidroxipropil)-4H-cromen-4-ona: A una solucién del intermedio 2
(0,600g, 2,02mmol) en DMF (7,65ml) en purga de nitrogeno, se le afiadi6 azeotropo de acido
férmico:trietilamina 5:2 (1,80 ml) seguido de [(S,S)tethTsDpenRuCl] (3,0 mg). La mezcla de reaccion se calent6 a
80 °C durante 1,5 horas en purga de nitrégeno continua. La mezcla de reaccién se inactivd con agua, se extrajo
con acetato de etilo, se seco sobre sulfato de sodio y se concentr6. El producto en bruto se purificd por
cromatografia en columna con acetato de etilo:éter de petr6leo para proporcionar el compuesto del titulo en
forma de un soélido de color amarillo (0,450 g, 74 %). Masa: 299,0 (M"). Exceso enantiomérico: 78 %, enriquecida
en el isébmero de elucidn tardia (tiempo de retencién: 9,72 min.) como se determiné por HPLC en una columna
Chiralpak AD-H.

Intermedio 4: (+)/(-)-3-(3-fluorofenil)-2-(1-hidroxipropil)-4H-cromen-4-ona: El compuesto del titulo se obtuvo
en forma de un sélido de color amarillo (0,500 g, 83 %) utilizando un procedimiento similar al descrito para el
intermedio 3, utilizando el intermedio 2 (0,600g, 2,02 mmol), DMF (7,65 ml), azedtropo de acido
formico:trietilamina 5:2 (1,80 ml) y [(R,R)tethTsDpenRuCl] (3,0 mg). Masa: 298,9 (M"). Exceso enantiomérico:
74,8 %, enriquecida en el isémero de elucién rapida (tiempo de retencion: 8,52 min.) Como se determind por
HPLC en una columna Chiralpak AD-H.

Intermedio 5: (R)-3-(3-fluorofenil)-2-(1-hidroxipropil)-4H-cromen-4-ona:

Etapa 1 (R)-2-(1-(benciloxi)propil)-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona: A 2-(3-fluorofenil)-1-(2-
hidroxifenil)etanona (2,159, 9,36 mmol), en diclorometano (20 ml), se le afiadieron HATU (4,27 g,
11,23 mmol), acido R-(+)2-benciloxibutirico (2,00 g, 10,29 mmol) y se agitaron durante 10 min, después se
afnadid gota a gota trietilamina (14,0 ml, 101,1 mmol) y se agit6 a TA durante 24 h. La mezcla de reaccion se
inactivd con agua, se extrajo con diclorometano, se sec6 sobre sulfato de sodio y se concentré a presion
reducida. El producto en bruto se purificd por cromatografia en columna con acetato de etilo:éter de petréleo
para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo (1,65 g, 45 %). RMN-'H (©
ppm, CDCls, 400 MHz): 8,24 (dd, J=7,9, 1,5 Hz, 1H), 7,74 (dt, J = 7,1, 1,7 Hz, 1H), 7,58 (dd, J = 8,3, 0,4 Hz,
1H), 7,44-7,06 (m, 10H), 4,51 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 4,34 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 4,25 (dd, J = 7,8, 6,2 Hz, 1H), 2,17-
1,90 (m, 2H), 0,95 (t, J = 7,5 Hz, 3H). Masa: 389,0 (M").

Etapa 2: (R)-3-(3-fluorofenil)-2-(1-hidroxipropil)-4H-cromen-4-ona: A  (R)-2-(1-(benciloxi)propil)-3-(3-
fluorofenil)-4H-cromen-4-ona (1,50 g, 3,86 mmol) en diclorometano (15 ml) enfriada a 0°C se le afadio
cloruro de aluminio (1,00 g, 7,72 mmol) en porciones y se agité a TA durante 6 h. La mezcla de reaccion se
inactivé con solucion de HCI 2 N, se extrajo con diclorometano, se seco sobre sulfato de sodio y se concentro
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a presion reducida. El producto en bruto se purificé por cromatografia en columna con acetato de etilo:éter de
petréleo para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido de color amarillo (0,552 g, 48 %).
RMN-"H (& ppm, CDCls, 400 MHz): 8,24 (dd, J = 8,0, 1,6 Hz, 1H), 7,72 (m, 1H), 7,52 (dd, J = 8,4, 0,5 Hz, 1H),
7,44 (m, 2H), 7,12-7,01(m,3H), 4,49 (t, J = 7,0 Hz, 1H), 1,94 (m, 2H), 0,93 (t, J = 7,5 Hz, 3H). Masa:
(299,0(M"). Pureza: 96,93 %. [a]25D -14,73 (c = 1, CHCI3). Exceso enantiomérico: 85,92 %, enriquecida en el
isémero de elucién rapida (tiempo de retencién: 8,57 min.) como se determiné por HPLC en una columna
Chiralpak AS-3R.

Compuesto A
(RS)-2-(1-(9H-purin-6-ilamino)propil)-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona

A una solucién del intermedio 1 (2,50 g, 8,41 mmol) en THF (25 ml), se le afiadieron 9-tritil-9H-purin-6 ilcarbamato de
terc-butilo (4,81 g, 10,09 mmol) y trifenilfosfina (3,31 g, 12,62 mmol) y se agitaron a TA durante 5 min. Se afiadié
azodicarboxilato de diisopropilo (2,5 ml, 12,62 mmol) y se agitaron a TA durante 2 h. La mezcla de reaccion se
concentré y se sometié a cromatografia en columna con acetato de etilo:éter de petréleo para proporcionar un
intermedio de color amarillo. Al intermedio, se le afiadieron diclorometano (65 ml) y acido trifluoroacético (7,9 ml) y la
mezcla resultante se agité a TA durante 12 h. La mezcla de reaccion se basificé con solucion acuosa de bicarbonato
de sodio, se extrajo con diclorometano y se secd sobre sulfato de sodio. El producto en bruto se purificd por
cromatografia en columna con metanol:diclorometano para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un
sélido de color marrén palido (1,05 g, 30 %). PF: 148-150 °C. Masa: 415,6 (M+).

Compuesto Al
(S)-2-(1-(9H-purin-6-ilamino)propil)-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona

Método A: A una solucién del intermedio 3 (0,250 g, 0,838 mmol) en THF (5 ml), se le afiadieron 9-tritil-9H-purin-6-
ilcarbamato de terc-butilo (0,479 g, 1,00 mmol) y trifenilfosfina (0,329 g, 1,25 mmol) y la mezcla resultante se agit6é a
TA durante 5 min. Después se afiadié azodicarboxilato de diisopropilo (0,25 ml, 1,25 mmol) y se agit6 a TA durante
12 h. La mezcla de reaccion se concentr6 y se sometié a cromatografia en columna con acetato de etilo:éter de
petréleo para proporcionar el intermedio de color amarillo. Al intermedio en diclorometano (6 ml), se le afiadi6é acido
trifluoroacético (1,2 ml) y se agité a TA durante 12 h. La mezcla de reaccion se basificd con solucién acuosa de
bicarbonato de sodio, se extrajo con diclorometano y se sec6 sobre sulfato de sodio. El producto en bruto se purifico
por cromatografia en columna con metanol:diclorometano para proPorcionar el compuesto del titulo en forma de un
solido de color blanquecino (0,015 g, 4 %). PF:137-140 °C. RMN-"H (& ppm, DMSO-ds, 400 MHz): 12,94 (s, 1H),
8,12-8,10 (m, 4H), 7,84-7,80 (m, 1H), 7,61 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,50-7,41 (m, 2H), 7,28-7,18 (m, 3H), 5,20-5,06 (m,
1H), 2,10-1,90 (m, 2H), 0,84 (t, J = 3,7 Hz, 3H). Exceso enantiomérico: 77,4 % como se determiné por HPLC en una
columna Chiralpak AD-H, enriquecida en el isémero de elucion rapida (tiempo de retenciéon = 7,90 min.).

Método B: A una solucion del intermedio 5 (2,60 g, 8,68 mmol) en THF (52 ml), se le afiadieron 9-tritil-9H-purin-6-
ilcarbamato de terc-butilo (4,96 g, 10,42 mmol) y trifenilfosfina (2,76 g, 13,03 mmol) y la mezcla resultante se agit6 a
TA durante 5 min. Después se afiadié azodicarboxilato de diisopropilo (0,25 ml, 1,25 mmol) y se agitaron a TA
durante 12 h. La mezcla de reaccién se concentrd y se sometidé a cromatografia en columna con acetato de etilo:éter
de petréleo para proporcionar el intermedio de color amarillo. Al intermedio en diclorometano (55 ml), se le afadio
acido trifluoroacético (14,2 ml) y se agité a TA durante 12 h. La mezcla de reaccion se basificé con solucién acuosa
de bicarbonato de sodio, se extrajo con diclorometano y se sec6 sobre sulfato de sodio. El producto en bruto se
purificé por cromatografia en columna con metanol:diclorometano para proporcionar el compuesto del titulo en forma
de un sdlido de color amarillo palido (1,00 g, 27 %). PF: 168-170 °C. Masa: 416,5 (M*+1). Exceso enantiomérico:
86,5 % como se determind por HPLC en una columna Chiralpak AD-H, enriquecida en el isémero de elucion rapida
(tiempo de retencion = 7,90 min.).

Método C: El compuesto del titulo se separd por condiciones de CFS preparativa a partir del Compuesto A (1,090 g)
en una columna CHIRALPAK AY-H (250 x 30 mm; 5 ym) utilizando metanol: CO» (35:65) como la fase mévil a un
caudal de 80 g/min. Sélido blanquecino (0,378 g). ee 100 %. Tr: 2,37 min. Masa: 416,1 (M*+1). PF: 149-152 °C.

Compuesto A2
(R)-2-(1-(9H-purin-6-ilamino)propil)-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona

Método A: El compuesto del titulo se obtuvo en forma de un sélido de color blanquecino (0,015 g, 4 %) utilizando un
procedimiento similar al descrito para el Compuesto Al (Método A) utilizando 9-tritil-9H-purin-6-ilcarbamato de terc-
butilo (0,479 g, 1,00 mmol), intermedio 4 (0,250 g, 0,838 mmol), trifenilfosfina (0,329 g, 1,25 mmol), THF (5ml) y
azodicarboxilato de diisopropilo (0,25 ml, 1,25 mmol), seguido de la escisién del intermedio con acido trifluoroacético
(2,2 ml) y diclorometano (6 ml). PF: 139-141°C. Masa: 415,6 (M+). Exceso enantiomérico: 81,6 % como se
determina por HPLC en una columna Chiralpak AD-H, enriquecida en el isébmero de elucién tardia (tiempo de
retencién = 10,81 min.).
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Método B: El compuesto del titulo se separd por condiciones de CFS preparativa a partir del Compuesto A (1,090 g)
en una columna CHIRALPAK AY-H (250 x 30 mm; 5 um) utilizando metanol:CO, (35:65) como la fase moévil a un
caudal de 80 g/min. Sélido blanquecino (0,434 g). ee 98 %. Tr: 3,71 min. Masa: 416,1 (M"+1). PF: 162-164 °C.

ENSAYOS BIOLOGICOS

Las propiedades farmacolédgicas de los compuestos descritos en el presente documento se pueden confirmar por
una serie de ensayos farmacolégicos. Los ensayos farmacoldgicos que se han realizado con los compuestos de
acuerdo con la invencién y/o sus sales farmacéuticamente aceptables se ejemplifican a continuacion

Ensayo 1: Determinacién fluorescente de la actividad de la enzima PI3 cinasa

Las fosfoinositido 3 cinasas (PI3K) pertenecen a una clase de cinasas lipidicas que juegan un papel critico en la
regulacion de varios procesos celulares clave. Las PI3K son capaces de fosforilar la posicion 3-hidroxi de
fosfoinositoles generando de este modo segundos mensajeros implicados en acontecimientos de sefializacion
corriente abajo. El ensayo de fluorescencia homogénea resuelta en el tiempo (HTRF) permite la detecciéon de 3,4,5-
trifosfato (PIP3) formado como resultado de la fosforilacion de 4,5-bifosfato de fosfatidilinositol (PIP2) por isoformas
de PI3K, tales como q, B,y 0 0.

La actividad de la isoforma a, B, y o & de PI3K se determiné utilizando un kit de ensayo de HTRF™ de PI3K humana
(Millipore, Billerica, MA) con modificaciones. Todas las incubaciones se realizaron a temperatura ambiente.
Brevemente, se afiadieron 0,5 pl de inhibidor 40X (en DMSO al 100 %) o DMSO al 100 % a cada pocillo de una
placa de color blanco de 384 pocillos (Greiner Bio-One, Monroe, NC) que contiene 14,5yl de mezcla de
amortiguador de reaccién 1X/PIP2 (MgCl, 10 mM, DTT 5mM, PIP2 1,38 uM) con o sin enzima, seguido de
5 yl/pocillo de ATP 400 uM y se incubaron durante unos 30 minutos adicionales. La reaccion se termind por adicion
de 5 pl/pocillo de soluciéon de detencion (Millipore, Billerica, MA). Después se afiadieron 5 pl de mezcla de deteccién
(Millipore, Billerica, MA) a cada pocillo y se incubaron durante 6-18 horas en la oscuridad. La relacion de HRTF se
midié en un lector de microplacas (BMG Labtech., Alemania) a una longitud de onda de excitacién de 337 nm y
longitudes de onda de emisién de 665 y 615 nm con un tiempo de integracion de 400 mseg contando con un retraso
de 50 mseg. Los resultados para los compuestos A1 y A2 se muestran en la Tabla 1 a continuacién. Los datos
comparativos para el Compuesto Al y Ejemplo 47 del documento WO 11/055215 se proporcionan en la Tabla 2.

TABLA 1
Clsg (nM)
Compuesto
Pi3Kd& Pi3K a Pi3K 8 Pi3Ky
Al 23,85 > 10000 > 4000 24,05
A2 >10 uM ND ND >10 uM
TABLA 2
PI3K & PI3Ky
Compuesto Clso en nM % de Inhibicibn a 1 um Clso en nM
Ejemplo 47 de WO
11/055215 1059 25,54 ND
Compuesto Al 23,85 - 24,05

Ensayo 2: Ensayo de proliferacidn celular in vitro en estirpes celulares leucémicas

Los ensayos de inhibicion del crecimiento se realizaron utilizando medios complementados con FBS al 10 %. Las
células se sembraron a una concentracion de 5000 — 20.000 células/pocillo en una placa de 96 pocillos. Se
afiadieron compuestos de ensayo a un intervalo de concentracion de 0,01 a 10000 nM después de 24 h. El
crecimiento se evalué utilizando el ensayo de reduccién de colorante de bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolio (MTT) a O h (antes de la adicion del compuesto de ensayo) y 72 h después de la adicién del
compuesto de ensayo. La absorbancia se ley6 en un Fluostar Optima (BMG Labtech, Alemania) a una longitud de
onda de 450 nm. Los datos se analizaron utilizando GraphPad Prism y el porcentaje de inhibicion debido al
compuesto de ensayo en comparacion con el control se calculé en consecuencia.

El Compuesto Al provocé una reduccion de la viabilidad celular de linfoma T (MOLT-4, Jurkat, CCRF-CEM, Hut-78 y

HUT-102) con valores de Glsg que varian de 1-5 uyM para el intervalo de dosis sometido a ensayo. Ademas, el
compuesto no mostré alguna citotoxicidad aparente durante el periodo de incubacion de 72 h hasta 10 uM.
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Ensayo 3: Inhibicion de la fosforilacion de AKT en estirpes celulares leucémicas

Las células MOLT-4, Jurkat, CCRF-CEM, Hut-78, HUT-102, Sez4 y HH se incubaron con concentraciones deseadas
de compuesto durante 48 h. Las células se lisaron y se determind pAKT por andlisis por transferencia Western. Las
bandas se cuantificaron utilizando ImageJ y se normalizaron para la actina.

El Compuesto Al provocé una reduccion de la expresion de pAKT en las estirpes celulares de linfoma T (MOLT-4,
Jurkat, CCRF-CEM, HUT-78 y HUT-102) con valores de CE50 que varian de 0,5-2 uM para el intervalo de dosis
sometido a ensayo. Los resultados se muestran en la Figura 8.

Ensayo 4: Inhibiciéon de la sefializacion de PI3BK & y y en baso6filos de la sangre entera humana

La sefalizacion de PI3K & y y en basdfilos manifestada por una alteracion de la expresion de CD63 inducida por
anti-FceR1 o fMLP es un marcador farmacodinamico Util determinado utilizando el kit Flow2CAST® (Buhlmann
Laboratories, Suiza). Brevemente, implica las siguientes etapas:

e Mezclar la muestra de sangre anti-coagulada invirtiendo el tubo de venopuncién varias veces;

e Preparar tubos de polipropileno o poliestireno de 3,5 ml limpios y libres de pirdgenos adecuados para mediciones
de Citometria de Flujo;

* Afadir 49 pl de sangre entera del paciente a cada tubo;

Afadir 1 yl de DMSO al 10 % (fondo) o compuesto (DMSO al 10 %) a los tubos asignados y mezclar

suavemente. Incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos;

Pipetear 50 pl del tamp6n de estimulacion (fondo) o Ab anti-FceRI o fMLP a cada tubo;

Afadir 100 ul de tampdn de estimulacion a cada tubo;

Mezclar suavemente. Afiadir 20 pl de reactivo de tincién (mezcla 1:1 de FITC-CD63 y PE-CCR3) a cada tubo;

Mezclar suavemente, cubrir los tubos e incubar durante 15 minutos a 37 °C en un bafio de agua (utilizando una

incubadora tomara aproximadamente 10 minutos mas de tiempo de incubacion debido a la transferencia de calor

menos eficiente);

Afadir 2 ml de reactivo de lisis precalentado (18-28 °C) a cada tubo, mezclar suavemente;

Incubar durante 5-10 minutos a 18-28 °C;

Centrifugar los tubos durante 5 minutos a 500 x g;

Decantar el sobrenadante utilizando papel secante;

Resuspender el sedimento celular con 300-800 ul de tampdn de lavado; y

Agitar con formacion de vértice suavemente y obtener los datos en el citbmetro de flujo en el mismo dia.

El porcentaje de células positivas CD63 dentro de la poblacion de baséfilos seleccionada se determind en diferentes
grupos de tratamiento y se normaliz6 para el control de vehiculo.

El Compuesto Al presenté una CEso de < 40 nM para FceR1 (PI3K 8) y una Clsg de < 40 nM para fMLP (PI3Ky) (n =
10). Los resultados se muestran en la Figura 9.

Ensayo 4A: Actividad celular que demuestra la selectividad del Compuesto Al hacia laisoforma PI3K delta 'y
PI3K gamma

Ensayo 4A1: Proliferacion de Células B Inducida por Anti-lgM (para selectividad de PI3K3)

El objetivo de este estudio era evaluar el potencial inhibidor del Compuesto Al en la proliferacion de células B
humanas inducida por anti-lgM.

Colocacién en placa y tratamiento

e Las células B aisladas se resuspendieron a 1,0 x 10° células por ml. se afladieron 100 ul de la suspensién celular
a cada pocillo de una placa de 96 pocillos. Se mantuvieron por triplicado.

« Se afiadieron 50 pl de dilucion del farmaco y se mezclaron bien. Se mantuvieron un blanco de DMSO y un blanco
de inductor.

e La placa tratada se incub6 durante 30 minutos a 37 °C, CO; al 5 % y después se afiadieron 50 ul de inductor 4X
y se mezclaron por pipeteado.

e Laplaca se incubé durante a 37 °C, CO; al 5 % durante 72 h.

« El medio se aspir6 y se afadieron 150 ul de DMSO para disolver los cristales de formazan.

e La absorbancia se leyd a Asgo Y Asao NM.

Los datos demuestran el potencial inhibidor del Compuesto A1 en la induccion mediada por PI3Kd de la proliferacion
de células B humanas. Véase, por ejemplo, Baeker et al. Journal of Immunology, 134:3532-3538, 1985.
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Ensayo 4A2: Fosforilacién de AktS473 inducida por LPA en Fibroblastos 3T3 (para Selectividad de PI3Kp)

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto del Compuesto Al en la fosforilacion de AktS473 inducida por
LPA mediada por la cinasa PI3Kp en fibroblastos 3T3.

« Las células 3T3 se trataron con concentraciones deseadas del compuesto de ensayo durante 15 min. Se afiadié

1 ml de LPA 2X de modo que la concentracion final fue de 5 uM y se incubé durante 5 min.

El medio se deseché y se lavé con 1 ml de PBS 1X enfriado con hielo.

Se afadieron 250 ul de tampodn de lisis celular y se incubaron en hielo durante 30 min.

Las muestras se centrifugaron y el sobrenadante estuvo a -80 °C hasta su analisis.

Las muestras se analizaron por analisis por transferencia Western utilizando pAKT (S473) como anticuerpo

primario e IlgG-HRP anti-conejo como un anticuerpo secundario.

e Laintensidad de las bandas se determind utilizando ImageJ 1,42q (NIH, EE.UU.) y se normaliz6 para la actina
(control de carga). Los datos se representaron utilizando GraphPad Prism (version 5.02).

Los resultados demuestran la selectividad del Compuesto Al por encima de la isoforma beta de PI3K. Véase
Albuquerque et al, J. Biol. Chem. 278, 39830-39838, 2003.

Ensayo 4A3: Fosforilacion de AktS473 Inducida por C5a en Macrofagos RAW 264.7 (para selectividad de
PI3Ky)

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto del Compuesto Al sobre la fosforilacion de AktS473 inducida por
cba mediada por cinasa PI3Ky en macréfagos RAW 264.7.

e Las células RAW 264.7 se trataron con concentraciones deseadas del compuesto de ensayo durante 15 min. Se

afiadio 1 ml de c5a 2X de manera que la concentracion final fue de 50 ng/ml y se incubaron durante 15 min.

El medio se deseché y se lavé con 1 ml de PBS 1X enfriado con hielo.

Se afiadieron 250 ul de tampodn de lisis celular y se incubaron en hielo durante 30 min.

Las muestras se centrifugaron y el sobrenadante se almacené a -80 °C hasta su analisis.

Las muestras se analizaron por andlisis por transferencia Western utilizando pAKT (S473) como anticuerpo

primario e IlgG-HRP anti-conejo como un anticuerpo secundario.

e La intensidad de las bandas se determiné utilizando ImageJ 1,42q (NIH, EE.UU.) y se normaliz6 para la actina
(control de carga). Los datos se representaron utilizando GraphPad Prism (version 5.02).

La inhibicion de pAktS473, un marcador corriente abajo de la sefalizaciéon de PI3Kd sugiere un papel para el
Compuesto Al en las vias oncogénicas reguladas por Akt en células RAW 264.7 inducidas por c5a. Véase To et al.
A.m. J. Respir. Crit. Care Med., 182, 897-904, 2010.

Ensayo 4A4: Fosforilacion de Akt Inducida por PDGF en Células 3T3 (para Selectividad de PI3Ka)

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto del Compuesto Al en la fosforilacién de AktS473 mediada por la
cinasa PI3Ka en PDGF inducida por fibroblastos 3T3.

» Las células 3T3 se trataron con concentraciones deseadas del compuesto de ensayo durante 15 min. Se afiadié

1 ml de PDGF 2X de modo que la concentracion final fue de 20 ng/ml y se incubaron durante 10 min.

El medio se desechd y se lavé con 1 ml de PBS 1X enfriado con hielo.

Se afiadieron 250 ul de tampodn de lisis celular y se incub6 en hielo durante 30 min.

Las muestras se centrifugaron y el sobrenadante se recogio y se almacen6 a -80 °C hasta su analisis.

Las muestras se analizaron por andlisis por transferencia Western utilizando pAKT (S473) como anticuerpo

primario e IlgG-HRP anti-conejo como un anticuerpo secundario.

e La intensidad de las bandas se determiné utilizando ImageJ 1,42q (NIH, EE.UU.) y se normaliz6 para la actina
(control de carga). Los datos se representaron utilizando GraphPad Prism (version 5.02).

No se observd inhibicion a 10 uM del Compuesto Al, demostrando la selectividad del Compuesto Al sobre la
isoforma alfa de PI3K. Véase Albuquerque et al., J. Biol. Chem. 278, 39830-39838, 2003.

La Tabla a continuacién resume los resultados de los Ensayos 4A1-4A4.

ACTIVIDAD CELULAR QUE DEMUESTRA LA SELECTIVIDAD DEL COMPUESTO A1 HACIA LA ISOFORMA
PIBK DELTA'Y PI3K GAMMA

Clsp celular de PI3K alfa (pAKT inducida por PDGF en fibroblastos 3T3) >10000 nM
Clso celular de PI3K beta (pAKT inducida por LPA en fibroblastos 3T3) 2067 nM
Clso celular de PI3K delta (proliferacion de células B humanas inducida por anti-lgM) 38,1 nM
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ACTIVIDAD CELULAR QUE DEMUESTRA LA SELECTIVIDAD DEL COMPUESTO A1 HACIA LA ISOFORMA
PIBK DELTA'Y PI3K GAMMA

Clso celular de PI3K gamma (pAKT inducida por c5a en macrofagos RAW) 22,3 nM

Ensayo 5: Inhibicién de la apoptosis en estirpes celulares leucémicas

La apoptosis en células leucémicas se determiné utilizando un kit de Caspasa 3 in-situ (Millipore, EE.UU.) como se
resume a continuacion:

« Sembrar células leucémicas - a una densidad de 1X10° células/pocillo en una placa de 6 pocillos

< Afadir el compuesto de ensayo/DMSO a concentraciones deseadas

e Incubar la placa durante 24 horas a 37 °C en incubadora a CO; al 5 %

« Recoger las células en un tubo de centrifuga de 2 ml

Afiadir 1,6 pl de reactivo FLICA 5X recién preparado y mezclar las células ligeramente chasqueando los tubos

Incubar los tubos durante 1 hora a 37 °C en CO, al 5 %

Afiadir 2 ml de tamp6n de lavado 1X a cada tubo y mezclar

Centrifugar las células a < 400 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente

e Retirar con cuidado y desechar el sobrenadante, y agitar con formacién de vértice suavemente el sedimento
celular para interrumpir cualquier agrupacién de célula a célula

« Resuspender el sedimento celular en 300 ul de tampdn de lavado 1X

e Coloque 100 ul de cada suspension celular en cada uno de dos pocillos de una placa de microtitulacion de color
negro. Evitar la creacion de burbujas

» Leer la absorbancia de cada pocillo utilizando una longitud de onda de excitacién de 490 nm y una longitud de
onda de emision de 520 nm

« El porcentaje de aumento en la actividad de la caspasa-3 se manifesté por un aumento en la fluorescencia en
comparacion con el blanco de control que se ha de calcular.

El Compuesto Al provocd una induccion dependiente de la dosis en la actividad de la caspasa-3 en estirpes
celulares de linfoma T (MOLT-4, Jurkat, CCRF-CEM, Hut-78 y Hut-102).

Ensayo 6: Deteccion de la Inhibiciéon de pAKT en células CTCL primarias humanas

Analisis de citometria de flujo de la inhibicion de pAKT: Se aislaron linfocitos T malignos purificados de donantes y
se cultivaron durante la noche en RPMI/BSA al 1 %. Las células se incubaron con el compuesto de ensayo durante
1,5 h con una mezcla de citocinas afiadida durante los 30 minutos finales. La composicion de la mezcla de citocinas
fue de IL2 20 ng/ml + IL7 5 ng/mi+ IL15 10 ng/ml + FBS al 10 %. La fosforilacion de AKT se determiné por citometria
de flujo.

El tratamiento con el Compuesto Al provoco una fosforilacion de AKT de reduccion dependiente de la dosis con
CEso que varia desde 40-300 nM (% de datos de inhibicion).

Ensayo 6A: Deteccidn de la actividad antineoplasica en células de LLC humanas

Las células primarias de LLC se enriquecieron utilizando células B Rosette-Sep de Stem Cell Technology, que
generalmente proporcionan una pureza del > 97 % de células B/células de LLC. Las células se sembraron a 2,5 x
10° por pocillo en una placa de 96 pocillos ya sea con medio libre de suero (SFM) o SFM + suero bovino fetal al
10 % inactivado por calor (volumen de 100 microlitros) en presencia de concentraciones deseadas del compuesto de
ensayo y se cultivaron durante 3 dias a 37 °C en una incubadora de diéxido de carbono. La citotoxicidad se
determind utilizando el ensayo de MTS.

El Compuesto Al induce la citotoxicidad en células de LLC con una CEsg mediana de < 100 nM en medio libre de
suero y < 700 nM en medio de FBS al 10 %.

Ensayo 6B: Deteccion de la actividad antineoplasica en células de linfoma B derivadas de pacientes

Se expusieron células primarias de tumores linfoides al compuesto de ensayo [Compuesto Al] para evaluar la
induccion de la muerte celular. Las células derivaron de linfoma de células B grandes difusas (LCBGD), linfoma de
células de manto (LCM), linfoma esplénico de zona marginal (LZME), linfoma extranodal de zona marginal (LEZM), o
leucemia linfocitica crénica (LLC, n.° = 1). Las células se trataron con concentraciones deseadas del compuesto y se
evalué la apoptosis (Anexina V/PI) por citometria de flujo después de un periodo de incubacion de 48 h.

Casi todas las células primarias derivadas de linfomas de células B experimentaron un aumento en la muerte celular
cuando se expusieron al compuesto de ensayo (Compuesto Al) a una concentracion de 4 uM. El fendbmeno parecié

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 648 094 T3

mas evidente entre las células primarias derivadas de linfomas de células pequefias (LZM, LCM, y LLC).

Ensayo 6C: Inhibicion de la fosforilacion de AKT en estirpes celulares de linfoma B

Se incubaron células LY-1, LY-10, Daudi, JEKO, REC y MAVER con concentraciones deseadas de [Compuesto Al]
durante 48 horas. Las células se lisaron y se determind pAKT por andlisis por transferencia Western. Las bandas se

cuantificaron utilizando ImageJ y se normalizaron para la actina.

El Compuesto Al presenté una CEso de 20 - 200 nM a través de las estirpes celulares de linfoma B sometidas a
ensayo.

Ensayo 6D: Ensayo de citocinas en linfocitos T primarios co-estimulados por CD3 y CD28 anti-humanos

El objetivo de este estudio fue evaluar el potencial inhibidor del Compuesto Al sobre las citocinas producidas por
linfocitos T primarios co-estimulados por CD3/CD28 anti-humanos.

Colocacién en placa y tratamiento

e Las placas se recubrieron con 50 pl de CD3 anti-humano a una concentracién de 100 ng/ml ya sea durante la
noche a 4 °C o durante 2 h a 37 °C. Después de la incubacion, las placas se lavaron dos veces con PBS estéril
para retirar el anticuerpo no unido.

* Los linfocitos T humanos aislados se resuspendieron a 0,625 x 10° células por ml en tubos de 1,5 mly se afiadié
1 pl de dilucién de farmaco (1000X). Se mantuvieron un blanco de DMSO y un blanco no inducido.

e Las células se incubaron con el compuesto a temperatura ambiente durante 30 min y después se afiadieron a los
pocillos recubiertos con CD3 anti-humano de una placa de 96 pocillos, 240 ul cada una. El CD28 anti-humano se
afiadio de inmediato, 10 ul (25X) por pocillo.

e Laplacaseincubé a 37 °C, CO; al 5 % durante 24 h.

« Las placas se centrifugaron a 4000 rpm a temperatura ambiente, el sobrenadante se recogié y se almaceno a -
20 °C.

« Las citocinas se determinaron utilizando un kit de ELISA comercial con la absorbancia leida a 450 y 570 nm.

Se calcularon los valores de Clso de ocho experimentos independientes. EI Compuesto Al inhibi6 las citocinas de
linfocitos T inducidas por CD3-CD28 anti-humanas con una Clso de 24, 9,54 y 20,6 nM para TNFa, IFNy e IL2
respectivamente. Los resultados se muestran en la Figura 10.

Ensayo 7: Neutrofilia pulmonar Inducida por lipopolisacaridos en el modelo de rata Wistar hembra

Un reclutamiento exagerado y activacion posterior de neutrofilos es probable que sean importantes para el desarrollo
y curso de varias enfermedades inflamatorias en las vias respiratorias y pulmones, tales como asma grave,
enfermedad pulmonar obstructiva crénica, fibrosis quistica, y sindrome de dificultad respiratoria aguda. Los
mecanismos por los cuales los neutréfilos contribuyen a estas enfermedades pueden implicar la liberacion de
enzimas proteoliticas, tales como la elastasa de neutr6filos, y radicales de oxigeno libre. Cuando se liberan, estos
compuestos pueden causar broncoconstriccion, hiperreactividad bronquial, hipersecrecién, dafio epitelial, y
reconstruccion de tejidos en las vias respiratorias.

Después del periodo de cuarentena, los animales en ayunas se aleatorizaron y se dividieron en diversos grupos
dependiendo de sus pesos corporales. El compuesto de ensayo [Compuesto Al] se prepar6 como una suspension
en un vehiculo que consistia en metilcelulosa al 0,5 % en Tween 80 como agente de suspensién. El compuesto o
vehiculo se administré por sonda oral en un volumen de 10 ml/kg. Las ratas Wistar hembra se anestesiaron con
cetamina y la solucién de LPS se administré por via intratraqueal una hora después de la administracion del
compuesto a una dosis de 1 mg/kg. 6 h después de la instilacién de LPS, los animales se desangraron con
anestesia, y después se les insertd una canula en la traquea y los pulmones se lavaron con alicuotas de 5 ml de
PBS heparinizado (1 unidad/ml) cuatro veces a través de la canula traqueal (volumen total de 20 ml). El fluido de
lavado broncoalveolar (LBA) se almacené a 2-8 °C hasta que se sometié a ensayo para el recuento total de células y
diferencial de leucocitos. El fluido bronquioalveolar se centrifugd (500 x g durante 10 min) y el sedimento celular
resultante se resuspendié en 0,5 ml de solucién salina heparinizada. Los nimeros totales de glébulos blancos se
determinaron en el fluido de LBA o la sangre utilizando un contador de células sanguineas y se ajustd a 1x10°
células/ml. El recuento diferencial de células se calculd manualmente. Se centrifugaron cien microlitros de la
suspension celular utilizando citospina 3 para preparar un frotis celular. El frotis celular se tifié con una solucién de
tincion de sangre para la diferenciacion y las platinas se observaron microscopicamente para identificar los
eosindfilos de acuerdo con sus caracteristicas morfolégicas. El nimero de cada tipo celular entre 300 globulos
blancos en el frotis celular se determind y se expresé como un porcentaje. Se calculé el nimero de eosindfilos en
cada FLBA o sangre.

El Compuesto A1 mostré una reduccion dependiente de la dosis de la infiltracion de neutréfilos en los pulmones con
una DEsg de 6,5 mg/kg sugiriendo un papel terapéutico en los trastornos inflamatorios. Los resultados se muestran
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en la Figura 1.
Ensayo 8: Modelo de Inflamacién de bolsa de aire de rata inducia por lipopolisacaridos

El reclutamiento de leucocitos y la formacién de mediadores pro-inflamatorios, incluyendo diferentes citocinas, son la
evidencia de una respuesta inflamatoria. El modelo de bolsa de aire se desarrolld originalmente como una
membrana sinovial facsimil para el estudio de los procesos inflamatorios que se presentan en la artritis reumatoide
(AR). El modelo permite la cuantificacién diferencial de especies de leucocitos que se acumulan en la pared de la
bolsa de aire (tejido), asi como las que transmigran en la cavidad de la bolsa de aire (lavado), y permite la
caracterizacion de las quimiocinas y moléculas de adhesién responsables de la diapédesis inducida por una
diversidad de estimulos inflamatorios.

Se aclimataron ratas Wistar hembras (175-200 g) durante siete dias antes del inicio del experimento. Los animales
se distribuyeron aleatoriamente a diversos grupos basandose en sus pesos corporales. Los animales se
anestesiaron con éter y las bolsas de aire subcutaneas se hicieron inyectando 20 ml de aire estéril bajo la piel en el
area intra-escapular (dia 0) y se mantuvieron con una segunda inyeccion de 10 ml de aire filtrado estéril en el dia 4.
En el dia 6, el tratamiento oral se inicié 1 h antes de la induccion de la inflamacién por inyeccion subcutanea de
solucion de LPS en el dia 6. Un volumen de 5 ml de la solucién de LPS disuelto en solucidn salina estéril (100 ug/kg)
se inyectd en cada bolsa. Las muestras de fluido de bolsa se tomaron a 6 h después de la administracion de LPS
lavando la bolsa con 5 ml de solucion salina estéril y se retiraron 4 ml de liquido. Los nimeros de leucocitos
presentes en el fluido de la bolsa se determinaron microscopicamente utilizando un hemocitémetro. El contenido
diferencial de células se determin6 por examen microscépico de frotis de fluido tefiidos con Diff-Quik.

El Compuesto Al provocé una reduccion dependiente de la dosis de la migraciéon de neutréfilos en la bolsa de aire
de rata con una DEsp de 2,6 mg/kg sugiriendo un papel terapéutico en la artritis reumatoide. Los resultados se
muestran en la Figura 2.

Ensayo 9: Produccién de TNF-a inducido por lipopolisacaridos

Las ratas Wistar hembras en ayunas se aleatorizaron en diferentes grupos dependiendo de sus pesos corporales. El
compuesto de ensayo (Compuesto Al) se prepar6 como una suspension en un vehiculo que consistia en
metilcelulosa al 0,5 %. El compuesto o vehiculo se administré por sonda oral en un volumen de 10 mi/kg. La solucién
de LPS se administré por via intraperitoneal una hora después de la administracién del compuesto a una dosis de
0,3 mg/kg. La sangre se recogié en tubos separadores de suero a través de puncién cardiaca noventa minutos
después de la inyeccién de LPS. El suero se separd y se almacené a -20 °C y se analizé para determinar el TNFa
mediante ELISA.

El Compuesto A1 redujo las concentraciones de TNFa en plasma sugiriendo un papel terapéutico en los trastornos
inflamatorios (el porcentaje de inhibicion observado a 1, 3 y 10mg/kg fue del 5%, el 15% y el 40 %,
respectivamente). Los resultados se muestran en la Figura 3.

Ensayo 10A: Eosinofilia pulmonar inducida por ovoalbumina en cobayas machos

La inflamacion e hiperreactividad de las vias respiratorias (HRVR) son los rasgos y caracteristicas distintivas del
asma bronquial. La provocacion de ratones pre-sensibilizados con el mismo alérgeno induce la inflamacién de las
vias respiratorias con infiltracion eosinofilica preferencial y, como consecuencia, HRVR. La eosinofilia pulmonar y
remodelacion de las vias respiratorias en conjunto con el control neural alterado del tono de las vias respiratorias y
la descamacion epitelial de las vias respiratorias pueden contribuir a la HRVR en el asma.

Después del periodo de cuarentena, se recogieron 0,3 ml de muestras de sangre de la vena orbital por el método de
plexo retro-orbital de cada animal individual y se analizaron en un analizador de células (ADVIA 2120, Siemens).
Basandose en su recuento total celular, las cobayas se aleatorizaron y se dividieron en varios grupos. El pabellon
auricular del oido se marcé con un marcador indeleble para su identificacién. En el dia O, se registraron los pesos y
los animales se sensibilizaron con 50 ug de ovoalbumina (OVA) y 10 mg de solucion de alumbre (1 ml) por via
intraperitoneal. En el dia 7 y dia 14, el protocolo de sensibilizacién anterior se repiti6. Los animales se observaron
para detectar cualquier signo de enfermedad o reaccion a la sensibilizacion hasta el dia 19 y se registraron si los
hubo. En el dia 19, 20, y 21, después del tratamiento con el compuesto de ensayo por sonda oral, 30 minutos mas
tarde los animales se expusieron a prueba de provocacion con ovoalbumina al 0,5% p/v, al 0,5% y al 1%
respectivamente. Los animales del grupo de control y simulado se trataron con metilcelulosa al 0,5 % p/v (vehiculo).
Los grupos de control simulados se sensibilizaron con 10 mg de alumbre en los dias 0, 7 y 14 y se expusieron a
solucién salina (SAL) con la misma velocidad de nebulizacion en el dia 19, 20 y 21. Veinte horas después de la
ultima prueba de provocacion con OVA, la hiperreactividad de las vias aéreas se midi6 por pletismografia de cuerpo
completo contra dosis acumulativas de prueba de provocacién con metacolina (75, 100, 125 y 150 pg/ml), después
de medir la respuesta de las vias respiratorias, se recogieron muestras de sangre y fluido de LBA. Las muestras se
analizaron para el recuento total celular utilizando cadmara de neubuear bajo el microscopio y el recuento diferencial
de leucocitos se realiz6 manualmente.
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Como se representa en la Figuras 4A y 4B, el Compuesto Al provocd una reduccion dependiente de la dosis
significativa de la hiperreactividad de las vias respiratorias frente a una prueba de provocacién con metacolina de
cobayas sensibilizadas.

Como se representa en las Figuras 4C-4E, el Compuesto Al provocd una reduccion dependiente de la dosis
significativa en la infiltracion de eosindfilos en el fluido de lavado broncoalveolar de cobayas sensibilizadas.

Ensayo 10B: Modelo de asma murino

La inflamacion de las vias respiratorias e hiperreactividad (HRVR) son los rasgos y caracteristicas distintivas del
asma bronquial. La provocacion de ratones pre-sensibilizados con el mismo alérgeno induce la inflamacién de las
vias respiratorias con infiltracion eosinofilica preferencial y, como consecuencia, HRVR. La eosinofilia pulmonar y la
reconstruccion de las vias respiratorias en conjunto con el control neural alterado del tono de las vias respiratorias y
la descamacion epitelial de las vias respiratorias pueden contribuir a la HRVR en el asma. Después del periodo de
cuarentena, basandose en sus pesos corporales, los ratones se aleatorizaron y se dividieron en cuatro grupos (n =
7). Las colas se marcaron con un marcador indeleble para su identificacion. En el dia 0, se registraron los pesos y
los animales se sensibilizaron con 100 ug de ovoalbimina y 10 mg de solucién de alumbre (0,2 ml) por via
intraperitoneal. En el dia 7 y dia 14, el protocolo de sensibilizacién anterior se repitid. Los animales se observaron
para detectar cualquier signo de enfermedad o reaccién a la sensibilizacion hasta el dia 24 y se registraron si los
hubo. En el dia 24, 25, y 26, después del tratamiento con compuesto de ensayo por sonda oral, 30 minutos mas
tarde los animales se expusieron a prueba de provocacién con ovoalbimina al 10 % p/v. Los animales del grupo de
control y simulado se trataron con metilcelulosa al 0,5% p/v (vehiculo). Los grupos de control simulado se
sensibilizaron con 10 mg de alumbre en el dia 0, 7 y 14 y se expusieron a una solucién salina con la misma
velocidad de nebulizacién en el dia 24, 25 y 26. Cuarenta y ocho horas después de la ultima prueba de provocacion
con OVA, la hiperreactividad de las vias respiratorias se midi6é por pletismografia de cuerpo completo frente a dosis
acumulativas de prueba de provocacién con metacolina (2,5, 10, 50 y 100 mg/ml), después de medir la respuesta de
las vias respiratorias, se recogieron muestras de sangre y fluido de LBA. Las muestras se analizaron para el
recuento total celular utilizando camara de neubuear bajo el microscopio y el recuento diferencial de leucocitos se
hizo manualmente. Como se representa en las Figuras 5A y 5B, el Compuesto Al a una dosis de 3 mg/kg provoco
una reduccion significativa en la hiperreactividad de las vias aéreas contra el ensayo de provocacion con metacolina
de ratones sensibilizados con ovoalbumina.

Como se representa en las Figuras 5C-5E, el Compuesto Al a una dosis de 3 mg/kg produjo una inhibicién
significativa de la infiltracion de eosindfilos en el fluido de lavado broncoalveolar de los ratones sensibilizados con
ovoalbumina.

Ensayo 11: Artritis Inducida por colageno en ratas Lewis

Se aclimataron ratas Wistar hembras durante siete dias antes del inicio del experimento y se distribuyeron
aleatoriamente en diferentes grupos basandose en sus pesos corporales. En el dia 0, los animales se trataron por
inyeccion intradérmica de 500 pug de colageno bovino de tipo Il emulsionado con adyuvante completo de Freund
(IFA) que contenia MTB (4 mg/ml) administrado en la base de la cola. En el dia 7 después de la inmunizacion
primaria, los animales se trataron por inyeccion de refuerzo de 300 ug de Cll en adyuvante incompleto de Freund por
inyeccion intradérmica en la base de la cola. El inicio de la artritis en las articulaciones del tobillo por lo general se
volvio visualmente aparente entre los dias 12 y 14. Los animales se trataron con compuesto de ensayo o vehiculo
(administrado por via oral) a partir del dia después de la aparicion de la artritis hasta el final del experimento (dia 28)
como un grupo terapéutico. Se tomaron puntuaciones de artritis por examen visual para detectar signos de
inflamacién de las articulaciones con regularidad a lo largo del periodo de estudio. Se tomaron pesos corporales y
volumenes de la pata, espesor de pata en los dias 0, 3, 7, 10, 12, 14, 17 21, 24 y 28. El d28, al final del estudio, la
sangre se retiré en la necropsia y se procesd a suero o plasma y se tomaron todas las articulaciones, y tanto las
patas delanteras como las patas traseras se fijaron en formol al 10 % para el analisis histopatolégico después de
tomar el trozo pequefio de tejido de cada articulacién y se almacenaron a - 80 °C para el analisis de citocinas en
homogeneizado de tejido. Criterios de puntuacion clinica para las patas delanteras y traseras: 0 = normal; 1 = una
articulacion de la pata trasera o delantera afectada o eritema difuso minimo e hinchazén; 2 = dos articulaciones de
las patas traseras o delanteras afectadas o eritema difuso leve e hinchazén; 3 = tres articulaciones de las patas
traseras o delanteras afectadas o eritema difuso moderado e hinchazén; 4 = eritema difuso marcado e hinchazén, o
= cuatro articulaciones de dedos afectadas; 5 = eritema difuso grave e hinchazén grave de la pata completa, incapaz
de flexionar los dedos.

El Compuesto Al dosificado terapéuticamente en el modelo de AIC en rata demuestra una eficacia significativa en la
reduccién de la hinchazén de la rodilla, asi como de los tobillos.

El andlisis histologico de las articulaciones al final del estudio demuestra la conservacion estructural completa a
15 mg/kg de Compuesto Al. Para comparacion, un animal dosificado con vehiculo muestra inflamacion sinovial (S) y
evidencia significativa de resorcion 6sea, formacion de pannus y degradacion del cartilago y, como se representa en
las Figuras 6A-6D, el Compuesto A1 muestra una reduccién significativa de las puntuaciones histopatoldgicas
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individuales y sumadas tanto para la rodilla como para el tobillo.
Ensayo 12: Infiltracién celular aguda inducida por CSE en ratones Balb/c macho

Se aclimataron los animales (ratones Balb/c macho) durante siete dias antes del inicio del experimento. Los
animales se distribuyeron aleatoriamente en diferentes grupos basandose en su peso corporal. En el dia 1, los
ratones se administraron con el compuesto de ensayo o vehiculo por via oral/intranasal y después de 1 h de la
administracion del compuesto de ensayo, los animales se anestesiaron con éter y se administré extracto de humo de
cigarrillo por via intranasal en volumen de 50 pl/ratén y se repitié la exposicion a CSE a los animales todos los dias
después de la administracion del compuesto de ensayo durante cuatro dias (d1 a d4). En el dia 5, 24 horas después
de la dltima exposicion a CSE, los animales se desangraron con anestesia y se les insert6 una canula en la traquea,
y los pulmones se lavaron con alicuotas de 0,5 ml de PBS heparinizado (1 unidad/ml) cuatro veces a través de una
canula tragueal (volumen total de 2 ml). El LBA se almacené a 2-8 °C hasta que se someti6 a ensayo para el
recuento total celular y diferencial de leucocitos. El fluido bronquioalveolar se centrifugé (500 x g durante 10 min) y el
sedimento celular resultante se resuspendio en 0,5 ml de solucién salina heparinizada. EI nimero total de glébulos
blancos se determiné en el fluido de LBA y sangre utilizando un contador de células sanguineas y se ajust6 a 1x10°
células/ml. El recuento diferencial celular se calculé manualmente. Se centrifugaron cuarenta microlitros de la
suspension celular utilizando citospina 3 para preparar un frotis celular. El frotis celular se tifié con una solucién de
tinciéon de sangre para la diferenciacion y se observé microscépicamente para identificar los eosindfilos de acuerdo
con sus caracteristicas morfoldgicas. El numero de cada tipo de célula entre 300 glébulos blancos en el frotis de
células se determind y se expresé como un porcentaje, y se calculd el nimero de neutréfilos y macrofagos en cada
FLBA.

Ensayo 13: Infiltracién celular sub-crénica inducida por CSE en ratones Balb/c macho

Se aclimataron los animales (ratones Balb/c macho) durante siete dias antes del inicio del experimento. Los
animales se distribuyeron aleatoriamente en diferentes grupos basandose en su peso corporal. En el dia 1, los
animales se anestesiaron con éter y se administré extracto de humo de cigarrillo por via intranasal en volumen de
50 pl/ratén y se repitié la exposicion a CSE a los animales diariamente durante ocho dias (d1 a d8). En el dia 9, los
ratones se administraron con el compuesto de ensayo o vehiculo por via oral/intranasal y después de 1 h de la
administracion del compuesto de ensayo, los animales se anestesiaron con éter y se administré extracto de humo de
cigarrillo por via intranasal en volumen de 50 pl/ratén y los animales se expusieron a CSE diariamente después de la
administracion del compuesto de ensayo durante los préximos tres dias (d9 a d11), en el dia 12, veinticuatro horas
después de la ultima exposicién a CSE los animales se desangraron con anestesia, y se les inserté una canula en la
traquea y los pulmones se lavaron con alicuotas de 0,5 ml de PBS heparinizado (1 unidad/ml) cuatro veces a través
de la canula traqueal (volumen total de 2 ml). ElI LBA se almacend a 2-8 °C hasta que se sometid a ensayo para el
recuento total celular y diferencial de leucocitos. El fluido bronquioalveolar se centrifugé (500 x g durante 10 min) y el
sedimento celular resultante se resuspendié en 0,5 ml de solucién salina heparinizada. Los ndmeros totales de
glébulos blancos se determinaron en el fluido de LBA y sangre utilizando un contador de células sanguineas y se
ajusté a 1x10° células/ml. El recuento diferencial celular se calculé manualmente. Se centrifugaron cuarenta
microlitros de la suspension celular utilizando citospina 3 para preparar un frotis celular. El frotis celular se tifié con
una solucion de tincién de sangre para la diferenciacion y se observd microscépicamente para identificar los
eosindfilos de acuerdo con sus caracteristicas morfolégicas. Se determind el nimero de cada tipo de célula entre
300 glébulos blancos en el frotis celular y se expres6 como un porcentaje, y se calculd el numero de neutréfilos y
macréfagos en cada FLBA.

Ensayo 14: Inversion de la insensibilidad a corticosteroides en el modelo de inflamacién pulmonar (EPOC)
inducida por extracto de humo de cigarrillo

Se aclimataron ratones Balb/c hembra durante siete dias antes del inicio del experimento. Los animales después se
distribuyeron aleatoriamente en diferentes grupos basandose en su peso corporal. En el dia 1, los animales se
anestesiaron con éter y se administré extracto de humo de cigarrillo por via intranasal en volumen de 50 pl/ratén y
los animales se expusieron a CSE a diario durante los siguientes cinco dias (d1 a d6). En el dia 7, a los ratones se
les administr6 dexametasona a 10 mg/kg por sonda oral y 60 minutos mas tarde, a los ratones se les administro
CSE por via intranasal y se repitio durante los siguientes cuatro dias (d7 a d11). Desde el dia 9 hasta el dia 11 a los
ratones se les administré el compuesto de ensayo o vehiculo por via oral/intranasal y 30 minutos después de la
administracion de dexametasona y 30 minutos mas tarde los animales se anestesiaron con éter y se les administré
extracto de humo de cigarrillo por via intranasal en volumen de 50 pl/raton y los animales se expusieron a CSE a
diario después de la administracion del compuesto de ensayo durante los siguientes dos dias (es decir, d9 a d11),
en el d12, veinticuatro horas después de la Ultima exposicion a CSE, los animales se desangraron con anestesia, y
se les inserté una canula en la traquea y los pulmones se lavaron con alicuotas de 0,5 ml de PBS heparinizado (1
unidad/ml) cuatro veces a través de la canula traqueal (volumen total de 2 ml). El LBA se almacen6 a 2-8 °C hasta
gue se sometié a ensayo para el recuento total celular y diferencial de leucocitos. El fluido bronquioalveolar se
centrifugd (500 x g durante 10 min) y el sedimento celular resultante se resuspendioé en 0,5 ml de solucién salina
heparinizada. El nimero total de glébulos blancos se determiné en el fluido de LBA y sangre utilizando un contador
de células sanguineas y se ajusté a 1x10° células/ml. El recuento diferencial celular se calculé manualmente. Se
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centrifugaron cuarenta microlitros de la suspensién celular utilizando citospina 3 para preparar un frotis celular. El
frotis celular se tifi6 con una solucién de tincién de sangre para la diferenciacién y se observé microscépicamente
para identificar los eosinéfilos de acuerdo con sus caracteristicas morfolégicas. Se determind el nimero de cada tipo
de célula entre 300 glébulos blancos en el frotis celular y se expresé como un porcentaje, y se calculé el nimero de
neutréfilos y macréfagos en cada fluido de LBA.

Ensayo 15: Infiltracién celular aguda inducida por humo de cigarrillo en ratones Balb/c macho

Se aclimataron los animales (ratones Balb/c macho) durante siete dias antes del inicio del experimento. Los
animales después se distribuyeron aleatoriamente en diferentes grupos basandose en su peso corporal. En el dia 1,
a los ratones se les administrd el compuesto de ensayo o vehiculo por via oral/intranasal y después de 1 hora de la
administracion del compuesto de ensayo los animales se colocaron en la caja de exposicion de cuerpo completo. En
el dia 1 y d2 los ratones se expusieron al humo de la corriente principal de 6 cigarrillos y de 8 cigarrillos en el dia 3, y
de 10 cigarrillos en el dia 4. La exposicion al humo de cada cigarrillo duré 10 minutos (los cigarrillos deben quemarse
completamente en los dos primeros minutos y seguido de un flujo de aire con ventilador para animales y los
siguientes 20 minutos de exposicion con aire ambiente fresco. Después de cada segundo cigarrillo se realizé un
descanso adicional de 20 minutos con exposicion al aire ambiente fresco. Los animales de control se expusieron a la
camara de aire ambiental. Desde el dia 1 al d4, a los animales se les administrd el compuesto de ensayo ya sea por
via oral o intranasal. En el dia 5, 24 horas después de la Ultima exposiciéon al humo de cigarrilllo (HC), los animales
se desangraron con anestesia, y se les insert6 una canula en la traquea y los pulmones se lavaron con alicuotas de
0,5 ml de PBS heparinizado (1 unidad/ml) cuatro veces a través de una canula traqueal (volumen total de 2 ml). El
fluido broncoalveolar (LBA) recogido se almacené a 2-8 °C hasta que se sometié a ensayo para el recuento total
celular y diferencial de leucocitos. El fluido de LBA se centrifugé (500 x g durante 10 min) y el sedimento celular
resultante se resuspendié en 0,5 ml de solucién salina heparinizada. EI numero total de glébulos blancos se
determiné en el fluido de LBA y sangre utilizando un contador de células sanguineas y se ajusté a 1x10° células/ml.
El recuento diferencial celular se calculd6 manualmente. Se centrifugaron cuarenta microlitros de la suspension
celular utilizando citospina 3 para preparar un frotis celular. El frotis celular se tifi6 con una solucion de tincion de
sangre para diferenciacion y se observd microscopicamente para identificar los eosindfilos de acuerdo con sus
caracteristicas morfoldgicas. EI nimero de cada tipo de célula entre 300 glébulos blancos en el frotis celular se
determiné y se expresé como un porcentaje, y se calculd el nUmero de neutréfilos y macrofagos en cada fluido de
LBA.

Resultados: Como se representa en las Figuras 7A y 7B, el Compuesto Al redujo la infiltracion de macréfagos y
neutrofilos en FLBA indicando de este modo un papel terapéutico en las enfermedades pulmonares obstructivas
cronicas

Ensayo 16: Acumulacidn nasal de eosinéfilos y neutréfilos inducida por ovoalbimina en Ratones

Se aclimataron animales (ratones) durante siete dias antes del inicio del experimento. Los animales después se
distribuyeron aleatoriamente en diferentes grupos basandose en su peso corporal. Los animales se inmunizaron con
OVA (40 pg/kg por via intraperitoneal) en el dia 1 y 5. Para obtener respuestas inflamatorias locales en la nariz, los
ratones se sometieron a pruebas de provocacion repetidamente por via intranasal (10 ul/por fosa nasal) en los dias
12-19 con OVA (OVA al 3% en solucion salina). En el dia 19, los ratones no en ayunas se dosificaron
intranasalmente (10 pl/fosa nasa) ya sea con vehiculo o compuesto de ensayo 2 horas antes del comienzo la prueba
de provocacion con OVA final. Dos horas mas tarde, cada animal recibié6 una prueba de provocacién con OVA
intranasal final (3 %). Después de unas 8 horas adicionales, cada animal se anestesio y el lavado nasal se realizd
mediante la instilacién de 1 ml de PBS en las fosas nasales posteriores a través de una canula traqueal implantada
rostralmente que se extendia a una posicion que era de aproximadamente 1 mm antes de las fosas nasales
posteriores. Este procedimiento se repitié para proporcionar un rendimiento de aproximadamente 2 ml de fluido de
lavado. El nimero total celular en las muestras de fluido de lavado nasal se midié utilizando un hemocitometro. Los
frotis de citospina de las muestras de fluido de lavado nasal se prepararon por centrifugacion a 1200 rpm durante 2
min a TA y se tifieron utilizando un sistema de tincién Diff-Quik (Dade Behring) para los recuentos diferenciales
celulares. Las células se contaron utilizando microscopia de inmersién en aceite.

Ensayo 17: Acumulacién celular inducida por Poli-I:C en ratones

Se aclimataron ratones A/J libres de patdégenos especificos (machos, 5 semanas de edad) durante siete dias antes
del inicio del experimento. Los animales después se distribuyeron aleatoriamente en diferentes grupos basandose
en su peso corporal. A los animales se les administré poli (1:C)-LMW (poli-IC; 1 mg/ml, 40 pl) por via intranasal dos
veces al dia durante 3 dias con anestesia con isoflurano al 3 %. Los animales se trataron con compuesto de ensayo
por via intranasal (35 pl de solucion en DMSO al 50 %/PBS) 2 horas antes de cada tratamiento con poli-I:C.
Veinticuatro horas después de la Ultima prueba de provocacion con poli-I:C, los animales se anestesiaron, se les
insertd una canula en la traquea y se recogié el FLBA. Las concentraciones de los macréfagos alveolares y
neutréfilos en FLBA se determinaron utilizando un contador de células sanguineas y se ajusté a 1x10° células/ml. El
recuento diferencial celular se calculd6 manualmente. Se centrifugaron cuarenta microlitros de la suspension celular
utilizando citospina 3 para preparar un frotis celular. El frotis celular se tifid con una solucién de tincion de sangre
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para diferenciacion y se observd microscopicamente para identificar los eosinéfilos de acuerdo con sus
caracteristicas morfolégicas. El nUmero de cada tipo de célula entre 300 glébulos blancos en el frotis celular se
determiné y se expresé como un porcentaje, y se calculd el nUmero de neutréfilos y macrofagos en cada fluido de
LBA.

Aunque la invencion se ha descrito en el presente documento con referencia a realizaciones particulares, ha de
entenderse que estas realizaciones son meramente ilustrativas de los principios y aplicaciones de la presente
invencion. Por tanto, ha de entenderse que se pueden hacer numerosas modificaciones a las realizaciones
ilustrativas y que se pueden idear otras disposiciones sin apartarse del espiritu y alcance de la presente invencion
como se ha descrito anteriormente. Se pretende que las reivindicaciones adjuntas definan el alcance de la invencion
y que los métodos y estructuras dentro del alcance de estas reivindicaciones y sus equivalentes estén cubiertos por
la misma.

Composicién farmacéutica del Compuesto Al

Ejemplo |

Se prepararon las capsulas que se describen a continuacion que contenian 5 0 10 mg de Compuesto Al.

Ingredientes % plp
Compuesto Al 45
Celulosa microcristalina (Avicel PH102) 83,8
Hidroxipropil celulosa (Klucel LF) 4,5
Agua Purificada C.S.
Hidroxipropil celulosa poco sustituida (L-HPC; LH-11) 59
Talco 0,3
Diéxido de silicio coloidal (Aerosil-200) 0,3
Estearato de magnesio 0,6
Ejemplo Il

Se prepararon las capsulas que se describen a continuacion que contenian 25, 50, o 100 mg de Compuesto Al.

Ingredientes % plp
Compuesto Al 22,7
Celulosa microcristalina (Avicel PH102) 67,2
Hidroxipropil celulosa (Klucel LF) 3,4
Agua Purificada C.S.
Hidroxipropil celulosa poco sustituida (L-HPC; LH-11) 57
Talco 0,2
Dioxido de silicio coloidal (Aerosil-200) 0,2
Estearato de magnesio 0,6
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto seleccionado entre 2-(1-(9H-purin-6-ilamino)propil)-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona y sales
farmacéuticamente aceptables del mismo.

2. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el compuesto se selecciona entre (S)-2-(1-(9H-purin-6-
ilamino)propil)-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona y sales farmacéuticamente aceptables del mismo.

3. El compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o la reivindicacion 2, en el que el compuesto es (S)-2-(1-(9H-
purin-6-ilamino)propil)-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona.

4. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 2 o la reivindicacion 3, en el que el compuesto esta
sustancialmente  libre de  (R)-2-(1-(9H-purin-6-ilamino)propil)-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona, y sales
farmacéuticamente aceptables del mismo.

5. El compuesto de la reivindicacién 2 o la reivindicacién 3, en el que el compuesto tiene un exceso enantiomérico
mayor de aproximadamente el 95 %.

6. Una composicion farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-5 y al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

7. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para su uso en la inhibicién de la
actividad catalitica de una PI3 cinasa 0 presente en una célula poniendo en contacto la célula con una cantidad
eficaz de dicho compuesto.

8. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para su uso en la inhibiciéon de la
actividad catalitica de una PI3 cinasa y presente en una célula, poniendo en contacto la célula con una cantidad
eficaz de dicho compuesto.

9. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para su uso en la inhibicion de la
actividad catalitica de una PI3 cinasa © y una PI3 cinasa y presentes en una célula, poniendo en contacto la célula
con una cantidad eficaz de dicho compuesto.

10. El compuesto para su uso como en una cualquiera de las reivindicaciones 7-9, en el que la inhibicion tiene lugar
en un sujeto que padece una enfermedad, trastorno o afeccién seleccionada entre cancer, una enfermedad ésea,
una enfermedad inflamatoria, una enfermedad inmunitaria, una enfermedad del sistema nervioso, una enfermedad
metabdlica, una enfermedad respiratoria, trombosis y enfermedad cardiaca.

11. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para su uso en el tratamiento de la
leucemia en un paciente que necesita el mismo, que comprende la administracién de una cantidad eficaz de dicho
compuesto.

12. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para su uso en el tratamiento del asma
o la enfermedad pulmonar obstructiva cronica en un paciente que necesita el mismo, que comprende la
administracion de una cantidad eficaz de dicho compuesto.

13. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para el uso en el tratamiento de la
artritis reumatoide, la psoriasis, el lupus o la encefalomielitis autoinmunitaria experimental (EAE) en un paciente que
necesita el mismo, que comprende la administracion de una cantidad eficaz de dicho compuesto.

14 Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para su uso en el tratamiento de la
leucemia linfocitica crénica (LLC), el linfoma no Hodgkin (LNH), el linfoma de Hodgkin (LH), la leucemia mieloide
aguda (LMA), el mieloma mudltiple (MM), el linfoma linfocitico de células pequefias (LLCP) o la enfermedad del
linfoma no Hodgkin indolente (LNH-I) en un paciente que necesita el mismo, que comprende la administracion de
una cantidad eficaz de dicho compuesto.

15. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para su uso en el tratamiento de una
enfermedad, trastorno o afeccidn que se beneficiaria de inhibir la actividad catalitica de una P13 cinasa d/y.

16. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5 para su uso en el tratamiento de una
enfermedad trastorno o afeccién asociada a PI3K que comprende la administracion a un sujeto que necesita el
mismo de una cantidad eficaz de dicho compuesto.

17. El compuesto para su uso como en la reivindicacién 16, que comprende adicionalmente administrar un agente

activo adicional seleccionado entre agentes antineoplasicos, agentes anti-inflamatorios, agentes inmunosupresores,
esteroides, agentes anti-inflamatorios no esteroides, antihistaminicos, analgésicos y mezclas de los mismos.
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18. El compuesto para su uso como en la reivindicacién 16, en el que la enfermedad, trastorno o afeccién asociada a
PI3K es una enfermedad relacionada con el sistema inmunitario, una enfermedad o trastorno que implica
inflamacién, cancer u otra enfermedad proliferativa, una enfermedad o trastorno hepatico, o una enfermedad o
trastorno renal.

19. El compuesto para su uso como en la reivindicacion 16, en el que la enfermedad, trastorno o afeccion asociada a
PI3K se selecciona entre leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia linfoblastica aguda, linfoma de células B,
linfoma de linfocitos T, linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, linfoma de células pilosas, linfoma de Burkett,
leucemias mielégenas agudas y cronicas, sindrome mielodisplasico y leucemia promielocitica, psoriasis, artritis
reumatoide, osteoartritis, asma, EPOC, rinitis alérgica y lupus eritematoso.
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*10% células/LBA

Recuento de neutrofilos en FLBA (n=5)

DEs = 6.5 mg/kg

Simulade Control 0,3 1 3 10
(mg/kglvia oral)

Figura 1

*10% células/ LBA

Recuento de neutrofilos en Fluido Peritoneal (n=5)

DEs = 2.6 mg/kg

Simulade Control 1 3 10
(mg/kglvia oral)

Figura 2
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Recuento de eosindfilos en fluido (m=5)
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*10F célulasLBA

Recuento total de células en fluido (n=T)
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Figura 3D
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Puntuaciones de Histopatologia Individual (Tobillo)
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Puntuacion Sumada de Histopatologia
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Figura 6D
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Infiltracion de macrofagos inducida por Humo de
Cigarrillo en el modelo de EPOC de 4 dias
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Inhibicién de citocinas inducida por Anti-
CD3/CD28 en Células T Primarias Humanas (n=8)
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