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DESCRIPCION
Derivados de cromeno sustituidos como inhibidores duales selectivos de proteina cinasas PI3 delta y gamma
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invenciéon proporciona moduladores duales de proteina cinasa PI3K delta (8) y gamma (y), métodos
para prepararlos, composiciones farmacéuticas que los contienen y métodos de tratamiento, prevencion y/o mejora
de enfermedades mediadas por PI3K cinasas o trastornos que los utilizan.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La fosfoinositida-3 cinasa (PI3K) pertenece a una clase de lipido cinasas intracelulares que fosforilan el grupo
hidroxilo en la posiciéon 3 del anillo de inositol de lipidos fosfoinositidicos (Pl) que generan los segundos mensajeros
de lipidos. Mientras que las isoformas a y 8 de PI3K son ubicuas en su distribucion, la expresion de las formas d y y
de PI3K esta restringida a las células hematdgenas y las células endoteliales circulantes. A diferencia de PI3Ka o
PI3KB, los ratones que carecen de expresion de PI3Kd o PI3Ky no muestran ningun fenotipo adverso, lo que indica
que el direccionamiento de estas isoformas especificas no dara como resultado una toxicidad manifiesta.

Recientemente, se han sugerido inhibidores dirigidos de la ruta de PI3K como agentes inmunomoduladores. Este
interés se deriva del hecho de que la ruta de PI3K cumple multiples funciones en la sefalizaciéon de células
inmunitarias, principalmente a través de la generacion de fosfatidilinositol (3,4,5)-fosfato de fosfato (PIP3), un
segundo mensajero unido a la membrana. PIP3 recluta proteinas hacia el lado citoplasmico de la bicapa lipidica,
incluidas las proteina cinasas y las GTPasas, iniciando una red compleja de cascadas de sefializacion descendentes
importantes en la regulacion de la adhesion de las células inmunes, la migracion y la comunicacion entre las células.

Las cuatro isoformas de PI3K de clase | difieren significativamente en su distribucion tisular. PI3Ka y PI3KB son
ubicuas y se activan aguas abajo de los receptores tirosina cinasas (RTK), mientras que PI3Kd y PI3Ky se limitan
principalmente a células hematopoyéticas y endoteliales, y se activan aguas abajo de los RTK, y los receptores
acoplados a proteina G (GPCR), respectivamente. Los estudios genéticos con ratones han revelado que PI3Ka y
PI3KpB son esenciales para el desarrollo normal, mientras que la pérdida de PI3Kd y/o PI3Ky produce descendientes
viables con déficit inmunitarios selectivos.

El patrén de expresién y las funciones de PI3K® y PI3Ky han generado mucho interés en el desarrollo de inhibidores
de PI3Kd/y como agentes activos para el tratamiento de muchas enfermedades, incluyendo, por ejemplo, artritis
reumatoide, alergias, asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica y esclerosis multiple (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 usan
métodos tanto farmacolégicos como genéticos han demostrado que estas dos isoformas a menudo 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, PI3Kd es esencial para la desgranulacidon en respuesta a la
reticulacion de IgE de los receptores Fc (Ali et al., J. Immunol., 180, 2538-2544, 2008), mientras que PI3Ky
desempefia un papel importante en la amplificacién de la respuesta (Laffargue et al., Immunity, 16, 441-451, 2002).
Se han observado efectos similares en otras funciones celulares, incluida la localizacién de linfocitos y el estallido
respiratorio de neutréfilos, donde PI3Ky desempefia un papel critico y PI3Kd amplifica cada proceso. Las funciones
no redundantes pero relacionadas de PI3Kd y PI3Ky han dificultado determinar cual de las dos isoformas (solas o en
combinacion) es la mejor dirigida en un trastorno inflamatorio particular.

Los estudios que utilizan ratones que carecen de PI3Kd y/o PI3Ky o variantes sin actividad cinasa explicita de PI3Kd
y PI3Ky han sido herramientas valiosas para comprender sus funciones. Por ejemplo, ratones inactivados PI3K®
demostraron una disminucion de la quimiotaxis de neutrdéfilos, una disminucién de la producciéon de anticuerpos
(tanto dependiente de linfocitos T como independiente) (Jou et al., Mol. Cell.Biol., 22, 8580-8591, 2002), y un menor
numero de linfocitos B maduros (Clayton et al., J. Exp. Med., 196, 753-763, 2002; Jou et al., Mol. Cell.Biol., 22, 8580-
8591, 2002), y una disminucién en su proliferacion en respuesta a anti-IgM (Jou et al., Mol. Cell.Biol., 22, 8580-8591,
2002). Este fenotipo se replico en la variante sin actividad PI3Kd cinasa y con inhibidores selectivos de PI3Kd junto
con una disminucién del nimero y la proliferacién de mastocitos, y una respuesta alérgica atenuada. La inactivacion
de PI3Ky contenia un mayor nimero de neutréfilos, pero menos receptivos, un menor nimero de macréfagos con
menos respuesta y las células dendriticas mostraron una disminucién de la desgranulacion de los mastocitos
(Laffargue et al., Immunity, 16, 441-451, 2002), una mayor relacion de linfocitos T CD4+ a CD8+), un aumento de la
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apoptosis timocitica, una disminucion de la induccién de CXCR3 en las linfocitos T activados y una disminucion de la
contractilidad cardiaca. Este ultimo efecto sobre el tejido cardiaco fue una preocupacién para la dosificaciéon cronica
de pacientes con inhibidores de PI3Ky. Sin embargo, esta preocupacion se mitigé en gran parte cuando la variante
sin actividad PI3Ky cinasa (que imita mejor la inhibicidon de la cinasa en lugar de la pérdida de la proteina) mostré
fenotipos de células inmunes similares, pero lo mas importante es que no tenia defectos cardiacos. Posteriormente
se demostré que el efecto cardiaco se debia a los efectos de andamiaje en lugar de a la actividad catalitica de PI3Ky
(Olusegon et al., Chemistry & Biology, 1, 123-134, 2010, incluyendo las referencias citadas en el mismo). La doble
inactivacion de PI3Kd/PI3Ky fue viable, pero presentaba defectos graves en el desarrollo de los linfocitos T y la
supervivencia de los timocitos. La combinacion inactivacion de PI3Ky/sin actividad PI3Kd cinasa produjo un fenotipo
similar que sugiere que, al menos dentro del sistema inmune, el papel de PI3Kd es probablemente solo catalitico. La
interpretacion de los estudios con ratones inactivados y sin actividad cinasa puede ser desafiante porque estos
modelos proporcionan solo una imagen de estado estable del sistema inmunolégico, carecen de control temporal y
de dosis, y no permiten una comprension completa de cdmo reaccionara una respuesta inmune dinamica a la
inhibicion reversible. Los inhibidores selectivos con perfiles variables (PI3K3, PI3Ky y PI3Kd/y) son necesarios para
los estudios de sefializacion de leucocitos con el fin de evaluar las contribuciones relativas de cada PI3K a la
activacion de células inmunes (Olusegon et al., anteriormente, incluyendo las referencias citadas en el mismo).

La doble inhibicion de &/y esta fuertemente implicada como una estrategia de intervencion en la inflamacion alérgica
y no alérgica de las vias respiratorias y otras enfermedades autoinmunes. La evidencia cientifica de la participacion
de PI3Kd y PI3K y en diversos procesos celulares subyacentes al asma y la enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC) se deriva de estudios de inhibidores y enfoques de direccionamiento génico (William et.al Chemistry
& Biology, 17, 123-134, 2010 y Thompson, et al. Chemistry & Biology, 17:101-102, 2010). Ademas, la resistencia a
terapias convencionales, tal como corticosteroides en varios pacientes con EPOC, se ha atribuido a una regulaciéon
ascendente de la ruta PI3K d/y. Por lo tanto, la interrupcién de la sefalizacion de PI3Kd/y proporciona una nueva
estrategia destinada a contrarrestar la respuesta inmuno-inflamatoria. Debido al papel fundamental desempefiado
por PI3K® y PI3Ky en la mediacién de la funcionalidad de las células inflamatorias, tal como la migracion y la
activacion de los leucocitos, y la degranulacion de los mastocitos, el bloqueo de estas isoformas también puede ser
una estrategia eficaz para el tratamiento de la artritis reumatoide. Dada la criticidad establecida de estas isoformas
en la vigilancia inmune, se esperaria que los inhibidores dirigidos especificamente a las isoformas PI3Kd and PI3Ky
atenuaran la progresion de la respuesta inmune encontrada en la inflamacion de las vias respiratorias y la artritis
reumatoide (William et.al Chemistry & Biology, 17, 123-134, 2010 y Thompson, et al. Chemistry & Biology, 17:101-
102, 2010)

Se han proporcionado revisiones y estudios con respecto a PI3K y las rutas de proteina cinasa relacionadas por Liu
et al., Nature Reviews Drug Discovery, 8, 627-644, 2009); Nathan 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,
published August 2009. Se han proporcionado revisiones y estudios similares sobre el papel de PI3Kd y PI3Ky 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 bibliograficas se incorporan por la presente por referencia en su totalidad.

Compuestos tales como IPI-145 y CAL130 se han notificado como inhibidores duales de Pi3K &/y (documentos de
patente WO2012/008302 y WO2012/121953 respectivamente). IPI-145 esta bajo investigacion clinica para el cancer,
asma y artritis reumatoide. Se ha informado que IPI-45 tiene una dosis maxima tolerada (MTD) de 75 mg BID (55th
ASH® Annual Meeting. New Orleans-LA, Dec 7-10, 2013). No hay informes de que CAL-130 haya sido investigado
con fines clinicos.

Todavia sigue existiendo la necesidad no satisfecha de moduladores de Pl/y PI3K duales para el tratamiento de
enfermedades y trastornos asociados con los eventos mediados por 8/y PI3K cinasas.

Se hace referencia adicional en el presente documento a las publicaciones internacionales de patente nimero WO
11/055215 y WO 12/151525 y las publicaciones de patente de Estados Unidos numero 2011/0118257 y
2012/0289496.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion se dirige a inhibidores duales selectivos de PI3K delta () y gamma (y) proteina cinasas. Estos
compuestos son adecuados para su uso en una composicion farmacéutica para el tratamiento de enfermedades,
trastornos o afecciones asociadas con PI3K, por ejemplo, una enfermedad proliferativa tal como el cancer. La
inhibicion de tanto la proteina cinasa PI3K& como PI3Ky puede proporcionar efectos beneficiosos en el tratamiento
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de ciertas enfermedades y trastornos.

Los inhibidores duales selectivos de la presente invencion incluyen N-(5-(4-amino-1-(1-(5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4-
0x0-4H-cromen-2-il)etil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-2-metoxifenil)metanosulfonamida, sales farmacéuticamente
aceptables. Por ejemplo, el inhibidor dual selectivo se puede seleccionar entre los siguientes compuestos, sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos, y profarmacos de los mismos:

(RS)-N-(5-(4-amino-1-(1-(5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4-oxo-4H-cromen-2-il)  etil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-
il)-2-metoxifenil)metanosulfonamida (Compuesto A); y
(S)-N-(5-(4-amino-1-(1-(5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4-oxo-4H-cromen-2-il)  etil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-
2-metoxifenil)metanosulfonamida (Compuesto A1).

En una forma de realizacion, el compuesto (S)-N-(5-(4-amino-1-(1-(5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4-oxo-4H-cromen-2-
il)etil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-2-metoxifenil)metanosulfonamida o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo es 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)-N-(5-(4-amino-1-(1-(5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4-oxo-4H-
cromen-2-il)etil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-2-metoxifenil)metanosulfonamida y sales farmacéuticamente
aceptables de la misma.

En otra forma de realizacion, el compuesto (S)-N-(5-(4-amino-1-(1-(5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4-oxo-4H-cromen-2-
il)etil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-2-metoxifenil)metanosulfonamida 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 forma de realizacion preferida, la presente invencién se refiere al compuesto (S)-N-(5-(4-amino-1-(1-(5-
fluoro-3-(3-fluorofenil)-4-oxo-4H-cromen-2-il)  etil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-2-metoxifenil)metanosulfonamida
(Compuesto A1).

En otra forma de realizacion, la presente invencion se refiere al compuesto (S)-N-(5-(4-amino-1-(1-(5-fluoro-3-(3-
fluorofenil)-4-oxo-4H-cromen-2-il)etil)-1H-pirazolo [3,4-d]pirimidin-3-il)-2-metoxifenil)metanosulfonamida o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

Otra forma de realizacion de la presente invencion es (R)-N-(5-(4-amino-1-(1-(5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4-oxo-4H-
cromen-2-il)etil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-2-metoxifenil)metanosulfonamida  (Compuesto A2), una sal
farmacéuticamente aceptable de la misma. EI Compuesto A2 es un inhibidor de la proteina cinasa PI3K delta ().
Estos compuestos son adecuados para su uso en una composicion farmacéutica para el tratamiento de
enfermedades, trastornos o afecciones asociadas con PI3K, por ejemplo, una enfermedad proliferativa tal como el
cancer.

Las estructuras quimicas de N-(5-(4-amino-1-(1-(5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4-oxo-4H-cromen-2-il)etil)-1H-pirazolo[3,4-
d]pirimidin-3-il)-2-metoxifenil)metanosulfonamida, el compuesto A1, y el compuesto A2 se muestran a continuacion.
F F 3

MeO  HN-s0,Me MeO  HN-s0Me MeO  HN~sO,Me
(A1) (A2)

La presente invencién proporciona ademas una composiciéon farmacéutica que comprende uno o mas compuestos
de la presente invencion (tal como el compuesto A1) junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La
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composicion farmacéutica puede comprender ademas uno o mas agentes activos adicionales (tales como agentes
anticancerosos y los agentes activos analizados a continuacién). En una forma de realizacién, la composiciéon
farmacéutica incluye una cantidad terapéuticamente eficaz de uno o mas compuestos de la presente invencion.

5 Oftro aspecto de la presente invencion se refiere a un proceso para la preparacion de N-(5-(4-amino-1-(1-(5-fluoro-3-
(3-fluorofenil)-4-oxo-4H-cromen-2-il) etil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-2-metoxifenil)metanosulfonamida:
F

MeO  HN~sO,Me

El proceso comprende las etapas de:

10 (a) hacer reaccionar 5-bromo-2-metoxianilina

Br
H,N’ i

con cloruro de metanosulfonilo para dar N-(5- bromo 2 metOX|fenll)metanosulfonamlda (Intermedio 1):

(b) hacer reaccionar el Intermedio 1 con bis( plnacolato ydiboro, por ejemplo, en presencia de acetato
15 potasico, para dar N-(2-metoxi-5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil)metanosulfonamida

(Intermedio 2):

Intermedlo 2,
y
(c) hacer reaccionar 2-(1-(4-amino-3-yodo-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-
20 cromen-4-ona
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H,N

con el intermedio 2 en presencia de una base (tal como, por ejemplo, carbonato sédico) para dar el
compuesto deseado N-(5-(4-amino-1-(1-(5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4-oxo-4H-cromen-2-il) etil)-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-2-metoxifenil)metanosulfonamida;

(d) convertir opcionalmente N-(5-(4-amino-1-(1-(5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4-oxo-4H-cromen-2-il)etil)-1H-
pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-2-metoxifenil)metanosulfonamida en una sal farmacéuticamente aceptable de la
misma.

Aun otra forma de realizacion se refiere a un proceso para la preparacion de un compuesto de formula (A1):
F

MeO  HN~so,Me
(A1).

El proceso comprende las etapas de:

(a) someter (R)-5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-2-(1-hidroxietil)-4H-cromen-4-ona:

OH
a una reaccion de Mitsunobu con 3-(4-metoxi-3-nitrofenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina:
H

N N
/ /m

N
\ A N

NH,
O,N

/O
(por ejemplo, en presencia de trifenilfosfina y azodicarboxilato de diisopropilo) para dar (S)-2-(1-(4-amino-3-
(4-metoxi-3-nitrofenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona
(Intermedio 3):
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0\ NO,

Intermedio 3;
(b) reducir el Intermedio 3, por ejemplo, con un agente reductor, tal como Ni Raney, para dar (S)-2-(1-(4-
amino-3-(3-amino-4-metoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-
ona (Intermedio 4):

Intermedio 4;

(c) tratar el Intermedio 4 con cloruro de metanosulfonilo para dar el compuesto deseado de la féormula (A1);

y
(d) convertir opcionalmente el compuesto (A1) en una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Aun otra forma de realizacion son los intermedios utiles para preparar los compuestos de la presente invencion, tales
como (S)-2-(1-(4-amino-3-(4-metoxi-3-nitrofenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-5-fluoro-3-(3-fluorofenil )-4H-
cromen-4-ona, (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-amino-4-metoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-5-fluoro-3-(3-
fluorofenil)-4H-cromen-4-ona, y sales de las mismas.

Otra forma de realizacion mas de la presente invencién es un compuesto para su uso en un método para inhibir
PI3K& y PI3Ky en un paciente que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz de al menos un
compuesto de la presente invencion.

Otra forma de realizacion mas de la presente invencion es un compuesto para su uso en un método para inhibir
PI3K& en un paciente que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz de al menos uno de (R)-N-(5-(4-
amino-1-(1-(5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4-oxo-4H-cromen-2-il) etil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-2-
metoxifenil)metanosulfonamida (compuesto A2), una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, o un profarmaco
de la misma.

Otra forma de realizacion mas de la presente invencion es un compuesto para su uso en un método para tratar,
prevenir y/o inhibir una enfermedad, trastorno o afeccion mediada por la proteina cinasa PI3K (tal como una
enfermedad o trastorno proliferativo, por ejemplo, cancer) en un paciente que comprende administrar al paciente una
cantidad eficaz de al menos un compuesto de la presente invencion.

Otra forma de realizacion mas de la presente invencidn es un compuesto para su uso en un método para inhibir
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PI3K, en particular PI3K® y PI3Ky, en un paciente que comprende administrar al paciente una cantidad eficaz de al
menos un compuesto de la presente invencion.

Otra forma de realizacién mas de la presente invencion es un compuesto para su uso en un método para tratar una
enfermedad inflamatoria, autoinmune o proliferativa a través de la modulaciéon de una proteina cinasa (tal como
PI3Kd y PI3Ky) que comprende administrar a un paciente que necesita tal tratamiento una cantidad eficaz de al
menos un compuesto de la presente invencion. En una forma de realizacion, el compuesto de la presente invencion
inhibe tanto PI3KS como PI3KYy.

Otra forma de realizacién mas de la presente invencién es un compuesto para su uso en un método para tratar una
enfermedad inflamatoria, autoinmune o proliferativa mediante la modulacién de una proteina cinasa (tal como PI3Kd
y PI3Ky) mediante la administracion a un paciente que necesita dicho tratamiento de una cantidad efectiva de al
menos un compuesto de la presente invencién, en combinacion (simultanea o secuencialmente) con al menos otro
agente antiinflamatorio, inmunomodulador o anticanceroso, o una combinaciéon de los mismos. En una forma de
realizacion, el compuesto de la presente invencion inhibe tanto PISK& como PI3Ky.

Los compuestos de la presente invencion son Utiles en el tratamiento de una diversidad de canceres, incluyendo,
pero sin limitacion:

carcinoma, incluyendo, pero sin limitacion, el de vejiga, mama, colon, rifién, higado, pulmoén, incluyendo
cancer de pulmén de células pequeias, eséfago, vesicula biliar, ovario, pancreas, estémago, cuello uterino,
tiroides, prostata y piel, incluyendo carcinoma de células escamosas;

tumores hematopoyéticos de linaje linfoide, incluyendo, pero sin limitacion, leucemia, leucemia linfocitica
aguda, leucemia linfoblastica aguda, linfoma de linfocitos 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 sin limitacién, leucemias mielégenas aguda y
cronica, sindrome mielodisplasico y leucemia promielocitica;

tumores de origen mesenquimal, incluyendo, pero sin limitacion, fibrosarcoma y rabdomiosarcoma;

tumores del sistema nervioso central y periférico, incluyendo, pero sin limitaciéon, astrocitoma,
neuroblastoma, glioma y schwannomas; y

otros tumores, incluyendo, pero sin limitacion, melanoma, seminoma, teratocarcinoma, osteosarcoma,
xenoderoma pigmentoso, queratoacantoma, cancer folicular tiroideo y sarcoma de Kaposi.

En una forma de realizacion, se administra una cantidad eficaz de un compuesto de la presente invencion para tratar
una leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia linfoblastica aguda, linfoma de linfocitos B, linfoma de linfocitos T,
linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, linfoma de células pilosas, linfoma de Burkett, leucemias mieldgenas
agudas y crénicas, sindrome mielodisplasico o leucemia promielocitica.

Debido al papel clave de las proteina cinasas en la regulacion de la proliferacién celular en general, los compuestos
de la presente invencion pueden actuar como agentes citostaticos reversibles y, por lo tanto, pueden ser utiles en el
tratamiento de cualquier proceso de enfermedad que presente una proliferacién celular anormal, tal como, por
ejemplo, hiperplasia prostatica benigna, poliposis adenomatosa familiar, neuro-fibromatosis, aterosclerosis, fibrosis
pulmonar, artritis, psoriasis, glomerulonefritis, reestenosis después de angioplastia o cirugia vascular, formacion de
cicatriz hipertréfica, enfermedad inflamatoria del intestino, rechazo de trasplante, choque endotoxico e infecciones
fungicas.

Los compuestos de la presente invencion, como moduladores de la apoptosis, son utiles en el tratamiento del cancer
(incluyendo, pero sin limitacioén, los tipos mencionados anteriormente en el presente documento), infecciones virales
(incluyendo, pero sin limitacién, virus del herpes, poxvirus, virus de Epstein-Barr, virus Sindbis y adenovirus),
enfermedades autoinmunes (incluyendo, pero sin limitacion, lupus eritematoso sistémico, glomerulonefritis mediada
por autoinmunidad, artritis reumatoide, psoriasis, enfermedad inflamatoria del intestino, y diabetes mellitus
autoinmune), trastornos neurodegenerativos (incluyendo, pero sin limitacion, enfermedad de Alzheimer, demencia
relacionada con el SIDA, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica, retinitis pigmentosa, atrofia
muscular espinal y degeneracion cerebelosa), sindromes mielodisplasicos, anemia aplastica, lesion isquémica
asociados con infartos de miocardio, ictus y lesidon por reperfusion, arritmia, aterosclerosis, enfermedades hepaticas
inducidas por toxinas o relacionadas con alcohol, enfermedades hematolégicas (incluyendo, pero sin limitacion,
anemia cronica y anemia aplasica), enfermedades degenerativas del sistema musculoesquelético (incluyendo, pero
sin limitacion, osteoporosis y artritis) rinosinusitis sensible a la aspirina, fibrosis quistica, esclerosis multiple,
enfermedades renales y dolor por cancer. Los compuestos de la presente invencién también son utiles en la
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prevencion, inhibicion o supresion del desarrollo del SIDA en individuos infectados por el VIH.

Los compuestos de la presente invencion pueden modular el nivel de sintesis de ARN y ADN celular. Por lo tanto,
los compuestos de la presente invencion son utiles en el tratamiento de infecciones viricas incluyendo, pero sin
limitacion, VIH, virus del papiloma humano, virus del herpes, virus de la viruela, virus de Epstein-Barr, virus Sindbis y
adenovirus.

Los compuestos de la presente invencion son utiles en la quimioprevencion de cancer. La quimioprevencion se
define en el presente documento como la inhibicion del desarrollo de cancer invasivo bloqueando el evento
mutagénico iniciador o bloqueando la progresion de células pre-neoplasicas que ya han sufrido un insulto o que
inhiben la recaida tumoral. Los compuestos de la presente invenciéon también son utiles para inhibir la angiogénesis
y la metastasis tumoral. Una forma de realizacion de la presente invencion es un método para inhibir la angiogénesis
o la metastasis tumoral en un paciente que lo necesita, mediante la administracién de una cantidad eficaz de uno o
mas compuestos de la presente invencion.

Otra forma de realizacion de la presente invencion es un compuesto para su uso en un método para el tratamiento
de una enfermedad relacionada con el sistema inmune o trastorno inmune (por ejemplo, una enfermedad
autoinmune), una enfermedad o trastorno que implica inflamacion (por ejemplo, asma, enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (EPOC), artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria del intestino, glomerulonefritis,
enfermedades neuroinflamatorias, esclerosis mudltiple, uveitis y trastornos del sistema inmunitario), cancer u otra
enfermedad proliferativa, enfermedad o trastorno hepatico, y enfermedad o trastorno renal. EI método incluye
administrar una cantidad eficaz de uno o mas compuestos de la presente invencion.

Los ejemplos de trastornos inmunes incluyen, pero sin limitacion, por ejemplo, psoriasis, artritis reumatoide,
vasculitis, enfermedad inflamatoria del intestino, dermatitis, osteoartritis, asma, enfermedad muscular inflamatoria,
rinitis alérgica, vaginitis, cistitis intersticial, esclerodermia, osteoporosis, eccema, rechazo de injertos de trasplante
alégeno o xenégeno (6rgano, médula dsea, células madre y otras células y tejidos), enfermedad de injerto contra
huésped, lupus eritematoso, enfermedad inflamatoria, diabetes tipo |, fibrosis pulmonar, dermatomiositis, sindrome
de Sjogren, tiroiditis (por ejemplo, Hashimoto y autoinmune tiroiditis), miastenia gravis, anemia hemolitica
autoinmune, esclerosis multiple, fibrosis quistica, hepatitis recurrente croénica, cirrosis biliar primaria, conjuntivitis
alérgica y dermatitis atdpica.

En una forma de realizacion, los compuestos descritos en el presente documento son utiles como inmunosupresores
para evitar rechazos de injertos de trasplantes, rechazo de trasplantes alogénicos o xenogénicos (6rgano, médula
Osea, células madre, otras células y tejidos), y enfermedad de injerto contra huésped. En una forma de realizacién
particular, los rechazos de injerto de trasplante son resultado de trasplantes de tejidos u 6rganos. En formas de
realizacién adicionales, la enfermedad de injerto contra huésped es resultado de un trasplante de médula 6sea o de
células madre. Una forma de realizacién de la presente invencion es un método para prevenir o disminuir el riesgo
de rechazo de injerto de trasplante, rechazo de trasplante alogénico o xenogénico (6rgano, médula ésea, células
madre, otras células y tejidos), o enfermedad de injerto contra huésped que comprende administrar una cantidad
eficaz de uno o mas compuestos de la presente invencion.

Los compuestos de la presente invencion también son utiles en combinacién (administrados conjunta o
secuencialmente) con tratamientos anticancerosos conocidos tales como, por ejemplo, terapia de radiaciéon o con
agentes citostaticos o citotoxicos o anticancerosos, tales como, por ejemplo, agentes interactivos de ADN, tal como
cisplatino o doxorrubicina; inhibidores de topoisomerasa Il, tales como etopdsido; inhibidores de topoisomerasa |
tales como CPT-11 o topotecan; agentes que interaccionan con tubulina, tales como paclitaxel, docetaxel o las
epotilonas (por ejemplo, ixabepilona), ya sean naturales o sintéticas; agentes hormonales, tales como tamoxifeno;
inhibidores de timidilato sintasa, tales 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 Her1/2 y
anticuerpos monoclonales dirigidos contra receptores de factores de crecimiento tales como erbitux (EGF) y
herceptina (Her2); inhibidor de BTK, tal como ibrutinib; y otros moduladores de proteina cinasa, y cualquier
combinacion de los mismos.

Los compuestos de la presente invencién son también dutiles en combinacidon (administrados juntos o
secuencialmente) con uno o mas farmacos antiinflamatorios esteroideos, farmacos antiinflamatorios no esteroideos
(AINE) y derivados antiinflamatorios inmunoselectivos (ImMAINE), y cualquier combinacion de los mismos.
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La presente invencién proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende uno o mas compuestos
de la presente invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La composicion farmacéutica puede
comprender ademas uno o mas de los principios activos identificados anteriormente, tales como otros agentes
anticancerosos.

Aun otra forma de realizaciéon es un compuesto para su uso en un método para el tratamiento de leucemia en un
paciente que lo necesite que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la
presente invencién. En una forma de realizacion, la leucemia se selecciona de leucemia linfocitica crénica (CLL),
linfoma no Hodgkin (NHL), linfoma de Hodgkin (HL), leucemia mieloide aguda (AML), mieloma multiple (MM), linfoma
linfocitico pequefio (SLL), y linfoma no Hodgkin indolente (I-NHL).

Aun otra forma de realizacion de la presente invencién es un compuesto para su uso en un método para el
tratamiento de un trastorno autoinmune en un paciente que lo necesite que comprende administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de la presente invencién. En una forma de realizacién, el trastorno
autoinmune se selecciona de asma, EPOC, artritis reumatoide, psoriasis, lupus y encefalomielitis autoinmune
experimental (EAE).

Aun otra forma de realizacion de la presente invencién es un compuesto para su uso en un método para tratar la
rinitis alérgica en un paciente que lo necesite, que comprende administrar al paciente una cantidad terapéuticamente
eficaz de un compuesto de la presente invencion.

En cualquiera de los métodos mencionados anteriormente, el compuesto o los compuestos de la presente invencion
y los agentes activos adicionales opcionales se pueden administrar en forma de una composicién farmacéutica como
se describe en el presente documento.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra un grafico de barras del recuento de neutrdfilos en el fluido de lavado broncoalveolar
(BALF) de ratas Wistar hembra tratadas con 10 mg/kg del Compuesto A1 (po) de acuerdo con el modelo de
neutrofilia pulmonar inducida por lipopolisacaridos descrito en el Ensayo 7.

La Figura 2 muestra un grafico de barras del recuento de neutréfilos en el fluido de lavado peritoneal de
ratas Wistar tratadas con 1, 3 y 10 mg/kg del Compuesto A1 (po) de acuerdo con el modelo de inflamacion
de bolsa de aire de rata inducida por lipopolisacaridos descrito en el Ensayo 8.

Las Figuras 3A y 3B representan graficos de lineas y de barras de las puntuaciones clinicas individuales
para las patas traseras y delanteras y el AUC para la puntuacién clinica, respectivamente, en ratas Wistar
con artritis inducida por colageno tratadas con un control o 10 mg/kg/QD del Compuesto A1 de acuerdo con
el procedimiento en el Ensayo 11.

Las Figuras 3C y 3D representan graficos de lineas y barras de puntuaciones clinicas individuales para
patas traseras y delanteras, respectivamente, en ratas Wistar con artritis inducida por colageno tratadas con
vehiculo o 10 mg/kg/QD del Compuesto A1 de acuerdo con el procedimiento del Ensayo 11.

Las Figuras 4A y 4B representan graficos de lineas y de barras del volumen para las patas traseras y el
AUC del volumen de pata, respectivamente, en ratas Wistar con artritis inducida por colageno tratadas con
vehiculo o 10 mg/kg/QD del Compuesto A1 de acuerdo con el procedimiento del Ensayo 11.

Las Figuras 4C y 4D representan graficos de lineas y barras del diametro del tobillo para las patas traseras
y el AUC del diametro del tobillo, respectivamente, en ratas Wistar con artritis inducida por colageno
tratadas con vehiculo o 10 mg/kg/QD del Compuesto A1 de acuerdo con el procedimiento del Ensayo 11.
Las Figuras 4E a 4G representan graficos de barras de la puntuacién histopatoldgica para la inhibicion de la
inflamacion, el cartilago y el pannus, respectivamente, de todas las patas traseras y delanteras en ratas
Wistar con artritis inducida por colageno tratadas con vehiculo o 10 mg/kg/QD del Compuesto A1 de
acuerdo con el procedimiento en el Ensayo 11.

La Figura 4H representa un gréafico de barras de la puntuacion histopatolégica total de todas las patas
traseras y delanteras en ratas Wistar con artritis inducida por colageno tratadas con vehiculo o 10
mg/kg/QD del Compuesto A1 de acuerdo con el procedimiento en el Ensayo 11.

La Figura 5 representa un grafico de barras del porcentaje de incidencia de artritis en ratas Wistar con
artritis inducida por colageno tratadas con vehiculo o 10 mg/kg/QD del Compuesto A1 de acuerdo con el
procedimiento en el Ensayo 11.

Las Figuras 6A y 6B representan graficos de barras que muestran el efecto antipsoriasico del Compuesto
A1 (3, 10, 30 mg/kg) sobre psoriasis inducida por imiquimod en ratones Balb/c de acuerdo con el
procedimiento del Ensayo 13.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Como se usa en el presente documento, se aplicaran las siguientes definiciones a menos que se indique otra cosa.
Ademas, muchos de los grupos definidos en el presente documento pueden estar opcionalmente sustituidos. La lista
de sustituyentes en la definicién es ejemplar y no debe interpretarse como limitante de los sustituyentes definidos en
otra parte en la memoria descriptiva.

Algunos de los compuestos descritos en el presente documento contienen uno o mas centros asimeétricos y, por lo
tanto, pueden dar lugar a enantiémeros, diasteredémeros y otras formas estereoisoméricas que se pueden definir, en
términos de estereoquimica absoluta, como (R) o (S). A menos que se especifique otra cosa, las presentes
entidades quimicas, composiciones farmacéuticas y métodos pretenden incluir todos los posibles isémeros, incluidas
mezclas racémicas, formas opticamente puras y mezclas intermedias. Por ejemplo, los ejemplos no limitantes de
mezclas intermedias incluyen una mezcla de isémeros R: S 0 S: R en una relacion de 10:90, 13:87, 17:83, 20:80, o
22:78. Los isémeros (R) y (S) épticamente activos se pueden preparar usando sintones quirales o reactivos quirales,
o se pueden resolver usando 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 isomeros geométricos tanto E como Z.

El término "tautdmeros" se refiere a compuestos, que se caracterizan por una interconversion relativamente facil de
formas isoméricas en equilibrio. Se pretende que estos isomeros estén cubiertos por esta invencion. Los
"tautdbmeros" son isdmeros estructuralmente distintos que se interconvierten por tautomerizaciéon. La
"tautomerizacién" es una forma de isomerizacion e incluye la tautomerizaciéon prototrépica o de desplazamiento de
protones, que se considera un subconjunto de la quimica acido-base. La "tautomerizacion prototropica" o la
"tautomerizacion por desplazamiento de protones" implica la migracién de un protén acompafiado de cambios en el
orden de enlace, a menudo el intercambio de un enlace sencillo con un doble enlace adyacente. Cuando es posible
la tautomerizacion (por ejemplo, en solucidn), se puede alcanzar un equilibrio quimico de tautdmeros. Un ejemplo de
tautomerizacion es la tautomerizacién ceto-enol. Un ejemplo especifico de tautomerizacion ceto-enol es la
interconversion de tautémeros de pentano-2,4-diona y 4-hidroxipent-3-en-2-ona. Otro ejemplo de tautomerizacion es
la tautomerizacion fenol-ceto. Un ejemplo especifico de tautomerizacion de fenol-ceto es la interconversion de
tautdmeros 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 y Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics, 92 ed.,
pags. 11-16 (1996). Se proporciona un analisis extenso 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
farmacolégicamente activa mediante hidrélisis de, por ejemplo, un enlace éster o amida, introduciendo o exponiendo
de este modo un grupo funcional en el producto resultante. Los profarmacos se pueden disefiar para que reaccionen
con un compuesto endégeno para formar un conjugado soluble en agua que mejore adicionalmente las propiedades
farmacolégicas del compuesto, por ejemplo, una semivida circulatoria aumentada. Como alternativa, los profarmacos
se pueden disefar para someterse a una modificacién covalente en un grupo funcional con, por ejemplo, acido
glucurodnico, sulfato, glutation, aminoacidos o acetato. El conjugado resultante puede inactivarse y excretarse en la
orina, o hacerse mas potente que el compuesto original. Los conjugados de alto peso molecular también pueden
excretarse en la bilis, someterse a escisién enzimatica y liberarse de nuevo a la circulacién, aumentando de este
modo eficazmente la semivida bioldgica del compuesto administrado originalmente.

El término "éster" se refiere a un compuesto, que se forma por reaccién entre un acido y un alcohol con eliminacion
de agua. Un éster se puede representar mediante la férmula general RCOOR' (donde R es un farmaco y R' es un
grupo quimico).

Adicionalmente, la presente invencién también incluye los compuestos que difieren solo en presencia de uno o mas
atomos isotopicamente enriquecidos, por ejemplo, la sustitucién de hidrégeno por deuterio o tritio, o la sustitucion de
un carbono por carbono enriquecido en '3C 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 estar
radiomarcados con isétopos radiactivos, tales como, por ejemplo, tritio (°H), yodo-125 ('?%1) o carbono-14 ('4C).
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Todas las variaciones isotdpicas de los compuestos de la presente invencion, ya sean radiactivos o 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'-
diacetiletiliendiamina, glucamina, trietilamina, colina, hidréxido, diciclohexilamina, metformina, bencilamina,
trialquilamina y tiamina; bases quirales tales como alquilfenilamina, glicinol y fenilglicol; sales de aminoacidos
naturales tales como glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, norleucina, tirosina, cistina, cisteina, metionina,
prolina, hidroxiprolina, histidina, ornitina, lisina, arginina y serina; sales de amonio cuaternario de los compuestos de
la invencién con haluros de alquilo, sulfatos de alquilo tales como Mel y (Me)2SO4; aminoacidos no naturales tales
como D-isémeros o aminoacidos sustituidos; guanidina; y guanidina sustituida en la que los sustituyentes se
seleccionan de nitro, amino, alquilo, alquenilo, alquinilo, sales de amonio o amonio sustituido y sales de aluminio.
Las sales pueden incluir sales de adicion de acidos cuando sea apropiado, que pueden ser sulfatos, nitratos,
fosfatos, percloratos, boratos, hidrohaluros, acetatos, tartratos, maleatos, citratos, fumaratos, succinatos, palmoatos,
metanosulfonatos, benzoatos, salicilatos, bencenosulfonatos, ascorbatos, glicerofosfatos y cetoglutaratos.

Cuando se usan en el presente documento intervalos para propiedades fisicas, tal como peso molecular, o
propiedades quimicas, tal como férmulas quimicas, todas las combinaciones y subcombinaciones de intervalos y
formas de realizacién especificas en el mismo estan destinadas incluirse. El término "aproximadamente" cuando se
refiere a un numero o intervalo numérico significa que el nimero o intervalo numérico referido es una aproximacion
dentro de la variabilidad experimental (o dentro del error experimental estadistico), y por lo tanto, el nimero o
intervalo numérico puede variar, por ejemplo, entre el 1% y el 15% del nimero o intervalo numérico indicado. El
término "que comprende" (y términos relacionados tales como "comprender" o "comprende" o "tener" o "incluir")
incluye estas formas de realizacion, por ejemplo, una forma de realizacion de cualquier composicion de materia,
composicion, método o proceso, o similares, que "consisten en" o "consisten esencialmente en" las caracteristicas
descritas.

Las siguientes abreviaturas y términos tienen los significados indicados: PI3-K = Fosfoinositida 3-cinasa; Pl =
fosfatidilinositol; SIDA = Sindrome de inmunodeficiencia humana adquirida; VIH = Virus de inmunodeficiencia
humana; Mel = Yoduro de metilo; ND: No determinado.

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

El término "proliferacion celular" se refiere a un fenédmeno por el cual el numero de células ha cambiado como
resultado de la division. Este término también incluye el crecimiento celular mediante el cual ha cambiado la
morfologia celular (por ejemplo, ha aumentado de tamafio) en consonancia con una sefal proliferativa.

Los términos "coadministracion”, "administrado en combinacion con" y sus equivalentes gramaticales, como se usan
en el presente documento, incluyen la administracion de dos o mas agentes a un animal de manera que ambos
agentes y/o sus metabolitos estan presentes en el animal al mismo tiempo. La coadministracion incluye la
administracion simultanea en composiciones separadas, la administracién en diferentes momentos en
composiciones separadas, o la administracion en una composicion en la que ambos agentes estan presentes.

El término "cantidad eficaz" o "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a la cantidad de un compuesto descrito
en el presente documento que es suficiente para realizar la aplicacion prevista que incluye, pero sin limitacion,
tratamiento de la enfermedad, como se define a continuacion. La cantidad terapéuticamente eficaz puede variar
dependiendo de la aplicacién prevista (in vitro o in vivo), o el sujeto y la afeccién de enfermedad que se trate, el peso
y la edad del sujeto, la gravedad de la afeccion, la forma de administracion y similares, lo que puede determinarse
facilmente por un experto en la técnica. El término también se aplica a una dosis que inducira una respuesta
particular en las células diana, por ejemplo, la reduccién de la adhesion plaquetaria y/o la migracion celular. La dosis
especifica variara dependiendo de los compuestos particulares elegidos, el régimen de dosificacion a seguir, si se
administra en combinacién con otros compuestos, el momento de la administracion, el tejido al que se administra, y
el sistema de administracion fisica en el que se transporta.

Como se usa en el presente documento, "tratamiento”, "tratar" o "mejorar" se usan indistintamente. Estos términos
se refieren a un enfoque para obtener resultados beneficiosos o deseados incluyendo, pero sin limitacion, un
beneficio terapéutico y/o un beneficio profilactico. Por beneficio terapéutico se entiende la erradicacion o la mejora
del trastorno subyacente que se estad tratando. Ademas, se logra un beneficio terapéutico con la erradicacion o
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mejora de uno o mas de los sintomas fisiolégicos asociados con el trastorno subyacente de manera que se observa
una mejoria en el paciente, a pesar de que el paciente todavia puede estar afectado por el trastorno subyacente.
Para el beneficio profilactico, las composiciones pueden administrarse a un paciente con riesgo de desarrollar una
enfermedad particular, o a un paciente que notifica uno o mas de los sintomas fisiolégicos de una enfermedad,
incluso aunque no se haya realizado un diagndstico de esta enfermedad.

Un "efecto terapéutico”, como se usa ese término en el presente documento, incluye 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, retrasar o eliminar la aparicion de sintomas de una enfermedad o afeccion,
ralentizar, detener o revertir el avance 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 tanto en
aplicaciones terapéuticas humana como en aplicaciones veterinarias. En algunas formas de realizacion, el paciente
es un mamifero. En una forma de realizacién preferida, el paciente es un ser humano.

"Radioterapia" significa exponer a un paciente, usando métodos y composiciones de rutina conocidos por el
profesional, a emisores de radiacién tales como radionucleidos que emiten particulas alfa (por ejemplo,
radionucleidos de actinio y torio), emisores de radiacion de baja transferencia de energia lineal (LET) (es decir,
emisores beta), emisores de electrones de conversién (por ejemplo, estroncio-89 y samario-153-EDTMP) o radiacion
de alta energia, incluyendo, sin limitacion, rayos X, rayos gamma y neutrones.

La "transduccién de sefal" es un proceso durante el cual las sefales estimulantes o inhibidoras se transmiten en y
dentro de una célula para provocar una respuesta intracelular. Un modulador de una ruta de transduccién de senal
se refiere a un compuesto que modula la actividad de una o mas proteinas celulares mapeadas en la misma ruta
especifica de transduccién de sefial. Un modulador puede aumentar (agonista) o suprimir (antagonista) la actividad
de una molécula de sefializacion.

El término "inhibicion selectiva" o "inhibir selectivamente" aplicados a un agente biolégicamente activo se refieren a
la capacidad del agente para reducir selectivamente la actividad de sefalizacion diana en comparacién con la
actividad de sefalizacion fuera del objetivo, mediante interaccion directa o indirecta con la diana.

El término "vehiculo farmacéuticamente aceptable” o "excipiente farmacéuticamente aceptable” incluye, pero sin
limitacion, cualquier y todos los disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y
antifungicos, agentes isoténicos y retardadores de la absorcidon, uno o mas diluyentes adecuados, cargas, sales,
disgregantes, aglutinantes, lubricantes, emolientes, agentes humectantes, matrices de liberacion controlada,
colorantes/saporiferos, 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 principio
activo, se contempla su uso en las composiciones terapéuticas de la invenciéon. También pueden incorporarse en las
composiciones principios activos complementarios.

En otras formas de realizacion, los compuestos de la presente invencién inhiben selectivamente uno o mas
miembros de las fosfatidilinositol 3-cinasas de tipo | o clase | (PI3-cinasa) con un valor de Clso de aproximadamente
100 nM o menos, aproximadamente 50 nM o menos, aproximadamente 10 nM o menos, aproximadamente 5 nM o
menos, aproximadamente 100 pM o menos, aproximadamente 10 pM o menos, o aproximadamente 1 pM o 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 Pl3-cinasas de tipo |, o un
inhibidor que inhibe selectivamente una o mas rutas de sefalizacion mediadas por Pl3-cinasa de tipo |, se puede
entender como alternativa que se refiere a un compuesto que presenta una concentracion inhibidora del 50% (Clso)
con respecto a una PI3-cinasa de tipo | dada, que es al menos 10 veces mas baja, al menos 20 veces mas baja, al
menos 50 veces mas baja, al menos 100 veces mayor mas baja, o al menos 1000 veces mas baja que la Clso del
inhibidor con respecto al resto de las otras PI3-cinasas de tipo I.

Como se usa en el presente documento, el término "inhibidor doble de PI3-cinasa &/y" e "inhibidor selectivo de PI3-
cinasa O/y" se refiere a un compuesto que inhibe la actividad tanto de la PI3-cinasa & como de la isozima y mas
eficazmente que otras isoenzimas de la familia PI3K. Por lo tanto, un doble inhibidor de PI3-cinasa d/y es mas
selectivo para PI3-cinasa & y y que los inhibidores de PI3K convencionales tales como CAL-130, wortmanina y
LY294002, que son inhibidores no selectivos de PI3K.
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La inhibicién de PI3-cinasa & y y puede ser de beneficio terapéutico en el tratamiento de diversas afecciones, por
ejemplo, afecciones caracterizadas por una respuesta inflamatoria que incluyen, pero sin limitacion, enfermedades
autoinmunes, enfermedades alérgicas y enfermedades artriticas. De manera importante, la inhibicion de la funcién
de PI3-cinasa 8 y y no parece afectar a las funciones bioldgicas tales como la viabilidad y la fertilidad.

La "respuesta inflamatoria" como se usa en el presente documento, se caracteriza por enrojecimiento, calor,
hinchazén y dolor (es decir, inflamacion) y tipicamente implica lesién o destruccion tisular. Una respuesta
inflamatoria suele ser una respuesta protectora localizada provocada por una lesion o destruccion de los tejidos, que
sirve para destruir, diluir o aislar (secuestrar) tanto el agente dafino como el tejido lesionado. Las respuestas
inflamatorias se asocian notablemente con la afluencia de leucocitos y/o quimiotaxis de leucocitos (por ejemplo,
neutrofilos). Las respuestas inflamatorias pueden ser el resultado de la infeccidon con organismos y virus patégenos,
medios no infecciosos, tal como traumatismo o reperfusion después de infarto de miocardio o ictus, respuestas
inmunes a antigenos extrafios, y enfermedades autoinmunes. Las respuestas inflamatorias susceptibles de
tratamiento con los métodos y compuestos de acuerdo con la invencion incluyen afecciones asociadas con
reacciones del sistema de defensa especifico, asi como también afecciones asociadas con reacciones del sistema
de defensa no especifico.

Los métodos terapéuticos de la invencion incluyen métodos para la mejora de las afecciones asociadas con la
activacion de células inflamatorias. "Activacion de células inflamatorias" se refiere a la induccidon por un estimulo
(incluyendo, pero sin limitacién, citocinas, antigenos o autoanticuerpos) de una respuesta celular proliferativa, la
produccién de mediadores solubles (incluyendo, pero sin limitacion, citocinas, radicales de oxigeno, enzimas,
prostanoides o aminas vasoactivas), o la expresion de la superficie celular de un nimero nuevo o aumentado de
mediadores (incluyendo, pero sin limitacion, antigenos de histocompatibilidad principales o moléculas de adhesion
celular) en células inflamatorias (incluyendo, pero sin limitacién, monocitos, macroéfagos, linfocitos T, linfocitos B,
granulocitos (leucocitos polimorfonucleares incluyendo neutréfilos, baséfilos y eosindfilos), mastocitos, células
dendriticas, células de Langerhans y células endoteliales). Los expertos en la técnica apreciaran que la activacion de
uno o una combinacidon de estos fenotipos en estas células puede contribuir a la iniciacion, perpetuacion o
exacerbacion de una afeccion inflamatoria.

"Enfermedad autoinmune" como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier grupo de trastornos en los
que la lesion tisular se asocia con respuestas humorales o mediadas por células a los propios constituyentes del
cuerpo.

El "rechazo de trasplante” como se usa en el presente documento se refiere a cualquier respuesta inmune dirigida
contra tejido injertado (incluyendo 6rganos o células (por ejemplo, médula dsea), caracterizada por una pérdida de
funcion de los tejidos injertados y circundantes, dolor, hinchazén, leucocitosis y trombocitopenia).

"Enfermedad alérgica" como se usa en el presente documento se refiere a cualquier sintoma, dafo tisular o pérdida
de la funcion del tejido resultante de la alergia.

"Enfermedad artritica" como se usa en el presente documento se refiere a cualquier enfermedad que se caracteriza
por lesiones inflamatorias de las articulaciones atribuibles a una variedad de etiologias.

"Dermatitis" como se usa 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 previamente, el término "inhibidor selectivo dual de PI3-cinasa &/y" generalmente se refiere a
un compuesto que inhibe la actividad de la isozima de PI3-cinasa & y y mas eficazmente que otras isozimas de la
familia PI3K. Las eficacias relativas de los compuestos como inhibidores de una actividad enzimatica (u otra
actividad biolégica) pueden establecerse determinando las concentraciones a las que cada compuesto inhibe la
actividad en un grado predefinido y luego comparando los resultados. Tipicamente, 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 "Clso". Las determinaciones de Clso se pueden lograr usando técnicas convencionales conocidas en la
técnica. En general, una Clso puede determinarse midiendo la actividad de una enzima dada en presencia de un
intervalo de concentraciones del inhibidor en estudio. Los valores de actividad enzimatica obtenidos
experimentalmente se representan frente a las concentraciones de inhibidor utilizadas. La concentracion del
inhibidor que muestra un 50% de actividad enzimatica (en comparacién con la actividad en ausencia de cualquier
inhibidor) se toma como el valor de Clso. De forma analoga, otras concentraciones inhibitorias se pueden definir a
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través de determinaciones de actividad apropiadas. Por ejemplo, en algunos entornos puede ser deseable
establecer una concentracion inhibidora del 90%, es decir, Clgo, etc.

Por consiguiente, se puede entender que un inhibidor selectivo dual de PI3-cinasa &/y se refiere a un compuesto que
presenta una concentracion inhibidora del 50% (Clso) con respecto a Pl3-cinasa & y y, que es al menos 10 veces
menor, al menos 20 veces menor, o al menos 30 veces menor que el valor de Clso con respecto a cualquiera o todos
los demas miembros de la familia PI3K de clase |. En una forma de realizacion alternativa de la invencion, puede
entenderse que el término inhibidor selectivo dual de Pl3-cinasa &/y se refiere a un compuesto que presenta una Clso
con respecto a Pl3-cinasa 8 y y que es al menos 30 veces menor, al menos 50 veces menor, al menos 100 veces
menor, al menos 200 veces menor, o al menos 500 veces menor que la Clso con respecto a cualquiera o todos los
demas miembros de la familia PI3K de clase I. Un inhibidor selectivo dual de PI3-cinasa &/y se administra
tipicamente en una cantidad tal que inhibe selectivamente tanto la actividad de PI3-cinasa & como y, como se ha
descrito anteriormente.

En ciertas formas de realizacion, los compuestos de la presente invencion presentan una inhibiciéon de PI3-cinasa &
y y casi igual (~1:1) o en una relacion maxima de 1:5, es decir, el compuesto de la presente invencién presenta casi
valores de Clso iguales tanto para la enzima PI3-cinasa & como y, o como maximo una diferencia de 3 a 8 veces
entre las dos.

Los métodos de la invencion pueden aplicarse a poblaciones celulares in vivo o ex vivo. "In vivo" significa dentro de
un individuo vivo, como dentro de un animal o ser humano o en el cuerpo de un sujeto. En este contexto, los
métodos de la invencién pueden usarse terapéutica o profilacticamente en un individuo. "Ex viva" o "in vitro" significa
fuera de un individuo vivo. Los ejemplos de poblaciones de células ex vivo incluyen cultivos de células in vitro y
muestras biolégicas que incluyen, pero sin limitacién, muestras de fluido o de tejido obtenidas de individuos. Dichas
muestras se pueden obtener por métodos conocidos en la técnica. Las muestras de fluido biolégico ejemplares
incluyen sangre, liquido cefalorraquideo, orina y saliva. Las muestras de tejido ejemplares incluyen tumores y
biopsias de las mismas. En este contexto, la invencion se puede usar para una diversidad de propdésitos, incluyendo
fines terapéuticos y experimentales. Por ejemplo, la invencion puede usarse ex vivo o in vitro para determinar el
programa optimo y/o la dosificacion de la administracion de un inhibidor selectivo de PI3-cinasa & para una
indicacion dada, tipo de célula, individuo y otros parametros. La informacién obtenida de dicho uso puede usarse con
fines experimentales o de diagndstico o en la clinica para establecer protocolos para el tratamiento in vivo. Otros
usos ex Vivo para los cuales la invenciéon puede ser adecuada se describen a continuacién o seran evidentes para
los expertos en la técnica.

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, cada
una de las cuales se incorpora por la presente por referencia en su totalidad.

Composiciones Farmacéuticas

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

Los vehiculos y/o excipientes farmacéuticos se pueden seleccionar de, por ejemplo, diluyentes, cargas, sales,
disgregantes, aglutinantes, lubricantes, emolientes, agentes humectantes, matrices de liberaciéon controlada,
colorantes, saporiferos, tampones, estabilizantes, solubilizantes y combinaciones de los mismos.

En una forma de realizacion, las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento contienen de
aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 1.000 mg, tal como de aproximadamente 1 mg a aproximadamente
1.000 mg, de aproximadamente 20 mg a aproximadamente 800 mg, de aproximadamente 50 mg a
aproximadamente 600 mg o de aproximadamente 50 mg a aproximadamente 600 mg de uno o0 mas compuestos de
la presente invencion. En otra forma de realizacién, las composiciones farmacéuticas descritas en el presente
documento contienen de aproximadamente 100 mg a aproximadamente 400 mg de uno o mas compuestos de la
presente invencion.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se pueden administrar en solitario o en combinacion con
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uno o mas de agentes activos diferentes. Cuando se desee, los compuestos objeto y otros agentes se pueden
mezclar en una preparacion, 0 ambos componentes se pueden formular en preparaciones separadas para usarlos
en combinacion por separado o al mismo tiempo.

Los compuestos y composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden administrarse por cualquier via
que permita la administracion de los compuestos al sitio de accidn, tal como por via oral, intranasal, tépica (por
ejemplo, transdérmica), intraduodenal, parenteral (incluyendo por via intravenosa, intraarterial, intramuscular,
intravascularal, intraperitoneal o mediante inyeccion o infusion), intradérmica, intramamaria, intratecal, intraocular,
retrobulbar, intrapulmonar (por ejemplo, farmacos en aerosol) o subcutanea (incluyendo la administracion de
depésito para liberacion a largo plazo, por ejemplo, incrustado bajo la capsula esplénica, el cerebro, o en la cérnea),
sublingual, anal, rectal, vaginal o mediante implantacidon quirdrgica (por ejemplo, incrustado debajo de la capsula
esplénica, el cerebro, o en la cornea).

Las composiciones pueden administrarse en forma solida, semisdlida, liquida o gaseosa, o pueden estar en polvo
seco, tal como una forma liofilizada. Las composiciones farmacéuticas pueden envasarse en formas convenientes
para la administracion, incluyendo, por ejemplo, formas de dosificacion sélidas, tales como capsulas, sobrecitos,
sellos, gelatinas, papeles, comprimidos, supositorios, granulos, pildoras, trociscos y pastillas. El tipo de envase
dependera de la ruta de administracion deseada. También se contemplan formulaciones de liberacion sostenida
implantables, como son las formulaciones transdérmicas.

Procedimientos de tratamiento

La cantidad del compuesto a administrar depende del mamifero que se esta tratando, la gravedad del trastorno o
afeccion, la velocidad de administracion, la disposicion del compuesto y el criterio del médico que prescribe. Sin
embargo, una dosificacion eficaz esta en el intervalo de aproximadamente 0,001 a aproximadamente 100 mg/kg de
peso corporal al dia, preferiblemente de aproximadamente 1 a aproximadamente 35 mg/kg/dia, en dosis Unicas o
divididas. Para un ser humano de 70 kg, esto seria de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 7 g/dia,
preferiblemente de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 2,5 g/dia. Una cantidad eficaz de un compuesto de la
invencion se puede administrar en dosis unicas o multiples (por ejemplo, dos veces o tres veces al dia).

Los compuestos de la presente invencién se pueden usar en combinacion con uno o mas de los agentes
anticancerosos (por ejemplo, agentes quimioterapéuticos), anticuerpos terapéuticos y tratamiento de radiacion.

Los compuestos de la invencion pueden formularse o administrarse junto con otros agentes que actuan para aliviar
los sintomas de afecciones inflamatorias tales como la encefalomielitis, el asma y las otras enfermedades descritas
en el presente documento. Estos agentes incluyen medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (AINE).

Ejemplos

Los ejemplos y las preparaciones que se proporcionan a continuacion ilustran y ejemplifican adicionalmente los
compuestos de la presente invencion y los métodos de preparacion de dichos compuestos. Debe entenderse que el
alcance de la presente invencion no esta limitado en modo alguno por el alcance de los siguientes ejemplos y
preparaciones. En los ejemplos siguientes, las moléculas con un uUnico centro quiral, a menos que se indique lo
contrario, existen como una mezcla racémica. Estas moléculas con dos o mas centros quirales, a menos que se
indique lo contrario, existen como una mezcla racémica de diasteredmeros. Los enantiomeros/diasteredmeros
individuales se pueden obtener por métodos conocidos por los expertos en la técnica.

Los intermedios descritos en el presente documento pueden prepararse mediante los métodos descritos en las
Publicaciones Internacionales N.° WO 11/055215 y WO 12/151525, ambas de las cuales se incorporan por la
presente por referencia.

Intermedio 1: N-(5-bromo-2-metoxifenil)metanosulfonamida: A una soluciéon de 5-bromo-2-metoxianilina (1,00 g,
4,94 mmol) en diclorometano (10 ml), se le afiadié piridina (0,800 ml, 9,89 mmol) y se enfrié a 0°C. Se anadi6 cloruro
de metanosulfonilo (0,40 ml, 5,19 mmol) y se agité durante 30 min. La mezcla de reaccién se inactivé con agua, se
extrajo con acetato de etilo, se secé sobre sulfato sdédico anhidro y se concentré a presion reducida. El producto en
bruto se sometié a cromatografia con acetato de etilo : éter de petréleo para proporcionar el compuesto del titulo en
forma de un sélido de color rojizo (1,20 g, 87%).

Intermedio 2: N-(2-metoxi-5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil)metanosulfonamida: Se afiadieron
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acetato potasico (0,841 g, 8,57 mmol) y bis(pinacolato)diboro (1,190 g, 4,71 mmol) a una solucion del intermedio 1
(1,20 g, 4,28 mmol) en dioxano (17,5 ml) y la solucion se desgasificé durante 30 min. Se afiadié [1,1'-
bis(difenilfosfino)ferroceno]dicloropaladio (I1).CH2Cl2 (0,104 g, 0,128 mmol) en una atmédsfera de nitrégeno y se
calenté a 80°C. Después de 2 h, la mezcla de reaccién se filtré a través de celite y se concentrd. El producto en
bruto se purificé por cromatografia en columna con acetato de etilo : éter de petrdleo para proporcionar el compuesto
del titulo en forma de un solido de color amarillo (1,00 g, 71%). "H RMN (& ppm, CDCI3, 400 MHz): 7,91 (d, J =
1,2Hz, 1H), 7. 62 (dd, J = 8,1, 1,2Hz, 1H), 6. 92 (d, J = 8,1Hz, 1H), 6,73 (s, 1H), 3,91 (s, 3H), 2,98 (s, 3H), 1,32 (s,
12H).

Intermedio  3:  (S)-2-(1-(4-amino-3-(4-metoxi-3-nitrofenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-5-fluoro-3-(3-
fluorofenil)-4H-cromen-4-ona: (S)-2-(1-(4-amino-3-(4-metoxi-3-nitrofenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-5-
fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona: A una solucion de (R)-5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-2-(1-hidroxietil)-4H-cromen-
4-ona (0,500 g, 1,64 mmol) en THF (5 ml), se le afiadieron 3-(4-metoxi-3-nitrofenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-
amina (0,564 g, 1,97 mmol) y trifenilfosfina (0,649 g, 2,47 mmol) seguido de la adicion de azodicarboxilato de
diisopropilo (0,50 ml, 2,47 mmol). Puede prepararse ((R)-5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-2-(1-hidroxietil)-4H-cromen-4-ona
como se describe para los Intermedios 23, 25, y 26 en la Publicacion Internacional N.° WO 2012/0151525.). Después
de 4 h a temperatura ambiente, la mezcla se concentr6 y el residuo se purificdé por cromatografia en columna con
acetato de etilo:éter de petréleo para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido de color pardo
(0,270 g, 29%). 'H RMN (& ppm, DMSO-d6, 400 MHz): 8,04 (s, 1H), 7,83 (m, 1H), 7,63-7,50 (m, 3H), 7,29 (m, 2H),
7,06 (dt, J = 8,7,2,2Hz, 1H), 6,94 (m, 2H), 6,75 (dd, J = 8,1,2,1Hz, 1H), 5,95 (c, J = 7,0Hz, 1H), 4,98 (s, 2H), 3,81 (s,
3H), 1,86 (d, J = 7,0 Hz, 3H).

Intermedio 4: (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-amino-4-metoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-5-fluoro-3-(3-
fluorofenil)-4H-cromen-4-ona: (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-amino-4-metoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-5-
fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona: A una solucion del Intermedio 3 (0,260 g, 0,455 mmol) en etanol (5 ml), se
le anadié Ni Raney (0,130 g) y se hidrogené a 20 psi a 50°C durante 24 h. La mezcla de reaccion se paso a través
de un lecho de celite y se concentré para proporcionar el compuesto del titulo en forma de un soélido de color pardo
(0,150 g, 60%). Masa: 540,8 (M*).

Ejemplo A

N-(5-(4-amino-1-(1-(5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4-oxo-4H-cromen-2-il)etil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-2-
metoxifenil)metanosulfonamida

A una soluciéon de 2-(1-(4-amino-3-yodo-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-
ona (0,200 g, 0,366 mmol) en DME (2,1 ml) y agua (0,67 ml), se le afiadieron el intermedio 2 (0,179 g, 0,550 mmol) y
carbonato sodico (0,116 g, 1,10 mmol) y el sistema se desgasificd durante 30 min. Puede prepararse (2-(1-(4-amino-
3-yodo-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona como se describe para los
Intermedios 23, 25, y 26 en la Publicacion Internacional N.° WO 2012/0151525). Se afadié bis(difenilfosfino)
ferroceno]dicloropaladio (ll) (0,059 g, 0,075 mmol) y se mantuvo en irradiacién de microondas (potencia del
microondas = 100 W, temperatura = 100°C) durante 45 min. La mezcla de reaccion se filtré6 sobre Celite, se
concentrd y se extrajo con acetato de etilo. La capa organica se secé sobre sulfato sédico y se concentré a presion
reducida. El producto en bruto se purificé por cromatografia en columna con metanol: diclorometano para
proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido de color pardo (0,080 g, 35%). P.F.: 216-218 °C. 'H RMN
(d ppm, CDCls, 400 MHz): 8,20 (s, 1H), 7,73 (s, 1H), 7,53 (m, 2H), 7,31 (m, 2H), 7,07-6,73 (m, 6H), 6,07 (c, J = 6,2
Hz, 1H), 3,98 (s, 3H), 3,14 (s, 3H), 2,01 (d, J = 6,0Hz, 3H).

Ejemplo A1y A2
Método A

(S)-N-(5-(4-amino-1-(1-(5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4-oxo-4H-cromen-2-il)etil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-2-
metoxifenil)metanosulfonamida

y (R)-N-(5-(4-amino-1-(1-(5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4-oxo0-4H-cromen-2-il)etil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-2-
metoxifenil)metanosulfonamida
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MeO  HN-sO,Me MeO  HN~sO,Me

Los isoméros enantioméricamente puros se separaron en condiciones de SFC preparativa (fluidos supercriticos) a
partir de N-(5-(4-amino-1-(1-(5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4-oxo-4H-cromen-2-il)etil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-2-
metoxifenil)metanosulfonamida (0,500 g) en una columna CHIRALPAK AS-H (250 x 30 mm; 5 ym) usando metanol :
CO2 (55:45) como la fase movil a un caudal de 80 g/min.

Ejemplo A1 (isémero S): Sdlido de color pardo (0,247 g). Exceso enantiomérico: 97,4%. Tiempo de retencion: 2,14
min. Masa: 619,1 (M*+1). P.F.. 156-158°C.

Ejemplo A2 (isémero R): Sélido de color pardo (0,182 g). Exceso enantiomérico: 99,3%. T. de retencion: 3,43 min.
Masa: 619,1 (M*+1). P.F.: 168-171°C.
Método A1

(S)-N-(5-(4-amino-1-(1-(5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4-oxo-4H-cromen-2-il)etil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-2-
metoxifenil)metanosulfonamida

y (R)-N-(5-(4-amino-1-(1-(5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4-oxo-4H-cromen-2-il)etil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-2-
metoxifenil)metanosulfonamida

MeO  HN-s0,Me MeO  HN~so,Me

Los isoméros enantioméricamente puros se separaron en condiciones de SFC preparativa (fluidos supercriticos) a
partir de N-(5-(4-amino-1-(1-(5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4-oxo-4H-cromen-2-il)etil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-2-
metoxifenil)metanosulfonamida (15,0 g) en una columna CHIRALPAK AS-H (250 x 20 mm; 5 pm) usando metanol :
COz2 (45:55) como la fase movil a un caudal de 120 g/min.

Ejemplo A1 (isémero S): Exceso enantiomérico: 100 %. Tiempo de retencion: 2,21 min. Masa: 619,1 (M*+1). P.F.:
175-178°C. Rotacion 6ptica especifica (C = 1 en cloroformo, a 25°C) : [a]p = + 147,16.

Ejemplo A2 (isomero R): Exceso enantiomérico: 99,3%. T. de retencién: 3,72 min. Masa: 619,1 (M*+1). P.F.: 154-
157°C. Rotacion éptica especifica (C = 1 en cloroformo, a 25°C) : [a]o = - 159,54.

Procedimiento B
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Ejemplo A1

(S)-N-(5-(4-amino-1-(1-(5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4-oxo-4H-cromen-2-il)etil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-2-
metoxifenil)metanosulfonamida

A una solucién del Intermedio 4 (0,500 g, 0,923 mmol) en diclorometano (5 ml) enfriado a 0°C se le afiadié piridina
(0,200 ml, 1,84 mmol) y se agitd durante 10 min. Se afiadié cloruro de metanosulfonilo (0,100 ml, 0,923 mmol)
agitado durante 30 min. La mezcla de reaccién se inactivd con agua, se extrajo con diclorometano y se secé sobre
sulfato sodico. El producto en bruto se sometid a cromatografia en columna con metanol:diclorometano para
proporcionar el compuesto del titulo en forma de un sélido de color blanquecino (0,240 g, 42%). P.F.: 211-213°C. 'H
RMN (& ppm, DMSO-d6, 400 MHz): 9,15 (s, 1H), 8,06 (s, 1H), 7,83 (m, 1H), 7,49 (m, 4H), 7,28 (m, 4H), 7,08 (dt, J =
8,6,1,7 Hz, 1H), 6,92 (s, 2H), 5,98 (c, J = 6,9 Hz, 1H), 3,88 (s, 3H), 2,99 (s, 3H), 1,88 (d, J = 7,0 Hz, 3H). Exceso
enantiomérico: 85,4% segun se determind por HPLC en una columna chiralpak AS-3R, enriquecida en el isémero de
elucion rapida (tiempo de retencion = 7,46 min).

Estabilidad metabdlica

Los estudios de estabilidad metabdlica se realizaron en los Compuestos A, A1, y A2, asi como el Ejemplo 128 del
documento WO 2012/151525 usando microsomas de higado de raton, rata, perro, mono y ser humano. El protocolo
para los estudios con microsomas de higado de ratén, rata y ser humano (todos de BD Gentest, EE. UU.) se
proporciona a continuacion. Se preincubaron 0,4 mg de proteina con NADPH (cofactor) 2 mM en tampén fosfato (pH
~7,4) durante 15 minutos a 37°C y después se afiadieron con el elemento de ensayo 1 uM y se incubaron durante
60 minutos mas por triplicado. La mezcla de reaccion se terminé con metanol que contenia un patrén interno y se
centrifugé adicionalmente para analizar el elemento de ensayo que quedaba en el sobrenadante por LC-MS/MS. El
porcentaje de compuesto original restante se calcul6 en comparacion con muestras similares terminadas a los 0
minutos. Los resultados se proporcionan en la Tabla 1 a continuacion.

Los datos de estabilidad metabdlica para el Compuesto A1 indican que presenta un perfil farmacocinético superior.

Tabla 1
Compuesto Estabilidad metabdlica en microsomas de higado
Raton Rata Perro Mono Ser humano
Ejemplo 128 del documento WO 2012/151525 85,0 73,3 ND ND 70,4
Compuesto A 96 91 64,3 42,3 69,7
Compuesto A1 85,9 94,2 83,5 78,8 95,7
Compuesto A2 68,9 79,5 52,3 1,9 60,2
ND - No determinado

Unién a proteinas

A continuacion, se proporciona el procedimiento para medir la unidén a proteinas plasmaticas (utilizando un método
de didlisis en equilibrio). Se transfirieron 745 pl de plasma a un tubo de microcentrifuga de 2 ml. A éste se le
afadieron 5 pl de Compuesto A1 (150 uM). Las muestras se mezclaron en el agitador vorticial de mesa durante 2
minutos. Se transfirieron 50 pl de plasma (n = 2) en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml previamente etiquetado
tratado como muestra de 0 horas.

La muestra de plasma restante de 650 pl se incub6 durante 30 minutos a 37°C en un bafo de agua. Después de 30
minutos de incubacion, se eliminaron 50 ul de plasma (n = 2) en un tubo de microcentrifuga de 1,5 ml previamente
marcado tratado como muestra de 0,5 horas. Se transfirieron 200 ul de la muestra de plasma (n = 2) a la camara de
la muestra, que se indicé mediante el anillo rojo. El inserto rojo se colocé en la placa de base y se transfirieron 350 pl
de tampon a la camara del tampoén. Las placas se incubaron a 37°C a aproximadamente 100 RPM en un agitador
orbital 0 20 RPM en un agitador ascendente y descendente durante 4 horas. 50 pl de muestra posterior a la dialisis
del tampédn y las camaras de plasma se transfirieron a un tubo microcentrifugado premarcado. Se afiadieron 50 ul de
plasma a las muestras de tampoén y un volumen igual de tampén (tampon KH2PO4 pH 7,4) a las muestras de plasma
recogidas. Se afadieron 150 yl de metanol que contenia patrén interno (Tolbutamida 250 ng/ml) para precipitar la
proteina y liberar el compuesto. Las muestras se agitaron vorticialmente durante 3 minutos en un agitador vorticial de
mesa y se centrifugaron durante 5 minutos a 14.000 rpm. El sobrenadante se sometié a analisis por LC-MS/MS.

19



10

15

20

ES 2708 748 T3

Los datos de union a proteinas plasmaticas para el Compuesto A1 se proporcionan en la Tabla 2 a continuacion:

Tabla 2
Unidn de proteinas (%)
Ratén | Rata | Perro | Mono | Ser humano
97,61 | 99,04 | 95,85 | 94,71 97,24

Farmacocinética

La biodisponibilidad oral del Compuesto A1 (base libre) se evalud en ratas y ratones. El protocolo para los estudios
de farmacocinética en ratas se proporciona a continuacion.

Todos los animales se mantuvieron en ayunas durante la noche (12 horas) antes de la dosificaciéon y se continué
hasta 4,0 horas después de la administracion del elemento de ensayo. Las formulaciones de los elementos de
ensayo se prepararon en Tween 80 al 1% y medio al 99% (0,5% de metilcelulosa, 4000 cPs, pH 2,2). Las muestras
de sangre (150 pl de cada animal) se recogieron del seno orbital y se colocaron en un tubo de microcentrifuga que
contenia EDTA disédico como anticoagulante. Las muestras de sangre se centrifugaron inmediatamente con una
velocidad de 1000 g durante 10 minutos a 4°C y las muestras de plasma separadas se congelaron a menos de -
80°C y se almacenaron hasta el analisis. Las concentraciones del elemento de ensayo en todas las formulaciones se
analizaron por HPLC. Las concentraciones plasmaticas del elemento de ensayo en todas las muestras se analizaron
por LC-MS/MS. Los parametros farmacocinéticos (Cmax, AUCo-t, Tmax, Y t%) se estimaron utilizando el software
WinNonlin. Los resultados se proporcionan en la Tabla 3 para el Compuesto A, A1y el Ejemplo 128 del documento
WO 2012/151525 en ratas y el Compuesto A1 en ratones.

Tabla 3

Ej. 128 del documento WO Compuesto Compuesto Compuesto

Compuesto | Unidades 2012/151525 A A1 A1

Animal Rata Ratones

Ruta Oral Oral Oral Oral

Dosis mg/kg 10 10 10 10

N 2 2 4 3

Cmax uM 0,68 1,02 11,38 3,78

AUCo-t pUM:-h 2,01 7,95 97,76 7,49

Tmax h 0,83 2,67 1,83 0,50

ty h 1,56 4,52 2,45 1,45
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Los Compuestos A y A1 mostraron perfiles farmacocinéticos superiores en comparacién con el Ejemplo 128 del
documento WO 2012/151525. Por ejemplo, el Compuesto A mostré un aumento de -1,5 veces en Cmax, Un aumento
de ~4 veces en AUCo-t, y un aumento de ~2,8 veces en ty; en comparacion con el Ejemplo 128 del documento WO
2012/151525. El Compuesto A1 mostré un aumento de -16 veces en Cmax, un aumento de 48 veces en AUCo., ¥y un
aumento de ~1,6 veces en ty, en comparacion con el Ejemplo 128 del documento WO 2012/151525.

Ensayos bioldgicos

Las propiedades farmacoldgicas de los compuestos descritos en el presente documento pueden confirmarse
mediante una serie de ensayos farmacoldgicos, como se ilustra a continuacion.

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

Las fosfoinositida 3 cinasas (PI3K) pertenecen a una clase de cinasas lipidicas que desempefian un papel critico en
la regulaciéon de varios procesos celulares clave. Las PI3K son capaces de fosforilar la posicién 3-hidroxi de los
fosfoinositoles, generando de este modo segundos mensajeros implicados en eventos de sefalizacion aguas abajo.
El ensayo de fluorescencia homogénea resuelta en el tiempo (HTRF) permite la deteccién de 3,4,5-trifosfato (PIP3)
formado como resultado de la fosforilacion de fosfotidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) por las isoformas de PI3K, tales
comoa, B,yod.

La actividad de la isoforma de PI3K para a, 8, y 0 & se determin6 usando un kit de ensayo HTRF™ de PI3K humana
(Millipore, Billerica, MA) con modificaciones. Todas las incubaciones se realizaron a temperatura ambiente. Se
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anadieron 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 contenia 14,5 pl de mezcla de tampdn de reaccién 1X/PIP2
(MgCl2 10 mM, DTT 5 mM, PIP2 1,38 uM) con o sin enzima, seguido de 5 pl/pocillo de ATP 400 uM y se incubarond
urante 30 minutos mas. La reaccién se terminé afadiendo 5 pl/pocillo de solucion de parada (Millipore, Billerica,
MA). Después, se afiadieron 5 ul de mezcla de deteccion (Millipore, Billerica, MA) a cada pocillo y se incubaron
durante 6-18 horas en la oscuridad. La relacién de HRTF se midié en un lector de microplacas (BMG Labtech.,
Alemania) a una longitud de onda de excitacion de 337 nm y longitudes de onda de emisién de 665 y 615 nm con un
tiempo de integracion de 400 ms con retardo de recuento de 50 ms. Los resultados para los Compuestos A, A1y A2
se muestran en la Tabla 4 a continuacion. Los datos comparativos para el Compuesto A1 y el Ejemplo 128 del
documento de patente WO2012/151525 se proporcionan en la Tabla 5 a continuacion.

Tabla 4
Clso (nM)
Compuesto |5 s T PisKa | Pi3KB | Pi3Ky
A 102,8 ND ND 82,94
A1 30,46 | >10000 | 1359 48,72
A2 92,95 ND ND >10 uM
ND: No determinado
Tabla 5
Perfil de selectividad
Ensayo Clso (nM) Factor de selectividad
Compuesto PI3K3 | PI3Ky PI3Ka PI3KB
Ejemplo 128 del documento WO 2012/151525 | 76,01 70,70 NC (38,29%) NC (51,04%)
Compuesto A 102,8 82,94 ND ND
Compuesto A1 30,46 | 48,72 | >329 (23,02**) | >45 (46,8*) (Clso = 1359 nM)
Compuesto A2 92,95 | >10000 ND ND
* % de inhibicién a 1uM; ** % de inhibiciéon a 10 uM; NC-No calculado y ND: No determinado

Ensayo 2: Ensayo de proliferacién celular in vitro en lineas celulares leucémicas

Los ensayos de inhibicion del crecimiento se realizaron usando medio complementado con FBS al 10%. Las células
se sembraron a una concentracion de 5000 - 20.000 células/pocillo en una placa de 96 pocillos. Los compuestos de
ensayo a una concentracion que variaba de 0,01 a 10000 nM se afiadieron después de 24 horas. El crecimiento se
evalué usando la prueba de reduccion con colorante de bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio
(MTT) a 0 horas (antes de la adicién del compuesto de ensayo) y 72 horas después de la adicién del compuesto de
ensayo. Se leyé la absorbancia en un Fluostar Optima (BMG Labtech, Alemania) a una longitud de onda de 450 nm.
Los datos se analizaron utilizando GraphPad Prism y, por consiguiente, se calculé el porcentaje de inhibiciéon debido
al compuesto de ensayo en comparacion con el control.

El Compuesto A1 causo una reduccion en la viabilidad celular del linfoma T (MOLT-4, Jurkat, CCRF-CEM, Hut-78 y
HuT-102) con valores de Clso que variaban de 2,5-12,8 uM para el intervalo de dosis ensayado. Ademas, el
compuesto A1 no mostré ninguna citotoxicidad aparente durante el periodo de incubacién de 72 horas.

Ensayo 3: Inhibicion de la fosforilacién de AKT en lineas celulares leucémicas

Se incubaron células MOLT-4, Jurkat, CCRF-CEM, y Hut-78 con concentraciones deseadas de compuesto durante
48 horas. Las células se lisaron y pAKT se determind mediante transferencia de Western. Las bandas se
cuantificaron utilizando ImageJ y se normalizaron con respecto a actina.

El Compuesto A1 causé una reduccion en la expresion de pAKT en lineas celulares de linfoma T (MOLT-4, Jurkat,
CCRF-CEM y Hut-78) con valores de CEso que variaban de 0,02-1,6 uM para el intervalo de dosis ensayado.

Ensayo 4: Inhibicion de la sefalizacion de PI3K 8 y y en basdfilos de sangre entera humana

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

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2708 748 T3

- Mezclar la muestra de sangre anticoagulada invirtiendo el tubo de venopuncion varias veces;

- Preparar tubos de polipropileno o poliestireno de 3,5 ml nuevos vy libres de pirégenos, adecuados para las
mediciones de citometria de flujo;

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

- Adadir 1 yl de DMSO al 10% (fondo) o compuesto de ensayo (DMSO al 10%) a los tubos asignados y
mezclar suavemente. Incubar a temperatura ambiente durante 15 minutos;

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

- Afadir 100 pl de tampdn de estimulacion a cada tubo;

- Mezclar suavemente. Afadir 20 pl de reactivo de tincion (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 bafo de agua. (el uso de
una incubadora llevara unos 10 minutos mas de tiempo de incubacion debido a una transferencia de calor
menos eficiente);

- Afiadir 2 ml de reactivo de lisado 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 vorticialmente de forma suave y adquirir los datos del citdmetro de flujo en el mismo dia.

El porcentaje de células positivas para CD63 dentro de la poblacién basdfila cerrada se determind en diferentes
grupos de tratamiento y se normalizé con respecto al control de vehiculo.

El Compuesto A1 presenté una CEso de <30 nM para FceR1(PI3K 8) y una Clso de <70 nM para fMLP (PI3K y)(n =
1).

Ensayo 4A: Actividad celular que demuestra la selectividad del Compuesto A1 hacia las isoformas PI3K Delta y PI3K
gamma

Ensayo 4A1: Proliferacién de linfocitos B inducida por anti-lgM (para selectividad de PI3Kd)

El objetivo de este estudio fue evaluar el potencial inhibitorio del Compuesto A1 en la proliferacion de linfocitos B
humanos inducida por anti-lgM.

Colocacién en placas y tratamiento

- Los linfocitos B aislados se resuspendieron a 1,0 x 108 células por ml. Se afiadieron 100 yl de suspension
celular a cada pocillo de una placa de 96 pocillos. Se mantuvieron los triplicados.

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

- La placa tratada se incubé durante 30 minutos a 37°C, CO2 al 5% y luego se afiadieron 50 pl de inductor
4X y se mezclaron mediante pipeteo.

- La placa se incub6 a 37°C, COz al 5% durante 72 horas.

- El medio se aspir6 y se afiadieron 150 pyl de DMSO para disolver los cristales de formazan.

- La absorbancia se leyé a Aseo y Asso nm.

Los datos demuestran el potencial inhibitorio del Compuesto A1 en la induccién mediada por PI3Kd de la
proliferacion de linfocitos B humanos. Véase, por ejemplo, Baeker et al., Journal of Immunology, 134: 3532-3538,
1985.

Ensayo 4A2: Fosforilacién de AktS473 inducida por LPA en fibroblastos 3T3 (para selectividad de PI3KB)

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto del Compuesto A1 en la fosforilacion de AktS473 inducida por
LPA mediada por PI3K( cinasa en fibroblastos 3T3.

- Las células 3T3 se trataron con las concentraciones deseadas del compuesto de ensayo durante 15

minutos. Se afiadié 1 ml de LPA 2X de manera que la concentracion final fue de 5 uM y se incubé durante 5
minutos.
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- El medio se descart6 y se lavé con 1 ml de PBS 1X enfriado con hielo.

- Se afadieron 250 pl de tampdn de lisis celular y se incubaron en hielo durante 30 minutos.

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

- Las muestras se analizaron mediante transferencia de Western utilizando pAKT (S473) como IgG-HRP
primario y anti-conejo como anticuerpo secundario.

- La intensidad de las bandas se determiné utilizando ImagedJ 1.42q (NIH, EE. UU.) y se normalizé con
respecto a Actina (control de carga). Los datos se representaron graficamente utilizando GraphPad Prism
(version 5.02).

Los resultados demuestran la selectividad del Compuesto A1 sobre la isoforma beta de PI3K. Véase, Albuquerque et
al., J. Biol. Chem., 278, 39830-39838, 2003.

Ensayo 4A3: Fosforilacién de AktS473 inducida por c5a en macréfagos RAW 264.7 (para selectividad de P13Ky)

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto del Compuesto A1 en la fosforilacion de AktS473 inducida por
c5a mediada por PI3Ky cinasa en macréfagos RAW 264.7.

- Las células RAW 264.7 se trataron con las concentraciones deseadas del compuesto de ensayo durante
15 minutos. Se anadié 1 ml de c5a 2X de manera que la concentracion final fue de 50 ng/ml y se incubd
durante 15 minutos.

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

- Se afiadieron 250 pl de tampdn de lisis celular y se incubaron en hielo durante 30 minutos.

- Las muestras se centrifugaron y el sobrenadante se almacend a -80°C hasta el andlisis.

- Las muestras se analizaron mediante transferencia de Western utilizando pAKT (S473) como IgG-HRP
primario y anti-conejo como anticuerpo secundario.

- La intensidad de las bandas se determiné utilizando Imaged 1.42q (NIH, EE. UU.) y se normalizé con
respecto a Actina (control de carga). Los datos se representaron graficamente utilizando GraphPad Prism
(version 5.02).

En la inhibicion de pAktS473, un marcador aguas abajo de la sefializacion de PI3Ky sugiere un papel para el
Compuesto A1 en las rutas oncogénicas reguladas por Akt en células RAW 264.7 inducidas por cba. Véase, To et
al., Am. J. Respir. Crit. Care Med., 182, 897-904, 2010.

Ensayo 4A4: Fosforilacién de Akt inducida por PDGF en células 3T3 (para selectividad PI3K a)

El objetivo de este estudio fue determinar el efecto del Compuesto A1 en la fosforilacion de AktS473 mediada por
PI3Ka cinasa en fibroblastos 3T3 inducidos por PDGF.

- Las células 3T3 se trataron con las concentraciones deseadas del compuesto de ensayo durante 15
minutos. Se afiadié 1 ml de PDGF 2X de manera que la concentracion final fue de 20 ng/ml y se incubd
durante 10 minutos.

- El medio se descart6 y se lavé con 1 ml de PBS 1X enfriado con hielo.

- Se afadieron 250 pl de tampdn de lisis celular y se incubaron en hielo durante 30 minutos.

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

- Las muestras se analizaron mediante transferencia de Western utilizando pAKT (S473) como IgG-HRP
primario y anti-conejo como anticuerpo secundario.

- La intensidad de las bandas se determiné utilizando ImageJ 1.42q (NIH, EE. UU.) y se normalizé con
respecto a Actina (control de carga). Los datos se representaron graficamente utilizando GraphPad Prism
(version 5.02).

No se observo inhibicion a 10 yM del Compuesto A1, lo que demuestra la selectividad del Compuesto A1 sobre la
isoforma alfa de PI3K. Véase, Albuquerque et al., J. Biol. Chem. 278, 39830-39838, 2003.

La Tabla 6 a continuacion resume los resultados de los ensayos 4A1-4A4.

Tabla 6
ACTIVIDAD CELULAR QUE DEMUESTRA LA SELECTIVIDAD DEL COMPUESTO A1 HACIA LAS ISOFORMAS
PIBK3 Y PI3K y
Clso celular de PI3K alfa (pAKT inducida por PDGF en fibroblastos 3T3) | >10000 nM
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Clso celular de PI3K beta (pAKT inducida por LPA en fibroblastos 3T3) 1324 nM
Clso celular de PI3K delta (proliferacion de linfocitos B humanos inducida por anti-IgM) 11,03 nM
Clso celular de PI3K gamma (pAKT inducida por cba en macréfagos RAW) 51,73 nM
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Ensayo 5: Inhibicion de |la apoptosis en lineas celulares leucémicas

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

- Sembrar células leucémicas a una densidad de 1 x 10° células/pocillo en una placa de 6 pocillos

- Aiadir el compuesto de ensayo/DMSO a las concentraciones deseadas

- Incubar la placa durante 24 horas a 37°C en una incubadora con CO2 al 5%.

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

- Afadir 1,6 pl de reactivo FLICA 5X recién preparado y mezclar las células moviendo ligeramente los tubos
- Incubar los tubos durante 1 hora a 37°C bajo CO2 al 5%

- Afadir 2 ml de tampén de lavado 1X a cada tubo y mezclar

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

- Con cuidado, retirar y desechar el sobrenadante, y agitar suavemente el sedimento celular para
interrumpir cualquier agrupamiento entre células.

- Volver a suspender el sedimento celular en 300 ul de tampdn de lavado 1X.

- Colocar 100 ul de cada suspensién celular en cada uno de los dos pocillos de una placa de microtitulaciéon
de color negro. Evita la creacion de burbujas.

- Leer la absorbancia de cada micropocillo utilizando una longitud de onda de excitacién de 490 nm y una
longitud de onda de emisién de 520 nm.

- Se calculara el porcentaje de aumento en la actividad de la caspasa-3 manifestada por un aumento en la
fluorescencia en comparacion con el blanco de control.

Ensayo 6A: Ensayo de citocinas en PBMC humanas

El objetivo de este estudio fue evaluar el potencial inhibitorio del Compuesto A1 en la liberacion de citocinas inducida
por antigeno en PBMC humanas

Colocacién en placas y tratamiento

- La sangre entera humana heparinizada se diluyd 1:1 con PBS, se colocé en medio de separacion de
leucocitos y se centrifugd a 400 g durante 40 minutos.

- Se retiré la capa leucocitaria y se lavo con PBS.

- Se colocaron en placas 0,15 * 10 de PBMC en 100 ul por pocillo en medio RPMI y se incubaron durante 2
h.

- Se afadieron 50 pl de 3X de la dilucién del compuesto en medio y se incubaron durante 15 min.

- TNFa: inducido con 50 pl de LPS en RPMI, de modo que la concentracion final fue de 1 pg/ml. El
sobrenadante se recogio a las 6 horas.

- IL-2: inducido con 50 pl de PHA en RPMI, de modo que la concentracion final fue de 20 ug/ml. El
sobrenadante se recogié a las 24 horas.

- IL-4: inducido con 50 pyl de PHA en RPMI, de modo que la concentracion final fue de 20 pg/ml. El
sobrenadante se recogi6 a las 48 horas.

- El ELISA se realizé utilizando kits de eBioscience.

- La CE-so se calcul6 usando GraphPad Prism 5.

Los valores de CEso se calcularon a partir de 2-3 experimentos independientes. El Compuesto A1 inhibi6 el TNFa,
IL-2, y IL-4 inducido con antigeno con una CEso de 7,1, 9,5, y 3,5 nM, respectivamente.

Ensayo 6B: Inhibicion de CD19 o CD45R inducido por LPS en sangre entera humana o de ratén

Se determiné el efecto del Compuesto A1 en la modulacién de la proliferacion activada por el receptor de linfocitos B
(BCR) de linfocitos B humanos o de raton. CD19 es una proteina presente en los linfocitos B desde las primeras
células de linaje B reconocibles durante el desarrollo hasta los blastos de linfocitos B, pero sin embargo se pierde en
la maduraciéon de las células plasmaticas. LPS es una endotoxina y un componente principal de los microbios
ambientales con una potente actividad mitogénica en los linfocitos B a través de la ruta de sefalizacion de BCR.
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La sangre entera humana diluida se trat6 con DMSO o con las concentraciones deseadas de Compuesto A1. Las
muestras se indujeron con LPS 15 minutos después de la adicion del compuesto y se incubaron durante 72 horas a
37°C y CO2 al 5%. Las células positivas para CD45 y CD19 se determinaron mediante citometria de flujo y los datos
se expresan como porcentaje de células positivas para CD19 en la poblacion total. El tratamiento con el Compuesto
A1 dio como resultado una inhibicién dependiente de la dosis de la proliferacién de linfocitos B de sangre entera
humana inducida por LPS (CEso = 117,7 nM) manifestada por una reduccioén en la expresién de CD19.

De forma similar a CD19, CD45R (B220) se expresa en linfocitos B de ratén a lo largo de su desarrollo a partir de
estadios pro-B tempranos en adelante y se regula negativamente por diferenciacion terminal con respecto a células
plasmaticas. Brevemente, se tratd sangre entera de ratén diluida con DMSO o concentraciones deseadas de
Compuesto A1. Las muestras se indujeron con LPS 15 minutos después de la adicién del compuesto y se incubaron
durante 72 horas a 37°C y CO2 al 5%. Las células positivas para CD45 y CD45R se determinaron mediante
citometria de flujo. Los datos se expresan como porcentaje de células positivas para CD45R en la poblacion total.
De acuerdo con los datos de proliferacion de células CD19+, el tratamiento con el Compuesto A1 dio como resultado
una inhibicién dependiente de la dosis de la proliferacion de linfocitos B de sangre entera de ratén inducida por LPS
(CEso = 128,2 nM) que se manifiesta por una reduccion en la expresién de CD45R.

Ensayo 6C: Inhibicion de la fosforilacién de AKT en esplenocitos aislados de ratén

La ruta de PI3K esta regulada aguas abajo por AKT, una serina-treonina cinasa que modula varios procesos
oncogénicos, tal como la proliferacion celular, el crecimiento y la supervivencia. Debido a que el bazo es un
repertorio de vastas cantidades de linfocitos B y T, la inhibicion de la fosforilacién de AKT inducida por LPS se
determiné ex vivo usando esplenocitos de raton aislados. Las células se colocaron en placas y se incubaron con una
concentracion deseada del Compuesto A1 durante 15 minutos seguido de induccién con LPS (20 pg/ml) durante 30
minutos. Después de la induccion, las células se lisaron y pAKT se determiné mediante ELISA utilizando un par de
anticuerpos de captura/deteccion pAKTS473 y un anticuerpo secundario anti-ratén-HRP. Se obtuvieron valores de
absorbancia restada en blanco para calcular el porcentaje de inhibicion de pAKT en muestras de ensayo. El
Compuesto A1 causé una reducciéon dependiente de la dosis (CEso = 347,4 nM) en la fosforilacién del marcador
aguas abajo, AKT, a bajas concentraciones, elucidando de este modo la ruta de sefalizacion.

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

Es probable que un reclutamiento exagerado y la posterior activacion de neutrofilos sea importante para el desarrollo
y el transcurso de varias enfermedades inflamatorias en las vias respiratorias y los pulmones, tal 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, tal como la elastasa de los neutréfilos y los radicales libres de oxigeno. Cuando se liberan,
estos compuestos pueden causar broncoconstriccion, hiperreactividad bronquial, hipersecrecion, dafio epitelial y
remodelacion de tejidos en las vias respiratorias.

Después del periodo de cuarentena, los animales en ayunas se asignaron al azar y se dividieron en varios grupos en
funcién de su peso corporal. El compuesto de ensayo (Compuesto A1) se prepard6 como una suspension en un
vehiculo que consistia en metilcelulosa al 0,5% en el que Tween 80 es un agente de suspension. El compuesto o
vehiculo se administré por sonda oral en un volumen de 10 ml/kg. Se anestesiaron ratas hembra Wistar con
ketamina y se administré por via intratraqueal una solucién de LPS una hora después de la administracion del
compuesto a una dosis de 1 mg/kg. 6 horas después de la instilacion de LPS, los animales se desangraron bajo
anestesia y luego se canul6 la traquea y se lavaron los pulmones con alicuotas de 5 ml de PBS heparinizado (1
unidad/ml) cuatro veces a través de una canula traqueal (volumen total 20 ml). El fluido de lavado broncoalveolar
(BAL) se almacen6 a 2-8°C hasta que se analizo el recuento total de células y leucocitos diferenciales. El fluido
broncoalveolar se centrifugd (500 x g durante 10 minutos) y el sedimento celular resultante se resuspendioé en 0,5 ml
de solucion salina heparinizada. El nimero total de glébulos blancos se determiné en el fluido BAL o sangre
utilizando un contador de células sanguineas y se ajusto a 1 x 108 células/ml. El recuento de células diferenciales se
calculd manualmente. Cien microlitros de la suspension celular se centrifugaron utilizando un Cytospin 3 para
preparar un frotis celular. El frotis celular se tifid con una solucion de tincién de sangre para la diferenciacion y se
observaron microscépicamente los portaobjetos para identificar eosindfilos de acuerdo con sus caracteristicas
morfoldgicas. Se determind el numero de cada tipo de célula entre 300 globulos blancos en el frotis celular y se
expres6 como un porcentaje. Se calculd el nimero de eosindfilos en cada BALf o sangre.
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El Compuesto A1 mostré una reduccién de la infiltracion de neutréfilos en los pulmones con una inhibicion del
65,29% a 10 mg/kg en comparacion con el grupo control, lo que sugiere un papel terapéutico en los trastornos
inflamatorios. Los resultados se muestran en la Figura 1.

Ensayo 8: Modelo de inflamacion de bolsa de aire de rata inducida por lipopolisacaridos

Las ratas Wistar hembra (175-200 g) se aclimataron durante siete dias antes del comienzo del experimento. Los
animales se distribuyeron al azar en varios grupos de acuerdo con su peso corporal. Los animales se anestesiaron
con éter y se hicieron bolsas de aire subcutaneas inyectando 20 ml de aire estéril debajo de la piel en el area
intraescapular (dia 0) y se mantuvieron con una segunda inyeccion de 10 ml de aire filtrado estéril el dia 4. El dia 6,
se inici6 el tratamiento oral 1 hora antes de la induccién de la inflamacién por inyeccion s.c. de una solucién de LPS
el dia 6. Se inyect6é un volumen de 5 ml de solucién de LPS disuelto en una solucion salina estéril (100 pg/kg) en
cada bolsa. Se tomaron muestras de liquido de la bolsa a las 6 h después de la administraciéon de LPS lavando la
bolsa con 5 ml de una solucién salina estéril y extrayendo 4 ml de fluido. El nUmero de leucocitos presentes en el
fluido de la bolsa se determind microscopicamente utilizando un hemocitémetro. El contenido de células
diferenciales se determiné mediante examen microscépico de frotis de fluido tefiidos con Diff-Quik.

El Compuesto A1 causd una reduccion dependiente de la dosis de la migracion de neutréfilos a la bolsa de aire de
rata con un EDso de 2,65 mg/kg, lo que sugiere un papel terapéutico en la artritis reumatoide. Los resultados se
muestran en la Figura 2.

Ensayo 9: Eosinofilia pulmonar inducida por ovalbumina en cobayas macho

Después del periodo de cuarentena, se recogen 0,3 ml de muestras de sangre de la vena orbital mediante el método
del plexo retroorbital de cada animal individual y se analizan en un analizador de células (ADVIA 2120, Siemens).
Basandose en su recuento celular total, las cobayas se asignan al azar y se dividen en varios grupos. La oreja
(pabellén) se marca con un rotulador indeleble para su identificacion. El dia 0, se registra el peso y los animales se
sensibilizan con 50 pg de ovoalbimina (OVA) y 10 mg de solucién de alumbre (1 ml) por via intraperitoneal. El dia 7
y el dia 14, se repite el protocolo de sensibilizaciéon anterior. Los animales se observan para detectar cualquier signo
de enfermedad o reaccidn a la sensibilizacion hasta el dia 19 y se registran si los hay. Los dias 19, 20 y 21, después
del tratamiento con compuesto de ensayo por sonda oral, 30 minutos mas tarde, los animales se exponen al 0,5%
p/v, 0,5% y 1% de exposicién a ovoalbumina, respectivamente. Los animales del grupo control y simulado se tratan
con 0,5% p/v de metilcelulosa (vehiculo). Los grupos de control simulado se sensibilizan con 10 mg de alumbre los
dias 0, 7 y 14 y se exponen a una solucion salina (SAL) con la misma tasa de nebulizacién el dia 19, 20 y 21. Veinte
horas después de la ultima exposicion a OVA, se mide la hiperreactividad de las vias respiratorias por pletismografo
de cuerpo entero contra dosis acumuladas de estimulacion con metacolina (75, 100, 125 y 150 ug/ml). Después de
medir la respuesta de la via aérea, se recogen muestras de sangre y liquido BAL. Las muestras se analizan para
determinar el recuento total de células mediante el uso de una camara nebular en el microscopio y el recuento
diferencial de leucocitos se realiza manualmente.

Ensayo 10: Modelo de asma murino

Después del periodo de cuarentena, en funcion de su peso corporal, los ratones se asignaron al azar y se dividieron
en cuatro grupos (n = 7). Las colas se marcaron con un rotulador indeleble para su identificacion. El dia 0, se registro
el peso y los animales se sensibilizaron con 100 ug de ovoalbimina y 10 mg de solucién de alumbre (0,2 ml) por via
intraperitoneal.

El dia 7 y el dia 14, se repitidé el protocolo de sensibilizacién anterior. Los animales se observaron para detectar
cualquier signo de enfermedad o reaccién a la sensibilizacion hasta el dia 24 y, de haberlos, se registraron. Los dias
24, 25 y 26, después del tratamiento con compuesto de ensayo por sonda oral, 30 minutos mas tarde, los animales
se expusieron al 10 % p/v de exposicion a ovoalbumina.

Los animales del grupo control y simulado se trataron con 0,5% p/v de metilcelulosa (vehiculo). Los grupos de
control simulado se sensibilizaron con 10 mg de alumbre los dias 0, 7 y 14 y se expusieron a una solucion salina con
la misma tasa de nebulizacién los dias 24, 25 y 26.

Cuarenta y ocho horas después de la ultima exposicion a OVA, se midié la hiperreactividad de las vias respiratorias

por pletismégrafo de cuerpo entero contra dosis acumuladas de estimulacién con metacolina (2,5, 10, 50 y 100
mg/ml). Después de medir la respuesta de la via aérea, se recogieron muestras de sangre y liquido BAL. Las
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muestras se analizaron para determinar el recuento total de células mediante el uso de una camara nebular en el
microscopio y el recuento diferencial de leucocitos se realiz6 manualmente.

Ensayo 11: Artritis inducida por colageno (CIA) en ratas Wistar

Las ratas wistar hembras se aclimataron durante siete dias antes del inicio del experimento y se distribuyeron al azar
en varios grupos de acuerdo con su peso corporal. El dia 0, los animales se trataron mediante inyeccién
intradérmica de 500 pg de colageno bovino tipo Il emulsionado con adyuvante completo de Freund (IFA) que
contenia MTB (4 mg/ml) administrado en la base de la cola. El dia 7 después de la inmunizacién primaria, los
animales se trataron mediante inyeccion de refuerzo de 300 pg de Cll en adyuvante incompleto de Freund mediante
inyeccion intradérmica en la base de la cola. El inicio de la artritis en las articulaciones del tobillo normalmente se
hizo visible visualmente entre los dias 12 y 14. Los animales se trataron con compuesto de ensayo o vehiculo
(administrado por via oral) desde el dia después del inicio de la artritis y el tratamiento continué durante los
siguientes 9 dias consecutivos. Las puntuaciones de artritis se tomaron mediante un examen visual para detectar
signos de inflamacién articular regularmente durante el periodo de estudio. Las medidas de peso corporal, volumen
de pata y espesor de pata se tomaron los dias 0, 1, 3, 5, 7, 9 y 10. Después del tratamiento de diez dias, al final del
estudio, se extrajo sangre en la autopsia y se proceso6 en suero o plasma y se tomaron todas las articulaciones, y
tanto las patas delanteras como las traseras se fijaron en formalina al 10% para el andlisis histopatolégico después
de extraer una pequefia porcion de tejido de cada articulacion y se almacené a -80°C para el analisis de citocinas en
homogeneizado tisular. Criterios de puntuacion clinica para patas delanteras y traseras: 0 = normal; 1 = una
articulacién de pata trasera o delantera afectada o eritema difuso minimo e hinchazén; 2 = dos articulaciones de pata
trasera o delantera afectadas o eritema difuso leve e hinchazoén; 3 = tres articulaciones de pata trasera o delantera
afectadas o eritema difuso moderado e hinchazon; 4 = eritema difuso marcado e hinchazén, o = cuatro
articulaciones afectadas; 5 = eritema difuso grave e hinchazén grave de toda la pata, sin poder doblar los dedos.

El compuesto A1 administrado terapéuticamente en el modelo de CIA de rata demuestra una eficacia significativa en
la reduccion de la puntuacion clinica (Figuras 3A y 3B) observada tanto en las patas profilacticas (Figura 3C) como
las patas terapéuticas (Figura 3D).

El Compuesto A1 dosificado terapéuticamente en el modelo CIA de rata demuestra una eficacia significativa en la
reduccion de los volumenes promedio de pata de ambas patas traseras (Figuras 4A y 4B) y en el diametro del tobillo
(Figuras 4C y 4D).

Andlisis histolégico: EI Compuesto A1 administrado terapéuticamente en el modelo CIA de rata demuestra una
eficacia significativa en la inhibicion de la inflamacion (58,3%, véase la Figura 4A), cartilago (46,51%, véase la Figura
4B) y pannus (49,18%, véase la Figura 4C) observada por la histopatologia de todas las patas traseras y delanteras.

La incidencia y la progresion de la artritis se redujeron significativamente en el grupo de tratamiento en comparacion
con los animales del grupo de control (Figura 5).

Ensayo 12: Infiltracién de células inducida por humo de cigarrillo aguda en ratones Balb/c macho

Los animales (ratones Balb/c macho) deben aclimatarse durante siete dias antes del comienzo del experimento.
Después, los animales se distribuiran aleatoriamente en varios grupos de acuerdo con su peso corporal. El dia 1, a
los ratones se les administrara el compuesto de ensayo o el vehiculo por via oral/intranasal y después de 1 hora, los
animales del ensayo administrados con el compuesto de ensayo se colocaran en una caja de exposicion de todo el
cuerpo. El dia 1 y el dia 2, los ratones se exponen al humo comun de 6 cigarrillos, de 8 cigarrillos el dia 3 y de 10
cigarrillos el dia 4. La exposicion al humo de cada cigarrillo durara 10 minutos. Los cigarrillos se quemaran
completamente en los primeros dos minutos, seguido de un flujo de aire con un ventilador para animales, y los
proximos 20 minutos se expondran a aire fresco. Después de cada segundo cigarrillo, se debe realizar una pausa
adicional de 20 minutos con exposicion al aire fresco de la sala. Los animales de control deben ser expuestos a la
camara de aire de la sala. Desde el dia 1 hasta el dia 4, a los animales se les administrara el compuesto de ensayo
por via oral o intranasal. El dia 5, 24 horas después de la ultima exposicion al humo de cigarrillo (CS), los animales
se desangraran bajo anestesia, se canulara la traquea y se lavaran los pulmones con alicuotas de 0,5 ml de PBS
heparinizado (1 unidad/ml) cuatro veces a través de una canula traqueal (volumen total 2 ml). El fluido
bronquioalveolar (BAL) recogido se almacenara a 2-8°C hasta que se analice el recuento total de células y
leucocitos diferenciales. El fluido BAL se centrifugara (500 x g durante 10 min) y el sedimento celular resultante se
resuspende en 0,5 ml de solucion salina heparinizada. El numero total de glébulos blancos se determinara en el
fluido BAL y la sangre utilizando un contador de células sanguineas y se ajustara a 1 x 10 células/ml. El recuento de
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células diferenciales se calcula manualmente. Cuarenta microlitros de la suspension celular se centrifugan utilizando
Cytospin 3 para preparar un frotis celular. El frotis celular se tifie con una solucién de tincién de sangre para la
diferenciacion y se observa microscopicamente para identificar eosinodfilos de acuerdo con sus caracteristicas
morfoldgicas. El nimero de cada tipo de célula entre 300 glébulos blancos en el frotis celular se determinara y se
expresara como un porcentaje, y se calculara el niumero de neutréfilos y macréfagos en cada fluido BAL.

Ensayo 13: Psoriasis en placas inducida por imiguimod en modelos de ratones Balb/c

El imiquimod (IMQ) es un ligando para TLR7 y TLRS, originalmente utilizado para el tratamiento de canceres de piel
no melanoma. La aplicacién tépica de IMQ en la piel afeitada del raton induce una afeccién cutanea parecida a la
psoriasis, que muestra la mayoria de los rasgos caracteristicos de la patologia de la psoriasis humana, incluyendo
acantosis, paraqueratosis e infiltracion de células inmunitarias, y la participacion de la ruta 1L23/IL17/IL22. Los
animales (ratones Balb/c macho) se aclimataron durante siete dias antes del comienzo del experimento. Los
animales se distribuyeron al azar en varios grupos de acuerdo con su peso corporal. El dia 0, se afeit6 la piel de la
espalda de los ratones mediante la aplicacion tépica de crema de eliminacién del vello. El dia 1, a los ratones se les
administré el compuesto de ensayo o el vehiculo por via oral y después de 1 hora, los ratones que recibieron el
compuesto de ensayo recibieron una aplicacion tépica de 62,5 mg de crema IMQ disponible comercialmente (5%;
Beselna Cream; Mochida Pharmaceuticals, Tokio , Japon) sobre la piel afeitada. Los ratones se trataron con
aplicacion tépica de imiquimod durante los siguientes 5 dias consecutivos, una hora después de la administracion
del compuesto de ensayo o del vehiculo. Los animales se dejaron secar durante una hora antes de devolverlos a
sus jaulas después de la aplicacion topica todos los dias. Cuatro horas después de la aplicacion final de la crema
IMQ, se sacrificaron los ratones y se obtuvieron muestras de piel. El espesor de la piel de la espalda se midié
utilizando un medidor de espesor de esfera. Después de medir el espesor de la piel, las muestras de piel se fijaron
en una solucién de formalina tamponada neutra al 10% y se incluyeron en parafina. Las secciones desparafinadas
se tifleron con hematoxilina-eosina (HE). El espesor epidérmico se cuantific6 promediando los valores de cinco
campos independientes por seccion. Para evaluar la gravedad de la inflamacién de la piel de la espalda, se utilizé un
sistema de puntuacién objetivo basado en el Area de psoriasis clinica humana y el indice de gravedad (PASI).
Eritema, descamacion y engrosamiento se puntuaron de forma independiente en una escala de 0 a 4: 0 = ninguno; 1
= ligero; 2 = moderado; 3 = marcado; y 4 = muy marcado.

Como se muestra en las Figuras 6A y 6B, el Compuesto A1 redujo el espesor de la piel, el eritema y la descamacion
(como se muestra en la puntuacion histopatoldgica) en comparacion con los animales del grupo de control.

Las reivindicaciones adjuntas definen el alcance de la invencidn y el de los métodos y estructuras dentro del alcance
de estas reivindicaciones.

28



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2708 748 T3

REIVINDICACIONES
1. El compuesto se selecciona de:

(RS)-N-(5-(4-amino-1-(1-(5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4-oxo-4H-cromen-2-il)etil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-
2-metoxifenil)metanosulfonamida;
(S)-N-(5-(4-amino-1-(1-(5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4-oxo-4H-cromen-2-il)etil)- 1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-
2-metoxifenil)metanosulfonamida;
(R)-N-(5-(4-amino-1-(1-(5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4-oxo-4H-cromen-2-il)etil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-
2-metoxifenil)metanosulfonamida;

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

2. Un compuesto de la reivindicacion 1 seleccionado de (S)-N-(5-(4-amino-1-(1-(5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-
4-0x0-4H-cromen-2-il)etil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-2-metoxifenil) metanosulfonamida y sales
farmacéuticamente aceptables del mismo.

3. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 2, en el que el compuesto esta sustancialmente libre de
(R)-N-(5-(4-amino-1-(1-(5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4-oxo-4H-cromen-2-il)etil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-3-il)-2-
metoxifenil)metanosulfonamida y una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

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

5. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-4 y al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

6. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o una composicion de la reivindicacion
5 para su uso en el tratamiento de una enfermedad, trastorno o afeccién, que se beneficiara de la inhibicion de la
actividad catalitica de una PI3 &/y cinasa.

7. Un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o una composicién de la reivindicacion
5 para su uso en el tratamiento de una enfermedad, trastorno o afeccién asociada con PI3K.

8. El compuesto o composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 7, comprendiendo el uso
ademas administrar un agente activo adicional seleccionado de agentes anticancerosos, agentes antiinflamatorios,
agentes inmunosupresores, esteroides, agentes antiinflamatorios no esteroideos, antihistaminicos, analgésicos, y
mezclas de los mismos.

9. El compuesto o composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde la enfermedad,
trastorno o afeccién que se beneficiara de la inhibicién de la actividad catalitica de una PI3 &/y cinasa se selecciona
de enfermedades proliferativas, un trastorno éseo, una enfermedad inflamatoria, una enfermedad inmune, una
enfermedad del sistema nervioso, una enfermedad metabdlica, una enfermedad respiratoria, trombosis y
enfermedad cardiaca.

10. El compuesto o composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde la enfermedad,
trastorno o afeccidn que se beneficiara de la inhibicidn de la actividad catalitica de una PI3 &/y cinasa se selecciona
de carcinoma de vejiga, mama, colon, rifién, higado, pulmén, cancer de pulmén de células pequefias, eséfago,
vesicula biliar, ovario, pancreas, estobmago, cuello del utero, tiroides, prostata y piel, incluyendo carcinoma de células
escamosas; leucemia, leucemia linfocitica cronica (CLL), leucemia linfocitica aguda, leucemia linfoblastica aguda,
linfoma de linfocitos B, linfoma de linfocitos T, linfoma de Hodgkin (LH), linfoma no Hodgkin (LNH), linfoma de células
pilosas y linfoma de Burkett; leucemias mielégenas agudas y cronicas, leucemia mieloide aguda (AML), mieloma
multiple (MM), linfoma linfocitico pequefio (SLL) o linfoma no hodgkiniano indolente (I-NHL), sindrome
mielodisplasico y leucemia promielocitica; fibrosarcoma y rabdomiosarcoma; astrocitoma, neuroblastoma, glioma y
schwannomas; melanoma, seminoma, teratocarcinoma, osteosarcoma, xenoderoma pigmentoso, queratoctantoma,
cancer folicular de tiroides y sarcoma de Kaposi en un paciente que lo necesite.

11. El compuesto o composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que la enfermedad,
trastorno o afeccion asociada con PI3K es una enfermedad relacionada con el sistema inmune, una enfermedad o
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trastorno que implica inflamacion, cancer u otra enfermedad proliferativa, una enfermedad o trastorno hepatico, o
una enfermedad o trastorno renal.

12. El compuesto o composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6 o la reivindicacion 7, en el
que la enfermedad, trastorno o afeccion se selecciona de leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia linfoblastica
aguda, linfoma de linfocitos B, linfoma de linfocitos T, linfoma de Hodgkin, linfoma no Hodgkin, linfoma de células
pilosas, linfoma de Burkett, leucemias mielégenas agudas y crénicas, sindrome mielodisplasico o leucemia
promielocitica en un paciente que lo necesite.

13. El compuesto o composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6 o la reivindicacion 7, en
donde la enfermedad, trastorno o afeccidén se selecciona de asma, enfermedad pulmonar obstructiva cronica
(EPOC), artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria del intestino, glomerulonefritis, enfermedades
neuroinflamatorias, esclerosis multiple, uveitis, psoriasis, lupus, osteoartritis, rinitis alérgica, lupus o encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE), lupus eritematoso y trastornos del sistema inmunitario.

14. Un compuesto seleccionado de
(S)-2-(1-(4-amino-3-(4-metoxi-3-nitrofenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-5-fluoro-3-(3-fluorofenil )-4 H-
cromen-4-ona,
(S)-2-(1-(4-amino-3-(3-amino-4-metoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-5-fluoro-3-(3-fluorofenil )-4H-
cromen-4-ona,

y sales de los mismos.

15. Un proceso para la preparacion de un compuesto de la reivindicacion 1 de formula (1)

que comprende las etapas de:

(a) hacer reaccionar 5-bromo-2-metoxianilina con cloruro de metanosulfonilo
Br

HoN

-~
para dar N-(5-bromo-2-metoxifenil)metanosulfonamida (Intermedio 1)
Br

O
~

d N
-

Intermedio 1;
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(b) hacer reaccionar el Intermedio 1 con bis(pinacolato)diboro para dar N-(2-metoxi-5-(4,4,5,5-tetrametil-
1,3,2-dioxaborolan-2-il)fenil)metanosulfonamida (Intermedio 2)

\B/
0O
~
d N
H
-
Intermedio 2;
5
(c) hacer reaccionar 2-(1-(4-amino-3-yodo-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-
cromen-4-ona
H2
con el intermedio 2 en presencia de una base adecuada para dar un compuesto de formula (I).
10
16. Un proceso para la preparacion de un compuesto de la reivindicacion 1 de formula (A1)

(A1)
que comprende las etapas de:

15 (a) hacer reaccionar (R)-5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-2-(1-hidroxietil)-4H-cromen-4-ona

con 3-(4-metoxi-3-nitrofenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-4-amina
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N /NW
NI
NH,

O,N

en condiciones de Mitsunobu usando trifenilfosfina y azodicarboxilato de diisopropilo para dar (S)-2-(1-(4-
amino-3-(4-metoxi-3-nitrofenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-1-il)etil)-5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-
ona (Intermedio 3)

\
Intermedio 3;
(b) reducir el intermedio 3 para dar (S)-2-(1-(4-amino-3-(3-amino-4-metoxifenil)-1H-pirazolo[3,4-d]pirimidin-
1-il)etil)-5-fluoro-3-(3-fluorofenil)-4H-cromen-4-ona (Intermedio 4)

Intermedio 4;

(c) hacer reaccionar el Intermedio 4 con cloruro de metanosulfonilo para dar un compuesto de la féormula
(A1).
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Figura 1

Neutrofilia Pulmonar Inducida por LPS en

Rata Wistar (n=6)
12+
10- @
- @
8 8
2 e
3 6- *k*k
E: e
5 4 .
* . ]
2- *3e
0 T T
|
Simulado Control Compuesto A1
10 mg/kg/Oral
Figura 2
Inflamacién de bolsa de aire inducida por LPS
en Rata Wistar (n=6)
12+
8 .
3 9
o &
B *
}- 6_ oii—
8 L & &® ® Hedek
E A ﬁ &
§ 3- = ;m@ @'& #
) *ﬁ
= Q@ &
c 1 | L " L
Simulado Control 1 3 10

Compuesto A1 (mg/kg/po)

33




ES 2708 748 T3

Figura 3A
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Figura 3C
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Figura 4A
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Figura 4C
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Figura 4E
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Figura 4G
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Figura 5
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Figura 6A
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