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DESCRIPCION
Inhibidores de GSK3 y métodos de uso de los mismos
Solicitudes relacionadas

La presente solicitud reivindica prioridad segin 35 U.S.C. § 119(e) a las solicitudes de patente provisionales de
Estados Unidos, U.S.S.N. 61/713.314, presentada el 12 de octubre de 2012 y U.S.S.N. 61/779.394, presentada el 13
de marzo de 2013.

Antecedentes de la invencion

La busqueda de nuevos agentes terapéuticos ha estado ayudada enormemente en los ultimos afios por una mejor
comprension de la estructura de las enzimas y otras biomoléculas asociadas con enfermedades. Una clase
importante de enzimas que ha sido objeto de considerable estudio es las proteina cinasas.

Las proteina cinasas constituyen una gran familia de enzimas estructuralmente relacionadas que son responsables
del control de una diversidad de procesos de transduccion de sefiales dentro de la célula. Se cree que las proteina
cinasas han evolucionado desde un gen ancestral comun debido a la conservacion de su estructura y funcion
catalitica. Casi todas las cinasas contienen un dominio catalitico de 250-300 aminoacidos similar. Las cinasas
pueden clasificarse en familias por los sustratos que fosforilan (por ejemplo, proteina-tirosina, proteina-
serina/treonina, lipidos, etc.).

En general, las proteina cinasas median la sefalizacion intracelular logrando la transferencia de un fosforilo desde
un nucledsido trifosfato a una proteina aceptadora que esta implicada en una ruta de sefializacién. Estos eventos de
actuan como activadores/desactivadores que pueden modular o regular la funcién biolégica de la proteina diana.
Estos eventos de fosforilacion finalmente se desencadenan en respuesta a una diversidad de estimulos
extracelulares y otros estimulos. Los ejemplos de dichos estimulos incluyen sefiales de sobrecarga ambiental y
quimica (por ejemplo, choque osmotico, choque térmico, radiacion ultravioleta, endotoxina bacteriana y H205),
citocinas (por ejemplo, interleucina-1 (IL-l) y factor de necrosis tumoral a (TNF-a)), y factores de crecimiento (por
ejemplo, factor estimulador de colonias de granulocitos macrofagos (GM-CSF), y factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF)). Un estimulo extracelular puede afectar a una o mas respuestas celulares relacionadas con el
crecimiento celular, la migracion, la diferenciacion, la secrecidon de hormonas, la activacién de factores de
transcripcion, la contraccion muscular, el metabolismo de la glucosa, el control de la sintesis de proteinas y la
regulacion del ciclo celular.

Muchas enfermedades estan asociadas con respuestas celulares andémalas desencadenadas por eventos mediados
por proteina cinasas, como se describe anteriormente. Estas enfermedades incluyen, aunque sin limitacion,
enfermedades autoinmunitarias, enfermedades inflamatorias, enfermedades éseas, enfermedades metabdlicas,
enfermedades neuroldgicas y neurodegenerativas, cancer, enfermedades cardiovasculares, alergias y asma,
enfermedad de Alzheimer, trastornos metabdlicos (por ejemplo, diabetes) y enfermedades relacionadas con
hormonas. Por consiguiente, sigue existiendo una necesidad de encontrar inhibidores de proteina cinasa,
particularmente inhibidores de GSKS, utiles como agentes terapéuticos.

Quiroga J. et al., Tetrahedron, vol. 57, n.° 32, paginas 6947-6953 divulga la sintesis regioselectiva de 4,7,8,9-
tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(6H)-onas. Drizin I. et al., Bioorganica & Medicinal Chemistry Letters, vol. 12,
paginas 1481-1484 divulga estudios de estructura-actividad para una serie de dihidropirimidinas triciclicas como
abridores de canales de KATP (KCO). La publicacion internacional WO 2007/012972 divulga heterociclos de 1,4-
dihidropiridina condensados, proceso para preparar los mismos, uso y composiciones que los contienen.

Compendio de la invencion

Es importante identificar inhibidores de cinasa selectivos para reducir o eliminar efectos inespecificos. En
determinadas realizaciones, compuestos descritos en la presente memoria son inhibidores de cinasa selectivos.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un compuesto de formula I:

R5aR4b R4a H

5b N N

R =N
<62 — NH
RSY

o R' R R
1

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en la que R1, R2, R3, R4a, R4b, R5a, R5b, R® y R® son como se

2



5

10

15

20

25

ES 2 719 776 T3

definen en la presente memoria. En determinadas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un compuesto
de férmula lI:

RSa
R5b

ZT

1

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en la que R2, R3, R5a, R5b, R’ y n son como se definen en la

presente memoria. En determinadas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un compuesto de formula lll:
RSa H
Rﬁb

11T,

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en la que Anillo A, R2, R3, R5a, R%®

en la presente memoria.

, R’ y n son como se definen

En algunas realizaciones, un compuesto descrito en la presente memoria esta enantioméricamente enriquecido. Por
ejemplo, en determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado es de férmula ll-a-i o ll-a-ii:

RSa H R5a H

RSb \ R5b N
NH NH
R : R
@]
| = |
T (R"n ~ TRy
1I-a-i I1-a-ii

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

En algunas realizaciones, se proporcionan composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto descrito en
la presente memoria (por ejemplo, un compuesto de formula I, Il o lll), o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables, y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En determinadas realizaciones, compuestos descritos en la presente memoria inhiben la actividad de una o mas
cinasas (por ejemplo, glucdgeno sintasa cinasa 3 (GSK3), caseina cinasa 1 (CK1)). En determinadas realizaciones,
se proporcionan compuestos para su uso en métodos de inhibicién de una cinasa, que comprenden poner en
contacto una cinasa, o mutante o variante de la misma, con una cantidad eficaz de un compuesto de férmula I, Il, o
lll, o una de sus sales farmacéuticamente aceptables. La cinasa puede estar purificada o en bruto, y puede estar
presente en una célula, tejido o un sujeto. Por tanto, dichos métodos abarcan la inhibicion tanto in vitro como in vivo
de la actividad cinasa. En determinadas realizaciones, se proporcionan compuestos para su uso en la inhibicién de
GSK3, que comprenden poner en contacto GSK3, o un mutante o variante de la misma, con una cantidad eficaz de
un compuesto descrito en la presente memoria (por ejemplo, un compuesto de férmula |, Il, o lll), o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables. En determinadas realizaciones, la GSK3 es GSK3 de tipo silvestre. En determinadas
realizaciones, la GSK3 es GSK3B. En determinadas realizaciones, la GSK3 es GSK3a. En determinadas
realizaciones, la GSK3 esta en una célula. En determinadas realizaciones, se proporcionan compuestos para su uso
en la inhibicién de CK1, que comprenden poner en contacto CK1, o un mutante o variante de la misma, con una
cantidad eficaz de un compuesto descrito en la presente memoria (por ejemplo, un compuesto de formula I, 1l, o 1),
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o una de sus sales farmacéuticamente aceptables. En determinadas realizaciones, la CK1 esta en una célula. En
determinadas realizaciones, la CK1 es CK1 de tipo silvestre. En determinadas realizaciones, la CK1 es CK18. En
determinadas realizaciones, la CK16 es CK1d de tipo silvestre. En determinadas realizaciones, la CK13 esta en una
célula. En algunas realizaciones, un compuesto proporcionado es selectivo para GSK3 sobre CK1.

En algunas realizaciones, se proporcionan compuestos para su uso en métodos de tratamiento de un trastorno
mediado por cinasas, que comprenden administrar a un sujeto que padece un trastorno mediado por cinasas una
cantidad eficaz de un compuesto descrito en la presente memoria (por ejemplo, un compuesto de formula I, 1l, o lil),
o0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables. En determinadas realizaciones, se proporcionan compuestos
para su uso en métodos de tratamiento de un trastorno mediado por GSK3, que comprenden administrar a un sujeto
que padece un trastorno mediado por GSK3 una cantidad eficaz de un compuesto descrito en la presente memoria
(por ejemplo, un compuesto de féormula I, Il, o lll), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables. En
determinadas realizaciones, el trastorno mediado por GSK3 es un trastorno mediado por GSK3p, tal como
enfermedad neuroldgica, trastorno psiquiatrico, cancer (por ejemplo, glioma, cancer pancreatico) o un trastorno
metabodlico (por ejemplo, diabetes (por ejemplo, diabetes de tipo Il)). En determinadas realizaciones, el trastorno
mediado por GSK3 es un trastorno neurodegenerativo, tal como enfermedad de Alzheimer, demencia frontotemporal
(incluyendo paralisis supranuclear progresiva, degeneracion corticobasal) o esclerosis lateral amiotrofica (ALS). En
determinadas realizaciones, el trastorno mediado por GSK3 es un trastorno psiquiatrico, tal como trastorno bipolar,
esquizofrenia, autismo, sindrome del X fragil o depresion (por ejemplo, depresion insensible a litio). En determinadas
realizaciones, el trastorno mediado por GSK3 es un trastorno mediado por GSK3a. En determinadas realizaciones,
el trastorno mediado por GSK3a es cancer. En determinadas realizaciones, el trastorno mediado por GSK3a es
leucemia, tal como leucemia mieloide aguda. En determinadas realizaciones, el trastorno mediado por GSK3a es un
trastorno metabdlico (por ejemplo, diabetes (por ejemplo, diabetes de tipo Il)). En determinadas realizaciones, se
proporcionan compuestos para su uso en métodos de tratamiento de un trastorno mediado por CK1, que
comprenden administrar a un sujeto que padece un trastorno mediado por CK1 una cantidad eficaz de un
compuesto descrito en la presente memoria (por ejemplo, un compuesto de formula I, 1l, o lll), o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables. En determinadas realizaciones, se proporcionan compuestos para su uso en
métodos de tratamiento de un trastorno mediado por CK18, que comprenden administrar a un sujeto que padece un
trastorno mediado por CK13 una cantidad eficaz de un compuesto descrito en la presente memoria (por ejemplo, un
compuesto de formula I, I, o lll), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables. En determinadas realizaciones,
el trastorno mediado por CK16 es un trastorno neuropsiquiatrico, tal como trastorno por déficit de atencién con de
hiperactividad (ADHD). En determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado estimula la neurogénesis (por
ejemplo, de neuronas humanas).

En algunas realizaciones, compuestos descritos en la presente memoria muestran potencia, selectividad y/o
estabilidad mejoradas sobre inhibidores de cinasa divulgados previamente (por ejemplo, GSK3, CK13). En
determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado es potente para GSK (por ejemplo, <1 uM). En
determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado es selectivo para GSK frente a la selectividad por otras
cinasas (por ejemplo, Clsp >10 veces). En determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado inhibe la
fosforilacion de Tau (por ejemplo, Clso<10 uM). En determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado activa
la sefalizacion de Wnt (por ejemplo, CEsp <10 pM). En determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado es
potente para CK1d (por ejemplo, <1 uM). En determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado es selectivo
para CK1d frente a la selectividad por otras cinasas (por ejemplo, Clso >10 veces). En determinadas realizaciones,
compuestos descritos en la presente memoria muestran un perfil farmacocinético mejorado, tal como penetracion
cerebral potenciada.

En algunas realizaciones, compuestos descritos en la presente memoria son utiles como compuestos de sonda para
investigar la funcion de la sefializacion de cinasas, por ejemplo, la sefializaciéon de GSK3, en la fisiopatologia de
diversos trastornos, por ejemplo, trastorno bipolar y otros trastornos psiquiatricos. En determinadas realizaciones,
compuestos proporcionados son Utiles como compuestos de sonda para modular la neurogénesis humana.

Esta solicitud se refiere a diversas patentes expedidas, solicitudes de patente publicadas, articulos de revista y otras
publicaciones.

Definiciones
Definiciones quimicas

Se describen definiciones de grupos funcionales especificos y términos quimicos en mas detalle a continuacion. Los
elementos quimicos se identifican de acuerdo con la Tabla Periddica de los Elementos, versién CAS, Handbook of
Chemistry and Physics, 75.2 Ed., cubierta interior, y los grupos funcionales especificos en general se definen como
se describe en ese documento. Ademas, se describen principios generales de quimica organica, asi como restos
funcionales especificos y reactividad, en Thomas Sorrell, Organic Chemistry, University Science Books, Sausalito,
1999; Smith y March, March's Advanced Organic Chemistry, 5.2 edicion, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, 2001;
Larock, Comprehensive Organic Transformations, VCH Publishers, Inc., Nueva York, 1989; y Carruthers, Some
Modern Methods of Organic Synthesis, 3.2 edicion, Cambridge University Press, Cambridge, 1987.

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 719 776 T3

Compuestos descritos en la presente memoria pueden comprender uno o mas centros asimétricos y, por tanto,
pueden existir en diversas formas isoméricas, por ejemplo, enantiomeros y/o diastereémeros. Por ejemplo, los
compuestos descritos en la presente memoria pueden estar en forma de un enantiémero, diasteredmero o isémero
geométrico individual, o pueden estar en forma de una mezcla de estereoisémeros, incluyendo mezclas racémicas y
mezclas enriquecidas en uno o mas estereoisdmeros. Los isémeros pueden aislarse de mezclas por métodos
conocidos por los expertos en la materia, incluyendo cromatografia de liquidos a alta presion (HPLC) quiral y la
formacion y cristalizacion de sales quirales; o pueden prepararse isomeros preferidos mediante sintesis asimétricas.
Véase, por ejemplo, Jacques et al., Enantiomers, Racemates and Resolutions (Wiley Interscience, Nueva York,
1981); Wilen et al., Tetrahedron 33:2725 (1977); Eliel, Stereochemistry of Carbon Compounds (McGraw-Hill, NY,
1962); y Wilen, Tables of Resolving Agents and Optical Resolutions pag. 268 (E.L. Eliel, Ed., Univ. of Notre Dame
Press, Notre Dame, IN 1972). La presente divulgacion abarca adicionalmente compuestos descritos en la presente
memoria como isémeros individuales sustancialmente libres de otros isémeros y, como alternativa, como mezclas de
diversos isdbmeros.

Salvo que se indique otra cosa, se entiende que las estructuras representadas en la presente memoria también
incluyen compuestos que difieren Gnicamente en la presencia de uno o mas atomos enriquecidos isotopicamente.
Por ejemplo, compuestos descritos en la presente memoria donde los compuestos estan enriquecidos con deuterio,
tritio, 18F, B¢ ylo 4C estan dentro del alcance de la divulgacién. Dichos compuestos son utiles, por ejemplo, como
herramientas analiticas o sondas en ensayos bioldgicos.

El término "alifatico” incluye hidrocarburos, de cadena lineal (es decir, no ramificados), ramificados, aciclicos y
ciclicos (es decir, carbociclicos), no aromaticos, tanto saturados como insaturados. En algunas realizaciones, un
grupo alifatico esta opcionalmente sustituido con uno o mas grupos funcionales (por ejemplo, halo, tal como fltor).
Como apreciara un experto en la materia, se pretende que "alifatico”, en la presente memoria, incluya restos alquilo,
alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, cicloalquenilo y cicloalquinilo.

Cuando se enumera un intervalo de valores, se pretende que abarque cada valor y subintervalo dentro del intervalo.
Por ejemplo, se pretende que "alquilo C4¢" abarque alquilo C1, Cy, Cs, C4, Cs, Cs, C1.6, C1.5, C14, C1:3, C125, Cou6, Co-
5, C2.4, C2.3, Cs.6, C3:5, C34, Cass, Ca5y Csee.

"Alquilo” se refiere a un radical de un grupo hidrocarbonado saturado de cadena lineal o ramificado que tiene de 1 a
20 atomos de carbono ("alquilo C1.20"). En algunas realizaciones, un grupo alquilo tiene de 1 a 10 atomos de carbono
("alquilo C1-10"). En algunas realizaciones, un grupo alquilo tiene de 1 a 9 atomos de carbono ("alquilo C19"). En
algunas realizaciones, un grupo alquilo tiene de 1 a 8 atomos de carbono ("alquilo C4.8"). En algunas realizaciones,
un grupo alquilo tiene de 1 a 7 atomos de carbono ("alquilo C1.7"). En algunas realizaciones, un grupo alquilo tiene
de 1 a 6 atomos de carbono ("alquilo C4¢"). En algunas realizaciones, un grupo alquilo tiene de 1 a 5 atomos de
carbono ("alquilo C45"). En algunas realizaciones, un grupo alquilo tiene de 1 a 4 atomos de carbono ("alquilo C14").
En algunas realizaciones, un grupo alquilo tiene de 1 a 3 atomos de carbono ("alquilo Ci3"). En algunas
realizaciones, un grupo alquilo tiene de 1 a 2 atomos de carbono ("alquilo C42"). En algunas realizaciones, un grupo
alquilo tiene 1 atomo de carbono ("alquilo C4"). En algunas realizaciones, un grupo alquilo tiene de 2 a 6 atomos de
carbono ("alquilo C2"). Los ejemplos de grupos alquilo C1.¢ incluyen metilo (C4), etilo (C>), n-propilo (Cs), isopropilo
(Cs), n-butilo (Cs), terc-butilo (Cs), sec-butilo (C4), iso-butilo (C4), n-pentilo (Cs), 3-pentanilo (Cs), amilo (Cs),
neopentilo (Cs), 3-metil-2-butanilo (Cs), amilo terciario (Cs) y n-hexilo (Cs). Ejemplos adicionales de grupos alquilo
incluyen n-heptilo (C7), n-octilo (Cg) y similares. Salvo que se especifique otra cosa, cada ocasion de un grupo alquilo
esta independientemente sustituido opcionalmente, por ejemplo, sin sustituir (un "alquilo sin sustituir") o sustituido
(un "alquilo sustituido™") con uno o mas sustituyentes. En determinadas realizaciones, el grupo alquilo es alquilo C1-1o
sin sustituir (por ejemplo, -CH3). En determinadas realizaciones, el grupo alquilo es alquilo C1.1¢ sin sustituir.

En algunas realizaciones, un grupo alquilo esta sustituido con uno o mas halégenos. "Perhaloalquilo” es un grupo
alquilo sustituido como se define en la presente memoria, en el que todos los atomos de hidrogeno estan
remplazados independientemente por un halégeno, por ejemplo, flior, bromo, cloro o yodo. En algunas
realizaciones, el resto alquilo tiene de 1 a 8 atomos de carbono ("perhaloalquilo C18"). En algunas realizaciones, el
resto alquilo tiene de 1 a 6 atomos de carbono ("perhaloalquilo C16"). En algunas realizaciones, el resto alquilo tiene
de 1 a 4 atomos de carbono ("perhaloalquilo C14"). En algunas realizaciones, el resto alquilo tiene de 1 a 3 atomos
de carbono ("perhaloalquilo C1.3"). En algunas realizaciones, el resto alquilo tiene de 1 a 2 atomos de carbono
("perhaloalquilo C1.2"). En algunas realizaciones, todos los atomos de hidrégeno estan remplazados con fltor. En
algunas realizaciones, todos los atomos de hidrogeno estan remplazados con cloro. Los ejemplos de grupos
perhaloalquilo incluyen -CF3, -CF,CF3, -CF2.CF2CF3, -CCls, -CFCl,, -CF2Cl y similares.

"Alquenilo" se refiere a un radical de un grupo hidrocarbonado de cadena lineal o ramificado que tiene de 2 a 20
atomos de carbono, uno o mas dobles enlaces carbono-carbono y ningun triple enlace ("alquenilo C,.2"). En algunas
realizaciones, un grupo alquenilo tiene de 2 a 10 atomos de carbono ("alquenilo C.1¢"). En algunas realizaciones, un
grupo alquenilo tiene de 2 a 9 atomos de carbono ("alquenilo C,.9"). En algunas realizaciones, un grupo alquenilo
tiene de 2 a 8 atomos de carbono ("alquenilo C2"). En algunas realizaciones, un grupo alquenilo tiene de 2 a 7
atomos de carbono ("alquenilo C,.7"). En algunas realizaciones, un grupo alquenilo tiene de 2 a 6 atomos de carbono
("alquenilo C26"). En algunas realizaciones, un grupo alquenilo tiene de 2 a 5 atomos de carbono ("alquenilo Cy5").
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En algunas realizaciones, un grupo alquenilo tiene de 2 a 4 atomos de carbono ("alquenilo Cy4"). En algunas
realizaciones, un grupo alquenilo tiene de 2 a 3 atomos de carbono ("alquenilo C.3"). En algunas realizaciones, un
grupo alquenilo tiene 2 atomos de carbono ("alquenilo C,"). El uno o mas dobles enlaces carbono-carbono pueden
ser internos (tal como en 2-butenilo) o terminales (tal como en 1-butenilo). Los ejemplos de grupos alquenilo Cy.4
incluyen etenilo (C;), 1-propenilo (Cs), 2-propenilo (Cs), 1-butenilo (C4), 2-butenilo (C4), butadienilo (Cs) y similares.
Los ejemplos de grupos alquenilo C.. incluyen los grupos alquenilo C,4 mencionados anteriormente, asi como
pentenilo (Cs), pentadienilo (Cs), hexenilo (Ce) y similares. Ejemplos adicionales de alquenilo incluyen heptenilo (C7),
octenilo (Cs), octatrienilo (Cg) y similares. Salvo que se especifique otra cosa, cada ocasion de un grupo alquenilo
esta independientemente sustituido opcionalmente, por ejemplo, sin sustituir (un "alquenilo sin sustituir") o sustituido
(un "alquenilo sustituido") con uno o mas sustituyentes. En determinadas realizaciones, el grupo alquenilo es
alquenilo Cy.19 sin sustituir. En determinadas realizaciones, el grupo alquenilo es alquenilo Cy-1o sustituido.

"Alquinilo” se refiere a un radical de un grupo hidrocarbonado de cadena lineal o ramificado que tiene de 2 a 20
atomos de carbono, uno o mas triples enlaces carbono-carbono y opcionalmente uno o mas dobles enlaces
("alquinilo C.20"). En algunas realizaciones, un grupo alquinilo tiene de 2 a 10 atomos de carbono ("alquinilo Cz-1¢").
En algunas realizaciones, un grupo alquinilo tiene de 2 a 9 atomos de carbono ("alquinilo C,"). En algunas
realizaciones, un grupo alquinilo tiene de 2 a 8 atomos de carbono ("alquinilo C,8"). En algunas realizaciones, un
grupo alquinilo tiene de 2 a 7 atomos de carbono ("alquinilo C»7"). En algunas realizaciones, un grupo alquinilo tiene
de 2 a 6 atomos de carbono ("alquinilo C2"). En algunas realizaciones, un grupo alquinilo tiene de 2 a 5 atomos de
carbono ("alquinilo C,.s"). En algunas realizaciones, un grupo alquinilo tiene de 2 a 4 atomos de carbono ("alquinilo
C,4"). En algunas realizaciones, un grupo alquinilo tiene de 2 a 3 atomos de carbono ("alquinilo C23"). En algunas
realizaciones, un grupo alquinilo tiene 2 atomos de carbono ("alquinilo C,"). El uno o mas triples enlaces carbono-
carbono pueden ser internos (tal como en 2-butinilo) o terminales (tal como en 1-butinilo). Los ejemplos de grupos
alquinilo Cz4 incluyen, sin limitacion, etinilo (C;), 1-propinilo (C3), 2-propinilo (Cs), 1-butinilo (C4), 2-butinilo (C4) y
similares. Lo ejemplos de grupos alquenilo Cy¢ incluyen los grupos alquinilo C,.4 mencionados anteriormente, asi
como pentinilo (Cs), hexinilo (Cg) y similares. Ejemplos adicionales de alquinilo incluyen heptinilo (C7), octinilo (Cs) y
similares. Salvo que se especifique otra cosa, cada ocasion de un grupo alquinilo esta independientemente
sustituido opcionalmente, por ejemplo, sin sustituir (un "alquinilo sin sustituir") o sustituido (un "alquinilo sustituido")
con uno o mas sustituyentes. En determinadas realizaciones, el grupo alquinilo es alquinilo C,.19 sin sustituir. En
determinadas realizaciones, el grupo alquinilo es alquinilo Cz.1o sustituido.

"Carbociclilo" o "carbociclico" se refiere a un radical de un grupo hidrocarbonado ciclico no aromatico que tiene de 3
a 10 atomos de carbono en el anillo ("carbociclilo Cs.1¢") y cero heteroatomos en el sistema ciclico no aromatico. En
algunas realizaciones, un grupo carbociclilo tiene de 3 a 8 atomos de carbono en el anillo ("carbociclilo Cs"). En
algunas realizaciones, un grupo carbociclilo tiene de 3 a 6 atomos de carbono en el anillo ("carbociclilo Cs¢"). En
algunas realizaciones, un grupo carbociclilo tiene de 3 a 6 atomos de carbono en el anillo ("carbociclilo Cs¢"). En
algunas realizaciones, un grupo carbociclilo tiene de 5 a 10 atomos de carbono en el anillo ("carbociclilo Cs.10"). Los
grupos carbociclilo Cz¢ ejemplares incluyen, sin limitacion, ciclopropilo (Cs), ciclopropenilo (Cs), ciclobutilo (C.),
ciclobutenilo (Cs), ciclopentilo (Cs), ciclopentenilo (Cs), ciclohexilo (Cs), ciclohexenilo (Cg), ciclohexadienilo (Cs), y
similares. Los grupos carbociclilo Czs ejemplares incluyen, sin limitacion, los grupos carbociclilo Cs.s mencionados
anteriormente, asi como cicloheptilo (C7), cicloheptenilo (C7), cicloheptadienilo (C7), cicloheptatrienilo (C7), ciclooctilo
(Cs), ciclooctenilo (Cs), biciclo[2.2.1]heptanilo (C7), biciclo[2.2.2]octanilo (Cs) y similares. Los grupos carbociclilo Cs-1o
ejemplares incluyen, sin limitacion, los grupos carbociclilo Cs.s mencionados anteriormente, asi como ciclononilo
(Cy), ciclononenilo (Co), ciclodecilo (C1o), ciclodecenilo (C+o), octahidro-1H-indenilo (Cy), decahidronaftalenilo (C1o),
espiro[4.5]decanilo (C1o) y similares. Como los ejemplos anteriores ilustran, en determinadas realizaciones, el grupo
carbociclilo es monociclico ("carbociclilo monociclico") o contiene un sistema ciclico condensado, unido o espiro tal
como un sistema biciclico ("carbociclilo biciclico"). El carbociclilo puede estar saturado, y carbociclilo saturado se
menciona como "cicloalquilo". En algunas realizaciones, el carbociclilo es un grupo carbociclilo saturado monociclico
que tiene de 3 a 10 atomos de carbono en el anillo ("cicloalquilo Cs.10"). En algunas realizaciones, un grupo
cicloalquilo tiene de 3 a 8 atomos de carbono en el anillo ("cicloalquilo Cs."). En algunas realizaciones, un grupo
cicloalquilo tiene de 3 a 6 atomos de carbono en el anillo ("cicloalquilo Css"). En algunas realizaciones, un grupo
cicloalquilo tiene de 5 a 6 atomos de carbono en el anillo ("cicloalquilo Css"). En algunas realizaciones, un grupo
cicloalquilo tiene de 5 a 10 atomos de carbono en el anillo ("cicloalquilo Cs.1¢"). Los ejemplos de grupos cicloalquilo
Cs.s incluyen ciclopentilo (Cs) y ciclohexilo (Cs). Los ejemplos de grupos cicloalquilo Cs¢ incluyen los grupos
cicloalquilo Cs.s mencionados anteriormente, asi como ciclopropilo (Cs) y ciclobutilo (Cs4). Los ejemplos de grupos
cicloalquilo Cs. incluyen los grupos cicloalquilo Css mencionados anteriormente, asi como cicloheptilo (C7) y
ciclooctilo (Cg). Salvo que se especifique otra cosa, cada ocasion de un grupo cicloalquilo esta independientemente
sin sustituir (un "cicloalquilo sin sustituir") o sustituido (un "cicloalquilo sustituido") con uno o mas sustituyentes. En
determinadas realizaciones, el grupo cicloalquilo es cicloalquilo Cs.1o sin sustituir. En determinadas realizaciones, el
grupo cicloalquilo es cicloalquilo Cs.1 sustituido. El carbociclilo puede estar parcialmente insaturado. El carbociclilo
que incluye uno o mas dobles enlaces C=C en el anillo carbociclico se menciona como "cicloalquenilo". El
carbociclilo que incluye uno o mas triples enlaces C=C en el anillo carbociclico se menciona como "cicloalquinilo”. El
carbociclilo incluye arilo. "Carbociclilo" también incluye sistemas ciclicos en los que el anillo carbociclilo, como se
define anteriormente, esta condensado con uno o mas grupos arilo o heteroarilo, en el que el punto de adhesién esta
en el anillo carbociclilo y, en dichos casos, el numero de carbonos sigue indicando el nimero de carbonos en el
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sistema ciclico carbociclico. Salvo que se especifique otra cosa, cada ocasion de un grupo carbociclilo esta
independientemente sustituido opcionalmente, por ejemplo, sin sustituir (un "carbociclilo sin sustituir") o sustituido
(un "carbociclilo sustituido") con uno o mas sustituyentes. En determinadas realizaciones, el grupo carbociclilo es
carbociclilo Cs.10 sin sustituir. En determinadas realizaciones, el grupo carbociclilo es un carbociclilo Cs.1¢ sustituido.

En algunas realizaciones, el carbociclilo es un grupo carbociclilo saturado monociclico que tiene de 3 a 10 atomos
de carbono en el anillo ("cicloalquilo Cs.1¢"). En algunas realizaciones, un grupo cicloalquilo tiene de 3 a 8 atomos de
carbono en el anillo ("cicloalquilo Cs.8"). En algunas realizaciones, un grupo cicloalquilo tiene de 3 a 6 atomos de
carbono en el anillo ("cicloalquilo Cs"). En algunas realizaciones, un grupo cicloalquilo tiene de 5 a 6 atomos de
carbono en el anillo ("cicloalquilo Cs¢"). En algunas realizaciones, un grupo cicloalquilo tiene de 5 a 10 atomos de
carbono en el anillo ("cicloalquilo Cs.10"). Los ejemplos de grupos cicloalquilo Cs.s incluyen ciclopentilo (Cs) y
ciclohexilo (Cs). Los ejemplos de grupos cicloalquilo Cs. incluyen los grupos cicloalquilo Css mencionados
anteriormente, asi como ciclopropilo (Cs3) y ciclobutilo (C4). Los ejemplos de grupos cicloalquilo Cs.s incluyen los
grupos cicloalquilo Css mencionados anteriormente, asi como cicloheptilo (C7) y ciclooctilo (Cs). Salvo que se
especifique otra cosa, cada ocasion de un grupo cicloalquilo esta independientemente sin sustituir (un "cicloalquilo
sin sustituir") o sustituido (un "cicloalquilo sustituido") con uno o mas sustituyentes. En determinadas realizaciones,
el grupo cicloalquilo es cicloalquilo Cs.1o sin sustituir. En determinadas realizaciones, el grupo cicloalquilo es
cicloalquilo Cs.10 sustituido.

"Heterociclilo" o "heterociclico" se refiere a un radical de un sistema ciclico no aromatico de 3 a 10 miembros que
tienen atomos de carbono en el anillo y de 1 a 4 heteroatomos en el anillo, en el que cada heteroatomo se
selecciona independientemente de nitrégeno, oxigeno y azufre ("heterociclilo de 3-10 miembros"). En los grupos
heterociclilo que contienen uno o mas atomos de nitrégeno, el punto de adhesion puede ser un atomo de carbono o
nitrégeno, segun permita la valencia. Un grupo heterociclilo puede ser un monociclico ("heterociclilo monociclico") o
un sistema ciclico condensado, unido o espiro, tal como un sistema biciclico ("heterociclilo biciclico"), y puede estar
saturado o puede estar parcialmente insaturado. Los grupos heterociclilo parcialmente insaturados incluyen
heteroarilo. Los sistemas ciclicos biciclicos heterociclilo pueden incluir uno o mas heteroatomos en uno o ambos
anillos. "Heterociclilo" también incluye sistemas ciclicos, en los que el anillo heterociclilo, como se define
anteriormente, esta condensado con uno o mas grupos carbociclilo, en los que el punto de adhesion es en el anillo
carbociclilo o heterociclilo, o sistemas ciclicos, en los que el anillo heterociclilo, como se define anteriormente, esta
condensado con uno o mas grupos arilo o heteroarilo, en los que el punto de adhesion esta en el anillo heterociclilo
y, en dichos casos, el numero de miembros en el anillo sigue indicando los miembros del anillo en el sistema ciclico
heterociclilo. Salvo que se especifique otra cosa, cada ocasién de heterociclilo esta independientemente sustituido
opcionalmente, por ejemplo, sin sustituir (un "heterociclilo sin sustituir") o sustituido (un "heterociclilo sustituido") con
uno o mas sustituyentes. En determinadas realizaciones, el grupo heterociclilo es heterociclilo de 3-10 miembros sin
sustituir. En determinadas realizaciones, el grupo heterociclilo es heterociclilo de 3-10 miembros sustituido.

En algunas realizaciones, un grupo heterociclilo es un sistema ciclico no aromatico de 5-10 miembros que tiene
atomos de carbono en el anillo y 1-4 heteroatomos en el anillo, en el que cada heteroatomo se selecciona
independientemente de nitrégeno, oxigeno y azufre ("heterociclilo de 5-10 miembros"). En algunas realizaciones, un
grupo heterociclilo es un sistema ciclico no aromatico de 5-8 miembros que tiene atomos de carbono en el anillo y 1-
4 heteroatomos en el anillo, en el que cada heteroatomo se selecciona independientemente de nitrégeno, oxigeno y
azufre ("heterociclilo de 5-8 miembros"). En algunas realizaciones, un grupo heterociclilo es un sistema ciclico no
aromatico de 5-6 miembros que tiene atomos de carbono en el anillo y 1-4 heteroatomos en el anillo, en el que cada
heteroatomo se selecciona independientemente de nitrégeno, oxigeno y azufre ("heterociclilo de 5-6 miembros"). En
algunas realizaciones, el heterociclilo de 5-6 miembros tiene 1-3 heteroatomos en el anillo seleccionados de
nitrégeno, oxigeno y azufre. En algunas realizaciones, el heterociclilo de 5-6 miembros tiene 1-2 heteroatomos en el
anillo seleccionados de nitrogeno, oxigeno y azufre. En algunas realizaciones, el heterociclilo de 5-6 miembros tiene
un heteroatomo en el anillo seleccionado de nitrégeno, oxigeno y azufre.

Los grupos heterociclilo de 3 miembros ejemplares que contienen un heteroatomo incluyen, sin limitacion, azirdinilo,
oxiranilo, tiorenilo. Los grupos heterociclilo de 4 miembros ejemplares que contienen un heteroatomo incluyen, sin
limitacién, azetidinilo, oxetanilo y tietanilo. Los grupos heterociclilo de 5 miembros ejemplares que contienen un
heteroatomo incluyen, sin limitacion, tetrahidrofuranoilo, dihidrofuranilo, tetrahidrotiofenilo, dihidrotiofenilo,
pirrolidinilo, dihidropirrolilo y pirrolil-2,5-diona. Los grupos heterociclilo de 5 miembros ejemplares que contienen dos
heteroatomos incluyen, sin limitacion, dioxolanilo, oxasulfuranilo, disulfuranilo y oxazolidin-2-ona. Los grupos
heterociclilo de 5 miembros ejemplares que contienen tres heteroatomos incluyen, sin limitacion, triazolinilo,
oxadiazolinilo y tiadiazolinilo. Los grupos heterociclilo de 6 miembros ejemplares que contienen un heteroatomo
incluyen, sin limitacién, piperidinilo, tetrahidropiranilo, dihidropiridinilo y tianilo. Los grupos heterociclilo de 6
miembros ejemplares que contienen dos heteroatomos incluyen, sin limitacion, piperazinilo, morfolinilo, ditianilo y
dioxanilo. Los grupos heterociclilo de 6 miembros ejemplares que contienen dos heteroatomos incluyen, sin
limitacion, triazinanilo. Los grupos heterociclilo de 7 miembros ejemplares que contienen un heteroatomo incluyen,
sin limitacién, azepanilo, oxepanilo y tiepanilo. Los grupos heterociclilo de 8 miembros ejemplares que contienen un
heteroatomo incluyen, sin limitaciéon, azocanilo, oxecanilo y tiocanilo. Los grupos heterociclilo de 5 miembros
ejemplares condensados a un anillo arilo Cg (también mencionado en la presente memoria como un anillo
heterociclico 5,6-biciclico) incluyen, sin limitacion, indolinilo, isoindolinilo, dihidrobenzofuranilo, dihidrobenzotienilo,
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benzoxazolinonilo y similares. Los grupos heterociclilo de 6 miembros ejemplares condensados a un anillo arilo
(también mencionado en la presente memoria como un anillo heterociclico 6,6-biciclico) incluyen, sin limitacion,
tetrahidroquinolinilo, tetrahidroisoquinolinilo y similares.

"Arilo" se refiere a un radical de un sistema ciclico aromatico monociclico o policiclico (por ejemplo, biciclico o
triciclico) 4n+2 (por ejemplo, que tiene 6, 10 o 14 electrones T compartidos en una matriz ciclica) que tiene 6-14
atomos de carbono en el anillo y cero heteroatomos proporcionados en el sistema ciclico aromatico ("arilo Ce.14"). En
algunas realizaciones, un grupo arilo tienen seis atomos de carbono en el anillo ("arilo Cg"; por ejemplo, fenilo). En
algunas realizaciones, un grupo arilo tiene diez atomos de carbono en el anillo ("arilo C1¢"; por ejemplo, naftilo tal
como 1-naftilo y 2-naftilo). En algunas realizaciones, un grupo arilo tiene catorce atomos de carbono en el anillo
("arilo C14"; por ejemplo, antracilo). "Arilo" también incluye sistemas ciclicos en los que el anillo arilo, como se define
anteriormente, esta condensado con uno o mas grupos carbociclilo o heterociclilo, en los que el radical o punto de
adhesion esta en el anillo arilo y, en dichos casos, el nimero de atomos de carbono sigue indicando el nimero de
atomos de carbono en el sistema ciclico arilo. Salvo que se especifique otra cosa, cada ocasioén de un grupo arilo
esta independientemente sustituido opcionalmente, por ejemplo, sin sustituir (un "arilo sin sustituir") o sustituido (un
"arilo sustituido") con uno o mas sustituyentes. En determinadas realizaciones, el grupo arilo es arilo Ce.14 sin
sustituir. En determinadas realizaciones, el grupo arilo es arilo Ce.14 sustituido.

"Heteroarilo" se refiere a un radical de un sistema ciclico aromatico monociclico o biciclico de 5-10 miembros 4n+2
(por ejemplo, que tiene 6 o 10 electrones T compartidos en una matriz ciclica) que tiene atomos de carbono en el
anillo y 1-4 heteroatomos en el anillo proporcionados en el sistema ciclico aromatico, en el que cada heteroatomo se
selecciona independientemente de nitrogeno, oxigeno y azufre ("heteroarilo de 5-10 miembros"). En los grupos
heteroarilo que contienen uno o mas atomos de nitrégeno, el punto de adhesién puede ser un atomo de carbono o
nitrégeno, segun permita la valencia. Los sistemas ciclicos biciclicos heteroarilo pueden incluir uno o mas
heteroatomos en uno o ambos anillos. "Heteroarilo" incluye sistemas ciclicos en los que el anillo heteroarilo, como se
define anteriormente, esta condensado con uno o mas grupos carbociclilo o heterociclilo, en los que el punto de
adhesion esta en el anillo heteroarilo y, en dichos casos, el nimero de miembros en el anillo sigue indicando el
numero de miembros en el anillo en el sistema ciclico heteroarilo. "Heteroarilo" también incluye sistemas ciclicos en
los que el anillo heteroarilo, como se define anteriormente, esta condensado con uno o mas grupos arilo, en el que el
punto de adhesidn esta en el anillo arilo o heteroarilo y, en dichos casos, el niumero de miembros en el anillo indica
el nimero de miembros en el anillo en el sistema ciclico condensado (arilo/heteroarilo). En grupos heteroarilo
biciclicos en los que un anillo no contiene un heteroatomo (por ejemplo, indolilo, quinolinilo, carbazolilo y similares),
el punto de adhesién puede estar en cualquier anillo, por ejemplo, el anillo que alberga un heteroatomo (por ejemplo,
2-indolilo) o el anillo que no contiene un heteroatomo (por ejemplo, 5-indolilo).

En algunas realizaciones, un grupo heteroarilo es un sistema ciclico aromatico de 5-10 miembros que tiene atomos
de carbono en el anillo y 1-4 heteroatomos en el anillo proporcionados en el sistema ciclico aromatico, en el que
cada heteroatomo se selecciona independientemente de nitrégeno, oxigeno y azufre ("heteroarilo de 5-10
miembros"). En algunas realizaciones, un grupo heteroarilo es un sistema ciclico aromatico de 5-8 miembros que
tiene atomos de carbono en el anillo y 1-4 heteroatomos en el anillo proporcionados en el sistema ciclico aromatico,
en el que cada heteroatomo se selecciona independientemente de nitrdgeno, oxigeno y azufre ("heteroarilo de 5-8
miembros"). En algunas realizaciones, un grupo heteroarilo es un sistema ciclico aromatico de 5-6 miembros que
tiene atomos de carbono en el anillo y 1-4 heteroatomos en el anillo proporcionados en el sistema ciclico aromatico,
en el que cada heteroatomo se selecciona independientemente de nitrogeno, oxigeno y azufre ("heteroarilo de 5-6
miembros"). En algunas realizaciones, el heteroarilo de 5-6 miembros tiene 1-3 heteroatomos en el anillo
seleccionados de nitrogeno, oxigeno y azufre. En algunas realizaciones, el heteroarilo de 5-6 miembros tiene 1-2
heteroatomos en el anillo seleccionados de nitrégeno, oxigeno y azufre. En algunas realizaciones, el heteroarilo de
5-6 miembros tiene 1 heteroatomo en el anillo seleccionado de nitrégeno, oxigeno y azufre. Salvo que se especifique
otra cosa, cada ocasion de un grupo heteroarilo esta independientemente sustituido opcionalmente, por ejemplo, sin
sustituir ("heteroarilo sin sustituir") o sustituido ("heteroarilo sustituido") con uno o mas sustituyentes. En
determinadas realizaciones, el grupo heteroarilo es heteroarilo de 5-14 miembros sin sustituir. En determinadas
realizaciones, el grupo heteroarilo es heteroarilo de 5-14 miembros sustituido.

Los grupos heteroarilo de 5 miembros ejemplares que contienen un heteroatomo incluyen, sin limitacion, pirrolilo,
furanilo y tiofenilo. Los grupos heteroarilo de 5 miembros ejemplares que contienen dos heteroatomos incluyen, sin
limitacién, imidazolilo, pirazolilo, oxazolilo, isoxazolilo, tiazolilo e isotiazolilo. Los grupos heteroarilo de 5 miembros
ejemplares que contienen tres heteroatomos incluyen, sin limitacion, triazolilo, oxadiazolilo y tiadiazolilo. Los grupos
heteroarilo de 5 miembros ejemplares que contienen cuatro heteroatomos incluyen, sin limitacion, tetrazolilo. Los
grupos heteroarilo de 6 miembros ejemplares que contienen un heteroatomo incluyen, sin limitacién, piridinilo. Los
grupos heteroarilo de 6 miembros ejemplares que contienen dos heteroatomos incluyen, sin limitacion, piridazinilo,
pirimidinilo y pirazinilo. Los grupos heteroarilo de 6 miembros ejemplares que contienen tres o cuatro heteroatomos
incluyen, sin limitacion, triazinilo y tetrazinilo, respectivamente. Los grupos heteroarilo de 7 miembros ejemplares que
contienen un heteroatomo incluyen, sin limitacién, azepinilo, oxepinilo y tiepinilo. Los grupos heteroarilo 5,6-biciclicos
ejemplares incluyen, sin limitacion, indolilo, isoindolilo, indazolilo, benzotriazolilo, benzotiofenilo, isobenzotiofenilo,
benzofuranilo, benzoisofuranilo, bencimidazolilo, benzoxazolilo, bencisoxazolilo, benzoxadiazolilo, benztiazolilo,
bencisotiazolilo, benztiadiazolilo, indolizinilo y purinilo. Los grupos heteroarilo 6,6-biciclicos ejemplares incluyen, sin
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limitacion, naftiridinilo, pteridinilo, quinolinilo, isoquinolinilo, cinnolinilo, quinoxalinilo, ftalazinilo y quinazolinilo.

"Parcialmente insaturado" se refiere a un grupo que incluye al menos un doble o triple enlace. Se pretende que la
expresion "parcialmente insaturado" abarque anillos que tienen multiples sitios de insaturacion, pero no se pretende
que incluya grupos aromaticos (por ejemplo, grupos arilo o heteroarilo) como se define en la presente memoria.
Asimismo, "saturado" se refiere a un grupo que no contiene un doble o triple enlace, es decir, contiene todos enlaces
sencillos.

En algunas realizaciones, los grupos alifatico, alquilo, alquenilo, alquinilo, carbociclilo, heterociclilo, arilo y
heteroarilo, como se definen en la presente memoria, estan opcionalmente sustituidos (por ejemplo, grupo alquilo
"sustituido" o "sin sustituir", alquenilo "sustituido" o "sin sustituir’, alquinilo "sustituido" o "sin sustituir", carbociclilo
"sustituido" o "sin sustituir", heterociclilo "sustituido" o "sin sustituir", arilo "sustituido" o "sin sustituir" o heteroarilo
"sustituido" o "sin sustituir"). En general, el término "sustituido", ya sea precedido por el término "opcionalmente" o
no, significa que al menos un hidrégeno presente en un grupo (por ejemplo, un atomo de carbono o nitrégeno) esta
remplazado con un sustituyente permisible, por ejemplo, un sustituyente que, tras la sustitucién, produce un
compuesto estable, por ejemplo, un compuesto que no experimenta espontaneamente transformacion, tal como por
reordenamiento, ciclacion, eliminacién u otra reaccion. Salvo que se indique otra cosa, un grupo "sustituido" tiene un
sustituyente en una o mas posiciones sustituibles del grupo y, cuando se sustituye mas de una posicién en cualquier
estructura dada, el sustituyente es igual o diferente en cada posicion. Se contempla que el término "sustituido"
incluye sustitucion con todos los sustituyentes permisibles de compuestos organicos, cualquiera de los sustituyentes
descritos en la presente memoria que provoque la formacion de un compuesto estable. La presente divulgacion
contempla todas y cada una de estas combinaciones para llegar a un compuesto estable. Para los fines de esta
divulgacion, los heteroatomos tales como nitrégeno pueden tener sustituyentes de hidrogeno y/o cualquier
sustituyente adecuado como se describe en la presente memoria que satisfaga las valencias de los heteroatomos y
provoque la formacion de un resto estable.

Los sustituyentes de atomo de carbono ejemplares incluyen, aungue sin limitacion, halégeno, -CN, -NOg, -N3, -SO2H,
-S0sH, -OH, -OR®, -ON(R™)z, -N(R™)2, -N(R™)3*X", -N(OR*)R™, -SH, -SR®, -SSR*, -C(=0)R*, -CO,H, -CHO, -
C(OR™),, -CO.R®, -OC(=0)R*, -OCO;R*™ -C(=O)N(R™),, -OC(=O)N(R™),, -NR™C(=0)R*® -NR™CO,R®, -
NR*®C(=0)N(R®®),, -C£=NRbb)Raa, -C(=NR™)OR®,  -OC(=NR™)R®, -OC(=NR™)OR®, -C(=NR**)N(R™),,
OC(=NR™)N(R™),, -NR*C(=NR*™®)N(R™),, -C(=0)NR**SO;R*, -NR™SO,R*, -SO,N(R™),, -SO,R*, -SO,0R™, -
0OSO,R*, -§(=0)R*, -OS(=0)R*, -Si(R*)s, -OSi(R*)s, -C(=S)N(Rbb)2, -C(=0)SR*, -C(=S)SR*, -SC(=S)SR*, -
SC(=0)SR*, -OC(=0)SR*, -SC(=0)OR*, -SC(=0)R*, -P(=0)2R**, -OP(=0),R*, -P(=0)(R*),, -OP(=0)(R*),, -
OP(=0)(OR%);,  -P(=0):N(R™);, -OP(=0):N(R™);, -P(=0)(NR™),, -OP(=0)(NR™);, -NR°®P(=0)(OR®),, -
NR®P(=0)(NR™), -P(R®)s, -P(R®)s, -OP(R®);, -OP(R®)s -B(R*),; -B(OR®), -BR¥™(OR%), alquilo Ci.1o,
perhaloalquilo C4.1o, alquenilo Cz-10, alquinilo Cs.10, carbociclilo Cs.10, heterociclilo de 3-14 miembros, arilo Ce.14 y
heteroarilo de 5-14 miembros, en los que cada alquilo, alquenilo, alquinilo, carbociclilo, heterociclilo, arilo y
heteroarilo esta sustituido independientemente con 0, 1, 2, 3, 4 0 5 grupos Rdd;

o dos hidrogenos geminales en un atomo de carbono se remplazan con el grupo =0, =S, =NN(R™),
=NNR"C(=0)R*, =NNR"’C(=0)OR?®, =NNR™S(=0),R*, =NR"® 0 =NOR™;

cada ocasion de R* se selecciona, independientemente, de alquilo Ci.10, perhaloalquilo Ci.10, alquenilo Ca.1,
alquinilo Cs.1o, carbociclilo Cs.10, heterociclilo de 3-14 miembros, arilo Ce.14 y heteroarilo de 5-14 miembros, o dos
grupos R* se unen para formar un heterociclilo de 3-14 miembros o anillo heteroarilo de 5-14 miembros, en los que
cada alquilo, alquenilo, alquinilo, carbociclilo, heterociclilo, arilo y heteroarilo esta sustituido independientemente con
0,1,2,3,405grupos Rdd;

cada ocasion de R™ se selecciona, independientemente, de hidrégeno, -OH, -OR®, -N(R®),, -CN, -C(=0)R*, -
C(=0)N(R*®)2, -CO,R*, -SO,R*, -C(=NR*)OR*, -C(=NR®)N(R*®),, -SO2N(R*°)2, -SO2R*’, -SO,0R®*, -SOR*, -
C(=S)N(R*);, -C(=0)SR®*’, -C(=S)SR*, -P(=0)%R*, -P(=0)(R*);, -P(=0)N(R*)2, -P(=0)(NR*),, alquilo Cj.10,
perhaloalquilo C4.10, alquenilo Cz-10, alquinilo Cs.10, carbociclilo Cs.10, heterociclilo de 3-14 miembros, arilo Ce.14 y
heteroarilo de 5-14 miembros, o dos grupos R se unen para formar un heterociclilo de 3-14 miembros o anillo
heteroarilo de 5-14 miembros, en los que cada alquilo, alquenilo, alquinilo, carbociclilo, heterociclilo, arilo y
heteroarilo esta sustituido independientemente con 0, 1, 2, 3, 4 o0 5 grupos Rdd;

cada ocasion de R* se selecciona, independientemente, de hidrégeno, alquilo C1.10, perhaloalquilo C1.10, alquenilo
C2-10, alquinilo Cs.10, carbociclilo Cs.10, heterociclilo de 3-14 miembros, arilo Cs.14 y heteroarilo de 5-14 miembros, o
dos grupos R” se unen para formar un heterociclilo de 3-14 miembros o anillo heteroarilo de 5-14 miembros, en los
que cada alquilo, alquenilo, alquinilo, carbociclilo, heterociclilo, arilo y heteroarilo esta sustituido independientemente
con0, 1, 2, 3,4 o5 grupos Rdd;

cada ocasién de R se selecciona, ind?endientemente, de halégeno, -CN, -NO,, -N3, -SO2H, -SO3H, -OH, -OR®®, -
ON(R™3, -N(R™,, -N(RM)3*X;, -N(OR®*)R", -SH, -SR®®, -SSR, -C(=0)R*®, -CO,H, -CO,R*®, -OC(=0)R*, -OCO,R*®, -
C(=O)N(R";, -OC(=O)N$rRﬁ)2, -NR"C(=0)R*®, -NR"CO,R*®, -NR"C(=O)N(R™,, -C(=NRMOR®*®, -OC(=NRMR®*®, -
OC(=NRMOR®*, -C(=NR"N(R"),, -OC(=NRHN(R™,, -NR'C(=NRM)N(R™,, -NR"SO,R*, -SO,N(R™,, -SO.,R*, -
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S0,0R®*, -OSO,R®*®, -S(=0)R*, -Si(R*®);, -OSi(R*®)s, -C(=S)N(Rﬁ)2, -C(=0)SR*®, -C(=S)SR*’, -SC(=S)SR*’, -
P(=0)2R®, -P(=0)(R*®)2, -OP(=0)(R®*®),, -OP(=0)(OR®*®),, alquilo C1.s, perhaloalquilo C+.6, alquenilo Ca.6, alquinilo Co.
6, carbociclilo Cs.10, heterociclilo de 3-10 miembros, arilo Cs.10, heteroarilo de 5-10 miembros, en los que cada alquilo,
alquenilo, alquinilo, carbociclilo, heterociclilo, arilo y heteroarilo esta sustituido independientemente con 0, 1, 2, 3,4 o
5 grupos R%, o dos sustituyentes R geminales pueden unirse para formar =O o =S;

cada ocasion de R*® se selecciona, independientemente, de alquilo C1.6, perhaloalquilo C1., alquenilo Ca., alquinilo
Cz.6, carbociclilo Cs.19, arilo Ce.10, heterociclilo de 3-10 miembros y heteroarilo de 3-10 miembros, en los que cada
alquilo, alquenilo, alquinilo, carbociclilo, heterociclilo, arilo y heteroarilo esta sustituido independientemente con 0, 1,
2, 3,4 05 grupos R%;

cada ocasion de R se selecciona, independientemente, de hidrégeno, alquilo C+.6, perhaloalquilo C1.6, alquenilo Cy.,
alquinilo Cy, carbociclilo Cs.10, heterociclilo de 3-10 miembros, arilo Cs.10 y heteroarilo de 5-10 miembros, o dos
grupos R" se unen para formar un heterociclilo de 3-14 miembros o anillos heteroarilo de 5-14 miembros, en los que
cada alquilo, alquenilo, alquinilo, carbociclilo, heterociclilo, arilo y heteroarilo esta sustituido independientemente con
0,1,2,3,405grupos R¥; y

cada ocasion de R* es, independientemente, halégeno, -CN, -NO3, -Ns, -SO2H, -SO3H, -OH, -Oalquilo Ci.s, -
ON(alquilo C1.6)2, -N(alquilo C1.)2, -N(alquilo C16)3* X, -NH(alquilo C1.5)2"X’, -NHa(alquilo C1.6)"X’, -NH3"X", -N(Oalquil
Cis)(alquilo C1), -N(OH)(alquilo C1.), -NH(OH), -SH, -Salquilo C+, -SS(alquilo C4s), -C(=0)(alquilo C1.s), -CO2H, -
COy(alquilo C4s), -OC(=0O)(alquilo C1.), -OCO2(alquilo C1.), -C(=O)NHz, -C(=0O)N(alquilo C1.6)2,-OC(=0O)NH(alquilo
Ci1), -NHC(=0)(alquilo C1.), -N(alquil C1.6)C(=O)(alquilo C4), -NHCO»(alquilo C+s), -NHC(=O)N(alquilo C1.6)2, -
NHC(=O)NH(alquilo C1.), -NHC(=O)NH,, -C(=NH)O(alquilo C1.),-OC(=NH)(alquilo C1.), -OC(=NH)Oalquilo C1s, -
C(=NH)N(alquilo C1.6)2, -C(=NH)NH(alquilo C1.), -C(=NH)NH,, -OC(=NH)N(alquilo C1.s)2, -OC(NH)NH(alquilo C1.s), -
OC(NH)NH2, -NHC(NH)N(alquilo C1.6)2, -NHC(=NH)NH, -NHSO»(alquilo C1.),-SO2N(alquilo C1.6)2, -SO2NH(alquilo
C1.6), -SO2NHa, -SOzalquilo C46, -SO20alquilo C1.6, -OSOzalquilo C1., -SOalquilo C1.s, -Si(alquilo C1.)3, -OSi(alquilo
Cis)3 -C(=S)N(alquilo C1s6)2, C(=S)NH(alquilo Cis), C(=S)NHz, -C(=0)S(alquilo Cisg), -C(=S)Salquilo Cis, -
SC(=S)Salquilo C1., -P(=0)2(alquilo C4s), -P(=O)(alquilo C1.)2, -OP(=0)(alquilo Ci.6)2, -OP(=0)(Oalquilo C1.6)2,
alquilo C46, perhaloalquilo C+6, alquenilo Css, alquinilo C,.s, carbociclilo Cs.10, arilo Cs.10, heterociclilo de 3-10
miembros, heteroarilo de 5-10 miembros; o dos sustituyentes R% geminales pueden unirse para formar =O o =S; en
los que X es un contraion.

Un "contraion" o "contraién aniénico" es un grupo cargado negativamente asociado con un grupo amino cuaternario
catiénico para mantener la neutralidad electronica. Los contraiones ejemplares incluyen iones de haluro (por
ejemplo, F, CI, Br, I), NOs, CIO4, OH, H.,PO4, HSO,, iones sulfonato (por ejemplo, metanosulfonato,
trifluorometanosulfonato, p-toluenosulfonato, bencenosulfonato, 10-alcanforsulfonato, naftaleno-2-sulfonato, acido
naftaleno-1-sulfénico-5-sulfonato, acido etan-1-sulfénico-2-sulfonato y similares), e iones carboxilato (por ejemplo,
acetato, etanoato, propanoato, benzoato, glicerato, lactato, tartrato, glicolato y similares).

"Halo" o "halégeno"” se refiere a fltor (fluoro, -F), cloro (cloro, -Cl), bromo (bromo, -Br), o yodo (yodo, -I).

Los atomos de nitrégeno pueden estar sustituidos o sin sustituir segun permita la valencia, e incluyen atomos de
nitrégeno primarios, secundarios, terciarios y cuaternarios. Los sustituyentes de atomo de nitrégeno ejemplares
incluyen, aunque sin limitacion, hidrégeno, -OH, -OR*, -N(R%),, -CN,-C(=0)R*, -C(=0)N(R*°),, -CO,R**, -SO,R*, -
C(=NR™)R™, -C(=NR®)OR™, -C(=NR®)N(R®)2, -SO:N(R*);, -SO,R*, -SO,O0R®, -SOR¥, -C(=S)N(R®)y, -
C(=0)SR®*¢, -C(=S)SR”, -P(=0)2,R*, -P(=0)(R*),, -P(=0)2N(R*°)2, -P(=0)(NR*),, alquilo C1.19, perhaloalquilo C1.10,
alquenilo Cs.1g, alquinilo Cs.10, carbociclilo Cs.10, heterociclilo de 3-14 miembros, arilo Ce.14 y heteroarilo de 5-14
miembros o dos grupos R* adheridos a un atomo de nitrégeno se unen para formar un heterociclilo de 3-14
miembros o anillo heteroarilo de 5-14 miembros, en los que cada alquilo, alquenilo, aI%uiniIo, carbociclilo,
heterociclilo, arilo y heteroarilo esta sustituido independientemente con 0, 1, 2, 3, 4 0 5 grupos R d, y en los que R¥,
R, Ry R™ son como se definen anteriormente.

En determinadas realizaciones, el sustituyente presente en un atomo de nitrégeno es un grupo protector de
nitrégeno (también mencionado como un grupo protector de amino). Los grupos protectores de nitrégeno incluyen,
aunque sin limitacién, -OH, -OR*, -N(R®);, -C(=0)R*, -C(=O)N(R*);, -CO,R*, -SO,R*, -C(=NR*)R*, -
C(=NR*)OR*, -C(=NR*)N(R*)2, -SO2N(R*),, -SO2R®, -SO,0R%, -SOR*, -C(=S)N(R®),, -C(=0)SR°®*®, -C(=S)SR",
alquilo C1.19 (por ejemplo, aralquilo, heteroaralquilo), alquenilo C;.10, alquinilo C».19, carbociclilo Cs.19, heterociclilo de
3-14 miembros, arilo Ce.14 y grupos heteroarilo de 5-14 miembros, en los que cada alquilo, alquenilo, alquinilo,
carbociclilo, heterociclilo, aralquilo, arilo y heteroarilo esta sustituido independientemente con 0, 1, 2, 3, 4 0 5 grupos
R%, y en los que R*, R, R y R son como se definen en la presente memoria. Los grupos protectores de
nitrégeno son bien conocidos en la técnica e incluyen los descritos en detalle en Protecting Groups in Organic
Synthesis, T. W. Greene y P. G. M. Wuts, 3.2 edicion, John Wiley & Sons, 1999.

Los grupos protectores de nitrégeno de amida (por ejemplo, -C(=0)R*®) incluyen, aunque sin limitacion, formamida,

acetamida, cloroacetamida, tricloroacetamida, trifluoroacetamida, fenilacetamida, 3-fenilpropanamida, picolinamida,
3-piridilcarboxamida, derivado de N-benzoilfenilalanilo, benzamida, p-fenilbenzamida, o-nitrofenilacetamida, o-
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nitrofenoxiacetamida, acetoacetamida, (N'-ditiobenciloxiacilamino)acetamida, 3-(p-hidroxifenil)propanamida, 3-(o-
nitrofenil)propanamida, 2-metil-2-(o-nitrofenoxi)propanamida, 2-metil-2-(o-fenilazofenoxi)propanamida, 4-
clorobutanamida, 3-metil-3-nitrobutanamida, o-nitrocinamida, N-acetilmetionina, o-nitrobenzamida y o-
(benzoiloximetil)benzamida.

Los grupos protectores de nitrégeno de carbamato (por ejemplo, -C(=O)OR®?) incluyen, aunque sin limitacién, metil
carbamato, etil carbamato, 9-fluorenilmetil carbamato (Fmoc), 9-(2-sulfo)fluorenilmetil carbamato, 9-(2,7-
dibromo)fluoroenilmetil carbamato, 2,7-di-t-butil-[9-(10,10-dioxo-10,10,10,10-tetrahidrotioxanthil)metil carbamato
(DBD-Tmoc), 4-metoxifenacil carbamato (Phenoc), 2,2,2-tricloroetil carbamato (Troc), 2-trimetilsililetii carbamato
(Teoc), 2-feniletil carbamato (hZ), 1-(1-adamantil)-1-metiletil carbamato (Adpoc), 1,1-dimetil-2-haloetil carbamato,
1,1-dimetil-2,2-dibromoetil carbamato (DB-t-BOC), 1,1-dimetil-2,2,2-tricloroetil carbamato (TCBOC), 1-metil-1-(4-
bifenilil)etil carbamato (Bpoc), 1-(3,5-di-t-butilfenil)-1-metiletil carbamato (-Bumeoc), 2-(2'- y 4'-piridil)etil carbamato
(Pyoc), 2-(N,N-diciclohexilcarboxamido)etil carbamato, t-butil carbamato (BOC), 1-adamantil carbamato (Adoc), vinil
carbamato (Voc), alil carbamato (Alloc), 1-isopropilalil carbamato (Ipaoc), cinamil carbamato (Coc), 4-nitrocinamil
carbamato (Noc), 8-quinolil carbamato, N-hidroxipiperidinil carbamato, alquilditio carbamato, bencil carbamato (Cbz),
p-metoxibencil carbamato (Moz), p-nitobencil carbamato, p-bromobencil carbamato, p-clorobencil carbamato, 2,4-
diclorobencil carbamato, 4-metilsulfinilbencil carbamato (Msz), 9-antrilmetil carbamato, difenilmetil carbamato, 2-
metiltioetil carbamato, 2-metilsulfoniletii carbamato, 2-(p-toluenosulfonil)etil carbamato, [2-(1,3-ditianil)]metil
carbamato (Dmoc), 4-metiltiofenil carbamato (Mtpc), 2,4-dimetiltiofenil carbamato (Bmpc), 2-fosfonioetil carbamato
(Peoc), 2-trifenilfosfonioisopropil carbamato (Ppoc), 1,1-dimetil-2-cianoetil carbamato, m-cloro-p-aciloxibencil
carbamato, p-(dihidroxiboril)bencil carbamato, 5-bencisoxazoliimetil carbamato, 2-(trifluorometil)-6-cromonilmetil
carbamato (Tcroc), m-nitrofenil carbamato, 3,5-dimetoxibencil carbamato, o-nitrobencil carbamato, 3,4-dimetoxi-6-
nitrobencil carbamato, fenil(o-nitrofenil)metil carbamato, f-amil carbamato, S-bencil tiocarbamato, p-cianobencil
carbamato, ciclobutil carbamato, ciclohexil carbamato, ciclopentil carbamato, ciclopropilmetil carbamato, p-
deciloxibencil carbamato, 2,2-dimetoxiacilvinil carbamato, o-(N,N-dimetilcarboxamido)bencil carbamato, 1,1-dimetil-3-
(N,N-dimetilcarboxamido)propil carbamato, 1,1-dimetilpropinil carbamato, di(2-piridil)metil carbamato, 2-furanilmetil
carbamato, 2-yodoetil carbamato, isobornil carbamato, isobutil carbamato, isonicotinil carbamato, p-(p'-
metoxifenilazo)bencil carbamato, 1-metilciclobutil carbamato, 1-metilciclohexil carbamato, 1-metil-1-ciclopropilmetil
carbamato, 1-metil-1-(3,5-dimetoxifenil)etil carbamato, 1-metil-1-(p-fenilazofenil)etil carbamato, 1-metil-1-feniletil
carbamato, 1-metil-1-(4-piridil)etil carbamato, fenil carbamato, p-(fenilazo)bencil carbamato, 2,4,6-tri-t-butilfenil
carbamato, 4-(trimetilamonio)bencil carbamato y 2,4,6-trimetilbencil carbamato.

Los grupos protectores de nitrégeno de sulfonamida (por ejemplo, -S(=0).R*) incluyen, aunque sin limitacién, p-
toluenosulfonamida  (Ts), bencenosulfonamida, 2,3,6,-trimetil-4-metoxibencenosulfonamida  (Mtr), 2,4,6-
trimetoxibencenosulfonamida  (Mtb),  2,6-dimetil-4-metoxibencenosulfonamida  (Pme),  2,3,5,6-tetrametil-4-
metoxibencenosulfonamida (Mte), 4-metoxibencenosulfonamida (Mbs), 2,4,6-trimetilbencenosulfonamida (Mts), 2,6-
dimetoxi-4-metilbencenosulfonamida (iMds), 2,2,5,7,8-pentametilcroman-6-sulfonamida (Pmc), metanosulfonamida
(Ms), B-trimetilsililetanosulfonamida (SES), 9-antracenosulfonamida, 4-(4',8'-dimetoxinaftiimetil)bencenosulfonamida
(DNMBS), bencilsulfonamida, trifluorometilsulfonamida y fenacilsulfonamida.

Otros grupos protectores de nitrdgeno incluyen, aunque sin limitacion, derivado de fenotiazinil-(10)-acilo, derivado de
N"-p-toluenosulfonilaminoacilo, derivado de N-fenilaminotioacilo, derivado de N-benzoilfenilalanilo, derivado de N-
acetilmetionina, 4,5-difenil-3-oxazolin-2-ona, N-ftalimida, N-ditiasuccinimida (Dts), N-2,3-difenilimaleimida, N-2,5-
dimetilpirrol, aducto N-1,1,4,4-tetrametildisililazaciclopentano (STABASE), 1,3-dimetil-1,3,5-triazaciclohexan-2-ona 5-
sustituida, 1,3-dibencil-1,3,5-triazaciclohexan-2-ona 5-sustituida, 3,5-dinitro-4-piridona 1-sustituida, N-metilamina, N-
alilamina, N-[2-(trimetilsilil)etoxilmetilamina (SEM), N-3-acetoxipropilamina, N-(1-isopropil-4-nitro-2-oxo-3-pirrolin-3-
illamina, sales de amonio cuaternario, N-bencilamina, N-di(4-metoxifenil)metilamina, N-5-dibenzosuberilamina, N-
trifenilmetilamina (Tr), N-[(4-metoxifenil)difenilmetillamina (MMTr), N-9-fenilfluorenilamina (PhF), N-2,7-dicloro-9-
fluorenilmetilenamina, N-ferrocenilmetilamino (Fcm), N-6xido de N-2-picolilamino, N-1,1-dimetiltiometilenamina, N-
bencilidenamina, N-p-metoxibencilidenamina, N-difenilmetilenamina, N-[(2-piridil)mesitillmetilenamina, N-(N',N-
dimetilaminometilen)amina, N,N-isopropilidendiamina, = N-p-nitrobencilidenamina, N-salicilidenamina, N-5-
clorosalicilidenamina, N-(5-cloro-2-hidroxifenil)fenilmetilenamina, N-ciclohexilidenamina, N-(5,5-dimetil-3-oxo-1-
ciclohexenil)amina, derivado de N-borano, derivado de acido N-difenilborinico, N-[fenil(pentaacilcromo- o
tungsteno)acillJamina, quelato de N-cobre, quelato de N-cinc, N-nitroamina, N-nitrosoamina, N-6xido de amina,
difenilfosfinamida (Dpp), dimetiltiofosfinamida (Mpt), difeniltiofosfinamida (Ppt), dialquil fosforamidatos, dibencil
fosforamidato, difenil fosforamidato, bencenosulfenamida, o-nitrobencenosulfenamida (Nps), 2,4-
dinitrobencenosulfenamida, pentaclorobencenosulfenamida, 2-nitro-4-metoxibencenosulfenamida,
trifenilmetilsulfenamida y 3-nitropiridinsulfenamida (Npys).

En determinadas realizaciones, el sustituyente presente en un atomo de oxigeno es un grupo protector de oxigeno
(también mencionado como un grupo protector de hidroxilo). Los grupos protectores de oxi%eno incluyen, aunque sin
limitacion, -R®, -N(R®™), -C(=0)SR®, -C(=0)R®, -CO.,R* -C(=O)N(R®), -C(=NR™)R* -C(=NR"™)OR®, -
C(=NR™)N(R™),, -S(=0)R*®, -SO,R*, -Si(R*)s, -P(R®);, -P(R®)s, -P(=0):R*, -P(=0)(R*); -P(=0)(OR®),, -
P(=0)2N(R™), y -P(=0)(NR™),, en los que R*, R* y R son como se definen en la presente memoria. Los grupos
protectores de oxigeno son bien conocidos en la técnica e incluyen los descritos en detalle en Protecting Groups in
Organic Synthesis, T. W. Greene y P. G. M. Wuts, 3.2 edicién, John Wiley & Sons, 1999.
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Los grupos protectores de oxigeno ejemplares incluyen, aunque sin limitacién, metilo, metoxilmetilo (MOM),
metiltiometilo  (MTM), t-butiltiometilo,  (fenildimetilsili)metoximetilo  (SMOM), benciloximetilo (BOM), p-
metoxibenciloximetilo (PMBM), (4-metoxifenoxi)metilo (p-AOM), guaiacolmetilo (GUM), t-butoximetilo, 4-
penteniloximetilo (POM), siloximetilo, 2-metoxietoximetilo (MEM), 2,2,2-tricloroetoximetilo, bis(2-cloroetoxi)metilo, 2-
(trimetilsilil)etoximetilo (SEMOR), tetrahidropiranilo (THP), 3-bromotetrahidropiranilo, tetrahidrotiopiranilo, 1-
metoxiciclohexilo, 4-metoxitetrahidropiranilo (MTHP), 4-metoxitetrahidrotiopiranilo, S,S-diéxido 4-
metoxitetrahidrotiopiranilo, 1-[(2-cloro-4-metil)fenil]-4-metoxipiperidin-4-ilo (CTMP), 1,4-dioxan-2-ilo,
tetrahidrofuranoilo, tetrahidrotiofuranilo, 2,3,3a,4,5,6,7,7a-octahidro-7,8,8-trimetil-4,7-metanobenzofuran-2-ilo, 1-
etoxietilo, 1-(2-cloroetoxi)etilo, 1-metil-1-metoxietilo, 1-metil-1-benciloxietilo, 1-metil-1-benciloxi-2-fluoroetilo, 2,2,2-
tricloroetilo, 2-trimetilsililetilo, 2-(fenilselenil)etilo, t-butilo, alilo, p-clorofenilo, p-metoxifenilo, 2,4-dinitrofenilo, bencilo
(Bn), p-metoxibencilo, 3,4-dimetoxibencilo, o-nitrobencilo, p-nitrobencilo, p-halobencilo, 2,6-diclorobencilo, p-
cianobencilo, p-fenilbencilo, 2-picolilo, 4-picolilo, N-6xido de 3-metil-2-picolilo, difenilmetilo, p,p'-dinitrobenzhidrilo, 5-
dibenzosuberilo, ftrifenilmetilo, a-naftildifenilmetilo, p-metoxifenildifenilmetilo, di(p-metoxifenil)fenilmetilo, tri(p-
metoxifenil)metilo, 4-(4'-bromofenaciloxifenil)difenilmetilo, 4.,4' 4"-tris(4,5-dicloroftalimidofenil)metilo, 4.4' 4"-
tris(levulinoiloxifenil)metilo, 4,4',4"-tris(benzoiloxifenil)metilo, 3-(imidazol-1-il)bis(4',4"-dimetoxifenil)metilo, 1,1-bis(4-
metoxifenil)-1'-pirenilmetilo, 9-antrilo, 9-(9-fenil)xantenilo, 9-(9-fenil-10-oxo)antrilo, 1,3-benzodisulfuran-2-ilo, S,S-
diéxido bencisotiazolilo, trimetilsillo (TMS), trietilsillo (TES), triisopropilsililo (TIPS), dimetilisopropilsililo (IPDMS),
dietilisopropilsililo (DEIPS), dimetilthexilsililo, f-butildimetilsililo (TBDMS), t-butildifenilsililo (TBDPS), tribencilsililo, tri-
p-xililsililo, trifenilsililo, difenilmetilsilio (DPMS), t-butilmetoxifenilsillo (TBMPS), formiato, benzoilformiato, acetato,
cloroacetato, dicloroacetato, tricloroacetato, trifluoroacetato, metoxiacetato, trifeniimetoxiacetato, fenoxiacetato, p-
clorofenoxiacetato, 3-fenilpropionato, 4-oxopentanoato (levulinato), 4,4-(etilenditio)pentanoato (levulinoilditioacetal),
pivaloato, adamantoato, crotonato, 4-metoxicrotonato, benzoato, p-fenilbenzoato, 2,4,6-trimetilbenzoato (mesitoato),
alquil metil carbonato, 9-fluorenilmetil carbonato (Fmoc), alquilo etil carbonato, alquil 2,2,2-tricloroetil carbonato
(Troc), 2-(trimetilsilil)etil carbonato (TMSEC), 2-(fenilsulfonil) etil carbonato (Psec), 2-(trifenilfosfonio) etil carbonato
(Peoc), alquil isobutil carbonato, alquil vinil carbonato, alquil alil carbonato, alquil p-nitrofenil carbonato, alquil bencil
carbonato, alquil p-metoxibencil carbonato, alquil 3,4-dimetoxibencil carbonato, alquil o-nitrobencil carbonato, alquil
p-nitrobencil carbonato, alquil S-bencil tiocarbonato, 4-etoxi-1-naptil carbonato, metil ditiocarbonato, 2-yodobenzoato,
4-azidobutirato, 4-nitro-4-metilpentanoato, o-(dibromometil)benzoato, 2-formilbencenosulfonato, 2-
(metiltiometoxi)etilo, 4-(metiltiometoxi)butirato, 2-(metiltiometoximetil)benzoato, 2,6-dicloro-4-metilfenoxiacetato, 2,6-
dicloro-4-(1,1,3,3-tetrametilbutil)ffenoxiacetato, 2,4-bis(1,1-dimetilpropil)fenoxiacetato, clorodifenilacetato, isobutirato,
monosuccinoato,  (E)-2-metil-2-butenoato,  o-(metoxiacil)benzoato, a-naftoato, nitrato, alquil N,N,N',N-
tetrametilfosforodiamidato, alquil N-fenilcarbamato, borato, dimetilfosfinotioilo, alquil 2,4-dinitrofenilsulfenato, sulfato,
metanosulfonato (mesilato), bencilsulfonato y tosilato (Ts).

En determinadas realizaciones, el sustituyente presente en un atomo de azufre es un grupo protector de azufre
(también mencionado como un grupo protector de tiol). Los grupos protectores de azufre incluyen, aunque sin
limitacion, -R®, -N(R®);, -C(=0)SR*, -C(=0)R™, -CO,R*-C(=O0)N(R™);, -C(=NR*)R*® -C(=NR")OR*,
C(=NR™)N(R™),, -S(=0)R*, -SO,R*, -Si(R*)s, -P(R®);, -P(R®)s, -P(=0):R*, -P(=0)(R*); -P(=0)(OR®),, -
P(=0)2N(R™), y -P(=0)(NR™),, en los que R*®, R* y R son como se definen en la presente memoria. Los grupos
protectores de azufre son bien conocidos en la técnica e incluyen los descritos en detalle en Protecting Groups in
Organic Synthesis, T. W. Greene y P. G. M. Wuts, 3.2 edicién, John Wiley & Sons, 1999.

Estos y otros sustituyentes ejemplares se describen en mas detalle en la descripcion detallada, los ejemplos y las
reivindicaciones. No se pretende que la presente divulgacion esté limitada de ninguna manera por la lista ejemplar
anterior de sustituyentes.

Otras definiciones

"Sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a aquellas sales que son, dentro del alcance del criterio médico
sensato, adecuadas para su uso en contacto con los tejidos de seres humanos y otros animales sin toxicidad
excesiva, irritacion, respuesta alérgica y similares, y son proporcionales con una relaciéon beneficio/riesgo razonable.
Las sales farmacéuticamente aceptables son bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, Berge et al., describe sales
farmacéuticamente aceptables en detalle en J. Pharmaceutical Sciences (1977) 66:1-19. Las sales
farmacéuticamente aceptables de los compuestos descritos en la presente memoria incluyen las derivadas de bases
y acidos organicos e inorganicos adecuados. Los ejemplos de sales de adicion de acido no toxicas
farmacéuticamente aceptables son sales de un grupo amino formado con acidos inorganicos tales como acido
clorhidrico, acido bromhidrico, acido fosférico, acido sulfurico y acido perclérico o con acidos organicos tales como
acido acético, acido oxalico, acido maleico, acido tartarico, acido citrico, acido succinico o acido malénico o usando
otros métodos usados en la técnica tales como intercambio iénico. Otras sales farmacéuticamente aceptables
incluyen sales adipato, alginato, ascorbato, aspartato, bencenosulfonato, benzoato, bisulfato, borato, butirato,
alcanforato, alcanforsulfonato, citrato, ciclopentanopropionato, digluconato, dodecilsulfato, etanosulfonato, formiato,
fumarato, glucoheptonato, glicerofosfato, gluconato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, hidroyoduro,
2-hidroxi-etanosulfonato, lactobionato, lactato, laurato, lauril sulfato, malato, maleato, malonato, metanosulfonato,
2-naftalenosulfonato, nicotinato, nitrato, oleato, oxalato, palmitato, pamoato, pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato,
fosfato, picrato, pivalato, propionato, estearato, succinato, sulfato, tartrato, tiocianato, p-toluenosulfonato,
undecanoato, valerato y similares. Las sales derivadas de bases apropiadas incluyen sales de metales alcalinos,
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metales alcalinotérreos, amonio y N*(alquilo C1.4)s. Las sales de metales alcalinos y alcalinotérreos representativas
incluyen sodio, litio, potasio, calcio magnesio y similares. Las sales farmacéuticamente aceptables adicionales
incluyen, cuando es apropiado, sales cuaternarias.

Un "sujeto" para el que se contempla la administracion incluyen, aunque sin limitacion seres humanos (por ejemplo,
un hombre o mujer de cualquier grupo de edad, por ejemplo, un sujeto pediatrico (por ejemplo, bebég, nifio,
adolescente) o sujeto adulto (por ejemplo, adulto joven, adulto de mediana edad o adulto mayor)) y/u otros animales
no humanos, por ejemplo, mamiferos (por ejemplo, primates (por ejemplo, macacos de la India, macacos
cangrejeros); mamiferos comercialmente relevantes tales como ganado bovino, cerdos, caballos ovejas, cabras
gatos y/o perros), aves (por ejemplo, aves comercialmente relevantes tales como pollos, patos, gansos y/o pavos),
reptiles, anfibios y peces. En determinadas realizaciones, el animal no humano es un mamifero. El animal no
humano puede ser un macho o hembra en cualquier fase del desarrollo. Un animal no humano puede ser un animal
transgeénico.

"Afeccion”, "enfermedad" y "trastorno" se usan indistintamente en la presente memoria.

"Tratar", "que trata" y "tratamiento" abarca una accién que se produce mientras un sujeto esta padeciendo una
afeccion, que reduce la gravedad de la afeccién o retarda o ralentiza la progresiéon de la afeccion ("tratamiento
terapéutico"). "Tratar", "que trata" y "tratamiento” también abarca una accién que se produce antes de que un sujeto

empiece a padecer la afeccion y que inhibe o reduce la gravedad de la afeccion ("tratamiento profilactico").

Una "cantidad eficaz" de un compuesto se refiere a una cantidad suficiente para provocar la respuesta bioldgica
deseada, por ejemplo, tratar la afeccion. Como apreciaran los expertos en la materia, la cantidad eficaz de un
compuesto descrito en la presente memoria puede variar dependiendo de factores tales como el criterio de
valoracion biolégico deseado, la farmacocinética del compuesto, la afeccion que se esta tratando, el modo de
administracion y la edad y salud del sujeto. Una cantidad eficaz abarca tratamiento terapéutico y profilactico.

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de un compuesto es una cantidad suficiente para proporcionar un beneficio
terapéutico en el tratamiento de una afeccién o para retardar o minimizar uno o mas sintomas asociados con la
afeccion. Una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto significa una cantidad de agente terapéutico, en
solitario o en combinacién con otros tratamientos, que proporciona un beneficio terapéutico en el tratamiento de la
afeccion. La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" puede abarcar una cantidad que mejora el tratamiento
global, reduce o evita los sintomas o causas de la afecciéon, o potencia la eficacia terapéutica de otro agente
terapéutico.

Una "cantidad profilacticamente eficaz" de un compuesto es una cantidad suficiente para prevenir una afeccioén, o
uno o mas sintomas asociados con la afeccidon o prevenir su reapariciéon. Una cantidad profilacticamente eficaz de
un compuesto significa una cantidad de un agente terapéutico, en solitario o en combinacién con otros agentes, que
proporciona un beneficio profilactico en la prevencion de la afeccion. La expresion "cantidad profilacticamente eficaz"
puede abarcar una cantidad que mejora la profilaxis global o potencia la eficacia profilactica de otro agente
profilactico.

El término "cinasa" representa enzimas de la clase transferasa que pueden transferir un grupo fosfato desde una
molécula donadora hasta una molécula aceptadora, por ejemplo, un resto de aminoacido de una proteina o una
molécula lipidica. Ejemplos no limitantes representativos de cinasas incluyen Abl, ACK, Akt1/PKBa, Akt2/PKBg,
Akt3/PKBy, ALK1, ALK2, Alk4, AMPKa1/B1/y1, AMPKa1/1/y2, AMPKa1/81/y3, AMPKa1/B2/y1, AMPKa2/B1/y1,
AMPKa2/B2/y2, Abl2, ARKS, Ask1, Aurora A, Aurora B, Aurora C, Axl, BARK1, BIk, Bmx, B-Raf, Brk, BrSK1, BrSK2,
Btk, CaMK1a, CaMK1p3, CaMK1y, CaMK156, CAMK2a, CaMK2B, CAMK25, CAMK2y, CAMK4, CAMKK1, CAMKK2,
CDK1, CDK2, CDK3, CDK4, CDK5, CDK6, CDK7, CDK9, CDK1/ciclina B, CDK2/ciclina A, CDK2/ciclina E,
CDKa3/ciclina E, CDK5/p25, CDK5/p35, CDK®6/ciclina D3, CDK7/ciclina H/MAT1, CDK9/ciclina T1, CHK1, CHK2,
CK1a, CK1y, CK15, CK1g, CK1B1, CK1y1, CK1y2, CK1y3, CK2a1, CK2a2, cKit, c-RAF, CLK1, CLK2, CLK3, COT,
Csk, DAPK1, DAPK2, DAPK3, DCAMLK2, DDR2, DMPK, DRAK1, DYRK1A, DYRK2, DYRKS, eEF2K, EGFR,
EPHA1, EPHA2, EPHAS, EPHA4, EPHAS5, EPHA6, EPHA7, EPHAS8, EphB1, EphB2, EphB3, EphB4, ErbB4, Erk1,
Erk2, FAK, Fer, Fes, FGFR1, Flt2, FIt4, FLT3 D835Y, FGFR2, FGFR3, FGFR4, Fgr, FIt1, Fit3, Fms, FRK, FynA,
GCK, GPRK5, GRK2, GRK4, GRK6, GRK7, GSK3a, GSK3B, Hck, HER2, HER4, HIPK1, HIPK2, HIPK3, HIPK4,
IGF1R, IKKB, IKKa, IKKE, IR, InsR, IRR, IRAK1, IRAK2, IRAK4, ltk, JAK2, JAK3, JNK1, JNK2, JNK3, KDR, KHS1,
Kit, Lck, LIMK1, LKB1, LOK, LRRK2, Lyn A, Lyn B, MAPK1, MAPK2, MAPK12, MAPKAP-K2, MAPKAP-K3,
MAPKAPK2, MAPKAPK3, MAPKAPK5, MARK1, MARK2, MARK3, MARK4, MELK, MEK1, MEK2, MEKK2, MEKK3,
Mer, Met, MET M1250T, MINK, MKK4, MKK6, MKK78, MLCK, MLK1, MLK3, MNK1, MNK2, MRCKa, MRCK@,
MSK1, MSK2, MSSK1, STK23, STK4, STK3, STK24, MST1, MST2, MST3, MST4, MUSK, mTOR, MYO3B, MYT1,
NDR1, NEK11, NEK2, NEK3, NEK6, NEK7, NEK9, NLK, NUAK2, p38a, p38@3, p38d, p38y, p70S6K, S6K, SRK,
PAK1/CDC42, PAK2, PAK3, PAK4, PAK5, PAK6G, PAR-1Ba, PASK, PBK, PDGFRa, PDGFRp, PDK1, PEK, PHKG2,
PI3Ka, PI3KB, PI3Ky, PI3Kd, Pim1, Pim2, PKAca, PKAcB, PKAcy, PKA(b), PKA, PKBa, PKB@, PKBy, PKCa, PKCB1,
PKCB2, PKCB11, PKCd, PKCeg, PKCy, PKCu, PKCn, PKCi, PKC8, PKCC, PKD1, PKD2, PKD3, PKG1a, PKG1B,
PKN1, PKN2, PKR, PLK1, PLK2, PLK3, PLK4, Polo, PRAK, PRK2, PrkKX, PTK5, PYK2, QIK, Raf1, Ret, RIPK2,
RIPK5, ROCK1, ROCK2, RON, ROS, Rse, RSK1, RSK2, RSK3, RSK4, SAPK2a, SAPK2b, SAPK3, SAPK4, SGK1,
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SGK2, SGKS3, SIK, MLCK, SLK, Snk, Src, SRPK1, SRPK2, STK33, SYK, TAK1-TAB1, TAK1, TBK1, TAO1, TAOZ2,
TAO3, TBK1, TEC, TESK1, TGFBR1, TGFBR2, Tie2, TLK2, TrkA, TrkB, TrkC, TSSK1, TSSK2, TTK, TXK, TYKZ2,
TYRO3, ULK1, ULK2, WEE1, WNK2, WNK3, Yes1, YSK1, ZAK, ZAP70, ZC3 y ZIPK.

El término "mutante” se refiere a una secuencia (por ejemplo, una secuencia de proteina o una secuencia de acido
nucleico) que tiene al menos una mutacion. El término "mutacion”, tal como se usa en la presente memoria, se
refiere a una sustitucion de un resto dentro de una secuencia, por ejemplo, una secuencia de acido nucleico o de
aminoacidos, con otro resto, o una eliminacion o inserciéon de uno o mas restos dentro de una secuencia.

El término "variante" se refiere a variaciones del acido nucleico o secuencias de aminoacido de la biomolécula de
interés. Estan abarcadas dentro del término "variante" sustituciones, adiciones o eliminaciones de nucleétidos y
aminoacidos. Ademas, estan abarcadas dentro del término "variante" biomoléculas naturales y sintéticas
modificadas quimicamente. Por ejemplo, una variante puede referirse a polipéptidos que difieren de un polipéptido
de referencia. En general, las diferencias entre el polipéptido que difiere en la secuencia de aminoacidos del
polipéptido de referencia y el polipéptido de referencia estan limitadas de modo que las secuencias de aminoacido
de la referencia y la variante son globalmente muy similares y, en algunas regiones, idénticas. Un polipéptido
variante y de referencia pueden diferir en la secuencia de aminoacidos en una o mas sustituciones, eliminaciones,
adiciones, fusiones y truncamientos que pueden ser conservativos o no conservativos y pueden estar presentes en
cualquier combinacion. Por ejemplo, las variantes pueden ser aquellas en que varios, por ejemplo, de 50 a 30, de 30
a20,de 20 a10,de 10 a5, de 5a 3,de 3 a2 de 2a 10 1aminoacido se insertan, sustituyen o eliminan, en
cualquier combinacion. Adicionalmente, una variante puede ser un fragmento de un polipéptido que difiere de una
secuencia de polipéptido de referencia en que es mas corto que la secuencia de referencia, tal como por una
eliminacién terminal o interna. Una variante de un polipéptido también incluye un polipéptido que retiene
esencialmente la misma funcién bioldgica o actividad que dicho polipéptido, por ejemplo, proteinas precursoras que
pueden activarse por escision de la parte precursora para producir un polipéptido maduro activo, estas variantes
pueden ser variaciones alélicas caracterizadas por diferencias en las secuencia de nucleétidos del gen estructural
que codifica la proteina, o pueden implicar corte y empalme diferencial o modificacion postraduccional. Las variantes
también incluyen una proteina relacionada que tiene sustancialmente la misma actividad bioldgica, pero se obtiene
de una especie diferente. Los expertos en la materia pueden producir variantes que tienen sustituciones,
eliminaciones, adiciones o remplazos de un aminoacido o multiples aminoacidos. Estas variantes pueden incluir,
entre otras cosas: (i) una en que uno o mas de los restos de aminoacido se sustituyen con un resto de aminoacido
conservado o no conservado (preferiblemente un resto de aminoacido conservado) y dicho resto de aminoacido
sustituido puede estar codificado o no por el codigo genético, o (ii) una en que se elimina uno o mas aminoacidos del
péptido o proteina, o (iii) una en que se afiade uno o mas aminoacidos al polipéptido o proteina, o (iv) una en que
uno o mas de los restos de aminoacido incluyen un grupo sustituyente, o (v) una en que el polipéptido maduro se
fusiona con otro compuesto, tal como un compuesto para aumentar la semivida del polipéptido (por ejemplo,
polietilenglicol), o (vi) una en que los aminoacidos adicionales se fusionan al polipéptido maduro tal como una
secuencia lider o de secreciéon o una secuencia que se emplea para la purificacién del polipéptido maduro o una
secuencia de proteina precursora. Una variante del polipéptido también puede ser una variante de origen natural tal
como una variante alélica de origen natural, o puede ser una variante que se sabe que no se produce de forma
natural.

El término "cancer" se refiere a una clase de enfermedades caracterizas por el desarrollo de células anémalas que
proliferan de forma incontrolable y tienen la capacidad de infiltrarse y destruir tejidos corporales normales. Véase,
por ejemplo, Stedman's Medical Dictionary, 25.2 ed.; Hensyl ed.; Williams & Wilkins: Philadelphia, 1990. Canceres
ejemplares incluyen, aunque sin limitaciéon, neuroma acustico; adenocarcinoma; cancer de glandula suprarrenal;
cancer anal; angiosarcoma (por ejemplo, linfangiosarcoma, linfangioendoteliosarcoma; hemangiosarcoma); cancer
de apéndice; gammopatia monoclonal benigna; cancer biliar (por ejemplo, colangiocarcinoma); cancer de vejiga;
cancer de mama (por ejemplo, adenocarcinoma de mama, carcinoma papilar de mama, cancer mamario, carcinoma
medular de mama); cancer cerebral (por ejemplo, meningioma, glioblastomas, glioma (por ejemplo, astrocitoma,
oligodendroglioma), meduloblastoma); cancer de bronquios; tumor carcinoide; cancer cervicouterino (por ejemplo,
adenocarcinoma cervicouterino); coriocarcinoma; cordoma; craneofaringioma; cancer colorrectal (por ejemplo,
cancer de colon, cancer rectal, adenocarcinoma colorrectal); cancer de tejido conjuntivo, carcinoma epitelial;
ependimoma; endoteliosarcoma (por ejemplo, sarcoma de Kaposi, sarcoma hemorragico idiopatico mdltiple); cancer
endometrial (por ejemplo, cancer uterino, sarcoma uterino); cancer esofagico (por ejemplo, adenocarcinoma del
esofago, adenocarcinoma de Barrett); sarcoma de Ewing; cancer ocular (por ejemplo, melanoma intraocular,
retinoblastoma); hipereosinofilia familiar; cancer de vesicula biliar; cancer gastrico (por ejemplo, adenocarcinoma de
estdmago); tumor del estroma gastrointestinal (GIST); cancer de células germinales; cancer de cabeza y cuello (por
ejemplo, carcinoma escamocelular de cabeza y cuello, cancer bucal (por ejemplo, carcinoma escamocelular bucal),
cancer de garganta (por ejemplo, cancer laringeo, cancer faringeo, cancer nasofaringeo, cancer orofaringeo));
canceres hematopoyéticos (por ejemplo, leucemia tal como leucemia linfocitica aguda (ALL) (por ejemplo, ALL de
linfocitos B, ALL de linfocitos T),leucemia mielocitica aguda (AML) (por ejemplo, AML de linfocitos B, AML de
linfocitos T), leucemia mielocitica crénica (CML) (por ejemplo, CML de linfocitos B, CML de linfocitos T) y leucemia
linfocitica cronica (CLL) (por ejemplo, CLL de linfocitos B, CLL de linfocitos T); linfoma tal como linfoma de Hodgkin
(HL) (por ejemplo, HL de linfocitos B, HL de linfocitos T) y linfoma no hodgkiniano (NHL) (por ejemplo, NHL de

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 719 776 T3

linfocitos B tal como linfoma de células grandes difuso (DLCL) (por ejemplo, linfoma de linfocitos B grande difuso),
linfoma folicular, leucemia linfocitica crénica/linfoma linfocitico pequefio (CLL/SLL), linfoma de células de manto
(MCL), linfomas de linfocitos B de la zona marginal (por ejemplo, linfomas del tejido linfoide asociado a la mucosa
(MALT), linfoma de linfocitos B de la zona marginal nodal, linfoma de linfocitos B de la zona marginal esplénica),
linfoma de linfocitos B mediastinal primario, linfoma de Burkitt, linfoma linfoplasmacitico (es decir, macroglobulinemia
de Waldenstrém), leucemia de células pilosas (HCL), linfoma de células grandes inmunoblastico, linfoma
linfoblastico B precursor y linfoma primario del sistema nervioso central (SNC); NHL de linfocitos T tal como
linfoma/leucemia linfoblastico T precursor, linfoma de linfocitos T periférico (PTCL) (por ejemplo, linfoma de
linfocitos T cutaneo (CTCL) (por ejemplo, micosis fungoides, sindrome de Sezary), linfoma de linfocitos T
angioinmunoblastico, linfoma de linfocitos T citoliticos naturales extranodal, linfoma de linfocitos T de tipo
enteropatico, linfoma de linfocitos T de tipo paniculitis subcutanea y linfoma de células grandes anaplasico); una
mezcla de una o mas leucemias/linfomas como se describe anteriormente; y mieloma multiple (MM), enfermedad de
la cadena pesada (por ejemplo, enfermedad de la cadena alfa, enfermedad de la cadena gamma, enfermedad de la
cadena mu); hemangioblastoma; cancer de hipofaringe; tumores miofibroblasticos inflamatorios; amiloidosis
inmunocitica; cancer de rifién (por ejemplo, nefroblastoma anteriormente conocido como tumor de Wilms, carcinoma
de células renales); cancer de higado (por ejemplo, cancer hepatocelular (HCC), hepatoma maligno); cancer de
pulmén (por ejemplo, carcinoma broncégeno, cancer broncopulmonar microcitico (SCLC), cancer broncopulmonar
no microcitico (NSCLC), adenocarcinoma del pulmén); leiomiosarcoma (LMS); mastocitosis (por ejemplo,
mastocitosis  sistémica); cancer de mdusculos, sindrome mielodisplasico (MDS); mesotelioma; trastorno
mieloproliferativo (MPD) (por ejemplo, policitemia vera (PV), trombocitosis esencial (ET), metaplasia mieloide
agnogénica (AMM) anteriormente conocida como mielofibrosis (MF), mielofibrosis idiopatica crénica, leucemia
mielocitica crénica (CML), leucemia neutrofilica crénica (CNL), sindrome hipereosinofilico (HES)); neuroblastoma;
neurofibroma (por ejemplo, neurofibromatosis (NF) de tipo 1 o de tipo 2, schwannomatosis); cancer neuroendocrino
(por ejemplo, tumor neuroendocrino gatroenteropancreatico (GEP-NET), tumor carcinoide); osteosarcoma (por
ejemplo, cancer de huesos); cancer de ovario (por ejemplo, cistadenocarcinoma, carcinoma embrionario de ovario,
adenocarcinoma de ovario); adenocarcinoma papilar; cancer pancreatico (por ejemplo, adenocarcinoma pancreatico,
(por ejemplo, neoplasia mucinosa papilar intraductal (IPMN), tumores de células de los islotes); cancer de pene (por
ejemplo, enfermedad de Paget del pene y el escroto); pinealoma; tumor neuroectodérmico primitivo (PNT); neoplasia
de células plasmaticas; sindromes paraneoplasicos; neoplasias intraepiteliales; cancer de préstata (por ejemplo,
adenocarcinoma de prostata); cancer rectal; rabdomiosarcoma; cancer la glandula salival; cancer de piel (por
ejemplo, carcinoma escamocelular (SCC), queratoacantoma (KA), melanoma, carcinoma basocelular (BCC); cancer
del intestino delgado (por ejemplo, cancer de apéndice); sarcoma de tejido blando (por ejemplo, histiocitoma fibroso
maligno (MFH), liposarcoma, tumor de la vaina de los nervios periféricos maligno (MPNST), condrosarcoma,
fibrosarcoma, mixosarcoma); carcinoma de glandulas sebaceas; cancer del intestino delgado; carcinoma de
glandulas sudoriparas; sinovioma; cancer testicular (por ejemplo, seminoma, carcinoma embrionario testicular);
cancer tiroideo (por ejemplo, carcinoma papilar de la glandula tiroides, carcinoma tiroideo papilar (PTC), cancer
tiroideo medular); cancer uretral; cancer vaginal; y cancer vulvar (por ejemplo, enfermedad de Paget de la vulva).

La expresion "trastorno metabdlico" se refiere a cualquier trastorno que implique una alteracién en el metabolismo
normal de carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos o una combinacién de los mismos. Un trastorno
metabdlico esta asociado con una deficiencia o un exceso en una ruta metabdlica que provoca un desequilibrio en el
metabolismo de acidos nucleicos, proteinas, lipidos y/o carbohidratos. Los factores que afectan al metabolismo
incluyen, y no se limitan a, el sistema del control endocrino (hormonal) (por ejemplo, la ruta de insulina, las
hormonas enteroendocrinas incluyendo GLP-1, PYY o similares), el sistema de control neural (por ejemplo, GLP-1
en el cerebro) o similares. Los ejemplos de trastornos metabdlicos incluyen, aunque sin limitacion, diabetes (por
ejemplo, diabetes de tipo 1, diabetes de tipo 2, diabetes gestacional), hiperglucemia, hiperinsulinemia, resistencia a
la insulina y obesidad. En determinadas realizaciones, el trastorno metabdlico es diabetes de tipo Il

Breve descripcion de los dibujos
La figura 1 muestra los datos de estabilidad para el compuesto 54 en tampén PBS (pH 7,4 23 °C).
La figura 2 muestra una trayectoria ejemplar para el desarrollo de la sonda.

La figura 3 muestra la actividad dependiente de la dosis del compuesto 54 en la diana (GSK3, parte superior) y
antidiana (CDKS5, parte inferior). Se muestran curvas representativas con datos duplicados (circulos y triangulos).

La figura 4 muestra a) un diagrama de cintas que representa la estructura cristalina de GSK3 unida al compuesto
22 en el bolsillo de uniéon a ATP y b) la representacién superficial que muestra el sitio de union, la orientacion de
unioén y la configuracion absoluta del compuesto 22 en la estructural cristalina.

La figura 5 muestra el porcentaje del cinoma (311 cinasas) inhibido por CHIR99021 y tres compuestos de la
presente divulgacion.

La figura 6 muestra inhibidores de GSK3 conocidos.

La figura 7 muestra el efecto de compuesto 22 en comparacion con el vehiculo para atenuar la hiperactividad
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inducida por anfetamina a lo largo del tiempo después de inyeccion ICV intracerebroventricular.

La figura 8 muestra el efecto del compuesto 22 sobre la actividad total de actividad total de hiperactividad inducida
por anfetamina, en comparacién con un vehiculo.

La figura 9 muestra un diagrama de Lineweaver-Burk de inhibicion competitiva del compuesto 22 para GSK3p.

La figura 10 muestra que, en comparacion con el compuesto CHIR99021, el compuesto 137 mostraba un perfil
farmacocinético mejorado, tal como exposicién sistémica y distribucion cerebral, cuando se administraba a ratones
C57BL/6 macho. Conc.: concentracion. ABC: area bajo la curva. Ty2: semivida. Cmax: concentracion maxima.

La figura 11A muestra el efecto del compuesto 70 en comparacion con el vehiculo para atenuar la hiperactividad
inducida por anfetamina a lo largo del tiempo después de inyeccion intraperitoneal sistémica. La figura 11B muestra
el efecto del compuesto 70 sobre la actividad total de la hiperactividad inducida por anfetamina, en comparacién con
un vehiculo.

La figura 12 muestra que el inhibidor de GSK3 selectivo 70 induce evidencias morfolégicas de diferenciacion de AML
(leucemia mieloide aguda). La tincion con Giemsa de May-Grunwald de lineas celulares de AML tres dias después
del tratamiento con el compuesto 70 demostré diferenciacion celular en comparacién con los controles tratados con
vehiculo.

Las figuras 13A a 13B muestran que el compuesto 70 induce diferenciacion de AML (leucemia mieloide aguda) por
GE-HTS caracteristico. Se trataron células HL-60 y U937 durante tres dias con compuesto 70 o vehiculo. Se
cuantific6 una caracteristica de diferenciacion de 32 genes por la estrategia basada en LMA/microesferas y se
determiné una puntuacion de suma ponderada (puntuacion de diferenciacion) calculada para todos los genes para
cada condicién. Las barras de error indican la media +tDT de 8 réplicas y la significacion estadistica de las
diferencias entre estas puntuaciones de diferenciaciéon se obtuvo usando un ANOVA unidireccional con una
correccion de Bonferroni.

La figura 14A a 14B muestra los resultados del compuesto 54 en un ensayo de ELISA SH-SY5Y de p-Tau y un
ensayo de indicador TCF/LEF.

La figura 15 muestra los resultados del compuesto 22 en un ensayo de neurogénesis.
Descripcion detallada de determinadas realizaciones

La presente divulgacion proporciona compuestos que son utiles para inhibir cinasas, por ejemplo, GSK3 o CK1. La
presente divulgacion proporciona ademas composiciones farmacéuticas de compuestos descritos en la presente
memoria y métodos de uso de los compuestos descritos en la presente memoria. En determinadas realizaciones, un
compuesto proporcionado es un inhibidor de GSK3 (por ejemplo, un inhibidor de GSK3a, un inhibidor de GSK3p). En
determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado es un inhibidor de CK1 (por ejemplo, un inhibidor de
CK13). En determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado se usa para prevenir y/o tratar un trastorno
mediado por cinasa (por ejemplo, un trastorno mediado por GSK o un trastorno mediado por CK1) en un sujeto.

La serina/treonina cinasa, glucégeno sintasa cinasa-3 beta (GSK3) es un regulador principal conocido para varias
rutas celulares que incluyen la sefalizacion de insulina y la sintesis de glucégeno, la sefalizacion del factor
neurotréfico, la sefalizacion de Wnt, la sefializacion de neurotransmisores y la dinamica de microtubulos (Forde, et
al. Cell Mol Life Sci, 2007, 64(15):1930-44; Phiel, et al. Nature, 2003, 423(6938):435-9; Beaulieu, et al. Trends
Pharmacol Sci, 2007, 28(4):166-72). Por consiguiente, esta enzima tiene una funcion critica en el metabolismo, la
transcripcion, el desarrollo, la supervivencia celular y las funciones neuronales y se ha implicado en mudltiples
trastornos humanos incluyendo enfermedades neurolégicas (por ejemplo, enfermedad de Alzheimer), trastornos
psiquiatricos (por ejemplos, trastorno bipolar), diabetes mellitus no insulinodependiente, hipertrofia cardiaca y cancer
(Gould, TD, et al. Curr Drug Targets, 2006, 7(11):1399-409; Matsuda, et al. Proc Natl Acad Sci USA, 2008,
105(52):20900-5; Biechele, et al. Methods Mol Biol, 2008, 468:99-110; Woodgett, Curr Drug Targets Immune Endocr
Metabol Disord, 2003, 3(4):281-90; Manoukian, et al. Adv Cancer Res, 2002, 84:203-29). Por ejemplo, la leucemia
mieloide aguda (AML) es un cancer caracterizado por multiples desajustes celulares, incluyendo un bloqueo en la
diferenciacion de células mieloides. Y aunque el tratamiento actual para la mayoria de pacientes con AML utiliza
quimioterapia citotdxica de dosis elevada, el subtipo mas satisfactoriamente tratado de AML, leucemia promielocitica
aguda, combina tratamiento de diferenciacién con acido todo-trans-retinoico con tratamiento citotdxico de dosis baja
(Ades L, Guerci A, Raffoux E, Sanz M, Chevallier P, Lapusan S, Recher C, Thomas X, Rayon C, Castaigne S,
Tournilhac O, de Botton S, Ifrah N, Cahn JY, Solary E, Gardin C, Fegeux N, Bordessoule D, Ferrant A,
Meyer-Monard S, Vey N, Dombret H, Degos L, Chevret S, Fenaux P. Very long-term outcome of acute promyelocytic
leukemia after treatment with all-trans retinoic acid and chemotherapy: the European APL Group experience. Blood.
115:1690-1696). Para identificar nuevas dianas de diferenciacion de AML, se realizaron dos cribados de colecciones
de moléculas pequefias independientes y un cribado de ARNhp. La glucégeno sintasa cinasa-3a (GSK3a) surgid
como una diana en la interseccion de estos tres cribados (Banerji V, Frumm SM, Ross KN, Li LS, Schinzel AC, Hahn
CK, Kakoza RM, Chow KT, Ross L, Alexe G, Tolliday N, Inguilizian H, Galinsky |, Stone RM, DeAngelo DJ, Roti G,
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Aster JC, Hahn WC, Kung AL, Stegmaier K. The intersection of genetic and chemical genomic screens identifies
GSK-3alpha as a target in human acute myeloid leukemia. J Clin Invest. 2012; 122:935-947). Se demostro que la
pérdida especifica de alfa de GSK3 induce la diferenciaciéon en AML por multiples mediciones, incluyendo cambios
morfolégicos, expresion de marcador de superficie celular coherente con la maduracion mieloide y la induccion de un
programa de expresion génica coherente con la maduracion mieloide. La supresion especifica de GSK3a también da
lugar a un crecimiento alterado y proliferacion in vitro, induccion de la apoptosis, pérdida de formacién de colonias en
metilcelulosa y actividad anti-AML in vivo. De forma importante, la inhibicion selectiva de GSK3a en AML no da lugar
a la estabilizacién de B-catenina. La estabilizacién de B-catenina es indeseable en tratamiento de AML porque la
B-catenina promueve la poblacién de células madre de AML (Wang Y, Krivtsov AV, Sinha AU, North TE, Goessling
W, Feng Z, Zon LI, Armstrong SA. The Wnt/beta-catenin pathway is required for the development of leukemia stem
cells in AML. Science. 2010; 327:1650-1653). Aunque gran parte de la bibliografia se ha centrado en la funcién de la
inhibicion global de GSK3 en AML, ha habido datos que apoyan una funcién de los inhibidores de GSK3a selectivos
en esta enfermedad (Wang Z, Smith KS, Murphy M, Piloto O, Somervaille TC, Cleary ML. Glycogen synthase kinase
3 in MLL leukaemia maintenance and targeted therapy. Nature. 2008; 455:1205-1209; Wang Z, lwasaki M, Ficara F,
Lin C, Matheny C, Wong SH, Smith KS, Cleary ML. GSK-3 promotes conditional association of CREB and its
coactivators with MEIS1 to facilitate HOX-mediated transcription and oncogenesis. Cancer Cell. 2010; 17:597-608).
Ademas, cada vez mas documentos sugieren una funcion mas amplia para perturbar GSK3a en cancer (Piazza F,
Manni S, Tubi LQ, Montini B, Pavan L, Colpo A, Gnoato M, Cabrelle A, Adami F, Zambello R, Trentin L, Gurrieri C,
Semenzato G. Glycogen Synthase Kinase-3 regulates multiple myeloma cell growth and bortezomib-induced cell
death. BMC Cancer. 2010; 10:526; Bang D, Wilson W, Ryan M, Yeh JJ, Baldwin AS. GSK-3alpha promotes
oncogenic KRAS function in pancreatic cancer via TAK1-TAB stabilization and regulation of noncanonical
NF-kappaB. Cancer discovery. 2013; 3:690-703).

El litio ha demostrado inhibir la actividad cinasa de GSK3 directamente, mediante competicion con magnesio, e
indirectamente, aumentando la fosforilacion inhibidora de GSK3 (Beaulieu et al., 2004, 2008; Chalecka-Franaszek y
Chuang, 1999; De Sarno et al, 2002; Klein y Melton, 1996). Ademas, los ratones GSK3a nulos o GSK3p
aploinsuficientes fenocopian el efecto del litio de atenuacion de los comportamientos aberrantes (Beaulieu et al.,
2004; Kaidanovich-Beilin et al., 2009; O'Brien et al., 2004). A la inversa, los ratones que sobreexpresan GSK3f o
que portan mutaciones que evitan la fosforilacion inhibidora de GSk3a (Ser21) y GSK3B (Ser9) muestran
comportamientos que modelan los sintomas psiquiatricos, como lo hacen los ratones con alteracion dirigida de
AKT1, que fosforila e inactiva GSK3a (Ser21) y GSK3p (Ser9) (Emamian et al., 2004; Lai et al., 2006; Polter et al.,
2010; Prickaerts et al., 2006).

Pan et al. mostraron que los inhibidores de GSK3f3 son eficaces en modelos insensibles al litio (Pan et al.,
Neuropsychopharmacology, 2011, 36(7):1397-411). Por lo tanto, los inhibidores de GSK3f pueden ser eficaces en
pacientes bipolares insensibles al litio.

La sefalizacion de AKT/GSK3 se ha implicado en la fisiopatologia de trastornos neuropsiquiatricos mediante
estudios de asociacion bioquimica y genética de pacientes (Emamian et al., 2004; Tan et al., 2008; Thiselton et al.,
2008). Ademas del litio, los antidepresivos, los antipsicoticos y otros estabilizantes del estado de animo también
modulan la actividad de GSK3 (Beaulieu et al, 2009), apoyando ademas su implicacién en la enfermedad
psiquiatrica. Diversas sondas farmacolégicas de GSK3 se han usado para implicar la actividad cinasa de GSK3 en la
regulacion del comportamiento in vivo (Beaulieu et al., 2007a; Gould et al., 2004).

En Beurel et al. (Mol. Psych., 2011), la eliminacion de la inhibicion de GSK3f, demostrd insensibilidad al modelo de
tratamiento antidepresivo por quetamina. Ademas, recientemente la inhibicion de GSK3p ha demostrado ser eficaz
en modelos de sindrome del X fragil (Franklin et al., Biol. Psychiatry. 13 de sep. de 2013, Glycogen Synthase
Kinase-3 Inhibitors Reverse Deficits in Long-term Potentiation and Cognition in Fragile X Mice). Por tanto, la
inhibicion de GSK3p puede dar lugar a multiples indicaciones de tratamiento de enfermedad mental y trastornos del
estado de animo.

En determinadas realizaciones, se necesitan moduladores de molécula pequefia altamente selectivos para ayudar a
dilucidar la funcion de GSK3p y la regulacién en trastornos del sistema nervioso central. Actualmente, no existe
dicha molécula pequefia con la combinacion correcta de selectividad y propiedades farmacocinéticas para alterar de
forma precisa la funcion de GSK3p en modelos de roedor establecidos de memoria y el estado de animo.

Existen evidencias significativas de una funcién critica para la sefializacion de GSK3 en la regulacion de la
neurogénesis, el neurodesarrollo y en la neuroplasticidad. La funcion de GSK3 se modula tanto por estabilizantes del
estado de animo que tratan a pacientes con trastorno bipolar como con antipsicéticos para tratar la esquizofrenia. La
sefializacion aberrante de GSK3 se ha implicado ademas en la etiologia de trastornos neuropsiquiatricos, lo que
demuestra una funcién para la inhibicion de GSK3 por el gen asociado a esquizofrenia DISC1 (Mao Y, et al. Cell
2009, 136(6):1017-1031). Por consiguiente, las moléculas pequefias que inhiben la sefalizacion de GSK3 son utiles
como compuestos de herramienta valiosa para sondear la funcién de la sefializacion de Wnt/GSKS en fisiopatologia
del trastorno bipolar y otros trastornos neuropsiquiatricos y también como agentes terapéuticos para modular la
neurogénesis humana.
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En determinadas realizaciones, los compuestos descritos en la presente memoria son utiles como compuestos de
sonda para investigar la funcion de la sefalizacion de cinasas, por ejemplo, la sefializacion de GSK3, en la
fisiopatologia de diversos trastornos, por ejemplo, trastorno bipolar y otros trastornos neuropsiquiatricos. En
determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado es utii como herramienta para sondear las rutas
moleculares de GSK/Wnt tanto en estudios in vitro con progenitores neurales humanos y de roedor, y/o in vivo. La
sefializacion de Wnt/GSK3 ha demostrado desempefiar una funcion importante en la regulacién de la neurogénesis
y neurodesarrollo en mamiferos (Chen, et al. J Neurochem. 2000, 75(4):1729-34; Wexler, et al. Mol Psychiatry. 2008,
13(3):285-92). En determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado es util como una herramienta para
sondear el efecto de disminuir la fosforilacion de Tau. La fosforilacion aberrante de Tau, incluyendo en sitios de
GSK3, se ha implicado en la fisiopatologia de varios trastornos neurodegenerativos humanos, incluyendo la
enfermedad de Alzheimer y las taupatias primarias (por ejemplo, pardlisis supranuclear progresiva y otras
demencias frontotemporales). (Lee, et al. Cold Spring Harb Perspect Med. 2011, 1(1): a006437; Hooper, et al. J
Neurochem. 2008, 104(6):1433-9) por tanto, disminuir la fosforilaciéon de Tau con un inhibidor de GSK3 selectivo
puede proporcionar vision de los mecanismos de enfermedad subyacentes y puede proporcionar un método de
reversion de los sintomas de la enfermedad.

En determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado es util como una herramienta para evaluar si hay
diferencias en la respuesta de células progenitoras neurales derivadas de células madre pluripotentes inducidas
(iPSC) (iPSC-NPC) de pacientes con trastornos neuropsiquiatricos a moduladores de GSK3 diferentes a aquellos sin
dichos trastornos. Por ejemplo, puede usarse un panel de modelos de iPSC desarrollados a partir de pacientes con
trastorno bipolar, esquizofrenia y/o sindroma del X fragil; existe evidencia de que dichos trastornos estan
relacionados con la regulacion incorrecta de la sefializacion de GSK3.

En determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado es util como una herramienta para sondear si la
inhibicion de GSK3 selectiva puede rescatar las deficiencias causadas por la variacion genética en DISCA1
humano/de raton, incluyendo en ensayos de neurogénesis in vivo en ratones embrionarios y adultos. La funcion de
la sefalizacion de DISC1/GSK3 en la fisiopatologia de los trastornos neuropsiquiatricos (Mao, et al. Cell. 2009,
136(6): 1017-1031) es un area de estudio en curso.

En determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado modula la neurogénesis posnatal y/o adulta,
proporcionando una via terapéutica para multiples trastornos neuropsiquiatricos y neurodegenerativos, incluyendo
trastorno bipolar, depresion mayor, lesion cerebral traumatica, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson
y enfermedad de Huntington.

Compuestos

Como se describe en lineas generales anteriormente, en la presente memoria se proporcionan compuestos Utiles
como inhibidores de cinasa, por ejemplo, inhibidores de GSK3 o inhibidores de CK1. En algunas realizaciones, la
presente divulgacion proporciona un compuesto de formula I:

R53R4b R4a H

5b N N

R =N
Rea — NH
Rﬁb

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables,
en la que

R y R? se seleccionan independientemente del grupo que consiste en grupo allfatlco opcionalmente sustituido, arilo
opcionalmente sustituido y heteroarilo opcionalmente sustituido; o R’ y R? se toman junto con sus atomos
intermedios para formar un anlllo carbocmhco o heterociclico saturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido,
en el que el anillo formado por R y R? puede estar condensado opcionalmente a un anillo arilo o heteroarilo;

R® se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, halo, -CN, -NO;, grupo alifatico opcionalmente sustltmdo

fenllo opcmnalmente sustltmdo heter00|cI|Io opcmnalmente sustltmdo heteroarllo opcmnalmente sustltmdo -OR

N(R )z, -SR -C(= O)R -C(= O)OR C(= O)SR -C(= O)N&R 2, -OC(= O)R -NR® C( O)R -NR® C(= O)N(R )2, -

OC( O)N%R NR C(= O)OR SC( O)R - ( NRF)R?, -C(= NR )N(R) -NR® C(=N )RB, -C(= S)R -
(=S)N(R NR C(= S)R -S(= O)R -SOzR?, -NRPSOR y SOzN(R )2;

cada R* es independientemente hidrégeno, grupo alifatico opcionalmente sustituido, carbociclilo opcionalmente
sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido o heteroarilo opcionalmente

18



10

15

20

25

30

35

ES 2 719 776 T3

sustituido;

cada R® es independientemente hidrégeno, grupo alifatico opcionalmente sustituido, carbociclilo opcionalmente
sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido, heteroarilo opcionalmente sustituido,
o dos grupos R® se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo heterociclico opcionalmente
sustituido;

R*a y R* son independientemente hidrégeno, halo, -CN, -ORA, -N(RB)Z o grupo alifatico opcionalmente sustituido, o
R* y R* se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo carbociclico o heterociclico saturado de 3
a 7 miembros opcionalmente sustituido;

R*® y R® son independientemente hidrégeno, halo, -CN, -OR*, -N(R®), y grupo alifatico opcionalmente sustituido, o
R y R se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo carbociclico o heterociclico saturado de 3
a 7 miembros opcionalmente sustituido; y

R® y R% son independientemente hidrégeno, halo, -CN, -ORA, -N(RB)Z o grupo alifatico opcionalmente sustituido, o
R®® y R® se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo carbociclico o heterociclico saturado de 3
a 7 miembros opcionalmente sustituido;

en los que cada ocasion de arilo tiene independientemente de 6 a 14 atomos de carbono en el anillo; y

en los que cada ocasion de heteroarilo es independientemente de 5 a 10 miembros, y monociclico o biciclico, y tiene
independientemente de 1 a 4 heteroatomos en el anillo seleccionados independientemente del grupo que consiste
en nitrébgeno, oxigeno y azufre.

En determinados aspectos, la presente divulgacion proporciona un compuesto de férmula I-a:

R53R4b R4a H
b N N
R =\
6 — NH
RSb
1" > RS
oR R L-a

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en la que R3, R4a, R4b, R5a, R5b, R® y R® son como se definen
para la féormula I, y R" y R? se seleccionan independientemente del grupo que consiste en grugo alifatico
opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido y heteroarilo opcionalmente sustituido; o R y R® se toman
junto con sus atomos intermedios para formar un anillo carbociclico o heterociclico de 3 a 7 miembros
opcionalmente sustituido, en el que el anillo formado por R y R? puede estar condensado opcionalmente a un anillo

arilo o heteroarilo.
En determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado es de férmula Il

Rﬁa H
R5b

II

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en la que Rz, R3, R% y R% son como se definen para la féormula I,

cada R’ se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, halo, -CN,-NO-, grupo alifatico
opcionalmente sustituido, fenilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido, heteroarilo
opcionalmente sustituido, -OR?, -N(R®), -SR?, -C(=0)R”, -C(=0)OR", -C(=0)SR", -C(=O)N(R®),, -OC(=O)R", -
NREC(=0)R", -NR®C(=O)N(R®),, -OC(=O)N(R®),, -NR®C(=0)OR”, -SC(=O)R", -C(=NR®)R", -C(=NR®)N(R®),, -
NRBC(=NR®)R®, -C(=S)R”, -C(=S)N(R®),, -NREC(=S)R", -S(=0)R", -SO,R", -NR®SO,R" y -SO,N(R®),; 0 dos grupos
R’ adyacentes se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo carbociclico o heterociclico,
condensado opcionalmente sustituido; o R? y R’ se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo
carbociclico o heterociclico, condensado opcionalmente sustituido; y

nes0,1,2,3,405.
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En determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado es de férmula ll-a:

II-a
0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en la que R® R* R*® R’ y n son como se definen para la
formula ll, y R? se selecciona del grupo que consiste en grupo allfatlco opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente
sustituido y heteroarilo opcionalmente sustituido; o R? y R’ se toman junto con sus atomos intermedios para formar
un anillo carbociclico o heterociclico, condensado opcionalmente sustituido; en la que arilo tiene de 6 a 14 atomos
de carbono en el anillo; y en la que heteroarilo es de 5 a 10 miembros, y monociclico o biciclico, y tiene de 1 a 4
heteroatomos en el anillo seleccionados independientemente del grupo que consiste en nitrégeno, oxigeno y azufre.

En determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado es de férmula ll-a-i o ll-a-ii:

1I-a-i

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.
En determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado es de férmula lll:

Rﬁa H

I

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en la que Rz, R3, R% y R% son como se definen para la féormula I,

Anillo A es un heteroarilo de 5 a 6 miembros, un carbociclilo de 4 a 6 miembros, o un heterociclilo de 4 a 6
miembros;

cada R’ se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, halo, -CN,-NO-, grupo alifatico
opcionalmente sustituido, fenllo opcmnalmente sustltU|do heter00|cI|Io opcmnalmente sustltuldo heteroarllo
opcmnalmente sustltuldo -OR -N(R®),, -SR*, -C(= O)R -C(=0)OR"*, -C(=0)SR?, -C(= O)N(R )2, -OC( O)R
NR® C( O)RA, -NR C(= O)N(R )2, -OC( )N(R) -NR C(= O)OR -SC —O)R C( NR) C( NR®)N(R® )2, -
NR C(=N B) , -C(=S)R?, -C(=S)N(R®),, -NRBC(=S)R”, -S(=0)R", -SO.R", -NR?SO,R* y SOzN( ®)2; 0 dos grupos
R’ adyacentes se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo carbociclico o heterociclico,
condensado opcionalmente sustituido; o R? y R’ se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo
carbociclico o heterociclico, condensado opcionalmente sustituido;

cada R* es independientemente hidrégeno, grupo alifatico opcionalmente sustituido, carbociclilo opcionalmente
sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido o heteroarilo opcionalmente
sustituido; y
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cada R® es independientemente hidrégeno, grupo alifatico opcionalmente sustituido, carbociclilo opcionalmente
sustituido, heteroachlo opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido, heteroarilo opcionalmente sustituido,
o dos grupos R® se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo heterociclico opcionalmente
sustituido; y

nesO0, 1, 2, 3 04, segun permita la valencia.
En algunas realizaciones, Anillo A es un heteroarilo de 5 a 6 miembros.

En determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado es de férmula lll-a:

III-a

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en la que R® R* R*® R’ y n son como se definen para la

formula I, vy R? se selecciona del grupo que consiste en grupo allfatlco opcionalmente sustituido, arilo
opcionalmente sustituido y heteroarilo opcionalmente sustituido; o R? y R’ se toman junto con sus atomos
intermedios para formar un anillo carbociclico o heterociclico, condensado opcionalmente sustituido; en la que arilo
tiene de 6 a 14 atomos de carbono en el anillo; y en la que heteroarilo es de 5 a 10 miembros, y monociclico o
biciclico, y tiene de 1 a 4 heteroatomos en el anillo seleccionados independientemente del grupo que consiste en
nitrégeno, oxigeno y azufre.

En determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado es de férmula lll-a-i o lll-a-ii:

RSa H RSE
R5b RSb

H
N

)
w
o
T
a
@

III-a-/ I11-a-ii
o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

Como se define en general anteriormente, R' y R? se seleccionan independientemente del grupo que consiste en
grupo alifatico opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido y heteroarilo opcionalmente sustituido; o R y
R? se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo carbocmllco o heterociclico saturado de 3 a 7
miembros opcionalmente sustituido, en el que el anillo formado por R y R puede estar condensado opcionalmente
a un anillo arilo o heteroarilo. Como se define en general anteriormente, R’ y R? se seleccionan independientemente
del grupo que consiste en grupo alifatico opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido y heteroarilo
opcionalmente sustituido, o R y R? se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo carb00|cllco o]
heterociclico saturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido, en el que el anillo formado por R y R? puede
estar condensado opcionalmente a un anillo arilo o heteroarilo.

En algunas realizaciones, R'oR" es grupo alifatico opcionalmente sustituido. En determlnadas realizaciones, R' o
R" es alquilo opcmnalmente sustltU|do En determinadas realizaciones, R' o R" es alquno sin sustituir. En
determinadas realizaciones, R' o R" es anU|Io sustltmdo En determinadas realizaciones, R' o R es metilo, etilo o
propilo. En determinadas realizaciones, R" o R" es metilo. En determlnadas realizaciones, R' o R" es cicloalquilo
opcionalmente sustituido. En determinadas reahzacmnes R' o R" es ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo o
ciclohexilo. En determlnadas realizaciones, R' o R" es alquenilo opcmnalmente sustltU|do En determinadas
realizaciones, R' o R" es alquenllo S|n sustituir. En determinadas realizaciones, R' o R" es alquenilo sustltuldo En
determinadas realizaciones, R' o R" es alquinilo opmonalmente sustituido. En determinadas realizaciones, R' o R’
es alqumllo sin sustituir. En determinadas realizaciones, R' o R" es alqumllo sustltuldo En algunas realizaciones, R
o R" es arilo opcionalmente sustituido. En determinadas realizaciones, R' o R" es fenilo opcionalmente sustituido.
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En determinadas realizaciones, R' o R" es fenllo sin sustituir. En determinadas realizaciones, R' o R" es fenilo
sustituido. En algunas realizaciones, R' o R" es heteroarilo opcionalmente sustituido. En determinadas
realizaciones, R' o0 R" es un heteroarilo de 5 a 6 miembros opcionalmente sustltmdo que tiene 1-3 heteroatomos
seleccionados de nitrogeno, OX|geno y azufre. En determinadas realizaciones, R'oR"es heteroarllo sm sustituir. En
determinadas realizaciones, R' o R" es heteroarilo sustituido. En determlnadas realizaciones, R' o R" es tiofenilo
opcionalmente sustltuldo En determinadas realizaciones, R' o R" es tlofenllo S|n sustituir. En determinadas
realizaciones, R' o R" es tiofenilo sustltmdo En determlnadas realizaciones, R' o R" es 2-tiofenilo opcionalmente
sustltmdo En determinadas realizaciones, R' o R" es 3-tiofenilo opcionalmente sustltmdo En algunas realizaciones,
R'o R" es piridilo opcmnalmente sustltmdo En determinadas realizaciones, R' o R es p|r|d|Io S|n sustituir. En
determinadas realizaciones, R' o R" es piridilo sustituido. En determlnadas realizaciones, R' o R" es 2- -piridilo
opcionalmente sustituido. En determlnadas realizaciones, R' o R" es 3- -piridilo  opcionalmente sustltuldo En
determinadas realizaciones, R' o R" es 4- -piridilo opcionalmente sustituido. En determinadas realizaciones, R'oR'
es heteroarilo de 9 a 10 miembros opcionalmente sustltmdo que tiene 1-4 heteroatomos seleccionados de nitrégeno,
oxigeno y azufre. En determinadas realizaciones, R' o R" es benzoxadiazolilo opcionalmente sustituido.

En algunas realizaciones, R?0 R? es grupo alifatico opcionalmente sustituido. En determlnadas realizaciones, R? o
R? es alquilo opcmnalmente sustltmdo En determinadas realizaciones, R*> o R? es alquno sin sustituir. En
determinadas realizaciones, R? o R? es alcluno sustituido. En determinadas realizaciones, R?o R es metllo etilo o
propilo. En determinadas reallzaC|ones R? 0 R? es metilo. En determinadas reallzaC|ones R? o R? es etilo. En
determinadas realizaciones, R> o R® es propilo. En determlnadas realizaciones, R?> o R’ es cicloalquilo
opcionalmente sustituido. En determinadas reallzaC|ones R> 0 R? es ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo o
ciclohexilo. En determlnadas realizaciones, R?> o R? es alquenilo opcmnalmente sustltmdo En determinadas
realizaciones, R? o R? es alquenllo S|n sustituir. En determinadas realizaciones, R? o R? es alquenilo sustltuldo En
determinadas realizaciones, R? o R? es alquinilo opmonalmente sustituido. En determinadas realizaciones, R? o R?
es alqumllo sin sustituir. En determinadas realizaciones, R? o R? es alqumllo sustltuldo En algunas realizaciones, R?
o R? es arilo opcionalmente sustltmdo En determinadas realizaciones, R? o R? es fenilo opC|onaImente sustituido.
En determinadas realizaciones, R o R? es fenllo sin sustituir. En determinadas realizaciones, R? o R? es fenilo
sustituido. En algunas realizaciones, R> o R? es heteroarilo opcionalmente sustituido. En determinadas
realizaciones, R?> o R? es un heteroarilo de 5-6 miembros opcionalmente sustltU|do que tiene 1-3 heteroatomos
seleccionados de nitrogeno, OX|geno y azufre. En determinadas realizaciones, R?o R? es heteroarllo sm sustituir. En
determinadas realizaciones, R? o R? es heteroarllo sustltuldo En determinadas realizaciones, R? o R? es heteroarllo
S|n sustituir. En determinadas realizaciones, R? o R? es heteroarilo sustituido. En determlnadas realizaciones, R? o
R? es tiofenilo opcmnalmente sustltuldo En determinadas realizaciones, R* o R® es tlofenllo S|n sustituir. En
determinadas realizaciones, R? o R? es tiofenilo sustituido. En determlnadas realizaciones, R? o R? es 2-tiofenilo
opcionalmente sustltmdo En determlnadas realizaciones, R®> o R? es 3-tiofenilo opcionalmente sustltmdo En
algunas realizaciones, R? 0 R? es piridilo opcmnalmente sustituido. En determinadas realizaciones, R? 0 R? es
p|r|d|Io sin sustituir. En determinadas realizaciones, R? o R? es piridilo sustituido. En determlnadas realizaciones, R?
o R? es 2- -piridilo opcionalmente sustituido. En determlnadas realizaciones, R?> o R® es 3- -piridilo opcionalmente
sustituido. En determlnadas realizaciones, R*> o R® es 4- -piridilo  opcionalmente sustituido. En determinadas
realizaciones, R? o R? es heteroarilo de 9 a 10 miembros opcionalmente sustituido que tlene 1-4 heteroatomos
seleccionados de nitrébgeno, oxigeno y azufre. En determinadas realizaciones, R? o R? es benzoxadiazolilo
opcionalmente sustituido.

En algunas reallzaC|ones R' es fenilo opcionalmente sustituido, y R? es grupo alifatico opcionalmente sustituido. En
algunas realizaciones, R' es heteroarllo opcionalmente sustituido, y R? es grupo alifatico opcionalmente sustituido.
En algunas realizaciones, R' es grupo alifatico opcionalmente sustituido, y R2 es grupo alifatico opcionalmente
sustltuldo En algunas realizaciones, R' es fenilo opC|onaImente sustituido, y R? es metilo. En al1gunas realizaciones,
R' es heteroarilo opcmnalmente sustituido, y R? es metilo. En algunas realizaciones, R es grupo allfatlco
opcionalmente sustituido, y R? es metilo. En algunas realizaciones, R es fenilo opcionalmente sustituido, y R? es
grupo alifatico opcionalmente sustituido. En algunas realizaciones, R’ es heteroarilo opcionalmente sustituido, y R?

%rupo alifatico opcionalmente sustituido. En algunas realizaciones, R" es grupo alifatico opcionalmente sustituido,
y R es grupo alifatico opcionalmente sustltmdo En algunas realizaciones, R" es fenilo opC|onaImente sustituido, y
R? es metilo. En algunas realizaciones, R" es heteroarilo opC|onaImente sustituido, y R? es metilo. En algunas
realizaciones, R' es 1grupo allfatlco opcionalmente sustituido, y R? es metilo. En determlnadas reallzaC|ones al
menos uno de R', R, R? y R? es etilo. En determlnadas realizaciones, al menos uno de R’ y R? es etilo. En
determinadas reahzamones al menos uno de R’ y R? es etilo.

En determinadas realizaciones, R y R?oR" y R? se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anlllo
carbomchco o heterociclico saturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido. En determinadas realizaciones, R
y R? se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo carbociclico o heterociclico saturado de 3 a 7
miembros opcionalmente sustituido, en el que el anillo esta condensado a un anillo arilo o heteroarilo (por ejemplo,
para formar un anillo indano).

Como se define en general anteriormente, R® se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, halo, -CN, -NO,
grupo alifatico opcionalmente sustituido, fenllo opmonalmente sustltuldo heter00|cI|Io opC|onaImente sustltmdo
heteroarilo opcionalmente sustituido, -OR", -N(R®);, -SR?, -C(=O)R"-C(=0)OR” -C(=0)SR” -C(=O)N(R®),, -
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OC( O R* -NR® C(= O)R NR C(= O)N(R) -OC(= E?N( -NR® C& O)OR -SC( O)R -C =NRB)RA, -

LN(R 2, -NR® C( NR® gR -C(= S)R -C(=S)N(R")2, -NR C(=S)R", -S(= O)R -SO,R", -NRPSO,R* y -
SOzN )2, en los que RA y R” son como se descrlben en la presente memoria. En determinadas reahzamones R®
es hidrégeno. En determlnadas realizaciones, R® no es hidréogeno. En determlnadas realizaciones, R® es -OH. En
determinadas reahzamones R® no es -OH. En determlnadas realizaciones, R® es metilo. En determinadas
realizaciones, R® no es metllo En algunas realizaciones, R® es grupo alifatico opcionalmente sustltuldo En
determinadas realizaciones, R® es alquilo og)monalmente sustituido. En determinadas realizaciones, R es alquilo sin
sustituir. En determinadas realizaciones, R” es alquilo sustituido. En determinadas realizaciones, R® es metilo, et|Io
n-propilo, isopropilo o terc-butilo. En determlnadas realizaciones, R® es metilo. En determinadas reallzaC|ones R®es
isopropilo. En determinadas reallzaC|ones R® es terc-butilo. En determlnadas realizaciones, R® es isobutilo. En
determinadas reahzamones R®es haloalquilo. En determinadas realizaciones, R®es trlfluorometllo En determinadas
realizaciones, R® es alquenilo opmonalmente sustituido. En determinadas realizaciones, R® es alquenllo sin sustituir.
En determinadas realizaciones, R® es alquenilo sustltuldo En determinadas realizaciones, R® es alquinilo
opaonalmente sustituido. En determinadas reallzaC|ones R®es alquinilo sin sustituir. En determinadas reallzaC|ones
R? es alquinilo sustituido. En algunas realizaciones, R® es halo. En determlnadas realizaciones, R® es fltior. En
determinadas reahzamones R® es cloro. En determinadas realizaciones, R es bromo. En determinadas
realizaciones, R es cicloalquilo sin sustituir. En determinadas reallzaC|ones R® es ciclopropilo. En determlnadas
realizaciones, R® es ciclobutilo. En determinadas reahzamones R®es ciclopentilo. En determinadas reahzamones R®
es ciclohexilo. En determinadas realizaciones, R® es cicloalquilo sustituido. En determinadas realizaciones, R® es
cicloalquilo sustituido con uno o mas de fltor. En determinadas realizaciones, R® es ciclopropilo sustituido con uno o
mas de fluor. En determinadas realizaciones, R® es ciclobutilo sustltU|do con uno o mas de flior. En determinadas
realizaciones, R® es difluorociclobutilo. En determinadas realizaciones, R® es ciclopentilo sustituido con uno o mas de
quor En determinadas realizaciones, R® es ciclohexilo sustituido con uno o mas de fluor. En algunas realizaciones,
R® es fenilo opcionalmente sustltmdo heterociclilo opcionalmente sustltwdo o heteroarilo opC|onaImente sustituido.
En determlnadas reahzamones R® es fenilo. En algunas reallzaC|ones R® es N(RB)Z o -SR*. En determinadas
realizaciones, R es -OR". En determlnadas reallzaC|ones R® es OR en el que R* no es hldrogeno En algunas
reahzamones R® es- Cé =O)R", -C( 0)OR*, -C( 0)SR*, -C —OQN(R 2, -OC( O)R?, -NR® C( O)R -NR C(= O)N(R )2,
-OC(= )N(R 2, -NR C(= O)OR SC( O)R -C( NR") -C(= NR )N(RB)z, -NR® C(= NR® )R, -C(= S)R -

C(=S)N(R )2, -NR® C(= S)R -S(= O)R -SO:R?, -NRBSO,R" 0 SOzN(R)

Como se define en general anteriormente, R® se selecciona del grupo que consiste en halo, -CN, -NO, alquilo C4
sustituido, alquilo C,.s opcionalmente sustituido, alcoxi opcionalmente sustituido, alquenilo opcionalmente sustituido,
alquinilo opcionalmente sustituido, carbociclilo opcionalmente sustltmdo fenllo opmonalmente sustltuldo heteromchlo
opC|onaImente sustituido, heteroarllo opC|onaImente sustltuldo -N(R®),, -SR*, -C( O)R -C(= O)OR C(= O)SR -

C(= O)N( )2, -OC(= O)R -NR® Cg O)R -NR® C(= O)N(R )2, -OC(= O)N(R )2, -NR®C O)OR -SC( O)R -
C(= NR )RA, -C(= NR) R )2, -NR"C(= NR RB, -C(= S)R -C(= S)N(R )2, -NR® C(=S)R", -S(= O)R -SO.R", -
NRESO.R" y -SOzN(R )2, en los que R* y R® son como se describen en la presente memoria. En algunas
realizaciones, R3 es grupo alifatico C4 sustituido. En determinadas realizaciones, R® es -CF3 En determinadas
realizaciones, R® es alquilo Cy opC|onaImente sustituido. En determinadas realizaciones, R® es alquno Cz6 sin
sustituir. En determinadas realizaciones, R® es alquilo Cy sustituido. En determlnadas realizaciones, R® es metilo,
etilo, n-propilo, isopropilo, terc-butilo o isobutilo. En determinadas reallzaC|ones R* es haloalquilo. En determinadas
realizaciones, R® es trlfluorometllo En determinadas realizaciones, R es alquenilo opcmnalmente sustituido. En
determinadas realizaciones, R® es alquenllo sin sustituir. En determinadas realizaciones, R® es alquenilo sustltmdo
En determinadas realizaciones, R® es alquinilo opmonalmente sustituido. En determinadas realizaciones, R es
alquinilo sin sustituir. En determinadas realizaciones, R® es alqumllo sustituido. En algunas realizaciones, R¥ es
alcoxi opcionalmente sustituido. En determlnadas realizaciones, R® es metoxi o etoxi. En algunas realizaciones, R®
es halo. En determlnadas realizaciones, R* es fluor. En determlnadas realizaciones, R® es cloro. En determinadas
realizaciones, R es bromo. En determinadas realizaciones, R® es carb00|cI|Io sin sustituir. En determinadas
realizaciones, R es cicloalquilo sin sustituir. En determinadas reahzamones R® es ciclopropilo. En determinadas
reallzaC|ones R* es ciclobutilo. En determinadas reahzamones R® es ciclopentilo. En determinadas reahzamones
R? es ciclohexilo. En determinadas realizaciones, R* es carb00|cI|Io sustituido. En determinadas realizaciones, R® es
cicloalquilo sustituido. En determlnadas realizaciones, R® es carbociclilo sustituido con uno o mas de fltor. En
determinadas realizaciones, R® es ciclobutilo sustituido con uno o mas de fltor. En determinadas realizaciones, R®
es difluorociclobutilo. En determlnadas realizaciones, R® es cicloalquenilo opcionalmente sustltmdo En
determinadas realizaciones, R® es cicloalquinilo opcionalmente sustituido. En algunas realizaciones, R® es fenilo
opcionalmente sustituido, heter00|cI|Io opcionalmente sustituido o heteroarilo opcmnalmente sustituido. En
determinadas reahzamones R® es fenilo. En algunas reahzamones R es - N(RB)zo -SRA. En algunas reahzamones
R® es %O)R -C( O)OR -C(= O)SR -C(=O)N R® )2, -OC(=0 R, -NR C(= O)R -NR® C(= O)N(R )2, -
OC( O)N%R NR C(= O)OR SC( O)R -C( NR®)R?, -C(= NR )N(R )2, -NR® C(=N B)RB, -C(= S)R -

(=S)N(R NR C(= S)R -S(= O)R -SO:R?, -NRBSO,R" 0 SOzN(R)

En determinadas realizaciones, R® o R® es fltor. En determlnadas realizaciones, R® o R® es grupo allfatlco
opcionalmente sustituido. En determinadas reahzamones R o R® es metilo. En determinadas realizaciones, R® o R®
es trlfluorometllo En determinadas realizaciones, R® o R es terc-butllo o isobutilo. En determinadas realizaciones,
R*oR% es ciclopropilo. En determinadas realizaciones, R® 0 R® es difluorociclobutilo.
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Como se define en general antenormente R* y R* se seleccionan |ndepend|entemente deI grupo que consiste en
hidrégeno, halo, -CN, -OR”, -N(R®), y grupo alifatico opcionalmente sustituido, o R** y R* se toman junto con sus
atomos intermedios para formar un anillo carb00|cI|co o heterociclico saturado de 3 a 7 mlembros opcionalmente
sustituido. En determinadas reallzaC|ones R* es hidrégeno. En determinadas reallzaC|ones R* no es hidrégeno.
En algunas reallzaC|ones R* es hidrégeno. En algunas realizaciones, R* no es hidrégeno. En algunas
realizaciones, R* y R* son ambos hidrégeno. En algunas realizaciones, R* y R* no son ambos hldrogeno En
determinadas realizaciones, R** es hidrégeno y R* no es hidrégeno. En determlnadas reallza0|0nes R* y R* son
ambos grupo alifatico opcionalmente sustituido. En determinadas realizaciones, R* y R* son metilo.

Como se define en general antenormente R y R se seleccionan |ndepend|entemente deI grupo que consiste en
hidrégeno, halo, -CN, -OR”, -N(R®), y grupo alifatico opcionalmente sustituido, o R*® y R® se toman junto con sus
atomos intermedios para formar un anillo carb00|cI|co o heterociclico saturado de 3 a 7 mlembros opcionalmente
sustituido. En determinadas reallzaC|ones R* es hidrégeno. En determinadas reallzaC|ones R* no es hidrégeno.
En algunas reallzaC|ones R*® es hidrégeno. En algunas realizaciones, R no es hidrégeno. En algunas
realizaciones, R* y R® son ambos hidrégeno. En algunas realizaciones, R y R® no son ambos hldrogeno En
determinadas realizaciones, R* es hidrégeno y R* no es hidrégeno. En determlnadas reahzamones R y R* son
ambos grupo alifatico opcionalmente sustituido. En determinadas realizaciones, R> y R®® son metilo.

Como se define en general antenormente R®® y R® se seleccionan |ndepend|entemente deI grupo que consiste en
hidrégeno, halo, -CN, -OR”, -N(R®), y grupo alifatico opcionalmente sustituido, o R*® y R® se toman junto con sus
atomos intermedios para formar un anillo carb00|cI|co o heterociclico saturado de 3 a 7 mlembros opcionalmente
sustituido. En determinadas reahzamones R% es hidrégeno. En determinadas reallzaC|ones R® no es hidrégeno.
En algunas reallzaC|ones R® es hidrégeno. En algunas realizaciones, R® no es hidrégeno. En algunas
realizaciones, R® y R® son ambos hidrégeno. En algunas realizaciones, R®® y R® no son ambos hldrogeno En
determinadas realizaciones, R*® es hidrégeno y R® no es hidrégeno. En determlnadas reallza0|0nes R®® y R® son
ambos grupo alifatico opcionalmente sustituido. En determinadas realizaciones, R% y R®® son metilo.

En algunas realizaciones, R* R*, R® y R® son hldrogeno y R y R® se seleccionan |ndepend|entemente del
grupo que consiste en hldrogeno halo -CN, -OR", -N(R®), y grupo alifatico opcionalmente sustituido, o R* y R® se
toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo carbomchco o heter00|cllco saturado de 3 a 7
miembros opcionalmente sustituido. En determinadas realizaciones, R* R* R%™ y R® son hidrégeno, y R y R
son metilo.

En algunas realizaciones, R* R*, R® y R son hidro Eigeno y R®® y R® se seleccionan |ndepend|entemente del
grupo que consiste en hldrogeno halo -CN, -OR*, -N(R")2 y grupo alifatico opcionalmente sustituido, o R®® y R® se
toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo carbomchco o heter00|cllco saturado de 3 a 7
miembros opcionalmente sustituido. En determinadas realizaciones, R* R* R™ y R* son hidrégeno, y R®® y R®®
son metilo.

En algunas realizaciones, R* R®, R® y R®® son hidro Eigeno y R* y R* se seleccionan |ndepend|entemente del
grupo que consiste en hldrogeno halo -CN, -OR*, -N(R")2 y grupo alifatico opcionalmente sustituido, o R* y R* se
toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo carbomchco o heter00|cllco saturado de 3 a 7
miembros opcionalmente sustituido. En determinadas realizaciones, R* R® R%™ y R® son hidrégeno, y R* y R*
son metilo.

En algunas realizaciones, R*, R**, R R®, R®y R® son hidrégeno.

Como se define en general anteriormente, cada R’ se selecciona independientemente del grupo que consiste en
hidrégeno, halo, -CN,-NO,, grupo alifatico opcionalmente sustituido, fenllo ogcmnalmente sustltmdo heter00|cI|Io
opC|onaImente sustltmdo heteroarilo opcmnalmente sustltmdo -OR", -N(R 2, -SR%, -C( O)RA, -C( O)OR -

C(= O)SR -C( O)N(R )2, -OC( O)R, -NR® C( O)R”, -NR C(= O)N(R )2, -OC(=0) N(RE) -NR® C( O)OR?, -
SC(= O)R C(= NR) -C(= NR) (RB)z, -NR®C(=N B) -C(=S)R*, -C(=S)N(R®), -NR®C(=S)R?, -S(=O)R",
SO.R?, -NR SO.R* y -SOzN( B)2: 0 dos grupos R adyacentes se toman junto con sus atomos intermedios para
formar un anillo carbociclico o heterociclico, condensado opcionalmente sustituido; o R? y R’ se toman junto con sus
atomos intermedios para formar un anillo carbociclico o heterociclico, condensado opcionalmente sustituido.

En algunas realizaciones, R’ es halo. En determlnadas realizaciones, R es fltor. En determinadas realizaciones, R’
es cloro. En determinadas realizaciones, R’ es bromo. En algunas realizaciones, R es grupo alifatico opcmnalmente
sustituido. En determinadas realizaciones, R’ es alquilo opcmnalmente sustituido. En determinadas reahzamones R’
es alquilo sin sustituir. En determinadas reallzaC|ones R’ es metilo. En determinadas reallzaC|ones R es
haloalquno En determinadas reallzaC|ones R’ es trifluorometilo. En algunas realizaciones, R es OR -N(R )2, -
SR". En determinadas reallzaC|ones R’ es -OCH3 o -SCHs. En determlnadas realizaciones, R’ es -OCF3

algunas realizaciones, R’ es -CN. En algunas reallzaC|ones un grupo R’ es orto. En algunas reahzamones un grupo
R’ es meta. En algunas realizaciones, un grupo R es para. En algunas realizaciones, dos grupos R’ adyacentes se
toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo carbociclico (por ejemplo, arilo o carbociclico
saturado) o heterociclico (por ejemplo, heteroarilo o heterociclico saturado) condensado opcionalmente sustituido.
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Por ejemplo, en algunas realizaciones, dos grupos R’ se toman juntos para formar un grupo metilendioxi
condensado. En algunas realizaciones, R? y R’ se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo
carbociclico (por ejemplo, arilo o carbociclico saturado) o heterociclico (por ejemplo, heteroarilo o heterociclico
saturado) condensado opcionalmente sustituido.

Como se define en general anteriormente, n es 0, 1, 2, 3, 4 0 5, segun permita la valencia. En algunas realizaciones,
n es 0. En algunas realizaciones, n es 1. En algunas realizaciones, n es 2. En algunas realizaciones, n es 3. En
algunas realizaciones, n es 4. En algunas realizaciones, n es 5.

En determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado es uno de los siguientes:
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y sus sales farmacéuticamente aceptables.

En determinadas realizaciones, la presente invencidon proporciona compuestos de férmula I, y sus sales
farmacéuticamente aceptables, en la que:

R y R? se seleccionan independientemente del grupo que consiste en grupo allfatlco opcionalmente sustituido, arilo
opcionalmente sustituido y heteroarilo opcionalmente sustituido; o R' y R? se toman junto con sus atomos
intermedios para formar un anillo carbociclico o heterociclico saturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido,
en el que el anillo formado por R y R? puede estar condensado opcionalmente a un anillo arilo o heteroarilo;

R3es hidrégeno o fluor;

R* y R* se seleccionan |ndepend|entemente deI grupo que consiste en hidréogeno, halo, -CN, -ORA, -N(R )2, Y
grupo alifatico opcionalmente sustituido, o R* y R* se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo
carbociclico o heterociclico saturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido;

R y R® se seleccionan |ndepend|entemente deI grupo que consiste en hidréogeno, halo, -CN, -ORA, -N(R )2, Y
grupo alifatico opcionalmente sustituido, o R y R*® se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo
carbociclico o heterociclico saturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido; y

R®® y R® se seleccionan |ndepend|entemente del grupo que consiste en hidréogeno, halo, -CN, -OR", -N(R )2 y grupo
alifatico opcionalmente sustituido, o R®® y R® se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo
carbociclico o heterociclico saturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido;

en los que cada ocasion de arilo tiene independientemente de 6 a 14 atomos de carbono en el anillo; y
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en los que cada ocasion de heteroarilo es independientemente de 5 a 10 miembros, y monociclico o biciclico, y tiene
independientemente de 1 a 4 heteroatomos en el anillo seleccionados independientemente del grupo que consiste
en nitrébgeno, oxigeno y azufre.

En determinadas realizaciones, la presente invencidon proporciona compuestos de férmula I, y sus sales
farmacéuticamente aceptables, en la que:

R y R? se seleccionan independientemente del grupo que consiste en grupo alifatico opuonalmente sustituido, arilo
opcionalmente sustituido, y heteroarilo opcionalmente sustituido, en la que al menos uno de R y R? es etilo;

R® se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, halo, -CN, -NO;, grupo alifatico opcionalmente sustltuldo

fenllo opcmnalmente sustltmdo heter00|cI|Io opcmnalmente sustltmdo heteroarllo opcmnalmente sustltmdo -OR

N(R )z, -SR -C(=0 R, -C(= O)OR C(= O)SR -C(= OB)N&R 2, -OC(= O)R -NR® C( O)R -NR® C(= O)N(R )2, -

OC( O)N%R NR C( O)OR SC( O)R - ( NRR®, -C(= NR )N(R) -NR® C(=N B)RB, -C(= S)R -
(=S)N(R NR C(= S)R -S(= O)R -SOzR?, -NRPSOR y SOzN(R )2;

cada R se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, grupo alifatico opcionalmente
sustituido, carbociclilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido
y heteroarilo opcionalmente sustituido;

cada R® se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, grupo alifatico opcionalmente
sustituido, carbociclilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido
y heteroarilo opcionalmente sustituido, o dos grupos R® se toman junto con sus atomos intermedios para formar un
anillo heterociclico opcionalmente sustituido;

R* y R* se seleccionan |ndepend|entemente deI grupo que consiste en hidréogeno, halo, -CN, -ORA, -N(R )2, Y
grupo alifatico opcionalmente sustituido, o R* y R* se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anlllo
carbociclico o heterociclico saturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido;

R y R® se seleccionan |ndepend|entemente deI grupo que consiste en hidréogeno, halo, -CN, -ORA, -N(R )2, Y
grupo alifatico opcionalmente sustituido, o R y R*® se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo
carbociclico o heterociclico saturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido; y

R®® y R® se seleccionan |ndepend|entemente deI grupo que consiste en hidrégeno, halo, -CN, -OR", -N(R )2 y grupo
alifatico opcionalmente sustituido, o R®® y R® se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo
carbociclico o heterociclico saturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido;

en los que cada ocasion de arilo tiene independientemente de 6 a 14 atomos de carbono en el anillo; y

en los que cada ocasion de heteroarilo es independientemente de 5 a 10 miembros, y monociclico o biciclico, y tiene
independientemente de 1 a 4 heteroatomos en el anillo seleccionados independientemente del grupo que consiste
en nitrébgeno, oxigeno y azufre.

En determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado inhibe una cinasa, o un mutante o variante de la
misma. En determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado inhibe GSK3. En determinadas realizaciones,
un compuesto proporcionado inhibe CK1. En determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado inhibe una
cinasa (por ejemplo, GSK3 o CK1), por ejemplo, como se mide en un ensayo descrito en la presente memoria. En
determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado inhibe la cinasa (por ejemplo, GSK3 o CK1) a una Cls, de
menos de o igual a 30 uyM. En determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado inhibe la cinasa a una Clsg
de menos de o igual a 5 pM. En determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado inhibe la cinasa a una
Clso de menos de o igual a 1 uM. En determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado inhibe la cinasa a
una Clsp de menos de o igual a 0,1 yM. En determinadas realizaciones, el compuesto es selectivo para GSK3 en
comparacion con otras cinasas. En determinadas realizaciones, el compuesto es selectivo para GSK3a y GSK3p en
comparacion con otras cinasas. En determinadas realizaciones, el compuesto es selectivo para GSK3a en
comparacion con otras cinasas. En determinadas realizaciones, el compuesto es selectivo para GSK3B en
comparacién con otras cinasas. En determinadas realizaciones, el compuesto es selectivo para GSK3 en
comparacion con CDK5. En determinadas realizaciones, el compuesto es al menos 10 veces mas activo contra
GSK3 que contra otras cinasas (por ejemplo, CDK5). En determinadas realizaciones, el compuesto es al menos 5
veces mas activo contra GSK3 que contra otras cinasas (por ejemplo, CDK5). En determinadas realizaciones, el
compuesto es al menos 2 veces mas activo contra GSK3 que contra otras cinasas (por ejemplo, CDK5). En
determinadas realizaciones, el compuesto es selectivo para CK1 en comparacién con otras cinasas. En
determinadas realizaciones, el compuesto es selectivo para CK1 en comparaciéon con CDK5. En determinadas
realizaciones, el compuesto es al menos 10 veces mas activo contra CK1 que contra otras cinasas (por ejemplo,
CDKS5). En determinadas realizaciones, el compuesto es al menos 5 veces mas activo contra CK1 que contra otras
cinasas (por ejemplo, CDK5). En determinadas realizaciones, el compuesto es al menos 2 veces mas activo contra
CK1 que contra otras cinasas (por ejemplo, CDK5). En determinadas realizaciones, un inhibidor selectivo de GSK3a
es ventajoso sobre un inhibidor de GSK3 global. En determinadas realizaciones, un inhibidor selectivo de GSK3 es
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ventajoso sobre un inhibidor de GSK3 global.
Meétodos de preparacion de los compuestos

En un aspecto, la presente invencién proporciona métodos de preparacién de los compuestos descritos en la
presente memoria (por ejemplo, compuestos de formula I, y sus sales). En determinadas realizaciones, los métodos
de la invencion incluyen poner en contacto un compuesto de formula A, o una de sus sales, con un compuesto de
férmula B, o una de sus sales, y un compuesto de formula C, o una de sus sales, en condiciones adecuadas para
proporcionar el compuesto de férmula |, o su sal:

ab 4
NG
4h 4a
RSB R H 5b N N
R 0 HN N R ~ W
| N RS S
RGa OYRZ / -
6h R
5 R, R; o R R R
A B C |

en la que:

R y R? se seleccionan independientemente del grupo que consiste en grupo allfatlco opcionalmente sustituido, arilo
opcionalmente sustituido y heteroarilo opcionalmente sustituido; o R' y R? se toman junto con sus atomos
intermedios para formar un anlllo carb00|cllco o heterociclico saturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido,
en el que el anillo formado por R y R? puede estar condensado opcionalmente a un anillo arilo o heteroarilo;

R® se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, halo, -CN, -NO;, grupo alifatico opcionalmente sustltuldo

fenllo opcmnalmente sustltmdo heter00|cI|Io opcmnalmente sustltmdo heteroarllo opcmnalmente sustltmdo -OR

N(R )z, -SR -C( O)RA, -C(= O)OR C(= O)SR -C(= OB)N&R 2, -OC(= O)R -NR® C( O)R -NR® C(= O)N(R )2, -

OC(=O)N R -NR C( O)OR -SC( O)R - ( NROR®, -C(= NR )N(R) -NR® C(=N )RB, -C(= S)R -
C(= S)N )2, - NR C(= S)R -S(= O)R -SO:R?, -NRPSOR y SOzN(R )2;

cada R se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, grupo alifatico opcionalmente
sustituido, carbociclilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido
y heteroarilo opcionalmente sustituido;

cada R® se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, grupo alifatico opcionalmente
sustituido, carbociclilo opcionalmente sustituido, heter00|cI|Io opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido
y heteroarilo opcionalmente sustituido, o dos grupos R® se toman junto con sus atomos intermedios para formar un
anillo heterociclico opcionalmente sustituido;

R* y R* se seleccionan |ndepend|entemente deI grupo que consiste en hidréogeno, halo, -CN, -ORA, -N(R )2, Y
grupo alifatico opcionalmente sustituido, o R* y R* se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo
carbociclico o heterociclico saturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido;

R y R® se seleccionan |ndepend|entemente deI grupo que consiste en hidrogeno, halo, -CN, -ORA, -N(R )2, Y
grupo alifatico opcionalmente sustituido, o R y R*® se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo
carbociclico o heterociclico saturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido; y

R y R® se seleccionan |ndepend|entemente deI grupo que consiste en hidrogeno, halo, -CN, -OR%, N(R )2 Y grupo
alifatico opcionalmente sustituido, o R®® y R® se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo
carbociclico o heterociclico saturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido;

en los que cada ocasion de arilo tiene independientemente de 6 a 14 atomos de carbono en el anillo; y

en los que cada ocasion de heteroarilo es independientemente de 5 a 10 miembros, y monociclico o biciclico, y tiene
independientemente de 1 a 4 heteroatomos en el anillo seleccionados independientemente del grupo que consiste
en nitrébgeno, oxigeno y azufre.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona métodos de preparacion de un compuesto de férmula I':
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o una de sus sales, incluyendo el método:

poner en contacto un compuesto de férmula C, o una de sus sales, con un compuesto de férmula D, o una de sus
sales, en condiciones adecuadas para proporcionar un compuesto de férmula E, o una de sus sales:

conjugar el compuesto de formula E, o su sal, con un compuesto de férmula A, o una de sus sales, en condiciones
adecuadas para proporcionar un compuesto de férmula F, o una de sus sales:

R5a RSb RSa
R5b O
R4a
4b
5B4b R4a R
R
R5b o 5
RGa R
Rﬁb
R1 a
A F;

ciclar el compuesto de férmula F, o su sal, en condiciones adecuadas para proporcionar el compuesto de férmula I',
o su sal, en la que:

R' y R™ se selecmonan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno y grupo alifatico opcionalmente
sustituido, o R y R™ se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo carbociclico o heter00|cllco
saturado o insaturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido, en el que el anillo formado por R' y R puede
estar condensado be opcionalmente a un anillo arilo o heteroarilo;

R? se selecciona del grupo que consiste en grupo alifatico opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido y
heteroarilo opcionalmente sustituido, o R' y R? se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo
carbociclico o heter00|cllco saturado o insaturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido, en el que el anillo
formado por R™ y R? puede estar condensado opcionalmente a un anillo arilo o heteroarilo;

R® se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, halo, -CN, -NO;, grupo alifatico opcionalmente sustltuldo

fenllo opcmnalmente sustltU|do heter00|cI|Io opcmnalmente sustltU|do heteroarllo opmonalmente sustltU|do -OR -

N(R )z, -SR -C(=0 R, -C(= O)OR C(= O)SR -C(= OB)N&R 2, -OC(= O)R -NR® C( O)R -NR® C(= O)N(R )2, -

OC( O)N%R -NR C( O)OR SC( O)R -C(=NR"R", -C(= NR )N(R) -NR® C(=N B)RB, -C(= S)R -
(=S)N(R NR C(= S)R -S(= O)R -SO,R*, -NR® SOzR y SOzN(R )2;

cada R se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, grupo alifatico opcionalmente
sustituido, carbociclilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido
y heteroarilo opcionalmente sustituido;

cada R® se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, grupo alifatico opcionalmente
sustituido, carbociclilo opcionalmente sustituido, heter00|cI|Io opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido
y heteroarilo opcionalmente sustituido, o dos grupos R® se toman junto con sus atomos intermedios para formar un
anillo heterociclico opcionalmente sustituido;
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R* y R* se seleccionan |ndepend|entemente deI grupo que consiste en hidréogeno, halo, -CN, -ORA, -N(R )2, Y
grupo alifatico opcionalmente sustituido, o R* y R* se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo
carbociclico o heterociclico saturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido;

R y R® se seleccionan |ndepend|entemente deI grupo que consiste en hidréogeno, halo, -CN, -ORA, -N(R )2, Y
grupo alifatico opcionalmente sustituido, o R y R*® se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo
carbociclico o heterociclico saturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido;

R®® y R® se seleccionan |ndepend|entemente deI grupo que consiste en hidrégeno, halo, -CN, -OR", -N(R )2 y grupo
alifatico opcionalmente sustituido, o R®® y R® se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo
carbociclico o heterociclico saturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido;

R' y R™ se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno y grupo alifatico opcionalmente
sustituido;

en los que cada ocasion de arilo tiene independientemente de 6 a 14 atomos de carbono en el anillo; y

en los que cada ocasion de heteroarilo es independientemente de 5 a 10 miembros, y monociclico o biciclico, y tiene
independientemente de 1 a 4 heteroatomos en el anillo seleccionados independientemente del grupo que consiste
en nitrébgeno, oxigeno y azufre.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a métodos de preparacion de un compuesto de formula I*:

R53R4b R4a
R5b
e NH
RSb R3
R1a
I,

o una de sus sales, comprendiendo el método:

proteger el grupo amino primario de un compuesto de formula C, o una de sus sales, para proporcionar un
compuesto de formula G, o una de sus sales:

p
HN R 1,|\'1 H
T
R3 Rs
C G;

P1
[}
H
p1 NN
LN
X
R
H;

proteger el grupo amino secundario del compuesto de férmula H, o su sal, para proporcionar un compuesto de
formula J, o una de sus sales;
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o
p1 NN
LN
X
R
J,

acoplar el compuesto de formula J, o su sal, con un acido borénico o éster de férmula K, o una de sus sales, para
proporcionar un compuesto de formula L, o una de sus sales:

R2. _B(OR®),
|
R1IR1b
K L;
5 desproteger el grupo amino primario del compuesto de féormula L, o su sal, para proporcionar un compuesto de
formula M, o una de sus sales:
2
M.
conjugar el compuesto de féormula M, o su sal, con un compuesto de formula A, o una de sus sales, para
proporcionar un compuesto de férmula N, o una de sus sales:
4b pda
R 2
R R R5B H P
RS o R5b N\
R5b RSa ‘ /N
R RSb R2
Rﬁb 0 \ ‘IbR3
O R1a R
10 A N;

desproteger el grupo amino secundario del compuesto de formula N, o su sal, para proporcionar un compuesto de
formula F, o una de sus sales:

ciclar el compuesto de férmula F, o su sal, en condiciones adecuadas para proporcionar el compuesto de férmula I',
15 o su sal, en la que:

R' y R'™ se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno y grupo alifatico opcionalmente
sustituido, o R y R™ se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo carbociclico o heterociclico
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saturado o insaturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido, en el que el anillo formado por R' y R™ puede
estar condensado be opcionalmente a un anillo arilo o heteroarilo;

R? se selecciona del grupo que consiste en grupo alifatico opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido y
heteroarilo opcionalmente sustituido, o R' y R? se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo
carbociclico o heterOC|cI|co saturado o insaturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido, en el que el anillo
formado por R™ y R? puede estar condensado opcionalmente a un anillo arilo o heteroarilo;

R® se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, halo, -CN, -NO;, grupo alifatico opcionalmente sustltuldo

fenllo opcmnalmente sustltmdo heter00|cI|Io opcmnalmente sustltmdo heteroarllo opcmnalmente sustltmdo -OR -

N(R )z, -SR -C(=0 R, -C(= O)OR C(= O)SR -C(= OB)N&R 2, -OC(= O)R -NR® C( O)R -NR® C(= O)N(R )2, -

OC( O)N%R NR C( O)OR SC( O)R - ( NRR®, -C(= NR )N(R) -NR® C(=N B)RB, -C(= S)R -
(=S)N(R NR C(= S)R -S(= O)R -SO:R?, -NRPSOR y SOzN(R )2;

cada R se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, grupo alifatico opcionalmente
sustituido, carbociclilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido
y heteroarilo opcionalmente sustituido;

cada R® se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, grupo alifatico opcionalmente
sustituido, carbociclilo opcionalmente sustituido, heter00|cI|Io opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido
y heteroarilo opcionalmente sustituido, o dos grupos R® se toman junto con sus atomos intermedios para formar un
anillo heterociclico opcionalmente sustituido;

R* y R* se seleccionan |ndepend|entemente deI grupo que consiste en hidréogeno, halo, -CN, -ORA, -N(R )2, Y
grupo alifatico opcionalmente sustituido, o R* y R* se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo
carbociclico o heterociclico saturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido;

R y R® se seleccionan |ndepend|entemente deI grupo que consiste en hidréogeno, halo, -CN, -ORA, -N(R )2, Y
grupo alifatico opcionalmente sustituido, o R y R*® se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo
carbociclico o heterociclico saturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido;

R®® y R® se seleccionan |ndepend|entemente deI grupo que consiste en hidrégeno, halo, -CN, -OR", -N(R )2 y grupo
alifatico opcionalmente sustituido, o R®® y R® se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo
carbociclico o heterociclico saturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido;

cada ocasion de P es independientemente un grupo protector de nitrégeno, o dos ocasiones de P' se unen para
formar un anillo heterociclico opcionalmente sustituido;

X es halégeno;
P?es un grupo protector de nitrogeno y es diferente de cualquier ocasion de P;

R y R? se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno y grupo alifatico opcionalmente
sustituido; y

cada ocasion de R® es independientemente hidrégeno, acilo sustituido o sin sustituir, alquilo sustituido o sin sustituir,
carbociclilo sustituido o sin sustituir, heterociclilo sustituido o sin sustituir, arilo sustituido o sin sustituir, o heteroarilo
sustituido o sin sustituir, o dos ocasiones de R® se unen para formar un anillo heterociclico sustituido o sin sustituir;

en los que cada ocasion de arilo tiene independientemente de 6 a 14 atomos de carbono en el anillo; y

en los que cada ocasion de heteroarilo es independientemente de 5 a 10 miembros, y monociclico o biciclico, y tiene
independientemente de 1 a 4 heteroatomos en el anillo seleccionados independientemente del grupo que consiste
en nitrébgeno, oxigeno y azufre.

En determinadas realizaciones, dos ocasiones de P! se unen para formar ftalimido. En determinadas realizaciones,
P? es EtOCH(CH3) En determinadas realizaciones, R y R'™ cada uno es hldro eno. En determinadas
realizaciones, R® es hidrégeno, fltor, cloro o metilo. En determinadas realizaciones, R* R*™, R® y R®® cada uno es
hidrégeno. En determinadas realizaciones, X es yodo o bromo. En determinadas reahzamones X es yodo. En
determinadas realizaciones, dos ocasiones de R® cada una es hidrégeno, o dos ocasiones de R® se unen para
formar un anillo heterociclico de la férmula:
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En determinadas realizaciones, dos ocasiones de R® cada una es hidrégeno. En determinadas realizaciones, las
condiciones adecuadas comprenden la presencia de un acido o una temperatura de al menos aproximadamente
25 °C, o una combinacion de las mismos. En determinadas realizaciones, las condiciones adecuadas comprenden la
presencia de un acido (por ejemplo, acido p-toluenosulfonico (PTSA) o acido trifluoroacético (TFA)). En
determinadas realizaciones, las condiciones adecuadas comprenden la presencia de un alcohol (por ejemplo, etanol
o metanol). En determinadas realizaciones, las condiciones adecuadas comprenden una temperatura de al menos
aproximadamente 25 °C (por ejemplo, al menos aproximadamente 40 °C, al menos aproximadamente 70 °C, al
menos aproximadamente 110 °C o al menos aproximadamente 150 °C). En determinadas realizaciones, las
condiciones adecuadas comprenden irradiacién con microondas. En determinadas realizaciones, las condiciones
adecuadas son una combinacion de condiciones adecuadas descritas en la presente memoria.

Composiciones farmacéuticas y administracion

La presente divulgacion proporciona composiciones farmacéuticas que comprenden un compuesto descrito en la
presente memoria, por ejemplo, un compuesto de formula I, Il o lll, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, como se describe en la presente memoria, y opcionalmente un excipiente farmacéuticamente aceptable. Los
expertos en la materia entenderan que los compuestos descritos en la presente memoria, o sales de los mismos,
pueden estar presentes en diversas formas, por ejemplo, amorfos, hidratos, solvatos o polimorfos. En determinadas
realizaciones, un compuesto descrito en la presente memoria se proporciona como un profarmaco. En determinadas
realizaciones, un compuesto descrito en la presente memoria, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, se
proporciona en una cantidad eficaz en la composicion farmacéutica. En determinadas realizaciones, la cantidad
eficaz es una cantidad terapéuticamente eficaz. En determinadas realizaciones, la cantidad eficaz es una cantidad
eficaz para inhibir una cinasa (por ejemplo, GSK3 o CK1). En determinadas realizaciones, la cantidad eficaz es una
cantidad eficaz para tratar un trastorno mediado por cinasas. En determinadas realizaciones, la cantidad eficaz es
una cantidad profilacticamente eficaz. En determinadas realizaciones, la cantidad eficaz es una cantidad eficaz para
prevenir un trastorno mediado por cinasas.

Los excipientes farmacéuticamente aceptables incluyen todos y cada uno de los disolventes, diluyentes u otros
vehiculos liquidos, dispersiones, auxiliares de suspension, agentes tensioactivos, agentes isotonicos, agentes
espesantes o emulsionantes, conservantes, aglutinantes solidos, lubricantes y similares, que son adecuados para la
forma galénica particular deseada. Pueden encontrarse consideraciones generales en la formulacion y/o fabricacion
de composiciones farmacéuticas, por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Sciences, decimosexta edicion, E. W.
Martin (Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1980), y Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 21.2 edicion
(Lippincott Williams y Wilkins, 2005).

Las composiciones farmacéuticas descritas en la presente memoria pueden prepararse por cualquier método
conocido en la técnica de farmacologia. En general, dichos métodos preparatorios incluyen las etapas de poner un
compuesto descrito en la presente memoria (el "ingrediente activo") en asociacion con un vehiculo y/o uno o mas
ingredientes accesorios adicionales y, después, si fuera necesario y/o deseable, conformar y/o envasar el producto
en una unidad monodosis o multidosis deseada.

Las composiciones farmacéuticas pueden prepararse, envasarse y/o venderse a granel, como una dosis unitaria y/o
como una pluralidad de dosis unitarias. Una "dosis unitaria" es la cantidad concreta de la composicién farmacéutica
que comprende una cantidad predeterminada del ingrediente activo. La cantidad del ingrediente activo es
generalmente igual a la dosificacion del ingrediente activo que se administraria a un sujeto y/o una fraccion
conveniente de dicha dosificacion tal como, por ejemplo, una mitad o una tercera parte de dicha dosificacion.

Las cantidades relativas del ingrediente activo, el excipiente farmacéuticamente aceptable y/o cualquier ingrediente
adicional en la composicion farmacéutica de la presente divulgacion variaran, dependiendo de la identidad, tamafo
y/o afeccion del sujeto tratado y dependiendo ademas de la ruta por la que se tiene administrar la composicion. A
modo de ejemplo, la composicién puede comprender entre un 0,1 % y un 100 % (p/p) de ingrediente activo.

Los excipientes farmacéuticamente aceptables usados en la fabricacion de composiciones farmacéuticas
proporcionadas incluyen diluyentes inertes, agentes dispersantes y/o de granulaciéon, agentes tensioactivos y/o
emulsionantes, agentes disgregantes, agentes aglutinantes, conservantes, agentes tamponantes, agentes
lubricantes y/o aceites. También pueden estar presentes en la composicion excipientes tales como mantea de cacao
y ceras de supositorio, agentes colorantes, agentes de recubrimiento, agentes edulcorantes, aromatizantes y
perfumantes.
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Los diluyentes ejemplares incluyen carbonato de calcio, carbonato de sodio, fosfato de calcio, fosfato de dicalcio,
sulfato de calcio, hidrogenofosfato de calcio, fosfato de sodio lactosa, sacarosa, celulosa, celulosa microcristalina,
caolin, manitol, sorbitol, inositol, cloruro de sodio, almidén deshidratado, almidén de maiz, azicar en polvo y mezclas
de los mismos.

Los agentes de granulacion y/o dispersion ejemplares incluyen almidon de patata, almidon de maiz, almidon de
tapioca, almidén glicolato de sodio, arcillas, acido alginico, goma guar, pulpa de citrico, agar, bentonita, celulosa y
productos de la madera, esponja natural, resinas de intercambio catiénico, carbonato de calcio, silicatos, carbonato
de sodio, polivinilpirrolidona reticulada (crospovidona), carboximetilalmidén de sodio, (almidén glicolato de sodio),
carboximetilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio reticulada (croscarmelosa), metilcelulosa, almidén
pregelatinizado (almidén 1500), almidén microcristalino, almidén insoluble en agua, carboximetilcelulosa de calcio,
silicato de magnesio y aluminio (Veegum), lauril sulfato de sodio, compuestos amonio cuaternario y mezclas de los
mismos.

Los agentes tensioactivos y/o emulsionantes ejemplares incluyen emulsionantes naturales (por ejemplo, goma
arabiga, agar, acido alginico, alginato de sodio, tragacanto, chondrux, colesterol, goma xantana, pectina, gelatina,
yema de huevo, caseina, lanolina, colesterol, cera y lecitina), arcillas coloidales (por ejemplo, bentonita (silicato de
aluminio) y Veegum (silicato de magnesio y aluminio)), derivados de aminoacido de cadena larga, alcoholes de alto
peso molecular (por ejemplo, alcohol estearilico, alcohol cetilico, alcohol oleilico, monoestearato de triacetina,
diestearato de etilenglicol, monoestearato de glicerilo y monoestearato de propilenglicol, poli(alcohol vinilico)),
carbémeros (por ejemplo, carboxipolimetileno, acido poliacrilico, polimero de acido acrilico y polimero de
carboxivinilo), carragenina, derivados celuldsicos (por ejemplo, carboximetilcelulosa de sodio, celulosa en polvo,
hidroximetilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, metilcelulosa), ésteres de acido graso de
sorbitano (por ejemplo, monolaurato de polioxietilensorbitano (Tween 20), polioxietilensorbitano (Tween 60),
monooleato de polioxietilensorbitano (Tween 80), monopalmitato de sorbitano (Span 40), monoestearato de
sorbitano (Span 60), triestearato de sorbitano (Span 65), monooleato de glicerilo, monooleato de sorbitano (Span
80), ésteres de polioxietileno (por ejemplo, monoestearato de polioxietileno (Myrj 45), aceite de ricino hidrogenado
polioxietilenado, aceite de ricino polioxietilenado, estearato de polioximetileno y Solutol), ésteres de acido graso de
sacarosa, ésteres de acido graso de polietilenglicol (por ejemplo Cremophor®), éteres de polioxietileno (por ejemplo,
lauril éter de polioxietileno (Brij 30)), polivinilpirrolidona, monolaurato de dietilenglicol, oleato de trietanolamina, oleato
de sodio, oleato de potasio, oleato de etilo, acido oleico, laurato de etilo, lauril sulfato de sodio, Pluronic F68,
Poloxamer 188, bromuro de cetrimonio, cloruro de cetilpiridinio, cloruro de benzalconio, docusato de sodio y/o
mezclas de los mismos.

Los agentes aglutinantes ejemplares incluyen almidon (por ejemplo, almidon de maiz y pasta de almidén), gelatina,
azucares (por ejemplo, sacarosa, glucosa, dextrosa, dextrina, melazas, lactosa, lactitol, manitol, etc.), gomas
naturales y sintéticas (por ejemplo, goma arabiga, alginato de sodio, extracto de musgo irlandés, goma panwar,
goma ghatti, mucilago de cascaras de isapol, carboximetilcelulosa, metilcelulosa, etilcelulosa, hidroxietilcelulosa,
hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, celulosa microcristalina, acetato de celulosa, polivinilpirrolidona,
silicato de magnesio y aluminio (Veegum) y arabogalactano de alerce), alginatos, 6xido de polietileno, polietilenglicol,
sales de calcio inorganicas, acido silicico, polimetacrilatos, ceras, agua, alcohol y/o mezclas de los mismos.

Los conservantes ejemplares incluyen antioxidantes, agentes quelantes, conservantes antimicrobianos,
conservantes antifungicos, conservantes alcohdlicos, conservantes acidos y otros conservantes.

Los antioxidantes ejemplares incluyen alfa tocoferol, acido ascoérbico, palmitato de ascorbilo, hidroxianisol butilado,
hidroxitolueno butilado, monotioglicerol, metabisulfito de potasio, acido propioénico, galato de propilo, ascorbato de
sodio, bisulfito de sodio, metabisulfito de sodio y sulfito de sodio.

Los agentes quelantes ejemplares incluyen acido etilendiaminatetraacético (EDTA) y sales e hidratos del mismo (por
ejemplo, edetato de sodio, edetato de disodio, edetato de trisodio, edetato de calcio y disodio, edetato de dipotasio y
similares), acido citrico y sales e hidratos del mismo (por ejemplo, acido citrico monohidratado), acido fumarico y
sales e hidratos del mismo, acido malico y sales e hidratos del mismo, acido fosférico y sales e hidratos del mismo y
acido tartarico y sales e hidratos del mismo. Los conservantes antimicrobianos ejemplares incluyen cloruro de
benzalconio, cloruro de bencetonio, alcohol bencilico, bronopol, cetrimida, cloruro de cetilpiridinio, clorhexidina,
clorobutanol, clorocresol, cloroxilenol, cresol, alcohol etilico, glicerina, hexetidina, imidurea, fenol, fenoxietanol,
alcohol feniletilico, nitrato fenilmercurico, propilenglicol y timerosal.

Los conservantes antifungicos ejemplares incluyen butilparabeno, metilparabeno, etilparabeno, propilparabeno,
acido benzoico, acido hidroxibenzoico, benzoato de potasio, sorbato de potasio, benzoato de sodio, propionato de
sodio y acido sorbico.

Los conservantes alcohdlicos ejemplares incluyen etanol, polietilenglicol, fenol, compuestos fendlicos, bisfenol,
clorobutanol, hidroxibenzoato, y alcohol feniletilico.

Los conservantes acidos ejemplares incluyen vitamina A, vitamina C, vitamina E, betacaroteno, acido citrico, acido
acético, acido deshidroaceético, acido ascorbico, acido soérbico y acido fitico.
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Otros conservantes incluyen tocoferol, acetato de tocoferol, mesilato de deteroxima, cetrimida, hidroxianisol butilado
(BHA), hidroxitolueno butilado (BHT), etilendiamina, lauril sulfato de sodio (SLS), lauril éter sulfato de sodio (SLES),
bisulfito de sodio, metabisulfito de sodio, sulfito de potasio, metabisulfito de potasio, Glydant Plus, Phenonip,
metilparabeno, Germall 115, Germaben Il, Neolone, Kathon y Euxyl. En determinadas realizaciones, el conservante
es un antioxidante. En otras realizaciones, el conservante es un agente quelante.

Los agentes tamponantes ejemplares incluyen disoluciones de tampoén citrato, disoluciones de tampoén acetato,
disoluciones de tampén fosfato, cloruro de amonio, carbonato de calcio, cloruro de calcio, citrato de calcio,
glubionato de calcio, gluceptato de calcio, gluconato de calcio, acido D-glucénico, glicerofosfato de calcio, lactato de
calcio, acido propanoico, levulinato de calcio, acido pentanoico, fosfato de calcio dibasico, acido fosférico, fosfato de
calcio tribasico, fosfato de hidroxido de calcio, acetato de potasio, cloruro de potasio, gluconato de potasio, mezclas
de potasio, fosfato de potasio dibasico, fosfato de potasio monobasico, mezclas de fosfato de potasio, acetato de
sodio, bicarbonato de sodio, cloruro de sodio, citrato de sodio, lactato de sodio, fosfato de sodio dibasico, fosfato de
sodio monobasico, mezclas de fosfato de sodio, trometamina, hidroxido de magnesio, hidréxido de aluminio, acido
alginico, agua apirdgena, disolucion salina isotonica, disoluciéon de Ringer, alcohol etilico y mezclas de los mismos.

Los agentes lubricantes ejemplares incluyen estearato de magnesio, estearato de calcio, acido estearico, silice,
talco, malta, behenato de glicerilo, aceites vegetales hidrogenados, polietilenglicol, benzoato de sodio, acetato de
sodio, cloruro de sodio, leucina, lauril sulfato de magnesio, lauril sulfato de sodio y mezclas de los mismos.

Los aceites naturales ejemplares incluyen aceite de almendra, hueso de albaricoque, aguacate, babassu,
bergamota, moras, borraja, enebro, manzanilla, canola, alcaravea, carnauba, ricino, canela, manteca de cacao,
coco, higado de bacalao, café, maiz, semilla de algodén, emu, eucalipto, onagra, pescado, linaza, geraniol,
calabaza, semilla de uva, avellana, hisopo, miristato de isopropilo, jojoba, nuez de kukui, lavandina, lavanda, limén,
litsea cubeba, nuez de macadamia, malva, semilla de mango, semilla de hierba de la pradera, visén, nuez moscada,
oliva, naranja, reloj anaranjado, palma, palmiste, hueso de melocotén, cacahuete, semilla de amapola, semilla de
calabaza, colza, salvado de arroz, romero, cartamo, sandalo, sasquana, sabroso, espino amarillo, sésamo, manteca
de karité, silicona, soja, girasol, arbol del té, cardo, tsubaki, vetiver, nuez y germen de trigo. Los aceites sintéticos
ejemplares incluyen, aunque sin limitacion estearato de butilo, triglicérido caprilico, triglicérido caprico, ciclometicona,
sebacato de dietilo, dimeticona 360, miristato de isopropilo, aceite mineral, octildodecanol, alcohol oleilico, aceite de
silicona y mezclas de los mismos.

Las formas galénicas liquidas para administracion oral y parenteral incluyen emulsiones, microemulsiones,
disoluciones, suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas de los ingredientes activos,
las formas galénicas liquidas pueden comprender diluyentes inertes habitualmente usados en la técnica tales como,
por ejemplo, agua u otros disolventes, agentes solubilizantes y emulsionantes tales como alcohol etilico, alcohol
isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol,
1,3-butilenglicol, dimetilformamida, aceites (por ejemplo, aceite de algodén, de mani, de maiz, de oliva, de ricino y de
sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurfurilico, polietilenglicoles y ésteres de acido graso de sorbitano, y mezclas de
los mismos. Ademas de los diluyentes inertes, las composiciones orales pueden incluir adyuvantes tales como
agentes humectantes, agentes emulsionantes y de suspension, agentes edulcorantes, aromatizantes y perfumantes.
En determinadas realizaciones para administracion parenteral, los compuestos descritos en la presente memoria se
mezclan con agentes solubilizantes tales como Cremophor®, alcoholes, aceites, aceites modificados, glicoles,
polisorbatos, ciclodextrinas, polimeros y mezclas de los mismos.

Las preparaciones inyectables, por ejemplo, suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables estériles pueden
formularse de acuerdo con la técnica conocida usando agentes dispersantes o humectantes adecuados y agentes
de suspension. La preparacion inyectable estéril puede ser una disolucion, suspension o emulsion inyectable estéril
en un diluyente o disolvente farmacéuticamente aceptable no tdxico, por ejemplo, como una disolucion en
1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse estan el agua, disolucion de
Ringer, U.S.P. y disoluciéon de cloruro de sodio isotonica. Ademas, se emplean convencionalmente aceites fijos
estériles como disolvente o medio de suspension. Para este fin, puede emplearse cualquier aceite fijo blando
incluyendo mono- o diglicéridos sintéticos. Ademas, se usan acidos grasos tales como acido oleico en la preparacion
de inyectables.

Las formulaciones inyectables pueden esterilizarse, por ejemplo, por filtracion a través de un filtro de retencion de
bacterias, o incorporando agentes esterilizantes en forma de composiciones soélidas estériles que pueden disolverse
o dispersarse en agua estéril u otro medio inyectable estéril antes de su uso.

Para prolongar el efecto de un farmaco, a menudo es deseable ralentizar la absorcion del farmaco desde la
inyeccion subcutanea o intramuscular. Esto puede conseguirse mediante el uso de una suspension liquida de
material cristalino a amorfo con poca solubilidad en agua. La tasa de absorcién del farmaco entonces depende de su
tasa de disolucion que, a su vez, puede depender del tamafio del cristal y la forma cristalina. Como alternativa, la
absorcion retardada de un farmaco administrado por via parenteral se consigue disolviendo o suspendiendo el
farmaco en un vehiculo oleoso.

39



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 719 776 T3

Las composiciones para administracion rectal o vaginal tipicamente son supositorios que pueden prepararse
mezclando los compuestos descritos en la presente memoria con excipientes o vehiculos no irritantes adecuados
tales como manteca de cacao, polietilenglicol o una cera de supositorio que son sélidos a temperatura ambiente,
pero liquidos a temperatura corporal y, por lo tanto, se funden el recto o la cavidad vaginal y liberan el ingrediente
activo.

Las formas galénicas solidas para administracion oral incluyen capsulas, comprimidos, pildoras, polvos y granulos.
En dichas formas galénicas sdlidas, el ingrediente activo se mezcla con al menos un excipiente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable inerte, tal como citrato de sodio o fosfato de dicalcio y/o a) rellenos o diluyentes tales
como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y acido silicico, b) aglutinantes tales como, por ejemplo,
carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y goma arabiga, c) humectantes tales como
glicerol, d) agentes disgregantes tales como agar, carbonato de calcio, almidén de patata o tapioca, acido alginico,
determinados silicatos y carbonato de sodio, €) agentes retardadores de la disolucion tales como parafina, f)
aceleradores de la absorcion tales como compuestos de amonio cuaternario, g) agentes humectantes tales como,
por ejemplo, alcohol cetilico y monoestearato de glicerol, h) absorbentes tales como caolin y arcilla bentonita e i)
lubricantes tales como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles sélidos, lauril sulfato de
sodio y mezclas de los mismos. En el caso de capsulas, comprimidos y pildoras, la forma galénica puede
comprender agentes tamponantes.

Pueden emplearse composiciones sélidas de un tipo similar como rellenos en capsulas de gelatina rellenas blandas
y duras usando excipientes tales como lactosa o azucar de la leche, asi como polietilenglicoles de alto peso
molecular y similares. Las formas galénicas sélidas de comprimidos, grageas, capsulas, pildoras y granulos pueden
prepararse con recubrimientos y cubiertas tales como recubrimientos entéricos y otros recubrimientos bien
conocidos en la técnica de formulacion farmacéutica. Pueden comprender opcionalmente agentes opacificantes y
pueden ser de una composicion que libera el ingrediente o ingredientes activos Unicamente, o preferentemente, en
una determinada parte del conducto intestinal, opcionalmente, de una manera retardada. Los ejemplos de
composiciones de inclusion que pueden usarse incluyen sustancias poliméricas y ceras. Pueden emplearse
composiciones sdlidas de un tipo similar como rellenos en capsulas de gelatina rellenas blandas y duras usando
excipientes tales como lactosa o azucar de la leche, asi como polietilenglicoles de alto peso molecular y similares.

El ingrediente activo puede estar en forma microencapsulada con uno o mas excipientes como se indica
anteriormente. Las formas galénicas solidas de comprimidos, grageas, capsulas, pildoras y granulos pueden
prepararse con recubrimientos y cubiertas tales como recubrimientos entéricos, recubrimientos de control de la
liberacion y otros recubrimientos bien conocidos en la técnica de formulacion farmacéutica. En dichas formas
galénicas solidas, el ingrediente activo puede mezclarse con al menos un diluyente inerte tal como sacarosa, lactosa
o almidén. Dichas formas galénicas pueden comprender, como es practica normal, sustancias adicionales diferentes
a diluyentes inertes, por ejemplo, lubricantes de compresién y otros auxiliares de comprension tales como estearato
de magnesio y celulosa microcristalina. En el caso de capsulas, comprimidos y pildoras, las formas galénicas
pueden comprender agentes tamponantes. Pueden comprender opcionalmente agentes opacificantes y pueden ser
de una composicién que libera el ingrediente o ingredientes activos Unicamente, o preferentemente, en una
determinada parte del conducto intestinal, opcionalmente de una manera retardada. Los ejemplos de composiciones
de inclusion que pueden usarse incluyen sustancias poliméricas y ceras.

Las formas galénicas para administracion topica y/o transdérmica de un compuesto proporcionado pueden incluir
pomadas, pastas, cremas, lociones, geles, polvos, disoluciones, pulverizaciones, inhalantes y/o parches.
Generalmente, el ingrediente activo se mezcla en condiciones estériles con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable y/o cualquier conservante y/o tampdn deseado segun pueda requerirse. Adicionalmente, la presente
divulgacion abarca el uso de parches transdérmicos, que a menudo tienen la ventaja afiadida de proporcionar
suministro controlado de un ingrediente activo al organismo. Dichas formas galénicas pueden prepararse, por
ejemplo, disolviendo y/o dispensando el ingrediente activo en el medio apropiado. Como alternativa o
adicionalmente, la tasa puede controlarse proporcionando una membrana de control de tasa y/o dispersando el
ingrediente activo en una matriz polimérica y/o gel.

Los dispositivos adecuados para su uso en el suministro de composiciones farmacéuticas intradérmicas descritas en
la presente memoria incluyen dispositivos de aguja corta tales como los descritos en las patentes de Estados Unidos
4886499; 5190521; 5328483; 5527288; 4270537; 5015235; 5141496; y 5417662. Las composiciones intradérmicas
pueden administrarse por dispositivos que limitan la longitud de penetracion eficaz de una aguja en la piel, tal como
los descritos en la publicacion PCT WO 99/34850 y equivalentes funcionales de los mismos. Los dispositivos de
inyeccion de chorro que suministran vacunas liquidas a la dermis mediante un inyector de chorro de liquido y/o
mediante una aguja que perfora el estrato corneo y produce un chorro que alcanza la dermis son adecuados. Los
dispositivos de inyeccion de chorro se describen, por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos 5480381;
5599302; 5334144; 5993412; 5649912; 5569189; 5704911; 5383851; 5893397; 5466220; 5339163; 5312335;
5503627; 5064413; 5520639; 4596556; 4790824; 4941880; 4940460; y las publicaciones PCT WO 97/37705 y
WO 97/13537. Los dispositivos de suministro balistico de polvo/particulas que usan gas comprimido para impulsar la
vacuna en forma de polvo a través de las capas exteriores de la piel hasta la dermis son adecuados. Como
alternativa o adicionalmente, pueden usarse jeringas convencionales en el método de Mantoux clasico de

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 719 776 T3

administracion intradérmica.

Las formulaciones adecuadas para administracion tépica incluyen, aunque sin limitacion, preparaciones liquidas y/o
semiliquidas tales como linimentos, lociones, emulsiones de aceite en agua y/o agua en aceite tales como cremas,
pomadas y/o pastas, y/o disoluciones y/o suspensiones. Las formulaciones administrables por via tépica pueden
comprender, por ejemplo, de aproximadamente un 1 % a aproximadamente un 10 % (p/p) de ingrediente activo,
aunque la concentracion del ingrediente activo puede ser tan elevada como el limite de solubilidad del ingrediente en
el disolvente. Las formulaciones para administracion tépica pueden comprender ademas uno o mas de los
ingredientes adicionales descritos en la presente memoria.

Una composicién farmacéutica proporcionada puede prepararse, envasarse y/o venderse en una formulacion
adecuada para administracion pulmonar mediante la cavidad bucal. Dicha formulacién puede comprender particulas
deshidratadas que comprenden el ingrediente activo y que tienen un diametro en el intervalo de aproximadamente
0,5 a aproximadamente 7 nandmetros o de aproximadamente 1 a aproximadamente 6 nandmetros. Dichas
composiciones estan convenientemente en forma de polvos deshidratados para su administracion usando un
dispositivo que comprende un depdésito de polvo deshidratado al que puede dirigirse una corriente de propulsor para
dispersar el polvo y/o usar un recipiente de distribucion de disolvente/polvo autopropulsor tal como un dispositivo
que comprende el ingrediente activo disuelto y/o suspendido en un propulsor de bajo punto de ebullicidon en un
recipiente precintado. Dichos polvos comprenden particulas en las que al menos un 98 % de las particulas en peso
tienen un diametro mayor de 0,5 nanémetros y al menos un 95 % de las particulas en nimero tienen un diametro de
menos de 7 nanémetros. Como alternativa, al menos un 95 % de las particulas en peso tienen un diametro mayor de
1 nanémetro y al menos un 90 % de las particulas en numero tienen un diametro de menos de 6 nandémetros. Las
composiciones de polvo deshidratado pueden incluir un diluyente de polvo fino sdélido tal como azucar y se
proporcionan convenientemente en una forma de dosis unitaria.

Los propulsores de bajo punto de ebullicién generalmente incluyen propulsores liquidos que tienen un punto de
ebullicion por debajo de 18,33 °C (65 °F) a presion atmosférica. En general, el propulsor puede constituir de un 50 a
un 99 % (p/p) de la composicion, y el ingrediente activo puede constituir de un 0,1 a un 20 % (p/p) de la
composicion. El propulsor puede comprender ademas ingredientes adicionales tales como un tensioactivo no iénico
liquido y/o aniénico solido y/o un diluyente sélido (que puede tener un tamafo de particula del mismo orden que las
particulas que comprenden el ingrediente activo).

Las composiciones farmacéuticas formuladas para suministro pulmonar pueden proporcionar el ingrediente activo en
forma de gotas de una disolucién y/o suspension. Dichas formulaciones pueden prepararse, envasarse y/o venderse
como disoluciones acuosas y/o alcohdlicas diluidas y/o suspensiones, opcionalmente estériles, que comprenden el
ingrediente activo, y pueden administrarse convenientemente usando cualquier dispositivo de nebulizacion y/o
atomizacion. Dichas formulaciones pueden comprender ademas uno o mas ingredientes adicionales incluyendo,
aunque sin limitacion, un agente aromatizante tal como sacarina de sodio, un aceite volatil, un agente tamponante,
un agente tensioactivo y/o un conservante tal como metilhidroxibenzoato. Las gotas proporcionadas por esta via de
administracién pueden tener un promedio de diametro en el intervalo de aproximadamente 0,1 a aproximadamente
200 nanémetros.

Las formulaciones descritas en la presente memoria que son utiles para suministro pulmonar son Utiles para
suministro intranasal de una composicion farmacéutica. Otra formulaciéon adecuada para administracién intranasal es
un polvo grueso que comprende el ingrediente activo que tiene un promedio de particula de aproximadamente 0,2 a
500 micrémetros. Dicha formulacion se administra por inhalacién rapida a través de la fosa nasal desde un recipiente
del polvo mantenido cerca de los orificios nasales.

Las formulaciones para administracion nasal pueden comprender, por ejemplo, de aproximadamente tan poco como
un 0,1 % (p/p) y tanto como un 100 % (p/p) del ingrediente activo, y pueden comprender uno o mas de los
ingredientes adicionales descritos en la presente memoria. Una composicion farmacéutica proporcionada puede
prepararse, envasarse y/o venderse en una formulacién para administracion bucal. Dichas formulaciones pueden
estar, por ejemplo, en forma de comprimidos y/o grageas hechas usando métodos convencionales, y pueden
contener, por ejemplo, de un 0,1% a un 10 % (p/p) de ingrediente activo, comprendiendo el equilibrio una
composicion que se puede disolver y/o degradable por via oral y, opcionalmente, uno o mas de los ingredientes
adicionales descritos en la presente memoria. Como alternativa, las formulaciones para administracién bucal pueden
comprender un polvo y/o una disolucidon y/o suspension en aerosol y/o atomizada que comprende el ingrediente
activo. Dichas formulaciones en polvo, en aerosol y/o en aerosol, cuando se dispersan, pueden tener un promedio
de particula y/o un tamafio de gota en el intervalo de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 200 nandémetros, y
pueden comprender ademas uno o mas de los ingredientes adicionales descritos en la presente memoria.

Una composicion farmacéutica proporcionada puede prepararse, envasarse y/o venderse en una formulacion para
administracion oftalmica. Dichas formulaciones pueden estar, por ejemplo, en forma de colirios, incluyendo, por
ejemplo, una disolucion y/o suspension de un 0,1/1,0 % (p/p) del ingrediente activo en un vehiculo liquido acuoso u
oleoso. Dichas gotas pueden comprender ademas agenten tamponantes, sales y/o uno o mas ingredientes
adicionales diferentes descritos en la presente memoria. Otras formulaciones administrables por via oftalmica que
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son utiles incluyen aquellas que comprenden el ingrediente activo en forma microcristalina y/o en una preparacion
liposémica. Las gotas 6ticas y/o colirios se contemplan dentro del alcance de esta divulgacion.

Aunque las descripciones de composiciones farmacéuticas proporcionadas en la presente memoria estan dirigidas
principalmente a composiciones farmacéuticas que son adecuadas para su administracién a seres humanos, los
expertos en la materia entenderan que dichas composiciones en general son adecuadas para su administracion a
animales de todo tipo. La modificacion de composiciones farmacéuticas adecuadas para su administracion a seres
humanos para hacer que las composiciones sean adecuadas para su administraciéon a diversos animales esta bien
comprendida, y el farmacdlogo veterinario experto puede disefiar y/o realizar dicha modificacion con
experimentacién habitual.

Los compuestos proporcionados en la rente memoria se formulan tipicamente en forma galénica unitaria para
facilitar la administracion y la uniformidad de la dosificacion. Se entendera, sin embargo, que el uso diario total de las
composiciones proporcionadas se decidira por el médico a cargo dentro del alcance del criterio médico razonable. El
nivel de dosis terapéuticamente eficaz especifico para cualquier sujeto u organismo particular dependera de una
diversidad de factores, incluyendo la enfermedad, trastorno o afeccion que se esta tratando y la gravedad del
trastorno; la actividad del ingrediente activo especifico empleado; la composicién especifica empleada; la edad, peso
corporal, salud general, sexo y dieta del sujeto; el tiempo de administracion, la via de administracion y la tasa de
excrecion del ingrediente activo especifico empleado; la duracion del tratamiento; los farmacos usados en
combinacion o coincidentes con el ingrediente activo especifico empleado; y factores similares bien conocidos en la
técnicas médicas.

Los compuestos y composiciones proporcionados en la presente memoria pueden administrarse por cualquier via,
incluyendo enteral (por ejemplo, oral), parenteral, intravenosa, intramuscular, intraarterial, intramedular, intratecal,
subcutanea, intraventricular, transdérmica, interdérmica, rectal, intravaginal, intraperitoneal, topica (como mediante
polvos, pomadas, cremas y/o gotas), a la mucosa, nasal, bucal, sublingual; por instilacion intratraqueal, instilacion
bronquial y/o inhalacién; y/o como una pulverizacion oral, pulverizacion nasal y/o aerosol. Las vias especificamente
contempladas son administraciéon oral, administracion intravenosa (por ejemplo, inyeccion intravenosa sistémica),
administracion regional mediante el suministro sanguineo y/o linfatico, y/o administracion directa a un sitio afectado.
En general, la via mas apropiada de administracion dependera de una diversidad de factores, incluyendo la
naturaleza del agente (por ejemplo, su estabilidad en el entorno del conducto gastrointestinal) y/o el estado del
sujeto (por ejemplo, si el sujeto puede tolerar la administracion oral).

La cantidad exacta de un compuesto requerida para conseguir una cantidad eficaz variara de un sujeto a otro,
dependiendo, por ejemplo, de la especie, la edad y el estado general de un sujeto, la gravedad de los efectos
secundarios o el trastorno, la identidad del compuesto o compuestos particulares, el modo de administracion y
similares. La dosificacién deseada puede suministrarse tres veces al dia, dos veces al dia una vez al dia, en dias
alternos, cada dos dias, cada semana, cada dos semanas, cada tres semanas o cada cuatro semanas. En
determinadas realizaciones, la dosificacion deseada puede suministrarse usando multiples administraciones (por
ejemplo, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez, once, doce, trece, catorce o mas administraciones).

En determinadas realizaciones, una cantidad eficaz de un compuesto para su administracion una o mas veces al dia
a un ser humano adulto de 70 kg puede comprender de aproximadamente 0,0001 mg a aproximadamente 3000 mg,
de aproximadamente 0,0001 mg a aproximadamente 2000 mg, de aproximadamente 0,0001 mg a aproximadamente
1000 mg, de aproximadamente 0,001 mg a aproximadamente 1000 mg, de aproximadamente 0,01 mg a
aproximadamente 1000 mg, de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 1000 mg, de aproximadamente 1 mg
a aproximadamente 1000 mg, de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 100 mg, de aproximadamente 10 mg
a aproximadamente 1000 mg o de aproximadamente 100 mg a aproximadamente 1000 mg de un compuesto por
forma galénica unitaria.

En determinadas realizaciones, un compuesto descrito en la presente memoria puede administrarse a niveles de
dosificacion suficientes para suministrar de aproximadamente 0,001 mg/kg a aproximadamente 1000 mg/kg, de
aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente mg/kg, de aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente
40 mg/kg, de aproximadamente 0,5 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg, de aproximadamente 0,01 mg/kg a
aproximadamente 10 mg/kg, de aproximadamente 0,1 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg o de aproximadamente
1 mg/kg a aproximadamente 25 mg/kg de peso corporal del sujeto por dia, una o mas veces al dia, para obtener el
efecto terapéutico deseado.

En algunas realizaciones, un compuesto descrito en la presente memoria se administra una o mas veces al dia,
durante multiples dias. En algunas realizaciones, la pauta posolégica se continda durante dias, semanas, meses o
anos.

Se apreciara que los intervalos de dosis descritos en la presente memoria proporcionan directrices para la
administracion de composiciones farmacéuticas a un adulto. La cantidad a administrar a, por ejemplo, un nifio o un
adolescente puede determinarse por un facultativo médico o experto en la materia y puede ser inferior o igual a la
administrada a un adulto.
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Se apreciara que un compuesto o composicién, como se describe en la presente memoria, puede administrarse en
combinacién con uno o mas agentes terapéuticamente activos adicionales. Los compuestos o composiciones
pueden administrarse en combinacion con agentes terapéuticamente activos adicionales que mejoran su eficacia,
potencia y/o biodisponibilidad, reducen y/o modifican su metabolismo, inhiben su excreciéon y/o modifican su
distribucion dentro del organismo. También se apreciara que el tratamiento empleado puede conseguir un efecto
deseado para el mismo trastorno y/o puede conseguir efectos diferentes.

El compuesto o composicion puede administrarse simultaneamente con, antes de o posterior a, uno o mas agentes
terapéuticamente activos adicionales. En general, cada agente se administrara a una dosis y/o un horario
determinado para ese agente. Se apreciara ademas que el agente terapéuticamente activo adicional en esta
combinacién puede administrarse conjuntamente en una composicién Unica o administrarse por separado en
diferentes composiciones. La combinacion particular a emplear en un régimen tendra en cuenta la compatibilidad de
un compuesto proporcionado con el agente terapéuticamente activo adicional y/o el efecto terapéutico deseado a
conseguir. En general, se espera que los agentes terapéuticamente activos adicionales utilizados en combinacion se
utilicen a niveles que no excedan los niveles a los que se utilizan individualmente. En algunas realizaciones, los
niveles utilizados en combinacién seran inferiores a los utilizados individualmente.

Los agentes terapéuticamente activos adicionales ejemplares incluyen, aunque sin limitacion, agentes
antimicrobianos, agentes antifungicos, agentes antiparasitarios, agentes antiinflamatorios y un agente analgésico.
Los agentes terapéuticamente activos incluyen moléculas organicas pequefias tales como compuestos
farmacéuticos (por ejemplo, compuestos aprobados por la Food and Drug Administration estadounidense
proporcionados en el Code of Federal Regulations (CFR)), péptidos, proteinas, carbohidratos, monosacaridos,
oligosacaridos, polisacaridos, nucleoproteinas, mucoproteinas, lipoproteinas, polipéptidos sintéticos o proteinas,
moléculas pequefias unidas a proteinas, glucoproteinas, esteroides, acidos nucleicos, ADN, ARN, nucleétidos,
nucledsidos, oligonucledtidos, oligonucledtidos de antisentido, lipidos, hormonas, vitaminas y células.

En determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado se combina con un agente terapéuticamente activo
adicional (por ejemplo, litio y/o quetamina) para su uso en el tratamiento de trastorno bipolar y/o depresion (por
ejemplo, depresion insensible a litio). El litio ha sido desde hace mucho el tratamiento de eleccién para trastorno
bipolar y sindromes maniacos, aunque el mecanismo exacto de accion ha sido dificil de discernir (J. A. Quiroz, T. D.
Gould y H. K. Manji, Mol. Interv., 2004, 4, 259). Se sabe que el litio afecta a la funcién de una diversidad de enzimas,
un efecto atribuido a la competicién del litio por sitios de union a magnesio esencial (W. J. Ryves y A. J. Harwood,
Biochem. Biophys. Res. Commun., 2001, 280, 720). Las dosis terapéuticamente eficaces de Li* (niveles en plasma
de 0,6-1.2 mM) se aproximan a su Clsp de GSK3 (Clsp = 2 mM) (Annual Reports in Medicinal Chemistry, 2005,
Volumen 40, pagina 137).

En determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado se combina con un agente terapéuticamente activo
adicional (por ejemplo, acido todo-frans retinoico) para su uso en el tratamiento de AML. En determinadas
realizaciones, una combinacion de un compuesto proporcionado y un agente terapéuticamente activo adicional
muestra efecto sinérgico en el tratamiento de una enfermedad neurolégica, trastorno psiquiatrico (por ejemplo,
trastorno bipolar o depresion (por ejemplo, depresion insensible a litio)), trastorno metabdlico (por ejemplo, diabetes)
y/o cancer (por ejemplo, AML).

También se abarcan por la presente divulgacion kits (por ejemplo, envases farmacéuticos). Los kits proporcionados
pueden comprender una composicion farmacéutica o compuesto proporcionado y un recipiente (por ejemplo, un vial,
ampolla, frasco, jeringa y/o envase dispensador, u otro recipiente adecuado). En algunas realizaciones, los kits
proporcionados pueden incluir ademas opcionalmente un segundo recipiente que comprende un excipiente
farmacéutico para dilucidon o suspension de una composicion farmacéutica o compuesto proporcionado. En algunas
realizaciones, una composicion farmacéutica o compuesto proporcionado que se ha proporcionado en el recipiente y
el segundo recipiente se combinan para formar una forma galénica unitaria.

Uso y tratamientos

Los compuestos y composiciones descritos en la presente memoria en general son Utiles para la inhibicion de una o
mas cinasas. En algunas realizaciones, los compuestos y composiciones descritos en la presente memoria son
utiles para inhibir la actividad de GSK3. En algunas realizaciones los compuestos y composiciones descritos en la
presente memoria son utiles para inhibir CK1. En algunas realizaciones, se proporcionan compuestos descritos en la
presente memoria para su uso en métodos de tratamiento de un trastorno mediado por cinasas en un sujeto que
comprenden administrar una cantidad eficaz de un compuesto descrito en la presente memoria (por ejemplo, un
compuesto de formula I, Il o lll) o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, a un sujeto que necesita
tratamiento. En determinadas realizaciones, la cantidad eficaz es una cantidad terapéuticamente eficaz. En
determinadas realizaciones, la cantidad eficaz es una cantidad profilacticamente eficaz. En determinadas
realizaciones, el sujeto esta padeciendo un trastorno mediado por cinasas. En determinadas realizaciones, el sujeto
es susceptible a un trastorno mediado por cinasas. En determinadas realizaciones, el trastorno mediado por cinasas
es un trastorno mediado por GSK3 (por ejemplo, un trastorno mediado por GSK3a, trastorno mediano por GSK3p).
En determinadas realizaciones, el trastorno mediado por cinasas es un trastorno mediado por CK1 (por ejemplo, un
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trastorno mediado por CK19).

La expresion "trastorno mediado por cinasas" (por ejemplo, trastorno mediado por GSK3, trastorno mediado por
CK1) significa cualquier enfermedad, trastorno u otra afeccion perjudicial en que se sabe que una o mas cinasas
(por ejemplo, GSK3 o CK1) o un mutante de las mismas desempefian una funcién. Por consiguiente, en algunas
realizaciones, la presente divulgacion se refiere al tratamiento o reduccién de la gravedad de una o mas
enfermedades en que se sabe que una o mas cinasas (por ejemplo, GSK3 o CK1) desempeifian una funcion.

En algunas realizaciones, la presente divulgacién proporciona ademas un compuesto como se describe en la
presente memoria para su uso en un método de inhibicién de una cinasa, que comprende poner en contacto una
cinasa con una cantidad eficaz de un compuesto descrito en la presente memoria (por ejemplo, un compuesto de
féormula I, I o lll) o una de sus sales farmacéuticamente aceptables. En algunas realizaciones, la presente
divulgacién proporciona un compuesto como se describe en la presente memoria para su uso en un método de
inhibicién de GSK3, que comprende poner en contacto GSK3 con una cantidad eficaz de un compuesto descrito en
la presente memoria (por ejemplo, un compuesto de formula I, Il o lll) o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables. En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un compuesto como se describe en la
presente memoria para su uso en un método de inhibicién de CK1, que comprende poner en contacto CK1 con una
cantidad eficaz de un compuesto descrito en la presente memoria (por ejemplo, un compuesto de formula |, Il o lll) o
una de sus sales farmacéuticamente aceptables. La cinasa puede estar purificada o en bruto, y puede estar
presente en una célula, tejido o sujeto. Por tanto, dichos métodos abarcan la inhibicion de la actividad cinasa tanto in
vitro como in vivo. En determinadas realizaciones, el método es un método in vitro, por ejemplo, tal como un método
de ensayo util como una herramienta de investigacion.

En algunas realizaciones, se proporciona un compuesto como se describe en la presente memoria para su uso en
un método de inhibicidon de la actividad cinasa en un sujeto que lo necesita (por ejemplo, que tiene una actividad
cinasa mayor de la normal), que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de un compuesto descrito en la
presente memoria (por ejemplo, un compuesto de férmula I, Il o lll) o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables. En algunas realizaciones, se proporciona un método de inhibicion de la actividad de GSK3 en un sujeto
que lo necesita, que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de un compuesto descrito en la presente
memoria (por ejemplo, un compuesto de formula I, Il o lll) o una de sus sales farmacéuticamente aceptables. En
algunas realizaciones, se proporciona un compuesto como se describe en la presente memoria para su uso en un
método de inhibicion de la actividad de CK1 en un sujeto que lo necesita, que comprende administrar al sujeto una
cantidad eficaz de un compuesto descrito en la presente memoria (por ejemplo, un compuesto de formula |, Il o lll) o
una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

En algunas realizaciones, la motivacion para administrar un compuesto de acuerdo con algunas realizaciones es una
intencion de tratar una enfermedad neuroldgica o trastorno psiquiatrico en un sujeto. En determinadas realizaciones,
un compuesto proporcionado es util en el tratamiento de una enfermedad neuroldgica (por ejemplo, una enfermedad
neurolégica descrita en la presente memoria). La enfermedad neurolégica que se trata por un compuesto
proporcionado puede estar mediada por GSK3a y/o GSK3B. En determinadas realizaciones, un compuesto
proporcionado es util en el tratamiento de un trastorno psiquiatrico (por ejemplo, un trastorno psiquiatrico descrito en
la presente memoria). El trastorno psiquiatrico que se trata por un compuesto proporcionado puede estar mediado
por GSK3a y/o GSK3B.

La expresion "enfermedad neurolégica" se refiere a una afeccion que tiene como un componente un mal
funcionamiento del sistema nervioso central o periférico. Una enfermedad neurolégica puede causar una alteracion
en la estructura o funcidon del sistema nervioso como resultado de anomalias en el desarrollo y funcionales,
enfermedad, defectos genéticos, lesion o toxinas. Estos trastornos pueden afectar al sistema nervioso central (por
ejemplo, el cerebro, tronco cerebral y cerebelo), el sistema nervioso periférico (por ejemplo, los nervios craneales,
los nervios espinales y los sistemas nerviosos simpaticos y parasimpaticos) y/o el sistema nervioso autdbnomo (por
ejemplo, la parte del sistema nervioso que regula la accion involuntaria y que esta dividido en los sistemas nerviosos
simpatico y parasimpatico). Por consiguiente, una enfermedad neurodegenerativa es un ejemplo de una enfermedad
neurolégica.

La expresion "enfermedad neurodegenerativa" se refiere a una afeccion caracterizada por la pérdida de células
neuronales y células de soporte de las células neuronales, que causa disfuncién y/o discapacidades cognitivas y/o
motoras. Por consiguiente, la expresion se refiere a cualquier enfermedad o trastorno que pudiera revertirse,
detenerse, controlarse, tratarse, mejorarse o eliminarse con agentes que estimulan la generacién de nuevas
neuronas. Los ejemplos de enfermedades neurodegenerativas incluyen: (i) enfermedades neurodegenerativas
cronicas tales como esclerosis lateral amiotrofica familiar y esporadica (FALS y ALS, respectivamente), enfermedad
de Parkinson familiar y esporadica, enfermedad de Huntington, enfermedad de Alzheimer familiar y esporadica,
sindrome del X fragil, esclerosis multiple, atrofia olivopontocerebelar, atrofia multisistémica, paralisis supranuclear
progresiva, enfermedad difusa con cuerpos de Lewy, degeneracion corticodentatonigral, epilepsia mioclénica familiar
progresiva, degeneracion estrionigral, distonia por torsion, temblores familiares, sindrome de Down, sindrome de
Gilles de la Tourette, enfermedad de Hallervorden-Spatz, demencia pugilistica, demencia por SIDA, demencia senil,
alteracion de la memoria asociada con la edad y enfermedades neurodegenerativas relacionadas con amiloidosis
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tales las causadas por la proteina de priones (PrP) que estd asociada con la encefalopatia espongiforme
transmisible (enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker, prurigo lumbar y
kuru) y las causadas por exceso de acumulacion de cistatina C (angiopatia por cistatina C hereditaria); y (ii)
trastornos neurodegenerativos agudos tales como lesion cerebral traumatica (por ejemplo, lesion cerebral
relacionada con cirugia), edema cerebral, dafio de nervios periféricos, lesion de la médula espinal, enfermedad de
Leigh, sindrome de Guillain-Barre, trastornos de almacenamiento lisosémico tales como lipofuccionosis, enfermedad
de Alper, vértigo como resultado de degeneracion del SNC; patologias que surgen con el abuso crénico de alcohol o
farmacos incluyendo, por ejemplo, la degeneracion de las neuronas en el locus coeruleus y el cerebelo; patologias
que surgen con el envejecimiento incluyendo la degeneracion de las neuronas cerebelares y las neuronas corticales,
que dan lugar a alteraciones cognitivas y motoras; y patologias que surgen por el abuso crénico de anfetaminas,
incluyendo la degeneracion de las neuronas de los ganglios basales, que da lugar a alteraciones motoras; cambios
patolégicos como resultado de traumatismo focal tal como apoplejia, isquemia focal, insuficiencia vascular,
encefalopatia hipdxica-isquémica, hiperglucemia, hipoglucemia o traumatismo directo; patologias que surgen como
efecto secundario negativo de farmacos y tratamientos terapéuticos (por ejemplo, degeneracién de neuronas del
cingulado y la corteza entorrinal en respuesta a dosis anticonvulsivas de antagonistas de la clase NMDA del receptor
de glutamato) y demencia relacionada con la enfermedad de Wernicke-Korsakoff. Las enfermedades
neurodegenerativas que afectan a las neuronas sensitivas incluyen ataxia de Friedreich y degeneracion neuronal de
la retina. Otras enfermedades neurodegenerativas incluyen lesion o traumatismo de los nervios asociado con lesion
de la médula espinal. Las enfermedades neurodegenerativas de los sistemas limbico y cortical incluyen amiloidosis
cerebral, atrofia de Pick y sindrome de Rett. Los ejemplos anteriores no se entienden como exhaustivos, sino que
sirve simplemente como una ilustracion de la expresion "enfermedad degenerativa".

La enfermedad de Alzheimer es un trastorno cerebral degenerativo caracterizado por sintomas psiquiatricos
cognitivos y no cognitivos. Los sintomas psiquiatricos son habituales en la enfermedad de Alzheimer, con psicosis
(alucinaciones y delirios) presentes en aproximadamente un 50 % de los pacientes afectados. Similar a la
esquizofrenia, los sintomas psicoticos positivos son habituales en la enfermedad de Alzheimer. Los delirios
tipicamente se producen mas frecuentemente que las alucinaciones. Los pacientes con enfermedad de Alzheimer
también muestran sintomas negativos, tales como desconexién, apatia, sensibilidad emocional disminuida, pérdida
de voluntad e iniciativa disminuida. De hecho, los compuestos antipsicéticos que se usan para aliviar la psicosis de
la esquizofrenia también son utiles en el alivio de las psicosis en pacientes con enfermedad de Alzheimer. El término
"demencia" se refiere a la pérdida de funciones cognitivas e intelectuales sin alteracion de la percepcion o la
conciencia. La demencia se caracteriza tipicamente por desorientacion, deterioro de la memoria, el juicio y el
intelecto y un afecto inestable superficial.

El sindrome del X fragil, o sindrome de Martin-Bell. Es un sindrome genético, que produce un espectro de rasgos
psiquicos, intelectuales emocionales y de comportamiento caracteristicos que varian de manifestacion grave a leve.
El sindrome esta asociado con la expansion de una Unica secuencia génica trinucleotidica (CGG) en el cromosoma
X, y provoca un fallo para expresar la proteina FMRP que es necesaria para el desarrollo neural normal. Hay cuatro
formas generalmente aceptadas de sindrome del X fragil que se refieren a la longitud de la secuencia CGG repetida
en el gen FMR1; normal (29-31 repeticiones CGG), premutacion (55-200 repeticiones CGG), mutacién completa
(mas de 200 repeticiones CGG), y alelos intermedios o de zona gris (40-60 repeticiones). Normalmente, el gen
FMR1 contiene entre 6 y 55 repeticiones del codon CGG (repeticiones trinucleotidicas). En personas con sindrome
del X fragil, el alelo FMR1 tiene mas de 230 repeticiones de este coddn. La expansion del coddn repetitivo CGG a
dicho grado provoca una metilacion de esa parte del ADN, silenciando de forma eficaz la expresion de la proteina
FMR1. Esta metilaciéon del locus FMR1 en la banda cromosémica Xq27.3 se cree que provoca la constriccion del
cromosoma X que parece "fragil" bajo el microscopio en ese punto, un fenédmeno que dio su nombre al sindrome. La
mutaciéon del gen FMR1 da lugar al silenciamiento transcripcional de la proteina de retraso mental del X fragil,
FMRP. En individuos normales, se cree que FMRP regula una poblacion sustancial de ARNm: FMRP desempefa
funciones importantes en el aprendizaje y la memoria, y también parece estar implicado en el desarrollo de los
axones, la formacion de sinapsis y el cableado y desarrollo de circuitos neurales.

La esclerosis lateral amiotrofica (ALS), también llamada enfermedad de Lou Gehrig es una enfermedad neurolégica
mortal progresiva. La ALS se produce cuando células nerviosas especificas en el cerebro y la médula espinal que
controlan el movimiento voluntario se degeneran gradualmente y causa que los musculos bajo su control se debiliten
y atrofien, dando lugar a paralisis. Actualmente, no hay cura para ALS; ni hay un tratamiento demostrado que
prevenga o revierta el curso del trastorno.

La enfermedad de Parkinson es una alteracién del movimiento voluntario en que los musculos quedan rigidos y
lentos. Los sintomas de la enfermedad incluyen contraccion ritmica dificil e incontrolable de grupos de musculos,
que produce agitacion o temblores. La enfermedad esta causada por la degeneracion de neuronas dopaminérgicas
presinapticas en el cerebro y especificamente en el tronco cerebral. Como resultado de la degeneracion, se produce
una liberacion inadecuada del transmisor quimico dopamina durante la actividad neuronal. Actualmente, la
enfermedad de Parkinson se trata con varios compuestos diferentes y combinaciones. Levodopa (L-dopa), que se
convierte en dopamina en el cerebro, a menudo se administra para restaurar el control muscular. Perindopril, un
inhibidor de ACE que cruza la barrera hematoencefalica, se usa para mejorar las respuestas motoras de los
pacientes a L-dopa. Carbidopa se administra con L-dopa para retardar la conversiéon de L-dopa en dopamina hasta
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que alcance el cerebro, y también reduce los efectos secundarios de L-dopa. Otros farmacos usados en el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson incluyen miméticos de dopamina Mirapex (dihidrocloruro de pramipexol)
y Requip (hidrocloruro de ropinirol) y Tasmar (tolcapona), un inhibidor de COMT que bloquea un enzima clave
responsable de la descomposicion de levodopa antes de que alcance el cerebro.

La expresiéon "trastorno psiquiatrico” se refiere a una afeccion o trastorno que se refiere al funcionamiento del
cerebro y los procesos cognitivos o el comportamiento. Los trastornos psiquiatricos pueden clasificarse ademas
basandose en el tipo de alteracion neuroldgica que afecta a las facultades mentales. Los trastornos psiquiatricos se
expresan principalmente en anomalias de pensamiento, sentimiento, emocion y/o comportamiento, que producen
angustia o alteracion de la funcion (por ejemplo, alteracion de la funcion mental tal como con demencia o senilidad).
La expresion "trastorno psiquiatrico”, por consiguiente, a veces se usa indistintamente con la expresion "trastorno
mental" o la expresion "enfermedad mental".

Un trastorno psiquiatrico a menudo se caracteriza por un patrén psicoldgico o del comportamiento que se produce
en un individuo y se cree que causa angustia o discapacidad que no se espera como parte del desarrollo normal o
cultura. Las definiciones, evaluaciones y clasificaciones de los trastornos mentales pueden variar, pero los criterios
enumerados en la International Classification of Diseases and Related Health Problems (ICD, publicado por la
Organizacion Mundial de la Salud, OMS), o el Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders (DSM publicado
por la Asociacion Psiquiatrica Americana, APA) y ofros manuales estan aceptados ampliamente por los
profesionales de salud mental. Los individuos pueden evaluarse para diversos trastornos psiquiatricos usando
criterios expuestos en estas y ofras publicaciones aceptadas por los facultativos médicos en el campo y la
manifestacion y gravedad de un trastorno psiquiatrico puede determinarse en un individuo usando estas
publicaciones.

Las categorias de diagnosticos en estos esquemas pueden incluir trastornos disociativos, trastornos del estado de
animo, trastornos de ansiedad, trastornos psicéticos, trastornos de la alimentacion, trastornos del desarrollo,
trastornos de personalidad y otras categorias. Hay diferentes categorias de trastorno mental, y muchas facetas
diferentes de comportamiento humano y personalidad que pueden quedar desordenadas.

Un grupo de trastornos psiquiatricos incluye trastornos del pensamiento y la cognicién, tal como esquizofrenia y
delirio. Un segundo grupo de trastornos psiquiatricos incluye trastorno del estado de animo, tales como trastornos
afectivos y ansiedad. Un tercer grupo de trastornos psiquiatricos incluye trastornos de comportamiento social, tal
como defectos del caracter y trastornos de personalidad. Y un cuarto grupo de trastornos psiquiatricos incluye
trastornos del aprendizaje, la memoria y la inteligencia, tal como retraso mental y demencia. Por consiguiente, los
trastornos psiquiatricos abarcan esquizofrenia, delirio, trastorno con déficit de atencion (ADD), trastorno
esquizoafectivo, depresion (por ejemplo, depresion insensible a litio), mania, trastornos con déficit de atencion,
adiccion a farmacos, demencia, agitacion, apatia, ansiedad, psicosis, trastornos de personalidad, trastornos
bipolares, trastorno afectivo unipolar, trastornos obsesivo-compulsivos, trastornos de la alimentacién, trastornos de
estrés postraumatico, irritabilidad, trastorno de conducta adolescente y desinhibicion.

Algunas enfermedades clasificadas como enfermedades neurodegenerativas, por ejemplo, la enfermedad de
Alzheimer, también muestran a veces aspectos de trastornos psiquiatricos que se enumeran en la presente
memoria, por ejemplo, trastornos de memoria o demencia. Algunas enfermedades neurodegenerativas o
manifestaciones de la mismas también pueden mencionarse, por consiguiente, como trastornos psiquiatricos. Estos
términos, por lo tanto, no son mutuamente exclusivos.

El estado de ansiedad o temor puede quedar desordenado, de modo que inusualmente sea intenso o generalizado
durante un periodo prolongado de tiempo. Las categorias habitualmente reconocidas de trastornos de ansiedad
incluyen fobia especifica, trastorno de ansiedad generalizada, trastorno de ansiedad social, trastorno de panico,
agorafobia, trastorno obsesivo-compulsivo, trastorno de estrés postraumatico.

Los estados afectivos de duracion relativamente larga también pueden quedar desordenados. El trastorno del estado
de animo que implica tristeza inusualmente intensa y mantenida, melancolia o desesperacion se conoce como
depresion clinica (o depresion mayor) y mas generalmente puede describirse como desregulacion emocional. La
depresion mas leve, pero prolongada, puede diagnosticarse como distimia. Los trastornos bipolares implican estados
del estado de animo andmalamente "elevados" o presionados, conocidos como mania o hipomania, que alternan
con un estado de animo normal o deprimido.

Los patrones de creencia, uso del lenguaje y percepcion pueden quedar desordenados. Los trastornos psicoticos
que implican de forma central este dominio incluyen esquizofrenia y trastorno delirante. El trastorno esquizoafectivo
es una categoria usada para individuos que muestran aspectos tanto de esquizofrenia como de trastornos afectivos.
La esquizotipia es una categoria usada para individuos que muestran algunos de los rasgos asociados con
esquizofrenia, pero sin cumplir los criterios de valoracion.

Las caracteristicas fundamentales de una persona que influyen en sus cogniciones, motivaciones vy
comportamientos entre situaciones y el tiempo, pueden observarse como trastornos debido a que son
andémalamente rigidas y de mala adaptacién. Los esquemas de categorias enumeran varios trastornos de
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personalidad diferentes, tales como los clasificados como excéntricos (por ejemplo, trastorno de personalidad
paranoide, trastorno de personalidad esquizoide, trastorno de personalidad esquizotipica), los descritos como
dramaticos o emocionales (trastorno de personalidad antisocial, trastorno de personalidad limite, trastorno de
personalidad histridnica, trastorno de personalidad narcisista) o los observados como relacionados con temor
(trastorno de personalidad evitativa, trastornos de personalidad dependiente, trastorno de personalidad
obsesivo-compulsiva).

Otros trastornos pueden implicar otros atributos del funcionamiento humano. Las practicas de alimentacién pueden
desordenarse, con alimentacion excesiva o alimentacion insuficiente compulsiva o atracones. Las categorias de
trastorno en esta area incluyen anorexia nerviosa, bulimia nerviosa, bulimia por ejercicio o trastorno de alimentacion
por atracones. Los trastornos del suefio tales como insomnio también existen y pueden alterar los patrones de suefio
normales. Los trastornos de identidad sexual y de género, tales como dispareunia o trastorno de identidad de género
u homosexualidad egodistonica. Las personas que son anémalamente incapaces de resistir las urgencias o impulsos
para realizar actos que pudieran ser dafiinos para si mismos u otros, pueden clasificarse con un trastorno de control
de los impulsos, incluyendo diversos tipos de trastornos de tic tales como sindrome de Tourette y trastornos tales
como cleptomania (robar) o piromania (incendiar). Los trastornos por uso de sustancias incluyen trastorno por abuso
de sustancias. El juego adictivo puede clasificarse como un trastorno. La incapacidad de ajustar suficientemente las
circunstancias de la vida puede clasificarse como un trastorno de ajuste. La categoria del trastorno de ajuste se
reserva habitualmente para problemas que empiezan en tres meses desde el evento o situacion y finalizan en seis
meses después de que se detenga o elimine el factor estresante. Las personas que padecen alteraciones graves de
su autoidentidad, memoria y conciencia general de si mismos y su alrededor pueden clasificarse con un trastorno de
identidad disociativa, tal como trastorno de despersonalizacion (que también se ha llamado trastorno de
personalidad multiple o "personalidad dividida"). Los trastornos facticios, tales como sindrome de Munchausen,
también existen cuando los sintomas se experimentan y/o presentan para beneficio personal.

Los trastornos que parecen originarse en el organismo, pero que se cree que son mentales, se conocen como
trastornos somatomorfos, incluyendo el trastorno de somatizacién. También hay trastornos de la percepcion del
organismo, incluyendo el trastorno dismorfico corporal. La neurastenia es una categoria que implica quejas
somaticas, asi como fatiga y falta de animo/depresién, que se reconoce oficialmente por el ICD (version 10) pero no
por el DSM (version IV). Los trastornos de memoria o cognitivos, tales como amnesia o enfermedad de Alzheimer,
también se clasifican a veces como trastornos psiquiatricos.

Otros trastornos propuestos incluyen: trastorno de personalidad autodestructivo, trastorno de personalidad sadica,
trastorno de personalidad pasiva-agresiva, trastorno disforico premenstrual, trastorno de adicion a los videojuegos o
de adiccion a internet.

El trastorno bipolar es un diagndstico psiquiatrico que describe una categoria de trastornos del estado de animo
definidos por la presencia de uno o mas episodios de estado de animo anémalamente elevado clinicamente
mencionado como mania o, si es mas leve, hipomania. Los individuos que experimentan episodios maniacos
también experimentan habitualmente episodios o sintomas depresivos, o episodios mixtos en que hay
caracteristicas tanto de mania como de depresion presentes al mismo tiempo. Estos episodios estan separados
habitualmente por periodos de estado de animo "normal”, pero en algunos individuos la depresion y la mania pueden
alternar rapidamente, conocido como ciclo rapido. Los episodios maniacos extremos a veces pueden dar lugar a
sintomas psicéticos tales como delirios y alucinaciones. El trastorno se ha subdividido en bipolar I, bipolar II,
ciclotimia y otros tipos, basandose en la naturaleza y gravedad de los episodios del estado de animo
experimentados; el intervalo se describe a menudo como el espectro bipolar.

El autismo (también mencionado como trastorno de espectro autista, o ASD) es un trastorno que altera gravemente
el funcionamiento de los individuos. Se caracteriza por autoabsorcién, una capacidad reducida de comunicarse con
o responder al mundo exterior, rituales y fendmenos compulsivos y retraso mental. Los individuos autistas también
estan en riesgo aumentado de desarrollar trastornos convulsivos, tales como epilepsia. Aunque la causa real del
autismo es desconocida, parece que incluye uno o mas factores genéticos, como se indica por el hecho de que la
tasa de concordancia es mayor en gemelos monocigéticos que en gemelos dicigéticos y también puede implicar
factores inmunitarios y ambiental, tales como la dieta, agentes quimicos toxicos e infecciones.

La esquizofrenia es un trastorno que afecta a aproximadamente un uno por ciento de la poblacién mundial. A
menudo se mencionan tres sintomas generales de esquizofrenia como sintomas positivos, sintomas negativos y
sintomas desorganizados. Los sintomas positivos pueden incluir delirios (creencias andémalas), alucinaciones
(percepciones andmalas) y pensamiento desorganizado. Las alucinaciones de la esquizofrenia pueden ser auditivas,
visuales, olfativas o tactiles. El pensamiento desorganizado puede manifestarse por si mismo en pacientes
esquizofrénicos mediante habla inconexa y la incapacidad de mantener un proceso de pensamiento légico. Los
sintomas negativos pueden representar la ausencia de comportamiento normal. Los sintomas negativos incluyen
aplanamiento emocional o ausencia de expresion y pueden caracterizarse por la retraccion social, energia reducida,
motivacion reducida y actividad reducida. La catatonia también puede estar asociada con los sintomas negativos de
la esquizofrenia. Los sintomas de la esquizofrenia deben persistir de forma continua durante un tiempo de
aproximadamente seis meses para que el paciente se diagnostique como esquizofrénico. Basandose en los tipos de
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sintomas que revela un paciente, la esquizofrenia puede clasificarse en subtipos incluyendo esquizofrenia
cataténica, esquizofrenia paranoide y esquizofrenia desorganizada.

Los ejemplos de farmacos antipsicoticos que pueden usarse para tratar a los pacientes esquizofrénicos incluyen
fenotiacinas, tales como clorpromazina y ftrifluopromazina; tioxantenos, tales como clorprotixeno; flufenazina;
butiropenonas, tales como haloperidol; loxapina; mesoridazina; molindona; quetiapina; tiotixeno; trifluoperazina;
perfenazina; tioridazina; risperidona; dibenzodiazepinas, tales como clozapina; y olanzapina. Aunque estos
compuestos pueden aliviar los sintomas de la esquizofrenia, su administracién puede provocar efectos secundarios
indeseables incluyendo sintomas de tipo enfermedad de Parkinson (temblores, rigidez muscular, pérdida de
expresion facial); distonia; inquietud; discinesia tardia; aumento de peso; problemas cutaneos; sequedad bucal;
estrefiimiento; visidon borrosa, somnolencia; habla confusa y agranulocitosis.

Los trastornos del estado de animo se caracterizan tipicamente por exageraciones generalizadas, prolongadas y
discapacitantes del estado de animo y el afecto que estan asociadas con disfunciones del comportamiento,
psicoldgicas, cognitivas, neuroquimicas y psicomotoras. Los trastornos del estado de animo principales incluyen,
aunque sin limitacion, trastorno depresivo mayor (también conocido como trastorno unipolar), trastorno bipolar
(también conocido como enfermedad depresiva maniaca o depresion bipolar), trastorno distimico.

El término "depresion”, a veces se usa indistintamente con "trastorno depresivo" y se refiere a trastornos del estado
de animo que se manifiestan en tristeza moérbida, abatimiento o melancolia. Los trastornos depresivos pueden
implicar sistemas neuronales serotonérgicos o noradrenérgicos basados en las pautas terapéuticas actuales que
abordan los receptores de serotonina y noradrenalina. La mania puede ser el resultado de un desequilibrio en
determinados mensajeros quimicos dentro del cerebro. Se ha informado de que la administracién de fosfotidilcolina
alivia los sintomas de mania. En determinadas realizaciones, la depresién descrita en la presente memoria es
depresion insensible a litio.

La mania es una forma mantenida de euforia que afecta a millones de personas en los Estados Unidos que padecen
depresion. Los episodios maniacos pueden caracterizarse por un estado de animo elevado, expansivo o irritable que
dura varios dias, y a menudo viene acompafiado por otros sintomas, tales como hiperactividad, conversacion
excesiva, intrusion social, energia aumentada, presién de ideas, grandiosidad, distraccion, disminucion de la
necesidad de dormir y temeridad. Los pacientes maniacos también pueden experimentar delirios y alucinaciones.

Los trastornos de ansiedad se caracterizan por aparicion frecuente de sintomas de temor incluyendo excitacion,
inquietud, mayor capacidad de respuesta, sudoracion, corazon acelerado, aumento de la presion arterial, sequedad
bucal, un deseo de correr o escapar, y conducta de evitacion. La ansiedad generalizada persiste durante varios
meses, y esta asociada con tension motora (temblores, espasmos, dolores musculares, inquietud); hiperactividad
autébnoma (falta de aliento, palpitaciones, ritmo cardiaco aumentado, sudoracién, manos frias) y vigilancia y
exploracion (sensacion al limite, respuesta de sobresalto exagerada, dificultad en la concentracion). Las
benzodiazepinas, que potencian los efectos inhibidores del receptor de acido gamma aminobutirico (GABA) de tipo
A, se usan frecuentemente para tratar la ansiedad. Las buspirona es otro tratamiento para la ansiedad eficaz.

El trastorno esquizoafectivo describe una afeccion donde hay sintomas tanto de un trastorno del estado de animo
como esquizofrenia, presentes. Una persona puede manifestar alteraciones en la percepcién o la expresion de la
realidad, mas habitualmente en forma de alucinaciones auditivas, delirios paranoides o bizarros o habla y
pensamiento desorganizado, asi como episodios maniacos y/o depresivos concretos en el contexto de una
disfuncion social u ocupacional significativa.

En algunas realizaciones, un compuesto proporcionado es util en el tratamiento del trastorno de hiperactividad con
déficit de atencion (ADHD). En algunas realizaciones, el tratamiento de ADHD se logra inhibiendo CK1d (véase, por
ejemplo, Zhou, et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2010, 107:4401).

En determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado estimula la neurogénesis. Por consiguiente, en
algunas realizaciones, un compuesto proporcionado es Uutil en el tratamiento de enfermedades que estan
relacionadas con la neurogénesis. Por ejemplo, un compuesto proporcionado es util para tratar un trastorno
neuroldgico en un sujeto, que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de un compuesto proporcionado
o su sal farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, el trastorno neurolégico es deterioro cognitivo
asociado con envejecimiento normal, lesion cerebral traumatica, enfermedad de Parkinson, depresién mayor,
trastorno bipolar, epilepsia, ataxia espinocerebelar, enfermedad de Huntington, ALS, apoplejia, radioterapia,
trastorno de estrés postraumatico, sindrome de Down, estrés crénico, degeneracion de la retina, lesion de la médula
espinal, lesién de los nervios periféricos, pérdida de peso fisioldgica asociada con diversas afecciones, abuso de un
farmaco neuroactivo, lesiéon de la médula espinal o deterioro cognitivo asociado con quimioterapia.

En algunas realizaciones, un compuesto proporcionado es util en la regulacion de los ritmos circadianos en un sujeto
que o necesita. En algunas realizaciones, la regulacion de los ritmos circadianos anémalos se logra por inhibicién de
CK18.

En algunas realizaciones, un compuesto proporcionado es util en el tratamiento de la alopecia.
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En algunas realizaciones, un compuesto proporcionado es util como inmunopotenciador.

En algunas realizaciones, un compuesto proporcionado es util en el tratamiento del cancer. El cancer que se trata
mediante un compuesto proporcionado puede estar mediado por GSK3a y/o GSK3B. En algunas realizaciones, un
compuesto proporcionado es Util en el tratamiento de un cancer descrito en la presente memoria, por ejemplo, en
algunas realizaciones, un compuesto proporcionado es Uutil en el tratamiento de leucemia. En determinadas
realizaciones, un compuesto proporcionado es util en el tratamiento de leucemia mieloide aguda (AML). En
determinadas realizaciones, un compuesto proporcionado es Uutil en el tratamiento de leucemia linfocitica aguda
(ALL), leucemia mielocitica crénica (CML) y/o leucemia linfocitica cronica (CLL). En algunas realizaciones, el
tratamiento de leucemia (por ejemplo, leucemia mieloide agua) se logra mediante inhibicion de GSK3a. En algunas
realizaciones, un compuesto proporcionado es util en el tratamiento de mieloma multiple. En algunas realizaciones,
un compuesto proporcionado es Util en el tratamiento de glioma o cancer pancreatico. En algunas realizaciones, un
compuesto proporcionado es util en el tratamiento de cancer de mama, carcinoma broncopulmonar no microcitico,
cancer tiroideo, leucemia de linfocitos T o linfocitos B o un tumor inducido por virus.

GSK3a y GSK3p también estan implicadas en trastornos metabdlicos, tales como diabetes (por ejemplo, diabetes de
tipo 1) (A. S. Wagman, K. W. Johnson y D. E. Bussiere, Curr. Pharm. Design, 2004, 10, 1105). La actividad de GSK3
esta elevada en modelos humanos y de roedor de diabetes, y diversos inhibidores de GSK3 y mejoran la tolerancia
a glucosa y la sensibilidad a la insulina en modelos de roedor de obesidad y diabetes. A diferencia de los mutantes
de GSK3p, que mueren antes del nacimiento, los animales con silenciamiento de GSK3a (GSK3a KO) son viables,
pero presentan sensibilidad potenciada a la glucosa y la insulina acompafiada por una masa grasa reducida (Katrina
et al., Cell Metabolism 6, 329-337, October 2007). El contenido de glucégeno hepatico en ayunas y estimulado por
glucosa se potencio en ratones GSK3a KO, mientras que el glucégeno muscular estuvo inalterado. La fosforilacion
de proteina cinasa B (PKB/Akt) y GSK3p estimulada por insulina fue mayor en higados GSK3a KO en comparacion
con hermanos de la misma camada de tipo silvestre, y la expresion de IRS-1 estaba aumentada notablemente. Se
concluyé que las isoformas de GSK3 muestran funciones fisioldgicas especificas de tejido y que los ratones GSK3a
KO son sensibles a insulina, lo que refuerza el potencial de GSK3 como diana terapéutica para diabetes de tipo |l.

En algunas realizaciones, un compuesto proporcionado es util en el tratamiento de un trastorno metabdlico. En
algunas realizaciones, un compuesto proporcionado es Util en el tratamiento de la diabetes (por ejemplo, diabetes de
tipo 1, diabetes de tipo 2 o diabetes gestacional). En algunas realizaciones, un compuesto proporcionado es util en
el tratamiento de diabetes de tipo 2. En algunas realizaciones, un compuesto proporcionado es util en el tratamiento
de la obesidad.

Ejemplos

Para que la invencién descrita en la presente memoria puede comprender mas completamente, se exponen los
siguientes ejemplos. Debe entenderse que estos ejemplos son con fines ilustrativos Unicamente y no deben
interpretarse como limitantes de esta invencion de ninguna manera.

Se cribé una coleccién de mas de trecientos veinte mil compuestos frente a GSK3f humana. Entre los inhibidores
identificados, el compuesto 1 mostré potencia aceptable y selectividad excelente, inhibiendo unicamente otras cuatro
cinasas de mas de trescientas cinasas a 10 yM en mas de un cincuenta por ciento. Las posteriores modificaciones
quimicas del compuesto 1, guiadas por una estructura cocristalina con GSK3B, y una bateria de ensayos
bioquimicos y basados en células, dieron lugar al compuesto 54 que inhibe GSK3f con una Clsg entre 10-30 nM. El
compuesto 54 tiene un perfil de selectividad superior en todo el cinoma en comparacién con CHIR99021. Ademas, el
compuesto 54 demuestra actividad celular excelente en la inhibicion de la fosforilacion de Tau mediada por GSK33
en células de neuroblastoma SH-SY5Y (Clsp de 1 uyM) y en el alivio de la regulacién negativa por GSK3 en la
degradacién de B-catenina celular y actividades promotoras de TCF/LEF con CEsy de 5 uM en ambos ensayos. Al
mismo tiempo, no se observo toxicidad celular por el compuesto 54 en células SH-SYS5Y a la maxima concentracion
de ensayo de 30 uM. Tomados en conjunto, el compuesto 54 es una sonda molecular pequefia potente y altamente
selectiva contra GSK3(, lo que permite una mejor investigacion e interpretacion de los inhibidores conocidos
previamente de las funciones celulares de GSK3B. El armazéon del compuesto 54 también trae la promesa de
suministrar compuestos adicionales con propiedades bioquimicas, celulares y farmacocinéticas mejoradas
adicionales adecuadas para investigar las funciones in vivo de GSK3 en fisiologia y patologia animal pertinentes.
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Compuesto 54

Numero de Nombre de | Clso de la | Nombre de Clso de Factor de ELISA de fosfo-
compuesto la diana diana antidiana antidiana selectividad Tau en células
(nM) (HM) SHSYS5Y (Clso, uM)
54 GSK3p 24 CDK5 8.9 380 1.03

Meétodos sintéticos

Detalles generales. Todas las reacciones sensibles al oxigeno y/o la humedad se realizaron en atmésfera de
nitrégeno (N2) en articulos de cristal que se habian secado al fuego al vacio (aproximadamente 0,5 mm de Hg) y se
habian purgado con N antes de su uso. Todos los reactivos y disolventes se adquirieron de vendedores comerciales
y se usaron como se recibieron, o se sintetizaron de acuerdo con métodos ya presentados. Los espectros de RMN
se registraron en un espectrémetro Bruker 300 (300 MHz 'H, 75 MHz "*C) o Varian UNITY INOVA 500 (500 MHz 'H,
125 MHz 13C). Los desplazamientos quimicos de protones y carbono se presentan en ppm (&) con referencia al
disolvente de RMN. Los datos se presentan de la siguiente manera: desplazamientos quimicos, multiplicidad (a =
ancho, s = singulete, d = doblete, t = triplete, ¢ = cuadruplete, m = multiplete; constante(s) de acoplamiento en Hz).

Salvo que se indique otra cosa, los datos de RMN se recogieron a 25 °C. Se realiz6 cromatografia ultrarrapida
usando gel de silice de 40-60 um (malla de 60 A) en un Teledyne Isco Combiflash Ry. Se realizé cromatografia de
liquidos/espectrometria de masas en tandem (CL/EM) en un mddulo de separaciones Waters 2795 y detector de
masas 3100. Se realizdé cromatografia en capa fina (CCF) analitica en placas 60-F de gel de silice de 0,25 mm de
EM Reagent. La visualizacion se consiguié con luz ultravioleta (UV) y tinte de permanganato de potasio (KMnO4)
acuoso seguido de calentamiento. Los espectros de masas de alta resolucion se obtuvieron en la instalacion de
espectrométrica de masas de MIT (Bruker Daltonics APEXIV 4.7 Tesla Fourier Transform lon Ciclotron Resonance
Mass Spectrometer).

En el protocolo de sintesis A (esquema 1a), se disolvieron 1,3-diona (1,0 equivalentes), aldehido (1,0 equivalentes) y
amina (1,35 equivalentes) en etanol (0,4 M) y la mezcla se calentd a 150 °C en el microondas durante 15 minutos.
La mezcla de reaccion se enfrid y el etanol se evaporé. La mezcla de reaccion en bruto se purificd por cromatografia
en columna sobre silice (ISCO).

Sa H
RSE H R N
RSb O owun NN EtOH R ’N‘NH
_—————
T I{N 150 °C, 15 min =
i 2 R, microondas o R, Rs

Esquema 1a. Protocolo de sintesis A

4-(2-metoxifenil)-7,7-dimetil-3-(trifluorometil)-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4 H)-ona:
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53 54 55

5,5-Dimetilciclohexano-1,3-diona (824 mg, 5,88 mmol), 2-metoxibenzaldehido (800 mg, 5,88 mmol) y 3-
(trifluorometil)-1H-pirazol-5-amina (1199 mg, 7,93 mmol) se mezclaron juntos en un vial de microondas y se le
afadi6 etanol (14,7 ml, 0,4 M). La mezcla de reaccion se calentd en microondas durante 15 min a 150 °C. La mezcla
se enfrio y el disolvente se evaporé. La mezcla resultante entonces se purificd por cromatografia en columna sobre
gel de silice (hexano/acetato de etilo: 100/0 a 20/80) para producir el producto deseado como un solido blanco
(372,0 mg). "H NMR (300 MHz, MeOD) & 7.19 (d, J= 7.4 Hz, 1H), 7.12 - 7.03 (m, 1H), 6.78 (dd, J= 13.8, 7.4 Hz, 2H),
5.39 (s, 1H), 3.67 (s, 3H), 2.56 (d, J = 16.8 Hz, 1H), 2.42 (d, J = 16.7 Hz, 1H), 2.24 (d, J = 16.5 Hz, 1H), 2.04 (d, J =
16.5 Hz, 1H), 1.08 (s, 3H), 0.97 (s, 3H). LRMS (ESI+) (M+): 391.82.

La mezcla racémica se separ6 por HPLC quiral para proporcionar (R)-4-(2-metoxifenil)-7,7-dimetil-3-(trifluorometil )-
6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona  (compuesto 54) y (S)-4-(2-metoxifenil)-7,7-dimetil-3-
(trifluorometil)-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona (compuesto 55).

En el protocolo de sintesis B, se disolvié 1,3-diona (1,0 equivalentes) en acido trifluoroacético (0,45 M) seguido de la
adiciéon de cetona (10,0 equivalentes) en una porcion. La reaccion se calentd a reflujo durante 3 horas a 190 °C,
seguido de la adicion de amina (1,5 equivalentes) y se continué el reflujo durante 2,5 horas adicionales a 190 °C. La
mezcla de reaccion se enfrid y se evapord (para retirar el TFA). La mezcla de reaccion en bruto se purificd por
HPLC.

RS5a H R3a H
o) HoN N
5b Oy R NN TFA RSb =N,
R 2
Y | N - . ~ NH
R, 4 190 °C .
o] Rs 0 Ry 2Rs

R1y Rz no hidrégeno
Esquema 1b. Protocolo de sintesis B

4,7,7-trimetil-4-fenil-3-(trifluorometil)-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

68 70 7

En un matraz rb de 25 ml, se disolvio 5,5-dimetilciclohexano-1,3-diona (1402,0 mg, 10,0 mmol, 1,0 equivalente) en
acido trifluoroacético (10,0 ml, 0,47 molar), seguido de la adicion de acetofenona (11,44 ml, 100,0 mmol, 10,0
equivalentes) en una porcion. La reaccion se calento a reflujo durante 3 horas a 190 °C, seguido de la adicion de 3-
(trifluorometil)-1H-pirazol-5-amina (1511,0 mg, 10,0 mmol, 1,5 equivalentes) y se continud el reflujo durante 2,5
horas adicionales a 190 °C. La mezcla de reaccion se enfrio y se evaporo para retirar el TFA. La mezcla de reaccion
en bruto se purificé por HPLC para producir el producto deseado como un solido blanco (17,0 mg). 'H NMR (300
MHz, DMSO) 6 7.24 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 7.14 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 6.99 (t, J = 7.1 Hz, 1H), 2.43 (d, J = 4.7 Hz, 2H),
2.01 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 1.92 (s, 3H), 1.86 (d, J = 15.8 Hz, 1H), 0.99 (s, 3H), 0.92 (s, 3H). LRMS (ESI+) (M+H):
376.24, retention time 0.67 min.

La mezcla racémica se separé por HPLC quiral para proporcionar compuesto 70 o compuesto 71.

7,7-dimetil-4-fenil-3-(trifluorometil)-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

51



ES 2 719 776 T3

52

"H NMR (300 MHz, d6-DMSO) 0 10.14 (s, 1H), 7.23 - 7.12 (m, 2H), 7.12 - 7.00 (m, 3H), 5.07 (s, 1H), 2.56 - 2.35 (m,
2H), 2.15 - 2.09 (m, 1H), 1.95 - 1.90 (m, 1H), 1.01 (s, 3H), 0.88 (s, 3H).LRMS (ESI+): 362 ([M+H]+), retention time
0.62 min.

5 3,7,7-trimetil-4-(tiofen-2-il)-6,7,8,9-tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

H H
N._-N N._-N
HN HN HN'
— —
Z2NS o N o
5 6

'H NMR (300 MHz, d®-DMSO0) & 11.63 (s, 1H), 9.54 (s, 1H), 6.9 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 6.57 (t, J = 3.0, 6.0 Hz, 1H), 6.51

(d, J = 3.0 Hz, 1H), 5.07 (s, 1H), 2.18 - 2.08 (m, 2H), 1.95 - 1.76 (m, 2H), 1.90 (s, 3H), 0.77 (s, 3H), 0.75 (s, 3H).

LRMS (ESI+): 314 ([M+H]+), retention time 0.57 min. La mezcla racémica se separd por HPLC quiral para
10 proporcionar compuesto 6 y compuesto 7.

3,7,7-trimetil-4-(tiofen-3-il)-6,7,8,9-tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

H
N N
HN/
-
N °
S
8

'H NMR (300 MHz, d°®-DMS0Q) & 11.77 (s, 1H), 9.68 (s, 1H), 7.26 (s, 1H), 6.95 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 6.78 (d, J = 3.0 Hz,
1H), 5.09 (s, 1H), 2.49 - 2.33 (m, 2H), 2.17 - 2.08 (m, 2H), 2.0 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.94 (s, 3H). LRMS (ESI+): 314
15 ([M+H]+), retention time 0.57 min.

4-(5-clorotiofen-2-il)-3,7,7-trimetil-6,7,8,9-tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona.

H
N N
HN
-
78 ©
Cl
9

"H NMR (300 MHz, d6-DMSO) 0 11.71 (s, 1H), 9.62 (s, 1H), 6.54 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 6.3 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 4.99 (s,
1H), 2.3 - 2.07 (m, 2H), 1.9 (s, 3H), 1.95 - 1.81 (m, 2H), 0.75 (s, 3H), 0.73 (s, 3H). LRMS (ESI+): 348 ([M+H]+),
20 retention time 0.64 min.

4-(2-fluorofenil)-3,7,7-trimetil-6,7,8,9-tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona
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'H NMR (300 MHz, d®-DMSO0) & 11.77 (s, 1H), 9.76 (s, 1H), 7.10 - 7.01 (m, 4H), 5.18 (s, 1H), 2.45 - 2.32 (m, 2H),
2.15-1.95 (m, 2H), 1.88 (s, 1H), 1.01 (s, 3H), 0.96 (s, 3H). LRMS (ESI+): 327 ([M+H]+), retention time 0.59 min.

4-(3-fluorofenil)-3,7,7-trimetil-6,7,8,9-tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

'H NMR (300 MHz, d°®-DMSO) & 11.8 (s, 1H), 9.76 (s, 1H), 7.23 (m, 1H), 6.95 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.90 - 6.84 (m, 2H),
4.97 (s, 1H), 2.44 - 2.37 (m, 2H), 2.15 - 1.93 (m, 2H), 1.91 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.94 (s, 3H). LRMS (ESI+): 327
([M+H]+), retention time 0.61 min.

4-(4-fluorofenil)-3,7,7-trimetil-6,7,8,9-tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

10 12

"H NMR (300 MHz, d6-DMSO) 0 11.77 (s, 1H), 9.73 (s, 1H), 7.13 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 6.99 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 4.94 (s,
1H), 2.43 - 2.35 (m, 2H), 2.14 - 1.91 (m, 2H), 1.89 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.93 (s, 3H). LRMS (ESI+): 327 ([M+H]+),
retention time 0.60 min.

4-(3-clorofenil)-3,7,7-trimetil-6,7,8,9-tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

15 14

"H NMR (300 MHz, d6-DMSO) 0 11.57 (s, 1H), 9.54 (s, 1H), 7.00 - 6.95 (m, 1H), 6.87 - 6.83 (m, 3H) 4.7 (s, 1H), 2.25
-2.12 (m, 2H), 1.91 - 1.69 (m, 2H), 1.66 (s, 3H), 0.76 (s, 3H), 0.69 (s, 3H). LRMS (ESI+): 342 ([M+H]+), retention
time 0.62 min.

4-(4-clorofenil)-3,7,7-trimetil-6,7,8,9-tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona
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15

"H NMR (300 MHz, d6-DMSO) 0 11.60 (s, 1H), 9.57 (s, 1H), 7.05 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.95 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 4.74 (s,
1H), 2.25 - 2.22 (m, 2H), 1.95 - 1.72 (m, 2H), 1.70 (s, 3H), 0.81 (s, 3H), 0.74 (s, 3H). LRMS (ESI+): 342 ([M+H]+),
retention time 0.64 min.

5 3,7,7-trimetil-4-(p-tolil)-6,7,8,9-tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

19

"H NMR (300 MHz, d®-DMSO) & 11.65 (s, 1H), 9.61 (s, 1H), 6.99 (m, 4H), 4.89 (s, 1H), 2.44 - 2.30 (m, 2H), 2.25 (s,
3H), 2.24 - 2.19 (m, 2H), 2.18 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.95 (s, 3H). LRMS (ESI+): 322 ([M+H]+), retention time 0.62 min.

4-(2-metoxifenil)-3,7,7-trimetil-6,7,8,9-tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

10 20 22 2

'H NMR (300 MHz, DMSOQ) & 11.39 (s, 1H), 9.38 (s, 1H), 6.79 (t, J = 6.0, 15.0 Hz, 1H), 6.70 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 6.65
(d, J =9.0 Hz, 1H), 6.52 (t, J = 6.0, 15.0 Hz, 1H), 5.08 (s, 1H), 3.6 (s, 3H), 2.22-2.14 (m, 2H), 1.90 - 1.71 (m, 2H),
1.67 (s, 3H), 0.78 (s, 3H), 0.75 (s, 3H). LRMS (ESI+): 339 ([M+H]+), retention time 0.58-0.59 min.

4-(3-metoxifenil)-3,7,7-trimetil-6,7,8,9-tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

15 23

'H NMR (300 MHz, d®-DMSO0) & 11.5 (s, 1H), 9.45 (s, 1H), 6.85 (t, J = 6.0, 15.0 Hz, 1H), 6.48 - 6.37 (m, 3H), 4.66 (s,
1H), 3.43 (s, 3H), 2.21 - 2.12 (m, 2H), 1.92 - 1.71 (m, 2H), 1.69 (s, 3H), 0.77 (s, 3H), 0.72 (s, 3H). LRMS (ESI+): 339
([M+H]+), retention time 0.59 min.

4-(4-metoxifenil)-3,7,7-trimetil-6,7,8,9-tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona
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24

'H NMR (300 MHz, d®-DMS0) & 11.71(s, 1H), 9.65 (s, 1H), 7.2 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 6.72 (d, J = 9.0 Hz, 2H), 4.87 (s,
1H), 3.66 (s, 3H), 2.42 - 2.34 (m, 2H), 2.13 - 1.96 (m, 2H), 1.89 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.93 (s, 3H). LRMS (ESI+): 339
([M+H]+), retention time 0.58 min.

5 4-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-3,7,7-trimetil-6,7,8,9-tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

26

'H NMR (300 MHz, d®-DMSO) & 11.75 (s, 1H), 9.68 (s, 1H), 6.70 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.59 (m, 2H), 5.90 (d, J = 6.0
Hz, 2H), 4.86 (s, 1H), 2.42 - 2.35 (m, 2H), 2.14 - 1.95 (m, 2H), 1.92 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.94 (s, 3H). LRMS (ESI+):
352 ([M+H]+), retention time 0.57 min.

10 4-(2-cloro-4-fluoropheoil)-3,7,7-trimetil-6,7,8,9-tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

35

"H NMR (300 MHz, d®-DMSO0) & 11.56 (s, 1H), 9.56 (s, 1H), 6.97 (m, 1H), 6.83 (m, 2H), 5.06 (s, 1H), 2.20 - 2.11 (m,
2H), 1.88 - 1.69 (m, 2H), 1.63 (s, 3H), 0.76 (s, 3H), 0.70 (s, 3H). LRMS (ESI+): 360 ([M+H]+), retention time 0.64 min.

3,7,7-trimetil-4-(piridin-2-il)-6,7,8,9-tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

15 36

'H NMR (300 MHz, d®-DMS0) & 11.52 (s, 1H), 9.51 (s, 1H), 8.17 (d, J = 3.0 Hz, 1H), 7.41 (t, J = 6.0 Hz, 15.0 Hz, 1H),
6.95 (d, J=9.0 Hz, 1H), 6.87 (t, J = 6.0, 12.0 Hz, 1H), 4.89 (s, 1H), 2.31 - 2.26 (m, 2H), 1.97 - 1.76 (m, 5H), 0.83 (s,
6H). LRMS (ESI+): 310 ([M+H]+), retention time 0.50 min.
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3,7,7-trimetil-4-(piridin-3-il)-6,7,8,9-tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

37

'H NMR (300 MHz, d°®-DMSO) & 11.64 (s, 1H), 9.62 (s, 1H), 8.20 (s, 1H), 8.06 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 7.25 (d, J = 9.0 Hz,
1H), 7.01 (t, J = 6.0, 12.0 Hz, 1H), 5.57 (s, 1H), 2.26 - 2.22 (m, 2H), 1.96 - 1.73 (m, 2H), 1.69 (s, 3H), 0.81 (s, 3H),
5 0.73 (s, 3H). LRMS (ESI+): 310 ([M+H]+), retention time 0.49 min.

3,7,7-trimetil-4-(piridin-4-il)-6,7,8,9-tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

38

"H NMR (300 MHz, d°®-DMSO) & 11.61 (s, 1H), 9.6 (s, 1H), 8.12 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 6.88 (d, J= 6.0 Hz, 2H), 4.7 (s,
1H), 2.21 - 2.14 (m, 2H), 1.92 - 1.70 (m, 2H), 1.66 (s, 3H), 0.77 (s, 3H), 0.71 (s, 3H). LRMS (ESI+): 310 ([M+H]+),

10 retention time 0.48 min.

4-(5-bromopiridin-2-il)-3,7,7-trimetil-6,7,8,9-tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

39

"H NMR (300 MHz, d®-DMS0) & 11.52 (s, 1H), 9.51 (s, 1H), 8.23 (s, 1H), 7.61 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.92 (d, J = 9.0 Hz,
1H), 4.83 (s, 1H), 2.20 - 2.17 (m, 2H), 1.91 - 1.71 (m, 2H), 1.69 (s, 3H), 0.77 (s, 3H), 0.75 (s, 3H). LRMS (ESI+): 389

15 ([M+H]+), retention time 0.57 min.
3,7,7-trimetil-4-(1H-pirazol-5-il)-6,7,8,9-tetrahidro-1H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

40

1" NMR (300 MHz, d°-DMS0) & 12.20-11.40(m, 1H), 9.60-9.25 (m, 1H), 7.25-6.80(m, 1H), 5.70-5.30 (m, 1H), 4.90-
4.75 (m, 1H), 2.20 (br s, 3H), 2.00-1.75 (m, 4H), 0.80-0.70 (br s, 6H), . LRMS (ESI+): 299 ([M+H]+), retention time

20 0.45 min.
4-(2-clorofenil)-3,7,7-trimetil-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona
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13

'H NMR (300 MHz, d®*-DMS0) & 11.77 (s, 1H), 9.77 (s, 1H), 7.27 (d, J = 7.6, 1H), 7.19-7.02 (m, 3H), 5.34 (s, 1H),
2.48-2.23 (m, 2H), 2.17-2.04 (m, 1H), 1.88 (s, 3H), 1.96 - 1.81 (m, 1H), 1.01 (s, 3H), 0.95 (s, 3H); LRMS (ESI+): 342
([M+H]+), retention time 0.61 min.

5 3,7,7-trimetil-4-(o-tolil)-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

17

'H NMR (300 MHz, d®-DMS0) & 11.70 (s, 1H), 9.69 (s, 1H), 5 6.98 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 6.93 - 6.87 (m, 2H), 5.05 (s,
1H), 3.17 (d, J = 5.2, 3H), 2.49-2.31 (m, 2H), 2.15-2.03 (m, 1H), 1.96- 1.85 (m, 1H), 1.79 (s, 3H), 1.00 (s, 1H), 0.91 (s,
1H); LRMS (ESI+): 322 ([M+H]+), retention time 0.62 min.

10 3,7,7-trimetil-4-(4-(trifluorometil)fenil)-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

31

'H NMR (300 MHz, d®-DMSO0) 5 11.83 (s, 1H), 9.83 (s, 1H), 7.56 (d, J = 8.1, 2H), 7.34 (d, J = 8.0, 2H), 5.03 (s, 1H),
2.49-2.35 (m, 2H), 2.17-2.08 (m, 1H), 1.98-1.90 (m, 1H), 1.88 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.93 (s, 3H); LRMS (ESI+): 376
([M+H]+), retention time 0.68 min.

15 3,4,7,7-tetrametil-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona
H
Na N

HN'

.

42
"H NMR (300 MHz, d6-DMSO) 0 11.70 (s, 1H), 9.45 (s, 1H), 6 3.84 (q, J = 6.4Hz, 1H), 2.29 (s, 2H), 2.12 (s, 3H), 2.09
(d, J = 3.6 Hz, 2H), 1.03 (d, J = 6.4 Hz, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.98 (s, 3H); LRMS (ESI+): 246 ([M+H]+), retention time
0.52 min.

20 4-ciclohexil-3,7,7-trimetil-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona
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ZT

HN

44

"H NMR (300 MHz, d6-DMSO) 0 11.72 (s, 1H), 9.40 (s, 1H), 3.76 (s, 1H), 8 2.37-2.38 (m, 2H), 2.20 - 2.04 (m, 5H),
1.71-1.39 (m, 6H), 1.39 - 1.20 (m, 2H), 1.02 (s, 3H), 0.99 (s, 3H), 0.63 - 0.46 (m, 2H); LRMS (ESI+): 314 ([M+H]+),
retention time 0.65 min.

5 4-deutero-3,7,7-trimetil-4-fenil-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

'H NMR (300 MHz, d®-DMS0) & 11.73 (s, 1H), 9.70 (s, 1H), 5 7.21 - 7.09 (m, 4H), 7.03 (t, J= 6.9 Hz, 1H), 2.47-2.33
(m, 2H), 2.18-2.06 (m, 1H), 1.99-1.85 (m, 4H), 1.00 (s, 3H), 0.94 (s, 3H); LRMS (ESI+): 309 ([M+H]+), retention time
0.59 min.

10 4-ciclopropil-3,7,7-trimetil-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

H
Na N
HN
—
o)
43

'H NMR (300 MHz, d°-DMSO) & 11.80 (s, 1H), 9.44 (s, 1H), 8 3.91 (d, J = 5.6Hz, 1H), 2.35 - 2.28 (m, 2H), 2.19 - 2.06
(m, 5H), 1.03 (s, 3H), 0.99 (s, 3H), 0.96 - 0.87 (m, 1H), 0.20 - 0.02 (m, 3H), -0.12- -0.22 (m, 1H); LRMS (ESI+): 272
([M+H]+), retention time 0.56 min.

15 3,7,7-trimetil-4-(m-tolil)-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

18

'H NMR (300 MHz, d®-DMSO0) & 11.72 (s, 1H), 9.67 (s, 1H), 7.09 - 7.01 (m, 1H), 6.94-6.82 (m, 3H), 4.87 (s, 1H),
2.46-2.33 (m, 2H), 2.20 (s, 3H), 2.16-2.04 (m, 1H), 2.01-1.83 (m, 4H), 1.00 (s, 3H), 0.95 (s, 3H); LRMS (ESI+): 322
([M+H]+), retention time 0.61 min.

20 4-(2-metoxifenil)-3,6,6-trimetil-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona
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45

'H NMR (300 MHz, d®-DMSO0) & 11.60 (s, 1H), 9.54 (s, 1H), 7.05-6.98 (m, 1H), 6.92-6.84 (m, 2H), 6.77-6.69 (m, 1H),
5.31 (s, 1H), 3.82 (s, 3H), 2.30-2.24 (m, 2H), 1.91 (s, 3H), 1.79-1.70 (m, 2H), 0.94 (s, 3H), 0.85 (s, 3H); LRMS (ESI+):
338 ([M+H]+), retention time 0.62 min.

5 2-(3,7,7-trimetil-5-0x0-4,5,6,7,8,9-hexahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-4-il)benzonitrilo

32

'H NMR (300 MHz, DMS0) & 11.74 (s, 1H), 9.70 (s, 1H), 8 7.21 - 6.99 (m, 4H), 4.91 (s, 1H), 2.46-2.33 (m, 2H), 2.16 -
2.07 (m, 1H),1.98-1.85 (m, 4H), 1.00 (s, 1H), 0.94 (s, 1H) ; LRMS (ESI+): 333 ([M+H]+), retention time 0.57 min.

3-(3,7,7-trimetil-5-ox0-4,5,6,7,8,9-hexahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-4-il)benzonitrilo

10 33

'H NMR (300 MHz, DMSO) & 11.89 (s, 1H), 9.93 (s, 1H), 7.69-7.63 (m, 1H), 7.56-7.48 (m, 1H), 7.29-7.18 (m, 2H),
5.23 (s, 1H), 2.48-2.33 (m, 2H), 2.18-2.05 (m, 1H), 1.97 - 1.80 (m, 4H), 1.01 (s, 3H), 0.95 (s, 3H); LRMS (ESI+): 333
([M+H]+), retention time 0.58 min.

4-(3,7,7-trimetil-5-0x0-4,5,6,7,8,9-hexahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-4-il)benzonitrilo

15 34

'H NMR (300 MHz, DMSO) 5 11.84 (s, 1H), 9.84 (s, 1H), 7.66 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.32 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 5.05 (s,
1H), 2.44 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 2.12 (d, J = 16.7 Hz, 1H), 1.94 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 1.87 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.92 (s,
3H); LRMS (ESI+): 333 ([M+H]+), retention time 0.54 min.

3,4,7,7-tetrametil-4-fenil-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

59



ES 2 719 776 T3

67

"H NMR (300 MHz, DMSO) 8 11.69 (s, 1H), 9.69 (s, 1H), 7.27-7.22 (m, 1H), 7.08-6.92 (m, 3H), 5.44 (s, 1H), 2.48 -
2.32 (m, 2H), 2.16-2.04 (m, 1H), 1.95-1.84 (m, 4H), 1.00 (s, 3H), 0.95 (s, 3H).; LRMS (ESI+): 322 ([M+H]+), retention
time 0.62 min.

5 4-(2-metoxifenil)-3-metil-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

48
LRMS (ESI+): 310 ([M+H]+), retention time 0.51 min.
3,7,7-trimetil-4-(2-(trifluorometil)fenil)-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

27 28 29

10 LRMS (ESI+): 376 ([M+H]+), retention time 0.64-0.66 min. La mezcla racémica se separd por HPLC quiral para
proporcionar compuesto 28 y compuesto 29.

3,7,7-trimetil-4-(3-(trifluorometil)fenil)-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

FsC

30

LRMS (ESI+): 376 ([M+H]+), retention time 0.66 min.
15 4-(2-metoxifenil)-7,7-dimetil-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona
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47
LRMS (ESI+): 324 ([M+H]+), retention time 0.57 min.

3-isopropil-4-(2-metoxifenil)-7,7-dimetil-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

49
5 LRMS (ESI+): 366 ([M+H]+), retention time 0.63 min.
4-(2-metoxifenil)-7,7-dimetil-3-fenil-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

LRMS (ESI+): 400 ([M+H]+), retention time 0.67 min.
3-(terc-butil)-4-(2-metoxifenil)-7,7-dimetil-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

10 50
LRMS (ESI+): 380 ([M+H]+), retention time 0.65 min.

3-etil-4-(2-metoxifenil)-7,7-dimetil-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona
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LRMS (ESI+): 352 ([M+H]+), retention time 0.62 min.
3,7,7-trimetil-4-(2-(metiltio)fenil)-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

25

LRMS (ESI+): 354 ([M+H]+), retention time 0.62 min.

5 4-(benzo[c][1,2,5]oxadiazol-4-il)-3,7,7-trimetil-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

41

LRMS (ESI+): 350 ([M+H]+), retention time 0.54 min.

4'-(2-metoxifenil)-3'-metil-4',6",8",9'-tetrahidroespiro[ciclohexano-1,7'-pirazolo[3,4-b]quinolin]-5'(2'H)-ona

56

"H NMR (300 MHz, d6-DMSO) 9.57 (s, 1H), 7.06 - 6.97 (m, 1H), 6.94 - 6.83 (m, 2H), 6.78 - 6.69 (m, 1H), 5.27 (s, 1H),
3.78 (s, 3H), 2.62 - 2.40 (m, 4H), 2.07 (s, 2H), 1.88 (s, 3H), 1.50-1.26 (m, 10H). LRMS (ESI+) ([M+H]+): 378,
retention time 0.67 min.

4-(2-fluorofenil)-7,7-dimetil-3-(trifluorometil)-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

10

58

"H NMR (300 MHz, d®-DMS0) & 10.32 (s, 1H), 6.96 - 6.83 (m, 1H), 6.79 - 6.70 (m, 1H), 6.70 - 6.57 (m, 2H), 5.29 (s,
1H), 2.48 - 2.32 (m, 2H), 2.28 - 2.12 (m, 1H), 2.09 - 1.94 (m, 1H), 1.01 (s, 3H), 0.87 (s, 3H). LRMS (ESI+) ([M]+): 379,

retention time 0.59 min.
4-(5-fluoro-2-(trifluorometil)fenil)-7,7-dimetil-3-(trifluorometil)-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-
5(4H)-ona

15
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64

"H RMN (300 MHz, d6-DMSO) 610,29 (s, 1H), 7,66 - 7,61 (m, 1H), 7,22 - 7,09 (m, 1H), 6,93 - 6,86 (m, 1H), 5,68 (s,
1H), 2,51 - 2,40 (m, 2H), 2,19 - 2,09 (m, 1H), 2,01 - 1,91 (m, 1H), 1,01 (s, 3H), 0,89 (s, 3H). LRMS (ESI+) ([M+H]+):
448, retention time 0.55 min.

5 4-(3-fluoro-2-(trifluorometil)fenil)-7,7-dimetil-3-(trifluorometil)-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-
5(4H)-ona

63

"H NMR (300 MHz, d6-DMSO) 5 10.28 (s, 1H), 7.53 - 7.42 (m, 1H), 7.21 - 7.11 (m, 1H), 6.99 - 6.92 (m, 1H), 5.78 (s,
1H), 2.49 - 2.30 (m, 2H), 2.19 - 2.10 (m, 1H), 2.0 - 1.87 (m, 1H), 1.01 (s, 3H), 0.85 (s, 3H). LRMS (ESI+) ([M+H]+):
10 448, retention time 0.66 min.

4-(5-fluoro-2-(trifluorometoxi)fenil)-7,7-dimetil-3-(trifluorometil)-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-
5(4H)-ona

61

"H NMR (300 MHz, d®-DMS0) & 10.30 (s, 1H), 7.25 - 7.14 (m, 1H), 7.14 - 7.02 (m, 2H), 5.31 (s, 1H), 2.48 - 2.34 (m,
15 2H), 2.18 - 2.07 (m, 1H), 2.01 - 1.92 (m, 1H), 1.01 (s, 3H), 0.92 (s, 3H). LRMS (ESI+) ([M+H]+): 464, retention time

0.58 min.
4-(2,5-difluorofenil)-7,7-dimetil-3-(trifluorometil)-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

60

"H NMR (300 MHz, d6-DMSO) 0 10.35 (s, 1H), 6.81 - 6.69 (m, 2H), 6.69 - 6.60 (m, 2H), 6.55 - 6.43 (m, 2H), 5.25 (s,
20 2H), 2.48 - 2.34 (m, 2H), 2.25- 2.13 (m, 1H), 2.08 - 1.96 (m, 1H), 1.01 (s, 3H), 0.89 (s, 3H). LRMS (ESI+) ([M]+): 397,
retention time 0.48 min.

4-(2-fluorofenil)-4,7,7-trimetil-3-(trifluorometil)-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona
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69

'H NMR (300 MHz, d*-MeOD) & 7.63 - 7.52 (m, 1H), 7.17 - 7.01 (m, 2H), 6.88 - 6.74 (m, 1H), 2.46 (q, J = 16.5 Hz,
2H), 2.18 - 2.01 (m, 2H), 1.99 (s, 3H), 1.07 (s, 3H), 1.01 (s, 3H). LRMS (ESI+) ([M+H]+): 394, retention time 0.67 min.

7,7-dimetil-3-(trifluorometil)-4-(2-(trifluorometil)fenil)-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

'H NMR (300 MHz, d6-DMSO) 0 10.22 (s, 1H), 7.52 - 7.40 (m, 2H), 7.31 - 7.22 (m, 1H), 7.20 - 7.13 (m, 1H), 5.69 (s,
1H), 2.60 - 2.34 (m, 2H), 2.21 - 2.05 (m, 1H), 1.96 - 1.86 (m, 1H), 1.01 (s, 3H), 0.86 (s, 3H). LRMS (ESI+) ([M+H]+):
430, retention time 0.66 min. La mezcla racémica se separd por HPLC quiral para proporcionar compuesto 72 y

compuesto 73.
10 4-(4-fluoro-2-(trifluorometil)fenil)-7,7-dimetil-3-(trifluorometil)-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-
5(4H)-ona

65

"H NMR (300 MHz, d®-DMSO) & 10.28 (s, 1H), 7.41 - 7.30 (m, 2H), 7.25 - 7.15 (m, 1H), 5.66 (s, 1H), 2.59 - 2.35 (m,
2H), 2.19 - 2.08 (m, 1H), 1.98 - 1.88 (m, 1H), 1.01 (s, 3H), 0.87 (s, 3H). LRMS (ESI+) (IM+H]+): 448, retention time

15 0.56 min.
4-(2,6-difluorofenil)-7,7-dimetil-3-(trifluorometil)-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

59

"H NMR (300 MHz, d®-DMS0) & 10.08 (s, 1H), 6.97 - 6.81 (m, 1H), 6.55 - 6.34 (m, 2H), 5.50 (s, 1H), 2.51 - 2.41 (m,
1H), 2.39 - 2.24 (m, 1H), 2.12 - 2.08 (m, 1H), 2.03 - 1.88 (m, 1H), 1.01 (s, 3H), 0.91 (s, 3H). LRMS (ESI+): 397 ([M]+),

20 retention time 0.50 min.

7,7-dimetil-4-(3-(trifluorometoxi)fenil)-3-(trifluorometil)-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona
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57

"H NMR (300 MHz, MeOD) & 7.31 - 7.23 (m, 1H), 7.18 - 7.12 (m, 1H), 7.08 - 6.96 (m, 2H), 5.24 (s, 1H), 2.63 - 2.42
(m, 2H), 2.32 - 2.22 (m, 1H), 2.15 - 2.03 (m, 1H), 1.09 (s, 3H), 0.95 (s, 3H). LRMS (ESI+) ([M+H]+): 446.

7,7-dimetil-3-(trifluorometil)-4-(4-(trifluorometil) piridin-3-il)-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-
5 ona

LRMS (ESI+) ([M+H]+): 431.
3-bromo-7,7-dimetil-4-fenil-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

74

10 "H NMR (400 MHz, d®-DMSO): 5 12.72 (s, 1H), 9.89 (s, 1H), 7.20-7.04 (m, 5H), 4.85 (s, 1H), 2.50-2.30 (m, 2H), 2.13
(d, J = 16.4 Hz, 1H), 1.96 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 1.00 (s, 3H), 0.926 (s, 3H). ESI+ LCMS: m/z 372 ([M+H]+).

7,7-dietil-3-metil-4-fenil-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

75

"H NMR (500 MHz, CD3OD): & 7.18-7.15 (m, 4H), 7.06-7.04 (m, 1H), 5.00 (s, 1H), 2.58-2.47 (m, 2H), 2.22-2.11 (m,
15 2H), 1.93 (s, 3H), 1.46-1.37 (m, 4H), 0.85 (t, J = 7THz, 3H), 0.78 (t, J = 7.5Hz, 3H). ESI+ LCMS: m/z 336 ([M+H]+).

7,7-dimetil-4-(piridin-3-il)-3-(trifluorometil)-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona
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76

"H NMR (400 MHz, d®-DMSO): & 13.63 (bs, 0.5H), 13.32 (bs, 0.5H), 10.27-10.20 (m, 1H), 8.31 (d, J= 22.0 Hz, 2H),
7.43-7.41 (m, 1H), 7.24-7.21 (m, 1H), 5.12-5.09 (m, 1H), 2.50-2.30 (m, 2H), 2.16 (d, J = 16.4 Hz, 1H), 1.97 (d, J =
16.4 Hz, 1H), 1.00 (s, 3H), 0.86 (s, 3H). ESI+ LCMS: m/z 363 ([M+H]+).

5 3'-metil-4'-fenil-4',6',8',9'-tetrahidroespiro[ciclopropano-1,7'-pirazolo[3,4-b]quinolin]-5'(2'H)-ona

"H NMR (500 MHz, d®-DMSO): & 11.71 (bs, 1H), 9.68-9.66 (m, 1H), 7.20-7.16 (m, 4H), 7.04 (t, J = 7 Hz, 1H), 4.98 (s,
1H), 2.59 (d, J = 17 Hz, 1H), 2.35-2.25 (m, 2H), 1.93(s, 3H), 1.87 (d, J = 16.5 Hz, 1H), 0.41-0.27 (m, 4H). ESI+
LCMS: m/z 306 ([M+H]+).

10 3'-metil-4'-fenil-4',6',8',9'-tetrahidroespiro[ciclobutano-1,7'-pirazolo[3,4-b]quinolin]-5'(2'H)-ona

78

"H NMR (500 MHz, d°-DMSO): & 11.68 (s, 1H), 9.68 (s, 1H), 7.16-6.99 (m, 5H), 4.90 (s, 1H), 2.71-2.59 (m, 2H), 2.30-
2.25 (m, 2H), 1.90 (s, 3H), 1.85-1.72 (m, 5H), 1.62-1.57 (m, 1H). ESI+ LCMS: m/z 320 ([M+H]+).

3'-metil-4'-fenil-4',6',8',9'-tetrahidroespiro[ciclopentano-1,7'-pirazolo[3,4-b]quinolin]-5'(2'H)-ona

15 79

'H NMR (500 MHz, d®-DMSO): 5 11.69 (s, 1H), 9.64 (s, 1H), 7.19-7.10 (m, 4H), 7.03 (t, J = 7 Hz, 1H), 4.91 (s, 1H),
2.65-2.50 (m, 2H), 2.21 (d, J = 16 Hz, 1H), 2.06 (d, J = 16 Hz, 1H), 1.90 (s, 3H), 1.62-1.51 (m, 4H), 1.49-1.37 (m, 3H),
1.30-1.26 (m, 1H). ESI+ LCMS: m/z 334 ([M+H]+) .

4-(2-bromofenil)-3,7,7-trimetil-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

66



ES 2 719 776 T3

16 80 81

'H NMR (300 MHz, DMSO) & 11.78 (s, 1H), 9.77 (s, 1H), 7.44 (d, J = 6.95 Hz, 1H), 7.19 (t, J = 6.95 Hz, 1H), 7.10 -

6.92 (m, 2H), 5.31 (s, 1H), 2.56 - 2.35 (m, 2H), 2.15 - 2.05 (m, 1H), 1.95 - 1.84 (m, 4H), 1.01 (s, 3H), 0.95 (s, 3H).

LRMS (ESI+) ([M+H]+): 388. La mezcla racémica se separé por HPLC quiral para proporcionar compuesto 80 y
5 compuesto 81.

3,7,7-trimetil-4-fenil-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona

LRMS (ESI+): 308 ([M+H]+). La mezcla racémica se separ6 por HPLC quiral para proporcionar compuesto 3 y
compuesto 2.

10 Los compuestos descritos en la presente memoria también pueden prepararse de acuerdo con los protocolos de
sintesis C a F como se muestra en el esquema 1c.

R1b
OV\RAIa
RZ
5Sa
R esHo grupo alifatico opcionalmente sustituido R O
R'® es H o grupo alifatico opcionalmente sustituido R®P
RZnoesH
H,N H p-TsOH (0,1 equiv.) . o
N Tolueno, 110 °C p-TsOH (0,1 equiv.)
/ - —_——————————
2-24 Tolueno, 110 °C
R? 30min
Intermedio 1
R5a
R5b O
p-TsOH o TFA s H
calentamiento R N N
H 2-24 h R0 -
HN N — NH
N R3
2 2
R O R Rib
3 R1a
R1a R1b
Intermedio 12

Esquema 1c. Protocolos de sintesis C a F.

En el protocolo de sintesis C (esquema 1c), la cetona (1,0 equivalente) y la amina (1,0 equivalente) se disolvieron en
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tolueno (0,1-0,5 M). Se afiadié acido p-toluenosulfénico (0,1 equivalente), y la mezcla se calenté a 110 °C. La
mezcla de reaccion se enfrié y el tolueno se evapord. La mezcla de reaccién en bruto se purificé por cromatografia
en columna sobre silice para producir intermedio I1. El intermedio 1 resultante (1,0 equivalente) entonces se disolvié
en tolueno, y se afiadieron la 1,3-dicetona (1,0 equivalente) seguida de acido p-toluenosulfénico (0,1 equivalente).
La mezcla se calenté a 110 °C durante 30-60 minutos para producir el intermedio 12 sin ciclar cuantitativamente. El
tolueno se evapord para retirar el agua generada en la reaccion de formacion de enamina. Se afiadio tolueno fresco
y la mezcla se calenté a 110 °C. Después de la conversion completa del intermedio 12 sin ciclar, el tolueno se
evaporo, y la mezcla en bruto se purificé por cromatografia en columna sobre silice para producir el producto
ciclado.

En el protocolo de sintesis D, el intermedio 12 sin ciclar se disolvio en tolueno y se afiadié acido trifluoroacético (1,0
equivalente). La mezcla se calentd a 150 °C en un reactor de microondas. Después de la conversion completa del
intermedio sin ciclar, los volatiles se evaporaron, y la mezcla en bruto se purificé por cromatografia en columna
sobre silice para producir el producto ciclado.

En el protocolo de sintesis E, el intermedio 12 sin ciclar se disolvié en acido trifluoroacético (0,5 M), y la mezcla se
calent6 a 73 °C. Después de la conversion completa del intermedio sin ciclar, los volatiles se evaporaron, y la mezcla
en bruto se purificd por cromatografia en columna sobre silice para producir el producto ciclado.

En el protocolo de sintesis F, el intermedio 12 sin ciclar se disolvioé en acido trifluoroacético (0,5 M), y la mezcla se
calenté a 140 °C en un reactor de microondas. Después de la conversién completa del intermedio sin ciclar, los
volatiles se evaporaron, y la mezcla en bruto se purificd por cromatografia en columna sobre silice para producir el
producto ciclado.

Los compuestos descritos en la presente memoria también pueden prepararse de acuerdo con el protocolo de
sintesis G mostrado en el esquema 1d, donde R® es -CF3, isopropilo o un grupo mas grande que -CF3 o isopropilo.
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Esquema 1d. Protocolo de sintesis G.

A una disolucion agitada de 5-trifluorometil-1H-pirazol-3-amina (compuesto G1) (2 g, 1,0 equiv.) en dioxano (30 ml)
se le afadié anhidrido ftalico (2,15 g, 1,1 equiv.) en atmdsfera de nitrdgeno a temperatura ambiente. La mezcla de
reaccion se calenté a reflujo durante 24 h. Los volatiles se evaporaron a presion reducida para producir un residuo
en bruto (compuesto G2). EI compuesto en bruto G2 se uso en la siguiente etapa tal cual sin purificacion adicional
(rendimiento en bruto: 3 g, 81 % de rendimiento).

A una disolucién agitada de compuesto G2 en bruto (3 g, 1,0 equiv.) en ACN (acetonitrilo, 50 ml) se le afiadio N-
yodosuccinimida (NIS, 5,04 g, 2 equiv.) en atmédsfera de nitrégeno a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion
se calento a reflujo durante 16 h, y la mezcla de reaccién se inactivd con una disolucién saturada acuosa de sulfito
de sodio y se extrajo con EtOAc. La capa organica se separd, se lavo con agua y salmuera, se seco sobre Na;SO,,
se filtré y se concentrd a presion reducida para dar compuesto G3 en bruto. EI compuesto en bruto G3 se uso6 en la
siguiente etapa tal cual sin purificacién adicional (rendimiento en bruto: 3 g, 69 % de rendimiento).

A una disolucion agitada de compuesto G3 en bruto (2 g, 1,0 equiv.) en tolueno (20 ml) se le afiadieron éter
etilvinilico (0,92 ml, 2 equiv.) y una cantidad catalitica de HCI concentrado (5 gotas) en atmédsfera de nitrégeno a
temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se agit6é a 50 °C durante 30 min. Después de completarse la reaccion,
la mezcla de reaccién se inactivd con disolucidon saturada acuosa de NaHCO3 y se extrajo con EtOAc. La capa
organica se separd, se lavo con agua y salmuera, se seco sobre Na;SOu, se filtrd y se concentroé a presion reducida
para dar compuesto G4 en bruto. El compuesto G4 en bruto se purificé por cromatografia en columna sobre gel de
silice eluyendo con un 30 % de EtOAc en hexanos para producir compuesto G4 puro: 1,88 g, 80 % de rendimiento.

Una mezcla de compuesto G4 (500 mg, 1 equiv.), el acido borénico que se muestra en el Esquema Id (230 mg, 1,5
equiv.), Pd(PPhs)s4 (120 mg, 0,1 equiv.) y K.CO3 (288 mg, 2 equiv.) en una mezcla de disolvente [tolueno (3 ml), agua
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(3 ml) y etanol (1 ml)] se desgasificod con argén y se calenté a 100 °C en un reactor de microondas durante 1 h.
Después de completarse, la reaccién se diluy6é con agua y el producto se extrajo con EtOAc. La capa organica se
separo, se lavo con agua y salmuera, se seco sobre Na>SO, y se concentrd a presion reducida para dar compuesto
G5 en bruto. El compuesto G5 en bruto se purificd por cromatografia en columna eluyendo con un 20 % de EtOAc
en hexanos para producir una mezcla de compuestos que contiene compuesto G5. Un analisis de CLEM de la
mezcla aislada mostré un 56 % de la masa deseada de compuesto G5. El compuesto G5 en bruto se us6 en la
siguiente etapa tal cual sin purificacion adicional.

A una disolucion agitada de compuesto G5 en bruto (1 g, 1 equiv.) en metanol (20 ml) se le afiadié N2H4 - H2O (0,5
ml, 2,8 equiv.). La mezcla de reaccién se agitdé a temperatura ambiente durante 5 h. Después de completarse, la
mezcla de reaccién se inactivé con agua y el producto se extrajo con EtOAc. La capa organica se lavo con agua y
salmuera, se sec6 sobre Na;SO., se filtrd y se concentrd a presion reducida para dar compuesto G6 en bruto. El
compuesto G6 en bruto se purificé por cromatografia en columna eluyendo con un 30 % EtOAc en hexanos para
producir compuesto G6 puro: 0,6 g, 84 % de rendimiento.

A una disolucion agitada de compuesto G6 (600 mg, 1,0 equiv.) en tolueno (20 ml) se le afiadieron dimedona (388
mg, 1,5 equiv.), PTSA (acido p-toluenosulfénico, 702 mg, 2 equiv.) en atmosfera de nitrogeno a temperatura
ambiente. La mezcla de reaccion se calento a reflujo durante 2 h. Después de completarse (controlada por CCF), la
reaccion se interrumpié con una disolucion saturada acuosa de NaHCOs3 y se extrajo con EtOAc. La capa organica
se separo, se lavo con agua y salmuera, se secod sobre Na,SO4 anhidro y se concentré a presion reducida para
producir un residuo en bruto. El residuo en bruto se purificdé por cromatografia en columna sobre gel de silice
eluyendo con un 2 % de MeOH en DCM (diclorometano) para producir una mezcla de compuestos que contiene
compuesto G7 (62,8 % de la masa deseada de compuesto G7 y 23 % de una impureza de imina; rendimiento en
bruto 240 mg, 34 % de rendimiento). El compuesto G7 en bruto se us6 para la siguiente etapa tal cual sin
purificacién adicional.

A una disolucion agitada de compuesto G7 en bruto (240 mg, 1,0 equiv.) en tolueno (10 ml) se le afiadiéo PTSA (486
mg, 4 equiv.) en atmdsfera de nitrégeno a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se calenté a reflujo durante
12 h. Después de completarse (controlada por CCF), la reaccion se interrumpié con disolucion saturada acuosa de
NaHCO3; y se extrajo con EtOAc. La capa organica se lavo con agua y salmuera, se seco sobre Na;SO4 anhidro y se
concentro a presion reducida para producir un residuo en bruto. El residuo en bruto se purificé por cromatografia en
columna eluyendo con un 2% de MeOH en DCM para producir compuesto final 68 puro: 120 mg (50 % de
rendimiento). Después de separacion quiral, se obtuvieron 40 mg de cada uno de los dos enantiomeros, compuesto
70 y compuesto 71.

9-etil-1,6,6-trimetil-9-fenil-5,6,7,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-8(4H)-ona (89)

89 125

CLEM: miz 336 [M+H]*; "H NMR (300 MHz, MeOD): 7.35 (d, J = 7.3Hz, 2H), 7.16 (t, J = 7.3Hz, 2H), 7.01 (t, J =
7.3Hz, 1H), 2.52 (s, 2H), 2.2-1.9 (m, 4H), 1.63 (s, 3H), 1.10 (s, 3H), 1.05 (s, 3H), 0.75 (t, J = 7.3Hz, 3H) ppm. La
mezcla racémica se separ6 por HPLC quiral para proporcionar compuesto 125 y compuesto 126.

1,6,6-trimetil-9-fenil-9-(trifluorometil)-5,6,7,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-8(4H)-ona (92, 93 y 94)

92 93 94

CLEM: m/z 376 [M+H]"; "H NMR (300 MHz, CDsOD): & 7.4-7.3 (m, 2H), 7.23 (t, J = 7.3Hz, 2H), 7.13 (t, J = 7.3Hz,
2H), 2.7-2.5 (m, 2H), 2.2-2.0 (m, 2H), 1.47 (s, 3H), 1.09 (s, 3H), 1.08 (s, 3H) ppm. La mezcla racémica se separé por
HPLC quiral para proporcionar compuesto 93 y compuesto 94.
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3-(1,6,6,9-tetrametil-8-0x0-4,5,6,7,8,9-hexahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-9-il)benzonitrilo (95, 96 y 97)

LCMS: m/z 347 [M+H]": "H NMR (500 MHz, ds-DMSO): 11.71 (s, 1H), 9.74 (s, 1H), 7.64 (s, 1H), 7.56 (d, J = 8.5Hz,
1H), 7.48 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.38 (t, J = 8.0 Hz, 1H), 2.42-2.35 (m, 2H), 1.98 (d, J = 30.0Hz, 1H), 1.89 (d, J =
30.0Hz, 1H), 1.81 (s, 3H), 1.60 (s, 3H), 0.98 (s, 3H), 0.94 (s, 3H) ppm. La mezcla racémica se separ6 por HPLC
quiral para proporcionar compuesto 96 y compuesto 97.

3-(3,4,7,7-tetrametil-5-0x0-4,5,6,7,8,9-hexahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-4-il)benzamida (90)

LCMS: m/z 365 [M+H]"; '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 5 11.62 (s, 1H), 9.64 (s, 1H), 7.87 (bs, 1H), 7.83 (bs, 1H),
7.53 (d, J =7.6Hz, 1H), 7.39 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.24-7.19 (m, 2H), 2.50-2.40 (m, 2H), 2.04-1.97 (m, 1H), 1.90-1.80
(m, 4H), 1.59 (s, 3H), 0.99 (s, 3H), 0.96 (s, 3H) ppm.

3.,7',7'-trimetil-2,3,6',7',8',9'-hexahidroespiro[indeno-1,4'-pirazolo[3,4-b]quinolin]-5'(2'H)-ona (91)

LCMS: m/z 334 [M+H]"; "H NMR (300 MHz, MeOD): & 7.25-6.95 (m, 3H), 6.85-6.70 (m, 1H), 3.40-3.25 (m, 1H), 3.20-
3.00 (m, 1H), 2.70-2.45 (m, 3H), 2.30-2.00 (m, 3H), 1.57 (s, 3H), 1.09 (s, 3H), 1.07 (s, 3H) ppm.

37", 7'-trimetil-6',7',8",9'-tetrahidro-2H-espiro[benzofuran-3,4'-pirazolo[3,4-b]quinolin]-5'(2'H)-ona (98)

O
LCMS: m/z 334 [M-HJ; "H NMR (300 MHz, MeOD): 5 7.03 (td, J = 7.1Hz, J = 1.6Hz, 1H), 7.80-7-65 (m, 3H), 4.81 (d,

J =8.2Hz, 1H), 4.36 (d, J = 8.2Hz, 1H), 2.65-2.45 (m, 2H), 2.25-2.05 (m, 2H), 1.71 (s, 3H), 1.09 (s, 6H) ppm.
3.7',7'-trimetil-3,4,6',7',8',9'-hexahidro-2H-espiro[naftaleno-1,4'-pirazolo[3,4-b]quinolin]-5'(2'H)-ona (99)
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LCMS: m/z 346 [M-H]’; "H NMR (300 MHz, MeOD): & 7.0-6.9 (m, 4H), 3.1-2.9 (m, 1H), 2.85-2.75 (m, 1H), 2.6-2.4 (m,
2H), 2.3-2.0 (m, 4H), 1.90-1.80 (m, 2H), 1.48 (s, 3H), 1,10 (s, 3H), 1.08 (s, 3H) ppm.

Compuesto 100

LCMS: m/z 288 [M+H]"; 'H NMR (400 MHz, de-DMSO): & 11.61 (s, 1H), 9.24 (s, 1H), 2.55-2.50 (m, 2H), 2.31 (bs,
3H), 2.12-2.05 (m, 5H), 1.38-1.28 (m, 2H), 1.00 (s, 6H), 0.54 (t, J = 7.2Hz, 5H) ppm.

Compuesto 101

LCMS: m/z 316 [M+H]"; 'H NMR (300 MHz, CDsOD): & 2.65-2.50 (m, 2H), 2.41-2.35 (m, 2H), 2.24-2.10 (m, 5H),
1.47-1.20 (m, 5H), 1.12-0.95 (m, 7H), 0.84-0.72 (m, 6H) ppm.

Compuesto 102

LCMS: m/z 286 [M+H]"; "H NMR (400 MHz, ds-DMSO): 5 11.66 (s, 1H), 9.43 (s, 1H), 2.32-2.28 (m, 2H), 2.18-2.12
(m, 5H), 2.10-2.06 (m, 2H), 2.04-1.94 (m, 2H), 1.79 (d, J = 5.0 Hz, 2H), 1.64-1.54 (m, 2H), 0.98 (s, 6H) ppm.

Compuesto 103

N N
HN

N/

O

LCMS: miz 299 [M]*; "H NMR (CDsOD, 300 MHz): & 2.60-2.40 (m, 5H), 2.25-1.55 (m, 12H), 1.10-1.00 (m, 6H) ppm.

Compuesto 104

ESIl+ MS: m/z 366 [M+H]".
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Compuesto 105

ESI+ LCMS: m/z 319 (M+H); "H NMR (400 MHz, ds-DMSO): 6 13.62 (bs, 1H), 10.17 (s, 1H), 7.25-7.20 (m, 2H), 7.15-
7.08 (m, 3H), 5.12 (s, 1H), 2.47-2.40 (m, 2H), 2.15 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 2.00 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 1.02 (s, 3H), 0.97
(s, 3H) ppm.

Compuestos 107, 108 y 109

107 108 109

LCMS: m/z 308 [M+H]"; '"H NMR (400 MHz,DMSO-ds): & 11.90 (s, 1H), 9.67 (s, 1H), 7.27 (d, J = 7.2Hz, 2H), 7.16 (t,
J =7.6Hz, 2H), 7.08 (s, 1H), 6.99 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 2.44 (s, 2H), 2.05 (d, J = 15.6Hz, 1H), 1.97-1.95 (m, 1H), 1.92
(s, 3H), 1.01 (s, 3H), 0.99 (s, 3H) ppm. La mezcla racémica se separo por HPLC quiral para proporcionar compuesto
108 y compuesto 109.

Compuesto 106

LCMS: m/z 326 [M+H]"; "H NMR (300 MHz, CDs0D): & 7.36-7.25 (m, 2H), 7.25-7.13 (m, 2H), 7.12-7.00 (m, 1H), 2.50
(bs, 2H), 2.25-1.90 (m, 5H), 1.09 (s, 3H), 1.06 (s, 3H) ppm.

Compuesto 110

ESI+ MS: m/z 341 [M]".

Compuesto 111
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LCMS:m/z 386 [M]" :"H NMR (400 MHz,DMSO-ds): & 12.57 (s, 1H), 9.80 (s, 1H), 7.26 (d, J = 7.6Hz, 2H), 7.16 (t, J =
7.6 Hz, 2H), 7.00 (t, J = 7.2 Hz, 1H), 2.45-2.35 (m, 2H),2.05-2.00 (m, 1H), 1.94 (s, 3H), 1.90-1.85 (m, 1H), 0.99 (s,
3H), 0.95 (s, 3H) ppm.

Compuestos 113, 114y 115

5 113 114 115
ESI+ MS: m/z 348 [M+H]"; '"H NMR (CDs0OD, 300 MHz): & 7.36 (d, J = 3.0Hz, 2H), 7.16 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 7.10-6.98
(m, 1H), 2.52-2.48 (m, 2H), 2.25-2.00 (m, 2H), 2.01 (s, 3H), 1.25-1.00 (m, 1H), 1.08 (s, 3H), 1.08 (s, 3H), 1.04 (s, 3H),
0.80-0.73 (m, 1H), 0.60-0.46 (m, 1H), 0.46-0.26 (m, 1H), 0.26-0.15 (m, 1H) ppm. La mezcla racémica se separ6 por
HPLC quiral para proporcionar compuesto 114 y compuesto 115.

10 Compuesto 112

ESI+ MS: m/z 402 [M+H]".

Compuesto 116

15 ESI+ MS: m/z 366 (M+H]*); "H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 5 11.37 (s, 1H), 9.59 (s, 1H), 7.57-7.51 (m, 1H), 7.11-
7.03 (m, 2H), 6.89-6.83 (m, 1H), 2.42 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 2.30 (d, J = 16.0Hz, 1H), 2.02 (d, J = 16.0 Hz, 1H) 1.92 (s,
3H), 1.85 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 1.13-1.05 (m, 1H), 0.99 (s, 3H), 0.93 (s, 3H), 0.70-0.65 (m, 1H), 0.51-0.46 (m, 1H),
0.33-0.21 (m, 2H) ppm.

Compuestos 118, 130 y 131

..

130 131

20 118

CLEM: m/z 416 [M+H]". La mezcla racémica se separdé por HPLC quiral para proporcionar compuesto 130 y
compuesto 131.

Compuestos 117, 132y 133
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117 132 133
ESI+ MS: m/z 373 [M+H]"; "H NMR (400 MHz, ds-DMSO): & 11.55 (s, 1H), 9.76 (s, 1H), 7.66 (d, J = 1.6 Hz, 1H), 7.59
(d, J =8 Hz, 1H), 7.50 (d, J = 7.6Hz, 1H), 7.38 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 2.45 (s, 2H), 2.00 (d, J = 15.6Hz, 1H), 1.93-1.88
(m, 1H), 1.93 (s, 3H), 1.18-1.10 (m, 1H), 0.99 (s, 3H), 0.95 (s, 3H), 0.75-0.68 (m, 1H), 0.60-0.52 (m, 1H), 0.37-0.28
(m, 1H), 0.15-0.08 (m, 1H) ppm. La mezcla racémica se separ6 por HPLC quiral para proporcionar compuesto 132 y
compuesto 133.

Compuesto 119

CLEM: m/z 361 [M]".
Compuesto 120, 127 y 128

‘ 0
o C
120

LCMS: m/z 397 [M+H]" ; "H NMR (300 MHz, CDs0D): & 7.36 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 7.19 (t, J = 9.0 Hz, 2H), 7.05 (t, 9.0
Hz, 1H), 2.90-2.60 (m, 3H), 2.49 (s, 2H), 2.20-1.75 (m, 3H), 1.90 (s, 3H), 1.80-1.60 (m, 1H), 1.07 (s, 3H), 1.03 (s, 3H)
ppm. La mezcla racémica se separd por HPLC quiral para proporcionar compuesto 127 y compuesto 128.

127 128

4,7,7-trimetil-3,4-difenil-6,7,8,9-tetrahidro-2H-pirazolo[3,4-b]quinolin-5(4H)-ona (121)

LCMS: m/z 384 [M+H]", "H NMR (300 MHz, CDCls): & 7.40-7.25 (m, 3H), 7.26-7.02 (m, 5H), 6.59 (d, J = 9.0 Hz, 2H),
2.40-2.25 (m, 2H), 2.25-2.00 (m, 2H), 1.81 (s, 3H), 1.06 (s, 3H), 0.99 (s, 3H) ppm.

Compuesto 122
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LCMS: m/z 321 [M]" ; "H NMR (300 MHz,DMSO-ds): 5 11.58 (s, 1H), 9.39 (s, 1H), 7.22-7.10 (m, 3H), 6.88 (d, J = 6.0
Hz, 2H), 4.08 (dd, J = 3.0, 9.0 Hz, 1H), 2.80-2.60 (m, 1H), 2.50-2.13 (m, 5H), 1.41 (s, 3H), 0.99 (s, 3H), 0.98 (s, 3H)
ppm.

ESI" MS: m/z 322 ([M+H]"): "H NMR (500 MHz, ds-DMSO): & 11.91 (s, 1H), 9.63 (s, 1H), 7.28 (d, J = 7.5 Hz, 2H),
7.15 (t, J = 7.2Hz, 2H), 7.05 (s, 1H), 7.01-6.97 (m, 1H), 2.92-2.88 (m, 1H), 2.50-2.42 (m, 2H), 2.07-1.97 (m, 3H), 1.04
(s, 3H), 1.02 (s, 3H), 0.65 (t, J = 7.5Hz, 3H) ppm.

//@o

N* NZ

ESI" MS: m/z 333 ((M+H]*): "H NMR (400 MHz,CDsOD): & 7.72-7.64 (m, 2H), 7.01 (s, 1H), 2.60-2.50 (m, 1H), 2.16
(d, J = 16.0Hz, 1H), 2.08 (d, J = 16.4 Hz, 1H), 1.98 (s, 3H), 1.10 (s, 3H), 1.07 (s, 3H) ppm.

O
FsC

ESI* MS: m/z 376 ([M+H]*); '"H NMR (500 MHz, ds-DMSO): & 12.01 (s, 1H), 9.81 (s, 1H), 7.60 (d, J = 8 Hz, 1H), 7.53
(s, 1H), 7.45-7.36 (m, 2H), 7.17 (s, 1H), 2.50-2.40 (m, 2H), 2.08(d, J = 15.5 Hz, 1H), 1.93 (s, 3H), 1.94-1.90 (m, 1H),
1.01 (s, 3H), 0.97 (s, 3H) ppm.

FsC FsC

<) O 2
ESI" MS: miz 382 (IM+H]"); "H NMR (400 MHz, ds-DMSO): 5 11.32 (s, 1H), 9.66 (s, 1H), 7.75 (dd, J = 1.2Hz, 7.6Hz,

1H), 7.27-7.21 (m, 1H), 7.17-7.13 (m, 1H), 7.11-7.05 (m, 1H), 2.42-2.26 (m, 2H), 2.01-1.84 (m, 5H), 0.99 (s, 3H), 0.98
(s, 3H), 0.95-0.8 7(m, 1H), 0.64-0.55 (m, 1H), 0.53-0.45 (m, 1H), 0.25-0.14 (m, 2H) ppm.

Otros compuestos. Cualquier otro compuesto descrito en la presente memoria puede prepararse de una manera
similar a los métodos descritos anteriormente. Pueden analizarse por UPLC como se describe a continuacion.

Método de UPLC del tiempo de retencion
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La pureza e identidad del compuesto se determinaron por UPLC-EM (Waters, Milford, MA). La pureza se midié por
absorbancia UV a 210 nm. La identidad se determind en un espectrémetro de masas SQ por ionizacién por
electronebulizacion positiva y negativa. La fase movil A consistia en hidroxido de amonio al 0,1 % o acido
trifluoroacético al 0,1 % en agua, mientras que la fase movil B consistia en los mismos aditivos en acetonitrilo. El
gradiente discurriéo de un 5 % a un 95 % de fase movil B durante 0,8 minutos a 0,45 ml/min. Se us6 una columna
Acquity BEH C18, 1,7 um, 1,0 x 50 mm con la temperatura de la columna mantenida a 65 °C. Los compuestos se
disolvieron en DMSO a una concentracion nominal de 1 mg/ml, y se inyectaron 0,25 pl de esta disolucion.

Ensayos analiticos adicionales

Solubilidad. La solubilidad se determiné en disolucién salina tamponada con fosfato (PBS) pH 7,4 con DMSO al
1 %. Cada compuesto se prepard por duplicado a 100 uM tanto en DMSO al 100 % como en PBS con DMSO al 1 %.
Se dejoé que los compuestos se equilibraran a temperatura ambiente con una agitacion orbital a 250 rpm durante 24
horas. Después del equilibrado, las muestras se analizaron por UPLC-EM (Waters, Milford, MA) con los compuestos
detectados por deteccion de SIR en un espectrémetro de masas de cuadrupolo Unico. Las muestras de DMSO se
usaron para crear una curva de calibrado de dos puntos a la que se ajusto la respuesta en PBS. Los resultados se
muestran en la tabla 3.

Estabilidad en PBS. La estabilidad se determiné en presencia de PBS pH 7,4 con DMSO al 0,1 %. Cada
compuesto se preparé por duplicado en seis placas diferentes y se dejé que se equilibraran a temperatura ambiente
con una agitacion orbital a 250 rpm durante 48 horas. Se retiré una placa en cada punto temporal (0, 2, 4, 8, 24 y 48
horas). Se retiré una alicuota de cada pocillo y se analizé6 por UPLC-EM (Waters, Milford, MA) con los compuestos
detectados por deteccion de SIR en un espectrometro de masas de cuadrupolo Unico. Ademas, al material restante
en cada punto temporal, se le afadié acetonitrilo para forzar la disolucion del compuesto (para ensayar la
recuperacion del compuesto). También se analizé una alicuota de esto por UPLC-EM.

Estabilidad en GSH. La estabilidad se determin6 en presencia de PBS pH 7,4 uM y glutation 50 pM con DMSO al
0,1 %. Cada compuesto se prepar6é por duplicado en seis placas diferentes y se dejé6 que se equilibraran a
temperatura ambiente con una agitacion orbital a 250 rpm durante 48 horas. Se retiré6 una placa en cada punto
temporal (0, 2, 4, 8, 24 y 48 horas). Se retir6 una alicuota de cada pocillo y se analizé por UPLC-EM (Waters,
Milford, MA) con los compuestos detectados por deteccion de SIR en un espectrédmetro de masas de cuadrupolo
Unico. Ademas, al material restante en cada punto temporal, se le afadié acetonitrilo para forzar la disolucion del
compuesto (para ensayar la recuperacion del compuesto). También se analiz6 una alicuota de esto por UPLC-EM.

Unién a proteina plasmatica. La unién a proteina plasmatica se determind por dialisis en equilibrio usando el
dispositivo de dialisis rapida en equilibrio (RED) (Pierce Biotechnology, Rockford, IL) tanto para plasma humano
como para plasma de raton. Cada compuesto se prepard por duplicado a 5 uM en plasma (acetonitrilo al 0,95 %,
DMSO al 0,05 %) y se afiadié a un lado de la membrana (200 pl) con PBS pH 7,4 afiadido al otro lado (350 pl). Los
compuestos se incubaron a 37 °C durante 5 horas con una agitacion orbital a 250 rpm. Después de la incubacion,
las muestras se analizaron por UPLC-EM (Waters, Milford, MA) con los compuestos detectados por deteccion de
SIR en un espectrometro de masas de cuadrupolo Unico. Los resultados se muestran en la tabla 3.

Estabilidad en plasma. La estabilidad en plasma se determiné a 37 °C a las 5 horas tanto en plasma humano como
en plasma de raton. Cada compuesto se preparé por duplicado a 5 uM en plasma diluido 50/50 (v/v) con PBS pH 7,4
(acetonitrilo al 0,95 %, DMSO al 0,05 %). Los compuestos se incubaron a 37 °C durante 5 horas con una agitacion
orbital a 250 rpm con puntos temporales tomados a 0 y 5 horas. Las muestras se analizaron por UPLC-EM (Waters,
Milford, MA) con los compuestos detectados por deteccion de SIR en un espectrédmetro de masas de cuadrupolo
Unico. Los resultados se muestran en la tabla 3.

HTS primario

El cribado primario de GSK3 se realiz6 en placas de 1536 pocillos listas para ensayo (Aurora 29847) que contienen
2,5 nl/pocillo de compuesto 10 mM. La GSK3B humana como una fusiéon con GST expresada en sistema de
baculovirus se adquiri6 de BPS Bioscience (San Diego, CA). El sustrato peptidico de GSK3B fue de American
Peptide (Sunnyvale, CA; Cat. 311153). Se afadieron 1 pl/pocillo de CABPE (GSK3B 22,5 nM, péptido 8 pM en
tampon AB (DTT 12,5 mM, 0,25 mg/ml de BSA, 0,5 unidades/ml de heparina)), 0,5 ul/pocillo de ATP 125 pM y 1
pl/pocillo de control positivo, 50 uM de GW8510 (control positivo) o AB (control neutro de Unicamente DMSQO) en los
pocillos respectivos de acuerdo con el disefio de placa usando BioRAPTR (Beckman, Brea, CA). Las reacciones se
incubaron a temperatura ambiente durante 60 minutos. Se afadieron 2,5 pl/pocillo de ADP-Glo (Promega, V9103)
con BioRAPTR, y se incubaron a temperatura ambiente durante 40 minutos seguido de la adicion de 5 pl/pocillo de
reactivo de deteccion ADP-Glo (Promega, V9103) con Combi nL (Thermo, Waltham, MA) e incubacion a temperatura
ambiente durante 30 minutos. Las placas se leyeron en un ViewLux (PerkinElmer, Waltham, MA) para la
luminiscencia. Los datos se cambiaron de escala usando los controles positivo y neutro y se ajustaron para la Clsg
como se describe a continuacion.

Se distribuyeron 1 pl/pocillo de CABPE, 0,5 pyl de ATP y 1 pl de control positivo GW8510 o AB en pocillos
respectivos de acuerdo con el disefio de placa a placas listas para ensayo de 1536 pocillos (Aurora 29847) que
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contienen 2,5 nl/pocillo de compuesto 10 mM usando BioRAPTR (Beckman) para empezar la reaccion. Las placas
se incubaron a temperatura ambiente durante 60 minutos. Se afiadieron 2,5 pl/pocillo de ADP-Glo (Promega, V9103)
con BioRAPTR, y las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 40 minutos. Se afadieron 5 pl/pocillo de
ADP-Glo (Promega, V9103) con Combi nL (Thermo), y las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 30
minutos. Las placas se leyeron en ViewLux (PerkinElmer) para la luminiscencia.

Disoluciones:

AB:
25 mM Tris7,5
10 mM MgCl»

GW8510 (en AB, Sigma G7791)

50 uM Gwa8510

CABPE (en AB):

12,5 mM DTT (Sigma 43816)

0,25 mg/ml BSA (Sigma A4503)

0,5 U/ml Heparina (Baxter NDC 0641-2440-41)
8 UM Péptido (American Peptide)

22,5 nM GSK3 (BPS Biosciences)

Péptido:  Tyr-Arg-Arg-Ala-Ala-Val-Pro-Pro-Ser-Pro-Ser-Leu-Ser-Arg-His-Ser-Ser-Pro-His-GIn-Ser(PO3H;)-Glu-Asp-
Glu-Glu-Glu (SEQ ID NO: 1)

ATP (en AB, Promega componente V9103):

125 uM ATP

Ensayo de confirmacion

El ensayo de confirmacion fue un nuevo ensayo de los compuestos activos en el HTS primario anterior y junto con
algunos de sus analogos negativos. El ensayo se realizd de la misma manera que el cribado primario excepto que
los compuestos se ensayaron en dosis y con réplicas.

Se distribuyeron 1 pl/pocillo de CABPE, 0,5 pyl de ATP y 1 pl de control positivo GW8510 o AB en pocillos
respectivos de acuerdo con el disefio de placa a placas listas para ensayo de 1536 pocillos (Aurora 29847) que
contienen 2,5 nl/pocillo de compuesto 10 mM usando BioRAPTR (Beckman) para empezar la reaccion. Las placas
se incubaron a temperatura ambiente durante 60 minutos. Se afiadieron 2,5 pl/pocillo de ADP-Glo (Promega, V9103)
con BioRAPTR, y las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 40 minutos. Se afadieron 5 pl/pocillo de
ADP-Glo (Promega, V9103) con Combi nL (Thermo), y las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 30
minutos. Las placas se leyeron en ViewLux (PerkinElmer) para la luminiscencia.

Disoluciones:

AB:
25 mM Tris7,5
10 mM MgCl»
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GW8510 (en AB, Sigma G7791)

50 uM Gwa8510

CABPE (en AB):

12.5 mM DTT (Sigma 43816)

0.25 mg/ml BSA (Sigma A4503)

0.5 U/ml Heparina (Baxter NDC 0641-2440-41)
8 UM Péptido (American Peptide)

22.5 nM GSK3 (BPS Biosciences)

Péptido:  Tyr-Arg-Arg-Ala-Ala-Val-Pro-Pro-Ser-Pro-Ser-Leu-Ser-Arg-His-Ser-Ser-Pro-His-GIn-Ser(PO3H;)-Glu-Asp-
Glu-Glu-Glu (SEQ ID NO: 1)

ATP (en AB, Promega componente V9103):

125 uM ATP

Contracribado de reactivos ADP-Glo

El contracribado de reactivo ADP-Glo es para identificar positivos falsos debido a la inhibicién del sistema de
deteccion de ADP-Glo. Se incubaron 2,5 ul de ADP 5 uM directamente con compuestos en dosis a temperatura
ambiente durante 60 minutos. Se afiadieron 2,5 pl/pocillo de ADP-Glo (Promega, V9103) con BioRAPTR, y se
incubaron a temperatura ambiente durante 40 minutos seguido de la adicion de 5 pl/pocillo de reactivo de deteccion
ADP-Glo (Promega, V9103) con Combi nL (Thermo, Waltham, MA) e incubacién a temperatura ambiente durante 30
minutos. Las placas se leyeron en un ViewLux (PerkinElmer, Waltham, MA) para la luminiscencia. Los datos se
cambiaron de escala usando los controles positivo y neutro y se ajustaron para la CI50 como se describe a
continuacion.

Se distribuyeron 2,5 yl de ADP 5 uM o tampon AB en pocillo en placas listas para ensayo de 1536 pocillos de
acuerdo con el disefio de placa (Aurora 29847) generado por transferencia acustica usando Labcyte Echo que
contiene 7,5 nl/pocillo de compuesto en dosis. Se afadieron 2,5 pl/pocillo de ADP-Glo (Promega, V9103) con Combi
nL (Thermo), y las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 40 minutos. Se afiadieron 5 pl/pocillo de
ADP-Glo (Promega, V9103) con Combi nL (Thermo), y las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 35
minutos. Las placas se leyeron en ViewLux (PerkinElmer) para la luminiscencia.

Disoluciones:

AB: TrisCl 25 mM pH 7,5, MgCl; 10 mM

ADP: ADP 5 pM (en AB, Promega componente V9103)

Analisis de inhibicion de un punto de compuestos seleccionados (Carna Biosciences)

En resumen, se cribé una seleccién de compuestos frente a un panel de cinasas a una concentracion Unica de 10
MM. Las cinasas se seleccionaron de todas las familias del cinoma y en todas representaban un 60 % del cinoma
completo para un total de 311 cinasas cribadas. Esto se completé utilizando uno de dos ensayos dependiendo de la
cinasa que se esta examinando.

Los compuestos de ensayo se disolvieron en y se diluyeron con dimetilsulféxido (DMSQO) para generar una
disolucion de muestra 100X. Estos entonces se diluyeron hasta disoluciones de muestra 4X en tampoén de ensayo
para preparar las disoluciones de compuesto de ensayo finales. Los compuestos de referencia para el control de
ensayo se prepararon de forma similar.

Ensayo de IMAP. Una disolucién de inhibidor 4X (5 pl), disoluciéon de sustrato/ATP/metal 4X (5 pl) y disolucion de
cinasa 2X (10 pl) se preparé con tampon de ensayo (HEPES 20 mM, Tween-20 al 0,01 %, DTT 2 mM, pH 7,4) y se
mezclé/incubd en placas negras de 384 pocillos durante 1 hora a temperatura ambiente. Se afiadié una disolucion
de reactivo de unién de IMAP (kit IMAP Screening Express; Molecular Devices) (60 ul) a cada pocillo y se incubd
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durante 30 minutos. Entonces se evalué el nivel de actividad cinasa por polarizacién de la fluorescencia a 485 nM
(exc.) y 530 nM (emi.) de cada pocillo.

Ensayo de desplazamiento de movilidad fuera de chip (MSA). Se preparé una disolucion de inhibidor 4X (5 pl),
disolucion de sustrato ATP-metal 4X (5 pl) y disolucion de cinasa 2X (10 ul) con tampdn de ensayo (HEPES 20 nM,
Triton X-100 al 0,01 %, DTT 2 mM, pH 7,5) y se mezclaron/incubaron en placas de 384 pocillos durante 1 o 5 horas
dependiendo de la cinasa que se esté examinando, a temperatura ambiente. Se afadié una disolucién de tampoén de
terminacion (QuickScout Screening assist MSA; Carna Biosciences) (60 pl) a cada pocillo. La mezcla de reaccion
completa entonces se aplico a un sistema LabChip3000 (Caliper Life Science) y se separaron y cuantificaron los
picos de péptido de producto y sustrato. La evaluacion de la actividad cinasa entonces se determiné basandose en
la relacion de las alturas de pico calculadas de péptidos de producto (P) y sustrato (S) (P/(P+S)).

Determinacion de la CI50 de respuesta a dosis de compuestos seleccionados contra cinasas seleccionadas

Se crib6é una seleccion de compuestos frente a un panel seleccionado de cinasas basandose en la capacidad
inhibidora en un uUnico punto para determinar la actividad inhibidora absoluta, que da lugar a mediciones de
selectividad. El ensayo utilizado fue idéntico al de la determinacién de actividad inhibidora de un unico punto (MSA),
pero se proceso en respuesta a dosis. Se preparé una disolucion de inhibidor 4X (5 pl), disolucion de sustrato/ATP
metal 4X (5 pl) y disolucion de cinasa a 2X (10 pl) con tampdn de ensayo (HEPES 20 nM, Triton X-100 al 0,01 %,
DTT 2 mM, pH 7,5) y se mezclaron/incubaron en placas de 384 pocillos durante 1 o 5 horas dependiendo de la
cinasa, a temperatura ambiente. Se afiadié una disolucion de tampdn de terminacion (QuickScout Screening assist
MSA,; Carna Biosciences) (60 ul) a cada pocillo. La mezcla de reaccidon completa entonces se aplicé a un sistema
LabChip3000 (Caliper Life Science) y se separaron y cuantificaron los picos de péptido de producto y sustrato. La
evaluacion de la actividad cinasa entonces se determiné basandose en la relaciéon de las alturas de pico calculadas
de péptidos de producto (P) y sustrato (S) (P/(P+S)).

Ensayo de fosforilacion de Tau y de Tau total

Células SH-SY5Y se mantuvieron en DMEN complementado con FBS inactivado por calor al 10% vy
penicilina-estreptomicina al 1 % (Invitrogen) salvo que se indique de otro modo. Se adquirieron kits de ELISA para la
deteccion de fosfo-Tau (Ser199) y Tau total de Invitrogen (KHB0041 y KHB7041, respectivamente). En resumen, se
sembraron células SH-SY5Y a 50 000 células/200 pl/pocillo en placas de 96 pocillos y después de incubacion
durante una noche, se trataron con diversas dosis de compuestos quimicos a 0,2 yl/pocillo. El siguiente dia, las
células se lavaron con PBS dos veces antes de lisarse en 100 ul de tampon de lisis/pocillo. Se transfirieron 50 ul de
lisado celular de cada muestra a un vial de ELISA recubierto con el anticuerpo de captura, y la mezcla se incub6 a
temperatura ambiente durante 2 horas, antes de que aspirara el sobrenadante, y cada vial se lavd cuatro veces.
Entonces se afiadieron 100 pl de anticuerpo de deteccidn a cada pocillo, se incubaron durante 1 hora y después se
lavaron cuatro veces. La cantidad fosfo-Tau y Tau total se midi6 afiadiendo 100 pl de disolucion de trabajo anti-lgG
de conejo con peroxidasa de rabano rusticano a cada pocillo, y se ley6 la absorbancia de cada pocillo a 450 nM en
EnVision (PerkinElmer, Valtham, MA). Los datos se cambiaron de escala usando los controles positivos y neutros y
se ajustaron para la CI50.

Se emple6 un protocolo convencional usando un kit de inmunoensayo para cuantificar la proteina Tau total y la
proteina fosfo-Tau (Ser199) en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y. El kit de ELISA de Tau humana (total)
(n.° KHB0041) y el kit de ELISA de fosfo-Tau humana (Ser199) se adquirieron de Invitrogen (n.° KHB7041).

Se sembraron 50 000 células en 200 pl por pocillo en medio de cultivo celular (250 000 células/ml). Las células se
incubaron durante una noche a 37 °C. Las células se indujeron con dosis apropiadas de inhibidores y se incubaron
durante aproximadamente 24 h a 37 °C. Los lisados celulares se recogieron lavando las células una vez con PBS
frio y afiadiendo 100 ul de tampén de lisis frio y pipeteando arriba y abajo vigorosamente. El lisado se transfirié a una
placa de PCR de 96 pocillos y se centrifugd a 4000 r.p.m. durante 20 minutos a 4 °C.

El patrén de Tau humana (total) se reconstituyd con 1300 yl de tampon diluyente de patrén. Se hicieron diluciones
en serie del patrén de acuerdo con la siguiente tabla:

Patron: Anadir En
2000 pg/mi
1000 pg/ml 300 pl de patron a 2000 pg/ml 300 pl de tampon diluyente
500 pg/mi 300 pl de patron a 1000 pg/ml 300 pl de tampon diluyente
250 pg/ml 300 pl de patron a 500 pg/ml 300 pl de tampon diluyente
125 pg/ml 300 pl de patron a 250 pg/ml 300 pl de tampon diluyente
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Patron: Anadir En
62,5 pg/ml 300 pl de patron a 125 pg/ml 300 pl de tampon diluyente
32,1 pg/mi 300 pl de patron a 62,5 pg/ml 300 pl de tampon diluyente
0 pg/ml 300 pl de tampon diluyente Tubo vacio

El patrén de pTau humana (Ser199) se reconstituyd con 1730 yl de tampén diluyente de patrén, se mezcld
suavemente y se permitid que reposara durante 10 minutos. Se hicieron diluciones en serie del patron de acuerdo
con la siguiente tabla:

Patron: Anadir En
1000 pg/ml
500 pg/mi 300 pl de patron a 1000 pg/ml 300 pl de tampon diluyente
250 pg/ml 300 pl de patron a 500 pg/ml 300 pl de tampon diluyente
125 pg/ml 300 pl de patron a 250 pg/ml 300 pl de tampdn diluyente
62,5 pg/ml 300 pl de patron a 125 pg/ml 300 pl de tampon diluyente
31,2 pg/mi 300 pl de patron a 62,5 pg/ml 300 pl de tampon diluyente
15,6 pg/ml 300 pl de patron a 31,2 pg/ml 300 pl de tampon diluyente
0 pg/ml 300 pl de tampon diluyente Tubo vacio

Se diluyé anticuerpo anti-IgG de conejo con HRP tanto para Tau human (total) como para pTau humana (Ser199)
permitiendo que alcanzara temperatura ambiente, después se usa la siguiente tabla:

N.° de tiras de 8 pocillos | Volumen de anticuerpo anti-lgG de conejo con HRP | Volumen de diluyente de HRP
2 20 ul 2ml
4 40 pl 4 ml
6 60 pl 6 mi
8 80 pl 8 ml
10 100 pl 10 ml
12 120 pl 12 ml

Se diluyé tampon de lavado a partir de concentrado 25X de acuerdo con lo siguiente: Cantidad de tampon de
lavado = (x)*(8)*(400)*(4)*(3), donde x = numero de tiras de placa de ELISA

Se diluyeron 24 volimenes con agua desionizada (es decir, 5 ml de concentrado en 120 ml de agua).

Las tiras de pocillos se calentaron y se insertaron en la estructura. Se cargaron 100 p de tampén diluyente de patron
en células ZERO, y se cargaron 100 ul de cada concentracion de patrdon (tanto Tau total como pTau) en pocillos por
duplicado. Las muestras se cargaron a cada pocillo que se analizaria para Tau total, se afiadieron 85 pl de tampdn
diluyente de patron y 15 pl de lisado celular. A cada pocillo que se analizara para pTau (Ser199), se afiadieron 50 pl
de tampon diluyente de patrén + 50 pl de lisado celular. Las placas se golpearon suavemente en el lateral para
mezclarlas. Determinados pocillos se dejaron vacios para el blanco de cromégeno. Las placas se cubrieron y se
incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente. Los pocillos se aspiraron 4 veces (400 uyl de tampén de lavado
diluido, dejado durante 30 segundos, aspirando todos los pocillos; como alternativa se us6 un lavador de placas
automatizado y se programd en un mantenimiento de 30 segundos entre cada ciclo). Se afiadieron 100 ul de
disolucion de anticuerpo de deteccion a cada pocillo excepto los blancos de cromégeno. Se afiadié anticuerpo
anti-Tau total a los pocillos que se estan analizando para Tau total, se afiadié anticuerpo anti-pTau (Ser199) a los
pocillos que se estan analizando para pTau (Ser199) y las placas se golpearon suavemente en el lateral para
mezclarlas. Las placas se cubrieron y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente, después los pocillos se
aspiraron y se lavaron 4 veces como se describe anteriormente. Se afiadieron 100 pl de disolucion de trabajo
anti-lgG de conejo con HRP (preparada de antemano) a cada pocillo excepto los blancos de cromégeno, y las
placas se cubrieron y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente, después los pocillos se aspiraron y
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se lavaron 4 veces como se describe anteriormente. Se afadieron 100 ul de cromoégeno estabilizado a cada pocillo
(el liquido se volvié azul). Las placas se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad,
después se afnadieron 100 pl de disoluciéon de parada a cada pocillo y las placas se golpearon suavemente en el
lateral para mezclarlas. Se ley6 la absorbancia de cada pocillo a 450 nm (en 2 horas desde la adicion de la
disolucion de parada).

Ensayo de localizacion nuclear de B-catenina

Células U2-OS que expresan de forma estable dos fragmentos de B-galactosidasa complementarios (una parte en
B-catenina y la otra expresada constitutivamente en el nucleo celular) se mantuvieron en DMEN F12 complementado
con FBS al 10 %. Cuando la B-catenina se trasloca al nucleo, los fragmentos complementarios forman una
B-galactosidasa completa, cuya cantidad entonces se cuantifica por la actividad B-galactosidasa (DiscoveRx). Las
células se sembraron en CulturPlate de 384 pocillos (Perkin Elmer, Boston, MA) con 10 000 por célula en 20 pl de
DMEN F12 que contenia FCS al 10 %, 100 U/ml de penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina. Después de incubacion
durante una noche a 37 °C, las células se estimularon con 100 nl de compuesto de ensayo/pocillo y después se
devolvieron a la incubadora durante 6 h. Las células se alteraron usando 12 ul de tampén de lisis que contiene
sustrato del kit de deteccion PathHunter en la formulacion especificada por el proveedor (DiscoveRx). Las placas se
incubaron en la oscuridad durante 1 h a temperatura ambiente antes de la medicién de la actividad -galactosidasa
(luminiscencia) en un lector de placa EnVision (PerkinElmer, Waltham, MA). La distancia entre la placa y el detector
era de 0,2 mm. Tiempo de medicion(s) = 0,1; factor de correccion de brillo (CT2) = 0.

Ensayo indicador de TCF/LEF

Se obtuvieron células HEK293-pBARL a partir de células HEK293 y expresaban de forma estable un gen indicador
de luciferasa de luciérnaga dirigido por un promotor que contenia 12 copias de las secuencias de union de TCF/LEF.
Estas células se mantuvieron en DMEN y se complementaron con FBS al 10 % y penicilina-estreptomicina al 1 %
(Invitrogen). Los ensayos de gen indicados se realizaron en medio sin antibidtico. La actividad del gen indicador de
TCF/LEF se ensay6 como se describe previamente (Pan et al., 2011, Neuropsychopharmacology). Estas células
también contenian un gen indicador de luciferasa de Renilla dirigido por el promotor EF1a ubicuo como control. Las
lineas celulares de indicador HEK293 se sembraron en placas de cultivo de 384 pocillos (Corning) a 6000
células/pocillo. A las 24 horas después de la siembra, las células se trataron durante una noche con compuestos
pertinentes y se ensayaron usando el kit de ensayo DualGlo (Promega). Las intensidades luminiscentes se leyeron
por EnVision (PerkinElmer, Waltham, MA). La intensidad de luciferasa de luciérnaga se normaliza por la intensidad
de luciferasa de Renilla. El protocolo detallado se analiza a continuacion.

Reactivos: Reactivo de ensayo de luciferasa Dual-Glo de Promega (E2940) (tampo6n de luciferasa, sustrato de
luciferasa, tampoén de luciferasa Stop & Glo, sustrato de luciferasa Stop & Glo); Tipo de placa: Placas de cultivo
tratadas con TC, blancas de 384 pocillos Corning (3707)

Las células se cultivaron en placas de 384 pocillos hasta una densidad apropiada (40 pl de volumen de siembra
total). A las 24 horas después de la siembra, las células se trataron con 100 nl de compuestos. A las 24 horas
después de incubacion con los compuestos (48 horas después de la siembra), se prepararon los reactivos de
ensayo mezclando la disolucion de ensayo de luciferasa con sustrato de luciferasa y disolucion Stop & Glo con
sustrato Stop & Glo (los reactivos adicionales pueden dividirse en alicuotas y congelarse para uso futuro y son
estables durante al menos un ciclo de congelacion/descongelacion). Se afiadié un volumen de reactivo de luciferasa
igual a ¥4 el volumen del medio a cada pocillo (por ejemplo, en una placa de 384 pocillos con 40 pl en cada pocillo,
se afadieron 10 yl para dar un volumen final de 50 pl). La placa se centrifugd y se permitieron 10 minutos para la
estabilizacion de la sefial. La sefial de luciferasa en el Perkin Elmer EnVision usando los siguientes parametros:
Distancia entre la placa y el detector (mm) = 0,2; tiempo de medicién(s) = 0,1; factor de correcciéon de brillo
(CT2) =0. Una vez fijados los datos iniciales, se afadié un volumen de Stop & Glo igual a cada pocillo igual al
volumen de reactivo de luciferasa afiadido anteriormente (si se afiadian 10 pl de reactivo de luciferasa, también se
afadian 10 yl de Stop & Glo). La placa se centrifugd y se permitieron 10 minutos para la estabilizacion de la sefial.
La placa se leyo en el EnVision usando los mismos parametros detallados anteriormente.

Determinacion de afinidad por resonancia de plasmones superficiales secundaria

Se inmovilizaron aproximadamente 20 000 unidades de respuesta (UR) de anticuerpo anti-GST (GE Healthcare Life
Sciences) en la celda de flujo (FC) 1 y FC2 de un nuevo chip detector CM5 recién acondicionado (GE Healthcare
Life Sciences) en un instrumento Biacore T100 utilizando el asistente de inmovilizacion del paquete de programas
informaticos T100. Entonces se capturaron aproximadamente 1200 UR de GST recombinante (GE Healthcare Life
Sciences) en FC1 utilizando el protocolo del asistente de captura del paquete de programas informaticos T100. FC1
se usa como punto de sustraccion de referencia para este y todos ensayos de SPR. Entonces se capturaron
aproximadamente 2500 UR de GST-GSK3 recombinante en FC2 utilizando el protocolo del asistente de captura del
paquete de programas informaticos T100. FC2 se usa como celda de flujo activa para este y todos los ensayos de
SPR. La placa de analito se genera de un modo de respuesta a dosis en tampon TBS que contenia una
concentracion final de DMSO al 2 %, con una concentraciéon de analito final de 10 yM a 10 nM con un factor de
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diluciéon 2X. Se determina un valor cero procesando inyecciones de tampoén que contenian Unicamente DMSO al 2 %
y sin analito. Todas las inyecciones se procesaron por duplicado y se sustrajo la referencia de FC1. Se desarrollé un
método que consistia en un tiempo de contacto de 60 segundos y un tiempo de lavado de 60 segundos con un
caudal de 30 pl/min. La curva de patron interno para los valores de DMSO se generd con siete inyecciones de
DMSO que consistian en DMSO al 1, 1,25, 1,5, 2, 2,25, 2,5y 3 % en tampdn de procesamiento TBS. El analisis de
los compuestos se hizo usando el modelo de union 1:1 y mediciones de afinidad en el paquete de programas
informaticos de evaluacion Biacore T100.

Generacion de tampoén:
PBS: Se mezclaron 900 ml de agua DI filtrada con 100 ml de disolucién de tampdn PBS 10X (Invitrogen)

TBS propio: Se afadieron 1,21 g de Tris y 8,7 g de NaCl a 950 ml de agua DI filtrada. El pH se ajusté usando HCI
6 M hasta 7,35. Se rellenaron hasta la marca de 1000 ml. Se filtraron y se recogieron 900 ml en un frasco, y se
filtraron y se recogieron 100 ml en un segundo frasco. Se afiadieron 450 pl de detergente P20 (GE Healthcare Life
Sciences) al frasco 1, se afadieron 50 yl de detergente P20 al frasco 2 y se mezclaron minuciosamente. Se
transfirieron 18 ml de tampon del frasco 1 al frasco 2 para general el tampon de procesamiento TBS. Se afiadieron
18 ml de DMSO (Aldrich) al frasco 1 para general un tampén de procesamiento de DMSO al 2 %.

Generacion del chip detector CM5 de GSK3B: Acondicionamiento del nuevo chip: Se cargé tampon de
inmovilizacién PBS en el estante de tampoén y se inserta tampdn en la linea A. El chip detector CM5 sin usar se
cargd en el instrumento segun el manual del usuario. El chip se ceb6 con 6 minutos de inyeccion de tampén a
30 pl/min. El procesamiento manual se inici6 y se inyectd sobre la celda de flujo (FC) 1 y 2 inyecciones alternas de
tampon de lisina (GE Healthcare Life Sciences) y tampdn de hidroxido de sodio (GE Healthcare Life Sciences) a un
caudal de 30 pl/min durante 30 segundos por inyeccion. Inmovilizacién de anticuerpo anti-GST: El chip se cebo de
nuevo como describe anteriormente. Se generé disolucion de anticuerpo anti-GST mezclando 4,5 pl de anticuerpo
anti-GST (GE Healthcare Life Sciences, kit de captura de GST) con 95,5 pl de tampdn de inmovilizaciéon (GE
Healthcare Life Sciences, kit de captura de GST). La disolucion se puso en un vial pequefio de 700 pl y se tap6. Se
repiti6. Ambos viales se colocaron en la gradilla de reactivo 1 del instrumento Biacore T100 y se insertaron en la
magquina segun el manual del usuario. Se inicio la inmovilizacién del anticuerpo anti-GST utilizando el protocolo del
asistente de inmovilizacién del programa informatico Biacore T100. Se inmovilizaron aproximadamente 20 000
unidades de respuesta (UR) de anticuerpo anti-GST en FC1 y FC2. Se capturan las proteinas de referencia y activa
en FC1 y FC2, respectivamente: Se retird el tampon de inmovilizacion PBS de la gradilla de tampdn y se remplazé
con tampoén de procesamiento DMSO al 2 % con TBS. Se inserté tampoén en la linea A. Se repitié el procedimiento
de cebado. Se genero la disolucion de proteina GST mezclando 2 pyl de GST recombinante (GE Healthcare Life
Sciences, kit de captura de GST) con 98 ul de tampon DMSO al 2 % con TBS. Se generd la disoluciéon de proteina
GST-GSK3B mezclando 5 yl de GST-GSK3B recombinante con 95 yl de tampoén de procesamiento DMSO al 2 %
con TBS. Se colocé la disolucion de proteina GST en la posicion B1 en la gradilla de reactivo 1. Se colocé la
disolucion de proteina GST-GSK3 en la posicion C1 en la gradilla de reactivo 1. Se inicié un procesamiento de
inyeccion manual y se inyecté durante 30 segundos a 5 pl/min de disolucion de proteina GST en FC1 para generar
la celda de flujo de referencia. Se inicié un procesamiento de inyeccion manual y se inyecté durante 30 segundos a
5 pl/min de disolucién de proteina GST-GSK3B en FC2 para generar la celda de flujo activa. Se capturaron
aproximadamente 1000 UR de proteina GST en FC1. Se capturaron aproximadamente 2500 UR de proteina GST-
GSK3p en FC2.

Analisis de inhibidores de GSK3f de molécula pequeiia: Se generd una placa de analito para el ensayo. Usando
una placa de 384 pocillos de volumen de profundidad convencional, se colocaron 100 ul de una disolucion de DMSO
al 2 % con TBS 10 yM de analito deseado en los pocillos A1y A2. Se colocaron 100 pl de una disolucion de DMSO
al 2 % con TBS 5 uM de analito deseado en los pocillos A3 y A4. Se colocaron 100 pl de una disolucién de DMSO al
2 % con TBS 2,5 uyM de analito deseado en los pocillos A5 y A6. Se repitieron estas etapas con analitos diluidos en
serie hasta 10 nM en los pocillos A21 y A22. Se colocaron 100 pl de tampdn de procesamiento DMSO al 2 % con
TBS en los pocillos A23 y A24. Se repitieron las etapas para los posteriores analitos. La placa de analitos se coloco
en Biacore T100 segun el manual del usuario. Se generé el método que consiste en lo siguiente: Inyeccion de
analito sobre FC1 y FC2 con sustraccion de referencia; caudal de 30 ul/min de analito, 60 segundos de tiempo de
contacto de analito; 60 segundos de tiempo de lavado de tampdn de procesamiento; generacion de la curva patrén
de DMSO usando DMSO al 1, 1,5, 1,75, 2, 2,5, 2,75 y 3 % en tampo6n de procesamiento TBS. El analisis de los
compuestos se proceso, y los compuestos se clasificaron de acuerdo con la determinacién de KD utilizando la
opcion de medicion de afinidad en el programa informatico Biacore T100.

Generacion del chip detector CM5 de CK13: Se inmovilizaron aproximadamente 20 000 unidades de respuesta
(UR) de anticuerpo anti-GST (GE Healthcare Life Sciences) en la celda de flujo (FC) 1 y FC2 de un nuevo chip
detector CM5 recién acondicionado (GE Healthcare Life Sciences) en un instrumento Biacore T100 utilizando el
asistente de inmovilizacion del paquete de programas informaticos T100. Entonces se capturaron aproximadamente
1500 UR de GST recombinante (GE Healthcare Life Sciences) en FC1 utilizando el protocolo del asistente de
captura del paquete de programas informaticos T100. FC1 se usa como punto de sustraccion de referencia para
este y todos ensayos de SPR. Entonces se capturaron aproximadamente 2700 UR de GST-CK15 recombinante en
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FC2 utilizando el protocolo del asistente de captura del paquete de programas informaticos T100. FC2 se usa como
celda de flujo activa para este y todos los ensayos de SPR. La placa de analito se genera de un modo de respuesta
a dosis en tampon TBS que contenia una concentracion final de DMSO al 2 %, con una concentracion de analito
final de 10 uM, 100 nM y 10 nM. Se determina un valor cero procesando inyecciones de tampdén que contenian
unicamente DMSO al 2% y sin analito. Todas las inyecciones se procesaron por duplicado y se sustrajo la
referencia de FC1. Se empleé un método que consistia en un tiempo de contacto de 60 segundos y un tiempo de
lavado de 60 segundos con un caudal de 30 pl/min. La curva de patrén interno para los valores de DMSO se genero
con siete inyecciones de DMSO que consistian en DMSO al 1, 1,25, 1,5, 2, 2,25, 25 y 3% en tampdn de
procesamiento TBS. El analisis de los compuestos se hizo usando el modelo de unién 1:1 y mediciones de afinidad
en el paquete de programas informaticos de evaluacion Biacore T100.

Generacion del chip detector CM5 de CK1&: Acondicionamiento del nuevo chip: Se cargé tampdn de
inmovilizacién PBS en el estante de tampoén y se inserta tampén en la linea A. El chip detector CM5 no usado se
cargd en el instrumento segun el manual del usuario. El chip se cebdé con 6 minutos de inyeccion de tampén a
30 pl/min. El procesamiento manual se inici6 y se inyectd sobre la celda de flujo (FC) 1 y 2 inyecciones alternas de
tampon de lisina (GE Healthcare Life Sciences) y tampdn de hidroxido de sodio (GE Healthcare Life Sciences) a un
caudal de 30 yl/min durante 30 segundos por inyeccion.

Inmovilizacién de anticuerpo anti-GST: El chip se cebd de nuevo como describe anteriormente. Se generd
disolucion de anticuerpo anti-GST mezclando 4,5 pyl de anticuerpo anti-GST (GE Healthcare Life Sciences, kit de
captura de GST) con 95,5 pl de tampdn de inmovilizacion (GE Healthcare Life Sciences, kit de captura de GST). La
disolucion se puso en un vial pequefio de 700 pl y se tapd. Se repiti6. Ambos viales se colocaron en la gradilla de
reactivo 1 del instrumento Biacore T100 y se insertaron en la maquina segun el manual del usuario. Se inici6 la
inmovilizacién del anticuerpo anti-GST utilizando el protocolo del asistente de inmovilizacion del programa
informatico Biacore T100. Se inmovilizaron aproximadamente 20 000 unidades de respuesta (UR) de anticuerpo
anti-GST en FC1 y FC2. Se capturan las proteinas de referencia y activa en FC1 y FC2, respectivamente: Se retird
el tampon de inmovilizacion PBS de la gradilla de tampdn y se remplazé con tampon de procesamiento DMSO al
2 % con TBS. Se inserté tampdn en la linea A. Se repitio el procedimiento de cebado. Se genero la disolucion de
proteina GST mezclando 2 pyl de GST recombinante (GE Healthcare Life Sciences, kit de captura de GST) con 98 pl
de tampdén DMSO al 2 % con TBS. Se gener¢ la disolucion de proteina GST-GK16 mezclando 5 yl de GST-GK16
recombinante con 95 pl de tampon de procesamiento DMSO al 2 % con TBS. Se colocd la disolucién de proteina
GST en la posicion B1 en la gradilla de reactivo 1. Se colocé la disolucién de proteina GST-GK10 en la posicion C1
en la gradilla de reactivo 1. Se inicié6 un procesamiento de inyeccion manual y se inyecté durante 30 segundos a
5 pl/min de disolucion de proteina GST en FC1 para generar la celda de flujo de referencia. Se inicié un
procesamiento de inyeccion manual y se inyectd durante 30 segundos a 5 pl/min de disolucion de proteina
GST-GK18 en FC2 para generar la celda de flujo activa. Se capturaron aproximadamente 1500 UR de proteina GST
en FC1. Se capturaron aproximadamente 2700 UR de proteina GST-GK15 en FC2.

Analisis de ligandos de CK13 de molécula pequeiia: Se generd una placa de analito para el ensayo. Usando una
placa de 384 pocillos de un volumen de profundidad convencional, se colocaron 100 pl de un analito 10 uM en
disolucion de DMSO al 2 % con TBS en los pocillos A1y A2. Se colocaron 100 pl de un analito 50 nM en disolucién
de DMSO al 2 % con TBS en los pocillos A3 y A4. Se colocaron 100 pl de un analito 10 nM en disolucion de DMSO
al 2 % con TBS en los pocillos A5 y A6. Se colocaron 100 ul de tampén de procesamiento de DMSO al 2 % con TBS
en los pocillos A7 y A8. Se repitieron las etapas para los posteriores analitos. La placa de analitos se colocé en
Biacore T100 segun el manual del usuario. Se generd el método que consiste en lo siguiente: Inyeccion de analito
sobre FC1 y FC2 con sustraccion de referencia; caudal de 30 yl/min de analito, 60 segundos de tiempo de contacto
de analito; 60 segundos de tiempo de lavado de tampdn de procesamiento; generacion de la curva patrén de DMSO
usando DMSO al 1, 1,5, 1,75, 2, 2,5, 2,75 y 3 % en tampon de procesamiento TBS. El analisis de los compuestos se
proceso, y los compuestos se clasificaron de acuerdo con la determinacion de KD utilizando la opcién de medicion
de afinidad en el programa informatico Biacore T100.

Ensayo de desplazamiento de movilidad de microfluidos de GSK3

Se incubd GSK3p purificada con compuestos ensayados en dosis en presencia de 4,3 uM de ATP y 1,5 uM de
sustrato peptidico (péptido 15 de Caliper) durante 60 minutos a temperatura ambiente en placas de 384 pocillos
(Seahorse Bioscience, MA), en tampoén de ensayo que contenia HEPES 100 mM (pH 7,5), MgCl, 10 mM, DTT
2,5 mM, Tween-20 al 0,004 % vy Briji-35 al 0,003 %. Las reacciones se terminaron mediante la adicion de EDTA
10 nM. El sustrato y el producto se separaron electroforéticamente y se determiné la intensidad de fluorescencia del
sustrato y el producto por el Lector Il Labchip EZ (Caliper Life Sciences, MA). La actividad cinasa se midié como el
porcentaje de conversion. Las reacciones se realizaron por duplicado para cada muestra. El control positivo
(GW8510 a 20 puM; CID 6539118) se incluy6 en cada placa y se us6 para cambiar de escala los datos junto con los
controles de DMSO en la placa. Los resultados se analizaron por el analizador de ensayo Genedata. El porcentaje
de inhibicion se represento frente a la concentracion de compuesto y se determiné el valor de CI50 a partir del ajuste
de curva de respuesta a dosis logistica.

Protocolo de ensayo de ADP Glo (ATP 10 uM) en formato de 384 pocillos
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Se distribuyeron 20 pl/pocillo de GSK3 4,7 nM y péptido 7 uM en KBA (HEPES 250 mM (pH 7,5), MgCI2 50 mM,
EGTA 5 mM, BRIJ-35 al 0,05 %) en placa de 384 pocillos opaca blanca. Se fijaron 100 nl/pocillo de los compuestos.
Se distribuyd 1 pl/pocillo de ATP 140 uM en KBA. Se incub6 a temperatura ambiente durante 60 minutos. Se
afadieron 20 pl/pocillo de ADP-glo (Promega, V9103) con Combi, y se incubaron a temperatura ambiente durante 40
minutos. Se afiadieron 40 pl/pocillo de ADP-glo (Promega, V9103) con Combi, se incubd a temperatura ambiente
durante 30 minutos. Se ley6 en Envision para la luminiscencia.

Protocolo in vivo de AIH

Se realizé hiperactividad inducida por anfetamina como se describe en Pan et al. Neuropsychopharmacology,
2011).

Cirugia: A los ratones que recibieron infusiones intracraneales se les implanté una canula de guia de acero
inoxidable (Plastics One, Roanoke, VA) dirigida al tercer ventriculo dorsal. Los ratones se anestesiaron con
quetaminal/xilacina (150 mg/kg y 10 mg/kg, respectivamente; 5 ml/kg de volumen de inyeccién). Usando un aparato
estereotaxico, la canula de guia (C232GC, calibre 26, Plastics One) con canula simulada insertada (C232DC) se
dirigié hacia el tercer ventriculo dorsal (-0,5 mm posterior a la Bregma, +0,0 lateral a la linea media y -3.0 (sitio de
inyeccion) ventral a la superficie del craneo), (Paxinos, 2001). Los ratones se recuperaron durante al menos 5 dias
antes del ensayo. Durante las infusiones, los ratones se restringieron suavemente. La canula simulada se remplazé
con la canula de inyeccion (calibre 26; que se prolonga 1,0 mm mas alla de la punta de la guia de 2,0 mm; C2321)
adherida al tubo de polietileno (PE50) conectado a una jeringa Hamilton de 10 pl. Las infusiones se controlaron
mediante una bomba de microinfusion (KDS 100, KD Scientific; New Hope, PA).

Procedimientos de comportamiento respecto a los ratones a los que se ha dosificado compuesto 22:

Se examind la hiperactividad inducida por anfetamina (AIH) en ocho camaras de campo abierto idénticas (41,91 x
40,64 x 30,48 cm (16,5" x 16" x 12"); AccuScan Instruments, Columbus, OH). La actividad se detecté por
interrupciones del rayo infrarrojo y se registraron automaticamente por el programa informatico VersaMax
(AccuScan). Las sesiones diarias se almacenaron automaticamente en intervalos de 5 minutos (VersaDat;
AccuSacn) para el analisis estadistico. La AIH se proces6 durante tres dias consecutivos de la siguiente manera:

Dia 1: los ratones se aclimataron al procedimiento de infusion limitandolos suavemente y retirando la canula
simulada. Los ratones se restringieron durante tres minutos en cuyo punto se remplazé la canula simulada.
Entonces los ratones se colocaron en el campo abierto durante 20 minutos y después se retiraron para una
inyeccion de disolucion salina. Los ratones se colocaron de nuevo en el campo abierto durante 30 minutos
adicionales, en cuyo punto los ratones se devolvieron a su jaula de hogar.

El dia 2 se proceso de forma idéntica al dia 1, con la excepcion de que el segundo dia durd una hora (20 minutos
— inyeccion — 40 minutos) y la aclimatacion restringida incluia una infusion ICV de disolucién salina (2 minutos
de infusién seguida de un minuto para la difusion del farmaco desde la canula de inyeccion).

El dia 3 fue el dia de exposicidon a anfetamina. Los ratones se pretrataron con una infusién de compuesto 22 o
vehiculo 40 minutos antes de colocarse en el campo abierto. Después de 20 minutos, los ratones se retiraron y
expusieron a anfetamina, y se colocaron de nuevo en el campo abierto durante 80 minutos.

Dosificacion: 3 mg/kg, 10 mg/kg o 30 mg/kg. Vehiculo: PEG400 al 45 %, disolucion salina al 45 %; DMSO al 10 %.
Los resultados se muestran en las figuras 7 y 8.

Procedimientos de comportamiento respecto a ratones a los que se ha dosificado compuesto 70

Se examind la hiperactividad inducida por anfetamina (AIH) en ocho camaras de campo abierto idénticas (41,91 x
40,64 x 30,48 cm (16,5" x 16" x 12"); AccuScan Instruments). La actividad se detectd por interrupciones del rayo
infrarrojo y se registraron automaticamente por el programa informatico VersaMax (AccuScan). Las sesiones diarias
se almacenaron automaticamente en intervalos de 5 minutos (VersaDat; AccuSacn) para el analisis estadistico. La
AlH se proceso durante tres dias consecutivos de la siguiente manera:

e Dia 1: Los ratones se colocaron en el campo abierto durante 20 minutos antes de retirarlos para una
inyeccion de disolucién salina. Los ratones entonces se colocaron de nuevo en el campo abierto durante 30
minutos adicionales, en cuyo punto los ratones se devolvieron a su jaula de hogar.

e El dia 2 se procesé de forma idéntica al dia 1, con la excepcién de que, en el dia 2 el tiempo total fue una
hora (20 minutos antes de la inyeccion seguido de 40 minutos de control de la actividad).

e FEl dia 3 fue el dia de exposicion a anfetamina. Los ratones se pretrataron con compuesto 137 (i.p.
(intraperitoneal)) 30 minutos antes de colocarse en los campos abiertos. Después de 20 minutos, los ratones se
retiraron, se expusieron a anfetamina y se colocaron de nuevo en el campo abierto durante 80 minutos.

Dosificacion: 3 mg/kg, 10 mg/kg o 30 mg/kg. Vehiculo: PEG400 al 45 %, disolucion salina al 45 %; DMSO al 10 %.
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Los resultados se muestran en la figura 11.

Resultados

Resumen de los resultados de cribado

La figura 2 presenta una ruta ejemplar para el desarrollo de sonda.

Se completé un cribado de alto rendimiento de aproximadamente 320 000 compuestos frente a GSK3p humana en
formato de placa de 1536 pocillos. El cribado caracterizé un promedio de Z' > 0,8. Aproximadamente 1000
compuestos que mostraron mas de un 25 % de inhibicién se seleccionaron como activos.

Estos compuestos activos, junto con aproximadamente 1000 de sus analogos negativos en la coleccion, se
escogieron y se evaluaron sus potencias (Clsp) frente a GSK3B en dosis en un nuevo ensayo de confirmacion. En
paralelo, también se completd un contracribado para descartar los positivos falsos debido a inhibiciéon de reactivos
de deteccion. Los compuestos con potencia prometedora (Clsp < 10 uM frente a GSK3f en esta fase), pero sin
inhibicion de reactivos de deteccion, se evaluaron adicionalmente para las caracteristicas estructurales que
probablemente los hacen novedosos, selectivos y maleables.

Se deseaban inhibidores de GSK3 altamente selectivos y potentes. Dado que se ha hecho una gran cantidad de
trabajo sobre la diana GSK3, el foco fue las series estructurales que no poseian armazones comunes a inhibidores
de cinasa conocidos. Este filtro inicial permitié la seleccién de un ndmero limitado de armazones de la coleccion
original de mas de 320 000 moléculas pequefas cribadas. La seleccion del armazon de pirazolodihidropiridina
(esquema 1) como punto de partida de sonda inicial se hizo basandose en los resultados de experimentos de
ADP-Glo (véase mas adelante, tabla 2, entrada 1) que indicaron una potencia frente a GSK3B en el intervalo
submicromolar. Basandose en una busqueda de PubChem, este armazén se habia analizado en una gran seleccion
de ensayos (>600), pero se confirmd como activo en Unicamente un ensayo diferente a los ensayos descritos en la
presente memoria, que no pertenecian a la inhibicion de cinasa. En segundo lugar, como se ilustra en el esquema
1a y b, la sintesis de este armazén le permitié la rapida introduccion de diversidad quimica. Esta maleabilidad
sintética elevada gener6 una diana atractiva desde un punto de ventaja quimico. Se hizo un analisis de selectividad
inicial para determinar el porcentaje del cinoma inhibido por nuestro acierto de HTS inicial (compuesto 1) usando un
perfil de todo el cinoma (Carna Biosciences). El ensayo de selectividad descrito anteriormente examiné la capacidad
inhibidora del compuesto 1 de pirazolodihidropiridina frente a 311 cinasas (que representan un 60 % del cinoma
existente) a una concentracion mantenida de 10 uM. Capturados en la tabla 1 a continuacién estan los resultados de
las Unicas cinasas inhibidas a mas de un 50 % por el tratamiento con compuesto 1 a 10 pM.

Tabla 1. Porcentaje de inhibicion de cinasas seleccionadas por el acierto de HTS (compuesto 1) a 10 pM.

Cinasa % de inhibicién a 10 yM de compuesto 1 Clsp para el compuesto 3 (M)
GSK3a 100.7 0.161
GSK3p 99.4 0.232

CK15 944 21.40

CK1a 57.2 >30

CK1e 50.0 >30

CHIR99021 (o CHIR 99021) es un inhibidor de GSK3p del estado de vanguardia. Cuando este compuesto se
comparaba para la selectividad con los mismos criterios que el acierto de HTS, CHIR99021 inhibia 21 cinasas a mas
de un 50 % a 10 uM. Este analisis de selectividad inicial, combinado con la excelente potencia dio lugar a la
conclusién de que el armazén de pirazolodihidropiridina seria una excelente eleccion para analisis adicional como
candidato de sonda o como un agente terapéutico potencial. El compuesto 3, un enantiémero del compuesto 1, se
examind para la actividad frente a la lista de cinasas previamente determinadas (tabla 1), que ilustra que el
compuesto 3 era selectivo para GSK3B y no inhibia ninguno de la familia de CK1 como se observa cuando se
examina la mezcla racémica.

Examen de resonancia de plasmones superficiales

Entonces se utilizé un ensayo de unién directa como un andlisis secundario de la actividad del compuesto. Se
empled resonancia de plasmones superficiales (SPR) para examinar una pequefia coleccion de derivados
pirazolodihidropiridina descritos en la presente memoria. Tras el examen usando este ensayo, se descubrié que la
sustitucion del anillo arilo en la posicion 2 daba lugar a un aumento de dos veces en la afinidad de estas moléculas
por GSK3B. El acierto de HTS (compuesto 1) tiene una Kp determinada de forma experimental de 130 nM. El
compuesto 20 tiene una Kp determinada de forma experimental de 60 nM.
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Separacion de enantiomeros

La separacion de los dos enantidmeros de compuesto 20 se completd para llegar a un compuesto individual. El
compuesto 22, el enantiomero R del compuesto 20, inhibia 8 cinasas a mas de un 50 % a 10 uM, y fue selectivo
para GSK3 en mas de 22 veces (22 veces respecto a la siguiente cinasa mas cercana, CDKS5) (véase la tabla 5). La
estequiometria absoluta del enantidmero se determiné mediante cocristalizaciéon del compuesto 22 con GSK3j
(véase la figura 4). La estructura cristalina también confirmd que el compuesto se une al sitio de unién de ATP. Para
generar cocristales de GSK3p/compuesto 22, se us6 el siguiente procedimiento: (1) se afiadié un exceso molar de 5
veces de compuesto 22 (en DMSO al 100 %) a una GSK3p diluida y después se mezclé suavemente; y (2) el
complejo de GSK3f/compuesto 22 se incubd en hielo durante 30 minutos, se concentré hasta 5 mg/ml y después se
cribé con los métodos descritos anteriormente. Los cristales se nuclearon en cuatro dias y crecieron hasta un
tamafio maximo después de una semana. Los cristales para GSK3p/compuesto 22 se transportaron a la instalacion
de sincrotron de NSLS en Brookhaven National Laboratory y se evaluaron usando la linea de luz X29.

Se disefiaron y sintetizaron compuestos para explorar SAR en diferentes restos quimicos del armazéon de
pirazolodihidropiridina, potenciar las propiedades deseadas incluyendo la potencia, selectividad, solubilidad y, en
algunos casos, estabilidad microsémica, y disminuir las inestabilidades. Se separaron mezclas racémicas de
determinados analogos y se midieron las actividades de los enantiomeros (tabla 2).

La caracterizacion bioquimica de estos compuestos sintetizados se evaluo frente a GSK3p y CDK5/p25, sirviendo
CDK5/p25 como contradiana de la selectividad de GSK3B. También se realizé una caracterizacion bioquimica
adicional para la potencia y la selectividad en Carna Biosciences. También se realizé una bateria de ensayos
basados en células para evaluar la actividad celular de un subconjunto de estos compuestos. Estos ensayos
basados en células incluyen la fosforilacion de Tau en células de fisiopatologia humana SH-SY5Y, translocacion
nuclear de beta-catenina y el ensayo indicador de TCF/LEF que controla la ruta de sefalizacion de Wnt en células
HEK293. También se controlaron los efectos de estos compuestos sobre la supervivencia de células de
fisiopatologia SH-SY5Y. El compuesto 54 demuestra coherentemente una potencia de 10-20 nM frente a GSK3p,
una selectividad de 150-380 veces respecto a CDK5/p25, un perfil selectivo de cinoma superior en comparacion con
CHIR99021 y potente actividad celular.

Una busqueda de PubChem para el compuesto del acierto para el cribado primario (compuesto 1) revelé que se
habia ensayado en 652 bioensayos y se confirmé como activo Unicamente en un ensayo diferente a los ensayos
descritos en la presente memoria. El ensayo fue un cribado de inhibidores de hidroxiesteroide (17-beta)
deshidrogenasa 4 (HSD17B4) con una potencia de 25,1 uyM. Basandose en esta informacién, el compuesto no
parece ser un inhibidor promiscuo, ademas el armazén no contiene ninguna inestabilidad quimica obvia.

Andlisis de SAR
Los resultados se describen en la tabla 2.

Tabla 2. Resultados de ensayo ejemplares.

compueso| APGl | om0 CHEST | S AR | GBiGe | SR ots| GRS Yook
10 pM) (M) (uM) (Ka) (M) selectividad factorial
1 B B B B >100X
2 D B c
3 B B B 219X
4 B A B
5 B B B B B
6 C B B
7 D B c
8 C B B B B
9 C B B B C
10 B A C B 111X
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compueso| APGl | om0 CHEST | S SRS | By | SR oas| GRS en e oK,
10 uM) (uM) (M) (Ka) (uM) selectividad factorial

1 B A B C B 61X
12 C C C C A
13 B A A 6X
14 B A B
15 C B C C C
16 B A A 14X
17 B A B 14X
18 B B B
19 C B C
20 B A A A D 57X
21 C B c
22 A A A
23 B B B D C
24 D D C C C
25 A A A 124X
26 C B C C B
27 A A A 34X
28 A A A 12X
29 D B C
30 B B B 81X
31 D D
32 B A A 30X
33 A A A 131X
34 D C D
35 C B B D D 7X
36 B C B B D
37 B B B B C
38 D C C B D
39 C C C D D
40 C B B D D
41 A A A 51X
42 C B B 23X
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Ensayo de

Compuesto) ADP Glo | 270 GSikaa | ‘cl do GBIOR | GSKap | SER CKIB| GEeih onie 2 DI

' 10 pM) (M) (M) (Ka) (uM) selectividad factorial
43 C C C

45 B B B 20X
46 C B B X
47 B A B 34X
48 B A A 35X
49 B B A 12X
50 B C B

51 C B B

52 A A A 615X
53 A A 1076X
54 A A A 105X
55 C C C

56 B B B

57 A A

58 B A A

59 A B A

60 B B B

61 B B B

62 A A A 165X
63 A A A 276X
64 A A A 162X
65 B B B 130X
66 C C

67 B A B 47X
68 A A A 244X
69 A A

70 A A

71 B C

72 A A

73 B B

74 A A

75 B B

(0]
[de]
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Compuesto
n.°

Ensayo de
ADP Glo
GSK3p (ATP
10 pM)

Ensayo Caliper,
C|5o de GSK3a

(M)

Ensayo Caliper,
C|5o de GSK3B

(M)

SPR
GSK3p
(Ka) (M)

SPR CK15
(Ka) (uM)

Ensayo de ADP Glo
GSK3p frente a CDK5
selectividad factorial
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compueso| APGl | om0 CHEST | S SRS | By | SR oas| GRS en e oK,

10 uM) (uM) (M) (Ka) (uM) selectividad factorial
113 A A
114 A A
115 C C
112 A A
116 A A
118 A A
117 A A
119 B A
120 B B
127 B A
128 D B
121 B B

Para la tabla 2, "A" indica una Clsp 0 Kyq de < 0,100 pM, "B" indica una Clso 0 K4 de 0,101-1,000 pM, "C" indica una
Clsp 0 Kq de 1,001-5,000 pM, "D" indica una Clsp 0 Ky de 5,001-30,000 uM y "E" indica una Clsp 0 Kq >30 pM.

Aunque se mantiene R® como un grupo metilo, se exploraron diversas sustituciones en el anillo fenilo. La naturaleza
del sustituyente tiene poco efecto sobre la potencia del compuesto, fluoro, cloro, trifluorometilo, metilo, metoxi y
ciano produjeron todos compuestos con potencia similar. La posicion del sustituyente, sin embargo, tuvo un impacto
mas profundo en la actividad. La sustitucion en la posicién orfo produjo los compuestos mas potentes, aunque en
general, la selectividad mas baja frente a CDK5. Los compuestos sustituidos en la posicion meta fueron ligeramente
menos potentes, pero presentaron mayor selectividad sobre CDK5. Los compuestos que se sustituyeron en la
posicion para produjeron una bajada significativa en la actividad de GSK3 que puede predecirse basandose en la
union observada en la estructura cristalina (figura 4). La estructura cristalina muestra que, aunque hay bolsillos para
los sustituyentes en la posicion 2 y 3, la unidn en la posicion 4 del anillo fenilo es demasiado estrecha para tolerar
grupos mas grandes que el hidrégeno. Los compuestos que eran particularmente interesantes debido a su actividad
en el ensayo primario y los ensayos celulares fueron el compuesto 2-fluoro, 2-trifluorometilo, 2-metoxi, 2-metiltio,
3-trifluorometilo y 3-ciano.

En casos donde R® se mantenia constante como un grupo metilo, se explord el remplazo del grupo fenilo con
heteroaromaticos. El remplazo del grupo fenilo con tiofenos produjo una bajada en la potencia contra GSK3 y ningin
aumento en la actividad celular. El remplazo con imidazol también dio lugar a una bajada en la potencia contra
GSKa3. El remplazo con un grupo 3-piridilo produjo un compuesto que era equipotente con el compuesto del acierto y
solubilidad aumentada, sin embargo, no tenia actividad celular apreciable. Otros remplazos con piridilo produjeron
una bajada en la potencia en comparacion con el compuesto del acierto.

Habiendo investigado una gama de remplazos comunes y sustituciones para el grupo fenilo, se eligié el 2-metoxi
fenilo por su potencia, selectividad y propiedades fisicas para su uso como el compuesto basico para estudios de
SAR adicionales. El movimiento del grupo dimetilo geminal hasta la posicién a del carbonilo produjo un compuesto
que tenia una bajada en la potencia en el ensayo primario y una pérdida de actividad en los ensayos celulares. La
eliminacién del grupo dimetilo geminal provocé una pérdida moderada de actividad. El remplazo del anillo de seis
miembros con un anillo de cinco miembros proporcioné el compuesto aromatizado, que no tenia actividad contra
GSKa. La eliminacién del anillo que ceto produjo una bajada significativa en la actividad. El remplazo del dimetilo
geminal con un grupo ciclohexilo proporciond un compuesto que era potente de forma similar al compuesto principal,
sin embargo, perdio actividad en los ensayos celulares.

Se exploraron compuestos para los que se ha remplazado o sustituido el pirazol en el grupo metilo. La eliminacion
del grupo metilo del pirazol produce un compuesto que tiene potencia comparable al compuesto principal, lo que
indica que el grupo metilo no es vital para la actividad. El remplazo del metilo con grupos alquilo mas grandes, tales
como etilo, isopropilo y tercbutilo presentan una tendencia de disminucién de la actividad segun aumenta el tamafio
del grupo. Esto puede explicarse por la estructura cristalina ya que hay pequefio bolsillo en esta posicion que puede
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explotarse para la sustitucion, que permite el aumento en el tamafio hasta etilo, sin embargo, aumentos adicionales
provocan interacciones negativas. El remplazo con fenilo provoca una bajada en la potencia y una disminucion en la
actividad en los ensayos celulares. El pirazol que contiene trifluorometilo, aunque es potente de forma similar al
compuesto principal en el ensayo primario, muestra una mejora significativa en los ensayos celulares,
presumiblemente debido al aumento de la permeabilidad. El remplazo del pirazol con un oxazol o fenilo proporciona
compuestos con actividad limitada.

La estabilidad microsémica de determinados compuestos es escasa. Principalmente, parece que la posicion
bencilica es propensa a oxidaciéon. Como se menciona previamente, el analogo aromatizado del compuesto del
acierto es inactivo. Como nuestro modo de metabolismo produce presumiblemente productos aromatizados, se
sintetizaron compuestos para bloquear este sitio de metabolismo. Para ensayar si la hidroxilacion mediada por P450
de la posicién bencilica era clave para el perfil de estabilidad metabdlica escasa de la serie, se sintetizé un
compuesto en que el hidrogeno en la posicion bencilica estaba remplazado con un deuterio en un esfuerzo por
aprovechar potencialmente un efecto de is6topo secundario y proporcionar un analogo con estabilidad metabdlica
mejorada. El remplazo con deuterio proporcioné un compuesto que tenia actividad similar al compuesto del acierto,
sin embargo, no hubo mejora en la estabilidad microsémica. La estructura cristalina indicé que la sustitucion en la
posiciéon bencilica con un grupo metilo puede tolerarse, por ejemplo, el compuesto 67 presentaba estabilidad
microsémica mejorada (de un 6 % a un 32 %) y tampoco producia una pérdida en la potencia contra GSK3, sin
embargo, este compuesto no presentaba actividad en los ensayos celulares. Los esfuerzos futuros estaran dirigidos
a compuestos que tienen un metilo en la posicion bencilica con actividad celular mejorada.

Basandose en los resultados de la sustitucion del fenilo y el pirazol mostrada en la tabla 2, se sintetizaron varios
compuestos hibridos. El remplazo del metilo en el pirazol del compuesto del acierto con un trifluorometilo provoca un
aumento en la potencia en el ensayo primario y la actividad en los ensayos celulares, lo que indica que el
trifluorometilo es beneficioso para la permeabilidad celular. La mono o disustitucion del fenilo con grupos fluoro y
trifluorometilo, da lugar a compuesto que, aunque son potentes en el ensayo primario, pierden actividad en los
ensayos basados en células.

Los resultados de la tabla 2 indicaron que un enantidmero en las mezclas racémicas de los compuestos era
responsable de la actividad observada que entonces se explicaba por la uniéon del enantidmero activo en la
estructura cristalina, por lo tanto, se realizé la separacién de los enantidmeros de varios compuestos. Para estos
compuestos, se descubrié que el enantiomero en el que el grupo arilo estaba "caido", como se muestra en las
estructuras a continuacion, era tipicamente mas potente para GSK3p.

Altamente potente para GSK33 Débilmente potente para GSK3j3

Caracterizacion quimica del compuesto 54

El compuesto 54 se analizé por UPLC, espectroscopia de RMN de H y 3¢, y espectrometria de masas de alta
resolucion. Los datos obtenidos de RMN y espectroscopia de masas fueron coherentes con la estructura del
compuesto 54 (datos no mostrados) y la UPLC indicd una pureza aislada de >95 %.

La solubilidad del compuesto 54 se determiné experimentalmente en 85 uM en disolucién salina tamponada con
fosfato (PBS, pH 7,4, 23 °C). La unién a proteina plasmatica (PPB) se determiné en un 93 % unida en plasma
humano. El compuesto 54 es estable en plasma humano, con aproximadamente un 97 % restante después de un
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periodo de incubacion de 5 horas. Se descubrié que el compuesto era estable en glutation (GSH) con un 99 %
restante después de 48 horas.

La estabilidad del compuesto 54 en PBS (DMSO al 0,1 %) se midié6 durante 48 horas. La concentracion del
compuesto 54 permanecio constante durante 48 horas a aproximadamente un 200 % (datos no mostrados). Sin el
deseo de limitarse a teoria alguna, se cree que el aumento gradual en la concentracién es el resultado directo de la
disolucién de mas compuesto en PBS a lo largo del tiempo. En otras palabras, el ensayo de estabilidad en PBS se
realizdé en las condiciones recomendadas, la solubilidad cinética del compuesto 54 se midi6 en PBS y no su
estabilidad. Por tanto, la cantidad total de compuesto 54 presente en el pocillo después de que el compuesto se
tratara con PBS en solitario se determiné para una longitud de tiempo dada. Se afiadié acetonitrilo en diversos
puntos temporales a los pocillos que contenian compuesto 54 en PBS y se midi6 la cantidad total del compuesto.
Este resultado se muestra en la figura 1. A partir de estos resultados, parece que el compuesto 54 es estable en
PBS ya que mas de un 95 % esta aun presente después de 48 horas de incubacion.

Andlisis analitico adicional

Se descubrié que el compuesto 54 estaba un 93 % y un 91 % unido a plasma humano y de ratén respectivamente y
era estable en plasma humano y de raton con un 97 % y un 99 % restante después de 5 horas. El compuesto del
acierto, la sonda racémica y siete analogos se sometieron a microsomas de ratén para el analisis de estabilidad
(tabla 3). Se descubri6 que la sonda racémica era inestable a los microsomas de ratdon con <1 % restante después
de 1 hora. Todos los demas analogos que estaban sin sustituir en la posicion bencilica tenian <7 % restante
después de 1 hora, lo que indica que la responsabilidad metabdlica principal es la posicién bencilica. La sustitucion
en la posicién bencilica con un grupo metilo produjo un 32 % de compuesto restante después de 1 hora.
Compuestos adicionales con sustitucion en la posicion bencilica pueden producir potencia aumentada manteniendo
al mismo tiempo o mejorando este aumento de estabilidad metabdlica.

Tabla 3: Solubilidad, unién a proteina, estabilidad en plasma y estabilidad microsémica de compuestos selectos.

Solubilidad Analitica (en ratones)
Numero de
compuesto en PBS sin Union a proteina | Estabilidad en plasma Estabilidad
DMSO (uM) % unida a % restante microsémica a 60 min
1 20.6 83.7 96.9 6.0
4 83.2 98.6 6.8
20 130.2 771 87.2
53 94.7 98.7 0.3
67 388.1 84.8 99.7 32
83 409.6 89.8 1016 51.5
108 >500 79.4 96.6 108.2
95 253.2 86.8 99.0 68.2
113 107.8 90.0 90.5 44.8

Todos los valores son el promedio de al menos dos réplicas
Actividad celular

GSK3pB es constitutivamente activa y a menudo sirve como regulador negativo de la sefalizacion celular. La
inhibicién de GSK3p elimina esta regulacion negativa, que provoca la activacion de diversas rutas celulares. Muchas
proteinas, incluyendo beta-catenina en la ruta de sefializaciéon de Wnt y la proteina Tau en la dinamica de
microtubulos, se someten a fosforilacion por GSK3p. Especificamente, GSK3[ fosforila directamente la proteina Tau
en Ser199 y modula el autoensamblaje de Tau. La hiperfosforilacion de Tau esta implicada en la fisiopatologia del
trastorno de Alzheimer. La beta-catenina se fosforila por GSK3B en la region del extremo N y esta fosforilacion
marca la proteina para su degradacion. La acumulacion de beta-catenina después de la inhibicion de GSK3pB se
transloca al nucleo y activa los genes dirigidos por el promotor de TCF/LEF en la ruta de Wnt canénica. Tau y -
catenina se eligen como dos sustratos independientes para evaluar la inhibicion de GSK3@ en tres ensayos
celulares:
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1) Evaluar la cantidad de fosforilacién de Tau (Ser199) en células SH-SY5Y tras la inhibicion de GSK3pB (AID
624057);

2) Evaluar la cantidad de acumulacion nuclear de beta-catenina después de la inhibicién de GSK3f en células
U20S (AID 624086) y la posterior activacion de TCF/LEF por beta-catenina nuclear aumentada en células
HEK293 (AID 624088).

Se exploré la monosustitucion en el grupo fenilo, y se evaluaron adicionalmente algunos de los compuestos
enzimaticamente activos en ensayos celulares. La sustitucion con cloro, metoxi y trifluorometilo en la posicion 2 del
grupo fenilo generaron compuestos con una Clsp <1 uM en ensayos enzimaticos, y eran activos en la inhibicién de la
fosforilacion de Tau (Clsp <10 pM) por GSK3B. Una 3-sustitucién con un grupo trifluorometilo en el anillo fenilo
también fue activa en el ensayo de fosfo-Tau. Estos compuestos eran activos de forma similar en el ensayo de
translocacion nuclear de beta-catenina y el ensayo indicador de TCF/LEF con CEsp entre 5y 25 uM.

Basandose en el 2-metoxi en el anillo fenilo, se exploraron sustituciones en el pirazol. La trifluorosustitucion en el
pirazol obtuvo la mejor actividad celular en la serie, con una Clsy submicromolar (0,48 uM) en el ELISA de p-Tau, y
una CEsp en el ensayo indicador de TCF/LEF de <10 pM.

La trifluorosustitucion en el pirazol se fijo y la sustitucion en el anillo fenilo se evalué adicionalmente en ensayos
enzimaticos y celulares, y se descubrié que 2-metoxi en el anillo fenilo tiene un perfil de actividad celular superior.

Como se esperaba, también se descubrié que enantidmeros enzimaticamente activos eran activos en las células.
Aunque el compuesto 47, el compuesto 50 y el compuesto 51 tienen actividades enzimaticas similares, el compuesto
50 demostrd una selectividad reducida contra CDK5. El compuesto 54 se eligi6 como una sonda debido a su
excelente potencia y selectividad.

Los resultados de los ensayos de Tau, B-catenina y TCF/LEF se muestran en la tabla 4 y las figuras 14A a 14B.

Tabla 4. Resultados de los ensayos ejemplares de Tau, 3-catenina y TCF/LEF.

N.° de CEso de ELISA de Inhibicion de p-Tau | CEso de translocacion de beta- CEsp de
compuesto en SH-SY5Y (uM) catenina (uM) TCF/LEF (uM)
1 >30 >50 >25
2 >30 >50 >25
3 11.51 >50 31
4 NT >50 >25
5 NT NT >25
8 NT NT >25
9 NT NT >25
10 5.02 NT 12.69
11 NT NT >25
12 NT NT >25
13 2.49 411 24.0
14 NT NT 31.3
15 NT NT >25
17 NT >50 >25
18 NT >50 >25
19 NT NT >25
20 9.14 NT 17.85
21 >30 NT >25
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N.° de CEso de ELISA de Inhibicion de p-Tau | CEso de translocacion de beta- CEsp de
compuesto en SH-SY5Y (uM) catenina (M) TCF/LEF (uM)
23 NT NT >25
24 NT NT >25
25 2.85 10.94 4.34
26 >25
27 4.24 12.0 9.59
28 1.80 6.32 4.80
29 >30 >50 >25
30 4.68 11.2 7.67
31 NT >50 >25
32 NT NT 234
33 2.50 11.99 5.16
34 NT NT >25
35 >25
36 NT NT >25
37 NT NT >25
38 NT NT >25
39 NT NT >25
40 NT NT >25
41 2.27 11.79 6.70
42 NT >50 >25
43 >30 >50 >25
44 NT >50 >25
45 NT >50 >25
46 NT >50 >25
47 NT 30.37 11.40
48 NT 24.56 16.20
49 NT >50 >25
50 NT >50 >25
51 NT >50 >25
52 0.507 13.10 9.32
53 1.76 14.00 16.85
54 1.70 6.97 5.35
55 >30 >50 >25
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N.° de CEso de ELISA de Inhibicion de p-Tau | CEso de translocacion de beta- CEsp de
compuesto en SH-SY5Y (uM) catenina (M) TCF/LEF (uM)
56 NT >50 >25
58 NT NT >25
59 >25
60 NT NT >25
61 >25
62 0.652 4.23 3.93
63 1.38 3.34 4.83
64 NT NT >25
65 >25
67 NT NT >25
68 1.58 10.83 7.77
69 2.41 20.75
70 0.819 1.86

71 >30

72 0.426 1.49
73 220 >25
74 2.09 6.19
76 2.09 6.19
80 5.63
89 22.19

92 20.41

95 6.35

104 4.48

110 4.55

111 2.98

113 4.80

NT = no ensayado

Ensayos de perfilado

Selectividad amplia de cinoma. Un componente clave para generar una sonda util para determinar la funcion de
GSK3p en el SNC es la selectividad de accién en solidificacion. En la figura 5 se ilustran graficos que representan el
porcentaje del cinoma que se inhibe por cada compuesto investigado. Como se muestra, CHIR99021 es de muy
baja selectividad en comparacion con las pirazolodihidropiridinas descritas en la presente memoria. El acierto de
HTS (compuesto 1) muestra excelente selectividad funcional contra este panel de 311 cinasas, inhibiendo
Unicamente 5 cinasas como se describe previamente. Otros dos compuestos examinados de este modo (compuesto
22 y compuesto 54) mostraron marcas de selectividad notables, inhibiendo unicamente un 2,3 y un 2,6 del cinoma
(311 cinasas) respectivamente, con potencias notablemente mejoradas analizadas en la siguiente seccion.
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Determinacion de selectividad absoluta. Un segundo delimitador utilizado para llegar al compuesto 54 fue la
selectividad absoluta en Clsp de cada compuesto contra la cinasa diana (por ejemplo, GSK3pB) y la siguiente
antidiana mas cercana. En los tres casos anteriores (compuesto 1, compuesto 22 y compuesto 54), la eleccion del
compuesto a perseguir llegd a estar muy clara al observar estos valores. A continuacion (tabla 5) se ilustran las
determinaciones de Clsg para dos de estos compuestos contra cinasas seleccionadas que se inhibieron mas de un
50 % a una concentracion de 10 pM.

Tabla 5. Selectividad absoluta de compuestos seleccionados.

. Factor de . Factor de
Cinasa C”’Eﬁ'”ﬁfﬁ 22| electividad Cinasa C”“Eﬁ”ﬁ? 22 | electividad
50 L0 5 Ju

GSK3u 0.027 - GSK3a 0.013 -

GSK3p | 0061 | - GSK3p | 0012 | -
CDK2/CycA? | 15 25 CDK2/CycA? | 3.0 325
CDK2/CycEl | 2.2 | 36 CDK2/CycEl | 44 367

CDES | .4 23 CDES |.® 150

Utilizar una medicién absoluta en lugar de un perfil de selectividad general permite la conclusion de que el
compuesto 54 es mucho mas selectivo que el compuesto 22 (factor de selectividad de 150 en comparacion con 23
contra CDK5, la cinasa inhibida por el maximo % a 10 uM). El factor de selectividad en este caso se determina
comparando la Clsp del compuesto contra GSK33, con aquella contra las otras cinasas competidoras. La cuestion de
selectividad se analiza en mas detalle en la seccion de discusion.

Farmacocinética y distribucion cerebral del compuesto 70

Se administré una Unica dosis intraperitoneal de compuesto 70 (estructura mostrada en la figura 10) o CHIR99021 a
ratones C57BL/6 macho a 30 mg/kg o 12,5 mg/kg, respectivamente. La farmacocinética (por ejemplo, concentracion
en plasma y distribucion cerebral) del compuesto 70 y CHIR99021 se midié después de la dosis en diferentes puntos
temporales (hasta aproximadamente 8 horas). Los resultados (mostrados en la figura 10) indican que, en
comparacion con el compuesto CHIR99021, el compuesto 70 mostraba un perfil farmacocinético mejorado, tal como
exposicion sistémica y distribucion cerebral.

El compuesto 70 induce cambios morfologicos en lineas celulares de AML coherentes con la diferenciacion
mieloide

En el dia tres tras el tratamiento quimico, se realizaron preparaciones de Cytospin. Se evaluaron los cambios en la
morfologia por tincion con Giemsa de May-Grunwald (Sigma Aldrich). Se adquirieron imagenes por microscopia
optica a 400x aumentos. Los resultados mostraron que la tincion con Giemsa de May-Grunwald de las lineas
celulares de AML tres dias después del tratamiento con el compuesto 70 demostraban diferenciacion celular en
comparacion con los controles tratados con vehiculo (figura 12).

El compuesto 70 induce una caracteristica de expresion génica en lineas celulares de AML coherente con la
diferenciacion mieloide

Se realizé GE-HTS usando métodos previamente descritos para evaluar una caracteristica de expresién compuesta
de genes que distinguen AML del estado diferenciado de neutréfilos o monocitos (Banerji V, Frumm SM, Ross KN, Li
LS, Schinzel AC, Hahn CK, Kakoza RM, Chow KT, Ross L, Alexe G, Tolliday N, Inguilizian H, Galinsky I, Stone RM,
DeAngelo DJ, Roti G, Aster JC, Hahn WC, Kung AL, Stegmaier K. The intersection of genetic and chemical genomic
screens identifies GSK-3alpha as a target in human acute myeloid leukemia. J Clin Invest. 2012; 122:935-947; Hahn
CK, Berchuck JE, Ross KN, Kakoza RM, Clauser K, Schinzel AC, Ross L, Galinsky I, Davis TN, Silver SJ, Root DE,
Stone RM, DeAngelo DJ, Carroll M, Hahn WC, Carr SA, Golub TR, Kung AL, Stegmaier K. Proteomic and genetic
approaches identify Syk as an AML target. Cancer Cell. 2009; 16:281-294). Los 32 genes marcadores para
diferenciacion mieloide se eligieron usando los conjuntos de datos relacionados con AML de Affymetrix publicados
previamente (Stegmaier K, Ross KN, Colavito SA, O'Malley S, Stockwell BR, Golub TR. Gene expression-based
high-throughput screening(GE-HTS) and application to leukemia differentiation. Nat Genet. 2004; 36:257-263). Estos
genes han demostrado distinguir AML de neutréfilos o monocitos con p < 0,05 por ensayo de la t y distinguir
indiferenciados frente a diferenciados de HL-60 con ATRA, 12-miristato 13-acetato de forbol o 1,25-dihidroxivitamina
D3 con p < 0,05 por ensayo de la t. Este ensayo usa amplificacion mediada por ligamiento con un sistema de
deteccion basado en microesferas fluorescentes para cuantificar la expresion de hasta 500 genes en un Unico
pocillo. Se usan dos métodos de puntuacion principales para cuantificar la induccién de la caracteristica de
diferenciacion mieloide de 32 genes. La suma de la puntuacion combina las relaciones de expresion (gen
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marcador/gen de control) sumandolas con un signo determinado por la direccion esperada de regulacion de los
controles positivos tratados con ATRA. La suma de la puntuacién ponderada combina las relaciones de expresion
sumandolas con un peso y signo determinados por la relacién de sefial a ruido de cada relacion de expresion para
las muestras de control positivo (tratado con ATRA) y de control negativo (tratadas con DMSQ). Para evaluar la
significacion estadistica de las diferencias entre estas puntuaciones de diferenciacion, se emple6 un ANOVA
unidireccional con una correccion de Bonferroni en un ensayo post-hoc. Estos resultados muestran que el
compuesto 70 inducia una caracteristica de expresién génica en lineas celulares de AML coherente con
diferenciacion mieloide (figura 13A y 13B).

Discusion

Partiendo del acierto de HTS, se investigd el SAR de cuatro regiones de la molécula mediante la sintesis de
multiples compuestos, la posicion bencilica, el resto pirazol, el anillo fenilo y la dicetona derivados del anillo en la
parte occidental de la molécula guiada por analisis de estructura cristalina (véase la figura 4). La sustitucion en la
posiciéon bencilica con un grupo metilo se toler6. La oxidacion del anillo central dio lugar a una pérdida en la
actividad. Las modificaciones en el pirazol se toleraron, tales como sustitucion con un grupo trifluorometilo. Mediante
SAR del anillo fenilo, se descubrié que compuestos que tienen sustitucion en la posiciéon 2 o 3 eran particularmente
activos. La sustitucion con heteroaromaticos se tolerd. Se descubrié que compuestos con sustitucion en la posicion 4
presentan alguna actividad. Se descubrié que el compuesto que tiene sustitucion de trifluorometilo o metoxi en la
posicién 2 o 3 era particularmente activo en células. El compuesto 54 se identific6 como mucho mas potente que el
compuesto del acierto, especialmente en ensayos celulares en que el compuesto del acierto era débilmente activo.

Globalmente, los datos apoyan la identificacion de una sonda potente (por ejemplo, Clso = 0,02 uM) (compuesto 54)
que inhibe GSK3 y es selectivo contra 309 otras cinasas con selectividad mayor de 150 veces (vide infra). Se
descubrié que el compuesto 54 era activo en tres ensayos celulares diferentes que presentan la capacidad del
compuesto de inhibir GSK3 en diferentes contextos celulares.

Ventajas sobre los inhibidores divulgados previamente

Existen otros inhibidores de GSK3p; sin embargo, se ha descubierto que estos compuestos que se han ensayado
contra otras cinasas carecen de selectividad (Leclerc, et al., J Biol Chem, 2001; 276: 251-260; Meijer, et al., Chem
Biol, 2003; 10:1255-1266; Polychronopoulos, et al., J Med Chem, 2004; 47:935-946; Leost, et al., Eur J Biochem,
2000; 267:5983-5994; Chang, et al., Chem Biol, 1999; 7:51-63). Las cinasas que los compuestos inhiben mas a
menudo son las cinasas dependientes de ciclina (CDK), con las que GSK3 es la que estd mas estrechamente
relacionada. Los perfiles de selectividad se compararon con los inhibidores de GSK3 existentes previamente tales
como CHIR 99021 (figura 6). CHIR 99021 se ensayd en un cribado frente a >300 cinasas, que confirma que el
compuesto inhibe CDK2 junto con muchas otras cinasas, incluyendo CDK5, CDK9, LIMK1, CLK1, PLK1, ERK5 a
mas de un 50 % a 10 yM. Una comparacién de la actividad y las propiedades fisicas del compuesto 54 y CHIR
99021 se muestra en la tabla 6 y una comparacion de la actividad del compuesto 54 para el perfil de cinasa de CHIR
99021 se muestra en la tabla 7. Como puede observarse en las tablas siguientes, el compuesto 54 presenta
potencia comparable con CHIR 99021 en todos los ensayos, mientras que presenta selectividad significativamente
mayor contra el cinoma. Ademas, basandose en los datos microsomicos de la tabla 3, resulta prometedor
desarrollar un inhibidor de GSK3 de esta clase con estabilidad microsémica y potencia, permitiendo estudios in vivo
que no son posibles con CHIR 99021 debido a sus escasas propiedades fisicas. En comparacién con los inhibidores
de GSK3 conocidos en la técnica, los compuestos descritos son mas estables en los microsomas y muestran
farmacocinética y/o perfiles de selectividad mejorados.

Tabla 6. Comparacion de la actividad y las propiedades fisicas de CHIR99021 y el compuesto 54.

Descripcion CHIR99021 | Compuesto 54
Clso ADP Glo GSK3p (uM) 0.008 0.02
TCF/LEF (pM) 6.0 4.8
Translocacion de beta-catenina (uM) 10.0 5.28
p-Tau (uM) 0.44 1.03
cLogP 3.57 4.34
tPSA 115 67
Log BBB (calculado) -0.38 0.33
Estabilidad microsémica M: 4 % M: 0 %
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Tabla 7. Comparacion del perfil de cinasa de CHIR 99021 y el compuesto 54 (% de inhibicién a 10 pM).

Cinasa CHIR99021 Compuesto 54
GSK3a 99.9 99.9
GSK3p 99.9 99.9
BRAF 53.8 10.8
CDK2/CycA2 79.3 78.7
CDK2/CycE1 67.2 73.5
CDK4 65.3 19
CDK5 51.2 86.7
CDK9 88.1 20.5
CK1g1 85.8 0.5
CK1g3 70.5 3.2
DYKR1B 70.5 52.5
Erk5 61.3 0.6
HIPK4 55.5 3.2
LIMK1 78.9 6.7
MAP2K6 65.3 0.1
MELK 53.5 4.5
MLK3 52.7 18.8
PKR 571 0.1
PLK1 59.2 21.3
RSK3 53.6 0.1

Estudios del mecanismo de acciéon

El compuesto 54 demuestra caracteristicas inhibidoras coherentes con ser un inhibidor competitivo de ATP. Las Clsg
se midieron contra GSK3B a dos concentraciones de ATP diferentes. En comparaciéon con una Clso de 24 nM en
ATP 7 uM, la Clso del compuesto 54 en 100 uM de ATP aumento hasta 143 nM, lo que sugiere inhibicion competitiva
de ATP.

De forma celular, la inhibicion de GSK3B por compuesto 54 elimina la regulacion negativa de dos rutas de
sefializacion importantes en la dinamica de microtubulos y la sefalizacion de Wnt. La beta-catenina en la ruta de
Wnt y la proteina Tau en la dinamica de microtubulos se someten a fosforilacion por GSK3B. GSK3B es
constitutivamente activa y a menudo sirve como regulador negativo de la sefializacion celular. Especificamente, la
inhibicion de GSK3p inhibe la fosforilacion de la proteina Tau, y la inhibicion de la fosforilacion de beta-catenina evita
la degradacion de b-catenina, promueve su translocacion nuclear y posteriormente activa el indicador TCF/LEF. Por
tanto, este compuesto y otros descritos en la presente memoria serian herramientas excelentes para investigar la
ruta de Wnt, asi como para sondear la dinamica de microtubulos en células y potencialmente en animales.

Los compuestos 22 y 54 se ensayaron en ensayos celulares, incluyendo como una herramienta para sondear las
rutas moleculares de GSK/Wnt in vitro mediante el uso de células progenitoras neurales humanas y de roedor para
determinar su capacidad de promover la neurogénesis. Mediante el uso de células madre pluripotentes inducidas-
células progenitoras neurales (iPSC-NPC) de pacientes con trastornos neuropsiquiatricos, tal como trastorno bipolar
y esquizofrenia, se explord la cuestion de si hay diferencias en la respuesta a moduladores de GSK3. Esto permitio
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la determinacion de la funcion de la sefializacion de GSK3 mal regulada en las patologias subyacentes. Lo que se
determiné es el efecto de la inhibicion de GSK3 selectiva en células que tienen una variacion genética en DISC1
para ayudar a comprender la funcién de la sefalizacion de DISC1/ GSK3 en la fisiopatologia de trastornos
neuropsiquiatricos.

Ensayos de neurogénesis

Se generaron células neuroprogenitoras humanas y se derivaron de acuerdo con métodos conocidos en la técnica.
Véase, por ejemplo, Zhao et al., J Biomol Screen. Octubre de 2012;17(9):1252-63. Se prepararon suspensiones de
células individuales a partir de iPSC-NPC humanas, se integraron de forma estable con el indicador de luciferasa
TCF/LEF y se distribuyeron en placas de 96 o 384 pocillos a las densidades de siembra de 20 000 o 6000 por
pocillo, respectivamente, usando un dispensador de microplaca Matrix WellMate (Thermo Scientific). Se uso el
formato de placa de 96 pocillos para medir los efectos de respuesta a dosis de Wnt3a vy litio (disolucion de cloruro de
litio, 10 M; Fluka, St. Louis, MO), mientras que se us6é un formato de placa de 384 pocillos para todos los
tratamientos con sonda de molécula pequefia y cribado quimico. El siguiente dia, las células se sometieron a
diversos tratamientos de 24 h. Justo antes de la lectura de luminiscencia, las placas se recogieron de una
incubadora a 37 °C y se equilibraron a temperatura ambiente durante 30 min antes de distribuir el reactivo SteadyGlo
(Promega, Madison, WI) (volumen equitativo 1:1 SteadyGlo:medio de cultivo). La luminiscencia se midi6é después de
una incubacion de 10 min usando un lector de placa de multiples marcadores EnVision (PerkinElmer, Waltham, MA).
Los resultados ejemplares se muestran en la figura 15, que indica que el compuesto 22 promovia la neurogénesis.

Los compuestos descritos en la presente memoria también pueden ensayarse in vivo, tal como ensayando el efecto
de inhibidores de GSK3 selectivos en modelos de ratén para trastornos neuropsiquiatricos, tales como el modelo de
hiperactividad inducida por anfetamina (AIH) para mania y el ensayo de natacion forzada y ensayos de impotencia
aprendida para depresion.

Equivalentes y alcance

En las reivindicaciones, articulos tales como "un/o", "una" y "el/la" pueden indicar uno o mas de uno. Las
reivindicaciones o descripciones que incluyen "o" entre uno o mas miembros de un grupo, se consideran satisfechas
si uno, mas de uno o todos los miembros del grupo estan presentes en, se emplean en o son pertinentes de otro
modo para un producto o proceso dado salvo que se indique lo contrario o sea evidente de otro modo a partir del
contexto. La invencion incluye realizaciones en que exactamente un miembro del grupo esta presente en, se emplea
en o es pertinente de otro modo para un producto o proceso dado. La invencion incluye realizaciones en que mas de
uno o todos los miembros del grupo estan presentes, se emplean en o son pertinentes de otro modo para un
producto o proceso dado.

Esta solicitud se refiere a diversas patentes emitidas, solicitudes de patente publicadas, articulos de revista y otras
publicaciones. Si hay un conflicto entre cualquiera de las referencias y la presente solicitud, prevalecera la memoria
descriptiva. Ademas, cualquier realizacion particular de la presente invencién que esté dentro de la técnica anterior
puede excluirse de forma explicita de una cualquiera o mas de las reivindicaciones. Como se consideran que dichas
realizaciones son conocidas para un experto en la materia, pueden excluirse incluso si la exclusién no se expone
explicitamente en la presente memoria. Cualquier realizacién particular de la invencion puede excluirse de cualquier
reivindicacion, por cualquier razén, esté relacionada o no con la existencia de técnica anterior.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula I:

R53R4b R4a H

5b N N
R =\
s _NH
RBb

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables,
en la que:

R y R? se seleccionan independientemente del grupo que consiste en grupo allfatlco opcionalmente sustituido, arilo
opcionalmente sustituido y heteroarilo opcionalmente sustituido; o R' y R? se toman junto con sus atomos
intermedios para formar un anlllo carbocmhco o heterociclico saturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido,
en el que el anillo formado por R y R? est4 condensado opcionalmente a un anillo arilo o heteroarilo;

R® se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, halo, -CN, -NO;, grupo alifatico opcionalmente sustltuldo

fenllo opcmnalmente sustltmdo heter00|cI|Io opmonalmente sustltmdo heteroarllo opcmnalmente sustltmdo -OR -

N(R )z, -SR -C(=0 R, -C(= O)OR C(= O)SR -C(= OB)N&R 2, -OC(= O)R -NR® C( O)R -NR® C(= O)N(R )2, -

OC( O)N%R -NR C( O)OR SC( O)R -C(=NR"R", -C(= NR )N(R) -NR® C(=N B)RB, -C(= S)R -
(=S)N(R NR C(= S)R -S(= O)R -SO,R*, -NR® SOzR y SOzN(R )2;

cada R se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, grupo alifatico opcionalmente
sustituido, carbociclilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido
y heteroarilo opcionalmente sustituido;

cada R® se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, grupo alifatico opcionalmente
sustituido, carbociclilo opcionalmente sustituido, heterociclilo opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido
y heteroarilo opcionalmente sustituido, o dos grupos R® se toman junto con sus atomos intermedios para formar un
anillo heterociclico opcionalmente sustituido;

R* y R* se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, halo, -CN, -ORA, -N(R )2, Y
grupo alifatico opcionalmente sustituido, o R* y R* se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo
carbociclico o heterociclico saturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido;

R y R® se seleccionan |ndepend|entemente deI grupo que consiste en hidréogeno, halo, -CN, -ORA, -N(R )2, Y
grupo alifatico opcionalmente sustituido, o R y R®® se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo
carbociclico o heterociclico saturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido; y

R®® y R® se seleccionan |ndepend|entemente deI grupo que consiste en hidréogeno, halo, -CN, -ORA, -N(R )2, Y
grupo alifatico opcionalmente sustituido, o R®® y R®® se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo
carbociclico o heterociclico saturado de 3 a 7 miembros opcionalmente sustituido;

en los que cada ocasion de arilo tiene independientemente de 6 a 14 atomos de carbono en el anillo; y

en los que cada ocasion de heteroarilo es independientemente de 5 a 10 miembros, y monociclico o biciclico, y tiene
independientemente de 1 a 4 heteroatomos en el anillo seleccionados independientemente del grupo que consiste
en nitrébgeno, oxigeno y azufre;

en los que los articulos "un/o", "una" y "el/la" pueden indicar uno o mas de uno; y

con la condiciéon de que el compuesto no sea de ninguna de las férmulas:
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0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables,
en el que en la formula Il:

2 B3 pba 5b . PN
R%, R, R y R™ son como se definen en la reivindicacion 1;

cada R’ se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, halo, -CN,-NO-, grupo alifatico
opcionalmente sustituido, fenllo opcmnalmente sustltU|do heter00|cI|Io opcmnalmente sustltuldo heteroarllo
opcmnalmente sustltuldo -OR -N(R®),, -SR*, -C(= O)R -C(= 020R -C( OA?SR -C(= O)N(R )2, -OC( O)R
NR® C( O)R -NR C(= O)N(R )2, -OC( )N(R )2, -NR C(= OOR -SC&-O)R -C(= NR "R, C( NR®)N(R® )2, -
NR C(=NR®)R®, -C(=S)R", -C(=S)N(R®),, -NR?C(=S)R", -S(=0)R", 302R -NR®SO,R" y -SO,N(R®),; 0 dos grupos
R’ adyacentes se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo carbociclico o heterociclico,
condensado opcionalmente sustituido; o R? y R’ se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo
carbociclico o heterociclico, condensado opcionalmente sustituido; y

nes0,1,2,3,405;0

en el que el compuesto es de formula lil:

o una de sus sales farmacéuticamente aceptables,
en el que en la formula lll:
2 3 pba 5b . P
R%, R, R y R™ son como se definen en la reivindicacion 1;
Anillo A es heteroarilo de 5 a 6 miembros, carbociclilo de 4 a 6 miembros, o heterociclilo de 4 a 6 miembros;

cada R’ se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, halo, -CN,-NO-, grupo alifatico
opcionalmente sustituido, fenllo opcmnalmente sustltU|do heter00|cI|Io opcmnalmente sustltuldo heteroarllo
opcmnalmente sustltuldo -OR -N(R®),, -SR*, -C(= O)R -C(= 020R -C( 028R -C(= O)N(R )2, -OC( O)R

NREC(=0)R", -NR®C(=O)N(R® )2, -OC(= )N(R) -NR®C(=0)OR”, -SC(=O)R", -C(=NR®)R", -C(=NR®)N(R® )2, -
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NRBC(=NR®)R®, -C(=S)R", -C(=S)N(R®),, -NREC(=S)R", -S(=0)R", -SO,R", -NR®SO,R" y -SO,N(R®),; 0 dos grupos
R’ adyacentes se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo carbociclico o heterociclico,
condensado opcionalmente sustituido; o R? y R’ se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo
carbociclico o heterociclico, condensado opcionalmente sustituido; y

5 nesO0, 1, 2, 3 04, segun permita la valencia.
3. El compuesto de la reivindicacién 2, en el que el compuesto es de férmula ll-a:

R5a H
R5b

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables,
en el que en la formula ll-a:

10 R3, R5a, R5b, R’ y n son como se definen en la reivindicacion 2; y

heteroarilo opcionalmente sustituido; o R? y R" se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo

carbociclico o heterociclico, condensado opcionalmente sustituido; en la que arilo tiene de 6 a 14 atomos de carbono

en el anillo; y en la que heteroarilo es de 5 a 10 miembros, y monociclico o biciclico, y tiene de 1 a 4 heteroatomos
15 en el anillo seleccionados independientemente del grupo que consiste en nitrégeno, oxigeno y azufre;

R? se selecciona del grupo que consiste en gruPo alifatico opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido y

por ejemplo, en el que el compuesto de formula ll-a es un compuesto de férmula ll-a-i o ll-a-ii:

RSa H RSa H
Rﬁb R5b
NH NH
I R3 é ‘ RB
o
| 7 = | 7
R, @l—(R h

II-a-i II-a-ii
o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.
4. El compuesto de la reivindicacion 2, en el que el compuesto de féormula lll es de férmula lll-a:

R5a H

20 11I-a
0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables,
en el que en la formula lll-a:

Anillo A, R3, R5a, R5b, R’ y n son como se definen en la reivindicacion 2; y
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heteroarilo opcionalmente sustituido; o R? y R" se toman junto con sus atomos intermedios para formar un anillo
carbociclico o heterociclico condensado opcionalmente sustituido;

R? se selecciona del grupo que consiste en gruPo alifatico opcionalmente sustituido, arilo opcionalmente sustituido y

en el que arilo tiene de 6 a 14 atomos de carbono en el anillo; y en el que heteroarilo es de 5 a 10 miembros, y
monociclico o biciclico, y tiene de 1 a 4 heteroatomos en el anillo seleccionados independientemente del grupo que
consiste en nitrégeno, oxigeno y azufre;

por ejemplo, en el que el compuesto de formula lll-a es un compuesto de férmula lll-a-i o lll-a-ii:

II1-a-i III-a-ii

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

5. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en
el que R® es hidrégeno o fltior.

6. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en
el que R®es grupo alifatico opcionalmente sustituido.

7. El compuesto de la reivindicacién 6 o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en el que R® es metilo; o
en el que R® es trifluorometilo.

8. El compuesto de la reivindicacion 6 o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en el que R® es etilo, n-
propilo, isopropilo o terc-butilo.

9. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en
el que R?0oR% es grupo alifatico opcionalmente sustituido.

10. El compuesto de la reivindicacion 9 o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en el que R? o R? es
metilo.

11. El compuesto de la reivindicaciéon 9 o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en el que R? o R? es etilo
0 propilo.

12. El compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11 o una de sus sales farmacéuticamente aceptables,
en el que R y R®® son metilo.

13. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que el compuesto es de la férmula:
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0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

14. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que el compuesto es de la férmula:

0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

15. El compuesto de la reivindicacion 1, en el que el compuesto es de la férmula:
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0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

16. Una composicién que comprende uno o mas compuestos de una cualquiera de las reivindicaciones 1-14, o una o
mas de sus sales farmacéuticamente aceptables, y uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

17. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, o su sal farmacéuticamente
aceptable, o una composicion de acuerdo con la reivindicacion 16 para su uso en la inhibicién de la glucégeno
sintasa cinasa 3 (GSK3) o caseina cinasa 1 (CK1), preferiblemente en el que la GSK3 esta en una célula; o
preferiblemente en el que la CK1 esta en una célula; o preferiblemente en el que la CK1 es CK18.

18. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, o su sal farmacéuticamente
aceptable, o una composiciéon de acuerdo con la reivindicaciéon 16 para su uso en el tratamiento de un trastorno
mediado por la glucégeno sintasa cinasa 3 (GSK3) o un trastorno mediado por la caseina cinasa 1 (CK1).

19. El compuesto para su uso, sal farmacéuticamente aceptable para su uso, o composicién para su uso de acuerdo
con la reivindicacion 17 o 18, en el que la GSKS es glucégeno sintasa cinasa 3a (GSK3a).

20. El compuesto para su uso, sal farmacéuticamente aceptable para su uso, o composicién para su uso de acuerdo
con la reivindicacion 17 o 18, en el que la GSKS es glucégeno sintasa cinasa 33 (GSK3p).

21. El compuesto para su uso, sal farmacéuticamente aceptable para su uso, o composicién para su uso de acuerdo
con la reivindicacion 18, en el que el trastorno mediado por GSK3 es:

- un trastorno mediado por la glucégeno sintasa cinasa 3 (GSK3p); o

- una enfermedad neuroldgica, por ejemplo, una enfermedad neurodegenerativa, tal como lesidn cerebral traumatica,
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, enfermedad de Alzheimer, demencia frontotemporal,
esclerosis lateral amiotrofica (ALS), paralisis supranuclear progresiva o degeneracion corticobasal; o

- un ftrastorno psiquiatrico; por ejemplo, trastorno bipolar, esquizofrenia, depresién o trastorno de estrés
postraumatico; o

- un trastorno del estado de animo; o
- diabetes de tipo Il.

22. El compuesto para su uso, sal farmacéuticamente aceptable para su uso, o composicién para su uso de acuerdo
con la reivindicacion 18, en el que el trastorno mediado por GSK3 es:

- un trastorno mediado por la glucégeno sintasa cinasa 3a (GSK3a); o

- un trastorno psiquiatrico; por ejemplo, autismo o sindrome del X fragil; o
- cancer; o

- leucemia; o

- leucemia mieloide aguda; o

- glioma o cancer pancreatico; o

- diabetes de tipo II;

o en el que la CK1 es CK10, preferiblemente en el que el trastorno mediado por CK15 es trastorno por déficit de
atencion con hiperactividad (ADHD).

23. El compuesto para su uso, sal farmacéuticamente aceptable para su uso, o composicién para su uso de acuerdo
con la reivindicacion 18, en el que el trastorno mediado por GSKS3 es leucemia linfocitica aguda, leucemia mielocitica
cronica, leucemia linfocitica cronica o mieloma multiple.
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24. Una composicion que comprende al menos un compuesto de la reivindicacion 15, o al menos una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, y al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable.

25. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 15, o su sal farmacéuticamente aceptable, o una composicion de
acuerdo con la reivindicacion 24 para su uso en el tratamiento de un trastorno mediado por la glucégeno sintasa
cinasa 3 (GSK3) o un trastorno mediado por la caseina cinasa 1 (CK1).

26. El compuesto para su uso, sal farmacéuticamente aceptable para su uso, o composicién para su uso de acuerdo
con la reivindicacion 25, en el que:

la GSK3 es glucégeno sintasa cinasa 3a (GSK3a); o

la GSK3 es glucégeno sintasa cinasa 3 (GSK3p); o

el trastorno mediado por GSK3 es:

- un trastorno mediado por la glucégeno sintasa cinasa 3 (GSK3p); o

- una enfermedad neuroldgica, por ejemplo, una enfermedad neurodegenerativa, tal como lesidon cerebral traumatica,
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Huntington, enfermedad de Alzheimer, demencia frontotemporal,
esclerosis lateral amiotrofica (ALS), paralisis supranuclear progresiva o degeneracion corticobasal; o

- un trastorno psiquiatrico; por ejemplo, trastorno bipolar, esquizofrenia, depresion, trastorno de estrés
postraumatico, autismo o sindrome del X fragil; o

- un trastorno del estado de animo; o

- diabetes de tipo II; o

- un trastorno mediado por la glucégeno sintasa cinasa 3a (GSK3a); o

- cancer; o

- leucemia; o

- leucemia mieloide aguda; o

- glioma o cancer pancreatico; o

- leucemia linfocitica aguda, leucemia mielocitica crénica, leucemia linfocitica crénica o mieloma multiple; o

la CK1 es CK19, preferiblemente en el que el trastorno mediado por CK13 es trastorno por déficit de atencién con
hiperactividad (ADHD).
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CHIR99021 Compuesto 3
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Farmacocinética y distribucion cerebral de compuesto 70
después de una unica inyeccidn intraperitoneal
(dosis: 30 mg/kg) en ratones C57BL/6 macho

—+-70 en plasma 30 mg/kg
-=-70 en cerebro 30 mg/kg

10000 -a-CHIR99021 en plasma 12,5 mg/kg

Conc. (ng/g)

1 T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

t(h)
Cerebro
ABC cerlT;, cer.|Cmax cer. | per./plasmalcer./plasmg
pmol/l.h | h pmol/I Cmax ABC
70 30mg/kg | 16,52 232 448 0,25 0,16
CHIR99021{12,5 mg/kg| 0,15 0,46 0,16 0,01 0,01

Compuesto 70

Fig. 10
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Distancia recorrida (cm)

ES 2 719 776 T3

Curso de tiempo de compuesto 70

40007 —¥—30 mg/kg

3000+

20004

1000+

0

Distancia total (cm)

..... -3 mg/kg
--A--10 mg/kg

1 T T T T T T T T T T T 1
-15-10-5 0 5 101520 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Punto temporal

Fig. 11A

Distancia total después de anfetamina
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20000 L I -
100004
0 T T T T
Vehiculo 3 10 30

compuesto 70
(mg/kg)

Fig. 11B
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El inhibidor de GSK3 selectivo compuesto 70 induce evidencia
morfolégica de diferenciacion de AML

Células HL-60 Células U937
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Actividad %

Actividad %
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NPC en matraces T75

% de aumento en el numero de células

ES 2 719 776 T3

Ensayo de neurogénesis

Menos EGF/FGF 9% h

Sembrar en placas

de 384 pocillos
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Fig. 15
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