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DESCRIPCION
Uso de inhibidores de PI3K para el tratamiento de obesidad, esteatosis y envejecimiento.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a inhibidores de fosfoinositida 3-quinasa (PI3K) para usar en el tratamiento o
prevencion de enfermedades o afecciones asociadas con la expresion de coactivador 1-a del receptor gamma
activado por proliferadores de peroxisomas (Pgc1a) y/o proteina de desacoplamiento 1 (termogenina o Ucp1) en los
adipocitos marrones en los que las enfermedades o afecciones se seleccionan del grupo que consiste en obesidad,
enfermedades o afecciones asociadas a la obesidad y esteatosis. La invencion también se refiere al uso no
terapéutico de un inhibidor fosfoinositida 3-quinasa para promover la pérdida de peso.

Antecedentes

Enfermedades/afecciones asociadas con el desequilibrio energético tal como obesidad y enfermedades
relacionadas.

La obesidad es una afeccion médica asociada con el exceso de grasa corporal, y puede tratarse haciendo dieta o
ejercicio o mediante el uso de farmacos anti-obesidad, que pueden actuar alterando/suprimiendo el apetito,
metabolismo o absorcién de calorias. No habria ningn medicamento actual que busque tratar la obesidad (o
afecciones asociadas) p.ej. aumentando la velocidad del gasto energético.

Inhibidores de PI3K

Las fosfatidilinositol 3-quinasas (PI3Ks) son una familia de quinasas de lipidos y serina/treonina que catalizan la
fosforilacion del lipido de membrana fosfatidilinositol (FI) en el 3'-OH del anillo inositol para producir fosfoinositol-3-
fosfato (FIF), fosfoinositol-3,4-difosfato (FIF;) y fosfoinositol-3,4,5-trifosfato (FIFs), que actian como sitios de
captacién para varias proteinas de sefializacion intracelular, que a su vez forman complejos de sefializacion para
transmitir las sefales extracelulares a lado citoplasmatico de la membrana plasmética. Estos subtipos de 3’-
fosfoinositida funcionan como segundos mensajeros en las rutas de transduccién de la sefial intra-celular (véase,
p.ej., Trends Biochem. Sci 22 87, 267-72 (1997) de Vanhaesebroeck et al.; Chem. Rev. 101 (8), 2365-80 (2001) de
Leslie et al (2001); Annu. Rev. Cell. Dev. Boil. 17, 615-75 (2001) de Katso et al; y Cell. Mol. Life Sci. 59 (5), 761-79
(2002) de Toker et al).

Multiples isoformas de PI3K categorizadas por sus subunidades cataliticas, su regulaciéon mediante las subunidades
reguladoras correspondientes, patrones de expresion y funciones especificas de sefializacion (p110a, 8, o, y)
realizan esta reaccion enzimética (Exp. Cell. Res. 25(1), 239-54 (1999) de Vanhaesebroeck y Katso et al., 2001,
anterior).

Las isoformas estrechamente relacionadas p110a y 8 se expresan ubicuamente, mientras que las © y y se expresan
de forma mas especifica en el sistema de células hematopoyéticas, células del musculo liso, miocitos y células
endoteliales (véase p.ej. Trends Biochem. Sci. 22(7), 267-72 (1997) de Vanhaesebroeck et al). Su expresiéon podria
regularse también de una manera inducible dependiendo del contexto celular, tipo de tejido y estimulos ademas de
la enfermedad. La inductibilidad de la expresion de proteinas incluye la sintesis de proteina ademas de la
estabilizaciéon de proteina que se regula en parte por asociacion con subunidades reguladoras.

Se han identificado ocho PI3Ks de mamifero hasta ahora, incluyendo cuatro PI3Ks de clase I. La clase la incluye
PI3Ka, PIBKB y PI3Kd. Todas las enzimas de la clase la son complejos heterodiméricos que comprenden una
subunidad catalitica (p110a, p110B o p1103) asociada con un dominio SH2 que contiene la subunidad adaptadora
p85. Las PI3Ks de clase la se activan a través de la sefializacion de tirosina quinasa y estan implicadas en la
proliferaciéon y supervivencia celular. PI3Ka y PI3KB también han estado implicadas en la tumorigénesis en una
variedad de canceres humanos. Por consiguiente, los inhibidores farmacolégicos de PI3Ka y PI3KB son utiles para
tratar varios tipos de cancer.

PI3Ky, el unico miembro de las PI3K de la clase Ib, consiste en una subunidad catalitica p110y, que esta asociada
con una subunidad reguladora p110. PI3Ky se regula por receptores acoplados con proteina G (GPCR) por medio
de asociacion con subunidades By de las proteinas G heterotriméricas. PI3Ky se expresa principalmente en células
hematopoyéticas y cardiomiocitos y esta implicada en la inflamacion y la funciéon de mastocitos. Por consiguiente, los
inhibidores farmacolégicos de PI3Ky son utiles para tratar una variedad de enfermedades inflamatorias, alergias y
enfermedades cardiovasculares.

Estas observaciones muestran que la desregulacion de fosfoinositol-3-quinasa y los componentes corriente arriba y
corriente abajo de esta ruta de sefializacion es una de las desregulaciones mas comunes asociadas con los
canceres humanos y enfermedades proliferativas (véase p.ej. Parsons et al., Nature 436:792 (2005); Hennessey et
al., Nature Rev. Drug Discovery 4:988-1004 (2005).

Varios inhibidores de PI3K estan experimentando actualmente ensayos clinicos para usar en el tratamiento de
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ciertos canceres. Ciertos inhibidores también se describen en la solicitud de patente internacional no publicada
PCT/GB2010/000773.

Inhibidores mTOR

La diana de mamifero de rapamicina (mTOR) también conocida como proteina 1 asociada a rapamicina y proteina
12 de union a FK506 (FRAP1) es una proteina que en humanos se codifica por el gen FRAP1. mTOR es una
proteina quinasa de serina/treonina que regula el crecimiento celular, la proliferacion celular, la movilidad celular, la
supervivencia celular, la sintesis de proteina y la transcripcion. Se cree que la inhibicién de mTOR es Util para tratar
varias enfermedades/afecciones, tal como cancer (por ejemplo, como se describe en Easton et al. (2006). “mTOR
and cancer therapy”. Oncogene 25 (48):6436-46).

Los inhibidores duales de PI3K y mTOR se someten actualmente a ensayos clinicos para usar en el tratamiento de
ciertos canceres. Ciertos inhibidores también se describen en la solicitud de patente internacional no publicada
PCT/GB2010/000773.

La proteina Pten

Pten, que junto con p53, Inkda y Arf, constituyen los cuatro supresores tumorales mas importantes en mamiferos
como se deduce por su alta frecuencia de inactivacion y la gran variedad de tipos de tumores donde estan
inactivados.

La funcion mas |mportante de Pten es contrarrestar la actividad de las fosfatidilinositol-3-quinasas tipo |, abreviadas
aqui como PI3K®. Estas quinasas median las sefiales desencadenadas por la insulina, factores de crecimiento tipo
insulina, y muchas otras moléculas implicadas generalmente en el crecimiento y proliferacion celular. La activacion
de PI3K se sigue por la activacion de Akt, que, a su vez, desencadena una cascada compleja de sucesos que
incluye la inhibicién de factores de transcrlpcmn Foxo, ademas de bucles de retroalimentacion que aseguran que la
actividad de la ruta se mantiene en los limites™>*’. Un nimero de animales modificados genetlcamente con actividad
disminuida del eje de sefializacién de insulina e Igfl (SlII) se caracterizan por una Iongewdad extensa’?*®. En el caso
del nematodo Caenorhabditis elegans, la actividad disminuida de PI3K (AGE- 1) o actividad aumentada de Pten
(DAF-18)%, dan ambas por resultado la longevidad extendida y ambas participan en la misma ruta de longevidad
que el eje SII . Sin embargo, en el caso de los mamiferos, no se sabe nada sobre el impacto de la sefializacion de
PI3K en la Iongewdad saludable o envejecimiento. Aunque la |nh|b|C|on severa de la actividad de PI3K/Akt da por
resultado defectos patoldgicos, enfermedades y mortalidad prematura

El sintoma molecular predominante del envejecimiento es la acumulacién de productos génicos alterados. Los
estudios nutricionales muestran que el envejecimiento en animales puede estar influido significativamente por la
restriccion en la dieta. Los analisis genéticos han revelado que el envejecimiento puede controlarse mediante
cambios en la relacion de NAD/NADH intracelular que regula la actividad de la sirtuina. El enfoque fisioldgico y otros
enfoques indican que la mitocondria puede también regular el envejecimiento. Se propone un mecanismo que
relaciona la dieta y los cambios dependientes de la mitocondria en la relacion de NAD/NADH para la generacion
intracelular de proteinas alteradas. Se sugiere que las afecciones por alimentacién excesiva disminuyen la
disponibilidad de NAD que también disminuye el metabolismo de los intermedios glucoliticos de triosa-fosfato,
gliceraldehido-3-fosfato y dihidroxiacetona-fosfato, que puede descomponerse de forma espontdnea en metilglioxal
(MG). MG es un agente glicante altamente téxico y una fuente principal de productos finales de glicosilacion
avanzada de proteinas (PGA). MG y PGA pueden inducir la disfuncién mitocondrial y la formacion de especies de
oxigeno reactivo (EOR), ademas de afectar la expresion génica y la sefializacién intracelular. En el ayuno inducido
por restriccion en la dieta, NADH se oxidaria y NAD se regeneraria por medio de la accién mltocondrlal Esto no solo
activaria las sirtuinas y ampliaria la esperanza de vida sino que ademas suprimiria la formacién de mMG*

Geroldi et al. (2006, Medical Hypotheses, 68(1):236) es una breve carta que sugiere que el uso del inhibidor de
activacion de Akt perifosina podria investigarse como un tratamiento especulativo para ciertas enfermedades.
Geroldi et al, afirma que Zhang et al. (Mol Med 2005; 11:39-47) han mostrado conexiones entre ciertos estados de
enfermedad y la ruta de PI3K/Akt, y en esta base mencionan algunas propuestas adicionales. Zhang et al. (2005)
describe que la sobre-expresion de AEBP1 en ratones hembra (que también han reducido la expresion Pten, entre
otras cosas) puede presentar un cierto fenotipo.

Sin embargo, deberia notarse que Geroldi et al., y Zhang et al., no son capaces de demostrar que la regulacion de la
adiposidad mediada por AEBP1 se regula por Pten de ninguna forma (mas bien, se refiere de forma especulativa a
la regulacion por medio de la activacion de MAPK).

No hay descripcién en la técnica anterior de que los inhibidores de PI3K y/o mTOR puedan ser utiles en el
tratamiento de la obesidad o afecciones asociadas.

Descripcion de lainvencion

La presente invencion se refiere al sorprendente descubrimiento de que Pten promueve la pérdida de peso, la
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adiposidad total reducida y la longevidad.

Los niveles de insulina e Igfl modulan la velocidad de envejecimiento a través de la evolucién animal 12 En los
gusanos y las moscas, los efectos de la insulina/lgfl en la longevidad estdn mediados de forma |ntracelular por la
ruta PI3K/Akt/Foxo . Sin embargo, en los mamiferos, no se sabe nada sobre el impacto de la actividad de la ruta
de PI3K reducida en eI envejecimiento. Aqui, se han generado ratones transgénicos con sobreexpresion moderada
de Pten bajo sus propios elementos reguladores transcripcionales. El Pten supresor tumoral contrarresta la actividad
de PI3K ® y, por consiguiente, los ratones Pten' tlenen niveles menores de sefializacion de PI3K y estan protegidos
del cancer. De forma interesante, los ratones Pten' presentan una notable prolongacion de la esperanza de vida
(~25% de aumento en la esperanza de vida media). Los analisis fisioldgicos de estos ratones mostraron una elevada
tasa de gasto energético, acompafnada por adiposidad disminuida de forma severa y proteccion de la esteatosis
hepatica inducida por dieta alta en grasas. Teniendo en cuenta el elevado gasto energético, se encontré que los
tejidos adiposos marrén y blanco de los ratones Pten'® expresan altos niveles de la proteina de desacoplamlento
Ucpl y su activador transcripcional Pgc1a. Ademas, el tejido adiposo marrén de los ratones Pten' contiene niveles
menores de Akt activo (es decir, fosforilado), que es un regulador negativo tanto de Pgc1a como de su compafiero
critico Foxol *”. Ademas, la administracion in vivo de un inhibidor de PI3K sintético eleva la expresién de Pgcla y
Ucpl en el tejido adiposo marrén. Finalmente, los fibroblastos de Pten'® programados in vitro con Prdm16 y C/Ebpp,
factores maestros para la diferenciacion del adipocito marrén ®°, formaron almohadillas adiposas marrones
subcutaneas ectopicas de forma mas eficaz que los controles no transgénicos, indicando que los efectos de Pten en
los adipocitos marrones son autbnomos de la célula. Juntas, estas observaciones amplian a los mamiferos la
modulacion conservada de forma evolutiva de la longevidad mediante la ruta PI3K y destapa un papel de Pten en la
promocion de la combustién de nutrientes por los adipocitos marrones. La combustién de los nutrientes (es decir,
gasto energético) por los adipocitos marrones disminuye el dafio sistémico asociado a la ingesta elevada de calorias
y puede ser un mecanismo para la longevidad mediada por Pten.

El consumo excesivo de calorias (desequilibrio energético positivo) estd asociado con numerosas enfermedades y
afecciones distintas, que incluyen obesidad y enfermedades asociadas con la obesidad. La obesidad es una
enfermedad caracterizada por la excesiva acumulaciéon de grasa corporal, que produce efectos nocivos para la
salud.

Ahora se describiran nuevos usos para un inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa, que puede denominarse en la
presente memoria como el(los) “uso(s) de la invencion”.

También se describe en la presente memoria un inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa para usar en el tratamiento o
prevencién de una enfermedad o afeccidon asociada con la expresion del coactivador 1-a del receptor gamma
activado por proliferadores de peroxisoma (Pgc1a) y/o proteina de desacoplamiento 1 (Termogenina o Ucpl) en los
adipocitos marrones (p.ej. una enfermedad o afeccién que se beneficiaria de la sobre-expresion, o sobrerregulacion,
de dichas proteinas). También descrito en la presente memoria, la enfermedad o afeccion puede asociarse con la
expresion de coactivador 1-a del receptor gamma activado por proliferadores de peroxisoma y proteina de
desacoplamiento 1 en adipocitos marrones (p.ej. la enfermedad o afeccién puede beneficiarse de la sobre-
expresion, o sobrerregulaciéon, de ambas proteinas).

El primer aspecto de la presente invencion se refiere a un inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa para usar en el
tratamiento o prevencién de una enfermedad o afeccion asociada con la expresién del coactivador 1-a del receptor
gamma activado por proliferadores de peroxisoma (Pgcia) y/o proteina de desacoplamiento 1 (Termogenina o
Ucpl) en los adipocitos marrones (p.ej. una enfermedad o afeccion que se beneficiaria de la sobre-expresion, o
sobrerregulacion, de dichas proteinas), en el que la enfermedad o afeccién se selecciona del grupo que consiste en
obesidad, una enfermedad o afeccién asociada con la obesidad (tal como diabetes tipo 2 (comienzo en adultos), alta
presion sanguinea, ictus ataque al corazoén, fallo cardiaco, calculos biliares gota y artritis gotosa, osteoartritis, apnea
del suefio y sindrome de Pickwick) y esteatosis.

La expresion de altos niveles de la proteina de desacoplamiento Ucpl y/(o su activador transcripcional Pgc1a puede
explicar una elevada tasa de gasto energético, adiposidad disminuida y/o proteccién de la esteatosis hepética
inducida por dieta alta en grasas en los mamiferos. Por tanto, se describe también en la presente memoria el
tratamiento o prevencion de cualquier enfermedad o afeccion que pueda beneficiarse de estos efectos.

El coactivador 1-a del receptor gamma activado por proliferadores de peroxisoma (PGC1a) es un coactivador
transcripcional que, en humanos, se codifica por el gen PPARGC1 (también conocido como LEM6, PGC-1(alfa),
PGC-1v, PGC1, PGC1A y PPARAGCI1A). Las secuencias ejemplares de proteina y ARNm incluyen NM_013261
(ARNmM humano), NP_037393 (proteina humana), NM_008904 (ARNm de raton) y NP_032930 (proteina de raton).

La proteina de desacoplamiento 1 (denominada proteina de desacoplamiento por sus descubridores y conocida
actualmente por UCP1 o Termogenina) es una proteina de desacoplamiento encontrada en la mitocondria del tejido
adiposo marron (TAM). Se usa para generar calor mediante termogénesis sin temblores. La termogénesis sin
temblores es el medio principal de generacion de calor en mamiferos que hibernan y en los bebés humanos. Las
secuencias ejemplares de proteina y ARNm incluyen NM_021833 (ARNm humano), NP_068605 (proteina humana),
NM_009463 (ARNm de raton) y NP_033489 (proteina de raton).
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También descrita en la presente memoria, la enfermedad o afeccion es tratable por la sobreexpresién de coactivador
1-a del receptor gamma activado por proliferadores de peroxisoma y/o proteina de desacoplamiento 1 en los
adipocitos marrones en adipocitos marrones. La enfermedad o afeccion puede ser tratable por la sobreexpresion de
coactivador 1-a del receptor gamma activado por proliferadores de peroxisoma y la proteina de desacoplamiento 1
en los adipocitos marrones.

También descrito en la presente memoria, la enfermedad o afeccién a tratar puede estar asociada ademas con
niveles disminuidos de Igfl (que puede ser resultante del efecto de la inhibiciéon de PI3K). Esto puede promover la
restriccion cal6rica, y este factor puede ser Util por consiguiente en el tratamiento de las enfermedades mencionadas
en la presente memoria.

También descrito en la presente memoria, la enfermedad o afeccion es una enfermedad o afeccién asociada con el
gasto energético. El consumo de oxigeno es un medio clasico de evaluar el gasto energético, el principal
componente del equilibrio energético. Cuando el equilibrio de energia es positivo (es decir, el cuerpo consume mas
energia que la que gasta), el peso aumenta. Esto se observa durante la fase dinamica de la obesidad y durante los
cambios de composicion corporal con el envejecimiento. Por tanto, por “enfermedad o afeccion asociada con el
gasto energético” se quiere decir cualquier enfermedad o afeccion asociada con la tasa de consumo energético en
un individuo. Dichas enfermedades o afecciones incluyen obesidad y enfermedades o afecciones asociadas con la
obesidad.

Por consiguiente, también descrito en la presente memoria, la enfermedad o afeccién puede ser una enfermedad o
afeccion asociada con desequilibrio energético (es decir, una enfermedad o afeccion asociada con un exceso o
deficiencia de energia en un individuo). Preferiblemente, la enfermedad o afeccién est4d asociada con una
enfermedad o afeccién asociada con desequilibrio energético positivo (es decir una ganancia de desequilibrio
energético). Sin embargo, aunque se prefiere menos, la enfermedad o afeccion puede estar asociada también con
un desequilibrio energético negativo (es decir, una pérdida de desequilibrio energético). Las enfermedades y
afecciones asociadas con dichos estados fisiolégicos incluyen obesidad, una enfermedad o afeccién asociada con la
obesidad, esteatosis y envejecimiento biolégico (envejecimiento por rendimiento). En particular, la enfermedad o
afeccion que puede tratarse es obesidad asociada con un desequilibrio energético positivo (p.ej. la obesidad puede
tratarse o prevenirse promoviendo el gasto energético).

En una realizacion preferida la enfermedad o afeccion asociada con el gasto energético es la obesidad. Por
“obesidad” se quiere decir una acumulacion de grasa corporal en exceso hasta un grado que puede tener un efecto
adverso en la salud. En humanos, el indice de masa corporal (IMC) se usa normalmente para definir la obesidad. El
IMC se calcula segun la siguiente férmula — IMC = kilogramos/metros®. Un IMC de 25,0-29,9 indica que un individuo
tiene sobrepeso, un IMC de 30,0-34,9 indica obesidad de clase I, un IMC de 35,0-39,9 indica obesidad de clase Il y
un IMC de 240,0 indica obesidad de clase Il, segun las directrices de la Organizacién Mundial de la Salud.

La enfermedad o afeccion puede estar también asociada con la obesidad. La obesidad es generalmente nociva para
la salud y puede llevar a un nimero de afecciones asociadas que incluyen diabetes tipo 2 (comienzo en adultos),
alta presion sanguinea, ictus ataque al corazén, fallo cardiaco, célculos biliares gota y artritis gotosa, osteoartritis,
apnea del suefio y sindrome de Pickwick. Para evitar dudas, las enfermedades y afecciones asociadas con la
obesidad no pueden ser cancer (aunque, dado que la obesidad puede considerarse un riesgo para el cancer, la
prevencién del cancer puede darse como una consecuencia indirecta del tratamiento). Por tanto, la enfermedad o
afeccion a tratar/prevenir estd directamente asociada con el desequilibrio energético y por lo tanto es
preferiblemente la propia obesidad. Sin embargo, en una realizacion, la enfermedad o afeccién a tratar puede incluir
ademas de la propia obesidad una afecciéon adicional asociada con la obesidad (tal como una mencionada
anteriormente o p.ej. cancer, dado que el tratamiento o prevencion de la obesidad puede prevenir en Ultima instancia
(como una consecuencia indirecta) dichas enfermedades/afecciones asociadas con la obesidad).

El estudio del gasto energético tiene profundas raices en el entendimiento del envejecimiento y la esperanza de vida
en todas las especies. En los humanos, el gasto energético total disminuye esencialmente en la edad avanzada que
resulta de cambios paralelos en la tasa metabdlica en reposo (TMR) y el gasto energético activo. Para la TMR, esta
reduccion parece que se debe a una reduccion en la masa de érganos y las tasas metabdlicas especificas para los
tejidos individuales. Sin embargo, estos cambios anatdmicos explican muy poco respecto al declive en el gasto
energético en actividad, que esta gobernado tanto por fuentes genéticas como ambientales. La reciente evidencia
sugiere que el GE activo tiene un papel importante en la orden de la esperanza de vida y por consiguiente pone
énfasis en la futura investigacion para descubrir los mecanismos bioldgicos subyacentes. Por consiguiente, como se
describe en la presente memoria, la enfermedad o afeccion asociada con el gasto energético es el envejecimiento
bioldgico (envejecimiento por rendimiento).

Por “envejecimiento bioldgico”, también conocido como envejecimiento por rendimiento, se entiende el cambio en la
biologia de un organismo cuando envejece después de su madurez inicial (p.ej. infancia). Por tanto, por “tratar el
envejecimiento bioldgico” se quiere decir que la edad biolégica/de rendimiento de un individuo se reduce respecto a
su edad cronolégica (es decir, uno o mas biomarcadores del envejecimiento biolégico se mejora, respecto al valor
predicho para la edad cronoldgica del individuo). Hay numerosos métodos para determinar la edad biolégica, para
una revision detallada véase Biological Aging: Methods and Protocols (Methods in Molecular Biology), 2007, Trygve
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O. Tollefsbol (ed.), Humana Press. Sin embargo, dos métodos fiables incluyen la medida de la prueba de
coordinacion neuromuscular (tal como la “prueba de cuerda” para roedores) y/o la resistencia a la insulina. Para
protocolos especificos, véase la actual seccion de Ejemplos. En una realizacién el “envejecimiento bioldgico” incluye
tanto los parametros medidos del envejecimiento del rendimiento como los parametros percibidos de envejecimiento.
Otras medidas de envejecimiento bioldgico incluyen la curaciéon de heridas, blanqueamiento del pelo, nuevo
crecimiento del pelo y osteoporosis.

En una realizacién alternativa, la enfermedad o afeccion asociada con el gasto energético es esteatosis, en
particular, esteatosis hepatica. La esteatosis es la acumulacién anormal y excesiva de células lipidicas.

En una realizacion del primer aspecto de la invencion el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa de la invencion es un
inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa de clase |, inhibidores de fosfoinositida 3-quinasa de clase Il o inhibidores de
fosfoinositida 3-quinasa de clase lll. Los inhibidores de fosfoinositida 3-quinasa de clase | de la invencién pueden ser
un inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa de clase 1A o de clase IB. Por ejemplo los inhibidores de fosfoinositida 3-
quinasa de clase IA pueden inhibir la isoforma p110a, isoforma p110f3 y/o isoforma p1108. Preferiblemente, se
inhiben la isoforma p110a y la isoforma p1108. De forma alternativa, donde el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa
es un inhibidor de clase IB, preferiblemente se inhibe la isoforma p110y.

Un compuesto que es un inhibidor de PI3K (p.ej., inhibidor de PI3K de clase I, tal como PI3Ka) puede determinarse
facilmente por un experto. Por ejemplo, incluird cualquier sustancia/compuesto que muestre un efecto inhibidor de
PI3BK como puede determinarse en una prueba descrita en la presente memoria. En particular, un
compuesto/sustancia puede clasificarse como un inhibidor de PI3K si se encuentra que muestra un 50% de
inhibicién a una concentracién de 200 uM o por debajo (por ejemplo a una concentracion de por debajo de 100 pM,
p.ej., por debajo de 50 uM, o incluso por debajo de 10 uM, tal como por debajo de 1 uM).

Por ejemplo, un compuesto/sustancia puede clasificarse como un inhibidor de PI3K si se encuentra que muestra:

() en el ensayo de actividad de PI3K in vitro descrito a continuacién un 50% de inhibicion a una concentracion de
200 uM o por debajo, en particular por debajo de 50 pM, p.ej., por debajo de 10 pM (lo mas preferiblemente por
debajo de 1 pM, o incluso por debajo de 0,1 uM); y/o

(i) en el ensayo celular de inhibicion de la fosforilacion de AKT (andlisis de inmunoelectrotransferencia de Western)
un 50% de inhibicion a una concentracién de 100 pM o por debajo, en particular por debajo de 50 pM, p.ej., por
debajo de 10 pM (lo més preferiblemente por debajo de 1 uM o incluso por debajo de 0,1 uM).

Para los propdsitos de esta invencion el inhibidor de PI3K puede actuar también como un inhibidor de otra proteina o
lipido quinasa, tal como mTOR. Por tanto, en una realizacion, el inhibidor de PI3K es un inhibidor sencillo y en una
realizacién separada puede ser también un “inhibidor dual’, es decir puede inhibir también mTOR (como puede
determinarse en una prueba conocida por el experto, p.ej., tal como la descrita en la presente memoria).

Por consiguiente, el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa de la invencién puede seleccionarse del grupo que consiste
en wortmanina, demetoxiviridina, LY294002, PX-866, palomida 529, GSK615, IC87114, fosfatasa y homdlogo de
tensina (Pten) y cualquiera de los inhibidores de fosfoinositida 3-quinasa enumerados en la Tabla A (cuyos
inhibidores de PI3K pueden también inhibir mTOR), posterior.

Tabla A — inhibidores de PI3K

Estructura quimica Nombre/codigo Compaiiia

BEZ-235 Novartis AG

NC
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BKM-120 Novartis AG
BKM-120
NH, CAL-101 ICOS Corp
N N
& 3
N N
NW)
=
O
O
CAL-263 ICOS Corp
XL-147 Exelixis
XL-765 Exelixis
[Oj GDC-0941 Genentech
N
N7 S
| Lz
R
Y/ N\/E
N—N ?—0
Inhibidor de PI3K, Bayer
Bayer
GSK2126458 GSK
F
PBI-05204 Phoenix Biotechnology

Inc




10

15

ES 2704 961 T3

z ~ PF-4691502 Pfizer

HO™ N
/jii SF-1126 Semafore
e
j T
) i o

LY294002 Lilly

Los inhibidores de PI3K mencionados en la Tabla A anterior pueden ser conocidos y estan actualmente en ensayos
clinicos.

El inhibidor de PI3-K de la invencién puede ser también un compuesto de férmula 1:

[Oj
N
N)\f'\' , |
R
AN AN
R
R' R

en el que:
R’ y R® representan independientemente:
(i) hidrogeno;
(i) Q;
(iii) alquilo C1.12 opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes seleccionados de =0, =S, :N(Rloa) y Qz; o]
R?0R® pueden representar un fragmento de formula IA,

a

N—(CR™),), A

Rb

m representa 0, 1, 2, 3,4,506;

cada R™ representa hidrégeno, halo (p.ej., fluoro) o alquilo Ci.s opcionalmente sustituido por uno o mas
sustituyentes seleccionados de El; 0
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los dos grupos R pueden unirse para formar (junto con el atomo de carbono necesario al que esos grupos R™
estan necesariamente unidos) un anillo (espiro-ciclico) de 3 a 6 miembros, cuyo anillo contiene opcionalmente uno o
mas dobles enlaces y opcionalmente contiene un heteroatomo adicional seleccionado de nitrégeno, azufre y
oxigeno, y cuyo anillo esta opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes seleccionados de E%

Ry R® se unen, junto con el atomo de nitrégeno necesario al que estan necesariamente unidos, para formar un
primer grupo ciclico de 3 a 7 miembros, que contiene opcionalmente un heteroatomo adicional seleccionado de
nitrégeno, azufre y oxigeno, y cuyo anillo:

(a) esta condensado a un segundo anillo que es o bien un grupo heterocicloalquilo saturado de 3 a 7 miembros que
contiene uno a cuatro heteroatomos seleccionados de oxigeno, azufre y nitrégeno (preferiblemente oxigeno y
nitrégeno), un anillo carbociclico saturado de 3 a 12 miembros, o un anillo carbociclico o heterociclico insaturado de
5 a 12 miembros (en que los heteroatomos se seleccionan preferiblemente de azufre y, especialmente, nitrégeno y
oxigeno);

(b) comprende un grupo conector —(C(R)2)p- y/0 —(C(R*)2)-O-(C(R*)2)s- (enelque pes102;res0o0l;ses0o01l;y
cada R representa independientemente hidrégeno o alquilo C1.6), que une cualquiera de dos atomos no adyacentes
del primer anillo de 3 a 7 miembros (es decir, que forma una estructura en puente); o

(c) comprende un segundo anillo que es o bien un anillo carbociclico saturado de 3 a 12 miembros o un grupo
heterocicloalquilo saturado de 3 a 7 miembros que contiene uno a cuatro heteroatomos seleccionados de oxigeno y
nitrégeno, y cuyo segundo anillo se une con el primer anillo por medio de un Unico atomo de carbono comun a
ambos anillos (es decir, que forma un espirociclo),

Todos los grupos ciclicos, definidos ?or la unién de R*y R®, estan opcionalmente sustituidos por uno o mas
sustituyentes seleccionados de =O y E~;

R* representa hidrégeno o un sustituyente seleccionado de halo, -CN, -OR™, -N(R'®)R'®, -C(O)N(R'®)R™®, -
C(O)Rmb, alquilo C1.6 y heterocicloalquilo (p.ej., un heterocicloalquilo de 3 a 7 miembros), cuyos Ultimos dos grupos
estan opcionalmente sustituidos por uno 0 mas sustituyentes seleccionados de E*y =0O;

Pero en el que al menos uno de R? R® y R* representa un sustituyente distinto de hidrégeno;

R® representa arilo o heteroarilo (los cuales estdn opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes
seleccionados de E®);

Cada Q' y Q? representa independientemente, en cada ocasion que se usan en la presente memoria:

Halo, —CN, -NO2, -N(R'®)R™? -OR'®, -C(=Y)-R'®, -C(1=Y)-OR1°a, -C(EY)NRRM™?, -OC(=Y)-R'® -OC(=Y)-OR'*®,
-OC(=Y)N(R')R™M?, -0S(0),0R'®,  -OP(=Y)(OR Oa)(ORllag, -OPgORloa)(ORlla), NR¥)CEY)R™?, -
N(Rlza)ngY)ORlla, _N(R12a)C(=Y)N(RIOa Rlla, _NR12as(O)2R1 a, _NRl aS(O)zN(Rloa)Rlla, S(O)zN(Rl a)Rlla’
SC(=Y)R'®, -S(0),R™ SR S(O)R'® alquilo Ciiz, heterocicloalquilo (cuyos dos (ltimos grupos estan
opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes seleccionados de =0, =S, :N(Rma) y EG), arilo o heteroarilo
(cuyos dos ultimos grupos estan opcionalmente sustituidos por uno 0 mas sustituyentes seleccionados de E7);

Cada R'® RM™® R'2 R'® RM y R representan independientemente, en cada ocasion que se usen en la
presente memoria, hidrégeno, alquilo Ci.12, heterocicloalquilo gcuyos dos ultimos grupos se sustituyen opcionalmente
5 : ; _A —c — 0 10 : : e
por uno 0 mas sustituyentes seleccionados de =0, =S, =N(R“") y E™), arilo o heteroarilo (cuyos dos ultimos grupos

estan opcionalmente sustituidos por uno 0 mas sustituyentes seleccionados de Ell); o]

Cualquier par relevante de R, R™? y R'® (por ejemplo, cuando estan unidos al mismo atomo, atomo adyacente

(es decir, relacién 1,2) o a &tomos que estan a dos atomos de distancia, es decir en una relacion 1,3) y/o cualquier
par de R y R pueden estar unidos para formar (p.ej. junto con el atomo de nitrégeno necesario al que pueden
estar unidos) un anillo de 4 a 20 (p.ej. 4 a 12) miembros, que contiene opcionalmente uno mas heterodtomos (por
ejemplo, ademés de aquellos que pueden estar ya presentes, p.ej. (un) heteroatomo(s) seleccionado(s) de oxigeno,
nitrégeno y azufre), que contienen opcionalmente una o mas insaturaciones (preferiblemente, dobles enlaces) y cuyo
anillo esta opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes seleccionados de =0, =S, =N(R*®) y E*%;

cada E*, E?, B3, E*, E®, E°, E', E'°, E™ y E independientemente representa, en cada ocasién en que se use en la
presente memoria:

(i) Q%
(ii) alquilo C1-12 opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes seleccionados de =O y Q%o
Cualquiera de dos grupos E*, E?, E®, E*, E®, E®, E’, E'°, E™ 0 E™, por ejemplo en grupos alquilo C1.12, p.€j. cuando

estan unidos al mismo carbono o a&tomos de carbono adyacentes o en grupos arilo, p.ej. cuando se unen a atomos
de carbono adyacentes, pueden unirse para formar un anillo de 3 a 12 miembros, que contiene opcionalmente uno o
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mas (p.ej. uno a tres) insaturaciones (preferiblemente, enlaces dobles), y cuyo anillo esta opcionalmente sustituido
por uno o0 mas sustituyentes seleccionados de =O y Jh

Cada Q* y Q° representan independientemente, en cada ocasién que se use en la presente memoria:

Halo, —CN, -NO2, -N(R®®)R*, -OR?, -C(=Y)-R?, -C(=Y)-OR®, -C(=Y2N(R20)R21, -OC(=Y}-R20, -OC(=Y)-OR%, -
OC(=Y)N(R®)R*, -0S(0),0R”, -OP(=Y)(OR*)(OR?"), -OP(OR*)(OR 12, -N(RP)C(=Y)RY, -N(Rzz)Cg:Y)ORu, -
N(RP)C(EY)NR™)R?, -NR?*S(0):R®, -NR**S(0)N(R™)R?, S(0):N(R*)R*, -SC(=Y)R®, -S(0):R”, -SR*, -
S(O)RZO, alquilo Cy.6, heterocicloalquilo (cuyos dos Ultimos grupos estan opcionalmente sustituidos por uno 0 mas
sustituyentes seleccionados de =0 y JZ), arilo o heteroarilo (cuyos dos ultimos grupos estan opcionalmente
sustituidos por uno o mas sustituyentes seleccionados de J3);

Cada Y representa independientemente, en cada ocasion que se usa en la presente memoria, =0, =S, =NR?® 0 =N-
CN;

Cada R®, R?, R*? y R representan independientemente, en cada ocasién que se usen en la presente memoria,
hidrégeno, alquilo Ci., heterocicloalquilo (cuyos uUltimos dos grupos estan opcionalmente sustituidos por uno o mas
sustituyentes seleccionados de J* y =0), arilo o heteroarilo (cuyos dos ultimos grupos estan opcionalmente
sustituidos por uno o mas sustituyentes seleccionados de JS); o]

Cualquier par relevante de R?’, R y R* puede (por ejemplo, cuando estan unidos al mismo atomo, atomo
adyacente (es decir, relacion 1,2) o a atomos que estan a dos atomos de distancia, es decir en una relacion 1,3)
unirse para formar (p.ej. junto con el &tomo de nitrégeno necesario al que pueden estar unidos) un anillo de 4 a 20
(p-€j., 4 a 12) miembros, que contiene opcionalmente uno o mas heteroatomos (por ejemplo, ademas de aquellos
que pueden ya estar presentes, p.ej. (un) heteroatomo(s) seleccionado(s) de oxigeno, nitrdgeno y azufre), que
contiene opcionalmente una o mas insaturaciones (preferiblemente, dobles enlaces), y cuyo anillo esti
opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes seleccionados de J° y =0;

Cada J*, 3%, 3%, 3%, 3° y J° representa independientemente, en cada ocasion que se usen en la presente memoria:
. 7.
Q5

(ii) alquilo Ci6 0 heterocicloalquilo, los cuales estan opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes
seleccionados de =0y Qs;

Cada Q' y Q8 representa independientemente, en cada ocasion que se usa en la presente memoria:

—CN, o preferiblemente, halo, -N(R*)R*, -OR®, -C(=Y?)-R*’, -C(=Y?)-OR*, -C(=Y*)N(R*)R*", -N(R®*)C(=Y*)R*", -
NR>?S(0),R%, -S(0).R*, SR*, S(O)R* 0 alquilo C1.s, opcionalmente sustituido por uno o mas atomos fluoro;

Cada Y® representa independientemente, en cada ocasién que se usa en la presente memoria, =0, =S, =NR>® 0 =N-
CN;

cada R®, R*, R® y R™ representa independientemente, en cada ocasion que se usa en la presente memoria,
hidr(é)geré(z) o alquilo C16 opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes seleccionados de fluoro, -OR® y —
N(R*)R™; 0

Cualquier par relevante de R% R y R®? puede (por ejemplo cuando estan unidos al mismo 4tomo o adyacentes)
unirse para formar, un anillo de 3 a 8 miembros, que contiene opcionalmente uno o mas heteroatomos (por ejemplo,
ademas de aquellos que pueden estar ya presentes, heteroatomos seleccionados de oxigeno, nitrégeno y azufre),
que contiene opcionalmente una o mas insaturaciones (preferiblemente, dobles enlaces), y cuyo anillo esta
opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes seleccionados de =0 y alquilo C1.3;

R% R y R%2 representan independientemente hidrégeno o alquilo C1¢ opcionalmente sustituidos por uno o mas
atomos fluoro;

O un éster, amida, solvato o sal del mismo farmacéuticamente aceptable,

Cuyos compuestos, ésteres, amidas, solvatos y sales pueden denominarse en adelante como “los compuestos de la
invencion”.

Los compuestos de la invencién pueden probarse para la inhibicién de PI3K en una prueba conocida por el experto,
por ejemplo una prueba descrita a continuacion. Otros compuestos que son inhibidores de PI3K conocidos pueden
también haberse probado en dichas pruebas.

También descrito en la presente memoria, se reduce el envejecimiento bioldgico (envejecimiento por rendimiento).
Por consiguiente, uno o mas valores del biomarcador asociado con el envejecimiento biolégico de un individuo que
se trata estan mejorados en comparacion con el valor del biomarcador de un individuo equivalente diferente que no
se ha tratado con el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa. Preferiblemente se reduce el envejecimiento biol6gico
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(envejecimiento por rendimiento) en al menos 5%, por ejemplo al menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70% o al menos 75%.

También descrito en la presente memoria, se mejora la coordinacion neuromuscular. Por consiguiente, la
coordinacion neuromuscular de un individuo que se trata se mejora preferiblemente en al menos 5%, por ejemplo al
menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 100%, 110%,
120%, 130%, 140%, 150%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450% o al menos 500% en comparacién con la
coordinacion neuromuscular de un individuo equivalente diferente que no se ha tratado con el inhibidor de
fosfoinositida 3-quinasa.

También descrito en la presente memoria, se reduce la resistencia a la insulina. Por consiguiente, la resistencia a la
insulina de un individuo que se trata se reduce preferiblemente en al menos 5%, por ejemplo al menos 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70% o al menos 75% en comparacion con la resistencia a
la insulina de un individuo equivalente diferente que no se ha tratado con el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa.

También descrito en la presente memoria, la esperanza de vida del individuo que se trata se aumenta en
comparacion con la esperanza de vida de un individuo equivalente diferente que no se ha tratado con el inhibidor de
fosfoinositida 3-quinasa. Preferiblemente, la esperanza de vida se aumenta en al menos 5%, por ejemplo al menos
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 100%, 110%, 120%,
130%, 140% o al menos 150%.

También descrito en la presente memoria, la esperanza de vida se aumenta independientemente del desarrollo de
cancer en el individuo. Por ejemplo, la esperanza de vida puede aumentarse independientemente del desarrollo de
linfoma en el individuo.

También descrito en la presente memoria, el gasto energético bioldgico de un individuo que se trata se aumenta en
comparacién con el gasto energético de un individuo equivalente diferente que no se ha tratado con el inhibidor de
fosfoinositida 3-quinasa. Preferiblemente, el gasto energético bioldgico se aumenta en al menos 5%, por ejemplo al
menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 100%, 110%,
120%, 130%, 140%, 150%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450% o al menos 500%.

El gasto energético bioldgico (es decir, el nimero de calorias consumidas por un organismo en un periodo de tiempo
especificado) puede determinarse por cualquier medio adecuado conocido en la técnica. Un método adecuado,
descrito en U, D’Alession & Thomas, 2006, Cell. Metab. 3:393-402, es la calorimetria indirecta (véase también, la
seccion medidas metabdlicas de los presentes Ejemplos). Otras medidas de gasto energético biolégico incluyen
peso frente a alimento ingerido, consumo de O relacionado con la produccion de COa.

También descrito en la presente memoria, el gasto energético biolégico solo se aumenta en individuos que se tratan
que tienen un exceso de grasa corporal (es decir, individuos con sobrepeso u obesos) y/o los individuos que
experimentan equilibrio energético positivo. Por tanto, en una realizacion el gasto energético bioldgico no se
aumenta en individuos que se tratan que no tienen un exceso de grasa corporal (es decir, individuos sin sobrepeso y
no obesos) o que no experimentan equilibrio energético. El equilibrio energético positivo puede ser agudo o crénico.

También descrito en la presente memoria, la adiposidad total (es decir, el contenido total de adipocitos de un
individuo) se disminuye en comparacion con la adiposidad total en un individuo equivalente diferente que no se ha
tratado con el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa. La adiposidad total puede determinarse por cualquier medio
adecuado conocido en la técnica tal como indice de masa corporal (IMC), bioimpedancia, medidas de calibrador o
tomografia computerizada. Sin embargo, un medio adecuado es la absorciometria con rayos X de doble energia que
usa una region de interés que comprende el cuerpo entero (véase la seccion medidas metabdlicas de los presentes
Ejemplos).

También descrito en la presente memoria, la adiposidad total se disminuye en al menos 5%, por ejemplo al menos
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80% o al menos 85% en
comparacion con la adiposidad total de un individuo equivalente diferente que no se ha tratado con el inhibidor de
fosfoinositida 3-quinasa.

También descrito en la presente memoria, la adiposidad total se disminuye solo en individuos que se tratan que
tienen un exceso de grasa corporal (es decir, individuos con sobrepeso u obesos). Por tanto, en una realizacion la
adiposidad total no se reduce en individuos que se tratan que no tienen un exceso de grasa corporal (es decir,
individuos sin sobrepeso o no obesos).

También descrito en la presente memoria, el nimero de adipocitos marrones se aumenta en comparacion con la
adiposidad total de un individuo equivalente diferente que no se ha tratado con el inhibidor de fosfoinositida 3-
quinasa. Preferiblemente, el nimero de adipocitos marrones en un individuo que se trata estd aumentado en al
menos 5%, por ejemplo, al menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 80%,
90%, 100%, 110%, 120%, 130%, 140%, 150%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450% o al menos 500% en
comparacion con el nimero de adipocitos marrones de un individuo equivalente diferente que no se ha tratado con
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el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa.

También descrito en la presente memoria, el peso de tejido adiposo marrén (TAM) esta aumentado en comparacion
con el peso de tejido adiposo marron de un individuo equivalente diferente que no se ha tratado con el inhibidor de
fosfoinositida 3-quinasa. Por consiguiente, se prefiere que el peso de tejido adiposo marrén (TAM) en un individuo
gue se trata esté aumentado en al menos 5%, por ejemplo al menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%,
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 100%, 110%, 120%, 130%, 140%, 150%, 200%, 250%, 300%, 350%,
400%, 450% o al menos 500%.

También descrito en la presente memoria, el nimero de tejido adiposo blanco (TAB) en un individuo que se trata
esta disminuido en comparacion con el nimero de tejido adiposo blanco de un individuo equivalente diferente que no
se ha tratado con el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa. Por consiguiente, el nimero de tejido adiposo blanco
(TAB) puede estar disminuido en al menos 5%, por ejemplo al menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%,
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80% o0 al menos 85%.

También descrito en la presente memoria, el peso de tejido adiposo blanco (TAB) en un individuo que se trata esta
disminuido en comparacion con el peso de tejido adiposo blanco de un individuo equivalente diferente que no se ha
tratado con el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa. Por consiguiente, el peso de tejido adiposo blanco (TAB) puede
estar disminuido en al menos 5%, por ejemplo al menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80% o al menos 85%.

También descrito en la presente memoria, el peso y/o nimero de tejido adiposo blanco (TAB) solo se disminuye en
individuos que se tratan que tienen un exceso de grasa corporal (es decir, individuos con sobrepeso u obesos). Por
tanto, en una realizacion el peso y/o nimero de tejido adiposo blanco (TAB) no se reduce en individuos que se tratan
gue no tienen un exceso de grasa corporal (es decir, individuos sin sobrepeso 0 no obesos).

También descrito en la presente memoria, la expresién del coactivador 1-a del receptor gamma activado por
proliferadores de peroxisoma (Pgc1a) se aumenta en los adipocitos marrones. También descrito en la presente
memoria, la expresion del coactivador 1-a del receptor gamma activado por proliferadores de peroxisoma en un
individuo que se trata se aumenta en los adipocitos marrones en al menos 5%, por ejemplo al menos 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 100%, 110%, 120%, 130%, 140%,
150%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450% o al menos 500% en comparacion con la expresion de un individuo
equivalente diferente que no se ha tratado con el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa.

La concentracion de proteina puede medirse directamente o indirectamente (por medio de la medida de é&cidos
nucleicos asociados).

Los métodos de deteccidn y/o medida de la concentracion de proteina y/o acido nucleico se conocen bien por los
expertos en la técnica, véase por ejemplo Sambrook y Russell, 2001, Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Los métodos preferidos para la deteccion y/o la medida de proteina incluyen inmunoelectrotransferencia de Western,
inmunoelectrotransferencia de North-Western, ensayos inmunoabsorbentes (ELISA); micromatriz de anticuerpos,
micromatriz de tejidos (TMA), inmunoprecipitacion, hibridacién in situ y otras técnicas de inmunohistoquimica,
radioinmunoensayo (RIA), ensayos inmunoradiométricos (IRMA) y ensayos inmunoenziméaticos (IEMA), que incluyen
ensayos tipo sandwich que usan anticuerpos monoclonales y/o policlonales. Se describen ensayos tipo sandwich
ejemplares en David et al., en las Patentes de EE.UU. nims. 4.376.110 y 4.486.530, incorporadas aqui por
referencia. La tincién de células con anticuerpos en portaobjetos puede usarse en métodos bien conocidos en las
pruebas diagnosticas del laboratorio de citologia, como saben bien los expertos en la técnica.

Tipicamente, ELISA implica el uso de enzimas que dan un producto de reaccion coloreado, normalmente en
ensayos en fase sélida. Enzimas tales como peroxidasa de rabano y fosfatasa se han empleado ampliamente. Una
forma de amplificar la reaccion de la fosfatasa es usar NADP como un sustrato para generar NAD que actla ahora
como una coenzima para un segundo sistema enzimatico. La pirofosfatasa de Escherichia coli proporciona un buen
conjugado porque la enzima no esta presente en tejidos, es estable y da un buen color de reaccion. También
pueden usarse sistemas quimioluminiscentes basados en enzimas tales como luciferasa.

La conjugacion con la vitamina biotina se usa frecuentemente ya que ésta puede detectarse facilmente por su
reaccion con la avidina o estreptavidina unida a enzima a la que se une con gran especificidad y afinidad.

Los métodos preferidos para la deteccion y/o medida de &acido nucleico (p.ej., ARNm) incluyen
inmunoelectrotransferencia de southern, inmunoelectrotransferencia de northern, reaccién de la cadena polimerasa
(PCR), PCR transcriptasa inversa (RT-PCR), PCR a tiempo real cuantitativa (QRT-PCR), nanomatriz, micromatriz,
macromatriz, autorradiografia e hibridacion in situ.

También descrito en la presente memoria, la expresion de la proteina de desacoplamiento 1 (también conocida
como Termogenina o Ucpl) se aumenta en los adipocitos marrones. Se prefiere que la expresion de la proteina de
desacoplamiento 1 en un individuo que se trata se aumente en los adipocitos marrones en al menos 5%, por ejemplo
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al menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 100%, 110%,
120%, 130%, 140%, 150%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450%, o al menos 500% en comparacion con la
expresion de un individuo equivalente diferente que no ha sido tratado con el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa.

También descrito en la presente memoria, el nivel del homdlogo 1 del oncogén virico timoma murino v-akt activo
(también conocido como Akt o PKB) se disminuye en los adipocitos marrones. Preferiblemente, el nivel de homologo
1 del oncogén virico timoma murino v-akt activo en un individuo que se esta probando se disminuye en al menos
5%, por ejemplo al menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80% o al
menos 85% en comparacion con la expresion de un individuo equivalente diferente que no se ha tratado con el
inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa.

También descrito en la presente memoria, el nivel de proteina forkhead box O1 (FOXOL1) activa se aumenta en los
adipocitos marrones. Preferiblemente, el nivel de proteina forkhead box O1 (FOXO1) activa se aumenta en un
individuo que se trata en al menos 5%, por ejemplo al menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 100%, 110%, 120%, 130%, 140%, 150%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%,
450% o al menos 500% en comparacion con la expresion de un individuo equivalente diferente que no se ha tratado
con el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa.

También descrito en la presente memoria, el nivel de proteina forkhead box O3 (FOXO3) activa se aumenta en los
adipocitos marrones. Se prefiere que se aumente en un individuo que se trata en al menos 5%, por ejemplo al
menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 100%, 110%,
120%, 130%, 140%, 150%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450% o al menos 500% en comparacion con la
expresion de un individuo equivalente diferente que no se ha tratado con el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa.

También descrito en la presente memoria, el nivel de Irsl fosforilada en Ser/Thr se disminuye en los adipocitos
blancos. Se prefiere que se aumente en un individuo que se trata en al menos 5%, por ejemplo al menos 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80% o al menos 85% en comparacion con el
nivel de un individuo equivalente diferente que no se ha tratado con el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa.

También descrito en la presente memoria, los adipocitos marrones estan situados en el tejido adiposo marron
(TAM). También descrito en la presente memoria, los adipocitos marrones estan situados en el tejido adiposo blanco
(TAB). También descrito en la presente memoria, los adipocitos marrones estan situados tanto en el tejido adiposo
marrén (TAM) como en el tejido adiposo blanco (TAB).

Se apreciara que el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa puede administrarse junto con (o bien simultaneamente o
de forma consecutiva) uno o mas compuestos farmaceéuticos adicionales. Preferiblemente, se administra con un
medicamento anti-obesidad. Los medicamentos anti-obesidad adecuadas incluyen orlistat, sibutramina, rimonabant,
metformina, exenatida, pramlintida y lorcaserina.

También se describe en la presente memoria un método para tratar o prevenir una enfermedad o afeccién asociada
con la expresion del coactivador 1-a del receptor gamma activado por proliferadores de peroxisoma (Pgci1a) y/o
proteina de desacoplamiento 1 (Termogenina o Ucpl) en los adipocitos marrones en un individuo que comprende
administrar una cantidad efectiva de un inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa. La enfermedad o afeccién puede estar
asociada con la expresion de coactivador 1-a del receptor gamma activado por proliferadores de peroxisoma y
proteina de desacoplamiento 1 en adipocitos marrones y puede estar asociada con la sobreexpresion de cualquiera
0 ambos.

La enfermedad o afeccion puede ser una enfermedad o afeccion asociada con el gasto energético, especialmente
una enfermedad o afeccién asociada con el desequilibrio energético positivo tal como obesidad, una enfermedad o
afeccion asociada con la obesidad, esteatosis y envejecimiento biolodgico (envejecimiento por rendimiento).

Preferiblemente la enfermedad o afeccidon es obesidad. En una realizacion igualmente preferida, la enfermedad o
afeccion esté asociada con la obesidad, por ejemplo, diabetes tipo 2 (comienzo en adultos), alta presion sanguinea,
ictus ataque al corazén, fallo cardiaco, calculos biliares gota y artritis gotosa, osteoartritis, apnea del suefio y
sindrome de Pickwick. En una realizacion, la enfermedad y afeccién asociadas con la obesidad no es cancer.

También descrito en la presente memoria, la enfermedad o afeccion es el envejecimiento biol6gico (envejecimiento
por rendimiento). De forma alternativa, la enfermedad o afeccion puede ser esteatosis (es decir, la acumulacién
anormal y excesiva de lipidos celulares), en particular, esteatosis hepatica.

El inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa pueden ser unos inhibidores de fosfoinositida 3-quinasa clase I, inhibidores
de fosfoinositida 3-quinasa clase 1l o inhibidores de fosfoinositida 3-quinasa clase lll. Los inhibidores de
fosfoinositida 3-quinasa clase | puede ser un inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa clase IA o clase IB. Por ejemplo,
los inhibidores de fosfoinositida 3-quinasa clase IA pueden inhibir la isoforma p110q, la isoforma p110B3 y/o la
isoforma p1103. Preferiblemente, se inhiben la isoforma p110a y la isoforma p1103. De forma alternativa, donde el
inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa es un inhibidor de clase IB, preferiblemente se inhibe la isoforma p110y. El
inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa puede seleccionarse del grupo que consiste en wortmanina, demetoxiviridina,
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LY294002, BEZ235, CAL101, SF1126, PX-866, GDC-0941, BKM120, XL147, XL765, palomida 529, GSK615,
IC87114, CAL263, fosfatasa y homdlogo de tensina (Pten) y los demas inhibidores de PI3K mencionados
anteriormente (en la Tabla A y el compuesto de formula I. También descrito en la presente memoria, el inhibidor de
PI3K es un inhibidor de PI3Ka.

También descrito en la presente memoria, se reduce el envejecimiento biolégico (envejecimiento por rendimiento).
Por consiguiente, uno o mas indicadores (es decir, biomarcadores) asociado con el envejecimiento biolégico se
mejora en comparaciéon con el mismo indicador/biomarcador de un individuo equivalente diferente que no se ha
tratado con el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa. Preferiblemente el envejecimiento biolégico (envejecimiento por
rendimiento) se reduce en al menos 5%, por ejemplo al menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%,
55%, 60%, 65%, 70% o al menos 75%.

También descrito en la presente memoria, la coordinacion neuromuscular puede mejorarse, preferiblemente en al
menos 5%, por ejemplo al menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%,
80%, 90%, 100%, 110%, 120%, 130%, 140%, 150%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450% o al menos 500% en
comparacion con la coordinacién neuromuscular de un individuo equivalente diferente que no se ha tratado con el
inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa.

También descrito en la presente memoria, se reduce la resistencia a la insulina, preferiblemente, en al menos 5%,
por ejemplo al menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%,
100%, 110%, 120%, 130%, 140%, 150%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450% o al menos 500% en
comparacién con la resistencia a la insulina de un individuo equivalente diferente que no se ha tratado con el
inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa.

También descrito en la presente memoria, la esperanza de vida del individuo que se trata se aumenta en
comparacion con la esperanza de vida de un individuo equivalente diferente que no se ha tratado con el inhibidor de
fosfoinositida 3-quinasa. Se prefiere que, la esperanza de vida se aumente en al menos 5%, por ejemplo al menos
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 100%, 110%, 120%,
130%, 140%, 150%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450%, o al menos 500%. Preferiblemente, la esperanza de
vida se aumenta independientemente del desarrollo del cancer en el individuo. Por ejemplo, la esperanza de vida
puede aumentarse independientemente del desarrollo del linfoma en el individuo.

También descrito en la presente memoria, el gasto energético biolégico de un individuo que se trata se aumenta en
comparacion con el gasto energético de un individuo equivalente diferente que no se ha tratado con el inhibidor de
fosfoinositida 3-quinasa. Preferiblemente, el gasto energético biol6gico se aumenta en al menos 5%, por ejemplo al
menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 100%, 110%,
120%, 130%, 140%, 150%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450% o al menos 500%.

También descrito en la presente memoria, la adiposidad total (es decir el contenido total de adipocitos de un
individuo) se disminuye. Preferiblemente, la adiposidad total se disminuye en al menos 5%, por ejemplo al menos
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80% o al menos 85% en
comparacion con la adiposidad total de un individuo equivalente diferente que no se ha tratado con el inhibidor de
fosfoinositida 3-quinasa.

También descrito en la presente memoria, el nUmero de adipocitos marrones se aumenta. Preferiblemente, el
namero de adipocitos marrones en un individuo que se trata se aumenta en al menos 5%, por ejemplo al menos
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 100%, 110%, 120%,
130%, 140%, 150%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450% o al menos 500% en comparacion con el nimero de
adipocitos marrones de un individuo equivalente diferente que no se ha tratado con el inhibidor de fosfoinositida 3-
quinasa.

También descrito en la presente memoria, el peso de tejido adiposo marron (TAM) puede aumentarse en
comparacion con el peso de tejido adiposo marrén de un individuo equivalente diferente que no se ha tratado con el
inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa. Por consiguiente, se prefiere que el peso de tejido adiposo marron (TAM) en un
individuo que se trata se aumente en al menos 5%, por ejemplo al menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%; 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 100%, 110%, 120%, 130%, 140%, 150%, 200%, 250%, 300%,
350%, 400%, 450% o al menos 500%.

También descrito en la presente memoria, el peso de tejido adiposo blanco (TAB) en un individuo que se trata puede
disminuirse en comparacion con el peso de tejido adiposo blanco de un individuo equivalente diferente que no se ha
tratado con el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa. Por consiguiente, el peso de tejido adiposo blanco (TAB) puede
disminuirse en al menos 5%, por ejemplo al menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%; 60%,
65%, 70%, 75%, 80% o al menos 85%.

También descrito en la presente memoria, la expresién del coactivador 1-a del receptor gamma activado por
proliferadores de peroxisoma (Pgc1a) se aumenta en los adipocitos marrones. Preferiblemente, la expresion del
coactivador 1-a del receptor gamma activado por proliferadores de peroxisoma en un individuo que se trata se
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aumenta en los adipocitos marrones en al menos 5%, por ejemplo al menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%,
45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 100%, 110%, 120%, 130%, 140%, 150%, 200%, 250%, 300%,
350%, 400%, 450%, o al menos 500%, en comparacion con la expresién de un individuo equivalente diferente que
no se ha tratado con el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa.

También descrito en la presente memoria, la expresion de proteina de desacoplamiento 1 (también conocida como
Termogenina o Ucpl) se aumenta en los adipocitos marrones. Se prefiere que la expresion de la proteina de
desacoplamiento 1 en un individuo que se trata esté aumentada en los adipocitos marrones en al menos 5%, por
ejemplo al menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 100%,
110%, 120%, 130%, 140%, 150%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450% o al menos 500% en comparaciéon con
la expresion de un individuo equivalente diferente que no se ha tratado con el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa.

También descrito en la presente memoria, la expresion del homologo 1 del oncogén virico timoma murino v-akt
(también conocido como Akt, Aktl o PKB) se disminuye en los adipocitos marrones. Las secuencias ejemplares de
proteina y ARNm incluyen NM_001014431 (ARNm humano), NP_001014431 (proteina humana), NM_009652
(ARNm de raton) y NP_033782 (proteina de ratdn). Preferiblemente, la expresién del homologo 1 del oncogén virico
timoma murino v-akt en un individuo que se prueba se disminuye al menos 5%, por ejemplo al menos 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%; 60%, 65%, 70%, 75%, 80% o al menos 85% en comparacion con la
expresion de un individuo equivalente diferente que no se ha tratado con el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa.

También descrito en la presente memoria, la expresion del homdélogo 2 del oncogén virico timoma murino v-akt
(también conocido como Akt2) se disminuye en los adipocitos marrones. Secuencias ejemplares de proteina y
ARNmM incluyen NM_001626 (ARNm humano), NP_001617 (proteina humana), XM_001000182 (ARNm de ratén) y
XP_001000182 (proteina de ratén). Preferiblemente, la expresion del homdlogo 2 del oncogén virico timoma murino
v-akt en un individuo que se prueba esta disminuido en al menos 5%, por ejemplo al menos 10%, 15%, 20%, 25%,
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%; 60%, 65%, 70%, 75%, 80% o al menos 85% en comparacion con la expresion de
un individuo equivalente diferente que no se ha tratado con el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa.

También descrito en la presente memoria, la expresion del homologo 3 del oncogén virico timoma murino v-akt
(también conocido como Akt3) se disminuye en los adipocitos marrones. Las secuencias ejemplares de proteina y
ARNmM incluyen NM_005465 (ARNm humano), NP_005456 (proteina humana), NM_011785 (ARNm de raton) y
NP_035915 (proteina de ratdn). Preferiblemente, la expresién del homélogo 3 del oncogén virico timoma murino v-
akt en un individuo que se prueba se disminuye en al menos 5%, por ejemplo al menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30%,
35%, 40%, 45%, 50%, 55%; 60%, 65%, 70%, 75%, 80% o al menos 85% en comparacion con la expresion de un
individuo equivalente diferente que no se ha tratado con el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa.

También descrito en la presente memoria, la expresion de la proteina forkhead box O1 (FOXO1) se aumenta en los
adipocitos marrones. Las secuencias ejemplares de proteina y ARNm incluyen NM_002015 (ARNm humano),
NP_002006 (proteina humana), NM_019739 (ARNm de ratéon) y NP_062713 (proteina de raton). Preferiblemente, la
expresion de la proteina forkhead box O1 (FOXO1) se aumenta en un individuo que se trata en al menos 5%, por
ejemplo al menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%; 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 100%,
110%, 120%, 130%, 140%, 150%, 200%, 250%, 300%, 350%, 400%, 450% o al menos 500% en comparacion con
la expresion de un individuo equivalente diferente que no se ha tratado con el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa.

También descrito en la presente memoria, la expresion de la proteina forkhead box O3 (FOXO3) se aumenta en los
adipocitos marrones. Las secuencias ejemplares de proteina y ARNm incluyen NM_001455 (ARNm humano),
NP_001446 (proteina humana), XM_001000298 (ARNm de ratén) y XP_001000298 (proteina de ratén). Se prefiere
que se aumente en un individuo que se trata en al menos 5%, por ejemplo al menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30%,
35%, 40%, 45%, 50%, 55%; 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 90%, 100%, 110%, 120%, 130%, 140%, 150%, 200%,
250%, 300%, 350%, 400%, 450% o al menos 500% en comparacion con la expresion de un individuo equivalente
diferente que no se ha tratado con el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa.

Por “un individuo equivalente diferente que no se ha tratado con el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa” se quiere
decir, un individuo equivalente diferente que no se ha tratado con el inhibidor PI3K e individuos o grupos en los que
todos los parametros distintos del parametro que se prueba se han estandarizado o ajustado a un nivel estandar
para el grupo o individuo. Por ejemplo, el peso de tejido adiposo se mediria de forma efectiva respecto al peso total
del organismo (mejor que midiendo el peso de tejido adiposo absoluto solo). La estandarizacion o control de
parametros que no se prueban es el procedimiento experimental estandar. Por tanto, los parametros relevantes que
necesitan estandarizacion estarian claros para un experto respecto a cada parametro a probar. Por tanto “un
individuo equivalente diferente que no se ha tratado con el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa” puede referirse a un
individuo de control o grupo de individuos de control. De forma alternativa, puede referirse al individuo que se trata
antes que empezara el tratamiento (preferiblemente, inmediatamente antes de que comenzara el tratamiento).

También descrito en la presente memoria, los adipocitos marrones estan situados en el tejido adiposo marrén
(TAM). Sin embargo, también se describe en la presente memoria, los adipocitos marrones estan situados en el
tejido adiposo blanco (TAB). Los adipocitos marrones pueden estar situados en el tejido adiposo marron (TAM) y el
tejido adiposo blanco (TAB).
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Se apreciara que el inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa deberia administrarse en una cantidad efectiva. Puede
administrarse junto con (o bien simultaneamente o consecutivamente) uno 0 mas compuestos farmacéuticos
adicionales, por ejemplo otro medicamento anti-obesidad. Los medicamentos anti-obesidad adecuados incluyen
orlistat, sibutramina, rimonabant, metformina, exenatida, pramlintida y lorcaserina.

El término “cantidad efectiva” como se usa en la presente memoria, se refiere a esa cantidad que proporciona una
sefial suficientemente detectable para un régimen de administracion dado. Esta es una cantidad predeterminada de
material activo calculada para producir una potencia de sefial deseada en asociacion con el aditivo y diluyente
necesarios, es decir, un transporte o vehiculo de administracion. Como se aprecia por los expertos en la técnica, la
cantidad de un compuesto puede variar dependiendo de su actividad especifica. Las cantidades de dosificacion
adecuadas pueden contener una cantidad predeterminada de composicién activa calculada para producir la potencia
de sefial deseada en asociacion con el diluyente necesario. En los métodos y uso para la fabricacion de
composiciones descritas en la presente invencion, se proporciona una cantidad efectiva del componente activo. Una
cantidad efectiva puede determinarse por el médico o veterinario experto en base a las caracteristicas del paciente,
tales como edad, peso, sexo, afeccién, complicaciones, otras enfermedades, etc., como se sabe bien en la técnica.

La administracién puede ser oral, intravenosa, subcutanea, bucal, rectal, dérmica, nasal, traqueal, bronquial,
sublingual, o cualquier otra ruta parenteral o por medio de inhalacion, en una forma de dosificacion
farmacéuticamente aceptable.

La administracion puede ser por medio de formulaciones farmacéuticas conocidas, que incluyen comprimidos,
capsulas, o elixires para la administracién oral, supositorios para la administracion rectal, disoluciones o
suspensiones estériles para la administracion parenteral o intramuscular, y similares. El tipo de formulacion
farmacéutica puede seleccionarse con respecto a la ruta prevista de administracion y practica farmacéutica
estandar. Dichos vehiculos farmacéuticamente aceptables pueden ser quimicamente inertes a los compuestos
activos y pueden no tener efectos secundarios perjudiciales o toxicidad bajo las condiciones de uso.

Las formas de dosificacion a administrar deberian ser también estandar. Por ejemplo, un profesional médico, u otro
experto, sera capaz de determinar de forma rutinaria la dosis real, que serd la mas adecuada para un paciente
individual.

Se pretende que los métodos comprendan al menos las mismas caracteristicas o equivalentes que el primer aspecto
de la invencion.

Un tercer aspecto de la presente invencion se refiere a un inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa como se define en el
primer aspecto de la invencién, para uso no terapéutico en la promocidn de pérdida de peso en un individuo que lo
necesita. El individuo que se trata puede o no estar clinicamente obeso.

Los compuestos preferidos de la invencion (es decir, los inhibidores de PI3K preferidos para el uso de la invencion)
incluyen aquellos en que:

R? y R® representa(n) de forma independiente hidrogeno, un fragmento de férmula IA, alquilo Ci.6 (opC|onaImente
sustituido por uno 0 mas (p.ej. uno) sustituyente(s) seleccionado(s) de Q ) 0 un sustituyente seleccionado de QL

Q' representa halo (p.ej. bromo, cloro, yodo) —CN, -N(R')R™? -C(=Y)OR'®, -C(=Y)-R'®, —C(=Y)- N(Rwa)R“"l
alquilo Ci.s (opcionalmente sustituido por uno o mas (p.ej. uno) sustituyente(s) seleccionado(s) de E) y
heterocicloalquilo (p.ej. un grupo heterocicloalquilo de 5, 7 o, preferiblemente, de 6 miembros, que contiene
preferiblemente uno o dos heteroatomos (p.ej. seleccionado de nitrégeno, oxigeno y azufre), y que puede contener
una insaturacion, p.ej. un doble enlace, formando entonces p.ej. azepanilo o, preferiblemente, piperazinilo (p.ej. —
piperazinilo), morfolinilo, tiomorfolinilo, piperidinilo (p.ej. 4-piperidinilo, por ejemplo en que la posicion 1,2
opcionalmente contiene un doble enlace) o tetrahidropiranilo (p-€j. 4-tetrahidropiranilo), cuyo grupo heterocicloalquilo
esta opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes seleccionados de =0 (que puede estar presente en un
atomo de azufre para formar p.ej. un resto —S(O),-), y, preferiblemente, E® (p.ej. en que el sustituyente E° esta
situado en un heteroatomo de nitrégeno);

Cuando R® 0 R® representa un fragmento de férmula IA, entonces es preferiblemente R? que representa dicho
fragmento;

Cuando R? o R® representa un fragmento de férmula IA (en una realizacién de la invencion uno de R%y R® p.ej. R
representa un fragmento de férmula IA), entonces preferlblemente m representa 1 y cada R™ , independientemente
representa hidrégeno (formando asi un fragmento —CH,-N(R®)(R ))

Ry R® se unen para formar un grupo ciclico de 4-, 5- o 6-miembros (preferiblemente que no contiene heteroatomos
adicionales, y formando asi un grupo azetidinilo, pirrolidinilo, piperidinilo o piperazinilo), que comprende ademas: (a)
un grupo heterocicloalquilo condensado de 6 o preferiblemente 5 miembros (p.ej. pirrolidinilo) (que contiene
preferiblemente un heteroatomo, p.ej. nitrégeno, formando asi p.ej. un biciclo 5,5-condensado); (b) un grupo
conector —CH,-CH,- (formando asi una estructura ciclica con puente) o (c) un grupo heterocicloalquilo de 4, 5 0 6
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miembros (en que hay preferiblemente un heteroatomo de nitrégeno, formando asi p.ej. pirrolidinilo o piperidinilo)
unidos por medio de un Unico atomo de carbono comun para formar un espirociclo (p.ej. 2,8-diaza-espiro[4,5]-
decano-8-ilo, 2,8-diaza-espiro[4,5]-decano-2-ilo, 3,9-diaza-espiro[5,5]undecano-3-ilo, 2,7-diaza-espiro[3,5]nonano-7-
ilo o 2,7-diaza-espiro[3,5;nonano-2-i|o), cuyos anillos estan opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes
seleccionados de =0 y E” (por ejemplo el segundo anillo puede sustituirse con dichos sustituyentes);

Cuando R? o R® representan alquilo Ci.12 (p.€j. Ci-6), entonces puede ser de cadena lineal, p.ej. alquilo C1-3 aciclico
(p.€j. metilo) o cicloalquilo Cs.6 (p.€j. ciclopropilo), todos los cuales estan opcionalmente sustituidos por uno o mas
atomos fluoro (formando asi por ejemplo un grupo trifluorometilo);

R representa hidrégeno, cloro, bromo, yodo, -CN, -C(O)R10b (p.€j. —C(O)H) o metilo opcionalmente sustituido por

uno o mas (p.ej. uno) sustituyente(os) seleccionado(s) de E* (en que E* preferiblemente representa heteroarilo (p.ej.
imidazolilo) o, especialmente, -OR?, formando asf p.€j. un grupo -CH>OH o un resto —CH,-heteroarilo);

Uno de R® y R® representa un sustituyente como se define anteriormente, y el otro representa hidrégeno o un
sustituyente como se define en la presente memoria;

R® representa arilo (p.ej. fenilo) o heteroarilo (p.ej. un grupo heteroarilo monociclico de 5 0 6 miembros, o un grupo
heteroarilo biciclico de 10 o preferiblemente 9 miembros, en que, en ambos casos, hay uno o dos heteroatomo(s)
presente(s), preferiblemente seleccionados de nitrogeno, formando asi p.ej. pirazolilo, piridilo, indazolilo, indolilo,
pirimidinilo, indolonilo o pirrolopiridina, tal como pirrolo[2,3]piridina), ambos grupos R® estan opcionalmente

sustituidos por uno o mas (p.ej. uno o dos) sustituyentes seleccionados de E®;

Cada Q? representa independientemente halo (p.ej. fluoro; y por tanto cuando se sustituye en alquilo, puede formar
p.ej. un grupo —CFs), OR™ (en que R preferiblemente representa hidrégeno o alquilo Ci), -N(R™HR®, -
C(=Y)OR™, -C(=Y)R'®, -C(=Y)N(R')R', -S(0),R'®, alquilo C1.6 (p.ej. alquilo C1.3; opcionalmente sustituido por
uno o0 mas atomos fluoro), heterocicloalquilo (opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes seleccionados
de =0y EG), arilo y/o heteroarilo (p.ej. pirimidinilo; cuyos dos ultimos grupos arilo y heteroarilo estan opcionalmente

sustituidos por uno o mas sustituyentes seleccionados de E’);

Cada R'® R™2 R'2 R'® RM°y R (p.ej. cada Ry R independientemente representa hidrégeno o alquilo C1.
6 (p.€j. etilo o propilo o cicloalquilo Cs., tal como ciclohexilo) opcionalmente sustituido por uno o mas (p.ej. uno)
sustituyente(s) seleccionado(s) de E'%o

Uno de R'® y R puede representar heterocicloalquilo (p.ej. un grupo heterocicloalquilo de 5 o preferiblemente 6
miembros p.ej. que contiene un heteroatomo, formando asi p.ej. un grupo piperidinilo o un tetrahidropiranilo; cuyo
grupo heterocicloalquilo esta opcionalmente sustituido por uno o mas (p.ej. uno) sustituyente seleccionado de ElO); o]

Cualquier par relevante de R'®, Ry R'? (p.ej. R'® y R"®) puede (p.ej. cuando ambos estan unidos al mismo

atomo de nitrégeno) unirse para formar un anillo 5, 6 o 7 miembros, que contiene opcionalmente un heterodtomo
adicional (preferiblemente seleccionado de nitrégeno, oxigeno y azufre), cuyo anillo estd preferiblemente saturado
(formando asi, por ejemplo, un grupo pirrolidinilo, piperidinilo, azepanilo, piperazinilo, morfolinilo o tiomorfolinilo) y
opcionalmente sustituido por uno o mas sustitugentes seleccionados de =0 y E™ (cuyo sustituyente E™ puede estar
situado en un heteroatomo de nitrégeno; y/o E** es preferiblemente halo (p.ej. fluoro), N(R*°)R*!, -OR®, -C(0)OR?, -
OC(0)R?, -C(O)R?, -5(0):R?® 0 alquilo C1.3 opcionalmente sustituido por uno o mas atomos fluoro o sustituyentes
seleccionados de Q°);

cada E, E?, E3, E*, E®, E®, E', E™, E™ y E™ (p.€j. cada E° y E®) independientemente representa un sustituyente
seleccionado de Q* o alquilo C1-, opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes seleccionados de Q° y =0;

Q* representa halo (p.ej. fluoro o cloro), -CN, -OR%, -N(R®)R*!, C(=Y)OR?, -C(=Y)R%, -C(=Y)N(R®)R?, -N(R?)-
C(=Y)-R¥, -NR%®S(0),R?, -S(0).R? -NRPC(EY)NR?)R*, -0CO)R? alquilo Cis (p.ej. alquilo Cis
opcionalmente sustituido por uno o mas atomos de fluoro), arilo (cuyo Ultimo grupo, cuando se une a un grupo

alquilo puede formar p.ej. un resto bencilo) o heteroarilo (p.ej. imidazolilo), cuyos ultimos dos grupos arilo y
heteroarilo estan opcionalmente sustituidos por uno 0 mas sustituyentes J3%

Q° representa halo (p.ej. fluoro), -N(R**)R**, -OR*® y —O-C(O)R?’;

Cada E® independientemente representa —C(=Y)OR?® 0 —S(0).R%;

Cada E* independientemente representa halo (p.ej. fluoro), -OR* (p.ej. —OH) o heteroarilo (p.ej. imidazolilo);

Cada E° representa independientemente halo (p.ej. fluoro o cloro), -CN, -OR?, -N(RZO)R21, -C(=Y)OR20, -
CEY)NRP)R?, -N(R?)-C(=Y)-R*, -NHR?S(0):R?, -N(R®)C(=Y)N(R®®)R?* y/o alquilo Cis (p.ej. alquilo Ci.3)
opcionalmente sustituido por uno o mas atomos fluoro;

Cada E° representa independientemente halo (p.gj, fluoro), -OR? (en que R* preferiblemente representa hidrogeno
o alquilo Ci1.2), -N(R®)R?, -C(=Y)OR?, -C(=Y)R?, -C(=Y)N(R®®)R*, -S(0).R?® y/o alquilo C1.s (p.€j. alquilo Ci.3)
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opcionalmente sustituido por uno o mas atomos fluoro;
Cada E’ representa independientemente ~-N(R?°)R%*;

Cada E™ (que esta preferiblemente situado en un heteroatomo de nitrégeno, cuando es un sustituyente en un grupo
heterocicloalquilo) representa —S(0):R?’, -OR%, -N(R®)R*, -N(R*)-C(0)-R*, -C(0)-OR* o arilo (cuyo tltimo grupo,
cuando se une a un grupo alquilo puede formar p.ej. un resto bencilo; y que puede sustituirse por uno 0 mas
sustituyentes J%);

Cada Y representa, en cada ocasién que se usa en la presente memoria, =S o preferiblemente =0O;

Cada R?, R?, R® y R® (p.ej. cada R® y R?) representa independientemente hidrégeno, alquilo C1.4 (p.€j. Ci.3)
(p.€j. terc-butilo, etilo o metilo; cuyo grupo alquilo estd opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes
seleccionados de J4) o arilo (p.ej. fenilo; especialmente en el caso de —S(O)ZR20 y cuyo grupo arilo esta
opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes JS); o]

Cualquier par relevante de R?°, R y R? (p.ej. R”® y R*) pueden (p.ej. cuando ambos estan unidos al mismo atomo
de nitrégeno) estar unidos para formar un anillo de 5 o 6 miembros, que contienen opcionalmente un heterodtomo
adicional (preferiblemente seleccionados de nitrdgeno y oxigeno), cuyo anillo esta preferiblemente saturado
(formando asi, por ejemplo, un grupo pirrolidinilo, piperazinilo o morfolinilo), y opcionalmente sustituido por uno o
mas sustituyentes seleccionados de =0y J° (cuyo sustituyente J° puede situarse en un heteroatomo de nitrégeno);

R?? representa alquilo C1.3 0, preferiblemente, hidrégeno;
Cada J*, J%, 3%, 3%, 3°y 3% independientemente representa un sustituyente seleccionado de Q’;

Cada (37 y Q° representan independientemente halo, -N(R®)R>, -C(=Y?)-OR*’, -C(=Y?)-N(R*)R**, -(C=Y?-R%, -
S(0)2R %0 alquilo C1-3 opcionalmente sustituido por uno o méas atomos de fluoro;

Cada Y representa independientemente =S o, preferiblemente, =O;

Cada R* y R independientemente representa hidrogeno, alquilo C1.4 (p.€j. terc-butilo o metilo) o R y R*!, cuando
se unen al mismo 4tomo de carbono, pueden unirse para formar un anillo de 5 o preferiblemente 6 miembros (p.ej.
gue contiene un heteroatomo adicional, formando asi, p.ej. piperazinilo) opcionalmente sustituido por metilo (p.ej.
cuyo sustituyente esté situado en el heteroatomo nitrégeno adicional).

Otros compuestos preferidos de la invencidon que pueden mencionarse incluyen:

R? representa un sustituyente distinto de hidrégeno, y R® y R* independientemente representan hidrégeno o un
sustituyente distinto de hidrégeno;

R? representa un sustituyente distinto de hidrégeno;

R? representa Q'o alquilo Ci-2 (p.ej. metilo) opcionalmente sustituido por Q? (p.€j. en la posicion terminal del grupo
metilo);

R? y R* independientemente representan alquilo Ci.> o, preferiblemente, hidrogeno o Q! (p.ej. en que Q'
preferiblemente representa halo (p.ej. cloro) o heterocicloalquilo opcionalmente sustituido por uno o0 méas grupos EG);

Al menos uno de R® y R* representa hidrégeno;

R® representa: (a) fenilo (que esta sustituido preferiblemente p.ej. por un sustituyente E° situado preferiblemente en
la posicion meta); (b) un grupo heteroarilo monociclico de 5 o 6 miembros (p.ej. 6 miembros) (p.ej. que contiene uno
0 dos heteroatomos preferiblemente seleccionados de nitrégeno, formando asi p.ej. pirimidinilo, tal como 5-
pirimidinilo, o piridilo, tal como 3-piridilo), cuyo grupo heteroarilo monociclico esta opcionalmente sustituido p.ej. por
uno o dos sustituyente(s) E® (p.€j. situados en la posicién 2 (y opcionalmente en la posicion 6), cuando R® representa
pirimidinilo, o, en la posicion 6 cuando R® representa 3-piridilo; en cada caso un sustituyente esta preferiblemente en
la posicién para respecto al punto de union a la imidazopirazina requerida de la férmula 1); o (c) un grupo heteroarilo
biciclico de 9 a 10 miembros (p.ej. 9 miembros) (p.ej. indazolilo, tal como 4-indazolilo, o azaindolilo, tal como 7-
azaindolilo, es decir, pirrolo[2,3-b]piridilo, tal como 7-azaindol-5-ilo), cuyo grupo heteroarilo biciclico esta
preferiblemente no sustituido;

Q' representa —C(O)N(R'**)R™'? 0 —C(0)OR™ (p.ej. en que R** es alquilo C1.5);

Q? representa fluoro, -N(R™)R™® o heterocicloalquilo (p.ej. piperazinilo o morfolinilo) opcionalmente (y
preferiblemente) sustituido por uno o mas (p.ej. un02 sustituyente(s) (preferiblemente situado en un heteroatomo de
nitrégeno) seleccionado de =0y, preferiblemente, E”;

R y R™® (por ejemplo cuando Q' representa —C(O)N(R'**)R'?) representan independientemente hidrégeno,
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al%uilo Ci-3 aciclico (p.ej. Ci-) (p.ej. metilo o etilo) (opcionalmente sustituido por uno 0 mas (p.ej. uno) sustituyente
E™), cicloalquilo Css (p.ej. ciclohexilo) (opcionalmente sustituido por uno o mas (p.ej. uno) sustituyentes E'°) o
heterocicloalquilo (p.gj. un grupo heterocicloalquilo de 5 0 6 miembros (p.ej. que contiene un heteroatomo, formando
asi p.ej. piperidinilo, tal como 4-piperidinilo, o tetrahidropiranilo, tal como 4-tetrahidropiranilo) (opcionalmente
sustituido por uno o mas (p.ej. uno) sustituyentes E', que puede situarse en un heteroatomo de nitrégeno);

Cuando Q° representa -N(R')R™?, entonces R'® y R'® se unen preferiblemente para formar un anillo de 5 o

preferiblemente 6 miembros que contiene preferiblemente un heteroatomo adicional (p.ej. nitrégeno, oxigeno o
azufre) (formando asi, p.ej. piperazinilo, morfolinilo o tiomorfolinilo) opcionalmente (y preferiblemente) sustituido por
uno o mas (p.ej. uno) sustituyente(s) (opcionalmente situados en un heteroatomo de nitrégeno) seleccionado de =0,
E™ y alquilo C1.» (p.ej. metilo) opcionalmente sustituido por uno mas atomos fluoro (y, p.€j. en el caso de anillos que
contienen S, con uno o mas (p.ej. uno o dos) =0, cuyo(s) grupo(s) carbonilo esta(n) situado(s) en el S para formar
p.€j. un resto —S(0)z-);

Cuando E° representa un sustituyente en fenilo, entonces es preferiblemente Q* (p.ej. —OR?);

Cuando E® representa un sustituyente en heteroarilo monociclico, entonces es preferiblemente Q* (p.ej. -N(R*)R™)
0 alquilo C1-2 (p.ej. metilo) opcionalmente sustituido por uno 0 mas atomos fluoro (formando asi p.ej. un grupo —CF3);

E°® y E* preferiblemente representan Q*;
E™ representa Q*;
Por ejemplo cuando E® representa Q*, entonces Q* representa —OR? 0 —-N(R*)R%;

Por ejemplo cuando E°y E* representan Q*, entonces Q* representa —S(0):R? (p.€j. —S(O)2alquilo C1.4), -C(O)R? o
—OC(O)R%;

E™ representa —N(R**)R?!, -OR?® 0 —C(0)OR%;

Por ejemplo cuando E™ representa Q* (y E'® es un sustituyente en un grupo alquilo o cicloalquilo), entonces Q*
representa —~N(R®)R*" u —OR® (p.ej. —OCHs u —OH);

Por ejemplo cuando E® representa Q* (y E™ es un sustituyente en un grupo heterocicloalquilo), entonces Q*
representa —C(O)ORZO;

R% y R representan independientemente hidrégeno o alquilo C1-4 (p.€j. metilo, etilo o butilo (p.ej. isobutilo)), cuyo
grupo alquilo puede (p.ej. en el caso cuando E™ representa —C(O)Rzo) estar sustituido con un sustituyente J°; o

Por ejemplo, cuando E™ representa —N(R*)R?*, entonces R* y R?! pueden unirse para formar un anillo de 5 o
preferiblemente 6 miembros, que contiene opcionalmente un heteroatomo adicional (p.ej. oxigeno, formando asi p.ej.
morfolinilo);

J* representa Q';

Q' representa —N(R*))R*";

R y R> representan independientemente hidrégeno, o preferiblemente, alquilo Ci-2 (p.€j. metilo).

El compuesto mas preferido de la invencion (es decir, el inhibidor de PI3-K para el uso de la invencion) es:

0

L)
A\A
e
H2N/“\N/ Cl C_T\?’)O
a

denominado en la presente memoria como “Compuesto A”.

Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen sales de adicién de acido y sales de adicion de base. Dichas sales
pueden formarse por medios convencionales, por ejemplo por reaccion de una forma de &cido libre o base libre de
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un compuesto de féormula | con uno o mas equivalentes de un acido o base apropiado, opcionalmente en un
disolvente, o en un medio en que la sal es insoluble, seguido por la eliminacién de dicho disolvente, o dicho medio,
usando técnicas estandar (p.ej. al vacio, por secado por congelacién o por filtracion). Las sales pueden prepararse
también intercambiando un contraién de un compuesto de la invencién en la forma de una sal con otro contraién, por
ejemplo usando una resina de intercambio i6nico adecuado.

Por “éster, amida, solvato o sal del mismo farmacéuticamente aceptable”, se incluyen sales de ésteres o amidas
farmacéuticamente aceptables, y solvatos de ésteres, amidas o sales farmacéuticamente aceptables. Por ejemplo,
pueden mencionarse ésteres y amidas farmacéuticamente aceptables tales como las definidas en la presente
memoria, ademas de solvatos o sales farmacéuticamente aceptables.

Los ésteres y amidas farmacéuticamente aceptables de los compuestos de la invencién se incluyen también en el
alcance de la invencién. Los ésteres y amidas farmacéuticamente aceptables de los compuestos de la invencién
pueden formarse a partir de los compuestos correspondientes que tienen un grupo apropiado, por ejemplo un grupo
acido, convertido al éster o amida apropiado. Por ejemplo, ésteres farmacéuticamente aceptables (de acidos
carboxilicos de los compuestos de la invencién) que pueden mencionarse incluyen ésteres de alquilo Ci.6, arilo Cs.1o
ylo aril Cs.10-alquilo Ci.6, opcionalmente sustituidos. Amidas farmacéuticamente aceptables (de acidos carboxilicos
de compuestos de la invencion) que pueden mencionarse incluyen las de la formula —C(O)N(R™)R?, en que R* y
R* representan independientemente alquilo Ci, arilo Csio 0 aril Csio-alquileno Cy opcionalmente sustituidos.
Preferiblemente, los grupos alquilo Ci.6 que pueden mencionarse en el contexto de dichos ésteres y amidas
farmacéuticamente aceptables son no ciclicos, p.ej. lineales y/o ramificados.

Compuestos adicionales de la invencion que pueden mencionarse incluyen derivados de carbamato, carboxamido o
ureido, p.ej. dichos derivados de grupos funcionales amino existentes.

Para los propdsitos de esta invencién, por lo tanto, los profdrmacos de la invencion se incluyen también en el
alcance de la invencion.

El término “profarmaco” de un compuesto relevante de la invencién incluye cualquier compuesto que, después de la
administracion oral o parenteral, se metaboliza in vivo para formar ese compuesto en una cantidad
experimentalmente detectable, y en un tiempo predeterminado (p.ej. en un intervalo de dosificacion de entre 6 y 24
horas (es decir una a cuatro veces al dia)). Para evitar la duda, el término administracién “parenteral” incluye todas
las formas de administracion distintas de administracion oral.

Los profarmacos de compuestos de la invencion pueden prepararse modificando grupos funcionales presentes en el
compuesto de tal forma que las modificaciones se escindan, in vivo cuando dicho profarmaco se administre a un
mamifero. Las modificaciones tipicamente se consiguen sintetizando el compuesto parental con un sustituyente
profarmaco. Los profarmacos incluyen compuestos de la invencion en los que un grupo hidroxilo, amino, sulfhidrilo,
carboxi o carbonilo en un compuesto de la invencion se une a cualquier grupo que puede escindirse in vivo para
regenerar el grupo hidroxilo, amino, sulfhidrilo, carboxi o carbonilo libre, respectivamente.

Ejemplos de profarmacos incluyen, aunque no estan limitados a, ésteres y carbamatos de grupos funcionales
hidroxi, grupos ésteres de grupos funcionales carboxilo, derivados de N-acilo y bases de N-Mannich. La informacion
general en profarmacos puede encontrarse p.ej. en Bundegaard, H. “Design of Prodrugs” p. 1-92, Elsevier, Nueva
York-Oxford (1985).

Los compuestos de la invencion pueden contener dobles enlaces y pueden por consiguiente existir como isGmeros
geométricos E (entgegen) y Z (zusammen) aproximadamente cada doble enlace individual. Los is6meros
posicionales pueden también estar incluidos por los compuestos de la invencion. Todos esos isomeros (p.ej. si un
compuesto de la invencién incorpora un doble enlace o un anillo condensado, las formas cis- y trans-, estan
incluidas) y mezclas de los mismos se incluyen en el alcance de la invencién (p.ej. isémeros posicionales sencillos y
mezclas de isémeros posicionales pueden incluirse en el alcance de la invenciéon).

Los compuestos de la invencion pueden mostrar también tautomerismo. Todas las formas tautdmeras (o
tautdmeros) y mezclas de los mismos estan incluidas en el alcance de la invencion. El término “tautdémero” o “forma
tautomérica” se refiere a isdbmeros estructurales de diferentes energias que son interconvertibles por medio de una
barrera de baja energia. Por ejemplo, los tautobmeros de protén (también conocidos como tautémeros prototropicos)
incluyen interconversiones por medio de la migracion de un proton, tal como isomerizaciones ceto-enol e imina-
enamina. Los tautomeros de valencia incluyen interconversiones por reorganizacion de algunos de los electrones de
enlace.

Los compuestos de la invencion pueden contener también uno o mas atomos de carbono asimétricos y por lo tanto
muestran isomerismo optico y/o diastereocisomerismo. Los diastereocisomeros pueden separarse usando técnicas
convencionales, p.ej. cromatografia o cristalizacion fraccionada. Los diversos estereoisomeros pueden aislarse por
separacion de un racémico u otra mezcla de los compuestos usando técnicas convencionales, p.ej. cristalizacion
fraccionada o HPLC. De forma alternativa los isbmeros Opticos deseados pueden hacerse por reaccion de los
materiales de partida Opticamente activos apropiados bajo condiciones que no provocaran la racemizaciéon o
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epimerizacion (es decir, un método de “acumulacion quiral”), por reaccion del material de partida apropiado con un
“auxiliar quiral” que puede posteriormente eliminarse a una etapa adecuada, por derivacién (es decir, una resolucién,
gue incluye una resolucién dinamica), por ejemplo con un acido homoquiral seguido por separacion de los derivados
diastereoméricos por medios convencionales tal como cromatografia, o por reaccién con un reactivo quiral apropiado
o catalizador quiral todo bajo condiciones conocidas por el experto.

Todos los estereoisomeros (que incluyen aunque no estan limitados a diastereisbmeros, enantibmeros y
atropisdmeros) y mezclas de los mismos (p.ej. mezclas racémicas) estan incluidos en el alcance de la invencion.

En las estructuras mostradas en la presente invencion, donde la estereoquimica de cualquier atomo quiral particular
no se especifica, entonces todos los estereocisémeros se contemplan y se incluyen como los compuestos de la
invencion. Donde se especifica la estereoquimica por una cufia sélida o linea discontinua que representa una
configuracién particular, entonces ese estereoisdémero esta especificado y definido asi.

Los compuestos de la presente invencion pueden existir en formas no solvatadas ademas de solvatadas con
disolventes farmacéuticamente aceptables tales como agua, etanol y similares, y se pretende que la invencion
incluya las formas tanto solvatadas como no solvatadas.

La presente invencion también incluye los compuestos marcados isotGpicamente de la presente invencion que son
idénticos a los enumerados en la presente memoria, excepto por el hecho de que uno o mas atomos estan
sustituidos por un atomo que tiene una masa atémica o nimero de masa diferente de la masa atbmica o nimero de
masa normalmente encontrado en la naturaleza (o la mas abundante encontrada en la naturaleza). Todos los
isétopos de cualquier atomo o elemento particular como se especifica en la presente memoria se contemplan en el
alcance de los compuestos de la invencion. Los is6topos ejemplares que pueden incorporarse en los compuestos de
la |nvenC|on incluyen isétopos de hldrogeno carbono nitrégeno, oxigeno, fosforo, azufre, fllor, cloro y yodo, tal
como 2H, °H, 1Ic, B¢, ¥c, BN, 0, Yo, o, #p, Bp, B 1F 36CI 123I y '?°|. Ciertos compuestos marcados
isotGpicamente de la presente |nvenC|0n (p-€j., Ios marcados con °H y C) son utlles en los compuestos y para
ensayos de distribucion tisular del sustrato. Los isétopos tritiados (*H) y carbono-14 (**C) son dtiles por su ayuda en
la preparacion y detectabilidad. Ademas, la sustitucion con isétopos mas pesados tales como deuterio (es decir, *H
puede proporcionar ciertas ventajas terapéuticas que resultan de la mayor estabilidad metabdlica (p.ej., vida media
in vivo aumentada o necesidades reducidas de d05|s) g/ por tanto pueden preferirse en algunas circunstancias. Los
isétopos de emision de positrones tales, como O, e y ®F son dtiles para los estudios de tomografia de
emision de positrones (PET) para examinar la ocupamon del receptor del sustrato. Los compuestos marcados
isotépicamente de la presente invencidn pueden prepararse generalmente siguiendo procedimientos analogos a los
descritos en el Esquema 1 y/o en los Ejemplos en la presente memoria posteriores, sustituyendo un reactivo
marcado isotépicamente por un reactivo no marcado isotépicamente.

A menos que se especifique otra cosa, los grupos alquilo C1.q4 (donde q es el limite superior del intervalo) definidos
en la presente memoria pueden ser de cadena lineal o, cuando hay un namero suficiente (es decir un minimo de dos
o0 tres, como sea apropiado) de atomos de carbono, pueden ser de cadena ramificada, y/o ciclicos (formando asi un
grupo cicloalquilo Cz.q). Dichos grupos cicloalquilo pueden ser monociclicos o biciclicos y pueden ademas estar en
puente. Ademas, cuando hay un numero suficiente (es decir, un minimo de cuatro) de a&tomos de carbono, dichos
grupos pueden ser también en parte ciclicos. Dichos grupos alquilo pueden estar también saturados o, cuando hay
un nimero suficiente (es decir un minimo de dos) de a&tomos de carbono, pueden estar insaturados (formando, por
ejemplo, un grupo alquenilo C.q 0 un alquinilo C.q).

A menos que se afirme otra cosa, el término alquileno C1.q (donde g es el limite superior del intervalo) definido en la
presente memoria puede ser de cadena lineal o, cuando hay un nimero suficiente de atomos de carbono, estar
saturado o insaturado (formando asi, por ejemplo, un grupo conector de alquenileno o alquinileno). Sin embargo,
dichos grupos alquileno Ci1.q pueden no estar ramificados.

Los grupos cicloalquilo Cz4 (donde g es el limite superior del intervalo) que puede mencionarse especificamente
pueden ser grupos alquilo monociclicos o biciclicos, cuyos grupos cicloalquilo pueden ademas estar en puente
(formando asi, por ejemplo, sistemas anulares condensados tales como tres grupos cicloalquilo condensados).
Dichos grupos cicloalquilo pueden estar saturados o insaturados conteniendo uno o més dobles enlaces (formando
por ejemplo un grupo cicloalquenilo). Los sustituyentes pueden unirse en cualquier punto del grupo cicloalquilo.
Ademas, donde hay un nimero suficiente (es decir un minimo de cuatro) dichos grupos cicloalquilo pueden ser
también en parte ciclicos.

El término “halo”, cuando se usa en la presente memoria, incluye preferiblemente fluoro, cloro, bromo y yodo.

Los grupos heterocicloalquilo que pueden mencionarse incluyen grupos heterocicloalquilo monociclicos y biciclicos
no aromaticos en que al menos uno (p.ej. uno a cuatro) de los atomos en el sistema anular es distinto de carbono
(es decir un heteroatomo), y en que el nimero total de atomos en el sistema anular esta entre 3 y 20 (p.gj. entre tres
y diez, p.ej. entre 3y 8, tal como 5 a 8). Dichos grupos heterocicloalquilo pueden también estar en puente. Ademas,
dichos grupos heterocicloalquilo pueden estar saturados o insaturados conteniendo uno o mas dobles y/o triples
enlaces, formando por ejemplo un grupo heterocicloalquenilo C..q (donde q es el limite superior del intervalo). Los
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grupos heterocicloalquilo C,q que pueden mencionarse incluyen 7-azabiciclo[2.2.1]heptanilo, 6-
azabiciclo[3.1.1]heptanilo, 6-azabiciclo[3.2.1]octanilo, 8-azabiciclo[3.2.1]octanilo, aziridinilo, azetidinilo,
dihidropiranilo, dihidropiridilo, dihidropirrolilo (que incluye 2,5-dihidropirrolilo), dioxolanilo (que incluye 1,3-
dioxolanilo), dioxanilo (que incluye 1,3-dioxanilo y 1,4-dioxanilo), ditianilo (que incluye 1,4-ditianilo), ditiolanilo (que
incluye 1,3-ditiolanilo), imidazolidinilo, imidazolinilo, morfolinilo, 7-oxabiciclo[2.2.1]heptanilo, 6-
oxabiciclo[3.2.1]octanilo, oxetanilo, oxiranilo, piperazinilo, piperidinilo, piranilo, pirazolidinilo, pirrolidinonilo,
pirrolidinilo, pirrolinilo, quinuclidinilo, sulfolanilo, 3-sulfolenilo, tetrahidropiranilo, tetrahidrofuranilo, tetrahidropiridilo (tal
como 1,2,3,4-tetrahidropiridilo y 1,2,3,6-tetrahidropiridilo), tietanilo, tiiranilo, tiolanilo, tiomorfolinilo, tritianilo (que
incluye 1,3,5-tritianilo), tropanilo y similares. Los sustituyentes en grupos heterocicloalquilo pueden, donde sea
apropiado, estar situados en cualquier &tomo en el sistema anular que incluye un heteroatomo. El punto de union de
grupos heterocicloalquilo puede ser por medio de cualquier &tomo en el sistema anular que incluye (donde sea
apropiado) un heterodtomo (tal como un atomo de nitrégeno), o un atomo en cualquier anillo carbociclico
condensado que pueda estar presente como parte del sistema anular. Los grupos heterocicloalquilo pueden también
estar en la forma N- o S- oxidada. El heterocicloalquilo mencionado en la presente memoria puede indicarse que sea
especificamente monociclico o biciclico.

Para evitar la duda, el término “biciclico” (p.ej. cuando se emplea en el contexto de los grupos heterocicloalquilo) se
refiere a grupos en que el segundo anillo de un sistema de dos anillos se forma entre dos atomos adyacentes del
primer anillo. El término “en puente” (p.ej. cuando se emplea en el contexto de grupos cicloalquilo o
heterocicloalquilo) se refiere a grupos monociclicos o biciclicos en que dos atomos no adyacentes se unen mediante
una cadena alquileno o heteroalquileno (como sea apropiado).

Los grupos arilo que pueden mencionarse incluyen grupos arilo Ce.20, tal como Ce.12 (p.€j. Ce-10). Dichos grupos
pueden ser monociclicos, biciclicos o triciclicos y tienen entre 6 y 12 (p.ej. 6 y 10) &tomos de carbono anulares, en
que al menos un anillo es aroméatico. Los grupos arilo Ce.10 incluyen fenilo, naftilo, y similares, tal como 1,2,3,4-
tetrahidronaftilo. El punto de unién de los grupos arilo puede ser por medio de cualquier atomo del sistema anular.
Por ejemplo, cuando el grupo arilo es policiclico el punto de unién puede ser por medio de un atomo que incluye un
atomo de un anillo no aromético. Sin embargo, cuando los grupos arilo son policiclicos (p.ej. biciclicos o triciclicos),
se unen preferiblemente al resto de la molécula por medio de un anillo aromatico.

A menos que se especifique otra cosa, el término “heteroarilo” cuando se usa en la presente memoria se refiere a un
grupo aroméatico que contiene uno o mas heteroatomo(s) (p.ej. uno a cuatro heterodtomos) seleccionados
preferiblemente de N, O y S. Los grupos heteroarilo incluyen aquellos que tienen entre 5y 20 miembros (p.€j. entre 5
y 10) y pueden ser monociclicos, biciclicos o triciclicos, con tal que al menos uno de los anillos sea aromético
(formando asi, por ejemplo, un grupo heteroaromatico mono-, bi- o triciclico). Cuando el grupo heteroarilo es
policiclico el punto de unidn puede ser por medio de un atomo que incluye un atomo de un anillo no aroméatico. Sin
embargo, cuando los grupos heteroarilo son policiclicos (p.ej. biciclicos o triciclicos), estan preferiblemente unidos al
resto de la molécula por medio de un anillo aromatico. Los grupos heteroarilo que pueden mencionarse incluyen 3,4-
dihidro-1H-isoquinolinilo, 1,3-dihidroisoindolilo, 1,3-dihidroisoindolilo (p.ej. 3,4-dihidro-1H-isoquinolin-2-ilo, 1,3-
dihidroisoindol-2-ilo, 1,3-dihodroisoindol-2-ilo; es decir grupos heteroarilo que estan unidos por medio de un anillo no
aromatico), o, preferiblemente, acridinilo, benzimidazolilo, benzodioxanilo, benzodioxepinilo, benzodioxolilo (que
incluye 1,3-benzodioxolilo), benzofuranilo, benzofurazanilo, benzotiadiazolilo (que incluye 2,1,3-benzotiadiazolilo),
benzotiazolilo, benzoxadiazolilo (que incluye 2,1,3-benzoxadiazolilo), benzoxazinilo (que incluye 3,4-dihidro-2H-1,4-
benzoxazinilo), benzoxazolilo, benzomorfolinilo, benzoselenadiazolilo (que incluye 2,1,3-benzoselenadiazolilo),
benzotienilo, carbazolilo, cromanilo, cinolinilo, furanilo, imidazolilo, imidazo[1,2-a]piridilo, indazolilo, indolinilo, indolilo,
isobenzofuranilo, isocromanilo, isoindolinilo, isoindolilo, isoquinolinilo, isotiaziolilo, isotiocromanilo, isoxazolilo,
naftiridinilo (que incluye 1,6-naftiridinilo o preferiblemente, 1,5-naftiridinilo y 1,8-naftiridinilo), oxadiazolilo (que incluye
1,2,3-oxadiazolilo, 1,2,4-oxadiazolilo y 1,3,4-oxadiazolilo), oxazolilo, fenazinilo, fenotiazinilo, ftalazinilo, pteridinilo,
purinilo, piranilo, pirazinilo, pirazolilo, piridazinilo, piridilo, pirimidinilo, pirrolilo, quinazolinilo, quinolinilo, quinolizinilo,
quinoxalinilo, tetrahidroisoquinolinilo (que incluye 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolinilo y 5,6,7,8-tetrahidroisoquinolinilo),
tetrahidroquinolinilo (que incluye 1,2,3,4-tetrahidroquinolinilo y 5,6,7,8-tetrahidroquinolinilo), tetrazolilo, tiadiazolilo
(que incluye 1,2,3-tiadiazolilo, 1,2,4-tiadiazolilo y 1,3,4-tiadiazolilo), tiazolilo, tiocromanilo, tiofenetilo, tienilo, triazolilo
(que incluye 1,2,3-triazolilo, 1,2,4-triazolilo y 1,3,4-triazolilo) y similares. Los sustituyentes en los grupos heteroarilo
pueden, donde sea apropiado, estar situados en cualquier atomo en el sistema anular que incluye un heteroatomo.
El punto de union de los grupos heteroarilo puede ser por medio de cualquier atomo en el sistema anular que incluye
(donde sea apropiado) un heteroatomo (tal como un atomo de nitrégeno) o un atomo en cualquier anillo carbociclico
condensado que pueda estar presente como parte del sistema anular. Los grupos heteroarilo pueden estar también
en la forma N- o S- oxidada. Los grupos heteroarilo mencionados en la presente memoria puede indicarse que son
especificamente monociclicos o biciclicos. Cuando los grupos heteroarilo son policiclicos en que hay un anillo no
aromatico presente, entonces ese anillo no aromatico puede estar sustituido por uno o mas grupos =0.

Puede indicarse especificamente que el grupo heteroarilo es monociclico o biciclico. En el caso donde se especifica
gue el heteroarilo es biciclico, entonces puede consistir en un anillo monociclico de cinco, seis o siete miembros
(p-gj. un anillo heteroarilo monociclico) condensado con otro anillo de cinco, seis o siete miembros (p.ej. un anillo
arilo o heteroarilo monociclico).
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Los heteroatomos que pueden mencionarse incluyen fésforo, silicio, boro y, preferiblemente, oxigeno, nitrégeno y
azufre.

Para evitar la duda, donde se indica en la presente memoria que un grupo (p.ej. un grupo alquilo Ci.12) puede estar
sustituido por uno o mas sustituyentes (p.ej. seleccionados de EG), entonces esos sustituyentes (p.ej. definidos por
Ee) son independientes los unos de los otros. Es decir, dichos grupos pueden estar sustituidos con el mismo
sustituyente (p.ej. definido por E6) o diferentes sustituyentes (definido por E6).

Para evitar la duda, en los casos en que la identidad de dos 0 mas sustituyentes en un compuesto de la invencién
puede ser la misma, las identidades reales de los respectivos sustituyentes no son de ninguna forma
interdependientes. Por ejemplo, en la situacién en que hay mas de un sustituyente Ql (o p.€gj. E6) presente, entonces
esos sustitugentes Q1 (0 p.€j. EG) pueden ser iguales o diferentes. Ademas, en el caso donde hay dos sustituyentes
Q' (o dos E®) presentes, en que uno representa —OR** (o p.ej. —OR?’, como sea apropiado) y el otro representa —
C(0)2R™™ (0 p.€j. =C(0)2R?*, como sea apropiado), entonces esos grupos R*** o R?’ no se va a considerar que son
interdependientes. Ademas, cuando p.ej. hay dos sustituyentes —OR 02 presentes, entonces esos grupos —OR™®
pueden ser iguales o diferentes (es decir, cada grupo R puede ser igual o diferente).

Para evitar la duda, cuando un término tal como “E' a E'*” se emplea en la presente memoria, esto se entendera por
el experto que significa E*, E?, E3, E*, E®, E®, E’, E® (si esta presente), E° (si esta presente), E'°, E*' y E*?, de forma
inclusiva.

Todas las caracteristicas individuales (p.ej. caracteristicas preferidas) mencionadas en la presente memoria pueden
tomarse aisladas o en combinacidon con cualquier otra caracteristica (que incluye una caracteristica preferida)
mencionada en la presente memoria (por tanto, las caracteristicas preferidas pueden tomarse en conjunto con otras
caracteristicas preferidas, o independientemente de ellas).

El experto apreciard que compuestos de la invencién que son el sujeto de esta invencién incluyen aquellos que son
estables. Es decir, los compuestos de la invencion incluyen los que son suficiente fuertes para sobrevivir al
aislamiento de p.ej. una mezcla de reaccion a un grado util de pureza.

Los compuestos de la invencién (e intermedios) pueden prepararse de acuerdo con el siguiente esquema (Esquema
1), en que R! representa 4-morfolinilo no sustituido (es decir, unido al biciclo necesario por medio del &tomo de
nitrégeno).
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El compuesto 1-01 se h|zo reaccionar con un intermedio (Ill-a) de férmula R? -C(=0)-CHz-X o un intermedio (IlI-b) de
formula R? -C(=0)-CH- R*-X, donde R’ y R® son como se definen anteriormente y X representa un grupo saliente
adecuado (p.ej. un haluro), sin disolvente o en presencia de un disolvente de reaccion adecuado tal como DME o 2-
propanol, a una temperatura conveniente, tipicamente calentando a 90°C, para obtener compuestos de formula (I1-a)
o férmula (l1-b).

Los compuestos de formula (ll-a) pueden hacerse reaccionar con un agente halogenante, tal como N-
bromosuccinimida, N-yodosuccinimida, N-clorosuccinimida u otros, y X representa un grupo halégeno tal como
atomo de Cl, Br o yodo, en presencia de un disolvente de reaccion adecuado tal como CHCIs, calentando
tipicamente a una temperatura conveniente, o bien por calentamiento convencional a reflujo o con radiacion de
microondas, durante un periodo de tiempo para asegurar la terminacion de la reaccion, para obtener compuestos de
férmula (X).

Los compuestos de féormula (X) pueden reaccionar con un intermedio (VII) de férmula R*-Nu, donde R' es 4-
morfolinilo no sustituido como se define anteriormente y Nu representa un grupo nucledfilo, tal como una amina (y
R'-Nu forman juntos el grupo que se va a unir a la imidazopirazina) en un disolvente adecuado tal como DCM,
dioxano a temperatura ambiente o calentando a una temperatura conveniente, durante un periodo de tiempo para
asegurar la terminacion de la reaccion. Ademas, la reaccidon puede ser con un intermedio (V1) de formula R>-
B(OR),, cuyo R es H o alquilo C1-Cs 0 los dos %rupos OR forman, junto con el &tomo de boro al que estan unidos un
grupo éster de boronato pinacolato, y donde R” es como se define antes, en un disolvente adecuado tal como DME
o DMF, en presencia de una base adecuada, tal como una base acuosa inorganica Na,CO3 0 K,COs3, en presencia
de un catalizador metalico, tal como paladio, y un ligando adecuado, tal como PdCIx(dppf).DCM, Pd(PPhs)4
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calentando a una temperatura conveniente, tal como 130°C con radiaciéon de microondas o temperatura de reflujo
con calentamiento tradicional, durante un periodo de tiempo que permita la terminacién de la reaccion, para obtener
compuestos de formula (XI).

Los compuestos de formula (XI) pueden reacmonar con un intermedio (XIV) de féormula R® -B(OR)2, en que el resto —
B(OR), es como se define anteriormente, y R® es como se define anteriormente, en condiciones tales como las
descritas anteriormente (p.ej. reaccion de (X) con (VIII); p.ej. pueden utilizarse condiciones de radiacion de
microondas a aproximadamente 140°C), para obtener compuestos de férmula (XIlI-a).

Los compuestos de formula (II-b) pueden reaccionar con un intermedio (VII) de féormula R%-Nu (como se define
anteriormente), en un disolvente adecuado tal como DCM, dioxano a temperatura ambiente o por calentamiento,
durante un periodo de tiempo para asegurar la terminacién de la reaccién para proporcionar compuestos de férmula
(IV-b).

Los compuestos de féormula (IV-b) pueden reaccionar con un intermedio (V1) de férmula RS-B(OR)Z como se define
anteriormente, bajo condiciones de reaccion descritas anteriormente (p.gj. la reaccion de (X) con (VIII)), para obtener
compuestos de formula (XII-b).

El compuesto 1-01 puede reaccionar con un intermedio (VII) de formula R-Nu (como se define anteriormente), a una
temperatura conveniente, tal como 120°C, durante un periodo de tiempo que permite la terminacion de la reaccion,
para proporcionar el compuesto (V).

El compuesto (V) se h|zo reaccionar con un intermedio (lll-a) de férmula R%-C(=0)-CHa-X 0 un intermedio (lll-b) de
formula R*-C(=0)-CH-R%-X, los cuales son como se definen anteriormente, bajo condiciones de reaccion descritas
anteriormente (p.ej. la reaccion de (1-01) con (l1l-a) o (l1l-b)), para obtener compuestos de férmula (1V-a).

Los compuestos de formula (IV-a) pueden reaccionar con un intermedio (V1) de férmula RS-B(OR)z, como se define
anteriormente, p.ej. bajo condiciones de reaccion descritas anteriormente (p.ej. la reaccion de (X) con (VIII)), para
obtener compuestos de formula (VI).

Los compuestos de férmula (VI) pueden hacerse reaccionar con un agente halogenante, por ejemplo como se
describe anteriormente (p.ej. reaccion con (II-a) a (X)), para obtener compuestos de férmula (1X).

El 4&tomo de halégeno X de los compuestos de formula (IX) pueden sustituirse por medio de una reaccion de
acoplamiento con un intermedio (XVI) de férmula R* -B(OR)2, en que el resto —B(OR), es como se define
anteriormente, y R* es como se define anteriormente, p.ej. bajo condiciones de reaccién descritas anteriormente
(p-€j. la reaccién de (X) con (VIII)), durante un periodo de tiempo que permita la terminacion de la reaccion, para
obtener los compuestos de formula XV.

El atomo de halégeno X de compuestos de formula (I1X) puede sustituirse por medio de reaccion de acoplamiento de
un grupo CN, por tratamiento con Zn(CN),, en un disolvente adecuado tal como DMF, AcCN y en presencia de un
catalizador de Pd, tal como Pd(PPhs)s 0 PdCl,(dppf).. Adicionalmente puede afiadirse una base acuosa inorganica
tal como Na;CO;s; acuoso. El calentamiento a una temperatura conveniente, tal como 130°C con radiacion de
microondas o temperatura de reflujo con calentamiento tradicional, durante un periodo de tiempo que permita la
terminacion de la reaccion, para obtener compuestos de férmula XV.

Los compuestos de férmula (V) pueden reaccionar con un intermedio (VIII) de férmula R>-B(OR)2 como se define
anteriormente, p.ej. bajo condiciones de reaccion descritas anteriormente (p.ej. la reaccion de (X) con (VIII)), para
obtener compuestos de férmula (XVI).

Los compuestos de formula (XVI) pueden reaccionar con un intermedio de férmula XX, en el que Bzt es benzotriazol,
siguiendo condiciones similares presentadas en la bibliografia (J. Org. Chem. 1990, 55, 3209-3213, J. Org. Chem,
2003, 68, 4935-4937), en un disolvente adecuado, tal como DCE, calentamiento a una temperatura conveniente, en
un periodo de tiempo para asegurar la terminacion de la reaccion, tipicamente a reflujo durante 5h. Adicionalmente
una base inorganica puede afadirse para asegurar la terminacién de la reaccién.

Los compuestos de formula (lI-a) pueden reaccionar con metéxido sddico en presencia de metanol, a temperatura
ambiente o por calentamiento a una temperatura conveniente, tal como 60°C, para obtener los compuestos de
férmula (XVII).

Los compuestos de férmula (XVII) pueden reaccionar con un intermedio (VIII) de formula R*-B(OR), como se define
anteriormente, p.ej. bajo condiciones de reaccion descritas anteriormente (p.gj. la reaccién de (X) con (VIII)), para
obtener compuestos de formula (XVIII).

Los compuestos de férmula (XVIII) pueden reaccionar con POCI; calentando, tipicamente a reflujo, durante un
periodo de tiempo para asegurar la terminacion de la reaccion, para proporcionar la sustltucmn del grupo metoxi por
atomo de cIoro El acoplamiento del atomo de cloro con un mtermedlo (XX) de féormula R* -B(OR)2 en el que el resto
-B(OR), y R son como se definen anteriormente (es decir R' es 4-morfolinilo no sustituido), p.ej. bajo condiciones
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de reaccion descritas anteriormente (p.ej. la reaccién de (X) con (VIIl)), para obtener compuestos de formula (XIX).
Preferido, ejemplos no limitantes se describiran ahora, con referencia a las siguientes figuras:
Figura 1. Generacién y caracterizacion de ratones Pten'

a. Niveles relativos de ARNm Pten de los tejidos indicados. Las barras representan media + de (n=3 por genotipo).
La significancia estadistica se determiné por la prueba t de Student de dos colas.

b. Raton transgénico Pten representativo nulo de forma homocigética para los alelos Pten residentes.

c. Inmunoelectrotransferencia de las proteinas indicadas en cultivos en crecimiento de MEF primarios. Cada linea
corresponde a una preparacion MEF independiente.

d. Lisatos de crecimiento normal (C), privados de suero (-) o privados y estimulados con insulina (+)
electroinmunotransferidos para detectar las proteinas indicadas.

e. Focos neopléasicos en MEF transducidos de forma retroviral con la oncoproteina virica E6 y cualquiera de los
oncogenes dependientes de PI3K indicados, EGFRL858R o T medio de poliomavirus. Las barras representan media
+ de (n=3 preparaciones de MEF independientes por genotipo). Las placas representativas se muestran en la parte
superior. La significancia estadistica se determiné por el ensayo t de Student de dos colas.

f. Carcinogénesis quimica con 3-metil-colantreno (3MC). Las curvas de Kaplan-Meier libres de tumor después de la
inyeccion de 3MC se compararon usando la prueba de rango logaritmico.

g. Incidencia de linfomas en ratones moribundos mayores (ratones que murieron con linfoma frente a ratones
muertos totales). La significancia estadistica se determiné por la prueba exacta de Fisher.

h. Incidencia de cénceres. Izquierda, porcentaje de ratones con 1 cancer, o0 mas (2-4), como se indica. Derecha,
porcentaje de ratones con el tipo indicado de cancer. La significancia estadistica se determiné por la prueba exacta
de Fisher. Véase la Fig. 1(f).

*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
Figura 2. Longevidad ampliada y tiempo de vida con salud mejorada en Pten'*

a. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier. La significancia estadistica se determind mediante la prueba del rango
logaritmico. Véase la Fig. 2(a).

b. Coordinacién neuromuscular evaluada por el ensayo en la cuerda en ratones jovenes (<6 meses) y mayores (1,5-
2 afios) de los genotipos indicados (numero de ratones que pasaron la prueba frente a nimero de ratones
probados). La significancia estadistica se determiné por el ensayo exacto de Fisher.

c. Resistencia a la insulina medida como el indice HOMA-IR determinada a partir de las concentraciones de insulina
y glucosa en ayunas (véase la Fig. 6b). Las barras representan la media + de (n=5-7 ratones macho por genotipo y
por grupo de edad; jévenes: menores de 6 meses; mayores: 1,5-2 afios de edad). La significancia estadistica se
determiné por la prueba t de Student de dos colas.

d. Niveles de Irs1 fosforilado en TAB epididimario (n=3 ratones macho por cada genotipo). Las transferencias se
cuantificaron respecto a la tincién de Ponceau y se indica la media + de. La significancia estadistica se determino
por la prueba t de Student de dos colas.

e. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier de aquellos ratones que estaban libres de cancer detectable en el
momento de la muerte. La significancia estadistica se determind por la prueba de rango logaritmico. Véase la Fig.
2(b).

f. Dafio en el ADN en el higado de ratones mayores (1,5-2 afios de edad; n=4 machos por genotipo). Porcentaje de
ndcleos positivos por inmunofluorescencia usando los marcadores indicados (media + de). La significancia
estadistica se determiné por la prueba t de Student de dos colas. Véase la Fig. 2(c).

*p<0,05, *p<0,01, ***p<0,001.

Figura 3. Gasto energético elevado, adiposidad disminuida y proteccion de la esteatosis inducida por la dieta en
ratones Pten'.

a. Curvas de peso (n=15 por cada genotipo y sexo).
b. Ingesta y eliminacion normalizados por peso corporal (3-4 meses de edad; n=4 ratones macho por genotipo).

c. Gasto energético medido en machos jovenes (2-4 meses de edad; n=8 por genotipo) durante una grabacién de 36
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h (dos periodos de oscuridad y un periodo de luz). Se obtuvieron resultados similares en una grabacion
independiente. El grafico de barras en el lado derecho representa el Area bajo la curva (ABC) promedio durante el
periodo de 36 h.

d. Cociente respiratorio (VCO2/VO,) durante una fase nocturna y una fase diurna.

e. Adiposidad en machos jovenes (2-3 meses de edad; n=6 por genotipo) medida por Absorciometria de rayos X de
energia dual (DXA). Los valores corresponden a la media + de del porcentaje de grasa respecto a la suma de masas
magra y grasa.

f. Fotografia representativa de TAB epididimario. Las muestras corresponden a machos jovenes y se tifieron con
hematoxilina y eosina (la barra indica 100 um). El area de distribucién de adipocitos se muestra en el grafico derecho
(n=2 por genotipo; >500 células por genotipo).

g. Vistas macroscopicas de higados representativos 6 meses después de alimentacion con dieta alta en grasa
(arriba) y secciones microscopicas tefiidas con hematoxilina y eosina (abajo, la barra indica 500 pum).

h. Gasto energético medido en machos y hembras adultos (6-8 meses de edad; n=8-10 por genotipo y por sexo). El
gréfico de barras del lado derecho representa el area bajo la curva (ABC) promedio durante el periodo de 12 h
indicado. Véase la Fig. 3(c).

i. Adiposidad en ratones jovenes (6-8 meses de edad; n=8-10 por genotipo y por sexo) medido por absorciometria de
rayos X de energia dual (DXA). Los valores corresponden al porcentaje de grasa respecto a la suma de masas
magra y grasa. Véase la Fig. 3(d).

j- Ingesta de comida en valores absolutos (izquierda) y normalizados por peso corporal (derecha) (n=8 machos por
genotipo; 3-4 meses de edad). Véase la Fig. 3(b).

Los valores representan la media + de, y la significancia estadistica se determiné por la prueba t de Student de doble
cola. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Figura 4. Actividad de desacoplamiento elevada en tejido adiposo marron (TAM) Ptentg.

a. Fotografias macroscopicas representativas del tejido adiposo marron (TAM) (izquierda, la barra indica 1 cm).
Fotografias microscépicas de TAM tefiido con hematoxilina y eosina (las barras indican 100 pm). Las muestras
corresponden a machos (5 meses de edad).

b. Expresién génica relativa en TAM (5 meses de edad; n=3 machos por genotipo).
c. Expresidn génica relativa en TAB epididimario (5 meses de edad; n=3 machos por genotipo).

d. Inmunoelectrotransferencia de lisato de TAM (5 meses de edad; n=4 machos por genotipo). Los niveles de fosfo-
Akt se cuantificaron respecto al Aktl total, y los niveles de fosfo-Foxol se cuantificaron respecto al Foxol total.

e. Niveles de ARNm relativos en TAM después de la administracion del Compuesto A o vehiculo (3 meses de edad;
n=3 machos C57BL6 por grupo). Las muestras se analizaron 6 h después de la alimentacion forzada.

f. Fotografias microscopicas representativas de TAM ectépico derivado de fibroblastos ts o Pten'® programados con
Prdm16/Cebpb. Baja ampliacion, las barras corresponden a 1 mm; alta ampliacion, las barras corresponden a 200
pm. Se muestran fotografias adicionales en la Fig. 8.

g. Cantidad de formacién de TAM mediante fibroblastos ts o Pten'® programados con Prdm16/Cebpb. Cada valor
corresponde al area de TAM (en unidades arbitrarias) medida en las almohadillas de grasa formadas por sitio de
inyeccién (n=8 para ts, y n=7 para Pten"?).

h. Expresién génica relativa en TAM (5 meses de edad; n=3-6 machos por genotipo). Véase la Fig. 4(b).

i. Niveles de ARNm relativos en TAM tras la administracién de PI3Ki “CNIO-compuesto A” (15 mg por kg de peso
corporal) o vehiculo, por alimentacion forzada (3 meses de edad; n=3 machos C57BL6 por grupo). Las muestras se
analizaron 6 h después de la administracion. Véase la Fig. 4(e).

Los valores representan la media + de, y la significancia estadistica se determiné por la prueba t de Student de dos
colas. *p<0,05, **p<0,01.

Figura 5.
a. Esquema del BAC usado para la generacion de ratén Pten.

b. Proporciones de embriones en la etapa E13.5 y ratones ts y Pten destetados. La significancia estadistica se
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determiné por la prueba exacta de Fisher.
c. Fotografia representativa de embriones E13.5 de los genotipos indicados.

d. Espectro tumoral de ratones ts y Pten® mayores moribundos. La significancia estadistica se determiné por la
prueba exacta de Fisher. *p<0,05.

Figura 6.

a. Curvas de supervivencia de Kaplan-Meier de ratones ts y Pten libres de linfoma. La significancia estadistica se
determiné por la prueba del rango estadistico.

b. Niveles de glucemia basal e insulina en ayunas de ratones ts y Pten jévenes (menos de 6 meses de edad) y
mayores (1,5-2 afios de edad).

c. Indice cuantitativo de control de sensibilidad a la insulina (QUICKI) de ratones ts y Pten® jévenes (menos de 6
meses de edad) y mayores (1,5-2 afios de edad).

d. Niveles en suero de Igfl en ratones ts y Pten' jovenes (menos de 6 meses de edad) y mayores (1,5 a 2 afios de
edad).

e. Niveles de los metabolitos indicados en hormonas y suero.

Los paneles b, ¢ y d representan la media * de. La significancia estadistica se determind por la prueba t de Student
de dos colas. *p<0,05, **p<0,01.

Figura 7
a. Fotografia representativa de ratones ts y Pten' y su peso corporal en los intervalos de edad indicados.

b. Actividad locomotora en ratones ts y Pten'. El grafico de barras adyacente representa el area bajo la curva (ABC)
promedio durante las dos fases nocturnas y dos fases diurnas.

c. Fotografias macroscoépicas representativas de TAB epididimario. La barra indica 1 cm.

d. Relaciones entre el peso del 6rgano y el peso corporal total (n=6-8 ratones macho por genotipo). TABe: TAB
epididimario.

e. Las curvas de peso de los ratones macho bajo Dieta Estandar (DE) o Dieta alta en grasas (DAG) desde el destete
(n=15 para cada genotipo).

Los paneles ¢ y d representan la media + de. La significancia estadistica se determind por la prueba t de Student de
dos colas. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001.

Figura 8

Ejemplos representativos de TAM ectépico de fibroblastos de ts o Pten programados con Prdm16/Cebpb. Baja
ampliacion, las barras corresponden a 1 mm; alta ampliacion, las barras corresponden a 200 pm.

Figura 9

Rescate de la mortalidad temprana de ratones Pten+/- mediante la copia transgénica de Pten. Curvas de Kaplan-
Meier de las cohortes indicadas (machos y hembras acumulados).

Figura 10.

Inmunoelectrotransferencia de lisatos de células de crecimiento normal (control), células con privacién de suero
(inanicidn), o células privadas y después estimuladas con 1 ug/ml de insulina (insulina 30’). La tincién de Ponceau se
muestra como un control de carga.

Figura 11

Inmunoelectrotransferencia de las proteinas indicadas de extractos de TAB (n=2 machos por genotipo; 4 meses de
edad).

Figura 12
Gasto en valores absolutos (izquierda) y normalizados por peso corporal (derecha) (n=8 machos por genotipo; 3-4

meses de edad).
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Figura 13

Cociente respiratorio (VCO2/VO,) medido en machos y hembras adultos (6-8 meses de edad; n=8-10 por genotipo y
por sexo). El grafico de barras representa el area bajo la curva (ABC) promedio durante el periodo de 12 h indicado.

Figura 14

Temperatura en ratones ts y Pten'®. Para medir la temperatura, se implantd a los ratones de forma intraperitoneal un
transmisor PhysioTel®TA-F10 (Datasciences International, DSI) y la temperatura se grabé cada 2 min a una
temperatura ambiente de 23 grados. Los valores corresponden a la media (n-6 machos por genotipo; 6 meses de
edad).

Figura 15

Peso corporal, masa de grasa (medida por DXA) y masa magra (medida por DXA). Los valores representados
corresponden a la media + de (n= 8-10 ratones por genotipo y sexo; 6-8 meses de edad). La significancia estadistica
se determiné por la prueba t de Student de dos colas. ***p<0,0001. La figura principal 3(i) muestra la relacion entre la
masa de grasa/(masa de grasa + masa magra).

Figura 16

Expresion génica relativa en TAM (4-5 meses de edad; n=3-4 machos por genotipo). Los valores representan la
media + de.

Figura 17

Expresion génica relativa en TAB epididimario (4-5 meses de edad; n=3-6 machos por genotipo). Los valores
representan la media + de y la significancia estadistica se determind usando la prueba t de Student de dos colas.
*

p<0,05

Figura 18

Expresion génica relativa de ratones bajo dieta ad libitum (control) o bajo restriccién calérica (RC) durante 4
semanas (n=8 machos por dieta). RC fue restriccién calérica del 25% (dieta Bio-Serv F05312). Los valores
representan la media * de, y la significancia estadistica se determiné usando la prueba t de Student de dos colas.
*

p<0,05.

Figura 19

Tincion histoquimica de succinato deshidrogenasa (SDH) representativa en secciones del masculo gemelo (gastro) y
séleo (sol). Las miofibras SDH-positivas corresponden al tipo |. Expresion génica relativa de marcadores de
miofibras Tipo | y Tipo Il en los gemelos. Los datos corresponden a n=4 machos por genotipo, 1,5-2 afios de edad.

Figura 20

Estructura general del inhibidor de compuesto pequeiio de PI3K “Compuesto A”. Las propiedades de este
compuesto se presentan en el documento o] 2010/119264 (accesible en
http://www.wipo.int/pctdb/en/wo.jsp?W0=2010119264). También, véase anteriormente.

Figura 21. Activacion de adipocitos pre-marrones in vitro mediante Compuesto A

Los adipocitos pre-marrones se trataron con Compuesto A o con el PI3Ki indicado durante 4 h. Después de este
tiempo, se prepararon extractos para el andlisis de fosfo-Akt (paneles superiores) o para andlisis de niveles de
ARNmM Ucpl (paneles inferiores).

Figura 22. Pérdida de peso corporal por el Compuesto A

Ratones obesos con dieta alta en grasas (DAG) a largo plazo se dosificaron con Compuesto A o con el PI3Ki
indicado por alimentacion forzada una vez al dia, durante 2 semanas, descansando el fin de semana intermedio, y
siempre con acceso ad libitum a DAG. Durante las dos semanas de tratamiento, se evalud la cantidad de ingesta de
alimentos (panel izquierdo superior) y el cambio en el peso corporal respecto al inicio del tratamiento (panel superior
derecho). El cambio relativo final en el peso corporal se representa también (panel inferior). El peso de crias
normales no obesas (siempre alimentadas con dieta estdndar, DE) se marca para referencia.

Figura 23. Pérdida de adiposidad por Compuesto A

Los ratones tratados como en la Figura 22 se sometieron a absorciometria de rayos X dual (DXA) para determinar
su contenido relativo de tejidos grasos y magros (la cabeza y la masa 6sea no se mide). Se realizaron
determinaciones una semana antes de comenzar el tratamiento (dia -7 o D-7), en la mitad del tratamiento de dos
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semanas (dia 7 o D7), y al final del tratamiento (dia 14 o D14). El contenido de grasa se expresa como el porcentaje
de grasa respecto a la masa grasa y magra combinadas (panel superior). La masa magra absoluta se muestra
también (panel inferior). Los dos paneles incluyen datos del ensayo mostrado en la Figura 22, ademas de los datos
del ensayo previo con Compuesto A a 15 mg/kg. El porcentaje de grasa y la masa magra de crias normales no
obesas (siempre alimentadas con dieta estandar, DE) se muestra en naranja por referencia.

Figuras 24 a 40 (inclusive). Inhibidores de PI3K in vitro e in vivo.

Figura 41. Evolucion del peso corporal de ratones SCID que portan tumores de pulmén NSCLC A549 humanos
cuando se tratan con Compuesto A de forma oral, 9 dosis de 22 mg/kg durante el dia 15° y 30°, frente a compuestos
tratados con vehiculo.

El gréafico indica que no hay cambios en el peso corporal de los ratones tratados con Compuesto A durante 9 dias a
22 mg/kg (los ratones son ratones SCID implantados con xenoinjertos de tumor pulmonar A549). Esto indica que el
Compuesto A puede necesitar un estimulo de TAM con la dieta para tener un efecto. En “condiciones normales” no
se observa pérdida de peso corporal.

Ejemplo A — ensayos biolégicos

La determinacién de la actividad de PI3 quinasa de los compuestos de la invencion es posible por un nimero de
métodos de deteccion directos e indirectos. Ciertos compuestos ejemplares descritos en la presente memoria se
prepararon, caracterizaron y probaron por su actividad de unién a PI3K y actividad in vitro frente a células tumorales.
El intervalo de actividades de union a PI3K fue menor que 1 nM a aproximadamente 10 pM (es decir, ciertos
compuestos de los ejemplos/invencion tenian valores Clso de actividad de unién a PI3K de menos de 10 nM). Los
compuestos de los ejemplos/invencion tenian valores de Clso de actividad basada en células tumorales menores de
100 nM (véase la Tabla 4 posterior).

Ensayo de actividad de PI3K

La actividad quinasa se midi6é usando el ensayo comercial ADP Hunter™ Plus disponible de DiscoveRy (nUm. 33-
016), que es un ensayo homogéneo para medir la acumulacion de ADP, un producto universal de la actividad
quinasa. La enzima, PI3K (p110a/p85a, se compré de Carna Biosciences (nium. 07CBS-0402A). El ensayo se hizo
siguiendo las recomendaciones del fabricante con ligeras modificaciones: principalmente el tampdn quinasa se
sustituyd por HEPES 50 mM, pH 7,5, MgCl; 3 mM, NaCl 100 mM, EGTA 1 mM, CHAPS al 0,04%, TCEP 2 mM y
0,01 mg/ml de BGG. La PI3K se ensayd en un experimento de valoracion para determinar la concentracién de
proteina optima para el ensayo de inhibicién. Para calcular la Clsp de los compuestos ETP, se afiadieron diluciones
1:5 en serie de los compuestos a la enzima a una concentracion fija (2,5 pg/ml). La enzima se preincubé con el
inhibidor y sustrato PIP, 30 uM (P9763, Sigma) durante 5 min y después se afiadié ATP a una concentracion final de
50 pM. La reaccion se llevé a cabo durante 1 hora a 25°C. El reactivo A y B se afiadieron secuencialmente a los
pocillos y las placas se incubaron durante 30 min a 37°C. Se leyeron los conteos de fluorescencia en un instrumento
Victor (Perkin Elmer) con los ajustes recomendados (544 y 580 nm como longitudes de onda de excitacion y
emision, respectivamente). Los valores se normalizaron frente a la actividad de control incluida para cada enzima (es
decir, actividad del PI3 quinasa al 100%, sin compuesto). Estos valores se representaron frente a la concentracion
de inhibidor y se ajustaron a una curva de respuesta a la dosis sigmoide usando el software Graphad.

Modo de accién celular

Cultivo celular: Las lineas celulares se obtuvieron de la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC). Se cultivd
U20S (osteosarcoma humano) en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM). Se cultivaron PC3 (carcinoma de
prostata humana), MCF7 (carcinoma de mama humana), HCT116 (carcinoma de colon humano), 768-0
(neuroblastoma humano), U251 (glioblastoma humano) en RPMI. Todos los medios se suplementaron con suero
fetal bovino al 10% (SFB) (Sigma) y antibidticos-antimicéticos. Las células se mantuvieron en una incubadora
humidificada a 37°C con CO; al 5% y se pasaron cuando fue confluente usando tripsina/EDTA.

Ensayo U2foxRELOC y U2nesRELOC: El ensayo U2nesRELOC y el ensayo U2foxRELOC se han descrito
anteriormente (1, 2). Brevemente, las células se sembraron a una densidad de 1,0x10° células/ml en microplatos de
96 pocillos de fondo claro y pared negra (BD Biosciences). Después de la incubacion a 37°C con CO; al 5% durante
12 horas, se transfirieron 2 pl de cada compuesto de ensayo de las placas madre a las placas de ensayo. Las
células se incubaron en presencia de los compuestos durante una hora. Después las células se fijaron y los nacleos
se tifieron con DAPI (Invitrogen). Finalmente las placas se lavaron con 1X PBS dos veces y se almacenaron a 4°C
antes del analisis. Los compuestos de la invencion tienen un intervalo de actividades de potencia celular in vitro de
aproximadamente 1 nM a aproximadamente 10 uM.

Adquisicién y procesado de imagen: Las placas de ensayo se leyeron en el BD PathwayTM 855 Bioimager equipado
con un filtro de excitacion EGFP 488/10 nm, un filtro de excitacion DAPI 380/10 nm, un filtro de emision EGFP de
515LP nm y un filtro de emision DAPI 435LP. Las imagenes se adquirieron en los canales DAPI y GFP de cada
pocillo usando un objetivo seco 10x. Las placas se expusieron 0,066 ms (Amplificaciéon 31) para conseguir imagenes
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DAPI y 0,55 ms (Amplificacion 30) para imagenes GFP.

Andlisis de datos: el BD Pathway Bioimager produce sus datos en archivos de texto estandar. Los datos se
importaron al software de analisis de datos BD Image Data Explorer. Las relaciones nuclear/citoplasmatico (Nuc/Cyt)
de intensidad de fluorescencia se determinaron dividiendo la intensidad de fluorescencia del nucleo por el
citoplasmatico. Una relacion umbral de mas de 1,8 se empled para definir la acumulaciéon nuclear de sefial
fluorescente para cada célula. En base a este procedimiento se calculé el porcentaje de células por pocillo que
presenta translocacion nuclear o inhibicion de la exportacién nuclear. Los compuestos que indujeron una
acumulacién nuclear de la sefial fluorescente mayor que 60% de la obtenida de los pocillos tratados con LMB 4 nM
se consideraron como éxitos. Para estimar la calidad del ensayo HCS, se calcul6 el factor Z' mediante la ecuacion:
Z' = 1-[3 x desv. est. de controles positivos) + (3 x desv. est. de controles negativos)/(media de controles positivos)-
(media de controles negativos )].

Sefializacion de PI3K

Inhibicién de fosforilacion de AKT. Andlisis de inmunoelectrotransferencia de Western: las células subconfluentes se
incubaron en condiciones diferentes y se lavaron dos veces con TBS antes de la lisis. Se afiadié tampon de lisis que
contenfa Tris HCI 50 mM, NaCl 150 mM, NP-40 al 1%, NazVOs 2 mM, NaF 100 mM, NasP,O7; 20 mM y coctel de
inhibidor de proteasa (Roche Molecular Biochemicals). Las proteinas se resolvieron en SDS-PAGE al 10% y se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell, Dassel, Alemania). Las membranas se
incubaron toda la noche a 4°C con anticuerpos especificos para Akt, fosfo-Ser-473-Akt (Cell Signaling Technology) y
a-tubulina (Sigma), se lavaron y después se incubaron con anticuerpos secundarios de 1gG anti-raton conjugado con
IRDye800 y anti-conejo cabra Alexa Fluor 680. Las bandas se visualizaron usando un sistema de formacion de
imagenes infrarrojas Odyssey (Li-Cor Biosciences). Los compuestos de la invencion tienen un intervalo de
actividades de potencia en célula in vitro de aproximadamente 1 nM a aproximadamente 10 puM.

Evaluacion de citotoxicidad

Los compuestos se probaron en bandejas de 96 pocillos. Las células que crecieron en un matraz se cosecharon
justo antes de que fueran confluentes, se contaron usando un hemocitémetro y se diluyeron con medio ajustando la
concentracion al nimero de células necesario por 0,2 ml (volumen para cada pocillo). Las células se sembraron
entonces en bandejas de 96 pocillos a una densidad entre 1000 y 4000 células/pocillo, dependiendo del tamafio
celular. Las células se dejaron reposar y crecer durante 24 horas antes de afiadir los farmacos. Los farmacos se
pesaron y se diluyeron con DMSO para tenerlos en disolucion a una concentracion de 10 mM. A partir de aqui se
preparé una “placa madre” con diluciones en serie a 200X la concentracion final en el cultivo. La concentracion final
de DMSO en el medio de cultivo tisular no deberia exceder de 0,5%. El volumen apropiado de la disolucién de
compuesto (normalmente 2 microlitros) se afiadié automaticamente (punta Beckman FX 96) al medio para prepararlo
a la concentracion final para cada farmaco. El medio se elimin6 de las células y se sustituy6é con 0,2 ml de medio
dosificado con farmaco. Cada concentracion se ensayo por triplicado. Dos conjuntos de pocillos de control se
dejaron en cada plato, conteniendo o bien medio sin farmaco o medio con la misma concentraciéon de DMSO. Un
tercer conjunto de control se obtuvo con las células no tratadas justo antes de afiadir los farmacos (control de
siembra, nimero de células empezando el cultivo). Las células se expusieron a los farmacos durante 72 horas y
después se procesaron para la lectura colorimétrica MTT. Los compuestos de la invencién tienen un intervalo de
actividades de potencia celular in vitro de aproximadamente 1 nM a aproximadamente 10 pM.

Ejemplo B — Ejemplo de un Compuesto de Férmula |

Sintesis de Compuesto A que también corresponde al Ejemplo 2-108 posterior)
)
N
N7 X N\/>_\N
H NJ\N/ ¢ O
2 N\S,,O
s/ \b

Se suspendié compuesto Al (50 mg, 0,11 mmoles) en DCM (1 mL) y se afiadié NCS (14 mg, 0,11 mmoles). La
mezcla se agité a t.a. durante 20 h. La suspension se filtrd y se enjuagé con DCM. El residuo resultante se purificd
por cromatografia automatizada en DCM/MeOH 100 a 90:10 para dar el producto final Compuesto A (41 mg, 76%)
como un sélido blanco.

RMN DMSO & 8,57 (s, 2H), 7,87 (s, 1H), 6,89 (s, 2H), 4,11 (m, 4H), 3,69 (m, 4H), 3,62 (d, J = 14,9, 2H), 3,05 (m,
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4H), 2,80 (s, 3H), 2,48 (m, 4H).

LC/MS (se llevo a cabo HPLC en fase inversa en una columna RP-C18 Gemini (150 x 4,6 mm, 5 um); Gradiente
lineal de 10 min de 50-100% de acetonitrilo en agua + 100% de acetonitrilo en agua 2 min: 210 nm y 254 o DAD):
2,43 min. [M+1] = 508,2

Compuesto Al
o}
C
B
N/\jjé/N\/}_\N
0 R

N
N\S//O
=0
/

Se disolvié compuesto A2 (0,1 g, 0,22 mmoles, 1 eq.) en DME (1 mL) y se afiadieron acido 2-aminopirimidina-5-
bordnico, éster de pinacol (58 mg, 0,26 mmoles, 1,2 eq), K2CO3 (90 mg, 0,65 mmoles, 3 eq), PdCl; (dppf) (18 mg, 22
umol, 0,1 eq) y H2O (0,5 mL). La mezcla se calenté con radiacion de microondas a 130°C durante 1 h. En el
enfriamiento, la mezcla se purificé por cromatografia de columna (Biotage, 25-S, MeOH de 5% a 10% en DCM), y el
producto obtenido se precipité con MeOH vy se filtr6 para dar el producto esperado (80 mg, 78%) como un sdlido
blanco.

DMSO 5 8,77 (s, 2H), 8,41 (s, 1H), 7,76 (s, 1H), 6,83 (s, 2H), 4,22 (d, J = 4,5, 4H), 3,77 (m, 4H), 3,66 (s, 2H), 3,11 (d,
J =48, 4H), 2,87 (s, 3H), 2,55 (s, 4H).

LC/MS (se realizé6 HPLC en fase inversa en una Gemini-NX C18 (100 x 2,0 mm; 5 um), Disolvente A: agua con acido
féormico al 0,1%; Disolvente B: acetonitrilo con acido féormico al 0,1%. Gradiente: 5% de B a 100% de B en 8 min a
50°C, DAD): 2,33 min, [M+1]= 474,2

Compuesto A2
@
N
N)\F‘N
B[)\/N\/)_\N

Una mezcla de Compuesto A3 (1,5 mmoles, 0,5 g), 1-metanosulfonil-piperazina (1,5 mmoles, 0,248 g), K-CO3 (3
mmoles, 0,3 g) en AcCN se calenté a 120°C en un tubo sellado durante 16 h. La mezcla se evapord y el residuo se
lavé con agua y después con Et;O y MeOH, para obtener un sélido marrén que se secé al vacio (420 mg) de
Compuesto A2.

Compuesto A3

O

N
N)YN
\/>_\
Br)\‘/N cl

Una mezcla de Compuesto A4 (8,17 g, 31,52 mmoles) y 1,3-dicloroacetona (6,0 g, 47,29 mmoles) en 2-propanol (15
mL) se calenté en un tubo sellado a 55°C durante 2 dias. En el enfriamiento, la mezcla se filtr6 y se enjuagé con

Et,O y MeOH. El sélido se purificd por cromatografia rapida en gel de silice (MeOH:DCM, 5:95) y el producto
obtenido se lavo con MeOH y se sec6 para dar el Compuesto A3 (3,97 g, 38%).

Compuesto A4
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@)

(N
N¢]\|rNH2

. N
Br

Una disolucion de Compuesto A5 (15 g, 59,3 mmoles) en morfolina (15 ml, 178 mmoles) se calent6 a 120°C en un
reactor Parr durante 48 h. Aparecié un soélido marrén. El sélido se suspendié en DCM y se lavé con NaHCO3 acuoso
saturado (dos veces). La fase organica se sec6 (NaSOa), se filtr6 y se evapord hasta sequedad para obtener
Compuesto A4, 14,8 g de un solido marrén (Y: 96%).

1H RMN (300 MHz, DMSO), d 7,62 (d, J = 4,1, 1H); 6,17 (s, 2H), 3,64 (dd, J = 30,6, 25,8, 4H), 3,09-2,75 (m, 4H).

Compuesto A5
NH,
Br
AN
Br

A una mezcla de 2-aminopirazina (50 g, 0,5 moles) en cloroformo (1000 ml) enfriada a 0°C se afiadi6 piridina (100
ml, 1,21 moles) y bromo (54 ml, 1,05 mmoles) en gotas. La mezcla se agité a t.a. durante 16 h, después se afiadid
agua. La fase orgéanica se extrajo, se seco (MgSOa), se filtrd y se evapor6 para obtener el Compuesto A5, 48 g (Y:
36%) de un sélido amarillo que se seco al vacio.

1H RMN (300 MHz, DMSO): 8 (s, 1H); 6,9 (ancho, 2H)
Inhibicién de PI3K por el Compuesto A

En las pruebas bioldgicas descritas anteriormente, se encontré que el Compuesto A mostraba un valor Clsg de 2,4
nM y, en el ensayo celular (inmunoelectrotransferencia de Western de p-AKT), se encontré que mostraba un valor
Clso de 5 nM.

Ejemplo C — ejemplos de nuevo uso

Para aumentar la actividad Pten sin incurrir en desequilibrios evidentes, se realiz6 una transgénesis con un
Cromosoma artificial bacteriano (BAC) que portaba un segmento genémico intacto grande (127 kb) que incluye el
gen Pten murino completo (Fig. complementaria 5a). De esta manera, se obtuvo una linea de raton transgénico,
Pten', que expresa niveles de ~2x veces de Pten respecto a sus crias normales tipo salvaje a lo largo de todos los
tejidos examinados (2,3 + 0,4; Fig. 1a). Los ratones transgénicos fueron fértiles y viables. El andlisis de la
segregacion del alelo Pten indicé que la frecuencia de ratones transgénicos destetados fue menor de la esperada
(Fig. complementaria 5b), aunque los embriones en un avanzado estado de gestacion (E13.5) mostraron iguales
proporciones de genotipos ts y transgénico (Fig. complementaria 5b). Los embriones E13.5 transgénicos fueron mas
pequefios que los embriones ts (Fig. complementaria 5¢) y se supuso que esto pudo provocar una mortalidad
perinatal parcial. La funcionalidad del transgén se validé genéticamente por su capacidad para rescatar la mortalidad
embrionaria penetrante completamente asociada a la supresion homocigotica de los alelos Pten residentes % En
particular, tras realizar los cruces apropiados, se obtuvieron ratones transgénicos viables homocigéticamente nulos
para los alelos enddgenos (es decir Pten'/'”g) (Fig. 1b). El impacto de la sobreexpresion de Pten en la sefializacién de
PI3K se confirmé en fibroblastos embrionarios de ratén primarios (MEF) bajo condiciones de cultivo estandar donde
los niveles basales de proteina Pten se aumentaron claramente en asociacion con niveles menores de Akt activado
(fosfo-Ser473-Akt) (Fig. 1c). Ademas, la sefializacion de PI3K desencadenada por insulina se atenu6é como se juzga
por los niveles de fosfo-Ser473-Akt y fosfo-Thr308-Akt, ademas de, fosfo-Thr32-Fox03 y fosfo-Thr24-Foxol (Fig. 1d).
Después, se pregunto si el transgén Pten era capaz de proteger los MEF primarios de la transformacién oncogénica.
Para esto, se introdujo en los MEF la oncoproteina E6 del virus de papiloma, que inactiva de forma eficiente p53,
junto con o EGFR oncogénico (EGFR“®***®) o con oncoproteina media T del poliomavirus, cuyas actividades
oncogénicas se conocen por depender estrictamente de la sefializacion de PI3K 2425 En ambos casos, los MEF de
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Pteng fueron significativamente mas resistente que los MEF ts a la transformacién oncogénica (Fig. 1e).
Finalmente, se examind si la supresion tumoral, la actividad arquetipica de Pten, se mejoré en los ratones Pten®.
Esto se evalud, primero, usando un ensayo de carcinogénesis guimica que consistié en inyeccién intramuscular de
3-metil- colantreno (3MC). Este modelo agresivo de cancer genera fibrosarcomas en todos los ratones tratado, pero
los ratones Pten' mostraron una supervivencia libre de tumor significativamente retrasada en comparacion con los
ratones ts (Fig. 1f). Adicionalmente, se evalué la presencia de tumores espontaneos en ratones moribundos
ancianos y se observé que la incidencia de linfomas se disminuyé significativamente en ratones Pten respecto a
ratones ts (Fig. 1g). Los segundos tumores mas frecuentes en los ratones de control ts fueron tumores hepaticos,
pero en este caso la presencia del transgén Pten no tuvo impacto en su incidencia (Fig. complementaria 5d). Estas
observaciones estan de acuerdo con el hecho de que la haploinsuficiencia de Pten no da por resultado tumores
hepéticos sino en una multitud de otros tipos de tumores, incluyendo notablemente los linfomas *****’. Se concluye
que el alelo Pten" es funcional y proporciona proteccion frente a la transformacion neoplasica y cancer.

Para abordar el impacto del Pten en el tiempo de vida con salud y la longevidad, se siguieron cohortes de ratones
Pten', junto con sus crias normales ts, durante toda el tiempo de vida. De forma importante, los ratones Pten' tanto
machos como hembras mostraron un aumento en la longevidad como se indica por sus curvas de supervivencia de
Kaplan-Meier (Fig. 2a) y otros indicadores, tales como esperanza de vida maxima en los casos de los machos (Fig.
2a y Tablas 5, 6). Las pruebas estadisticas adicionales indicaron que la supervivencia aumentada era dependiente
del transgén e independiente de otras variables, tales como la identidad de los padres, fecha de nacimiento, o
tamafio de la cohorte (Tablas 7, 8). La esperanza de vida media se aumentd en >20% en ratones transgénicos (27%
en machos y 21% en hembras). Se quiso saber si este efecto en la longevidad fue debido a la disminucion en la
incidencia de linfomas observada en los ratones Pten. Sin embargo, los ratones Pten' libres de linfoma
presentaron un aumento similar en la longevidad cuando se compararon con los ratones ts libres de linfoma (Fig.
6a). Esto indica que Pten' amplia la longevidad independientemente de su efecto en la proteccién contra el cancer,
sugiriendo asi un impacto directo en el tiempo de vida con salud. A este respecto, la acumulacion de dafio de ADN
en los tejidos, y particularmente en el higado, es un sdlido biomarcador del envejecimiento '?*. La
inmunofluorescencia con dos marcadores del dafio de ADN, yH2AX y 53BP1, indicé un nivel significativamente
menor de dafio de ADN en el higado de ratones Pten® mayores en comparacion con los controles ts (Fig. 2f). Se
evalud la coordlnacmn neuromuscular de los ratones usando la prueba de la cuerda, que es otro sélido biomarcador
del enveJeC|m|ento 8. Los ratones transgénicos mayores (2 afios) rindieron S|gn|f|cat|vamente mejor en esta prueba
que sus controles ts de la misma edad (Fig. 2b), lo que sugiere ademas que los ratones Pten' conservan el estado
de forma durante mas tiempo que los ratones ts. Una caracterlstlca de los ratones longevos con la actividad del eje
Sl disminuida es su sensibilidad a la insulina mejorada 8, Este efecto, aparentemente paraddjico, puede explicarse
mediante mecanismos de retroalimentacion que mantienen la ruta en un estrecho intervalo de actividad, tal como la
sobrerregulacion del receptor de insulina (Insr) o el sustrato 2 del receptor de insulina (Irs2) por Foxo1l ™ '+ 7
Manteniendo esto, los ratones Pten' tuvieron menores niveles en ayunas de glucosa e insulina (Fig. 6b) y un valor
significativamente menor de los indices de resistencia a la insulina HOMA-IR (Fig. 2¢) y QUICKI (Fig. 6c), que se
derivan ambos de los niveles de glucosa e insulina. Incidentalmente, los niveles en suero de Igfl fueron
moderadamente menores en ratones Pten' en comparacién con ratones ts, tanto jévenes como mayores (Fig. 6d).
Se examin6 también el nivel de fosforilaciones de Ser/Thr inhibidoras en Irsl en el tejido adiposo blanco, que
pueden reflejar una retroregulacion negativa por S6K1 %. Los ratones Pten mayores mostraron niveles reducidos
de Akt fosforilado y, de forma interesante, también presentaron niveles menores de Ser636/639-Irs1 fosforilado en
comparacion con sus controles ts (Fig. 2d). La menor fosforilacion de Irs1 en Ser6363/639 puede reflejar menores
niveles de retroregulacién negativa mediante SeK1%° y, de acuerdo con esto, se encontraron menores niveles de
fosforilacién del sustrato S6 de S6K1 en el TAB de ratones Pten' en comparacién con los controles ts (Fig. 11).
Estos datos soportan el concepto de que la sensibilidad a la insulina mejorada en los ratones Pten resulta de
mecanismos de retroalimentacién compensatoria que aseguran la homeostasis. Se concluye que la sobre-expresion,
moderada y regulada, de Pten da por resultado una longevidad y tiempo de vida con salud aumentadas.

A pesar de la intensa investigacion, la comprension de los mecanismos fisiolégicos que podrian estar implicados en
el retraso del envejecimiento mediante la menor act|V|dad de SII/PI3K es aun incompleta. La restriccion calérica (RC)
es una intervencién universal anti- enveJeC|m|ento y esta asouada con menores niveles de Igfl y niveles basales
reducidos de actividad de la ruta de PI3K 32, Los ratones Pten' presentaron un menor peso corporal (Fig. 3a)
(27%-28% de disminucioén en los ratones jévenes y 35-44% en ratones mayores, valores correspondientes a machos
y hembras, respectivamente Fig. 7a). De forma interesante, este menor peso se dio a pesar del hecho de que los
ratones Pten' eran hiperfagicos (Fig. 3b). Se quiso saber si esto podria ser un resultado del mayor gasto energético.
Destacable, las rutas de SII/PI3K y mTOR/S6K estan estrechamente relacionadas >*y los ratones deficientes en
S6k1 son Iongevos y presentan un mayor gasto energetlco . De forma incidental, los niveles en suero de Igfl
fueron moderadamente, pero Ortega-Molina et al., presentaron a Nature Ortega-Molina et al., presentaron a Nature

* de forma significativa, menores en ratones Pten en comparauon con ratones ts, tanto jébvenes como mayores, y
los niveles de colesterol fueron también menores en ratones Pten'® (Fig. 6(e)). Todo junto, se concluye que la sobre-
expresion moderada y regulada de Pten da por resultado una supervivencia ampliada y tiempo de vida con salud
mejorada. En un esfuerzo por aclarar los mecanismos fisioldgicos que podrian estar implicados en la esperanza de
vida ampliada de los ratones Pten', se ha explorado su metabolismo. Los ratones Pten'® presentaron un menor peso
corporal (Fig. 3a) (27% y 28% de disminucién en ratones macho y hembra jovenes, respectivamente, y 35% y 44%
en machos y hembras mayores; Fig. 7a). De forma interesante, este menor peso se dio a pesar del hecho de que los
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ratones Pten' era hiperfagicos (Fig. 3b y Fig. 12). Se quiso saber si esto podria ser un resultado del mayor gasto
energético. La calorimetria indirecta indicé que los ratones Pten® tienen un mayor gasto energético (Fig. 3c). Se
ajusté un Sistema de Modelo General (SMG) con gasto energético como una variable dependiente del genotipo y del
peso corporal. El andlisis de la covarianza (ANCOVA) indicé que el genotipo tiene un impacto significativo en el
gasto energético, que es independiente del impacto del peso corporal (Tabla 9). La calorimetria indirecta indicé que
los ratones Pten tienen mayor gasto energético (Fig. 3c), ademas de, un elevado cociente respiratorio durante el
periodo activo, es decir, oscuridad, del ciclo diario (Fig. 3d). La actividad locomotora fue similar entre las dos
cohortes de ratones (Fig. 7b), implicando por tanto que una tasa metabdlica elevada es responsable del aumento
observado en el gasto energético. El gasto energético, favoreciendo la combustidon a expensas de la conservacion,
se asocia generalmente con el almacenamiento reducido de nutrientes y la proteccion del dafio metabdlico. A favor
de esto, se observé que los ratones Pten habian disminuido la adiposidad total (41% menos de grasa en machos
jovenes) (Fig. 3e), menor masa de tejido adiposo blanco (TAB) epididimario respecto al peso corporal (41% menos
en machos jévenes; Fig. 7c y 7d) y adipocitos mas pequefios en el TAB epididimario (Fig. 3f). A favor de esto, la
absorciometria de rayos X172 de energia dual (DXA) indicé que los ratones Pten'® tenfan una disminucién relativa en
la masa grasa y una disminucién relativa en la relacion grasa/magra (Fig. 3d y Fig. 15). Ademas, en comparacion
con los controles ts, el peso del TAB epididimario respecto al peso corporal fue significativamente menor en los
machos transgénicos Jovenes (Fig. 7c y 7d), y el tamafio de los adipocitos en el TAB epididimario fue menor (Fig.
3e). Los ratones Pten' con dieta alta en grasas (DAG) durante seis meses aumentaron su peso corporal en un
grado relativo similar a los ratones ts (Fig. 7e). Sin embargo, en contraste con los ratones ts con DAG, los ratones
Pten no desarrollaron esteatosis hepatica (Fig. 3g). Juntos, estos resultados indican que la sobrerregulacion
moderada de Pten da por resultado un gasto mayor de energia, menor sobrecarga de nutrientes y proteccion
mejorada frente al dafio metabdlico.

El mecanismo mas eficiente para disipar energia es a travées de los adlgoutos marrones, situados tanto en el tejido
adiposo marron (TAM) como, también, entremezclados con el TAB Los adipocitos marrones han ganado una
considerable atencion desde la reciente comprension de su |mportanC|a en los humanos adultos ¥
Macroscépicamente, el TAM interescapular de los ratones Pten' tenian un color rojizo mas intenso en comparamon
con el TAM ts (Fig. 4a, izquierda); e, histolégicamente, presentd una apariencia mas densa debido al tamafio
reducido de las gotitas de lipido multiloculares (Fig. 4a, derecha) que es sugestivo de mayor actividad lipolitica. La
disipacion de energia en los adipocitos marrones esta mediada por la proteina de desacoplamiento Ucpl
Sorprendentemente, los niveles de expresion de Ucpl fueron significativamente mayores en el TAM de los ratones
Pten'¥ en comparacién con sus crias normales ts (Fig. 4b). El andlisis de un niimero de genes importantes para la
funcién del TAM indicé que la mayoria de ellos se expresaban a niveles normales en el TAM de Pten, con la
notable excepcion importante de Pgc1a (Fig. 4b). En relacién a esto, merece la pena mencionar que los ratones que
carecen de receptor de insulina (RI) en el TAM también presentan mayores niveles de expresion de Ucpl ® El co-
activador transcrlpcmnal Pgc1a integra multiples respuestas metabdlicas y es un regulador positivo crltlco de la
expresion de Ucpl . De forma interesante, Pgc1a junto con algunos genes implicados en la oxidaciéon de acidos
grasos estuvieron tamblen significativamente sobre-regulados en el TAM de ratones Pten (Fig. 4b). Otros genes
caracteristicos de los adipocitos marrones no estaban S|gn|f|cat|vamente alterados (Fig. 16). Tanto Pgcla como
Ucpl se expresan de forma caracteristica en adipocitos marrones 38.39 , aunque no en blancos y, por lo tanto, su
deteccion en el TAB es indicativa de la presencia de adipocitos marrones en el TAB * El analisis del TAB
epididimario indicé la presencia de niveles significativamente mayores de expresion de chla y Ucpl en ratones
transgénicos en comparacion con ratones ts (Fig. 17), sugiriendo por consiguiente una mayor actividad en los
adipocitos marrones que residen en el TAB. De forma incidental, se quiso saber si la restriccion caldrica (RC)
ejerceria una respuesta transcripcional similar en el TAM, pero los ratones bajo RC durante 4 semanas presentaron
niveles menores, mas que mayores, de Pgcla y niveles normales de Ucpl en el TAM (Fig. 18), sugiriendo por
consiguiente, que el transgén Pten y la RC son dlferentes a este respecto. En el higado, el factor transcripcional
Foxo1 es un companfero esencial de la funcién de ch1a , ¥ Akt fosforila e inhibe las proteinas tanto Pgc1a 5 como
Foxo “°®. En base a esto, se examind si el TAM de los ratones Pten' también tenian niveles menores de Akt
fosforllado y Foxol. De hecho, la inmunodeteccién de estas proteinas revel6 que el TAM transgénico tenia niveles
menores de Akt activo (fosfo-Ser473-Akt), ademas de, menores niveles de Foxol fosforilado (fosfo-Thr24-Foxol)
(Fig. 4c). Ademas del TAM, el musculo es otro érgano importante responsable del gasto energético. En particular, la
sobre-expresion de Pgcla o compuestos pequefios que activan el Pgcla a través de Sirt1 mducen un cambio en las
miofibras musculares del tipo Il (baja capamdad oxidativa) a tipo | (alta capacidad oxndatlva) y, en algunos casos,
esto se asocia a un mayor gasto energetlco . El examen de la succinato deshidrogenasa en el musculo gemelo
(que contiene ambos tipos de miofibras), ademas de, los niveles de ARNm caracteristicos de miofibras tipo | no
respaldaron el concepto de que los ratones Pten" tienen un aumento relativo en las miofibras tipo | (Fig. 19). Esto
refuerza la idea de que el mayor gasto energético observado en los ratones Pten® es debido a una mayor actividad
de los adipocitos marrones.

Los mecanismos de accion de Pten van mas alla de la inhibicion de PI3K*. Para establecer la implicacién de PI3K
en los efectos presentados anteriormente de Pten en el TAM, se inhibi6 PI3K en dos sistemas diferentes de
adipocitos marrones cultivados in vitro. Para esto, se usé un pequefio compuesto inhibidor de PI3K desarrollado en
el Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas espariol (CNIO), llamado “CNIO-compuesto A”, y abreviado aqui
como PI3Ki o Compuesto A (véase Métodos y Ia Fig. 20). Los preadipocitos 3T3-L1 que expresan ectopicamente
C/Ebpp se diferenciaron en adipocitos marrones® y el tratamiento con PI3Ki dio por resultado una sobrerregulacién
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de Ucpl y Pgcla, tanto cuando se usa solo como en combinaciéon con forskolina (un activador de AMP ciclasa
conocido por sobrerregular los niveles de Ucp138) y junto con una severa disminucion en los niveles de fosfo-Akt
(Fig. 4d). Para apoyar mas esto, el tratamiento de adipocitos marrones neonatales inmortalizados (tres lineas
independientes) con PI3Ki también sobrerregularon la expresién de Ucpl (Fig. 4d). Finalmente, el tratamiento de
ratones con PI3Ki dio por resultado una sobrerregulacién significativa de Ucpl y Pgcla en el TAM, ademas del Lcad
implicado en la oxidacion de acidos grasos (Fig. 4e y Fig. 4b). Estos resultados indican que la infrarregulacion de
PI3thes responsable, al menos en parte, de los efectos de la sobre-expresion de Pten en el TAM de los ratones
Pten™.

Los resultados anteriores demostraron que la inhibicién de PI3K tiene efectos auténomos celulares que pueden
recapitularse in vitro con adipocitos marrones cultivados. Para ampliar mas este concepto, se aproveché el factor
transcripcional Prdm16 y su co-factor C/Ebpf, cuya expresion combinada es capaz de programar fibroblastos para
formar almohadillas de grasa que contienen TAM subcutaneo tras el trasplante 89 Los MEF inmortalizados ts y
Pten' se programaron con retrovirus que codifican Prdm16 y C/EbpB, y se inyectaron de forma subcutanea en
ratones desnudos. Dos meses mas tarde, se identificaron almohadillas de grasa ectopica con depédsitos de TAM en
los sitios de inyeccién (Fig. 4f y Fig. 8). La cuantificacién de la cantidad de TAM formado indicé que las células Pten®
fueron significativamente mas eficaces en la generacion de TAM que sus contrapartes de ts (Fig. 4g). Estos
resultados confirman que Pten ejerce un efecto autbnomo celular en el TAM, y abren una ruta para mejorar la
generacion de trasplantes de TAM ectopico. Todo junto, estas observaciones revelan una nueva funciéon de Pten
como un regulador positivo de disipacion de energia en adipocitos marrones.

En gusanos y moscas, la ruta de longevidad Sll esta mediada intracelularmente por la ruta PI3K/Akt/Foxo. Esta
unién, sin embargo, se perdié en los mamiferos donde se conocia la actividad Sll disminuida para ampliar la
longevidad pero no se sabia nada sobre el impacto de la sefializacion de PI3K en la longevidad. El descubrimiento
de que Pten regula la longevidad, respalda considerablemente la conservacion evolutiva de esta ruta de longevidad
intracelular. En un alcance mas amplio y junto con los informes anteriores 10,11, los cuatro supresores tumorales
principales, especificamente, p53, Ink4a, Arf y Pten, aumentan la supervivencia del organismo independientemente
de sus efectos en la proteccién contra el cancer, revelando por consiguiente una intima conexion entre la longevidad
y la proteccion contra el cancer. Se ha descubierto también un papel de Pten en la regulacion de la combustion de
nutrientes por los adipocitos marrones. Esto postula un nuevo mecanismo para explicar los efectos en la longevidad
de la menor actividad de la ruta SII/PI3K. En particular, el mayor gasto energético reduce el almacenaje de lipidos y
mejora los efectos patolégicos de la sobrecarga de nutrientes, que a su vez contribuye a mejorar el tiempo de vida
con salud y prolongar la longevidad. Los efectos de la sobre-expresion de Pten moderada son reminiscentes de los
presentados para la deficiencia de S6KI, que ademas da por resultado el gasto energético 29 y longevidad 3
mejorados. Juntas, estas observaciones respaldan un mecanismo unificado y conservado evolutivamente para la
implicacion de las rutas SII/PI3K y mTOR/S6K en la longevidad de los mamiferos.

Métodos
Transgénesis

Para generar la cepa de raton Ptentg, el cromosoma artificial bacteriano (BAC) RP24-372016 (obtenido de CHORI;
http://www.chori.org) (Fig. Comp. 5a) se linealiz6 usando PI-Scel (New England Biolabs) y 2 pl de una disolucion que
contiene 0,4 pg/pl se microinyectaron en los pronucleos de ovocitos fertilizados derivados de entrecruzamientos
entre ratones (C57BL6 x CBA) F1. Los fundadores se aparearon con ratones C57BL6 y la progenie resultante, que
era de antecedentes genéticos de C57BL6/CBA (75%:25%), se analizo para la transmision del transgén, integridad
de transgén, y numero de sitios de integracion. El andlisis de la integridad y transmision se controlé por amplificacién
por PCR de las dos regiones terminales del inserto gendémico, especificamente, T7-016 (Fw-T7: 5-CCG CTA ATA
CGA CTC ACT ATA GGG-3’; Rv-T7: 5-TCA TCT CGG CTC CAT CGT TT-3) y SP6-016 (Fw-Sp6: 5-GTC GAC
ATT TAG GTG ACA CTA TAG AAG-3"; Rv-Sp6: 5-GAT GCT GTG TGC TAC AGG GAT G-3'). Los ratones Pten se
retrocruzaron durante una generacion con ratones C57BL6, de esta manera los antecedentes de todos los ratones
usados en este estudio es C57BL6/CBA (75%:25%). Los ratones se alimentaron o con una dieta para roedores
estandar (Harlan Teklad 2018, 18% de calorias procedentes de la grasa) o, cuando se indicd, con una dieta alta en
grasas (Research Diet D12451, 45% de calorias totales procedentes de la grasa).

Experimentacién animal

Para la carcinogénesis de 3-metil-colantreno (3MC), se siguieron los métodos descritos anteriormente a
Brevemente, los ratones de 2 meses de edad (machos y hembras) recibieron una Unica inyeccion intramuscular en
una de las patas traseras de unos 100 pL de disolucién que contenia 3MC (Sigma), a una concentracion de 100
Mo/uL y disuelta en aceite de sésamo (Sigma). Para el ensayo de la cuerda, los ratones (machos y hembras) se
colocaron en una barra de seccion circular (60 cm de larga y 1,5 cm de diametro) y la prueba se considerd exitosa
cuando un raton estuvo en la barra durante 60 segundos en al menos un ensayo de 5 ensayos consecutivos. Todos
los ratones se observaron semanalmente por personal entrenado. Tras signos de morbilidad, los ratones se
inspeccionaron atentamente de forma diaria hasta la aplicacion de los criterios del Punto Final Humanitario (HEP)
(http://dels.nas.edu/global/ilar/Guide). Desde nuestra experiencia, el punto final humanitario se aplica cuando la
esperanza de vida del ratdon es en promedio mas corta que una semana. Los ratones que murieron de forma
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espontanea (Muerte en la Jaula o DIC) tuvieron una muerte repentina y no fue precedida por morbilidad detectable.
Medidas metabdlicas

Todas las determinaciones metabdlicas se realizaron en ratones machos. Los ratones se alojaron en jaulas
metabdlicas durante 5 dias, y se midieron la ingesta de comida y agua, ademas de la eliminaciéon de heces y orina
durante los siguientes 4 dias. Se determiné la composicion corporal (contenido en grasa y masa magra) por
absorciometria de rayos X de energia dual (DXA) (densitometro Lunar PIXImus, GE Medical Systems). La
adquisicion de imagenes duré 5 minutos con los ratones bajo anestesia por inhalacién de isofluorano al 2% en
oxigeno al 100%. El analisis de la masa magra y la masa grasa se realizé usando una region de interés (RDI) que
comprende el cuerpo entero. La calorimetria indirecta se realizd siguiendo métodos estandar usando las camaras
metabdlicas del Sistema Oxylet (Panlab Harvard Apparatus). Los ratones estuvieron en jaulas de medida 12 h antes
de la recogida de datos. La temperatura ambiental fue 23°C y los ciclos de luz/oscuridad fueron de 12 h. El volumen
consumido de O; (VO;) y el CO; eliminado (VCO;) se grabaron cada 24 minutos (4 camaras metabolicas
simultaneas, con un periodo de muestreo de 4 min por caja, mas 1 min de purga por caja). El cociente respiratorio
(CR) se calcul6 como CR=VCO,/VO,. El gasto energético (GE) se calculé como GE=(3.815+(1,232XCR)) x VO, X
1,44). La actividad locomotora total se midié usando el Sistema Physiocage (Panlab Harvard Apparatus). Los niveles
de Igfl en suero se midieron por ELISA (ELISA IGF-1 de ratdn/rata; Demeditec). La glucosa en suero en ayunas se
midi6 usando tiras Glucocard (A. Meranini Diagnosis). Los niveles de insulina en ayunas se determinaron por ELISA
(kit de ELISA de insulina de ratén ultra-sensible; Crystal Chem Inc.). La sensibilidad a la insulina se evalué mediante
el indice de Evaluacién del modelo homeostatico (HOMA-IR = [(insulina en ayunas, pU/ml) x (glucosa en ayunas,
mg/dI]/405) y indice cuantitativo de control de sensibilidad a la insulina (QUICKI = 1/(Log(insulina en ayunas, puU/ml)
+ Log(glucosa en ayunas, mg/dl)]). El colesterol en suero y la tiroxina se determinaron usando rotores VetScan
(Abaxis Veterinary Diagnostics). La leptina en suero se determin6 por ELISA (Crystal Chem Inc.). La adiponectina en
suero se determiné por ELISA (Invitrogen). La sangre se recogio de la punta de la cola (glucosa e insulina), de la
vena sub-mandibular (Igfl, colesterol y tiroxina) y de una puncion cardiaca post-mortem (leptina y adiponectina).

Inhibicién in vivo de PI3K

El Compuesto A de bajo peso molecular es un potente inhibidor de las isoformas de PI3K pll0a (Ki=2,4 nM) y
p110d (Ki=9,8 nM) (la inhibicién de las otras isoformas de PI3K p110B y p110y tenian valores de Ki>110 nM, y la
inhibicion de un total de 282 quinasas adicionales que incluyen mTOR y DNAPK necesitan concentraciones de CI50
> 1 uM). Para los ensayos in vitro se afiadi6 Compuesto A a una concentracion de 1 uM. Para los ensayos in vivo, el
Compuesto A se administrd oralmente por ingesta forzada a una dosis de 15 mg/kg. Los ratones se sacrificaron 6 h
después y los tejidos se extrajeron y analizaron. Los ratones tratados fueron machos C57BL6, de 3 meses de edad.

Ensayos celulares

Los fibroblastos embrionarios de raton (MEF) se aislaron a E13.5 como se describe anteriormente “ Para la
estimulacion de insulina, los MEF primarios se privaron de suero (0% de SFB) durante 12 h, seguido por 60 min de
incubacién con PBS y después se estimularon con 1 pg/ml de insulina (Sigma) durante 30 min. Para la
transformaciéon oncogénica, los MEF primarios se transdujeron de forma retroviral con pLXSN-neo-E6 y o bien
pWZL-blasto-medio-T (amablemente proporcionado por Jean Zhao, Dana-Farber Cancer Institute, Boston) o pBABE-
puro-EGFRL858R (amablemente proporcionado por William Sellers y Matthew Meyerson, plasmido Addgene nim.
11012) *®. Después de la correspondiente seleccion de farmacos se pusieron en placas 20.000 células en placas de
10 cm de diametro, y 2 semanas mas tarde se fijaron y tifieron con Giemsa al 20%. Las lineas celulares de adipocito
marrén inmortalizadas se obtuvieron del TAM inter-escapular de neonatos de 3-5 dias de edad, tratadas con y
cultivadas como se describe anteriormente 3. Para la inmortalizacién, los cultivos se transdujeron de forma retroviral
con antigeno T grande (en vector pBABE-puro, amablemente proporcionado por James de Caprio, Dana Farber
Cancer Institute, Boston). Para la reprogramacion de los adipocitos 3T3-L1 en adipocitos marrones, se siguid el
método presentado anteriormente®. Brevemente, las células 3T3-L1 se transdujeron retroviralmente con pBABE-
puro-Cebpb (amablemente proporcionado por Roger R. Gomis, IRB, Barcelona). Después de la seleccion de
farmacos con puromicina, las células se cultivaron para confluir y posteriormente se cultivaron durante 48 h con
“medio de diferenciacién” (DMEM con FBS al 10%, insulina 20 nM, T3 1 nM, rosiglitazona 1 uM, isobutilmetilxantina
0,5 mM, indometacina 125 nM, dexametasona 5 pM). Después de esto, las células se expusieron a “medio de
mantenimiento” (DMEM con FBS al 10%, insulina 20 nM, T3 1 nM) durante 4 dias. Para el experimento mostrado en
la Fig. 4d, los cultivos de adipocitos marrones inmortalizados neonatales 3T3-L1/Cebpf diferenciados o no
diferenciados se lavaron en PBS y se trataron con “medio regular” (DMEM con FBS al 10%,) que contenia forskolina
10 uM (Sigma) y/o Compuesto A 1 uM durante 4 h.

Generacion de TAM ectépico

La programacion in vitro de MEF y posterior trasplante para generar adipocitos marrones se realizé esencialmente
como se describe anteriormente °. Brevemente, los MEF primarios se inmortalizaron primero con pLXSN-neo-E6, y
después se transdujeron de forma retroviral con pBABE-puro-Prdm16 (amablemente proporcionado por Bruce
Spiegelman, plasmido Addgene 15504) 8 y pPBABE-puro-Cebpb (amablemente proporcionado por Roger R. Gomis,
IRB, Barcelona). Después de la seleccion de farmacos, los fibroblastos transducidos con Prdml6/Cebpb se
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extendieron y se inyectaron de forma subcutanea (10 millones de células por sitio de inyeccion) en ratones desnudos
(machos, 10 semanas de edad). Después de 2 meses, los ratones se sacrificaron. Las almohadillas adiposas
injertadas eran a menudo visibles. La piel alrededor del sito de inyeccion se proceso para la histologia. Secciones en
serie se exploraron y examinaron. En algunos casos, la grasa ectdpica no se identifico (véase la cuantificacion en la
Fig. 4g). Las areas ocupadas por TAM se cuantificaron, excluyendo el TAB u otro, tal como granuloma.

Analisis de proteina

El tampdn de lisis (NaCl 150 mM, Tris 10 mM pH 7,2, SDS al 0,1%, Triton X-100 al 1,0%, desoxicolato al 1%, EDTA
5 mM) se usé para preparar extractos de proteina. Los analisis de inmunoelectrotransferencia de Western se
realizaron segun los procedimientos estandar. Los anticuerpos de sefializacion celular se usaron para la deteccion
de Pten (nam. 9552), P-S473-Akt (num. 4058), P-T308-Akt (nim. 9275), P-T24/T32-Foxol/3 (nam. 9464), P-
S636/639-Irs1 (nim. 2388). Para la deteccion del Aktl total, se us6 un anticuerpo de Upstate (nim. 07-416), y para
B-actina, de Sigma (nium. AC-15).

Analisis de ARN

El ARN total de tejidos o fibroblastos se extrajo usando TRIZOL (Invitrogen). La transcripcion inversa se realizé
usando cebadores aleatorios y Ready-To-GoTM You-Prime First-Strand Beads (GE Healthcare). Se realiz6 el PCR
en tiempo real cuantitativo usando mezcla maestra Sybr Green | para ADN (Applied Biosystems) en un termociclador
ABI PRISM 7700 (Applied Biosystem). Las secuencias cebadoras se describen en la Tabla Comp. SI.

Analisis histolégicos

El tejido adiposo marron, el tejido adiposo blanco e higado se fijaron toda la noche en formalina, se incrustaron en
bloques de parafina y se seccionaron. Las secciones de tejido se tifieron con hematoxilina/eosina. Se midi6 el
tamafio de los adipocitos blancos usando el programa ImageJ y se midieron al menos 500 células por cada raton.

Andlisis estadisticos

Las curvas de supervivencia se compararon usando la prueba de rango logaritmico. Para todas las demas
comparaciones se uso, como se indica, la prueba exacta de Fisher o la prueba t de Student de dos colas.

Ejemplo D — Ejemplos adicionales de compuestos/inhibidores de PI3K de Férmula |
Los compuestos de la invencion/formula | se prueban/probaron y se mostré que son/eran inhibidores de PI3K.
Donde los nombres de compuesto se dan en la presente memoria, se generan tipicamente con Chem Draw.

La invencién se ilustra por medio de los siguientes ejemplos, en que las siguientes abreviaturas (o simbolos
quimicos) pueden emplearse:

“dba” dibencilidenacetona; “DCM” diclorometano; “MeOH” metanol; “EtOH” etanol; “THF” tetrahidrofurano; “DMF”
dimetilformamida; “CHCI3” cloroformo; “DME” dimetoxietano; “Et,O” dietiléter; “Hex” hexano; “EtOAc” acetato de etilo;
“Pd(PPhs)s” tetrakis(trifenilfosfina)paladio; “KOAc” acetato de potasio; “DIPEA” diisopropiletilamina; “Pd(PPhs)s”
tetrakis(trifenilfosfina)paladio;  “Pd(dppf)Cl..DCM” dicloruro de 1,1-bis(difenilfosfino)ferrocenopaladio  (ll),
diclorometano; “min.” Minutos; y “h.” horas.

Los compuestos intermedios de la Tabla 1 se prepararon segun los procedimientos A-1, A-2 y A-3 descritos a
continuacién. Los compuestos intermedios de la Tabla 2 se prepararon segin los procedimientos A-4 a A-28
descritos a continuacién. Los ejemplos finales de los compuestos de la invencion se prepararon segun los
procedimientos B-1 a B-26 (y A-13) descritos a continuacion. Los procedimientos de los métodos A y B se describen
en mas detalle en la parte experimental a continuacién. Si un procedimiento experimental no se describe
especificamente, la sintesis se realiza de acuerdo con los métodos descritos en la presente memoria, opcionalmente
con referencia a procedimientos conocidos por el experto. Un procedimiento para preparar un compuesto final puede
0 no estar acompafado por datos caracteristicos para ese compuesto final.

Tabla 1 — Intermedios de pirazina

R1
N NH,
/K\/N
R2
NUm. Método experimental -R1 -R2
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Nam. Método experimental --R1 --R2
1-01 A-1 —Br Br
1-02 A-2 +N Do B
_/
1-03 A-3 N o]
£ _/ /
N—
N—N
é— T\ HO
1-04 A-3 N 0
\_/
I-53 Al —Cl -
= 0 NS
1-54 A3
"\ P
HN" TN
Tabla 2 —Intermedios
R1
N7 NN
R2
SN
RS)\( \k
Re R3
NUm. Met. Exp. --R1 --R2 --R3 -R4 --R5
1-05 A4 --Br --Me --H --H —-Br
1-06 A5 --Br --Me --Br --H --Br
1-07 A4 —Br —-CO,Et ~H ~H “Br
1-08 A4 --Br --CF3 —H ~H “Br
1-09 A6 --Br --CO,Et --Br --H --Br
I-10 A7 -%N O --Me --H --H --Br
-11 A7 %N O --Me --Br --H --Br
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Ra R3
NOm. | Met. Exp. RL “R2 R3 R4 RS
-12 A7 ff‘! 0 ~-COEt ~H ~H Br
-13 A8 é—N 0 ~-CHO ~H ~H ~-Br
-14 A9 é—N 0 --CH,0H ~H H _Br
I-15 A7 3LN 0 é—<] ~H ~H -Br
— AP
1-16 A10 é—N O N\_/N_<o —H —H —Br
1-17 All i—N 0 g NH ~H ~H ~Br
18 A10 #N o {O—S: ~H ~H ~-Br
/S o]
S\ o
-19 A10 -i—N 0 {O% ~H ~H ~-Br
1-20 A10 #N o 'htw_n‘ — -H H —Br
—\ ){‘_ AN
1-21 A10 #N o \ SNH ~H ~H ~-Br
— b
1-22 A10 +N o ){LN 0 ~H H _Br
1-23 A12 N 0 —y—N N— ~H ~H ~Br
\_/ o
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NOm. | Met. Exp. “R1 R2 “R3 R4 “R5
4 A I
1-24 AL2 +N Do N N—S{: H H —Br
__/ o ~— Iy
(N4
/N NN
I-25 A12 -i—N 0 o M~ Y% —H ~H --Br
1-26 A7 é—N, 0 -CF3 -H ~H —Br
INH
1-27 Al4 +N o ~-Me fj ~H ~Cl
Y r N
O)\C)%
-28 A4 +N o ~-Me ~-COEt ~H ~Cl
1-29 A13 #N o ~-Me ~COzH ~H ~Cl
1-30 Al5 é—N 0 --CONH, --H --H —-Br
1-35 A4 #N o o ~H “H Cl
\__/ ol
\
1-39 Al8 O %\FO “H ~CHO cl
F oL
1-40 A9 O %5—"0 ~H ~-CH,OH —cl
0
* \
43 A4 —CI ~Me ~H “H
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NGm. | Met Exp. ~R1 ~R2 ~R3 R4 ~R5
I-44 A16 Cl M H H 2 N
- -_— -— e - -—
N=<
NH
1-45 A4 é—N 0 -H -H ~H ~-Br
__/
1-46 Ad —Cl ~-CO.Et —H ~H i
1-47 AB —Cl --COJEt ~Br ~H -
1-48 A7 £N o --COzEt ~-Br ~H
\__/
1-49 A9 -‘i—N‘ o -CH,OH ~Br ~H
\__/
I-50 A20 £N o --CHO ~-Br ~H
\__/
/~\ ;I\ P
I-51 A10 'é—N o ”\"—U_s\\ —Br H
_/ I
0 @]
I-55 A4 ~H “H _Br
I\/Nf
o/\l
1-56 A4 --CO,Et ~-Me ~H ~Br
I\/N};
0’\|
I-57 A4 |\/ --CH.CI --H --H --Br
>y
— f‘
-58 A21 E ﬂ —H “H _Br
I\/N}; N
|
o
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[a]
0/\|
1-69 A3 I\/N -H --Me -H
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I-70 A28 |\/ -H --Me -H --Br

Vi

Tabla 3 — Productos finales preparados de acuerdo con los procedimientos descritos en la presente memoria.

RA1
R2
Nt/
R5 \27
Re RS
NGm. Exp. —R1 ~R2 -R3 R4 --R5
O/\| HO
2-01 B1 K/ —-CO,Et ~H —H
Nf
O/\| HO
2-02 B1 K/N}E‘ --COzH —-H —-H
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SRR Re
2-06 B1 O/\l »
N ®>=o Ros
—H
2-07 B1 O/\| é_\N
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L ' " D\©>&
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Parte experimental

Preparacion de los intermedios
Método Al

Preparacion del intermedio 1-01.

NH,

Br

NN

NW)
Br

A una mezcla de 2-aminopirazina (50 g, 0,5 moles) en cloroformo (1000 ml) enfriada a 0°C se afiadio piridina (100
ml, 1,21 moles) y bromo (54 ml, 1,05 mmoles) en gotas. La mezcla se agit6 a t.a. durante 16 h, después se afiadio
agua. La fase organica se extrajo, se secé (MgSO.), se filtr6 y se evapor6 para obtener 1-01, 48 g (R: 36%) de un
sélido amarillo que se seco al vacio.

Preparacion del intermedio 1-53
NH,

Cl

Y

¢

z

A una mezcla de 2-amino-3-cloropirazina (3,627 g, 28,00 mmoles) en acetonitrilo (20 mL), se afadieron N-
yodosuccinimida (6,929 g, 30,800 mmoles) y &cido trifluoroacético (2,2 mL). La mezcla de reaccion se agité a t.a.
durante 18 h. Se afiadi6 EtOAc y la mezcla se lavd con NaxS;03, se seco, se filtrd y se evapord. El residuo se
purificé por cromatografia de columna (EtOAc:ciclohexano, 0:100 a 40:60) para dar 5,1 g de Intermedio 1-53 (71%).

Método A2

Preparacion de intermedio 1-02.
t:uj
N
N///Klr NH,

= N

Br

Una disolucién de intermedio 1-01 (15 g, 59,3 mmoles) en morfolina (15 ml, 178 mmoles) se calentd a 120°C en un
reactor Parr durante 48 h. Un sélido marrén aparece. El sélido se suspendié en DCM y se lavé con NaHCO3 acuosa
saturada (dos veces). La fase organica se secd (NaSOy), se filtr6 y se evapor6 hasta sequedad para obtener 1-02,
14,8 g de un sélido marrén (R: 96%).

75



10

15

20

ES 2704 961 T3

Método A3

Preparacion del intermedio 1-03.

[s]

()

NH,

Una mezcla de intermedio 1-02 (360 mg, 1,35 mmoles), hidrocloruro de &cido indazol-4-borénico (600 mg, 2,97
mmoles), K2COs (2 mL de disolucién saturada), PdClx(dppf).DCM (112 mg, 0,135 mmoles) en DME (5 mL) se
calenté con radiaciéon de microondas durante 10 min a 130°C. La mezcla de reaccién se filtr6 a través de una
almohadilla de celite, lavando con DCM. El filtrado se secé sobre Na,SO, y se concentrd. El producto en bruto se
purific6 por cromatografia de columna rapida (cartucho de Isolute Si Il de 10 g) eluyendo con un gradiente de
DCM/MeOH (de 100% a 90:10) para dar 250 mg del intermedio 1-03 puro (R: 62%).

Preparacion de intermedio 1-69.

@
o

Una mezcla de intermedio I-70 (45 mg, 0,15 mmoles), 4-(4,4,5,5,-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)anilina (40 mg,
0,18 mmoles), PdCl,(dppf) (12 mg, 0,02 mmoles) y Na,COs (solucién acuosa saturada; 0,75 mL) en 1,2-DME (0,75
mL) se calento con radiacién de microondas a 130°C durante 1 h. La mezcla se diluyé con DCM:MeOH, se adsorbio
en celite y se purificé por cromatografia (Isolute 5 g; MeOH:DCM, 0:100 a 20:80) para dar el Intermedio 1-69 (50 mg,
100%) como un sélido amarillo.

HN

Método A4

Preparacion del intermedio 1-05

Se disolvié intermedio 1-01 (2 g, 7,9 mmoles) en 2-cloroacetona (3 ml). La reaccion se calent6é en un tubo sellado a
90°C durante 16 h. Un precipitado aparecio. Después se afiadio Et,O. El precipitado se filtré como una sal. El sélido
resultante se suspendio en DCM y se trat6 con una disolucién saturada acuosa de Na,COs. La fase organica se
extrajo, se sec6 (MgS0,), se filtrd y se evaporé para obtener el intermedio 1-05 (1,2 g de un sélido marrén, R: 35%).

Preparacion de intermedio 1-28
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Se suspendieron intermedio 1-02 (1,2 g, 4,7 mmoles) y 2-cloroacetoacetato de etilo (2,3 g, 14,2 mmoles) en EtOH
(12 mL). La mezcla se calent6 con radiacion de microondas durante 1 h a 150°C. Después de enfriar a temperatura
ambiente, se afiadié éter de petréleo y el sélido formado se filtré. El filtrado se evapor6é a presion reducida y el
residuo se purificé por cromatografia rapida en gel de silice (c-Hex/EtAOAc 8:2) para obtener un sélido que se lavd
con éter de petroleo para dar el producto deseado 1-28 (231 mg, R: 33%).

Preparacion del intermedio 1-35
)
N
Nt/
mAf \)_»O
g N\

Se calentaron Intermedio 1-02 (2 g, 7,72 mmoles) y 4-cloroacetoacetato de metilo (3,56 mL, 30,88 mmoles) en dos
tubos sellados (la mitad de material en cada tubo) a 90°C durante 2 h. Los compuestos volatiles se eliminaron a
presion reducida y el residuo se purificé por cromatografia rapida en gel de silice (c-Hex/EtAOAc 10:0 a 6:4) para
obtener un sélido que se lavo con dietiléter para dar el producto deseado 1-35 (1,17 g, R: 49%).

Preparacion del intermedio 1-57
O

(]
N
NZ =N
™ N\}_\CI
Se calenté una mezcla de intermedio 1-02 (8,17 g, 31,52 mmoles) y 1,3-dicloroacetona (6,0 g, 47,29 mmoles) en 2-
propanol (15 mL) en un tubo sellado a 55°C durante 2 dias. En el enfriamiento, la mezcla se filtr6 y se enjuagé con

Et,O y MeOH. El sélido se purificd por cromatografia rapida en gel de silice (MeOH:DCM, 5:95) y el producto
obtenido se lavo con MeOH y se secd para dar intermedio I-57 (3,97 g, 38%).

Br

Método A5

Preparacion del intermedio 1-06
r

NLFN
Br/]\\/N\%i

Br

El intermedio 1-05 (0,62 g, 2,13 mmoles) se disolvié en CHCI3 (4 mL) y se afiadié N-bromosuccinimida (455 mg, 2,56
mmoles). La mezcla de reaccién se calenté con radiacion de microondas a 120°C durante 1 h. En el enfriamiento, la
mezcla se adsorbié en silice y se purific6 mediante cromatografia de columna Biotage (DCM/MeOH de 100% a 95:5)
para dar el intermedio 1-06 (720 mg; R: 91%) como un soélido amarillo.

Método A6
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Preparacién del intermedio 1-09

NZ N o]

>
=
X

(@]

Br

El intermedio 1-07 (1,00 g, 2,87 mmoles) se disolvi6 en DCM (28 mL) y se afiadieron N-bromosuccinimida (0,61 g,
3,44 mmoles) y acido trifluoroacético (0,25 mL). La mezcla de reaccién se agité a t.a. durante 16 h y después se
calenté a 60°C durante 2 h mas. La mezcla de reaccién se enfrio, y se lavd con agua. La fase organica se secé
(NazS0.), se filtro y se disolvente se elimind al vacio. El residuo se purificd por biotage con un gradiente de
ciclohexano:EtOAc de 100% a 50:50. Las fracciones deseadas se recogieron para obtener 1,15 g de solido blanco
como intermedio 1-09 (R: 94%).

Método A7
Preparacion de intermedio I-10
[Oj
N
N\_/>_
Br X

Una mezcla de intermedio 1-05 (1,75 g, 6,015 mmoles), morfolina (0,526 mL, 6,015 mmoles) y DCM (20 mL) se agit6é
a t.a. durante 16 h. Se afiadié morfolina adicional (0,526 mL, 6,015 mmoles) y la mezcla se agit6 a t.a. durante 18 h
mas. Se afiadid Na,CO3 acuoso saturado. La fase organica se separo, se seco (Na>SO.), se filtrd y se evaporé hasta
sequedad para obtener 1,8 g de intermedio I-10 (R: cuantitativo). El producto resultante se usé en la siguiente etapa
sin purificacién adicional.

Preparacion del intermedio I-11
on
N
/I\\_/N /
Br \87
Br
El intermedio 1-06 (0,72 g, 1,95 mmoles) se disolvié en DCM (6 mL) y se afiadié morfolina (0,68 mL, 7,79 mmoles) en
una porcién. La mezcla de reaccién se agit6é a t.a. durante 3 h. La mezcla se purificd, junto con una segunda carga

de la misma reaccion, por cromatografia de columna (DCM/MeOH de 100% a 50:50) para dar el producto intermedio
esperado 1-11 (980 mg, R: 76%) como un solido amarillo claro.

Preparacion de intermedio 1-48

)
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A una mezcla de intermedio 1-47 (2,25 g, 5,22 mmoles) en acetonitrilo (20 mL) se afiadieron morfolina (0,59 mL, 6,79
mmoles) y N,N-diisopropiletilamina (1,36 mL, 7,84 mmoles). La mezcla de reaccién se calenté con radiacién de
microondas a 160°C durante 30 min. En el enfriamiento, se afiadi6 NH4Cl y la mezcla se extrajo con DCM. La fase
orgénica se seco (Na>S0.), se filtrd y se evapord. El residuo se precipité con Et,O y MeOH para dar intermedio 1-48
(1,875 g, 75%) como un solido blanco. El filtrado se evapord y se purific6 por cromatografia de columna
(Ciclohexano:EtOAc, 100:0 a 60:40) para dar 620 mg de intermedio 1-48 (24%).

Método A8
Preparacion de intermedio [-13

on

N
N*)"\F«N H
Br o

A una disolucién de intermedio 1-12 (2 g, 5,6 mmoles) en DCM (50 mL) se afiadi6 en gotas DIBAL (3,8 mL, 1 M en
tolueno, 22,75 mmoles) a -78°C agitando a esa temperatura durante 40 min. La reaccién se desactivd con metanol
frio y se agit6 durante 10 min mas. La mezcla se verti6 en una mezcla bifasica de NaHCO3 saturado y DCM y se
dejo calentar a temperatura ambiente con agitacion ocasional. Después se paso a través de un lecho de Celite para
eliminar una masa gelatinosa, y el lecho se lavé cuidadosamente con DCM. Después de separarse la fase orgéanica,
la fase acuosa se extrajo con DCM. La fase organica combinada se sec6 (Na»SO.), se filtrd y se concentrd a presion

reducida para obtener un sélido amarillo claro, 1,674 g, R: 96% como intermedio 1-13 que se uso en la siguiente
etapa de reaccion sin purificacion adicional.

Método A9

Preparacion de intermedio |-14
[Oj
N
N\/)_/
Br)\\/

A una lechada agitada de LiAlH4 (556 mg, 14,64 mmoles) en THF seco se afadio lentamente intermedio 1-12 (5,63
mmoles) en THF (28 mL) a 0°C. Después de la adicion, la mezcla de reaccidn se agité a temperatura ambiente
durante 2 h y se desactivé con NH4CI/NH,OH saturado. La mezcla se verti6 en CHCl3/MeOH (3:1) y después se
paso a través de un lecho de Celite para eliminar una masa gelatinosa, y el lecho se lavé cuidadosamente con
CHCIs. La fase organica se lavo con NaCl saturado. La fase organica se secé (Na»SO.), se filtr6 y se evapord a
presion reducida para obtener el producto esperado I-14 como un sélido amarillo claro (1,02 g, R: 57% de
rendimiento) que se uso en la siguiente etapa de reaccion sin purificacion adicional.

Preparacion del intermedio 1-40

[Oj

N
s N7
CI \)_>fo
o N\
HO

Una disoluciéon de intermedio 1-39 (1 g, 2,952 mmoles) en THF (10 mL) se afiadio lentamente a una lechada agitada

de NaBH, (123 mg, 3,247 mmoles) en THF seco (11 mL) a 0°C. La mezcla se agit6 2 h a t.a. El disolvente se
elimind y el residuo se suspendioé en H,O y se extrajo con EtOAc. La fase organica se seco (NaxSOy), se filtré y se
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evapor6 concentrado. El residuo se usoé en el siguiente experimento sin purificacion adicional.

Preparacioén del intermedio 1-49

()

N
/
N N\e_\OH
Br

A una disolucién de intermedio 1-48 (1,3 g, 2,7 mmoles) en DCM (25 mL) se afadié hidruro de diisobutilaluminio (1M
en tolueno) (2,7 mL, 2,7 mmoles) en gotas a 0°C. La mezcla de reaccion se agité a t.a. durante 16 h y se afiadido mas
DIBAL (2,7 mL). La agitacién se continu6 a t.a. durante 2 dias y otro equivalente de DIBAL se afiadio (2,7 mL).
Después de 2 dias la reaccion se desactivd con MeOH frio, se agité durante 10 min y se verti6 en una mezcla
bifasica de H,O/DCM. La suspension se filtrd para dar intermedio 1-49 (0,86 g). La fase organica se extrajo con DCM,
se seco, se filtrd y se evapor6 para dar intermedio 1-49 (320 mg) como un sélido blanco.

Método A10

Preparacion de intermedio I-16

o @]
Mg
‘O
N < _)
)\\/N\/)_/

Br
Una mezcla de intermedio 1-13 (520 mg, 1,67 mmoles), 1-boc-piperazina (405 mg, 2,17 mmoles) y ortoformiato de
trimetilo (1,83 mL, 16,71 mmoles) se agitd en 1,2-dicloroetano (14 mL) durante 6 h a temperatura ambiente.
Después se afiadio triacetoxiborohidruro sédico (425 mg, 2,0 mmoles) y la mezcla de reaccion se agitdé durante 48 h
a temperatura ambiente. La mezcla se desactivd después con salmuera y se extrajo con DCM. La fase organica se
seco (Na;S0.), se filtro y se evaporo al vacio. El residuo se purificd por cromatografia de columna de gel de silice en

Biotage eluyéndolo con ciclohexano/acetato de etilo y después con DCM/MeOH para obtener el intermedio I-16, 475
mg, R: 60% como un sélido amarillo claro.

Método A1l

Preparacion de intermedio I-17

El intermedio 1-16 (0,380 mg, 0,789 mmoles) se disolvio en DCM (10 mL) y se afiadié HCI 2N (2 mL) y la reaccion se
agito a t.a. durante 16 h. Debido a que solo se observo material de partida, el disolvente se evaporé y se afiadieron 3
mL de THF y 3 mL de HCI (2N) y la mezcla de reaccién se agitd durante 2 h. El disolvente se elimind al vacio para
obtener intermedio I-17 como una sal de clorohidrato (307 mg, R: 93%) que se usO en la siguiente reaccion sin
purificacién adicional.

Método A12

Preparacion de intermedio [-23
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Se agitd metilpiperazina (0,282 mmoles, 32 pL) y AlMes 2M en hexanos (0,282 mmoles, 0,14 mL) en DCM seco (4
mL) a t.a. durante 15 min. Después se afiadio el intermedio I-12 (100 mg, 0,282 mmoles) y la mezcla se agit6 a t.a.
durante 3h y después a 40°C toda la noche. La reaccion se desactivo con disolucion saturada de cloruro de amonio
y se diluyé con DCM. La fase organica se sec6 (Na,SO.), se filtr6 y se evapord para proporcionar un residuo que se
tritur6 con Et,O-DCM precipitando un sélido de color crudo como una impureza. El filtrado se purific6 por
cromatografia rapida (Biotage Hex-EtOAc de 100% a 70:30 y después DCM-MeOH/NH3 7N 80:20 para obtener 67
mg (R: 48%) del producto necesario como intermedio 1-23.

/
N

Br

Método A13

Preparacion de intermedio [-29
on
N

CH

Se afiadi6 NaOH 2N (0,85 mL) a una mezcla agitada de intermedio 1-28 en MeOH. La reaccién se agité a 50°C
durante 1,5h y a reflujo durante 20 min. El disolvente se evaporé y se afiadié agua y el pH se ajusté a 4 mediante
adicion de AcOH. La mezcla se diluyé con EtOAc (hasta que se obtuvo una disolucion clara (alrededor de 250 mL).
Las fases se separaron y la fase acuosa se extrajo dos veces con EtOAc. La fase organica se seco y se evapord. El
residuo se secd azeotropicamente con tolueno para dar 261 mg (R: 100%) de producto deseado 1-29 que se us6 en
la siguiente etapa de reaccion sin purificacion adicional.

Método A14

Preparacién del intermedio 1-27

G

)
s

Se afiadio 4-amina-1-BOC piperidina a una mezcla agitada de intermedio 1-29, DIPEA y HATU en DMF. La reaccién
se agitd a t.a. durante 4h. La mezcla de reaccién se cromatografié directamente en gel de silice (biotage c-
Hex/EtOAc 10 a 100% de EtOAc) para obtener el producto deseado (233 mg, R: para dos etapas: 69%).

Método A15

Preparacion de intermedio 1-30
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Se suspendié intermedio 1-12 (240 mg) en un tubo sellado en una disolucion de MeOH/NH3; 7N. La mezcla de
reaccion se calenté a 100°C durante 16h. El disolvente se evapord hasta sequedad y el residuo se lavé con MeOH y
Et,O. El solido amarillo resultante se seco al vacio para obtener 200 mg de producto deseado 1-30. De forma
alternativa, puede aparecer un precipitado, que puede filtrarse para obtener el producto deseado 1-30.

Método A16

Preparacion de intermedio |-44

cl
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Una mezcla de intermedio 1-43 (0,15 g, 0,51 mmoles), acido 2-aminopirimidina-5-borénico, éster de pinacol (136 mg,
0,613 mmoles) y PdClx(dppf) (42 mg, 0,051 mmoles) y disolucién saturada de Na,COs (1,96 mL) en 1,2-DME (1,96
mL) se agit6 a t.a. durante 1h 30 min. DCM se afiadio y la mezcla se lavé con H20 y NaCl saturado. Los compuestos
orgéanicos se secaron (NaxSOQ.), se filtraron y se evaporaron. El residuo se purificd por cromatografia de columna
(DCM:MeOH, 99:1 a 90:10) para dar intermedio 1-44 (10 mg, 8%) como un sélido beis.

Método A18

Preparacién de intermedio 1-39

()

”)\FN
C|)ﬁ/ N\)_}O\
CHO O

A una disolucién de intermedio 1-35 (3,76 g, 12,11 mmoles) en DMF (120 mL) se afiadi6 POCI; (3,38 mL, 36,34
mmoles) a -20°C. La mezcla se agit6 a t.a. toda la noche en Nz y se diluyé con H;O/hielo. El solido blanco se filtré y
se seco para dar 2,95 g (63%) de intermedio 1-39. Se usé en el siguiente experimento sin purificacion adicional.

Método A20
Preparacion de intermedio 1-50

O

(]
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A una disolucién de intermedio 1-49 (1,18 g, 2,7 mmoles) en CHCI; (54 mL) se afiadi6 MnO; activo (4,0 g, 45,93
mmoles). La mezcla de reaccion se puso a reflujo durante 8 h. En el enfriamiento, la mezcla se filtr6 a través de
celite. El filtrado se evaporé para dar intermedio 1-50 (0,67 g). Se usé en la siguiente reaccion sin purificacion
adicional.

Método A21

Preparacion de intermedio 1-58
@
N
N)\ﬁ'“
*/N\/)_\
N\ 20

S
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A una suspension de intermedio 1-57 (0,232 g, 0,7 mmoles) y K.CO3 (0,193 g, 1,4 mmoles) en acetonitrilo (20 mL) se
afiadio 8-metanosulfonil-3,8-diaza-biciclo[3.2.1]Joctano (0,133 g, 0,7 mmoles). La mezcla de reacciébn se puso a
reflujo durante 24 h y se concentrd. El residuo se suspendié en DCM y se lavd con salmuera. La fase orgénica se
secd, se filtr6 y se evapord. El residuo se trituré a partir de MeOH para dar intermedio 1-58 (0,189 g, 56%) como un
sélido blanco.
Método A22

Preparacion de intermedio 1-60
)
N
N)\F*N
N\,/>_\
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0

A una disolucion de intermedio 1-17 (100 mg, 0,297 mmoles), BOP (158 mg, 0,356 mmoles) y acido (s)-(-)-2-
acetoxipropionico (41 mg, 0,356 mmoles) en CH2Cl, (3 mL), se afiadi6é EtsN (0,083 mL, 0,594 mmoles). La mezcla se
agité a T.A. durante 2 dias. Se afiadié6 CH2Cl, y la mezcla se lavé con agua. La fase organica se sec6 sobre Na;SOa,
se filtrd y se evapord. El residuo se purificé por cromatografia de columna (Biotage, CH,Cl,: MeOH, 100:0 a 60:40)
para dar intermedio 1-60 (130 mg, 88%) como un aceite incoloro.

Método A23

Preparacion de intermedio 1-61
@
N
Vi
Br)\\/N N—O
/N
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Una disolucion 2M de trimetilaluminio en hexanos (5,5 mL, 11,02 mmoles) se afiadié a una mezcla de hidrocloruro
de N,O-dimetilhidroxilamina (1,075 g, 11,02 mmoles) en DCM (10 mL) y la reaccion se agit6 a t.a. durante 40 min.
Una disolucién de intermedio 1-12 (0,783 g, 2,20 mmoles) en DCM (16 mL) se afiadié y la mezcla de reaccion se
agité a 40°C durante 2 h. En el enfriamiento, la mezcla se desactivo cuidadosamente con HCI 1N y se diluyé con
DCM. Después de 30 min las fases en agitacion se separaron y la fase acuosa se extrajo con DCM (x2). Las fases
organicas combinadas se lavaron con salmuera, se secaron, se filtraron y se evaporaron. El residuo se purificd por
cromatografia de columna (Biotage, cHex/EtOAc 50:50 a 0:100) para dar intermedio 1-61 (545 mg, 67%).

Método A24

Preparacioén de intermedio [-62

on
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A una mezcla de intermedio 1-61 (545 mg, 1,47 mmoles) en THF (15 mL) se afadié6 MeMgBr (2,2 mL, 2,2 mmoles) a
0°C. La reaccion se agito a 0°C durante 1h. Se afadi6 MeMgBr adicional (1,1 mL, 1,1 mmoles) y la reaccion se agitd

a 0°C durante 1h. La mezcla se desactivo con NH4Cl saturado y se extrajo con EtOAc (x3). Las fases organicas
combinadas se secaron, se filtraron y se evaporaron para dar intermedio 1-62 (458 mg, 96%).

Método A25

Preparacién de intermedio 1-63
®
J\@J(

A una mezcla de intermedio 1-62 (0,1 g, 0,308 mmoles) y 1-Boc-piperazina (0,115 g, 0,615 mmoles) en DCM (4 mL)
se afiadio Ti(iPrO)4 (0,182 mL, 0,615 mmoles). La mezcla se agit6 a reflujo durante 2h. Se afiadié Et,AICN (0,62 mL,
0,615 mmoles) y la mezcla de reaccion se agito a reflujo durante 5h. En el enfriamiento, la mezcla se desactivé con
NaHCOs; saturado y se extrajo con EtOAc (x3). Las fases organicas combinadas se lavaron con salmuera, se
secaron, se filtraron y se evaporaron. El residuo se purificd por cromatografia de columna (biotage, cHex/EtOAc
10:90 a 0:100) para dar intermedio 1-63 (100 mg, 63%).

Método A26

Preparacion de intermedio 1-64
@
;\@J(
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A una disolucion agitada de MeMgBr (1 mL, 0,96 mmoles) se afiadié una disolucién de intermedio 1-63 (50 mg, 0,096
mmoles) en THF (1,5 mL) a 0°C. La reaccién se agité a 0°C durante 4 h y la mezcla se vertié en NH4Cl saturado frio
con hielo. La mezcla se extrajo con EtOAc y las fases organicas combinadas se secaron, se filtraron y se
evaporaron. El residuo se purific6 por cromatografia de columna (biotage, cHex/EtOAc 10:90 a 0:100) para dar
intermedio 1-64 (22 mg, 45%).

Método A27

Preparacioén de intermedio |-68
O
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Se afladi6 MsCl (0,046 mL, 0,589 mmoles) a una disoluciéon de intermedio 1-67 (0,175 g, 0,393 mmoles) y TEA
(0,274 mL, 1,96 mmoles) en DCM (4 mL) a 0°C. La mezcla de reaccion se agit6 a t.a. durante 3 h y se vertié en
NaHCOs; saturado. La mezcla se extrajo con DCM vy las fases organicas combinadas se secaron, se filtraron y se
evaporaron. El residuo se purificé en gel de silice (DCM:MeOH, 90:10) para proporcionar intermedio 1-68 (133 mg,
70%).

Método A28

Preparacién de intermedio I-70
)
N
N)\f"'
N/
BrA/ \e

A una disolucién de intermedio 1-02 (150 mg, 0,58 mmoles) en tolueno (6,8 mL), se afadieron 2-cloro-1,1-
dimetoxipropano (0,758 mL, 5,8 mmoles) y acido p-toluensulfénico (18 mg, 0,09 mmoles). La mezcla de reaccion se
puso a reflujo durante 24 h y se afiadieron cantidades adicionales de 2-cloro-1,1-dimetoxipropano (10 eq) y acido p-
toluensulfénico (0,16 eq). La mezcla de reaccion se puso a reflujo durante 15 h y el disolvente se elimind. El residuo
se purificéd por cromatografia de columna (Isolute 10 g; AcOEt-ciclohexano 0:100 a 50:50) para dar el intermedio 1-70
(55 mg, 32%) como un sélido beis.

Ejemplo B1

Preparacion de producto final 2-01

)

© <

)\FN o
/

N 0

N
HO x

Una mezcla de intermedio 1-12 (100 mg, 0,282 mmoles), acido 3-hidroxifenilborénico (85 mg, 0,685 mmoles) y
PdCl,(dppf).DCM (23 mg, 0,028 mmoles) en DME (1,2 mL) se afadié una disolucién acuosa saturada de carbonato
sédico (1 mL). La mezcla se calenté a 130°C con radiacion de microondas durante 3 min. La mezcla de reaccion se
enfrid, se diluyo con cloroformo, se lavé con salmuera. La fase organica se seco (NaSOy), se filtré y el disolvente se
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elimind al vacio. El residuo se purificd por cromatografia biotage con un gradiente de ciclohexano/EtOAc de 100% a
50:50. Las fracciones deseadas se recogieron y el disolvente se evaporo. El sélido resultante se cristaliz6 con MeOH
para obtener un sélido blanco como producto final 2-01 (44 mg, R: 68% de rendimiento).

Preparacién de producto final 2-10
)
N
N)\f'“
W
x N N
Y
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~7 0

A una mezcla de intermedio 1-18 (200 mg, 0,435 mmoles), acido 3-hidroxifenilborénico (132 mg, 0,985 mmoles) y
PdCl,(dppf).DCM (36 mg, 0,044 mmoles) en DME (1,8 mL) se afadié una disolucién saturada acuosa de carbonato
de potasio (1 mL). La mezcla se calent6é a 130°C con radiacion de microondas durante 3 min. La mezcla de reaccion
se enfrig, se diluyd con cloroformo, se lavo con salmuera. La fase organica se secd (Na>S0s), se filtrd y se evaporo.
El residuo se purificd por cromatografia biotage y se eluyé con un gradiente de DCM/MeOH: de 100% a 50:50. Las
fracciones deseadas se recogieron y el residuo resultante se purificd de nuevo con EtOAc y después EtOAc/MeOH
20:1. Las fracciones deseadas se recogieron para obtener un sélido blanco, 27 mg, R: 13% como producto final 2-
10.

Preparacién de producto final 2-11

(@]
)
_| (0]
-
0
(@)

Se suspendieron intermedio 1-24 (165 mg, 0,349 mmoles), 4cido 3-hidroxifenilbordnico (0,523 mmoles, 72 mg) y
PdCl,(dppf).DCM (0,035 mmoles, 29 mg) en una disolucion saturada de carbonato sédico (1,8 mL) y 1,2-DME (1,8
mL). La mezcla se calentd con radiacion de microondas a 130°C durante 10 min. La mezcla se diluyé con DCM y se
lavo con agua. La fase organica se secO (Na;S0.), se filtr6 y se evaporo. El residuo resultante se purificd por
cromatografia Biotage (DCM-EtOAc de 50:50 a 100% de EtOAc) para proporcionar un producto adn impuro que se
purificé de nuevo usando DCM-MeOH 95:5. El aceite resultante se precipito con DCM-MeOH-Et,O (aprox. 10:1:5)
para dar el producto 2-11 deseado (63 mg, R: 36%).

Preparacién del producto final 2-13
EO]
N
N)\®5<F
/
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HO

A una mezcla de intermedio 1-26 (225 mg, 0,641 mmoles), acido 3-hidroxifenilborénico (194 mg, 1,410 mmoles) y
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PdCl,(dppf).DCM (53 mg, 0,064 mmoles) en DME (2,8 mL) se afadié una disolucién acuosa saturada de carbonato
de potasio (0,5 mL). La mezcla se calenté a 130°C con radiacién de microondas durante 3 min. La mezcla de
reaccion se enfrio, se diluyé con DCM, se lavé con salmuera. La fase organica se secod (Na»S0.), se filtrd y el
disolvente se eliminé al vacio. El residuo resultante se purificé por cromatografia biotage y se eluyé con un gradiente
de EtOAc/MeOH: de 100% a 50:50. Las fracciones deseadas se recogieron para dar un sélido amarillo que se
cristaliz6 en MeOH para obtener el producto 2-13 deseado (150 mg, R: 64%).

Preparacion de producto final 2-14
O
N
HO x Nh..//\ J

Se suspendieron intermedio 1-15 (210 mg, 0,650 mmoles), &cido 3-hidroxifenilborénico (0,975 mmoles, 134 mg) y
PdCl,(dppf).DCM (0,065 mmoles, 54 mg) en disolucién saturada de carbonato sdédico (2,6 mL) y 1,2-DME (2,6 mL).
La mezcla se calent6 con radiacion de microondas a 130°C durante 10 min. La mezcla se diluy6é con DCM y se lavo
con agua. La fase orgénica se sec6 (NaxSO.), se filtr6 y el disolvente se evaporé al vacio. El residuo resultante se
purificé por cromatografia rapida (DCM-EtOAc de 100% a 40:60) para proporcionar el producto deseado 2-14 (69
mg, R: 31%) como un sélido blanco.

Preparacion de producto final 2-15
$
N
N== N’K‘%" o
N. \/>_<
N N

Se suspendieron intermedio 1-23 (50 mg, 0,122 mmoles), hidrocloruro de acido indazol-4-borénico (0,183 moles, 36
mg) y PdClx(dppf).DCM (0,012 mmoles, 10 mg) en una disolucién saturada de carbonato sédico (0,6 mL) y 1,2-DME
(0,6 mL). La mezcla se calentd con radiacion de microondas a 130°C durante 10 min. La mezcla se diluyé con DCM
y se lavé con salmuera. La fase organica se seco (Na»SOQ.), se filtrd y el disolvente se evapordé. El residuo resultante
se purificé por cromatografia rapida (DCM-MeOH/NH3; 7N de 100% a 90:10). Las fracciones deseadas se recogieron
para obtener el producto final 2-15 (48 mg, R: 88%) como una sdlido blanco.

H

Preparacion de producto final 2-16
on
N
IN—_' N =~ )\I O
HN « Nﬂw

87



10

15

20

25

ES 2704 961 T3

Se suspendieron intermedio 1-24 (55 mg, 0,116 mmoles), hidrocloruro de acido indazol-4-borénico (0,174 mmoles,
35 mg) y PdClx(dppf).DCM (0,012 mmoles, 10 mg) en una disolucion saturada de carbonato sédico (0,6 mL) y 1,2-
DME (0,6 mL). La mezcla se calenté con radiaciéon de microondas a 130°C durante 10 min. La mezcla se diluyé con
DCMy se lavo con agua. La fase organica se secd (Na>SO.), se filtré y el disolvente se evapor6 al vacio. El residuo
resultante se purificé por cromatografia rapida (EtOAc-MeOH de 100% a 98:2) para obtener el producto final 2-16
deseado como un sélido blanco (32 mg, R: 54%).

Preparacién del producto final 2-17

)
&y

Una mezcla de intermedio 1-18 (160 mg, 0,348 mmoles), PdCl,(dppf).DCM (cantidad catalitica), una disolucion
saturada de K,COs3 (0,5 mL), hidrocloruro de acido indazol-4-borénico (150 mg, 0,766 mmoles), en DME (3,5 mL) se
calentd con radiacion de microondas a 130°C durante 10 min. La mezcla se diluyé con DCM (30 mL), se lavo con
salmuera (40 mL). La fase organica se sec6 (Na;S0Oy), se filtré y se concentré. El producto en bruto se purificd por
cromatografia de columna rapida Biotage eluyendo con un gradiente de EtOAc/MeOH (de 100% a 60:40), el sélido
resultante se tritur6 con MeOH y se filtr6 para obtener el producto 2-17 deseado (43 mg) como un soélido blanco.

Preparacion de producto final 2-18

0
$

-

Se suspendieron intermedio 1-25 (150 mg, 0,303 mmoles), hidrocloruro de &cido indazol-4-borénico (1,5 equiv.,
0,454 mmoles, 90 mg) y PdCl,(dppf)..DCM (0,1 equiv., 0,03 mmoles, 25 mg) en disolucién saturada de carbonato
sédico (1,5 mL) y 1,2-DME (1,5 mL). La mezcla se calent6 con radiacién de microondas a 130°C durante 10 min. La
mezcla se diluyé con DCM y se lavé con agua. La fase organica se secé sobre sulfato sédico para dar el producto en
bruto que se purificd por cromatografia rapida (EtOAc-MeOH 0-5%) para proporcionar lo necesario (120 mg como
sélido amarillo, 75%). Este producto (120 mg, 0,225 mmoles) se suspendié en metanol seco (2,25 mL) y se afadio
AmberlystR(5) (400 mg). La mezcla se agité lentamente a t.a. durante 48 h. La resina se lavé con MeOH, y después
con MeOH-NH3; 7N. Esta fase se recogid y se evaporé para obtener producto final 2-18 como un jarabe (83 mg, R:
85%).

Preparacion de producto final 2-19
O
N
N N;\FN
/
HN SN /> <|
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Se suspendieron intermedio 1-15 (140 mg, 0,433 mmoles), acido 4-indazolborénico (1,5 equiv., 0,650 mmoles, 129
mg) y PdCl»(dppf).DCM (0,043 mmoles, 36 mg) en una disolucién saturada de carbonato sédico (2 mL) y 1,2-DME (2
mL). La mezcla se calent6 con radiacion de microondas a 130°C durante 10 min. La mezcla se diluyé con DCM y se
lavd con agua. La fase orgénica se seco (Na»S0O.), se filtro y se evapor6. El residuo se purificd por cromatografia
rapida (DCM-EtOAc de 80:20 a 100% en EtOAc) y después por HPLC para proporcionar el producto final 2-19 (40
mg, R: 26%).

Preparacion de producto final 2-20
(0]
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Nl e Nﬁ
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Una mezcla de reaccion de intermedio 1-26 (140 mg, 0,4 mmoles), hidrocloruro de &cido indazol-4-borénico (175 mg,
0,87 mmoles), K,COs (300 mg), PdClx(dppf).DCM (cantidad catalitica) en DME (3 mL) y agua (1 mL), se calent6 con
radiacion de microondas a 130°C durante 10 min. La mezcla de reaccion oscura se diluyé con DCM (25 mL), se lavo
con disolucion saturada de NaHCO3 (2x30 mL) y salmuera (30 mL). La fase organica se sec6 (Na;S0.), se filtrd y se
concentré. El residuo resultante se purificd por cromatografia de columna rpida eluyendo con un sistema en
gradiente de DCM/MeOH (de 100% a 97:3). Las fracciones deseadas se recogieron y se precipitaron con
DCM/ciclohexano, para obtener el producto final 2-20 (40 mg, R: 26%).

Preparacion del producto final 2-23
)
N
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X N\/>_
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A una mezcla de intermedio 1-10 (100 mg, 0,337 mmoles), acido 3-hidroxifenilborénico (0,102 g, 0,740 mmoles) y
PdCl,(dppf).DCM (28 mg, 0,034 mmoles) en DME (1,463 mL) se afiadid una disolucion saturada acuosa de
carbonato de potasio (0,5 mL). La mezcla se calenté a 130°C con radiacién de microondas durante 10 min. La
mezcla de reaccion se enfrid, se diluyé con DCM, se lavé con salmuera. La fase organica se seco (Na>SO.), se filtrd
y el disolvente se elimino al vacio. El residuo se purificd por cromatografia biotage y se eluyé con un gradiente de
EtOAc/MeOH de 100% a 50:50. Las fracciones deseadas se recogieron y el residuo se cristaliz6 en DCM para
obtener el producto deseado 2-23 (44 mg, R: 42%).

Preparacion de producto final 2-24
Eo:l
N
N\)_

HN S~

A una mezcla de intermedio I-10 (700 mg, 2,356 mmoles), hidrocloruro de acido indazol-4-borénico (701 mg, 3,534
mmoles) y PdClx(dppf).DCM (190 mg, 0,235 mmoles) en DME (11 mL) se afiadi6é una disolucion acuosa saturada de
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carbonato de potasio (11 mL). La mezcla se calent6 a 130°C en el microondas durante 0,5 h. La mezcla de reaccion
se diluyé con EtOAc y se lavé con agua. La fase organica se separ6, se secé (Na SO.), se filtrdé y se evapor6 para
dar un aceite marron. Este residuo se purifico por cromatografia de columna (mezclas de hexano/EtOAc) para dar el
producto deseado 2-24 como espuma verde (456 mg, 58% de rendimiento).

Preparacién de producto final 2-27
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A una mezcla de intermedio 1-10 (200 mg, 0,673 mmoles), pinacoléster de acido 3-metoxipiridina-5-borénico (348
mg, 1,481 mmoles), y PdCl(dppf).DCM (56 mg, 0,067 mmoles) en DME (2,9 mL) se afiadié una disolucion saturada
de carbonato sodico (1 mL). La mezcla se calenté a 130°C con radiacion de microondas durante 10 min. La mezcla
de reaccion se enfrig, se diluyé con DCM, se lavd con salmuera. La fase organica se secO (Na»SOQa), se filtré y el
disolvente se eliminé al vacio. El residuo se purific por cromatografia biotage dos veces y se eluy6 con un gradiente
de EtOAc/MeOH de 100% a 50:50. Las fracciones deseadas se recogieron para obtener 120 mg del producto
deseado 2-27 como un soélido amarillo (R: 55%).

Preparacién de producto final 2-42
on
N
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El intermedio I-11 (1,36 g, 3,62 mmoles) se suspendi6 en DME (5 mL) y se afadieron &cido indazol-4-borénico.HCI
(0,86 g, 4,34 mmoles), PdClI,(dppf).DCM (300 mg, 0,36 mmoles), K.CO3 (1,5 g, 10,85 mmoles) y H,O (2,5 mL). La
mezcla de reaccion se calentd con radiacién de microondas a 130°C durante 30 min. En el enfriamiento, la mezcla
se evapord y el residuo se purificé por cromatografia de columna (DCM/MeOH de 100% a 98:2) para dar el producto
2-42 esperado (230 mg, R: 15%) como un solido amarillo.

Preparacion de producto final 2-71
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Una mezcla de intermedio I-18 (100 mg, 0,218 mmoles), PdCl»(dppf).DCM (cantidad catalitica), una disolucion
saturada de K,CO3 (1 mL), hidrocloruro de acido indol-4-borénico (53 mg, 0,327 mmoles) en DME (1 mL) se calento
con radiacién de microondas a 130°C durante 10 min. La mezcla se diluyé con DCM (30 mL), se lavé con salmuera
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(40 mL). La fase organica se secd (Na;SO,), se filtr6 y se concentr6. El producto en bruto se purificd por
cromatografia de columna rapida Biotage que eluye con un gradiente de DCM/MeOH (de 100% a 50:50) para
obtener el producto deseado 2-71 (39 mg) como un sélido blanco.

Preparacién de producto final 2-70
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Una mezcla de intermedio 1-18 (100 mg, 0,218 mmoles), PdClx(dppf).DCM (cantidad catalitica), una disolucion
saturada de K»,COg3 (0,5 mL), 5-fluoro-4-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1-terc-butildimetilsilil-indol (98 mg,
0,26 mmoles, CAS: 1072009-08-5), en DME (1 mL) se calent6 con radiacion de microondas a 130°C durante 1h. La
fase organica se concentrd. El producto en bruto se purificé por cromatografia de columna rapida Biotage eluyendo
con un gradiente de DCM/MeOH (de 100% a 90:10) para obtener el producto deseado 2-70 (39 mg) como un sélido
blanco.

Preparacion de producto final 2-35
[oj
N
/
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El intermedio 1-30 (50 mg, 0,15 mmoles) se disolvi6 en DME (1 mL) y se afiadieron &cido fenilborénico (22 mg, 0,18
mmoles), K,CO3 (64 mg, 0,46 mmoles), PdCl,(dppf)-DCM (13 mg, 15 umol) y H,O (0,5 mL). La mezcla se calent6
con radiacién de microondas a 130°C durante 1h. En el enfriamiento, la mezcla se purificd por cromatografia de
columna (Biotage, 25-S, 5% a 10% de MeOH en DCM), y el producto obtenido se precipitd con Et,0 y se filtr6 para
dar el producto 2-35 esperado (45 mg, R: 91%) como un sélido blanco.

Preparacion del producto final 2-63
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Se afiadié PdClx(dppf) a una mezcla desgasificada del intermedio 1-27 (100 mg, 0,21 mmoles), hidrocloruro de acido
indazol-4-borénico (0,091 g, 0,43 mmoles) y una disolucion saturada acuosa de Na,COs3 (0,25 mL) en DME (1 mL).
El vial se selld y se calenté a 130°C con microondas durante 10 min. La mezcla se diluyé con EtOAc, se lavo con
agua, salmuera, se sec0 y se evapor0. El residuo se purificé por cromatografia Biotage en DCM/MeOH 2 a 10% de
MeOH) para obtener 52 mg de compuesto 2-63 deseado.
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Ejemplo B2

Preparacion de producto final 2-21
[Oj
N
N= NJ\K-N Y
/
N\H
NH,,

HN e

Una suspension de compuesto final 2-52 (160 mg, 0,5 mmoles) en MeOH/NH3 7N se calent6 en un tubo sellado a
90°C durante 16h. Un precipitado aparece que se filtra para obtener 75 mg del producto 2-21 deseado como un
sélido marron (R: 41%).

Preparacién del producto final 2-77
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A una mezcla de intermedio 1-32 (70 mg, 0,185 mmoles) con DMF seco (3 gotas) en benceno (2 mL) se afiadio
cloruro de oxalilo (2 equiv, 0,370 mmoles, 31 uL). La mezcla se agitd a t.a. durante 3h, después la misma cantidad
de reactivos se afiadio y la agitacion continué durante 1h. No se observé reaccién asi que los compuestos volatiles
se eliminaron a presion reducida y el residuo se disolvié en dioxano (2 mL) y se afiadié NHs en dioxano 0,5N (2 mL).
La mezcla se agité a t.a. toda la noche y el disolvente se evapord al vacio. El residuo se purific6 por HPLC
preparativo proporcionando 3 mg de producto final 2-77 (R: 4%).

Ejemplo B3
Preparacion del producto final 2-22
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El producto final 2-21 (50 mg, 0,138 mmoles) en POCI; (2 ml) se calentd a reflujo durante 2h. El disolvente se
evaporo al vacio y el residuo se suspendié en DCM y disolucion acuosa de Na>SO.. La fase organica se extrajo, se
secd (MgSO0.), se filtrd y se evaporé para obtener un sélido marrén claro que se lavé con Et;O. El precipitado se filtré
y se secO para obtener el producto 2-22 deseado (25 mg, R: 53%) como un sélido puro.

Ejemplo B4

Preparacion del producto final 2-33
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Una mezcla de producto final 2-31 (50 mg, 0,169 mmoles) y NCS (18 mg, 0,135 mmoles, 0,8 eq.) en THF (2 mL) se
calent6 a 60°C durante 18h. Una disolucion saturada de NaHCO3; se afiadio y la mezcla se extrajo con EtOAc. La
fase organica se separd, se seco (NaSO.), se filtrd y se evaporé hasta sequedad. El residuo se purificé usando un

5 sep-pack en un colector, eluyente: ciclohexano/EtOAc, 2/1. Las fracciones deseadas se recogieron y el disolvente se
evaporé hasta sequedad para obtener 15 mg, R: 27% de producto deseado 2-33.

Preparacion de producto final 2-54
)
N
/
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Una mezcla de producto final 2-24 (60 mg, 0,179 mmoles) y NCS (31 mg, 0,233 mmoles) en dioxano (2 mL) se

10 calentd a 50°C durante 18h. La fase organica se evaporé hasta sequedad. El residuo se purific6 usando
cromatografia de columna (mezclas de hexano/EtOAc) y después por HPLC. Las fracciones deseadas se recogieron
y el disolvente se evapor6 hasta sequedad para obtener 9 mg, R: 14% de producto deseado 2-54.

Preparacion de producto final 2-56
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15 Una mezcla de producto final 2-31 (0,2 g, 0,677 mmoles) y NIS (233 mg, 1,016 mmoles) en THF (4 mL) se calent6 a
65°C durante 18h. Una disolucién saturada de NaHCO3; se afiadio y la mezcla se extrajo con EtOAc. La fase
organica se separo, se seco (Na;S0.), se filtré y se evaporéd hasta sequedad. El residuo se purificé usando un sep-
pack en un colector y después por HPLC. Las fracciones deseadas se recogieron y el disolvente se evaporé hasta
sequedad para obtener 2 mg de producto deseado 2-56.

20 Preparacion de producto final 2-60
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Una mezcla de producto final 2-17 (45 mg, 0,1 mmoles) y NCS (20 mg, 0,15 mmoles) en acetonitrilo (2 mL) se agitd
a temperatura ambiente durante 4h. Una disolucién saturada de NaHCO3; se afadid y la mezcla se extrajo con
EtOAc. La fase organica se separo, se seco (NaSOu), se filtrdé y se evapor6 hasta sequedad. El residuo se purificd
por cromatografia de columna (DCM/MeOH 100% a 95:5) y después por HPLC. Las fracciones deseadas se
recogieron y el disolvente se evapor6 hasta sequedad para obtener 10 mg, de producto deseado 2-60.

Preparacién de producto final 2-12
@
N
I

A una disoluciéon de producto final 2-32 (1,249 mmoles) de THF (4,5 mL) se afiadié NIS (1,249 mmoles) y la mezcla
de reaccion se agito a t.a. durante 24 h. El exceso de NIS (0,31 mmoles, 70 mg) se afiadié agitando la reaccion
durante 16h mas. Se afiadié una disolucion acuosa saturada de NaHCO3; y DCM. La fase orgénica se extrajo, se
secd (NapS0.), se filtrdé y se evapord. El residuo se purificé por cromatografia rapida en Biotage, eluyente: CH,Cl,-
AcOEt/CH,CI, para obtener 38,6 mg de producto final 2-12 y 41 mg del correspondiente regioisomero, producto final
2,53.

Preparacion de producto final 2-96
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El producto final 2-93 (30 mg, 88 umol) se suspendié en acetonitrilo (2 mL) y se afiadié NCS (12 mg, 88 umol). La
mezcla se agitd a t.a. durante 15h y se filtr6 para dar un soélido que se precipité de nuevo (DMSO/MeOH/acido
férmico) que proporciona el producto final 2-96 (15 mg, 42%) como un solido amarillo con pureza de 90%
(contaminado con 10% de material de partida).

Preparacion de producto final 2-108
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El producto final 2-50 (50 mg, 0,11 mmoles) se suspendié en DCM (1 mL) y se afiadi6 NCS (14 mg, 0,11 mmoles).
La mezcla se agitd a t.a. durante 20h. La suspension se filtr6 y se enjuagd con DCM para dar el producto final 2-108
(41 mg, 76%) como sélido blanco.

Preparacion de producto final 2-112
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El producto final 2-67 (35 mg, 72 umoles) se suspendié en DCM (1 mL) y se afiadi6 NCS (10 mg, 72 umoles). La
mezcla se agité a t.a. durante 20h. Se afiadi6 disolucién saturada de NaHCO3 a la mezcla y se extrajo con DCM
(x2). La fase organica combinada se seco, se filtr6 y se concentré. El residuo se precipité con dietiléter para
proporcionar el producto final 2-112 (35 mg, 93%) como sdlido blanco.

Ejemplo B5
Preparacion de producto final 2-38

[®)

Se agitaron benzotriazol (0,7 g, 5,9 mmoles) y 1-metilpiperazina (0,660 mL, 5,9 mmoles) en etanol (20 mL) a t.a.
durante 10 min. Se afadid glioxal (0,360 mL de disolucién acuosa al 40%, 2,9 mmoles) a la mezcla de reaccion, y la
agitacion se continué durante 16 h. La disolucién amarilla clara se concentré al vacio y se precipitd. Un sélido
cristalino amarillo claro aparecié cuando el aceite resultante se lavé con dietiléter para dar 1,6 g de un sdlido que se
uso en la siguiente etapa de reaccion sin purificacion adicional. Se disolvieron 210 mg (0,44 mmoles) de este sélido
e intermedio 1-03 (130 mg, 0,44 mmoles) en DCE y se pusieron a reflujo durante 5 h. La mezcla de reaccion se enfrié
at.a. y después se afiadié6 KOH (polvo, 250 mg). La mezcla se agit6é durante 20 min a t.a., se filtré y se lavd (DCM).
El disolvente se concentré a presion reducida. El residuo resultante se purificd por cromatografia de columna rapida
eluyendo con un gradiente de DCM/MeOH (de 100% a 96:4), dando el producto final 2-38, 30 mg, R: 16%.

Preparacion de producto final 2-41
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N
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Una mezcla de benzotriazol (300 mg, 2,43 mmoles), 4-metilsulfonilpiperazina (400 mg, 2,43 mmoles) en EtOH (20
mL) se agit6 durante 20 min. Se afiadio glioxal (0,160 mL de una disolucién al 40% en peso en agua, 1,2 mmoles), y
la mezcla resultante se agit6 durante 16 h. El sélido blanco formado se filtr, se lavé con EtOH y dietiléter para dar
280 mg que se usaron en la siguiente etapa de reaccion sin purificacion adicional. Otra carga de esta reaccion se
desarrollé. 497 mg (0,844 mmoles) de este sélido e intermedio 1-03 se calentaron en DCE a reflujo durante 6h. La
mezcla de reaccion se enfrio a t.a., se afiadi6 KOH (156 mg en polvo) y la mezcla resultante se agité a t.a. durante 1
h. La mezcla de reaccion se filtr6 y el filtrado se concentr6 al vacio para dar un residuo que se purificé por
cromatografia de columna rapida (eluyendo con un gradiente de DCM/MeOH/NH3; 7N (de 100% a 95:5), para dar el
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producto final deseado 2-41 (50 mg, R: 12,3%).
Ejemplo B6
Preparacién de producto final 2-43

O

/

El producto final 2-42 (230 mg, 0,56 mmoles) se disolvié en 1,4-dioxano (3 mL) y se afiadieron Pd(PPhs)4 (64 mg, 56
umoles), Cs;COs; (363 mg, 1,11 mmoles), 1-N-boc-4-(4,4,5,5-tetrametil-[1,3,2]dioxaborolan-2-il)-3,6-dihidro-2H-
piridina (198 mg, 0,64 mmoles) y H>O (2 mL). La mezcla se calenté con radiacion de microondas a 140°C durante
1h. En el enfriamiento, los disolventes se eliminaron y el residuo se purific6 por cromatografia de columna
(DCM/MeOH de 98:2 a 94:6) para dar el producto final 2-43 (260 mg, R: 91%) como un sélido amarillo.

Ejemplo B7

Preparacion de producto final 2-44
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El producto final 2-43 (200 mg, 0,39 mmoles) se disolvi6 en MeOH (7 mL) y se afadi6 Amberlyst(r) 15 (1 g, 4,7
mmoles). La mezcla de reaccion se agito a t.a. durante 24 h y se filtr6. La resina se suspendié en MeOH/NH3 7N (10
mL), se agitd durante 10 min y se filtrd. Este tratamiento se repitid 3 veces. Los filtrados se evaporaron juntos y el
residuo se precipitd a partir de DCM (5 mL) y se filtr6 para dar el producto esperado 2-44 (43 mg, R: 27%), como un
solido blanco.

Ejemplo B8

Preparacion de producto final 2-45
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El producto final 2-44 (35 mg, 84 umoles) se suspendié en DCM (1,5 mL) y se afiadieron formaldehido (0,1 mL, 1,26
mmoles) y cianoborohidruro sédico (32 mg, 0,5 mmoles). La mezcla de reaccion se agité a t.a. durante 20 h. La
reaccion se adsorhio en silice y se purificd por cromatografia de columna (DCM/MeOH de 96:4 a 70:30) y después
por HPLC para dar el producto esperado 2-45 (3,2 mg) como un sélido blanco.
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Preparacion de producto final 2-58
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El producto final 2-57 (20 mg, 48 umoles) se suspendié en DCM (1,5 mL) y se afiadieron formaldehido (52 pl, 0,72
mmoles) y cianoborohidruro sédico (18 mg, 0,29 mmoles). La mezcla de reaccion se agit6 a t.a. durante 1 h. La

5 reaccion se adsorbié en silice y se purifico por cromatografia de columna (DCM/MeOH a partir de 96:4 a 70:30) y
después por HPLC para dar el producto esperado 2-58 (9 mg) como un sélido blanco.

Ejemplo B9

Preparacion de producto final 2-46
)
N
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10 El producto final 2-44 (30 mg, 72 umoles) se suspendio en acetonitrilo (1 mL) y se afadieron DIPEA (19 pL, 0,11
mmoles) y MeSOCl (6 L, 79 umoles). La disolucion se agitd a t.a. durante 2,5 h. Se afiadio exceso de MeSOCI (3
uL, 05 eq). La mezcla de reaccion se agité durante 3 dias y se evaporoé. El residuo se disolvié en HCI 1M (10 mL) y
se extrajo con DCM (3x7 mL). La fase organica se sec6 (Na»SO.), se filtrd y el disolvente se evapor6 al vacio. El
residuo resultante se purificd por HPLC para dar el producto esperado 2-46 (10 mg, R: 28%) como un soélido blanco.
15 Ejemplo B10

Preparacion de producto final 2-47
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El producto final 2-43 (50 mg, 97 umoles) se disolvié en MeOH (100 mL) y se hidrogend en el H-Cube (Pd/C al 10%,
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60°C, lleno de Hz, 1 mL/min). La disolucion resultante se evapor6 y el residuo se purific6 por HPLC para dar el
producto 2-47 esperado (14 mg, R: 28%) como un sélido blanco.

Ejemplo B11

Preparacién de producto final 2-30
[Oj
N
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Se afadié complejo de fluoruro de boro-sulfuro de dimetilo (0,226 mL, 2,151 mmoles) a una disolucién agitada de
producto final 2-27 (70 mg, 0,2165 mmoles) en DCM (1,3 mL) a t.a. La mezcla se agit6 a t.a. durante 24 h. Se afiadio
una cantidad adicional de complejo de fluoruro de boro-sulfuro de dimetilo (2,1 mL), y la mezcla se agité a t.a.
durante 48 h mas. Una disolucion saturada de NaHCO3 se afiadié y la mezcla se extrajo con DCM/MeOH 90:1. La
fase organica se separd, se secO (NaxSO,), se filtr6 y se evapor6 a sequedad. El residuo se purific6 por
cromatografia biotage y se eluy6é con un gradiente de DCM/MeOH de 100% a 50:50. Las fracciones deseadas se
recogieron para obtener 20 mg de producto deseado 2-30 como un solido (R: 30%).

Preparacion de producto final 2-88
on
N
/
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Se afiadié complejo de trifluoruro de boro-sulfuro de dimetilo (0,084 mL, 0,8 mmoles) a una disolucion agitada de
producto final 2-62 (28 mg, 0,08 mmoles) en DCM (1,5 mL) a t.a. La mezcla se agit6 a t.a. durante 24 h. Se afiadio
una cantidad adicional de complejo de fluoruro de boro-sulfuro de dimetilo (total de 0,3 mL), y la mezcla se agité a
t.a. durante 48 h mas. Después, se afiadié THF (1 mL) y la mezcla se calentd a 50°C durante 53 h. Una disolucion
saturada de NaHCO3; se afiadio y la mezcla se extrajo con DCM/MeOH 90:1. La fase organica se separd, se secO
(NazS0.), se filtrd y se evaporé a sequedad. El residuo se purificd por cromatografia biotage y se eluyé con un
gradiente de DCM/MeOH de 100% a 95:5. Las fracciones deseadas se recogieron para obtener 7 mg de producto 2-
88 deseado como un sélido (R: 26%).

Ejemplo B12

Preparacion de producto final 2-57
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El producto final 2-47 (174 mg, 0,34 mmoles) se disolvio en MeOH (7 ml) y se afiadi6 Amberlyst 15 (1 g). La mezcla
de reaccién se agitdé a temperatura ambiente durante 24 h y se filtr6. La resina se suspendié en MeOH/NH3 7N se
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agité durante 10 min y la fase organica se recogi6. El disolvente se evaporé y el residuo se precipitd con MeOH, y
después se purificé por HPLC para obtener 9 mg como una sal de formiato del producto final 2-57.

Preparacién del producto final 2-236

()

Una disolucion 4M de HCI en dioxano (1 mL) se afiadié a 0°C al producto 2-232 (12 mg, 0,023 mmoles). La mezcla
de reaccién se agité a t.a. durante 3 h. Los disolventes se eliminaron y el residuo se purifico por cromatografia de
columna (cartucho de Isolute SCX-2, MeOH a NHz 7N en MeOH) para dar el producto final 2-236 (9 mg, 92%).

Ejemplo B13

Preparacion de producto final 2-52
)
R
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A una mezcla de reaccién de intermedio I-12 (150 mg, 0,42 mmoles), hidrocloruro de &cido indazol-4-borénico (0,93
mmoles, 0,150 mg) y PdClx(dppf).DCM (35 mg, 0,042 mmoles) en DME (2 ml), se afiadié una disolucion saturada de
carbonato de potasio (0,5 ml). La mezcla se calenté a 130°C con radiacion de microondas durante 10 min. Un
precipitado aparece que se filtrd, se lavd con DCM y se secé. El sélido resultante (0,160 mg, R: 96%) es el
compuesto final esperado 2-52 y se usé en la siguiente etapa de reaccion sin purificacion adicional.

Preparacion de producto final 2-92
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Se disolvié intermedio 1-30 (100 mg, 0,31 mmoles) en DME (2 mL) y se afiadieron &cido piridina-3-boroénico (45 mg,
0,37 mmoles), KoCO3 (127 mg, 0,92 mmoles), PdClx(dppf).DCM y agua (1 mL). La mezcla de reaccién se calentd
con radiacion de microondas a 130°C durante 1h. Los compuestos volatiles se eliminaron al vacio y el residuo se
purificé por cromatografia rapida (DCM-MeOH 95:5 a 90:10). El producto obtenido se precipit6 en MeOH
proporcionando el producto final 2-92 como sdlido de color crudo (96 mg, 97%).

Preparacion de producto final 2-93
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Se disolvié intermedio 1-30 (100 mg, 0,31 mmoles) en DME (2 mL) y se afiadieron pinacoléster de acido 2-
aminopirimidina-5-borénico (81 mg, 0,37 mmoles), K,CO3 (127 mg, 0,92 mmoles), PdCl,(dppf).DCM y agua (1 mL).
La mezcla de reaccién se calenté con radiacién de microondas a 130°C durante 1h. Los compuestos volatiles se
eliminaron al vacio y el residuo se purificd por cromatografia rapida (DCM-MeOH 95:5 a 90:10). El producto obtenido
se precipitdé en MeOH proporcionando el producto final 2-93 como sélido de color crudo (96 mg, 97%).

Preparacién de producto final 2-165
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Se disolvié producto final 2-178 (50 mg, 0,087 mmoles) en 1,4-dioxano (0,3 mL) y se afiadieron Pd(PPhs)s (10 mg,
0,009 mmoles), Cs,CO3 (57 mg, 0,174 mmoles), acido metilborénico (6 mg, 0,1 mmoles) y agua (0,2 mL). La mezcla
se calentd con radiacion de microondas a 140°C durante 1 h. Se afiadi6 agua y la mezcla se extrajo con DCM. Los
compuestos organicos se secaron (Na>SO.), se filtraron y se evaporaron. El residuo se purificé por cromatografia de
columna-TLC en el Chromatotron (DCM:MeOH, 15:1) dos veces. Las fracciones deseadas se recogieron y se
evaporaron para obtener el compuesto final 2-165 (22 mg, 52%).

Ejemplo B14

Preparacion del producto final 2-62
O
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A una disolucion de producto final 2-12 (0,087 mmoles) en DMF seco (1 ml) se afiadi6 cianuro de zinc (0,091
mmoles), tris(dibencilidenaceton)dipaladio (Pd2dbas) (0,004 mmoles), 1,1-bis(difenilfosfino)ferroceno (DPPF) (0,011
mmoles). La mezcla se calenté a 140°C durante 1h con radiacién de microondas. La disolucion se diluy6 con acetato
de etilo, se lavé con agua y una disoluciéon saturada de NaCl. La fase organica se secO (Na»SO.), se filtro y el
disolvente se evaporoé. El residuo se purificé por cromatografia de columna rapida, eluyente: CH,Cl,-AcOEt/CH.Cl,
1:100-1:50 para obtener 22,9 mg como un sélido blanco de compuesto 2-62.

Preparacion de producto final 2-36
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Una mezcla de producto final 2-73 (38 mg, 0,163 mmoles), Zn(CN)2 (10 mg, 0,087 mmoles), difenilfosfinaferroceno
(6 mg, 0,01 mmoles) y Pdz(dba)s; (4 mg, 0,004 mmoles) en DMF (0,5 mL) se calent6 durante 1 h a 120°C con
radiacion de microondas. Después, se afiadieron mas Zn(CN), (10 mg, 0,087 mmoles), dppf (6 mg, 0,01 mmoles,
0,125 eq) y Pdy(dba)s (4 mg, 0,004 mmoles, 0,05 eq) y la mezcla se calentd 1,5 h a 120°C con radiacion de
microondas. Este exceso se afiadid dos veces. El disolvente se elimind al vacio y el residuo se purificé por
cromatografia de columna (EtOAc y mezclas de EtOAc/MeOH) y después por HPLC para obtener 1,2 mg de
producto deseado 2-36.

Ejemplo B15

Preparacion producto final 2-79
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El producto final 2-52 (25 mg, 0,064 mmoles) se suspendié en EtOH (1,5 mL) y se afiadié metilamina (2M en THF,
1,27 mmoles, 0,7 mL). La mezcla de reaccion se calentd en un tubo sellado a 100°C durante 18h. La mezcla de
reaccion se adsorbié después directamente en silice para purificar por cromatografia de columna (5% a 10% de
MeOH en DCM) dando 5 mg del producto final 2-79 como un sélido blanco (R: 21%).

Preparacién de producto final 2-217
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El producto final 2-214 (300 mg, 0,78 mmoles) se suspendié en MeOH/NH3 7N (10 mL) y se calenté con radiacion de
microondas a 130°C durante 24 h. La mezcla se evapord y se purificé por cromatografia de columna (MeOH en
DCM, 100:0 a 40:60) dando 80 mg de producto final 2-217 como un sélido blanco (R. 29%).

Ejemplo B16

Preparacion de producto final 2-87
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Se disolvio pirrolidina (0,54 mmoles, 45 uL) en EtOH (5 mL) en un tubo sellado y se afiadié AlMes (0,54 mmoles,
0,26 mL). La mezcla se agitdé a t.a. durante 15 min y después, se afiadié el producto final 2-52 (0,27 mmoles, 105
mg). La mezcla de reaccion se agitd a t.a. durante 1h y 4h a 40°C. En el enfriamiento, la reaccion se desactivo
cuidadosamente con disolucion saturada de NH4Cl y se extrajo con CHCIs-iPrOH 1:1 (x3). La fase organica
combinada se seco, se filtré y se concentrd. El producto en bruto se purificé por cromatografia rapida (DCM-MeOH
96:4 a 90:10) dando el producto final 2-87 (15 mg, 13%) como sélido blanco.

Preparacién de producto final 2-139
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Se disolvié el producto final 2-52 (0,127 mmoles, 50 mg) en EtOH (3 mL) y se afiadieron N,N-dimetil-1,3-
propanodiamina (1,27 mmoles, 0,16 mL) y AlMes (1,27 mmoles, 0,64 mL). La mezcla se calentd a 150°C durante 3
dias y con radiacion de microondas a 180°C durante 1 h. En el enfriamiento, la reacciébn se desactivd
cuidadosamente con disolucion saturada de NH4Cl y se extrajo con DCM (x2). Las fases organicas combinadas se

secaron, se filtraron y se concentraron. El producto en bruto se purificd por cromatografia rapida (DCM-MeOH:NH3
(7N); 100:0 a 80:20) dando el producto final 2-139 (18 mg, 31%) como solido blanco.

Ejemplo B17

Preparacion de producto final 2-97
@
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Una mezcla de intermedio 1-34 (100 mg, 0,28 mmoles), AcOH (40 uL, 0,52 mmoles), hidrocloruro de terc-butiléster
de &cido 2,8-diaza-espiro[4.5]decano-2-carboxilico (90 mg, 0,29 mmoles) en DCE (5 mL) se agité a t.a. durante 40
min. Después, se afiadi6 NaBH(OAc)s (90 mg, 0,40 mmoles) y la agitacion se continu6 durante 5h. La mezcla de
reaccion se desactivd afadiendo disolucion acuosa 4N de KOH y se extrajo con EtOAc (x2). La fase organica
combinada se lavo con salmuera, se sec6 (Na2S0O,), se filtré y se concentré el producto en bruto (150 mg, 93%) que

se uso en la siguiente etapa de reaccién sin purificacion adicional. Parte de este producto en bruto (50 mg) se
purifico adicionalmente por HPLC preparativo dando el producto final 2-97 (13 mg).

Método B18
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Preparacioén de producto final 2-155
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Una mezcla de yodo (34 mg, 0,133 mmoles), trifenilfosfina (29 mg, 0,111 mmoles) e imidazol (9 mg, 0,133 mmoles)
en DMF (2 mL) se agit6 a T.A. durante 1h. Después, se afiadié producto final 2-144 (55 mg, 0,111 mmoles) y la
mezcla se agité a 70°C toda la noche. La mezcla se evaporé y el residuo se purific6 usando un sep-pack en un
colector (DCM:MeOH, 92:8) para dar 10 mg de producto final 2-155 (16%).

Método B19
Preparacion de producto final 2-177
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El producto final 2-138 (0,3 g, 0,81 mmoles) se suspendié en THF (6 mL) y se afiadié lentamente MeMgCl (3M, 2,7
mL, 8,1 mmoles) a 0°C. La mezcla de reaccion se agitd durante 4 h y después se desactivé cuidadosamente con
H20. La mezcla resultante se purificé por cromatografia de columna (DCM:MeOH, 95:5 a 85:15). El producto
obtenido se precipité con DCM y gotas de MeOH vy se filtré para dar el producto final 2-177 (20 mg, 7%) como un
sélido amarillo. El filtrado se evaporé y se purificé por cromatografia de columna (DCM:MeOH, 95:5 a 85:15) y por
HPLC-preparativa para dar el producto final 2-177 (38 mg, 13%) como un solido amarillo.
Método B20

Preparacion de producto final 2-191
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A una disoluciébn de intermedio 1-52 (50 mg, 0,146 mmoles), BOP (78 mg, 0,176 mmoles) y 4-
aminotetrahidropirano.HCI (0,024 mL, 0,176 mmoles) en DCM (1,5 mL) se afiadié EtsN (0,041 mL, 0,293 mmoles).
La mezcla se agito a t.a. durante 2h. Se afiadi6 DCM y la mezcla se lavo con agua. La fase organica se seco, se

filtr6 y se evapord. El residuo se purifico por cromatografia de columna (DCM:MeOH, 100:0 a 60-40) y por HPLC-
preparativo para dar 4 mg (6%) de producto final 2-191 como un sélido blanco.

Método B21

Preparacién de producto final 2-234

103



10

15

20

25

ES 2704 961 T3

A7 Q?)’(

El producto final 2-231 (40 mg, 0,078 mmoles) se suspendié en metdxido sodico 0,5 M en MeOH, 3 mL) y la mezcla
de reaccion se agitdé a T.A. durante 45 min. Se afiadié H,O (3 mL), la disolucién se acidulé ligeramente con HCl y se
extrajo con n-BuOH. Los compuestos organicos se secaron sobre Na,SOy4, se filtraron y se evaporaron. El residuo se
purific6 mediante chromatotron (DCM:MeOH, 10:1). El residuo se disolvi6 en MeOH (4 mL), se afiadi6 amberlyst (0,3
g) y la mezcla se agité a t.a. durante 2 h, se filtré y se lavé con MeOH. La resina se suspendié en NHz/MeOH (7N, 35
mL) y se agit6 durante 1 h. La mezcla se filtré y el filtrado se evaporoé. El residuo se purific6 mediante chromatotron
(DCM/MeOH, 10:1) para dar el producto final 2-234 (12 mg, 33%) como un sélido blanco.

Método B22

Preparacion de producto final 2-237

()

0
g N{
T
p o> 0

N—
HN

Se suspendieron intermedio 1-28 (500 mg, 1,540 mmoles), hidrocloruro de &cido indazol-4-borénico (3,387 mmoles,
672 mg) y PdClx(dppf).DCM (0,154 mmoles, 127 mg) en una disolucion saturada de carbonato sédico (1,5 mL) y 1,2-
DME (7 mL). La mezcla se calentd con radiacion de microondas a 130°C durante 10 min. La mezcla se diluyo con
EtOAc y se lavo con agua. La fase organica se seco (Na2S0.), se filtré y el disolvente se evapor6 al vacio. El residuo
resultante se purificd por cromatografia rapida (DCM-MeOH de 100:0 a 96:4) para obtener el producto final 2-237
como un sélido blanco (88 mg, R: 14%).

Método B23

Preparacioén del producto final 2-238

)

"‘)\FN
[ ; ~ f
OH
N---/r ©
N=N

El producto final 2-237 (88 mg, 0,217 mmoles) se suspendié en MeOH (2 mL) y se tratd con NaOH 2N (0,24 mL,
0,48 mmoles). La mezcla de reaccién se puso a reflujo durante 4 h. Los disolventes se evaporaron y el residuo se
disolvié en EtOAc, se tratd con AcOH y se lavl con agua. La fase organica se seco, se filtré y se evaporé para dar el
producto final 2-238 (82 mg, 100%).

Método B24
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Preparacién de producto final 2-241
@
N
N=— NA\fN
!
N

e}

A una disolucién de producto final 2-44 (50 mg, 0,12 mmoles) y N,N-diisopropiletilamina (0,031 mL, 0,181 mmoles)
en acetonitrilo (2 mL) se afiadi6 cloruro de isobutirilo (0,014 mL, 0,132 mmoles). La mezcla se agit6 a t.a. durante 4 h
y se evapord. Se afiadié H,O y la mezcla se extrajo con DCM. La fase orgénica se secd (Na>SO.), se filtrd y se
evaporé para dar el producto final 2-241 (51 mg, 87%).

Método B25

Preparacion de producto final 2-243

o]

Eﬁr

LA

Una mezcla de compuesto final 2-245/intermedio 1-69 (62 mg, 0,13 mmoles), 1-metilpiperazina (0,019 mL, 0,17
mmoles), TEA (0,024 mL, 0,17 mmoles), HOBT (26 mg, 0,17 mmoles) y EDCI (33 mg, 0,17 mmoles) en THF (1 mL)
se agité a t.a. toda la noche y se evapor6. El residuo se purific6 por cromatografia de columna (Isolute 5 g;
MeOH:DCM, 1:99 a 20:80 y Flash-NH; 5 g; MeOH:DCM, 0:100 a 2:98) para dar el producto final 2-243 (49 mg, 67%)
como un sélido blanco.

Método B26

Preparacion de producto final 2-245
)
N
N)\f‘N
s NZ
0 \e
o X,

N
H H
O

A una disolucion de intermedio 1-69 (50 mg, 0,16 mmoles) en DCM (1,3 mL) se afiadié 4-isocianatobenzoato de
metilo (31 mg, 0,18 mmoles). La mezcla de reaccion se agité a t.a. durante 5 h. Se afiadié ciclohexano y la mezcla
se filtrd para dar producto final 2-245 (46 mg) como un sélido beis. El filtrado se evaporé y el residuo se purificd por
cromatografia de columna (Isolute 5 g; MeOH:DCM, 0:100 a 5:95) para dar el producto final 2-245 (25 mg) como un
sélido amarillo claro. Rendimiento total: 91%.

Procedimiento general

La medida de HPLC se realiz6 usando un HP 1100 de Agilent Technologies que comprende una bomba (binaria)
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con desgasificador, un automuestreador, un horno de columna, un detector de haz de diodos (DAD) y una columna
como se especifica en los respectivos métodos posteriores. El flujo desde la columna se dividié a un espectrometro
MS. El detector MS se configuré con una fuente de ionizacion por electropulverizado o API/APCI. Se us0 nitrégeno
como el gas nebulizador. La temperatura de la fuente se mantuvo a 150°C. La adquisicién de datos se realizd con
software ChemStation LC/MSD quad.

Método 1

Se realiz6 una HPLC de fase inversa en una columna RP-C18 Gemini (150 x 4,6 mm, 5 um); 10 min gradiente lineal
de 50-100% de acetonitrilo en agua + 100% de acetonitrilo en agua 2 min): 210 nm y 254 o DAD.

Método 2

Se realizé una HPLC de fase inversa en una Gemini-NX C18 (100 x 2,0 mm; 5 um), Disolvente A: agua con acido
férmico al 0,1%; Disolvente B: acetonitrilo con &cido férmico al 0,1%. Gradiente: 5% de B a 100% de B en 8 min a
50°C, DAD.

Método 3

Se realiz6 una HPLC de fase inversa en una Gemini-NX C18 (100 x 2,0 mm; 5 um). Disolvente A: agua con &cido
férmico al 0,1%; Disolvente B: acetonitrilo con acido formico al 0,1%. Gradiente: 5% de B a 40% de B en 8 min a
50°C, DAD.

Método 4

Se realizé una HPLC de fase inversa en una Gemini-NX C18 (100 x 2,0 mm; 5 um), Disolvente A: agua con &cido
féormico al 0,1%; disolvente B: acetonitrilo con acido férmico al 0,1%. Gradiente: 0% de B a 30% de B en 8 min a
50°C, DAD.

Método 5

Se realizé una HPLC de fase inversa en una Gemini C18 (50 x 2,0 mm; 3 um), disolvente A: agua con &cido férmico
al 0,1%; disolvente B: acetonitrilo con acido férmico al 0,1%. Gradiente: 10% de B a 95% de B en 4 min a 50°C,
DAD.

Tabla 4: datos analiticos y actividad de PI3Ka — R; significa tiempo de retencién (en minutos), [M+H]" significa la
masa protonada del compuesto, el método se refiere al método usado para (LC)MS.

La actividad biolégica en PI3Ka para ciertos ejemplos se representa en la Tabla 4 mediante resultados
semicuantitativos: CI50 >1 uM (+), CI50 <100 nM (+++), 100 nM<CI50<1 uM (++). La actividad biolégica en PI3Ka
para ciertos ejemplos se representa también en la Tabla 4 mediante resultados cuantitativos.

NUum. . CI50 de "H RMN (300 MHz; 8 en ppm, J en Hz)
comp. Ry [M+1]+ Método PI3Ka (uM)

DMSO & 9,52 (s, 1H), 8,49 (d, J= 16,6, 2H),
7,32 (m, 3H), 6,78 (dd, J=7,9, 1,5, 1H), 4,32
(dt, J=13,0, 6,4, 6H), 3,80 (m, 4H), 1,32 (t, J=

7.1, 3H).

2-01 4,882 369,1 1 0,158 (++)

DMSO & 9,58 (s, 1H), 8,38 (s, 1H), 7,99 (s,
2-02 9,199 341,1 1 19 1H), 7,31 (m, 2H), 7,15 (t, J= 7,8, 1H), 6,69 (d,
J=7,8, 1H), 4,22 (m, 4H), 3,72 (m, 4H).

DMSO 5 10,01 (s, 1H), 9,53 (s, 1H), 8,60 (s,
1H), 8,51 (s, 1H), 7,38 (m, 2H), 7,25 (t, J= 7.8,

2-03 10,433 3251 1 10 1H), 6,78 (d, J= 7,6, 1H), 4,32 (s, 4H), 3,81 (s,
4H),
"H RMN (300 MHz, DMSO) 5 9,46 (s, 1H), 8,50
- 6,396 271 ) 0,630 (++) | (S 1H). 8L (5, 1H), 7,38 (m, 2H), 7,23 (1 I=

7,9, 1H), 6,75 (d, J= 7,8, 1H), 4,59 (s, 2H), 4,23
(m, 4H), 3,78 (m, 4H)

DMSO 5 9,48 (s, 1H), 8,45 (s, 1H), 7,82 (s,
2-05 7,277 495,3 1 0,476 1H), 7,36 (m, 2H), 7,24 (d, J= 7,7 1H), 6,74 (d,
J=7.5, 1H), 4,23 (m, 4H), 3,78 (m, 4H), 3,62
(s, 2H), 3,35 (m, 4H), 2,40 (m, 4H), 1,38 (s,
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Nam.
comp.

R

(M+1]+

Método

CI50 de
PI3Ka (uM)

"H RMN (300 MHz; 5 en ppm, J en Hz)

9H).

2-06

4,707

437, 2

0,451 (++)

DMSO & 9,48 (s, 1H), 8,45 (s, 1H), 7,83 (s,
1H), 7,36 (dd, J= 11,7, 5,0, 2H), 7,22 (t, J= 7.9,
1H), 6,74 (dd, J= 7,9, 1,6, 1H), 4,23 (m, 4H),
3,77 (m, 4H), 3,62 (s, 2H), 3,40 (m, 4H), 2,41-
2,39 (m, 4H), 1,96 (s, 3H)

2-07

4,577

409,2

27

DMSO 5 9,48 (s, 1H), 8,45 (s, 1H), 7,80 (s,
1H), 7,37 (dd, J= 12,2, 5,0, 2H), 7,22 (t, J= 7,9,
1H), 6,74 (d, J= 9,5, 1H), 4,24 (m, 4H), 3,78
(m, 4H), 3,58 (s, 2H), 2,42-2,31 (m, 4H), 2,14
(s, 4H), 1,39 (s, 3H)

2-08

4,714

409,2

0,54 (++)

DMSO & 9,48 (s, 1H), 8,46 (s, 1H), 7,86 (s,
1H), 7,74 (s, 1H), 7,38 (dd, J= 11,8, 5,0, 2H),
7,23 (t, = 7,9, 1H), 6,75 (dd, J= 8,0, 1,7, 1H,
4,24 (m, 4H), 3,78 (m, 4H), 3,69 (s, 2H), 3,16

(m, 2H), 2,64 (t, J= 5,3, 2H).

2-09

4,601

396,2

0,444 (++)

DMSO & 9,48 (s, 1H), 8,45 (s, 1H), 7,83 (s,

1H), 7,38 (m, 2H), 7,22 (t, J= 7,9, 1H), 6,74

(dd, J= 7,5, 2,0, 1H), 4,24 (m, 4H), 3,78 (m,
4H), 3,58 (m, 6H), 2,45 (m, 4H).

2-10

4,409

473,2

0,037
(+++)

DMSO & 9,48 (s, 1H), 8,46 (s, 1H), 7,83 (s,
1H), 7,37 (dd, J= 11,9, 4,9, 2H), 7,23 (t, J= 7.8,
1H), 6,75 (dd, J= 7,9, 1,7, 1H), 4,24 (m, 4H),
3,78 (m, 4H), 3,67 (s, 2H), 3,12 (m, 4H), 2,87
(s, 3H), 2,56 (m, 4H).

2-11

6,401

487

0,044

DMSO & 9,51 (s, 1H), 8,49 (s, 1H), 8,34 (s,
1H), 7,37 (m, 2H), 7,25 (t, J= 7,8, 1H), 6,77 (d,
J=8,1, 1H), 4,25 (s, 6H), 3,80 (s, 6H), 3,22 (s,

4H), 2,92 (s, 3H)

2-12

5,599

397,1

++

CDCl3 6 7,67 (d, J= 0,7, 1H), 7,35 (t, J= 7,9 Hz,
1H), 7,22 (m, 1H), 7,18 (m, 1H), 6,95 (ddd, J=
8,2, 2,6, 0,9 Hz, 1H), 4,28 (m, 4H), 3,85 (s,
3H), 3,84 (m, 4H), 2,46 (s, 3H).

2-13

7,691

365,1

0,108 (++)

DMSO 5 9,53 (s, 1H), 8,50 (d, J= 13,9, 2H),
7,38, (dd, J= 9,6, 4,9, 2H), 7,26 (t, J= 7,8, 1H),
6,79 (dd, J= 7,9, 1,6, 1H), 4,25 (m, 4H), 3,80
(m, 4H)

2-14

7,025

337

0,34 (++)

DMSO 5 9,46 (s, 1H), 8,38 (s, 1H), 7,69 (s,
1H), 7,37 (dd, J= 12,3, 5,0, 2H), 7,21 (t, J= 7,9,
1H), 6,73 (dd, J= 7,9, 1,6, 1H), 4,21 (m, 4H),
3,77 (m, 4H), 2,03 (ddd, J= 13,2, 8,3, 4,9, 1H),
0,92 (m, 2H), 0,79 (m, 2H).

2-15

3,131

447,2

0,741 (++)

DMSO 5 13,25 (s, 1H), 8,65 (s, 1H), 8,55 (s,
1H), 8,40 (s, 1H), 7,67 (d, J= 6,8, 1H), 7,58 (m,
1H), 7,45 (m, 1H), 4,29 (s, 4H), 4,08 (s, 2H),
3,82 (s, 4H), 3,70 (s, 2H), 2,48 (s, 4H), 2,28 (s,
3H).

2-16

4,152

511,2

0,254 (++)

DMSO & 13,24 (s, 1H), 8,65 (s, 1H), 8,55 (s,

1H), 8,44 (s, 1H), 7,67 (d, J= 7,0, 1H), 7,58 (d,

J=8,3, 1H), 7,45 (t, J= 7,7, 1H), 4,29 (s, 6H),
3,82 (s, 6H), 3,23 (s, 4H), 2,92 (s, 3H).
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Nam.
comp.

R

(M+1]+

Método

CI50 de
PI3Ka (uM)

"H RMN (300 MHz; 5 en ppm, J en Hz)

2-17

3,171

497,20

0,095

DMSO & 13,20 (s, 1H), 8,58 (d, J= 15,8, 2H),
7,99 (d, J= 37,6, 1H), 7,52 (m, 3H), 4,27 (d, J=
4,4, 4H), 3,81 (m, 4H), 3,70 (s, 2H), 3,14 (t, J=

9,4, 4H), 2,87 (s, 3H), 2,58 (s, 4H)

2-18

3,745

432,5

0,182 (++)

DMSO 6 8,64 (s, 1H), 8,55 (s, 1H), 8,40 (s,
1H), 8,30 (s, 1H), 7,66 (d, J= 7,1, 1H), 7,58 (d,
J=8,3, 1H), 7,44 (m, 1H), 4,89 (br s, 1H), 4,28
(brs, 4H), 4,07 (br s, 1H), 3,81 (br s, 4H), 3,70

(br s, 1H), 2,92 (brs, 4H) (observados
rotameros)

2-19

4,151

361,2

0,438

DMSO & 13,26 (s, 1H), 8,53 (s, 3H), 7,79 (s,
1H), 7,62 (d, J= 7,1, 1H), 7,55 (d, J= 8,2, 1H),
7,42 (d, J= 7,5, 1H), 4,24 (s, 4H), 3,79 (s, 4H),

2,06 (m, 1H), 0,94 (m, 2H), 0,81 (m, 2H)

2-20

4,63

389,10

1.8

DMSO & 13,26 (s, 1H), 8,59 (m, 3H), 7,67 (d,
J=7,1, 1H), 7,60 (d, J= 8,3, 1H), 7,45 (m, 1H),
4,28 (s, 4H), 3,82 (m, 4H)

2-21

5,25

364,1

DMSO & 13,20 (s, 1H), 8,58 (s, 1H), 8,50 (s,
1H), 8,34 (s, 1H), 7,83 (s, 1H), 7,61 (d, J= 7.1,
1H), 7,52 (d, J= 8,2, 1H), 7,39 (m, 2H), 4,27 (s,

4H), 3,75 (s, 4H)

2-22

6,72

346

0,618 (++)

DMSO & 13,19 (s, 1H), 8,73 (s, 1H), 8,58 (s,
1H), 8,47 (s, 1H), 7, 61 (d, J= 7,1, 1H), 7,53 (d,
J=8,2, 1H), 7,38 (t, J= 7,7, 1H), 4,21 (s, 4H),
3,75 (m, 4H)

2-23

5,438

3111

0,096
(+++)

DMSO 5 9,45 (s, 1H), 8,43 (s, 1H), 7,69 (d, J=
0,7, 1H), 7,38 (m, 2H), 7,22 (t, J= 7,9, 1H),
6,74 (dd, J= 8,0, 1,6, 1H), 4,23 (m, 4H), 3,78
(m, 4H)

2-24

5,576

3351

2,6 (+)

DMSO & 13,19 (s, 1H), 8,58 (s, 1H), 8,55 (s,
1H), 7,79 (s, 1H), 7,64 (d, J= 7,1, 1H), 7,54 (d,
J=8,2, 1H), 7,42 (m, 1H), 4,26 (m, 4H), 3,80
(m, 4H), 2,37 (s, 3H)

2-25

6,033

334,1

10

DMSO & 11,18 (s, 1H), 8,48 (s, 1H), 8,05 (d, J=
0,7, 1H), 7,70 (d, J= 0,7, 1H), 7,58 (d, J= 1,4,
2H), 7,37 (m, 1H), 6,43 (m, 1H), 4,26 (M, 4H),

3,80 (m, 4H), 2,35 (m, 3H)

2-26

3,350

296,1

10

DMSO & 9,09 (m, 1H), 8,56 (s, 1H), 8,48 (dd,

J=4,8,1,6, 1H), 8,24 (m, 1H), 7,64 (d, J= 0,8,

1H), 7,40 (ddd, J= 8,0, 4,7, 0,7, 1H), 4,19 (m,
4H), 3,71 (m, 4H), 2,29 (s, 3H)

2-27

4,651

326,1

3,9 (+)

DMSO 5 8,78 (s, 1H), 8,65 (s, 1H), 8,26 (s,
1H), 7,85 (s, 1H), 7,69 (s, 1H), 4,24 (d, J= 4,4,
4H), 3,90 (s, 3H), 3,77 (m, 4H), 2,36 (s, 3H)

2-28

5,758

388,1

50

DMSO & 9,89 (s, 1H), 8,53 (s, 1H), 7,96 (s,
1H), 7,79 (s, 1H), 7,72 (d, J= 7,7, 1H), 7,45 (t,
J=17,9, 1H), 7,26 (d, J= 7,9, 1H), 4,32 (s, 4H),
3,85 (d, J= 4,4, 4H), 3,08 (s, 3H), 2,41 (s, 3H)

2-29

4,843

367,2

DMSO & 8,62 (s, 1H), 8,39 (s, 1H), 7,82 (d, J=
8,3, 2H), 7,66 (s, 1H), 7,46 (d, J= 8,2, 3H), 6,03
(s, 1H), 4,22 (s, 4H), 3,77 (s, 4H), 2,65 (d, J=
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CI50 de
PI3Ka (uM)

"H RMN (300 MHz; 5 en ppm, J en Hz)

3,5, 3H), 2,34 (s, 3H)

2-30

3,726

312,1

0,235 (++)

DMSO & 9,97 (s, 1H), 8,61 (s, 1H), 8,57 (s,
1H), 8,09 (d, J= 2,4, 1H), 7,70 (d, J= 3,5, 2H),
4,24 (d, J= 4,5, 4H), 3,78 (m, 4H), 2,35 (s, 3H)

2-31

3,512

296,1

10

DMSO 5 8,69 (s, 1H), 8,56 (d, J=5,9, 2H), 7,87
(d, J= 6,0, 2H), 7,66 (s, 1H), 4,20 (m, 4H), 3,71
(m, 4H), 2,30 (s, 3H)

2-32

RMN

CDCl; 6 7,84 (s, 1H), 7,48 (m, 1H), 7,42 (d, J=
7,9, 1H), 7,31 (t, = 7.9, 1H), 7,26 (s, 1H, 6,87
(dd, J= 8,1, 1,8, 1H), 4,32 (m, 4H), 3,88 (m,
4H), 3,85 (s, 3H), 2,41 (s, 3H)

2-33

4,509

330,1

CDCl; 5 8,62 (dd, J= 4.6, 1,6, 2H), 7,68 (dd, J=
4,5, 1,6, 2H), 7,55 (m, 1H), 4,20 (m, 4H), 3,79
(dd, J=10,4, 5,7, 4H), 2,38 (t, J= 0,5, 3H)

2-34

5,260

330,1

CDCls 5 8,99 (d, J= 1,8, 1H), 8,55 (dd, J= 4,8,
1,6, 1H), 8,04 (m, 1H), 7,50 (d, J= 0,6, 1H),
7,31 (m, 1H), 4,22 (m, 4H), 3,80 (m, 4H), 2,40
(d, J= 0,5, 3H)

2-35

4,78

324,1

DMSO 5 8,57 (s, 1H), 8,29 (s, 1H), 7,97 (d, J=
7,4, 2H), 7,87 (s, 1H), 7,47 (t, J= 7,3, 3H), 7,37
(t, J= 7,2, 1H), 4,31 (s, 4H), 3,80 (d, J= 4,4, 4H)

2-36

4,31

360,1

MeOD & 8,26 (s, 1H), 7,77 (s, 1H), 7,70 (d, J=
8,9, 1h), 7,62 (d, J= 7,1, 2H), 7,52 (d, J= 8,2,
1H), 4,54 (m, 4H), 3,86 (M, 4H, 2,47 (s, 3H)

2-37

3,37

395,20

++

DMSO & 9,45 (s, 1H), 7,79 (s, 1H), 7,42 (d, J=
6,9, 2H), 7,23 (m, 2H), 6,75 (d, J= 7,4, 1H),
4,26 (m, 4H), 3,77 (m, 4H), 3,02 (m, 4H), 2,56
(m, 4H) 2,27 (s, 3H)

2-38

3,06

419,2

++

CDCl3 6 10,16 (s, 1H), 8,51 (s, 1H), 7,80 (s,
1H), 7,55 (d, J= 6,6, 1H), 7,42 (m, 2H), 7,17 (s,
1H), 4,32 (m, 4H), 3,84 (M, 4H), 3,07 (M, 4H),

2,59 (s, 4H), 2,34 (s, 3H)

2-39

4,12

459,20

++

DMSO & 9,46 (s, 1H), 7,88 (s, 1H), 7,40 (m,
3H), 7,23 (t, J= 7,8, 1H), 6,76 (d, J= 7,3, 1H),
4,27 (s, 4H), 3,77 (s, 4H), 3,38 (s, 4H), 3,13 (s,
4H), 2,98 (s, 3H)

2-40

2,90

381,20

++

DMSO 5 9,45 (s, 1H), 7,81 (s, 1H), 7,42 (m,
2H), 7,23 (m, 2H), 6,75 (d, J= 8,8, 1H), 4,26 (s,
4H), 3,77 (m, 4H), 2,93 (s, 8H)

2-41

6,065

483,2

++

DMSO & 13,20 (s, 1H), 8,45 (s, 1H), 7,97 (s,
1H), 7,61 (dd, J= 7,1, 0,6, 1H), 7,57 (d, J=8,3,
1H), 7,44 (m, 1H), 7,40 (d, J=3,8, 1H), 4,30 (s,
4H), 3,80 (m, 4H), 3,37 (m, 4H), 3,17 (m, 4H),

2,98 (s, 3H)

2-42

7,644

413,1

DMSO & 13,22 (s, 1H), 8,46 (s, 1H), 8,05 (s,
1H), 7,61 (dd, J= 16,1, 7,7, 2H), 7,43 (t, J= 7,7,
1H), 4,27 (s, 4H), 3,80 (s, 4H), 2,38 (s, 3H)

2-43

8,144

516,3

DMSO 6 13,12 (s, 1H), 8,35 (s, 1H), 7,96 (s,
1H), 7,51 (dd, J= 11,0, 7,7, 2H), 7,34 (m, 1H),
6,02 (s, 1H), 4,21 (s, 4H), 4,03 (s, 2H), 3,74 (s,
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4H), 3,57 (s, 2H), 2,38 (s, 2H), 2,28 (s, 3H),
1,38 (s, 9H)

2-44

3,836

416,2

0,731 (++)

DMSO 5 13,13 (s, 1H), 8,34 (s, 1H), 7,95 (s,
1H), 7,50 (m, 2H), 7,35 (t, J= 7,8, 1H), 6,01 (s,
1H), 4,21 (s, 4H), 3,74 (m, 4H), 3,39 (s, 2H),
2,93 (s, 2H), 2,28 (s, 3H), 2,23 (s, 2H)

2-45

7,145

430,2

DMSO 3 8,33 (s, 1H), 8,12 (s, 1H), 7,91 (s,
1H), 7,51 (d, J= 5,0, 1H), 7,49 (d, J= 6,2, 1H),
7,35 (dd, J=8,3, 7,1, 1H), 5,98 (s, 1H), 4,21
(m, 4H), 3,73 (m, 4H), 3,11 (s, 2H), 2,64 (m,
2H), 2,38 (m, 2H), 2,31 (s, 3H), 2,27 (s, 3H)

2-46

6,306

494,2

DMSO & 13,25 (bs, 1H), 8,43 (s, 1H), 8,22 (s,

1H), 7,56 (t, J= 7,0, 2H), 7,41 (dd, J= 8,3, 7,2,

1H), 6,12 (s, 1H), 4,25 (m, 4H), 3,98 (d, J= 2.6,

2H), 3,81 (m, 4H), 3,49 (m, 2H), 3,00 (s, 3H),
2,55 (m, 2H), 2,36 (2, 3H)

2-47

7,661

518,3

DMSO & 13,17 (s, 1H), 8,49 (s, 1H), 8,26 (s,
1H), 7,62 (d, J= 7,1, 1H), 7,56 (d, J= 8,2, 1H),
7,42 (M, 1H), 4,26 (s, 4H), 4,09 (d, J= 12,2,
2H), 3,79 (s, 4H), 3,47 (s, 1H), 2,95 (s, 2H),
2,41 (s, 3H), 1,80 (s, 4H), 1,42 (s, 9H)

2-48

3,697

359,1

CDClz 6 7,57 (d, J= 0,7, 1H), 7,36 (m, 3H),
6,95 (dt, J= 6,5, 2,6, 1H), 4,28 (m, 4H), 3,87
(m, 7H), 2,47 (d, J= 0,5, 3H)

2-49

1,596

345,1

++

DMSO & 9,54 (s, 1H), 7,87 (s, 1H), 7,25 (t, J=
8,1, 1H), 7,15 (dd, J= 5,1, 3,0, 2H), 6,80 (m,
1H), 4,17 (m, 4H), 3,74 (m, 4H), 2,39 (s, 3H)

2-50

2,33

474,2

0,001

DMSO & 8,77 (s, 2H), 8,41 (s, 1H), 7,76 (s,
1H), 6,83 (s, 2H), 4,22 (d, J= 4,5, 4H), 3,77 (m,
4H), 3,66 (s, 2H), 3,11 (d, J= 4,8, 4H), 2,87 (s,

3H), 2,55 (s, 4H)

2-51

4,95

405,2

DMSO 6 13,21 (s, 1H), 8,42 (s, 1H), 7,92 (s,

1H), 7,59 (dd, J= 16,1, 7,7, 2H), 7,43 (m, 1H),

7,29 (s, 1H), 4,30 (s, 4H), 3,79 (m, 4H), 2,94
(m, 8H)

2-52

RMN

0,676

DMSO & 8,66-8,32 (m, 2H), 7,74-7,15 (m, 3H),
4,29 (d, J= 7,3, 5H), 3,76 (s, 4H), 1,25 (t, J=
15,7, 3H)

2-53

RMN

CDCl3 8 7,67 (d, J= 0,7 Hz, 1H), 7,35 (t, = 7.9

Hz, 1H), 7,22 (m, 1H), 7,18 (m, 1H), 6,95 (ddd,

J=8,2,2,6, 0,9 Hz, 1H), 4,28 (m, 4H), 3,87 (s,
3H), 3,85 (m, 4H), 2,46 (s, 3H)

2-54

1,42

369,1

0,266 (++)

CDCI3 6 10,06 (s, 1H), 8,19 (d, J= 0,6, 1H),
7,61 (s, 1H), 7,50 (m, 3H), 4,30 (m, 4H), 3,83
(m, 4H), 2,49 (m, 3H)

2-55

1,43

413,0

12

CDCl; 5 8,13 (s, 1H), 7,66 (s, 1H), 7,54 (dt, J=
7.2, 3,6, 1H), 7,47 (m, 2H), 4,29 (m, 4H), 3,86
(m, 4H), 2,49 (s, 3H)

2-56

4,192

4220

0,253

CDCl3 5 9,10 (d, J= 1,8, 1H), 8,54 (dd, J= 4,8,
1,6, 1H), 8,16 (m, 1H), 7,87 (m, 1H), 7,31 (dd,
J=17.9, 4,4, 1H), 4,25 (m, 4H), 3,80 (m, 4H),
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2,40 (s, 3H)

2-57

3,89

418,2

0,144 (++)

DMSO & 8,50 (d, J= 0,7, 1H), 8,44 (s, 1H), 8,32
(s, 1H), 7,63 (d, J= 7,0, 1H), 7,56 (d, J= 8,3,
1H), 7,42 (dd, J= 8,2, 7,2, 1H), 4,27 (m, 4H),

3,79 (m, 4H), 3,51 (t, J= 12,2, 1H), 3,25 (dd, J=
15,8, 8,2, 2H), 2,95 (t, J= 11,7, 2H), 2,43 (s,

3H), 2,15 (t, J= 11,6, 2H), 1,82 (m, 2H)

2-58

2,80

432,2

++

DMSO & 8,50 (s, 1H), 8,26 (s, 1H), 8,20 (d, J=
7,4, 2H), 7,63 (d, J= 7,1, 1H), 7,55 (t, J= 9,4,
1H), 7,43 (dd, J= 8,2, 7,3, 1H), 4,26 (m, 4H),

3,79 (m, 4H), 3,33 (t, J= 12,3, 1H), 3,17 (d, J=
11,2, 2H), 2,57 (t, = 11,1, 2H), 2,49 (s, 4H),
2,44 (s, 3H), 2,12 (m, 2H), 1,86 (d, J= 12,1,

2H)

2-59

6,37

496,2

DMSO & 13,17 (s, 1H), 8,50 (s, 1H), 8,27 (s,
1H), 7,63 (d, J= 7,1 ,1H), 7,56 (d, J= 8,3, 1H),
7,43 (dd, J= 8,2, 7,2, 1H), 4,27 (s, 4H), 3,80
(m, 4H), 3,72 (d, J= 11,5, 2H), 2,98 (d, J= 13,4,
2H), 2,94 (s, 3H), 2,45 (s, 3H), 1,96 (s, 4H)

2-60

4,70

4,97

++

DMSO & 13,19, (s, 1H), 8,08 (s, 1H), 8,00 (s,
1H), 7,61 (d, J= 8,1, 1H), 7,45 (m, 1H), 7,38
(dd, J=7,1, 1,0, 1H), 4,19 (m, 4H), 3,76 (m,
4H), 3,14 (m, 4H), 2,88 (s, 3H), 2,59 (m, 4H)

2-61

3,14

488,2

4,5

CDCl3 6 8,71 (d, J= 2,4, 1H), 8,08 (dd, J= 8,6,
2,5, 1H), 7,82 (s, 1H), 7,49 (s, 1H), 6,83 (d, J=
8,7, 1H), 4,37 (m, 4H), 4,00 (s, 3H), 3,90 (m,
4H), 3,77 (s, 2H), 3,30 (m, 4H), 2,80 (s, 3H),
2,71 (m, 4H)

2-62

2,28

350,1

CDCI; 8 7,99 (s, 1H), 7,48 (m, 2H), 7,37 (t, J=
8,1, 1H), 6,95 (m, 1H), 4,35 (m, 4H), 3,89 (m,
7H), 2,57 (s, 3H)

2-63

7,53

561,3

DMSO & 13,25 (s, 1H), 8,83 (s, 1H), 8,43 (s,
1H), 8,09 (d, J= 7,7, 1H), 7,62 (d, J= 7,1, 1H),
7,58 (d, J= 8,3, 1H), 7,44 (dd, J= 8,1, 7,4, 1H,
4,33-4,21 (m, 4H), 4,13-4,00 (m, 1H), 3,93 (d,
J=13,1, 2H), 3,86 -3,76 (M, 4H), 2,98-2,85 (m,
2H), 2,55 (s, 3H), 1,89 (d, J= 10,2, 2H), 1,55-
1,42 (m, 2H), 1,41 (s, 9H)

2-64

2,94

461,2

MDSO 6 13,27 (s, 1H), 8,81 (s, 1H), 8,58-8,48
(m, 1H), 8,43 (s, 1H), 8,32 (d, J= 7,5, 1H),
8,28-8,20 (m, 1H), 7,63 (d, J=, 7,1, 1H), 7,59
(d, J=, 8,3, 1H), 7,45 (dd, J= 8,2, 7,2, 1H),
4,32-4,24 (m, 4H), 4,20-4,10 (m, 1H), 3,86-3,78
(m, 4H), 3,15-3,00 (m, 2H), 2,58 (s, 3H), 2,16-
2,03 (m, 2H), 1,85-1,68 (m, 2H). Dos protones
estan perdidos, lo mas probablemente bajo la
sefial del agua

2-65

0,37

488,2

CDCI; 5 8,71 (d, J=1,7, 1H), 8,31 (d, J= 2,8,

1h), 7,95 (s, 1H), 7,77 (dd, J= 2,7, 1,8, 1H),

7,51 (s, 1H), 4,38 (m, 4H), 3,96 (s, 3H), 3,91

(m, 4H), 3,77 (s, 2H), 3,30 (m, 4H), 2,80 (s,
3H), 2,72 (m, 4H)

2-66

0,367

473,2

0,169

DMSO 5 8,51 (d, J= 2,1, 1H), 8,33 (s, 1H), 7,90
(dd, J= 8.7, 2,4, 1H), 7,76 (s, 1H), 6,50 (d, J=
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8,6, 1H), 6,10 (s, 2H), 4,22 (s, 4H), 3,78 (d, J=
4,6, 4H), 3,65 (s, 2H), 3,11 (s, 4H), 2,87 (s,
3H), 2,54 (d, J= 8,2, 4H)

2-67

3,44y 3,99

489,2

++

DMSO 5 9,12 (s, 2H), 8,57 (s, 1H), 7,81 (s,
1H), 4,25 (d, J= 4,4, 4H), 3,97 (s, 3H), 3,77 (m,
4H), 3,68 (s, 2H), 3,11 (d, J= 4,8, 4H), 2,87 (s,

3H), 2,56 (s, 4H)

2-68

2,54y 2,64

500,2

11

DMSO & 8,65 (s, 1H), 8,04 (d, J= 8,5, 2H), 8,00

(s, 1H), 7,94 (d, J= 8,5 , 2H), 7,83 (s, 1H), 7,38

(s, 1H), 4,27 (s, 4H), 3,79 (m, 4H), 3,68 (s, 2H),
3,12 (s, 4H), 2,87 (s, 3H), 2,56 (s, 4H)

2-69

2,75

512,2

DMSO & 10,47 (s, 1H), 8,43 (s, 1H), 7,81 (s,
1H), 7,80 (d, J= 5,5, 1H), 7,78, (m, 1H), 6,88
(d, J= 8,0, 1H), 4,23 (d, J= 4,5, 4H), 3,78 (m,
4H), 3,66 (s, 2H), 3,55 (s, 2H), 3,11 (d, J=4,7,
4H), 2,87 (s, 3H), 2,56 (s, 4H).

2-70

3,18

514

DMSO & 11,25 (s, 1H), 8,24 (d, J= 2,1, 1H),

7,93 (s, 1H), 7,41 (m, 2H), 7,02 (dd, J= 11,2,

8,8, 1H), 6,70 (s, 1H), 4,21 (s, 4H), 3,78 (m,

4H), 3,69 (s, 2H), 3,12 (s, 4H), 2,87 (s, 3H),
2,57 (s, 4H)

2-71

415y 4,73

496,2

CDCl; 6 8,51 (s, 1H), 7,97 (s, 1H), 7,53 (dd, J=
7,3,0,6, 1H), 7,50 (s, 1H), 7,43 (d, J= 8,1, 1H),
7,28 (m, 2H), 6,98 (s, 1H), 4,37 (m, 4H), 3,89
(m, 4H), 3,77 (s, 2H), 3,27 (m, 4H), 2,77 (s,
3H), 2,71 (m, 4H)

2-72

3,53y 3,89

500,2

CDCl3 5 8,37 (s, 1H), 8,12 (d, J= 7,8, 1H), 8,00

(s, 1H), 7,75 (d, J= 7,6, 1H), 7,51 (dd, J= 13,2,
5,3, 2H), 4,37 (m, 4H), 3,90 (m, 4H), 3,76 (m,

2H), 3,29 (m, 4H), 2,79 (s, 3H), 2,71 (m, 4H)

2-73

5,37

461,0

CDCls 5 10,14 (m, 1H), 8,06 (d, J=, 0,9, 1H),
7,70 (d, J= 0,7, 1H), 7,54 (dt, J= 8,1, 1,0, 1H),
7,46 (t, = 7,6, 1H), 7,40 (dd, J= 7,0, 1,2, 1H),
4,29 (m, 4H), 3,84 (m, 4H), 2,48 (d, J=0, 4,
3H)

2-74

4,55

392,1

0,092

DMSO 5 13,23 (s, 1H), 8,65 (s, 1H), 8,56 (s,
1H), 8,44 (t, J= 6,1, 1H), 8,40 (s, 1H), 7,67 (d,
J=7,1, 1H), 7,58 (d, J= 8,3, 1H), 7,44 (m, 1H),
4,34 (s, 4H), 3,83 (m, 4H), 3,40 (s, 2H), 1,15 (t,

J=7,1, 3H)

2-75

2,81

497,2

0,113

DMSO 5 11,65 (s, 1H), 8,75 (d, J= 1,9, 1H),
8,49 (s, 1H), 8,41 (d, J=1,7, 1H), 7,75 (s, 1H),
7,43 (m, 1H), 6,45 (dd, J= 3,3, 1,8, 1H), 4,21
(s, 4H), 3,73 (s, 4H), 3,61 (s, 2H), 3,06 (s, 4H),
2,80 (s, 3H), 2,50 (s, 4H)

2-76

4,67

539,1

DMSO & 13,27 (s, 1H), 8,82 (s, 1H), 8,44 (s,
1H), 8,18 (d, J= 7,7, 1H), 7,60 (dd, J= 11,7,
7,9, 2H), 7,45 (m, 1H), 4,29 (d, J= 7,8, 4H),
4,03 (s, 1H), 3,82 (s, 4H), 3,58 (d, J= 12,1, 2H),
2,95 (m, 2H), 2,92 (s, 3H), 2,58 (s, 3H), 2,02
(d, J=10,9, 2H), 1,66 (dd, J= 20,4, 11,1, 2H)

2-77

4,12

378,1

DMSO 5 13,25 (s, 1H), 9,0 (s, 1H), 8,44 (s,
1H), 7,60 (dd, J= 11,9, 7,7, 3H), 7,45 (d, J=
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8,3,7,2, 1H), 4,27 (m, 4H), 3,81 (m, 4H), 2,61
(s, 3H)

2-78

2,78

419,2

DMSO & 13,23 (s, 1H), 8,42 (d, J= 0,8, 1H),
7,87 (s, 1H), 7,63 (d, J= 7,0, 1H), 7,57 (d, J=
8,3, 1H), 7,43 (dd, J= 8,3, 7,2 1H), 7,28 (s, 1H),
4,30 (m, 4H), 3,79 (m, 4H), 3,32 (s, 2H), 3,25
(dd, J= 28,1, 16,1, 2H), 2,80 (dd, J= 20,2, 9,4,
2H), 1,86 (d, J= 10,1, 2H), 1,53 (m, 2H)

2-79

4,23

378,1

0,11

DMSO & 13,23 (s, 1H), 8,64 (s, 1H), 8,56 (s,
1H), 8,40 (s, 1H), 8,38 (d, J=5,0, 1H), 7,67 (d,
J=7,1, 1H), 7,58 (d, J= 8,3, 1H), 7,44 (dd, J=

8,2, 7,3, 1H), 4,34 (d, J= 4,4, 4H), 3,83 (m,

4H), 2,84 (d, J= 4,8, 3H)

2-81

3,54y 3,88

515,2

0,21

DMSO & 10,58 (s, 1H), 8,87 (s, 1H), 8,56 (s,
1H), 8,28 (d, J= 9,1, 1H), 8,14 (d, J= 8,9, 1H),
7,81 (s, 1H), 4,25 (s, 4H), 3,78 (s, 4H), 3,67 (s,
2H), 3,12 (s, 4H), 2,87 (s, 3H), 2,55 (s, 4H),
2,11 (s, 3H)

2-82

3,99 4,26

529,2

0,158

DMSO 5 8,61 (s, 1H), 8,41 (s, 1H), 7,80 (m,
3H), 7,46 (d, J= 8,7, 2H), 6,02 (d, J= 4,7, 1H),
4,23 (s, 4H), 3,77 (m, 4H), 3,65 (s, 2H), 3,11 (s,
4H), 2,86 (s, 3H), 2,64 (d, J= 4,6, 3H), 2,54 (d,
J= 4,6, 4H)

2-83

4,79y 4,96

541,2

0,21

CDCl; 6 8,74 (d, J= 1,7, 1H), 8,22 (d, J= 1,9,
1H), 7,81 (s, 1H), 7,47 (s, 1H), 5,08 (s, 2H),
4,36 (m, 4H), 3,90 (m, 4H), 3,76 (s, 2H), 3,29
(m, 4H), 2,79 (s, 3H), 2,70 (m, 4H)

2-84

443y475

522,2

DMSO 5 13,33 (s, 1H), 8,23 (s, 1H), 7,95 (s,
1H), 7,72 (d, J= 8,0, 1H), 7,52 (dd, J= 13,2,
7,0, 2H), 4,46 (s, 4H), 3,80 (m, 4H), 3,74 (s,
2H), 3,13 (s, 4H), 2,88 (s, 3H), 2,59 (s, 4H)

2-86

4,40

392,1

0,891

CDCl; 8,49 (s, 1H), 8,04 (s, 1H), 7,93 (s, 1H),
7,47 (m, 2H), 7,39 (m, 2H), 4,36 (m, 4H), 3,84
(m, 4H), 3,47 (s, 3H), 3,10 (s, 3H)

2-87

4,87

418,2

0,355

DMSO & 13,24 (s, 1H), 8,63 (s, 1H), 8,56 (s,
1H), 8,43 (s, 1H), 7,66 (d, J= 7,1, 1H), 7,58 (d,
J=8,3, 1H), 7,44 (dd, J= 8,2, 7,3, 1H), 4,30 (d,
J= 4,3, 4H), 3,95 (t, J= 6,6, 2H), 3,81 (m, 4H),

3,53 (t, J= 6,7, 2H), 1,87 (m, 4H)

2-88

0,98

336,1

DMSO & 9,60 (s, 1H), 8,26 (s, 1H), 7,48 (d, J=
6,8, 2H), 7,25 (t, J= 8,1, 1H), 6,80 (d, J= 8,6,
1H), 4,23 (s, 4H), 3,79 (d, J= 4,3, 4H)

2-89

0,39

472,2

33

CDCI3 067,78 (s, 1H), 7,71 (d, J= 8,5, 2H), 7,43
(s, 1H), 6,74 (d, J= 8,5, 2H), 4,33 (m, 4H), 3,89
(m, 4H), 3,74 (s, 2H), 3,28 (m, 4H), 2,78 (s,
3H), 2,70 (m, 4H)

2-90

2,21y 3,02

447,2

DMSO 6 12,93 (s, 1H), 8,22 (s, 1H), 8,11 (s,

1H), 7,89 (s, 1H), 7,74 (s, 1H), 4,22 (m, 4H),

3,76 (M, 4H), 3,65 (s, 2H), 3,11 (m, 4H), 2,87
(s, 3H), 2,55 (m, 4H)

2-91

2,69

325,1

3,9

DMSO 5 8,79, (s, 1H), 8,65 (dd, J= 4,6, 1,6,
2H), 8,31 (s, 1H), 7,93 (dd, J= 4,6, 1,6, 3H),
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7,51 (s, 1H), 4,33 (s, 4H), 3,79 (m, 4H)

DMSO 8 9,16 (d, J= 1,7, 1H), 8,67 (s, 1H), 8,57
(dd, J= 4,7, 1,6, 1H), 8,31 (m, 2H), 7,90 (s,
1H), 7,49 (dd, J= 7,4, 4,8, 2H), 4,33 (s, 4H),

3,79 (m, 4H)

2-92 3,29 3251 3 -

DMSO & 8,78 (s, 2H), 8,44 (s, 1H), 8,21 (s,
2-93 3,01 341,1 1 - 1H), 7,86 (s, 1H), 7,46 (s, 1H), 6,88 (s, 2H),
4,29 (s, 4H), 3,77 (m, 4H)

DMSO & 11,27 (s, 1H), 8,49 (s, 1H), 8,42 (s,

1H), 7,86 (s, 1H), 7,56 (d, J= 6,8, 1H), 7,45 (t,

J=6,0, 3H), 7,18 (t, J= 7,7, 1H), 6,94 (s, 1H),
4,32 (s, 4H), 3,80 (M, 4H)

2-94 4,37 363,1 1 0,944

DMSO & 11,27 (s, 1H), 8,41 (s, 1H), 8,29 (t, J=
3,7, 1H), 7,87 (s, 1H), 7,43 (m, 3H), 7.03 (dd,
J=11,3,8,8, 1H), 6,72 (s, 1H), 4,27 (s, 4H),
3,78 (m, 4H)

2-95 4,28 381,1 1 0,891

DMSO & 8,66 (s, 2H), 8,35 (s, 1H), 7,98 (s,
2-96 3,32 375,1 1 - 1H), 7,56 (s, 1H), 6,99 (s, 2H), 4,25 (s, 4H),
3,76 (m, 4H)

DMSO & 13,21 (s, 1H), 8,60 (s, 1H), 8,55 (s,
1H), 7,90 (s, 1H), 7,64 (d, J= 7,0, 1H), 7,55 (d,
J=8,3, 1H), 7,42 (dd, J= 8,2, 7,3, 1H), 4,27 (m,
4H), 3,80 (m, 4H), 3,62 (s, 2H), 3,26 (t, J= 6,8,
4H), 3,05 (s, 2H), 2,40 (s, 2H), 1,66 (dd,
J=12,0, 6,1, 2H), 1,49 (s, 4H), 1,38 (s, 9H)

2-97 0,29 573,3 4 4,5

DMSO & 13,19 (s, 1H), 8,61 (s, 1H), 8,55 (s,
1H), 7,93 (s, 1H), 7,64 (d, J= 7,0, 1H), 7,56 (d,
2-98 3,73 587,4 1 7,2 J=8,3, 1H), 7,43 (m, 1H), 4,27 (m, 4H), 3,80
(m, 4H), 3,73 (s, 2H), 3,28 (s, 4H), 2,54 (s, 4H),

1,48 (s, 4H), 1,38 (s, 10H), 1,35 (s, 4H)

DMSO & 13,21 (s, 1H), 8,60 (s, 1H), 8,55 (s,
1H), 7,91 (s, 1H), 7,64 (d, J= 7,0, 1H), 7,55 (d,
J= 8,3, 1H), 7,42 (m, 1H), 4,27 (s, 4H), 3,81
(m, 4H), 3,71 (s, 2H), 3,48 (m, 4H), 3,10 (d, J=
10,9, 2H), 2,76 (s, 2H), 2,58 (dd, J= 14,6, 8,4,
2H), 1,38 (s, 9H)

2-99 3,45 545,3 1 7,9

DMSO & 13,21 (s, 1H), 8,60 (s, 1H), 8,55 (s,
1H), 7,90 (s, 1H), 7,65 (d, J= 7,1, 1H), 7,55 (d,
J=8,3, 1H), 7,42 (m, 1H), 4,26 (m, 4H), 3,80
(m, 4H), 3,71 (s, 2H), 3,28 (m, 4H), 2,64 (t, J=
6,8, 2H), 2,47 (s, 2H), 1,59 (t, J= 6,8, 2H), 1,44
(s, 4H), 1,38 (s, 9H).

2-100 3,68 573,3 1 53

DMSO & 8,70 (dd, J= 4,5, 1,6, 2H), 8,42 (s,
2-101 2,60 359,1 1 - 1H), 8,02 (s, 1H), 7,81 (m, 2H), 7,59 (s, 1H),
4,27 (s, 4H), 3,77 (m, 4H)

DMSO 5 8,96 (d, J= 1,7, 1H), 8,63 (dd, J= 4,8,
1,5, 1H), 8,40 (s, 1H), 8,17 (m, 1H), 8,01 (s,

2-102 3,01 3591 1 ) 1H), 7,58 (s, 1H), 7,53 (dd, J= 7,9, 4,8, 1H),
4,26 (s, 4H), 3,76 (m, 4H)
9103 427 3971 1 24 DMSO & 11,57 (s, 1H), 8,36 (s, 1H), 8,06 (s,

1H), 7,86 (s, 1H), 7,54 (d, J= 2,6, 1H), 7,48 (m,
1H), 7,44 (m, 1H), 7,22 (m, 1H), 7,16 (d, J=
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6,1, 1H), 4,23 (s, 4H), 3,76 (m, 4H)

DMSO & 11,58 (s, 1H), 8,36 (m, 1H), 8,01 (s,
1H), 7,58 (s, 1H), 7,53 (s, 1H), 7,52 (s, 1H),

2-104 474 431 ! 93 7,25 (m, 1H), 7,11 (dd, J=7,2, 0,8, 1H), 4,17
(m, 4H), 3,73 (t, J=4,7, 4H).
DMSO & 11,62 (s, 1H), 8,35 (s, 1H), 8,09 (s,
9105 434 4151 L 123 1H), 7,88 (s, 1H),7,58 (d, J= 2,7, 1H), 7,49 (dd,

J=8.,9, 4,3, 2H), 7,11 (m, 1H), 4,20 (s, 4H),
3,73 (t, J= 4,6, 4H)

DMSO & 11,68 (s, 1H), 8,38 (s, 1H), 8,03 (s,
2-106 4,76 449,1 1 28 1H), 7,59 (s, 2H), 7,54 (dd, J= 8,9, 4,3, 1H),
7,14 (m, 1H), 4,17 (m, 4H), 3,73 (t, J= 4,7, 4H)

DMSO 5 13,13 (s, 1H), 8,57 (s, 1H), 8,49 (s,
1H), 7,90 (s, 1H), 7,59 (d, J= 7,1, 1H), 7,49 (d,

2-107 4,61 393,1 1 2,6 J= 8.3, 1H), 7,36 (m, 1H), 4,18 (m, 4H). 3,81
(s, 2H), 3,74 (m, 4H), 3,59 (s, 3H)

DMSO 5 8,57 (s, 2H), 7,87 (s, 1H), 6,89 (s,

2108 | 243y258 | 5082 . ] 2H), 4,11 (m, 4H), 3,69 (m, 4H), 3,62 (d, J=

14,9, 2H), 3,05 (m, 4H), 2,80 (s, 3H), 2,48 (M,
4H)

DMSO 5 8,57 (s, 1H), 8,06 (m, 2H), 6,93 (d, J=
2-109 3,49 522,2 1 1 7,2, 1H), 4,19 (s, 4H), 3,91 (s, 3H), 3,75 (s,
6H), 3,16 (s, 2H), 2,89 (s, 3H), 2,54 (s, 2H)

CDCl; 5 8,68 (d, J= 1,6, TH), 8,35 (d, J= 2,8,
1H), 7,79 (s, 1H), 7,63 (dd, J= 2,6, 1,8, 1H),
4,31 (m, 4H), 3,94 (s, 3H), 3,88 (m, 4H), 3,83
(s, 2H), 3,33 (s, 4H), 2,80 (s, 3H), 2,75 (s, 4H)

2-110 2,96 522,2 1 -

DMSO & 8,60 (s, 1H), 8,55 (d, J= 0,5, 1H), 8,38
(s, 1H), 7,89 (s, 1H), 7,64 (d, J= 7,0, 1H), 7,56
2-111 2,39 487,3 3 0,813 (d, J=8,3, 1H), 7,42 (dd, J= 8,2, 7,3, 1H), 4,26
(m, 4H), 3,80 (m, 4H), 3,63 (s, 2H), 2,96 (s,
4H), 2,45 (s, 4H), 1,54 (s, 4H), 1,48 (s, 4H)

DMSO & 8,94 (s, 2H), 7,95 (s, 1H), 4,15 (s,
2-112 3,10 523,2 1 - 4H), 3,93 (s, 3H), 3,69 (m, 6H), 3,06 (s, 3H),
2,82 (s, 4H), 2,51 (m, 4H)

DMSO & 10,52 (s, 1H), 7,97 (s, 1H), 7,58 (m,
2H), 6,91 (d, J= 8,6, 1H), 4,20 (s, 4H), 3,76 (m,
6H), 3,55 (s, 2H), 3,16 (s, 4H), 2,87 (s, 3H),
2,65 (s, 4H)

2-113 2,95 546,2 1 -

DMSO & 11,81 (s, 1H), 8,57 (d, J= 2,1, 1H),
8,29 (d, J= 2,0, 1H), 7,97 (s, 1H), 7,54 (m, 1H),
2-114 3,15 531,2 2 - 6,54 (dd, J= 3,4, 1,8, 1H), 4,20 (m, 4H), 3,76
(m, 4H), 3,73 (s, 2H), 3,14 (t, J= 7,7, 4H), 2,87

(s, 3H), 2,56 (M, 4H)

DMSO & 12,18 (s, 1H), 8,66 (d, J= 2,0, 1H),
8,22 (d, J= 2,1, 1H), 7,99 (s, 1H), 7,77 (s, 1H),

2115 3,66 565,2 2 ) 4,21 (s, 4H), 3,77 (m, 4H), 3,74 (s, 2H), 3,12
(m, 4H), 2,87 (s, 3H), 2,58 (s, 4H)
2-116 1,67 507,0 2 ) DMSO 6 8,34 (d, J=2,2, 1H), 7,92 (s, 1H), 7,77

(dd, J= 8,6, 2,4, 1H), 6,52 (d, J= 8,7, 1H), 6,22
(s, 2H), 4,17 (m, 4H), 3,75 (m, 4H), 3,71 (s,
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2H), 3,11 (m, 4H), 2,87 (s, 3H), 2,54 (m, 4H)

DMSO & 8,60 (s, 1H), 8,55 (d, J= 0,6, 1H), 7,90
(s, 1H), 7,64 (d, J= 7,0, 1H), 7,56 (d, J= 8,3,
2-117 0,32 4452 3 0,851 1H), 7,42 (dd, J= 8,2, 7,3, 1H), 4,27 (m, 4H),
3,80 (m, 4H), 3,72 (s, 2H), 2,96 (m, 4H), 2,65
(t, J=6,7, 2H), 1,62 (m, 4H)

DMSO & 8,60 (s, 1H), 8,56 (d, J= 0,6, 1H), 8,35
(s, 1H), 7,91 (s, 1H), 7,64 (d, J= 7,1, 1H), 7,56
2-118 | 0,32y 2,30 4732 3 15 (d, J=8,3, 1H), 7,42 (dd, J= 8,1, 7,3, 1H), 4,27
(m, 4H), 3,80, (m, 4H), 3,72 (s, 2H), 2,96 (m,
4H), 2,65 (t, J= 6,8, 2H), 1,62 (M, 6H)

DMSO 5 8,04 (s, 1H), 7,98 (s, 1H), 7,96 (d, J=

8,4, 2H), 7,83 (d, J= 8,3, 2H), 7,44 (s, 1H), 4,20

(s, 4H), 3,76 (s, 4H), 3,72 (s, 2H), 3,13 (s, 4H),
2,87 (s, 3H), 2,57 (s, 4H)

2-121 2,91 534,2 2 -

DMSO & 11,60 (s, 1H), 8,07 (s, 1H), 7,86
(s,1H), 7,57 (d, J= 2,6, 1H), 7,48 (dd, J= 8,9,
2-122 3,18 548,2 2 50 4,3, 1H), 7,10 (m, 1H), 4,13 (s, 4H), 3,72 (t, J=
4,6, 4H), 3,69 (s, 2H), 3,13 (s, 4H), 2,87 (s,

3H), 2,58 (s, 4H)

DMSO & 11,31 (s, 1H), 7,96 (s, 1H), 7,48 (dd,

J=9,0, 4,0, 1H), 7,42 (t, = 2,7, 1H), 7,03 (dd,

2-123 3,46 548,2 2 - J=10,3, 8,9, 1H), 6,29 (s, 1H), 4,11 (m, 4H),

3,73 (m, 4H), 3,72 (s, 2H), 3,13 (m, 4H), 2,87
(s, 3H), 2,59 (s, 4H)

DMSO & 11,66 (s, 1H), 7,96 (s, 1H), 7,59 (d,

J=, 2,6, 1H), 7,53 (dd, J= 8,9, 4,3, 1H), 7,13

2-124 3,58 582,2 2 - (m, 1H), 4,12 (ddd, J= 18,3, 13,5, 8,9, 4H),

3,72 (m, 4H), 3,70 (s, 2H), 3,13 (d, J= 4,7, 4H),
2,87 (s, 3H), 2,60 (s, 4H)

CDCl3 8 9,23 (s, 2H), 9,20 (s, 1H), 7,95 (s, 1H),
2-125 3,31 459,2 3 - 7,52 (s, 1H), 4,40 (m, 4H), 3,90 (m, 4H), 3,77
(s, 2H), 3,29 (M, 4H), 2,79 (s, 3H), 2,71 (M, 4H)

CDCls 5 8,97 (s, 1H), 8,09 (d, J= 5,6, 1H), 7,90
(s, 1H), 7,49 (s, 1H), 7,24 (m, 1H), 4,36 (s, 4H),

2-126 221 4722 s 0.776 | 3589 (s, 4H), 3,76 (s, 2H), 3,28 (s, 4H), 2,78 (s,
3H), 2,70 (s, 4H), 2,60 (s, 3H)
CDCl5 5 10,38 (s, 1H), 8,31 (s, 1H), 8.13 (s,
5107 427 497 . . 1H), 7,90 (m, 2H), 7,52 (d, J= 8.8, 1H), 7,46 (s,

1H), 4,35 (m, 4H), 3,88 (m, 4H), 3,74 (s, 2H),
3,26 (M, 4H), 2,76 (s, 3H), 2,69 (m, 4H)

CDCI; 6 8,54 (d, J= 0,7, 1H), 7,94 (s, 1H), 7,48
(m, 3H), 7,39 (dd, J= 8,2, 6,9, 1H), 4,34 (m,

2-128 | 2,71y 2,86 523,3 2 - 4H), 3,84 (m, 4H), 3,79 (s, 2H), 3,38 (dd, J=

9,6, 6,6, 2H), 3,16 (dd, J= 9,5, 2,4, 2H), 2,87
(m, 4H), 2,82 (s, 3H), 2,53 (d, J= 6,0, 2H)

CDCI; 5 8,54 (d, J=0,7, 1H), 7,96 (s, 1H), 7,49
(m, 3H), 7,41 (dd, J = 8,3, 6,9, 1H), 4,35 (m,
2-129 | 2,73y 3,03 551,3 2 2,5 4H), 3,86 (m, 4H), 3,81 (s, 2H), 3,16 (dd, J=
12,8, 6,3, 4H), 2,78 (m, 2H), 2,74 (s, 3H), 2,55
(s, 2H), 1,69 (m, 6H)
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2-130

2,57y 2,80

487,3

14

CDCl3 6 8,53 (m, 1H), 7,90 (t, J= 10,1, 1H),
7,49 (m, 3H), 7,38 (m, 1H), 6,23 (m, 1H), 4,33
(m, 4H), 3,85 (m, 4H), 3,73 (s, 2H), 3,31 (m,
2H), 3,00 (m, 2H), 2,27 (m, 2H), 2,03 (m, 4H),
1,48 (m, 2H)

2-131

257y2,71

487,3

14

CDCl; 5 10,84 (s, 1H), 8,53 (d, J= 0,8, 1H),
7,96 (s, 1H), 7,49 (m, 3H), 7,41 (dd, J= 8,3,
6,9, 1H), 5,89 (s, 1H), 4,35 (m, 4H), 3,86 (m,
4H), 3,71 (s, 2H), 3,18 (s, 2H), 2,55 (d, J= 20,1,
4H), 2,21 (s, 2H), 1,71 (t, = 5,4, 4H)

2-133

4,47

419,3

DMSO & 13,24 (s, 1H), 8,47 (s, 1H), 8,05 (s,
1H), 7,66 (d, J= 7,0, 1H), 7,57 (d, J= 8,2, 1H),
7,44 (d, J= 7,4, 1H), 7,31 (s, 1H), 4,29 (s, 4H),
3,80 (m, 4H), 3,27 (d, J= 9,8, 2H), 2,96 (dt, J=

17,2, 9,6, 2H), 2,82 (t, J= 8,7, 1H), 1,92 (m,

2H), 1,63 (dd, J= 56,7, 6,4, 2H)

2-134

3,04

551,3

5,2

DMSO & 13,20 (s, 1H), 8,59 (s, 1H), 8,56 (s,
1H), 7,89 (s, 1H), 7,64 (d, J= 7,1, 1H), 7,55 (d,
J=8,3, 1H), 7,42 (dd, J= 8,2, 7,3, 1H), 4,27 (m,

4H), 3,80 (m, 4H), 3,58 (s, 6H), 2,99 (s, 3H),

2,40 (s, 4H), 1,71 (s, 4H), 1,39 (s, 2H)

2-135

0,56

506,2

CDCl; 6 8,91 (d, J= 2,0 Hz, 1H), 7,97 (dd, J=

8,1, 2,3 Hz, 1H), 7,71 (s, 1H), 7,22 (d, J= 8,1

Hz, 1H), 4,27 (m, 4H), 3,83 (m, 4H), 3,76 (s,

2H), 3,26 (M, 4H), 2,76 (s, 3H), 2,68 (M, 4H),
2,60 (s, 3H)

2-136

3,43y 3,85

493,2

CDCl3 9,23 (s, 1H), 9,20 (s, 2H), 7,76 (s, 1H),
4,32 (m, 4H), 3,87 (m, 4H), 3,80 (s, 2H), 3,30
(m, 4H), 2,79 (s, 3H), 2,71 (m, 4H)

2-137

5,00

393,2

0,676

DMSO & 13,15 (s, 1H), 8,60 (s, 2H), 8,53 (s,

1H), 7,62 (dd, J= 26,6, 4,9 Hz, 2H), 7,44 (m,

1H), 4,34 (s, 6H), 3,83 (s, 4H), 1,35 (t, J= 6,1
Hz, 3H)

2-138

3,99

370,2

0,012

CDCl3 5 8,78 (s, 2), 8,06 (s, 1H), 7,75 (s, 1H),
5,14 (s, 2H), 4,40 (s, 6H), 3,87 (s, 4H), 1,40 (t,
J=7,0 Hz, 3H)

2-139

2,75y 2,89

449,3

DMSO 5 8,65 (s, 1H), 8,56 (s, 1H), 8,41 (m,
1H), 7,67 (d, J= 7,1 Hz, 1H), 7,59 (d, J= 8,7 Hz,
1H), 7,44 (dd, J= 8,2, 7,3 Hz, 1H), 4,34 (m,
4H), 3,84 (m, 4H), 3,33 (m, 2H), 2,30 (M, 2H),
2,16 (s, 6H), 1,70 (d, J= 7,0 Hz, 2H)

2-140

4,60

436,2

DMSO & 13,24 (s, 1H), 8,65 (s, 1H), 8,56 (s,
1H), 8,41 (s, 1H), 7,68 (d, J= 6,5 Hz, 1H), 7,58
(d, J= 8,4 Hz, 1H), 7,44 (dd, J= 8,3, 7,3 Hz,
1H), 4,34 (m, 4H), 3,83 (m, 4H), 3,38 (M, 4H),
3,26 (s, 3H), 1,80 (m, 2H)

2-141

3,94y4.24

435,3

0,065

DMSO & 13,24 (s, 1H), 8,65 (s, 1H), 8,56 (s,
1H), 8,42 (s, 1H), 7,68 (d, J= 7,1 Hz, 1H), 7,58
(d, J= 8,2 Hz, 1H), 7,44 (dd, J= 8,2, 7,2 Hz,
1H), 4,34 (m, 4H), 3,84 (m, 4H), 3,41 (dd, J=
12,7, 6,1 Hz, 2H), 2,27 (m, 2H), 2,24 (s, 6H)

2-142

2,90

477,3

0,038

DMSO 5 13,24 (s, 1H), 8,65 (s, 1H), 8,56 (s,
1H), 8,42 (s, 1H), 7,68 (d, J= 6,8 Hz, 1H), 7,58
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(d, J= 8,5 Hz, 1H), 7,44 (m, 1H), 4,34 (s, 4H),
3,84 (m, 4H), 3,59 (m, 4H), 3,43 (dd, J= 12,1,
6,7 Hz, 2H), 2,45 (m, 6H)

2-143

3,05

393,2

DMSO 6 8,83 (s, 2H), 7,99 (s, 1H), 6,81 (s,
2H), 6,00 (m, 1H), 4,22 (m, 4H), 3,75 (M, 4H),
3,35 (m, 2H), 3,15 (m, 2H), 2,34 (m, 2H), 2,30

(s, 3H)

2-144

4,33

498,3

DMSO & 13,15 (s, 1H), 8,54 (t, J= 5,9 Hz, 1H),
8,08 (s, 1H), 7,96 (s, 1H), 7,59 (d, J= 8,3 Hz,
1H), 7,42 (dd, J= 8,2, 7,2 Hz, 1H), 7,29 (m,
5H), 5,45 (s, 1H), 4,67 (s, 2H), 4,32 (d, J= 5,9
Hz, 2H), 4,19 (m, 4H), 3,74 (m, 6H)

2-145

2,91

537,3

DMSO & 13,20 (s, 1H), 8,60 (s, 1H), 8,55 (d, J=
0,7 Hz, 1H), 7,90 (s, 1H), 7,64 (d, J= 7,1 Hz,
1H), 7,55 (d, J= 8,3 Hz, 1H), 7,42 (dd, J= 8,2,
7,2 Hz, 1H), 4,27 (m, 4H), 3,81 (m, 4H), 3,59
(m, 6H), 2,98 (s, 3H), 2,40 (s, 4H), 1,72 (t, I=

4,8 Hz, 4H)

2-146

3,24

397,2

0,295

DMSO & 9,16 (s, 1H), 8,67 (s, 1H), 8,58 (d, J=
4,1 Hz, 1H), 8,43 (t, J= 5,3 Hz, 1H), 8,33 (s,
1H), 8,31 (s, 1H), 7,50 (dd, J= 7,6, 5,0 Hz, 1H),
4,33 (s, 4H), 3,81 (s, 4H), 3,39 (m, 4H), 3,25 (s,
3H), 1,78 (m, 2H)

2-147

0,38y 1,62

396,2

0,832

DMSO & 9,16 (dd, J= 2,2, 0,6 Hz, 1H), 8,68 (s,
1H), 8,58 (dd, J= 4,8, 1,6 Hz, 1H), 8,33 (q, J=
1,9 Hz, 1H), 8,30 (s, 2H), 7,50 (ddd, J= 8,0,
4,8, 0,6 Hz, 1H), 4,33 (m, 4H), 3,81 (m, 4H),
3,39 (dd, J= 13,2, 6,7 Hz, 2H), 2,42 (t, J= 6,9
Hz, 2H), 2,19 (s, 6H)

2-148

3,04

383,2

0,617

DMSO 8 9,16 (d, J=, 1,7 Hz, 1H), 8,67, (s, 1H),
8,58 (dd, J= 4,7, 1,6 Hz, 1H), 8,41 (t, J=5,0
Hz, 1H), 8,31 (m, 2H), 7,50 (dd, J=, 8,0, 4,8
Hz, 1H), 4,33 (m, 4H), 3,81 (m, 4H), 3,48 (m,

4H), 3,28 (s, 3H)

2-149

3,08

565,3

13

DMSO & 13,20 (s, 1H), 8,61 (s, 1H), 8,55 (d, J=
0,8 Hz, 1H), 7,91 (s, 1H), 7,64 (dd, J= 7,1, 0,6
Hz, 1H), 7,55 (d, J= 8,3 Hz, 1H), 7,43 (dd, J=
8,3, 7,2 Hz, 1H), 4,28 (m, 4H), 3,81 (m, 4H),

3,66 (s, 2H), 3,08 (m, 4H), 2,84 (s, 3H), 2,50 (s,

4H), 1,49 (s, 8H)

2-150

2,97

537,3

2,8

DMSO 5 13,21 (s, 1H), 8,61 (s, 1H), 8,55 (d, J=
0,8 Hz, 1H), 7,90 (s, 1H), 7,65 (dd, J= 7,1, 0,5
Hz, 1H), 7,56 (d, J= 8,3 Hz, 1H), 7,43 (dd, J=
8,3, 7,2 Hz, 1H), 4,27 (m, 4H), 3,80 (m, 6H),
3,13 (s, 4H), 3,05 (m, 4H), 2,82 (s, 3H), 1,77

(m, 4H)

2-151

5,73

530,2

DMSO & 11,22 (s, 1H), 8,19 (s, 1H), 7,93 (s,

1H), 7,47 (s, 2H), 7,41 (m, 1H), 6,51 (m, 1H),

4,20 (m, 4H), 3,77 (m, 4H), 3,72 (s, 2H), 3,13
(m, 4H), 2,87 (s, 3H), 2,57 (m, 4H)

2-152

0,32

472,2

0,468

CDCl; 6 8,55 (s, 1H), 8,43 (d, J= 5,0 Hz, 1H),
7,55 (s, 1H), 7,46 (s, 1H), 7,16 (d, J= 5,0 Hz,
1H), 4,26 (m, 4H), 3,82 (m, 4H), 3,73 (s, 2H),
3,24 (m, 4H), 2,75 (s, 3H), 2,67 (m, 4H), 2,42
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CI50 de "H RMN (300 MHz; 5 en ppm, J en Hz)
PI3Ka (uM)

Nam.

R¢ [M+1]+ Método
comp.

(s, 3H)

CDCI3 8 8,12 (s, 1H), 7,50 (s, 1H), 7,44 (s, 1H),
6,63 (s, 1H), 4,26 (m, 4H), 3,93 (s, 3H), 3,83
(m, 4H), 3,74 (s, 2H), 3,26 (m, 4H), 2,76 (s,

3H), 2,68 (m, 4H), 2,37 (s, 3H)

2-153 3,07 502,2 2 2,4

DMSO & 9,16 (d, J= 1,7, 1H), 8,67 (s, 1H), 8,58
(dd, J=4,7, 1, 1H), 8,41 (t, J= 5,0, 1H), 8,31
(m, 2H), 7,50 (dd, J= 8,0, 4,8, 1H), 4,33 (m,
4H), 3,81 (m, 4H), 3,48 (s, 4H), 3,28 (s, 3H)

2-154 3,04 383,2 2 0,166

DMSO & 13,23 (s, 1H), 8,49 (t, J= 5,9, 1H),
8,07 (s, 1H), 7,84 (s, 1H), 7,78 (s, 1H), 7,62 (d,
J=8,4, 1H), 7,46-7,37 (m, 1H), 7,37-7,20 (m,
5H), 7,16 (d, J= 6,8, 1H), 6,96 (d, J= 3,9, 2H),
5,48 (s, 2H), 4,29 (d, J= 5,9, 2H), 4,22 (s, 4H),
3,81-3,69 (M, 4H), 3,65 (s, 2H)

2-155 3,08 548,2 2 -

CDCI3 d 8,53 (s, 1H), 7,80 (s, 1H), 7,62-7,34

(m, 3H), 4,89 (s, 1H), 4,36 (m, 4H), 4,12 (m,

2-156 4,98 488,3 2 - 1H), 3,89 (m, 4H), 3,25 (m, 2H), 2,86 (m, 1H),

2,62 (m, 1H), 2,46 (s, 3H), 1,90 (m, 4H), 1,16
(m, 6H)

DMSO & 13,23 (s, 1H), 8,64 (s, 1H), 8,80 (m,

2H), 8,42 (s, 1H), 8,05 (m, 1H), 7,67 (d, J= 6.8,

2-157 3,93 449,2 2 0,776 1H), 7,57 (d, J= 8,3, 1H), 7,45 (m, 1H), 4,34

(m, 4H), 3,85 (m, 4H), 3,35 (m, 2H), 3,26 (m,
2H), 1,82 (s, 3H)

DMSO & 9,17 (d, J= 1,6, 1H), 8,67 (s, 1H), 8,57
(m, 2H), 8,32 (m, 2H), 8,05 (m, 1H), 7,50 (dd,
J=7,7,5,1, 1H), 4,34 (m, 4H), 3,81 (m, 4H),
3,33 (m, 2H), 3,24 (m, 2H), 1,80 (s, 3H)

2-158 2,75 410,2 2 2,3

DMSO 5 9,16 (d, J= 1,6, 1H), 8,68 (s, 1H), 8,58

(dd, J= 4,7, 1,6, 1H), 8,28 (m, 3H), 7,50 (dd, J=

2-159 0,37 438,2 3 0,398 8,0, 4,2, 1H), 4,33 (s, 4H), 3,78 (m, 4H), 3,55

(m, 4H), 3,42 (m, 2H), 2,49 (m, 2H), 2,45 (m,
4H)

DMSO & 8,79 (s, 2H), 8,57 (s, 1H), 8,46 (s,
1H), 8,23 (s, 1H), 6,89 (s, 2H), 4,31 (s, 4H),
3,81 (s, 4H), 2,35 (s, 2H), 2,25 (s, 6H), 1,69 (m,
2H), 1,23 (s, 2H)

2-160 0,37 426,2 3 -

DMSO 6 8,77 (s, 2H), 8,44 (s, 1H), 8,39 (m,

1H), 8,21 (s, 1H), 6,88 (s, 2H), 4,29 (s, 4H),

3,79 (s, 4H), 3,38 (m, 4H), 3,25 (s, 3H), 1,75
(m, 2H)

2-161 3,73 413,1 2 -

DMSO 5 8,79 (s, 2H), 8,46 (s, 1H), 8,30 (s,
1H), 8,23 (s, 1H), 6,89 (s, 2H), 4,30 (s, 4H),
3,80 (s, 4H), 3,39 (s, 2H), 2,42 (s, 2H), 2,20 (s,
6H)

2-162 0,39y 2,74 4123 3 -

DMSO & 8,78 (s, 2H), 8,45 (s, 1H), 8,36 (s,
2-163 5,57 399,2 3 - 1H), 8,23 (s, 1H), 6,88 (s, 2H), 4,29 (m, 4H),
4,80 (m, 4H), 3,46 (m, 4H), 3,27 (s, 3H)

DMSO 5 8,77 (s, 2H), 8,45 (s, 1H), 8,28 (m,
1H), 8,20 (s, 1H), 6,88 (s, 2H), 4,29 (s, 4H),
3,79 (s, 4H), 3,59 (s, 4H), 3,49 (m, 2H), 2,43

2-164 0,37y 2,85 4543 3 0,011
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NGm. i CI50 de "H RMN (300 MHz; 5 en ppm, J en Hz)
comp. R: [M+1]+ Método PI3Ka (uM)

(m, 6H)

DMSO 5 8,81 (s, 2H), 8,09 (s, 1H), 6,75 (s,
2-165 0,38 488,3 3 - 2H), 4,16 (s, 4H), 3,69 (M, 4H), 3,58 (s, 2H),
3,02 (s, 4H), 2,78 (s, 3H), 2,44 (m, 7H)

CDCl3 5 8,10 (s, 1H), 7,70 (s, 1H), 6,68 (s, 1H),
4,24 (m, 4H), 3,96 (s, 3H), 3,82 (m, 4H), 3,75
(s, 2H), 3,28 (m, 4H), 2,80 (s, 3H), 2,71 (m,
4H), 2,23 (s, 2H)

2-167 3,49 536,2 2 -

DMSO & 8,76 (s, 2H), 8,40 (s, 1H), 7,70 (s,
1H), 6,82 (s, 2H), 4,22 (m, 4H), 3,76 (m, 4H),
3,69 (s, 2H), 3,32 (s, 4H), 3,04 (s, 4H), 2,81 (s,
3H), 1,74 (m, 4H)

2-169 0,33y 3,07 514,3 3 0,11

DMSO & 8,76 (s, 2H), 8,40 (s, 1H), 7,75 (s,
1H), 6,82 (s, 2H), 4,22 (m, 4H), 3,76 (M, 4H),
2-170 2,14 500,3 2 - 3,68 (s, 2H), 3,38 (m, 2H), 2,96 (dd, J= 9,9,
3,8, 2H), 2,90 (s, 3H), 2,81 (m, 2H), 2,59 (m,

2H)

DMSO & 8,76 (s, 2H), 8,34 (s, 1H), 7,63 (s,
2-171 4,13 338,2 2 0,05 1H), 6,81 (s, 2H), 4,19 (m, 4H), 3,75 (M, 4H),
2,03 (m, 1H), 0,91 (m, 2H), 0,79 (m, 2H)

DMSO & 8,79 (s, 2H), 8,47 (d, J= 0,8, 1H), 8,44

2172 4,12 366.2 2 0,032 (s, 1H), 6,92 (s, 2H), 4,23 (m, 4H), 3,78 (m, 4H)

CDCl3 & 8,54 (s, 2H), 7,74 (s, 1H), 7,30 (d, J=
2-173 | 0,33y 2,59 506,2 3 - 4,2, 1H), 4,25 (m, 4H), 3,86 (s, 2H), 3,83 (m,
4H), 3,32 (m, 4H), 2,79 (s, 7TH), 2,32 (s, 3H)

DMSO 5 8,78 (s, 2H), 8,46 (s, 1H), 7,89 (d, J=
2-174 3,11 298,2 2 0,191 | 1,0, 1H), 7,56 (d, J= 1,0, 1H), 6,84 (s, 2H), 4,26
(m, 4H), 3,76 (M, 4H)

DMSO 5 8,76 (s, 2H), 8,40 (s, 1H), 7,75 (s,
2-175 | 0,32y 2,40 397,2 3 0,083 1H), 6,83 (s, 2H), 4,22 (m, 4H), 3,76 (M, 4H),
3,57 (m, 6H), 2,44 (m, 4H)

DMSO & 8,75 (s, 2H), 8,37 (s, 1H), 8,19 (d, J=
6,4, 2H), 7,58 (s, 1H), 6,82 (s, 2H), 6,46 (s,
2H), 4,21 (d, J= 4,4, 4H), 3,85 (s, 2H), 3,76 (m,
4H)

2-176 4,29 405,2 3 -

DMSO & 8,77 (s, 2H), 8,42 (s, 1H), 7,67 (s,
2-177 3,45 356,2 2 - 1H), 6,82 (s, 2H), 5,09 (s, 1H), 4,23 (s, 4H),
3,76 (s, 4H), 1,48 (s, 6H)

DMSO & 8,81 (s, 2H), 8,04 (s, 1H), 6,82 (s,
2-178 2,72 553,2 2 - 2H), 4,18 (s, 4H), 3,71 (m, 4H), 3,60 (s, 2H),
3,03 (s, 4H), 2,79 (s, 3H), 2,48 (d, J= 4,7, 4H)

DMSO 5 8,88 (s, 2H), 7,91 (s, 1H), 7,30 (s,
2-179 3,76 460,2 2 - 1H), 6,89 (s, 2H), 4,25 (s, 4H), 3,75 (m, 4H),
3,39 (m, 4H), 3,12 (m, 4H), 2,99 (s, 3H)

DMSO & 8,74 (s, 2H), 7,88 (s, 1H), 7,23 (s,
2-180 | 0,32y3,18 499,2 3 - 2H), 4,44 (s, 4H), 3,77 (s, 4H), 3,70 (s, 2H),
3,12 (s, 4H), 2,87 (s, 3H), 2,56 (s, 4H)

2-181 3,17 312,2 2 0,11 DMSO & 8,76 (s, 2H), 8,37 (s, 1H), 7,61 (s,
1H), 6,80 (s, 2H), 4,21 (s, 4H), 3,75 (s, 4H),
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Nam.
comp.

R

(M+1]+

Método

CI50 de
PI3Ka (uM)

"H RMN (300 MHz; 5 en ppm, J en Hz)

2,33 (s, 3H)

2-182

5,08

519,2

0,245

DMSO & 13,24 (s, 1H), 8,64 (s, 1H), 8,55 (s,
1H), 8,43 (s, 1H), 8,12 (d, J= 8,6, 1H), 7,67 (d,
J=7.1, 1H), 7,58 (d, J= 8,1, 1H), 7,43 (d, J=
8,2, 1H), 4,33 (s, 4H), 4,05 (m, 6H), 3,83 (m,
4H), 2,91 (m, 1H), 1,77 (m, 2H), 1,56 (m, 2H),
1,20 (t, I= 7,1, 3H)

2-183

3,45

576,2

0,17

DMSO 6 13,22 (s, 1H), 8,46 (s, 1H), 8,11 (s,
1H), 7,65 (d, J= 7,1, 1H), 7,60 (d, J= 8,3, 1H),
7,46 (d, J= 7,3, 1H), 4,30 (m, 4H), 3,82 (m, 4H,
3,71 (s, 2H), 3,11 (m, 4H), 2,86 (s, 3H), 2,58
(m, 4H)

2-184

3,05

355,2

DMSO 5 8,64 (s, 2H), 8,30 (s, 1H), 8,22 (s,
1H), 8,07 (s, 1H); 6,74 (s, 2H), 4,16 (m, 4H),
3,65 (m, 4H), 2,68 (d, J= 3,9, 3H)

2-185

4,10

346,2

DMSO & 8,62 (s, 2H), 7,85 (d, J= 0,8, 1H), 6,94
(s, 2H), 4,17 (m, 4H), 3,74 (m, 4H), 2,38 (d, J=
0,5, 3H)

2-186

4,15

4222

0,066

DMSO & 13,17 (s, 1H), 8,58 (s, 1H), 8,49 (s,
1H), 8,35 (s, 1H), 8,31 (m, 1H), 7,61 (d, J= 7,2,
1H), 7,51 (d, J= 8,2, 1H), 7,39 (d, J= 7,2, 1H),
4,27 (m, 4H), 3,77 (m, 4H), 3,42 (m, 4H), 3,21

(s, 4H)

2-187

4,02

337,2

DMSO 5 8,74 (s, 2H), 7,83 (s, 1H), 7,20 (s,
2H), 4,43 (s, 4H), 3,76 (M, 4H), 2,37 (s, 3H)

2-188

4,03

496,2

0,003

DMSO & 8,77 (s, 2H), 8,44 (s, 1H), 8,25 (s,
1H), 8,09 (d, J= 8,5, 1H), 6,88 (s, 2H), 4,28 (s,
4H), 4,04 (m, 5H), 3,79 (m, 4H), 2,87 (s, 2H),
1,78 (d, J= 9,9, 2H), 1,57 (dt, J= 12,2, 8,4, 2H),

1,19 (t, = 7,1, 3H)

2-189

3,39

389,2

DMSO & 8,65 (s, 2H), 8,46 (s, 1H), 8,33 (s,
1H), 6,99 (s, 2H), 4,26 (s, 4H), 3,78 (m, 4H),
2,83 (d, J= 4,8, 3H)

2-190

3,11

311,2

CDCl3 6 8,83 (d, J= 1,8, 2H), 8,14 (s, 1H), 7,44
(s, 1H), 5,43 (s, 2H), 4,10 (dd, J= 11,4, 3,4,
2H), 3,84 (m, 1H), 3,67 (t, J= 11,5, 2H), 2,49

(s, 3H), 2,15 (m, 2H), 1,90 (m, 2H)

2-191

3,53

425,2

0,013

DMSO & 8,71 (s, 2H), 8,38 (s, 1H), 8,18 (s,
1H), 8,03 (d, J= 8,4, 1H), 6,81 (s, 2H), 4,22 (m,
4H), 3,96 (s, 1H), 3,83 (d, J= 11,1, 2H), 3,73
(m, 4H), 3,33 (m, 2H), 1,66 (M, 4H)

2-192

3,40

439,2

0,01

DMSO & 8,70 (s, 2H), 8,37 (s, 1H), 8,15 (s,
1H), 7,83 (d, J= 8,5, 1H), 6,80 (s, 2H), 4,50 (d,
J=4,4, 1H), 4,20 (s, 4H), 3,72 (m, 4H), 3,33
(m, 1H), 1,75 (m, 4H), 1,42 (m, 2H), 1,18 (m,
2H)

2-193

4,64

510,3

DMSO & 8,77 (s, 2H), 8,44 (s, 1H), 8,22 (s,
1H), 6,89 (s, 2H), 4,24 (m, 4H), 4,02 (m, 2H),
3,78 (m, 4H), 3,63 (m, 2H), 3,41 (m, 4H), 1,42

(s, 9H)
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(M+1]+

Método

CI50 de
PI3Ka (uM)

"H RMN (300 MHz; 5 en ppm, J en Hz)

2-194

3,77

433,3

DMSO & 8,66 (s, 2H), 8,50 (s, 1H), 8,36 (s,
1H), 7,00 (s, 2H), 4,25 (m, 4H), 3,78 (m, 4H),
3,48 (M, 4H), 3,28 (s, 3H)

2-195

4,52

382,2

DMSO 5 8,76 (s, 2H), 8,37 (s, 1H), 7,65 (s,
1H), 6,81 (s, 2H), 4,23 (m, 4H), 3,92 (d, J= 9,5,
2H), 3,77 (m, 4H), 3,46 (t, J= 10,8, 2H), 2,93
(m, 1H), 1,91 (d, J= 12,5, 2H), 1,69 (m, 2H)

2-196

2,58

473,2

0,021

DMSO 6 9,20 (s, 2H), 8,67 (s, 1H), 7,83 (s,
1H), 4,26 (m, 4H), 3,78 (m, 4H), 3,68 (s, 2H),
3,12 (m, 4H), 2,87 (s, 3H), 2,66 (s, 3H), 2,56

(m, 4H)

2-197

2,96

497,2

DMSO & 13,13 (s, 1H), 8,64 (s, 1H), 8,16 (s,
1H), 8,08 (s, 1H), 7,85 (s, 1H), 7,81 (d, J= 8,6,
1H), 7,69 (d, J= 8,5, 1H), 4,28 (m, 4H), 3,81
(m, 4H), 3,68 (s, 2H), 3,12 (s, 4H), 2,87 (s, 3H),
2,57 (s, 4H)

2-198

0,37

487,2

DMSO 5 8,39 (s, 1H), 8,35 (s, 1H), 7,76 (s,

2H), 5,96 (s, 2H), 4,22 (m, 4H), 3,77 (m, 4H),

3,66 (s, 2H), 3,11 (m, 4H), 2,87 (s, 3H), 2,56
(m, 4H), 2,11 (s, 3H)

2-199

0,37y 2,47

488,2

DMSO & 8,82 (s, 2H), 8,40 (s, 1H), 7,77 (s,

1H), 7,31 (q, J= 4,9, 1H), 4,23 (m, 4H), 3,76

(m, 4H), 3,66 (s, 2H), 3,10 (m, 4H), 2,87 (s,
3H), 2,84 (d, J= 4,8, 3H), 2,53 (M, 4H)

2-200

0,36y 1,99

488,2

0,032

DMSO & 8,24 (s, 1H), 8,05 (s, 1H), 7,81 (s,
1H), 6,67 (s, 2H), 4,17 (m, 4H), 3,75 (m, 4H),
3,67 (s, 2H), 3,11 (m, 4H), 2,87 (s, 3H), 2,55

(m, 4H), 2,39 (s, 3H)

2-201

0,35y 2,88

483,2

3,3

DMSO 5 9,33 (d, J= 2,3, 1H), 8,84 (s, 1H), 8,56

(dd, J=8,2, 2,2, 1H), 8,13 (d, J= 8,2, 1H), 7,86

(s, 1H), 4,28 (s, 4H), 3,78 (m, 4H), 3,69 (s, 2H),
3,12 (m, 4H), 2,87 (s, 3H), 2,56 (m, 4H)

2-202

0,36y 2,75

542,2

DMSO 6 8,56 (s, 1H), 8,08 (s, 1H), 7,86 (s,
1H), 7,45 (s, 2H), 4,16 (m, 4H), 3,72 (m, 4H),
3,67 (s, 2H), 3,11 (m, 4H), 2,87 (s, 3H), 2,52

(m, 4H)

2-203

0,36

473,2

DMSO & 8,55 (s, 1H), 7,94 (d, J= 5,4, 1H), 7,86
(s, 1H), 7,07 (s, 1H), 6,97 (d, J= 6,9, 1H), 5,97
(s, 2H), 4,26 (m, 4H), 3,78 (m, 4H), 3,67 (s,
2H), 3,12 (m, 4H), 2,87 (s, 3H), 2,56 (m, 4H)

2-204

0,35

488,2

10

DMSO 5 9,11 (s, 1H), 8,60 (s, 1H), 8,43 (d, J=
5,7, 1H), 7,95 (s, 1H), 7,18 (d, J= 5,8, 1H), 4,21
(m, 4H), 3,99 (s, 3H), 3,79 (M, 4H), 3,67 (s,
2H), 3,12 (m, 4H), 2,87 (s, 3H), 2,56 (m, 4H)

2-205

0,36y 2,23

491,2

DMSO & 8,43 (s, 1H), 8,38 (s, 1H), 7,85 (d, J=

12,7, 1H), 7,75 (s, 1H), 6,39 (s, 2H), 4,23 (m,

4H), 3,77 (m, 4H), 3,66 (s, 2H), 3,11 (m, 4H),
2,87 (s, 3H), 2,52 (m, 4H)

2-206

3,20

517,2

3,7

DMSO 6 9,16 (d, J= 1,4, 1H), 8,44 (dd, J= 8,1,
2,2, 1H), 8,18 (d, J= 8,2, 1H), 8,05 (s, 1H), 4,22
(m, 4H), 3,76 (m, 4H), 3,73 (s, 2H), 3,12 (m,
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4H), 2,87 (s, 3H), 2,56 (m, 4H)

2-207

2,72y 2,85

522,2

0,011

DMSO 5 8,70 (s, 2H), 7,95 (s, 1H), 7,45 (m,
1H), 4,19 (m, 4H), 3,75 (m, 4H), 3,71 (s, 2H),
3,12 (m, 4H), 2,86 (s, 3H), 2,83 (d, J= 6,3, 3H),
2,56 (M, 4H)

2-208

0,36y 2,32

522,2

DMSO 6 8,15 (s, 1H), 7,93 (s, 1H), 6,76 (s,
2H), 4,15 (m, 4H), 3,74 (m, 4H), 3,72 (s, 2H),
3,12 (m, 4H), 2,87 (s, 3H), 2,57 (m, 4H), 2,19

(s, 3H)

2-209

2,96y 3,0

576,2

DMSO 5 8,56 (s, 1H), 7,96 (s, 1H), 7,59 (s,
2H), 4,14 (m, 4H), 3,72 (m, 6H), 3,12 (m, 4H),
2,87 (s, 3H), 2,54 (m, 4H)

2-210

0,37y 1,70

507,2

DMSO & 7,98 (m, 2H), 6,84 (m, 2H), 6,04 (s,
2H), 4,20 (m, 4H), 3,76 (m, 4H), 3,72 (s, 2H),
3,12 (m, 4H), 2,87 (s, 3H), 2,53 (m, 4H)

2-211

0,36

522,2

DMSO & 8,53 (d, J= 5,8, 1H), 8,40 (s, 1H), 7,94
(s, 1H), 7,20 (d, J= 5,9, 1H), 4,14 (m, 4H), 3,86
(s, 3H), 3,73 (m, 6H), 3,12 (m, 4H), 2,87 (s,
3H), 2,57 (m, 4H)

2-212

2,85

507,2

MeOD 5 9,13 (s, 2H), 8,02 (s, 1H), 4,30 (m,

4H), 3,85 (dd, J=9,2, 4,5, 4H), 3,82 (s, 2H),

3,27 (m, 4H), 2,86 (s, 3H), 2,77 (s, 3H), 2,71
(m, 4H)

2-213

3,24

531,2

MeOD & 8,10 (s, 1H), 7,99 (s, 1H), 7,92 (s,
1H), 7,84 (d, J= 8,4, 1H), 7,56 (d, J= 8,2, 1H),
4,27 (m, 4H), 3,83 (m, 6H), 3,27 (m, 4H), 2,84

(s, 3H), 2,68 (m, 4H)

2-214

4,16

384,2

DMSO 5 8,91 (s, 2H), 8,23 (s, 1H), 6,89 (s,
2H), 4,32 (m, 6H), 3,78 (M, 4H), 2,74 (s, 3H),
1,33 (t, J= 7,1, 3H)

2-215

0,35

413,2

DMSO & 8,90 (s, 2H), 8,27 (s, 1H), 8,20 (s,
1H), 6,86 (s, 2H), 4,28 (m, 4H), 3,78 (M, 4H),
3,45 (m, 4H), 3,28 (s, 3H), 2,75 (s, 3H)

2-216

3,76

433,2

DMSO 5 8,91 (s, 2H), 8,44 (s, 1H), 8,20 (s,
1H), 6,92 (s, 2H), 4,29 (s, 4H), 3,79 (s, 4H),
3,45 (m, 4H), 3,25 (s, 3H)

2-217

4,79

355,2

DMSO 5 8,90 (s, 2H), 8,18 (s, 1H), 7,77 (s,
1H), 7,35 (s, 1H), 6,85 (s, 2H), 4,28 (s, 4H),
3,77 (m, 4H), 2,74 (s, 3H)

2-218

3,53y 3,76

5243

0,028

DMSO 5 8,75 (s, 2H), 8,38 (s, 1H), 7,78 (s,
1H), 6,82 (s, 2H), 4,25 (s, 4H), 4,00 (s, 2H),
3,76 (s, 6H), 2,36 (s, 2H), 1,34 (s, 9H), 1,15 (d,
J=5,8, 6H)

2-219

0,39

502,2

0,003

DMSO 5 8,76 (s, 2H), 8,39 (s, 1H), 7,80 (s,
1H), 6,82 (s, 2H), 4,25 (s, 4H), 4,02 (s, 2H),
3,76 (m, 4H), 3,34 (m, 2H), 2,84 (s, 3H), 2,53
(m, 2H), 1,20 (d, J= 5,8, 6H)

2-220

0,43

488,2

0,013

DMSO 5 8,77 (s, 2H), 8,41 (s, 1H), 7,76 (s,
1H), 6,83 (s, 2H), 4,23 (m, 4H), 3,77 (m, 4H),
3,65 (s, 2H), 3,18 (m, 4H), 3,04 (q, J= 7.4, 2H),
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Nam.
comp.

R

(M+1]+

Método

CI50 de
PI3Ka (uM)

"H RMN (300 MHz; 5 en ppm, J en Hz)

2,51 (m, 4H), 1,20 (t, = 7,4, 3H)

2-221

3,73y 4,03

516,3

0,011

DMSO 5 8,76 (s, 2H), 8,41 (s, 1H), 7,76 (s,
1H), 6,83 (s, 2H), 4,22 (m, 4H), 3,76 (m, 4H),
3,66 (s, 2H), 3,14 (m, 4H), 2,88 (m, 2H), 2,51

(m, 4H), 2,11 (m, 1H), 1,01 (d, J= 6,5, 6H)

2-222

4,07

445,1

0,082

DMSO & 8,57 (s, 2H), 8,21 (s, 1H), 7,60 (s,
1H), 6,63 (s, 2H), 4,03 (s, 4H), 3,61 (s, 2H),
3,56 (m, 4H), 2,89 (m, 4H), 2,76 (m, 4H)

2-225

4,23

536,3

DMSO & 8,74 (s, 2H), 8,35 (s, 1H), 7,70 (m,
6H), 6,82 (s, 2H), 4,20 (s, 4H), 3,74 (m, 4H),
3,60 (s, 2H), 2,90 (s, 4H), 2,50 (m, 4H)

2-226

0,36

396,3

0,077

DMSO 6 8,76 (s, 2H), 8,40 (s, 1H), 7,72 (s,

1H), 6,82 (s, 2H), 4,22 (s, 4H), 3,76 (m, 4H),

3,55 (s, 2H), 3,35 (s, 1H), 2,69 (m, 4H), 2,37
(m, 4H)

2-228

0,35y 2,84

500,4

0,108

DMSO & 8,77 (s, 2H), 8,40 (s, 1H), 7,80 (s,

1H), 6,83 (s, 2H), 4,21 (m, 4H), 3,76 (m, 4H),

3,63 (s, 2H), 3,38 (s, 2H), 3,19 (dd, J= 10,7,

2,3, 2H), 2,96 (d, J= 10,0, 2H), 2,85 (s, 3H),
1,99 (m, 2H), 1,66 (q, J= 6,1, 2H)

2-229

0,35y 0,87

411,3

0,114

DMSO 3 8,76 (s, 2H), 8,40 (s, 1H), 7,72 (s,
1H), 6,82 (s, 2H), 4,52 (d, J= 4,1, 1H), 4,22 (s,
4H), 3,76 (m, 4H), 3,56 (s, 2H), 3,42 (m, 1H),
2,75 (m, 2H), 2,10 (t, J= 9,7, 2H), 1,69 (m, 2H),

1,40 (m, 2H)

2-230

0,34

481,4

0,034

DMSO & 8,77 (s, 2H), 8,41 (s, 1H), 7,76 (s,
1H), 6,83 (s, 2H), 4,23 (s, 4H), 3,76 (m, 4H),
3,62 (s, 2H), 3,52 (m, 2H), 3,44 (m, 2H), 3,05

(s, 2H), 2,43 (m, 4H), 2,16 (s, 6H)

2-231

0,34

510,4

0,085

DMSO b 8,77 (s, 2H), 8,41 (s, 1H), 7,77 (s,
1H), 6,83 (s, 2H), 5,34 (q, J= 6,8, 1H), 4,23 (s,
4H), 3,77 (m, 4H), 3,64 (s, 2H), 3,45 (m, 4H),
2,49 (m, 2H), 2,41 (m, 2H), 2,02 (s, 3H), 1,28

(d, J=6,7, 3H)

2-232

0,42y 3,03

524,2y
424,2

MeOD 5 8,80 (s, 2H), 8,18 (s, 1H), 7,70 (s,
1H), 7,54 (m, 2H), 4,31 (s, 4H), 3,85 (s, 4H),
3,40 (s, 4H), 2,52 (s, 4H), 154 (s, 6H), 1,42 (s,
9H)

2-233

2,40y 2,87

502,2

DMSO & 8,80 (s, 2H), 8,44 (s, 1H), 7,77 (s,
1H), 6,86 (s, 2H), 4,25 (M, 4H), 3,79 (M, 6H),
3,59 (s, 3H), 2,87 (m, 3H), 2,72 (m, 2H), 2,28

(s, 3H), 1,91 (m, 2H), 1,54 (m, 2H)

2-234

0,39

468,2

DMSO 5 8,77 (s, 2H), 8,42 (s, 1H), 7,77 (s,
1H), 6,85 (s, 2H), 4,85 (d, J= 7,0, 1H), 4,40 (m,
1H), 4,23 (m, 4H), 3,78 (m, 4H), 3,64 (s, 2H),
3,44 (m, 4H), 2,40 (m, 4H), 1,16 (d, J= 6,5, 3H)

2-235

041y2,71

488,2

DMSO & 8,76 (s, 2H), 8,42 (s, 1H), 7,76 (s,
1H), 6,84 (s, 2H), 4,23 (m, 4H), 3,78 (m, 6H),
3,34 (m, 4H), 2,89 (s, 3H), 2,73 (m, 4H), 1,79

(m, 2H)
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NGm. i CI50 de "H RMN (300 MHz; 5 en ppm, J en Hz)
comp. R: [M+1]+ Método PI3Ka (uM)
MeOD & 8,71 (s, 2H), 8,07 (s, 1H), 7,58 (s,
2-236 0,41 424.2 3 - 1H), 4,20 (m, 4H), 3,75 (m, 4H), 3,21 (s, 2H),
2,73 (m, 4H), 2,50 (m, 4H), 1,39 (s, 6H)
DMSO 5 13,29 (s, 1H), 9.17 (s, 1H), 8,45 (s,
) ] 1H), 7,63 (m, 2H), 7,47 (m, 1H), 4,42 (q, J=
2-237 470 407.1 5 7.1, 2H), 4,28 (m, 4H), 3,82 (M, 4H), 2,64 (s,
3H), 1,40 (t, J= 7.1, 3H)
2-238 4.07 379.1 5 -
2239 3,02 3491 5 -
2-240 3,65 4232 5 -
2241 434 486,3 5 -
DMSO 5 8,77 (s, 2H), 8,37 (s, TH), 7,72 (s,
] 1H), 6,82 (s, 2H), 4,25 (s, 4H). 3,77 (M, 4H),
2242 | 04y301 | 5023 3 0.016 | 307 (s, 4H), 2,84 (s, 3H), 2,54 (M. 4H), 1,47 (s,
6H)
DMSO 5 8,89 (d, J= 10,8, 2H), 8,18 (s, 1H),
8,02 (d, J= 8,7, 2H), 7,54 (dd, J= 8,5, 6.5, 4H),
2-243 2,97 555,1 2 - 7,34 (d, J= 8.9, 2H), 4,27 (m, 4H), 3,78 (m,
4H), 3,49 (M, 4H), 2,50 (s, 3H), 2,31 (m, 4H),
2,19 (s, 3H)
DMS0 5 9,22 (s, 1H), 9,07 (s, TH), 8,22 (s,
] 1H), 8,03 (d, J= 8.6, 2H), 7,88 (d, J= 8.7, 2H),
2-244 4,58 4r3.4 2 0,144 7,57 (m, 5H), 7,41 (s, 1H), 4,24 (m, 4H), 3.78
(M. 4H), 2,50 (s, 3H)
DMSO 5 9,14 (s, 1H), 8,96 (s, 1H), 8,19 (s,
] ] 1H), 8,02 (d, J= 8.7, 2H), 7,90 (d, J= 8.7, 2H),
2-245 5,33 48173 2 7,58 (M, 5H), 7,36 (s, 1H), 4,27 (M, 4H), 3,81
(s. 3H). 3,78 (m, 4H), 2,50 (s, 3H)

Tabla 5. CI50 de Inhibicion de fosforilacion de AKT de algunos compuestos representativo de los ejemplos (uM),
como se prueban en el procedimiento de ensayo celular descrito anteriormente.

Compuesto nim. Célula p-AKT Compuesto num. Célula p-AKT
2-01 0,132 2-164 0,034
2-10 0,048 2-171 0,379
2-13 0,714 2-172 0,149
2-16 0,503 2-175 0,469
2-17 0,391 2-186 0,281
2-50 0,008 2-188 0,060
2-66 0,014 2-191 0,034
2-67 0,198 2-192 0,070
2-74 0,037 2-196 0,134
2-75 0,077 2-219 0,244
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2-79 0,042 2-220 0,098
2-142 0,116 2-221 0,135
2-154 1,05 2-222 0,095
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Ejemplo E
Introduccion

Se realizaron dos ensayos adicionales para respaldar adicionalmente la capacidad del Compuesto A para activar los
adipocitos marrones in vitro y para disminuir el peso corporal en ratones obesos. Un propésito adicional de estos
ensayos fue demostrar la actividad del compuesto A usando otros inhibidores de PI3K. Esto permite probar si los
efectos bioldgicos del Compuesto A estan compartidos por otros inhibidores de PI3K no relacionados, en cuyo caso
refuerza la idea de que los efectos del Compuesto A estan realmente mediados por los inhibidores de PI3K y no (por
ejemplo) por una diana que no es PI3K putativa del Compuesto A. Finalmente, permite que se compare la eficiencia
de diferentes inhibidores de PI3K en la obesidad.

Materiales y métodos
Métodos
Aislamiento y tratamiento de adipocitos pre-marrones

Los adipocitos marrones inmortalizados se obtuvieron del TAM interescapular de neonatos de 3-5 dias de edad y se
inmortalizaron por transduccién retroviral del antigeno grande-T (en el vector pBABE-puro, amablemente
proporcionado por James de Caprio, Dana Farber Cancer Institute, Boston). Los adipocitos pre-marrones resultantes
se cultivaron en DMEM con SBF al 10%. Para el tratamiento, los cultivos se lavaron con PBS y se trataron con
medio regular (DMEM con SBF al 10%) que contenia “Compuesto A” o el PI3Ki indicado, durante 4 h, a las
concentraciones indicadas.

Andlisis de proteinas y ARN

Para las inmunoelectrotransferencias, los adipocitos pre-marrones se lisaron en tampén de lisis (NaCl 150 mM, Tris
10 mM pH 7,2, SDS al 0,1%, Triton X-100 al 1,0%, desoxicolato al 1%, EDTA 5 mM). Las
inmunoelectrotransferencias se realizaron segun los procedimientos estandar usando los siguientes anticuerpos:
para la deteccion de P-S473-Akt, nimero de catélogo de sefializaciéon celular nim. 4058; para la deteccion de Akt
total, nimero de catalogo Upstate nim. 07-416; y para la 3-actina, nimero de catélogo Sigma AC-15.

Para los andlisis de ARN, se extrajo el ARN total de los adipocitos pre-marrones usando TRIZOL (Invitrogen). La
transcripcion inversa se realiz6 usando cebadores aleatorios y Ready-To-GoTM You-Prime First-Strand Beads (GE
Healthcare). Se realiz6 un PCR a tiempo real cuantitativo usando mezcla maestra Sybr Green | para ADN (Applied
Biosystems) en un termociclador ABlI PRISM 7700 (Applied Biosystem). El gen constitutivo usado para aportar la
normalizacion de todos los datos de gRT-PCR es —actina. Las secuencias de cebadores usadas son:

Ucpl-Fw 5-ACTGCCACACCTCCAGTCATT-3
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Ucpl-Rv 5-CTTTGCCTCACTCAGGATTGG-3’
Actina-Fw 5-GGCACCACACCTTCTACAATG-3
Actina-Rv 5-GTGGTGGTGAAGCTGTAGCC-3’

Andlisis del peso corporal

Los ratones se alimentaron o bien con dieta para roedores estandar (Harlan Teklad 2018, 18% de calorias
procedentes de grasa) o, cuando se indique, con una dieta alta en grasas (Research Diets D12451, 45% de calorias
totales procedentes de la grasa). Para medir la ingesta de alimento, los ratones se alojaron en jaulas metabolicas
durante 5 dias, y se midieron la ingesta de comida y agua, ademas de, la eliminacién de heces y orina durante los
ultimos 4 dias. La composicion corporal (contenido en grasa y masa magra) se determiné por Absorciometria por
rayos X de energia dual (DXA) (densitometro Lunar PIXlum, GE Medical Systems). La adquisicion de imagen durd 5
minutos con los ratones bajo anestesia mediante inhalacién de isofluorano al 2% en oxigeno al 100%. El andlisis de
la masa magra y la masa grasa se realizé usando una Region de interés (RDI) que comprende el cuerpo entero.

Resultados y discusion
En las Figuras 21, 2 y 23 el Compuesto A tal como se refiere anteriormente esta referenciado.

En la Fig. 21, los adipocitos pre-marrones (adipocitos marrones proliferativos explantados de ratones recién nacidos
e inmortalizados con antigeno T grande) se trataron con diferentes concentraciones de inhibidores de PI3K y su
capacidad para inhibir la fosforilacion de Akt (una lectura de buena fe de la actividad de PI3K) se evalud (Fig. 21,
panel superior). La actividad del Compuesto A esta dentro del intervalo de actividad de los otros dos inhibidores
probados, produciendo una inhibicién medible a 1 microM y una inhibicién completa a 10 microM.

Para evaluar si el Compuesto A fue capaz de activar la actividad disipadora de energia de los adipocitos marrones,
los niveles de expresién de ARNm de Ucpl se evaluaron (Fig. 21, paneles inferiores). Como se muestra en los
graficos, el Compuesto A indujo potencialmente los niveles de ARNm de Ucpl con una actividad similar a la de los
otros inhibidores (los tres inhibidores sobre-regularon los niveles de ARNm de Ucpl de 8-20 veces a la dosis de 10-
20 microM).

Ademas, cohortes de ratones obesos se trataron (n=4-7 por grupo, obesidad inducida por dieta alta en grasas
cronica, la ganancia de peso respecto a ratones con dieta estandar fue de 25) con el Compuesto A o uno de los
otros PI3Ki%. La dosis del Compuesto A en este ensayo fue un tercio menor que en el ensayo anterior (es decir 10
mg/kg), por lo que se anticip6é una velocidad mas lenta de pérdida de peso. Una velocidad mas lenta de pérdida de
peso se consideraria mas segura. Los ratones se dosificaron de la misma manera que anteriormente (ingesta
forzada una vez al dia durante 2 semanas, descansando durante el fin de semana). Los ratones tenian acceso ad
libitum a comida alta en grasa durante toda la duracidn del ensayo. La ingesta de comida se evalu6é y no cambi6
significativamente durante el tratamiento (Fig. 22, panel superior izquierdo). El peso corporal se disminuyé
significativamente (aproximadamente 10%) en el grupo de ratones tratados con 10 mg/kg de Compuesto A (Fig. 22,
panel superior derecho y panel inferior). El grupo de ratones tratados con 10 mg/kg del otro PI3Ki también mostro
una tendencia a perder peso. Una mayor dosis de este Ultimo PI3Ki (75 mg/kg) fue tan efectiva como 10 mg/kg de
Compuesto A. La densitometria con rayos X dual indicé que la pérdida de peso inducida por el Compuesto A fue
debida a la pérdida de masa grasa y no a una pérdida de masa magra (Fig. 23, notar que esta figura combina los
datos del ensayo actual; es decir, 10 mg/kg de Compuesto Ay 10 mg/kg o 75 mg/kg del otro PI3Ki, junto con datos
del ensayo anterior, 15 mg/kg de Compuesto A).

Juntos, estos resultados demuestran que el Compuesto A activa la disipacion de energia en los adipocitos marrones
in vitro y ademds confirman que el Compuesto A induce la pérdida de peso en ratones obesos sin afectar a la
ingesta de alimento o0 masa magra. Ademas, estas actividades se comparten con otros PI3Ki no relacionados,
demostrando por consiguiente que estos efectos estan mediados por la inhibicion de PI3K en mamiferos obesos y/o
mamiferos que experimentan equilibrio energético positivo.

Los datos de “falta” de actividad de pérdida de peso del Compuesto A en ratones no obesos son importantes (véase
la Figura 41). Esta “falta” de efecto es muy importante porque refuerza el concepto de que el inhibidor de PI3K
(Compuesto A) solo actla en el contexto de tensién nutricional por sobrealimentacion, es decir, dieta alta en grasas.
Este tipo de tension se conoce por activar el TAM de la misma forma que la tension térmica (estas son las dos
tensiones que activan el TAM, especificamente, la activacion de TAM inducida por la dieta e inducida por el frio).
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Tabla 1. Mortalidad perinatal de ratones Pten-tg

Cruces: Pten

++ +/+tg/e

xPten

Embriones EI3.S

Ratones destetados

Observado (n) Esperado Observado (n) Esperado
Pten™ 55% (42) 50% 72% (409) 50%
Pten”"9"* 45% (35) 50% 28% (162) 50%
Ensayo de Fisher p=0,1 p = 0,00001

Tabla 2. Descubrimientos patoldgicos tras la necropsia e histologia

COHORTE DE RATONES TS

Patologias observadas
Edad en . a Probable causa p
ID Sexo meses Punto final® | Censura de la muerte Otras patologias
IDnim.006 | Macho 18,9 HEP VALIDO Linfoma Glomeruloesclerosis
IDNGm.007 | hembra | 26,1 HEP VALIDO Linfoma Hiperplasia quistica del
endometrio
, < Sarcoma . .
IDnim.018 | Hembra 21,1 HEP VALIDO histiocitico Hepatoesteatosis y hepatitis
IDnGM.035 | Macho 26,4 HEP VALIDO Sarcoma Atrofia testicular
histiocitico
IDnAm.036 | Macho 26,0 HEP VALIDO Carcinoma Pancreatitis
hepatico
IDnam.037 | Macho | 25,1 HEP VALIDO Carcinomade | Adenoma tiroideo, adenoma
pulmén hepatico, hepatoesteatosis
) Carcinoma Hepatoesteatosis, hiperplasia
mnum.049 | Macho 20,6 HEP VALIDO . tiroidea, nefropatia, atrofia
hepatico )
testicular
) Carcinoma PIN de bajo grado, hiperplasia
IDnm.050 | Macho 20,6 HEP VALIDO hepati tiroidea, nefropatia,
epatico "
pancreatitis
mnum.055 | Hembra 13,0 HEP NO VALIDO dermatitis
IDNUm.056 | Hembra | 26,1 DIC VALIDO m.n.
IDnam.057 | Macho | 33,8 HEP VALIDO Linfoma PIN de bajo grado, atrofia
testicular
IDnm.058 | Macho 17,9 DIC VALIDO m.n
) Adenoma tiroideo, adenoma
IDnm.059 | Macho 31,9 HEP VALIDO Linfoma pulmonar, carcinoma hepatico,
hemangioma, pancreatitis
IDnGm.062 | Macho | 28,8 HEP VALIDO Linfoma PIN de bajo grado, .
glomeruloesclerosis, hepatitis
IDnm.063 | Macho 26,5 HEP NO VALIDO Dermatitis
mnim.065 | Macho 28,0 HEP VALIDO ﬁ.ar.c‘”?‘?‘ Atrofia testicular
istiocitico
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COHORTE DE RATONES TS

Patologias observadas

Edad en

Probable causa

ID Sexo Punto final® | Censura Otras patologias
meses de la muerte
IDnim.068 | Hembra 30,6 HEP VALIDO Sepsis Hiperplasia tiroidea
IDnAm.070 | Macho 14,8 DIC VALIDO m.n.
mnum.071 | Macho 23,6 HEP NO VALIDO Dermatitis
mnum.073 | Hembra 28,8 HEP VALIDO Linfoma Hiperplasia tiroidea
IDnim.074 | Hembra 32,7 HEP VALIDO m.n.
mndm.076 | Hembra | 33,9 HEP VALIDO Linfoma
) Adenoma hepatico, carcinoma
IDNGm.077 | Hembra 27,4 HEP VALIDO Linfoma pulmonar, hiperplasia tiroidea,
pancreatitis
Carcinoma de la glandula de
. Harder, carcinoma hepatico,
IDNGm.080 | Hembra 19,0 HEP VALIDO Carcinoma adenoma tiroideo, nefropatia,
pulmonar . . .
hiperplasia quistica del
endometrio
IDNim.081 | Hembra 22,8 HEP VALIDO Ulcera de Adenoma tiroideo
cornea
) Carcinoma pulmonar,
IDnim.082 | Macho 27,5 HEP VALIDO Fallo renal carcinoma hepético, edema
pulmonar, pancreatitis
IDNGm.084 | Hembra 24,2 DIC VALIDO m.n.
Hiperplasia tiroidea,
IDnGm.085 | Hembra | 21,3 HEP VALIDO Fallo cardiaco | NPerplasia quistica del
endometrio,
glomeruloesclerosis
IDnGm.088 | Macho 27,6 HEP VALIDO Fallo Adenoma tiroideo, pancreatitis
cardiovascular
IDNGmM.090 | Hembra | 33,4 HEP VALIDO Adenoma de Adenoma tiroideo
pituitaria
IDNim.091 | Hembra 7,1 HEP NO VALIDO Distocia
IDNGm.092 | Hembra | 24,7 HEP VALIDO Carcinoma Adenoma hepatico
pulmonar
IDNmM.094 | Hembra 31,5 DIC VALIDO m.n.
Linfoma, carcinoma de
) Mltioles pituitaria, carcinoma tiroideo,
IDNnimM.095 | Hembra 32,2 HEP VALIDO pies carcinoma pulmonar,
neoplasias ; . o
hiperplasia quistica de
endometrio
IDNGm.097 | Hembra 24,4 HEP VALIDO Linfoma Adenoma de pituitaria
IDnGM.098 | Hembra | 27,8 HEP VALIDO Adenoma de Linfoma, carcinoma tiroideo,
pituitaria hiperplasia de endometrio
IDNnim.099 | Hembra 18,2 HEP NO VALIDO Dermatitis
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COHORTE DE RATONES TS

Patologias observadas

Edad en

Probable causa

ID Sexo Punto final® | Censura Otras patologias
meses de la muerte
) Adenoma tiroideo,
IDnim.100 | Macho 20,2 HEP VALIDO Fallo renal hepatoesteatosis, nefropatia,
atrofia testicular
IDnGm.101 | Hembra | 24,3 HEP VALIDO Sarcoma
histiocitico
IDnim.102 | Hembra 17,4 HEP NO VALIDO Dermatitis
IDnGM.103 | Hembra | 29,1 HEP VALIDO Carcinomade | »0h0ma intestinal
pituitaria
IDnm.104 | Hembra 27,1 HEP VALIDO Fibrosarcoma Linfoma
IDnim.105 | Macho 9,6 EXP NO VALIDO
IDNim.106 | Hembra 25,1 HEP VALIDO Linfoma
IDnim.131 | Macho 11,2 HEP VALIDO m.n.
IDnGm.133 | Hembra | 28,9 HEP VALIDO Linfoma Adenoma tiroideo, adenoma
hepético
, < Fallo . .
IDnim.136 | Macho 26,2 HEP VALIDO 8 Hiperplasia tiroidea
cardiovascular
IDnAm.137 | Macho 17,6 HEP VALIDO Fallo renal PIN de bajo grado, adenoma
hepatico
Adenoma tiroideo, adenoma
) Sarcoma de glandula mamaria,
IDNm.139 | Hembra 28,2 HEP VALIDO . pancreatitis, nefropatia,
histiocitico . . o
hiperplasia quistica de
endometrio
IDnGm.141 | Macho | 21,9 HEP VALIDO Fallo Adenoma tiroideo, nefropatia,
cardiovascular hepatitis
, < Fallo
IDnGm.144 | Hembra 22,8 HEP VALIDO .
cardiovascular
Carcinoma pulmonar,
IDnGmM.145 | Hembra | 25,6 HEP VALIDO Linfoma carcinoma hepatico,
pancreatitis, hiperplasia
tiroidea
IDnim.147 | Macho 54 EXP NO VALIDO
IDN(im.148 | Hembra 32,1 DIC VALIDO m.n.
IDnim.149 | Macho 16,2 HEP VALIDO Histiocitico Hiperplasia tiroidea
Hiperplasia de placas de
IDnim.150 | Macho | 28,5 HEP VALIDO Fallo renal Peyer, hipertrofia cardiaca,
hiperplasia tiroidea, nefropatia,
prostatitis, atrofia testicular
IDnim.153 | Hembra 34,0 VIVA VALIDO
IDnGim.154 | Hembra 16,4 HEP NO VALIDO Dermatitis

133




ES 2704 961 T3

COHORTE DE RATONES TS

Patologias observadas

Edad en

Probable causa

ID Sexo Punto final® | Censura Otras patologias
meses de la muerte
IDnim.155 | Macho 13,5 HEP VALIDO neumonia
IDnim.156 | Macho 26,7 HEP VALIDO Linfoma Carcinoma pulmonar
IDnGim.158 | Macho 32,7 HEP VALIDO m.n.
Carcinoma de glandula
IDnim.159 | Hembra 25,4 HEP VALIDO Linfoma mamaria, adenoma pulmonar,
adenoma tiroideo, pancreatitis
IDNGm.160 | Hembra | 20,6 HEP VALIDO Sarcoma Hiperplasia quistica del
) ' histiocitico endometrio
IDnm.161 | Hembra 24,4 DIC VALIDO m.n.
IDnim.162 | Macho 18,1 HEP VALIDO m.n.
IDnim.163 | Hembra 21,0 HEP VALIDO Linfoma
, < Carcinoma de Hepatoesteatosis, pancreatitis,
IDNim.164 | Hembra 30,9 HEP VALIDO pituitaria nefropatia
IDntim.165 | Hembra | 29,9 HEP VALIDO Fallo Carcinoma de pituitaria,
cardiovascular edema pulmonar
) PIN de bajo grado, adenoma
IDnim.209 | Macho 23,5 HEP VALIDO Linfoma tiroideo, pancreatitis, atrofia
testicular
IDnim.210 | Macho 22,5 EXP NO VALIDO
IDnim.211 | Macho | 28,2 HEP VALIDO Sarcoma Carcinoma pulmonar,
histiocitico hiperplasia tiroidea
IDnim.212 | Macho 30,0 HEP VALIDO m.n.
IDnim.213 | Hembra 24,4 DIC VALIDO m.n.
IDnGim.214 | Hembra 19,3 HEP NO VALIDO dermatitis
IDnGim.215 | Hembra 22,7 HEP VALIDO Linfoma
IDnim.217 | Hembra 3,9 EXP NO VALIDO
) Fallo PIN de bajo grado,
IDnim.222 | Macho 25,3 HEP VALIDO . hepatoesteatosis, nefritis,
cardiovascular i
pancreatitis
IDnam.227 | Macho 161 HEP VALIDO Fallq Car_cmoma intestinal, atrofia
cardiovascular testicular
IDnim.232 | Macho 30,3 HEP VALIDO m.n.
IDnim.234 | Hembra | 22,8 DIC VALIDO m.n.
IDnim.237 | Macho 29.9 HEP VALIDO Carcinoma PIN_de bajo grado, atrofia
hepatocelular testicular
IDnim.241 | Hembra 28.3 HEP VALIDO Adenoma de Hepatoesteatosis, hiperplasia

pituitaria

quistica de endometrio
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COHORTE DE RATONES TS

Patologias observadas

Edad en

Probable causa

ID Sexo Punto final® | Censura Otras patologias
meses de la muerte
IDnim.243 | Macho 23,8 HEP VALIDO m.n.
) Sarcoma Hiperplasia tiroidea,
IDnim.247 | Macho 28,9 HEP VALIDO histiociti hiperplasia de pituitaria,
istiocitico ;
nefropatia
IDnim.248 | Macho 24,5 HEP VALIDO m.n
IDNim.249 | Hembra 20,6 HEP NO VALIDO dermatitis
IDnim.250 | Hembra 6,1 EXP NO VALIDO
IDnim.251 | Hembra 25,1 HEP VALIDO m.n.
Carcinoma de pituitaria,
IDnim.252 | Hembra | 27,3 HEP VALIDO ﬁ.af.com.a hiperplasia tiroidea,
istiocitico "
pancreatitis
. " Carcinoma de Hiperplasia quistica de
IDnim.254 | Hembra 25,3 HEP VALIDO pituitaria endometrio, pancreatitis
, < . Adenoma de pituitaria,
IDnim.271 | Hembra 26,9 HEP VALIDO Linfoma hiperplasia tiroidea
IDnim.272 | Macho 4,8 EXP NO VALIDO
IDnim.274 | Hembra 28,0 HEP VALIDO m.n.
IDNGM.279 | Hembra | 22,2 HEP VALIDO Sarcoma
histiocitico
IDnim.289 | Macho 18,0 HEP VALIDO Linfoma Hiperplasia de prostata
IDnim.306 | Hembra 19,1 HEP NO VALIDO Dermatitis
IDnam.307 | Hembra | 26,6 HEP VALIDO Linfoma Adenoma de pituitaria,
adenoma tiroideo
IDnm.320 | Hembra 17,2 DIC VALIDO m.n.
IDnGm.321 | Macho 21,3 HEP VALIDO Linfoma Carcinoma hepatico,
hepatoesteatosis
IDnim.322 | Macho 21,6 HEP VALIDO m.n
IDnim.323 | Hembra | 20,5 HEP VALIDO m.n
IDnm.330 | Macho 26,4 HEP VALIDO m.n
IDNGim.349 | Hembra 27,2 HEP VALIDO m.n
IDnim.352 | Hembra 25,9 DIC VALIDO m.n.
) Vesiculas
IDnim.353 | Macho 27,2 HEP VALIDO seminales PIN de grado bajo
agrandadas
IDnGM.355 | Macho 26,9 HEP VALIDO ﬁarc,".‘oma Hiperplasia de placas de
epatico Peyer
IDnim.380 | Macho 10,5 EXP NO VALIDO
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COHORTE DE RATONES TS

Patologias observadas

Edad en

Probable causa

ID Sexo Punto final® | Censura Otras patologias
meses de la muerte
IDnim.408 | Hembra | 24,3 DIC VALIDO m.n.
IDnim.411 | Hembra 16,5 HEP NO VALIDO Dermatitis
IDnim.431 | Hembra 23,8 HEP VALIDO Linfoma Pancreatitis, hepatoesteatosis
IDNGim.452 | Hembra 20,8 DIC VALIDO m.n.
IDnim.461 | Macho 15,7 HEP VALIDO m.n.
COHORTE DE RATONES PTEN-tg
Patologias observadas
ID Sexo Edad Punto final® | censura Probable causa Otras patologias
de la muerte
IDnGm.004 | Macho | 29,7 HEP VALIDO m.n. Pancreatitis, hiperplasia
tiroidea
IDNAm.005 | Macho | 31,6 HEP VALIDO Adenoma Hepatitis
tiroideo
IDNam.019 | Hembra | 31,3 HEP VALIDO Neumonia Nefropatia, pancreaitis,
hepatoesteatosis
IDNGm.038 | Hembra 6,9 HEP NO VALIDO Distocia
IDnm.051 | Macho 6,9 HEP NO VALIDO Maloclusién
IDnim.052 | Macho | 38,4 HEP VALIDO Carcinoma PIN de grado bajo, atrofia
hepético testicular
IDnim.054 | Macho 26,4 HEP VALIDO Nefropatia Pancreatitis
IDnUm.060 | Macho 28,8 DIC VALIDO m.n.
IDnim.064 | Macho 33,0 HEP VALIDO Linfoma Adenoma pulmonar
IDNGmM.069 | Hembra 6,2 HEP NO VALIDO Distocia
IDNam.072 | Macho | 32,2 HEP VALIDO Fallo Pancreatitis, hiperplasia
cardiovascular tiroidea
) Carcinoma de Ulcera de cornea, adenoma
IDNGmM.078 | Hembra 30,1 HEP VALIDO NN hepatico, hiperplasia tiroidea,
pituitaria .
linfoma
IDNm.083 | Macho 29,7 HEP VALIDO m.n.
IDNGmO086 | Hembra | 30,4 HEP VALIDO Carcinoma Hiperplasia tiroidea
hepatico
) Fallo Carcinoma pulmonar,
IDNim.093 | Macho 37,0 HEP VALIDO . nefropatia, hiperplasia de
cardiovascular N
pituitaria
IDNGmM.096 | Hembra 25,3 DIC VALIDO m.n
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COHORTE DE RATONES PTEN-tg

Patologias observadas

Probable causa

ID Sexo Edad Punto final® | censura Otras patologias
de la muerte
IDnim.130 | Macho 18,1 DIC VALIDO m.n.
IDnim.132 | Macho 34,2 HEP VALIDO m.n.
Hiperplasia quistica de
IDnam.135 | Hembra | 35,6 HEP VALIDO Fallo endometrio, pancreatitis,
cardiovascular nefropatia, adenoma de
pituitaria
IDnam.138 | Macho | 26,1 HEP VALIDO Carcinoma Pancreatits,
) ' hepético glomeruloesclerosis
IDndm.142 | Macho | 23,9 HEP VALIDO Fallo Hiperplasia tiroidea, hepatitis
cardiovascular
IDnim.143 | Macho 25,4 EXP NO VALIDO
IDnim.146 | Hembra 11,3 HEP VALIDO Tumor de ovario | Hepatitis
IDnim.151 | Macho 23,0 DIC VALIDO m.n.
IDNim.152 | Hembra 33,3 HEP VALIDO Linfoma Hiperplasia tiroidea
) Fallo Pancreatitis, nefropatia,
IDnim.157 | Macho 28,9 HEP VALIDO . hiperplasia tiroidea,
cardiovascular . . f
hiperplasia urotelial
IDnim.216 | Hembra 32,4 HEP VALIDO Linfoma
IDnim.218 | Hembra 33,8 VIVA VALIDO
IDnGm.220 | Macho 29,1 HEP VALIDO Ulcera de Pancreatitis
cérnea
IDnim.229 | Macho 32,1 HEP VALIDO Fallo renal Hiperplasia tiroidea
IDnGm.231 | Macho 26,0 HEP VALIDO Fallo Carcinoma hepatico,
cardiovascular nefropatia, atrofia testicular
IDnim.263 | Macho 19,1 HEP VALIDO Carcinoma Hepatitis
tiroideo
IDNUm.270 | Hembra | 27,9 DIC VALIDO m.n.
IDnam.280 | Hembra | 26,1 HEP VALIDO Fallo Hiperplasia quistica de
cardiovascular endometrio, nefropatia
IDnim.311 | Hembra 27,7 HEP VALIDO m.n.
IDnim.334 | Hembra | 20,4 HEP VALIDO Carcinoma Pancreatitis
hepatico
IDnim.338 | Hembra 25,8 HEP VALIDO Vasculitis Hiperplasia tiroidea
IDnim.346 | Macho 3,0 EXP NO VALIDO
IDnim.347 | Macho 3,0 EXP NO VALIDO
IDnim.348 | Macho 3,0 EXP NO VALIDO
IDNGm.350 | Hembra 28,5 DIC VALIDO m.n
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COHORTE DE RATONES PTEN-tg

Patologias observadas
ID Sexo Edad Punto final® | censura Z;oll;antiluee(r:;usa Otras patologias
IDnGmM.360 | Macho 2,7 EXP NO VALIDO
IDnGmM.365 | Hembra | 29,8 VIVO VALIDO
IDnam.382 | Hembra | 27,5 HEP VALIDO E:r'g’iovascular E;Rﬂ‘t};ﬁ;coma' adenoma de la
IDnim.393 | Macho 20,1 EXP NO VALIDO
IDNim.410 | Macho 19,3 EXP NO VALIDO
IDNim.412 | Hembra 28,5 VIVA VALIDO
IDnm.425 | Hembra 18,7 HEP NO VALIDO Maloclusién
IDnim.427 | Hembra 28,0 VIVA VALIDO
IDNnim.430 | Hembra 28,0 VIVA VALIDO
IDnim.463 | Macho 25,0 HEP NO VALIDO Dermatitis
IDnGm.468 | Macho 23,1 HEP VALIDO m.n. m.n.
IDnim.469 | Macho | 19,8 HEP VALIDO ﬁ:ggt’l‘fg“a Nefropatia
IDnim.472 | Hembra 26,5 VIVA VALIDO
IDNim.501 | Hembra 24,5 VIVA VALIDO
IDnim.531 | Macho 22,2 HEP NO VALIDO Dermatitis
IDNim.535 | Hembra 12,6 EXP NO VALIDO
IDNiM.599 | Hembra 19,8 VIVA VALIDO
IDnim.613 | Hembra 18,3 VIVA VALIDO
IDnim.614 | Hembra 18,3 VIVA VALIDO
IDNUmM.616 | Hembra 17,5 VIVA VALIDO
IDnim.651 | Macho 14,4 HEP NO VALIDO Dermatitis
IDNim.681 | Hembra 5,3 HEP NO VALIDO Malformacion

a. HEP: Punto final humanitario; se hace la eutanasia a los ratones después de signos claros de morbilidad y
malestar segun las Directrices para los puntos finales humanitarios para animales usados en la investigacion
biomédica (http://dels.nas.edu/global/ilar/Guide). Las jaulas se supervisaron diariamente por personal entrenado.
DIC: muerte en la jaula; los ratones se encontraron muertos en sus jaulas sin signos previos de morbilidad. EXP: los
ratones se usaron para experimentacion.

Tabla 3. Cohortes usadas en curvas de supervivencia

Genotipo Sexo Reclutado Novalido Estudiado Muertes Vivos HEp® DIC?
ts Macho 49 7 42 42 0 40 2
Hembra 63 11 52 52 0 42 10
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Genotipo Sexo Reclutado Novalido Estudiado Muertes Vivos HEp? DIC®
m+h 112 18 94 94 0 82 12
Pten-tg Macho 32 11 21 21 0 18 3
Hembra 31 5 26 15 11 12 3
m+h 63 16 47 36 11 30 6

a. HEP: punto final humanitario, se hizo la eutanasia a los ratones después de claros signos de morbilidad y
malestar segun las Directrices para los puntos finales humanitarios para animales usados en investigacion

biomédica. Las jaulas se supervisaron diariamente por personal entrenado.

b. DIC: muerte en la jaula; los ratones se encontraron muertos en sus jaulas sin signos previos de morbilidad.

Tabla 4. Ratones “no validos”

Causa Genotipo Machos Hembras Total no valido
Experimentacion ts 5 2 7
Pten-tg 7 1 8
Maloclusion o ts 0 0 0
malformacion
Pten-tg 1 2 3
Distocia ts n.a. 1 1
Pten-tg n.a. 2 2
Dermatitis ts 2 8 10
Pten-tg 3 0 3
Total no vélido ts 7 11 18
Pten-tg 11 5 16

Tabla 5. Comparaciones y riesgos de la prueba de rango logaritmico

Prueba del rango logaritmico

Relacién de
Sexo Comparacion x? p riesgos
macho ts frente a Pten-tg 8,166 0,0043 2,152
Hembra ts frente a Pten-tg 8,788 0,003 2,131
m-+h ts frente a Pten-tg 16,71 <0,0001 2,117

IC de 95% de
la relacion

1,272-3,640
1,292-3,514

1,478-3,034

Tabla 6. Datos de supervivencia®

Longevidad media + de

. Supervivencia Todos El 20% mas El 10% més
Sexo Genotipo n Intervalo . b b b
media (valor p) mayor (valor p)” mayor (valor p)
Machos ts 42 11,2-33,8 25,2 23,845,6 30,8+1,8 32,2+1,5
35,725

28,1+5,6 ' ' 37,7£1,0
Pten-t 21 18,1-38,4 28,9 P PPy
9 (0,005) 0,003) (0,010)
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Longevidad media + de

Sexo Genotipo n Intervalo Superviv_encia Todos . El 20% mas X El 10% mas X
media (valor p) mayor (valor p)°  mayor (valor p)
Hembras ts 52 17,2-35,0 25,8 26,1+4,0 32,2+1,6 33,4+1,1
Ptenty 26 11,3-35,6 301 21,6258 39,8510 SH5ELO
(0,26) (0,16) (0,34)
m+h ts 94 11,2-35,0 25,5 25,1+49 31,6%1,8 33,1+1,0
Ptenty 47  11,3-384 29,1 2(2',%%55')6 5’04:6901582) %g,’ggllé?

a. Todos los datos en meses

b. prueba t de Student

Tabla 7. Analisis de regresion de Cox?

Covariable B EE wald gl Sig. Expe) ¢ @ 9% balo
FDN 0,000 0,000 0,001 0,978 1,000 1,000-1,000
MAD -0,044 0,038 1,348 0,246 0,957 0,888-1,031
PAD -0,020 0,033 0,365 0,546 0,981 0,920-1,045

SEXO -0,216 0,219 0,972 0,324 0,806 0,525-1,237
GEN 0,887 0,266 11,149 0,001 2,429 1,443-4,089

a. FDN: fecha de nacimiento, MAD: madre; PAD: padre. Las variables sexo y genotipo (GEN) se sustituyeron con un
conjunto de variables de indicador para indicar la presencia o ausencia de pertenencia a la categoria. B es el
coeficiente de regresién no estandarizado y su error estandar (EE), su valor estadistico de la prueba de Wald (Wald),
los grados de libertad (gl), y la significancia (Sig.). Exp(B) para la covariable de interés es el cambio predicho de la
relacion de riesgo para el aumento de una unidad en el indicador y el intervalo de confianza (IC) al 95% para exp(B).
n=66 para ts y n=26 para ratones Pten-tg.

Tabla 8. Pruebas de supervivencia media y rango logaritmico con subconjuntos seleccionados aleatoriamente de
ratones ts del grupo del mismo tamafio que el grupo correspondiente de ratones Pten-tg

Machos

Sub-grupo aleatorio ts (n=21) Grupo Pten-tg (n=21) Prueba de rango logaritmico
NGm. 1D (Srggsé\éi)vencia media (Snlqjgger\éi)vencia media X2 D

1 26,40 28,90 4,765 0,0291
2 23,80 28,90 8,093 0,0044
3 21,90 28,90 11,75 0,0006
4 26,00 28,90 6,474 0,0109
5 25,10 28,90 5,204 0,0225
6 26,40 28,90 5,713 0,0168
7 26,00 28,90 6,070 0,0138
8 23,80 28,90 8,033 0,0046
9 26,40 28,90 3,957 0,0467
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Sub-grupo aleatorio ts (n=21)

Grupo Pten-tg (n=21)

Prueba de rango logaritmico

NGm. 1D Supervivencia media Supervivencia media X2 D
(meses) (meses)

10 26,00 28,90 5,623 0,0177

Hembras

Sub-grupo aleatorio ts (n=26)

Grupo Pten-tg (n=26)

Prueba de rango logaritmico

NGm. ID (Srggsé\éi)vencia media (Sr:ljsgé\'/si)vencia media NG D

1 24,90 30,10 21,85 <0,0001
2 24,90 30,10 19,06 <0,0001
3 24,55 30,10 23,57 <0,0001
4 25,35 30,10 20,59 <0,0001
5 25,20 30,10 23,11 <0,0001
6 24,35 30,10 25,43 <0,0001
7 24,90 30,10 24,72 <0,0001
8 24,75 30,10 21,30 <0,0001
9 24,75 30,10 21,06 <0,0001
10 25,10 30,10 22,84 <0,0001

Tabla 9. Andlisis de la covarianza (ANCOVA) usando un Modelo lineal general (MLG) para la relacion entre el gasto
energético (GE) y las covariables genotipo y peso corporal (PC)

a

Machos (ts: n=8, tg: n=8)

GEN (valor p) PC (valor p)
GE 1+d 5,716e-05 0,006506
GE luz 0,0001072 0,0123942
GE oscuridad 0,0002687 0,0135485

Curvas de regresion:

GE 1+d =8918,64 + 479,04*(GEN(0,1))+ 286,09*PC; R’ ajustado: 0,7398, valor p: 6,241e-05

GE luz = 3852,40 + 163,19%(GEN(0,1)) + 138,96*PC; R? ajustado: 0,7079; valor p: 0,0001324

GE oscuridad = 5066,24 + 315,85*(GEN(0,1)) + 147,13*PC,; R? ajustado: 0,6709; valor p: 0,0002874

Hembras (ts: n=8; tg: n=9)

GEN (valor p)

PC (valor p)

GE 1+d

8,256e-07

1,30ge-05
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GEN (valor p) PC (valor p)
GE luz 1,161e-06 2,122e-05
GE oscuridad 6,918e-06 7,243e-05

Curvas de regresion:

GE 1+d =8812,15 + 499,74*(GEN(0,1)) + 384,08*PC; R? ajustado: 0,8736; valor p: 2,027e-07

GE luz = 3355,83 + 239,52*(GEN(0,1)) + 211,16*PC; R? ajustado: 0,8654; valor p: 3,135e-07

GE oscuridad = 5456,32 + 260,22*(GEN(0,1)) + 172,91*PC; R? ajustado: 0,8276; valor p: 1,774e-06

a. La distribucién normal de cada variable se evalu6 por la prueba de Kolmogorov-Smimov. La igualdad de varianza
alrededor de la linea de regresion de cada grupo se confirmé para cada variable usando la prueba F. El andlisis de
covarianza (ANCOVA) que usa modelos lineales generalizados (MLG) se usaron para comparar el gasto energético
total (GEI+d), el GE durante la fase de luz (GEluz), o GE durante la fase de oscuridad (GEoscuridad) entre los
ratones tipo salvaje (ts=O) y Pten-tg (tg=I) después del ajuste para el peso corporal (PC). No se encontraron
interacciones entre las variables de prediccion. Los andlisis estadisticos se realizaron con software R (http://www.r-
project.org/).

Tabla 10. Secuencias de cebadores usadas en gRT-PCR

Adipog-Fw 5'-GGATGCTACTGTTGCAAGCTC-3'
Adipog-Rv S-TCCTGTCATTCCAACATCTCC-3'
aP2-Fw 5'-GCAGACGACAGGAAGGTGA-3'

aP2-Rv 5-CTTGTGGAAGTCACGCCTTT-3'
Cidea-Fw 5-ATCACAACTGGCCTGGTTACG-3'
Cidea-Rv 5-TACTACCCGGTGTCCATTTCT-3'
Cox7a1-Fw 5'-CAGCGTCATGGTCAGTCTGT-3'
Cox7a1-Rv 5'-AGAAAACCGTGTGGCAGAGA-3'
Cox8b-Fw 5'-GAACCATGAAGCCAACGACT-3'
Cox8b-Rv 5'-GCGAAGTTCACAGTGGTTCC-3'
CoxIVb-Fw 5'-AGATGAACCATCGCTCCAAC-3'
CoxIVb-Rv 5-ATGGGGTTGCTCTTCATGTC-3'
Cytc-Fw 5'-GGAGGCAAGCATAAGACTGG-3'
Cytc-Rv 5-TCCATCAGGGTATCCTCTCC-3'
ElovI3-Fw S-GATGGTTCTGGGCACCATCTT-3'
ElovI3-Rv 5-CGTTGTTGTGTGGCATCCTT-3'
Glut4-Fw 5-ACGGTCTTCACGTTGGTCTC-3'
Glut4-Rv 5'-CTCAAAGAAGGCCACAAAGC-3'
mCpt1-Fw 5-TTGCCCTACAGCTCTGGCATTTCC-3’
mCpt1-Rv 5 GCACCCAGATGATTGGGATACTGT-3'
Pgcla-Fw 5'-AAGTGTGGAACTCTCTGGAACTG-3'
Pgcla-Rv 5'-GGGTTATCTTGGTTGGCTTTATG-3'
Pparg-Fw 5'-AGGCCGAGAAGGAGAAGCTGTTG-3'
Pparg-Rv 5-TGGCCACCTCTTTGCTCTGCTC-3'
Pten-Fw 5'-CAAATATTATTGCTATGGGATTTCCTGC-3'
Pten-Rv 5-GCTGTGGTGGGTTATGGTCTTC-3'
Ucp1-Fw 5'-ACTGCCACACCTCCAGTCATT-3'
Ucp1-Rv 5-CTTTGCCTCACTCAGGATTGG-3'
Ucp3-Fw 9'-ACTCCAGCGTCGCCATCAGGATTCT-3’
Ucp3-Rv 5'-TAAACAGGTGAGACTCCAGCAACTT-3’
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REIVINDICACIONES

1. Un inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa para usar en el tratamiento o prevencion de una enfermedad o afeccion
asociada con la expresion del coactivador 1-a del receptor gamma activado por proliferadores de peroxisoma
(Pgc1a) y/o proteina de desacoplamiento 1 (Termogenina/Ucp1) en adipocitos marrones, en el que la enfermedad o
afeccion se selecciona del grupo que consiste en obesidad, una enfermedad o afeccién asociada a la obesidad (tal
como diabetes tipo 2 (comienzo en adultos), alta presion sanguinea, ictus, ataque al corazén, fallo cardiaco, calculos
biliares gota y artritis gotosa, osteoartritis, apnea del suefio y sindrome de Pickwick) y esteatosis.

2. El inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa para usar segun la reivindicacion 1, en el que la enfermedad o afeccion es
una enfermedad o afeccién asociada con el desequilibrio energético.

3. El inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa para usar segun la reivindicacién 1 o 2 en el que la enfermedad o afeccion
es una enfermedad o afeccién asociada con el desequilibrio energético positivo.

4. El inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa para usar segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3 en el que la
enfermedad o afeccién es obesidad.

5. El inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa para usar segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4 en el que el
inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa es:

(a) se selecciona del grupo que consiste en inhibidores de fosfoinositida 3-quinasa de clase |, inhibidores de
fosfoinositida 3-quinasa de clase Il e inhibidores de fosfoinositida 3-quinasa clase |I;

(b) un inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa de clase IA o un inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa de clase 1B;

(c) un inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa de clase IA que inhibe la isoforma p110a, isoforma p110f y/o isoforma
p1109;

(d) un inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa de clase IA que inhibe la isoforma p110a y la isoforma p1105:
(e) un inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa de clase IB de la isoforma p110y; y/o

(f) se selecciona del grupo que consiste en wortmanina, demetoxiviridina, LY294002, PX-866, palomida 529,
GSK615, 1C87114, fosfatasa y homélogo de tensina (Pten), BEZ-235, BKM-120, CAL-101, CAL-263, XL-147, XL-
765, GDC-0941, GSK2126458, PBI-05204, PF-4691502, SF-1126 y un compuesto de formula I:

)
5 ”)\Q%

en el que:

R? y R® independientemente representan:

(i) hidrogeno;

(i) Q;

(iii) alquilo C1-12 sustituido opcionalmente por uno o més sustituyentes seleccionados de =0, =S, :N(Rloa) y QZ; o]

R?0R® pueden representar un fragmento de formula 1A,

R\

b’

N— (C(R™),), A
R

m representa 0, 1, 2, 3, 4,50 6;
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cada R™ representa hidrégeno, halo (p.ej. fluoro) o alquilo C1.¢ opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes
seleccionados de E'; o

los dos grupos R™ pueden unirse para formar (junto con el atomo de carbono necesario al que esos grupos R™
estan necesariamente unidos) un anillo (espiro-ciclico) de 3 a 6 miembros, cuyo anillo contiene opcionalmente uno o
mas dobles enlaces, y contiene opcionalmente un heteroatomo adicional seleccionado de nitrégeno, azufre y
oxigeno, y cuyo anillo esta opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes seleccionados de E%

Ry R® estan unidos, junto con el necesario atomo de nitrégeno al que estan necesariamente unidos, para formar un
primer grupo ciclico de 3 a 7 miembros, que contienen opcionalmente un heteroatomo adicional seleccionado de
nitrégeno, azufre y oxigeno, y cuyo anillo:

(a) esta condensado a un segundo anillo que es o bien un grupo heterocicloalquilo saturado de 3 a 7 miembros que
contiene uno o cuatro heteroatomos seleccionados de oxigeno, azufre y nitrégeno (preferiblemente oxigeno y
nitrégeno), un anillo carbociclico saturado de 3 a 12 miembros, o un anillo carbociclico o heterociclico, insaturado, de
5 a 12 miembros (en que los heteroatomos se seleccionan preferiblemente de azufre y, especialmente, nitrdgeno y
oxigeno);

(b) comprende un grupo conector —(C(R)2)p- y/0 —(C(R*)2)-O-(C(R*)2)s- (enelque pes102;res0o0l;ses0o01l;y
cada R” representa independientemente hidrégeno o alquilo C1.6), uniendo cualquiera de dos atomos no adyacentes
del primer anillo de 3 a 7 miembros (es decir, formando una estructura en puente); o

(c) comprende un segundo anillo que es o bien un anillo carbociclico saturado de 3 a 12 miembros o un grupo
heterocicloalquilo saturado de 3 a 7 miembros que contiene uno a cuatro heterodtomos seleccionados de oxigeno y
nitrégeno, y cuyo segundo anillo estd unido con el primer anillo por medio de un Unico atomo de carbono comun a
ambos anillos (es decir, formando un espirociclo),

Todos los grupos ciclicos, definidos g)or la unién de R*y R®, estan opcionalmente sustituidos por uno o mas
sustituyentes seleccionados de =O y E~;

R* representa hidrégeno o un sustituyente seleccionado de halo, -CN, -OR*®, -N(R'®)R™®, -C(O)N(R'®)R™®, -
C(O)Rmb, alquilo C1.6 y heterocicloalquilo (p.ej. un heterocicloalquilo de 3 a 7 miembros), cuyos ultimos dos grupos
estan opcionalmente sustituidos por uno 0 mas sustituyentes seleccionados de E* y =0;

Pero en los que al menos uno de R? R® y R* representa un sustituyente distinto de hidrégeno;

R® representa arilo o heteroarilo (los cuales estan opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes
seleccionados de E®);

Cada Q' y Q? representa independientemente, en cada ocasion que se use en la presente memoria:

Halo, -CN, -NO;, -N(R')R™? -OR'® -C(=Y)-R'®, -C(=Y)-OR™®, -C(=Y)N(R1033Rlla, -OC(=Y)-R'®, -OC(=Y)-OR™™®, -
OC(=Y)N(R™R™?  -0S(0),0R'*, -OP(:Y)(ORloa)(OR“a%, -OPgORl %(OR™), -NR™)C(=Y)R™,
N(Rlza)CS:Y)ORlla, -N(Rlza)C(:Y)N(Rloalela, _NR12aS(O)2Rl a’ _NR:L aS(O)zN(Rloa)Rlla, -S(O)zN(Rloa)Rlla, _
SC(=Y)R'®, -S(0);R'®, -SR™ -S(O)R'®, alquilo Cii1s, heterocicloalquilo (cuyos dos Ultimos grupos estan
opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes seleccionados de =0, =S, :N(Rma) y EG), arilo o heteroarilo
(cuyos dos ultimos grupos estan opcionalmente sustituidos por uno 0 mas sustituyentes seleccionados de E7);

Cada R'® R R'2 R'™ R R' representan independientemente, en cada ocasion que se usen en la presente
memoria, hidrégeno, alquilo Ci-12, heterocicloalquilo (cuyos dos Ultimos grupos estan opcionalmente sustituidos por
uno o mas sustituyentes seleccionados de =0, =S, =N(R*®) y E'9), arilo o heteroarilo (cuyos dos tltimos grupos estan
opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes seleccionados de Ell); o]

Cualquier par relevante de R0 RHa y R'2 (por ejemplo, cuando se unen al mismo atomo, atomo adyacente (es

decir, relacion 1,2) o a atomos que estan a dos atomos de distancia, (es decir, en una relacion 1,3) y/o cualquier par
de R*® y RMP pueden estar unidos para formar (p.ej. junto con el atomo de nitrégeno necesario al que pueden estar
unidos) un anillo de 4 a 20 miembros, que contiene opcionalmente uno o mas heteroatomos (por ejemplo, ademas
de los que pueden estar ya presentes, p.ej. (un) heteroatomo(s) seleccionados de oxigeno, nitrégeno y azufre), que
contiene opcionalmente una o mas insaturaciones (preferiblemente, dobles enlaces), y cuyo anillo esta
opcionalmente sustituido por uno o méas sustituyentes seleccionados de =0, =S, =N(R*) y E**;

cada E', E?, E® E* E° E° E’, E', E' y E™ representa independientemente, en cada ocasién que se usen en la
presente memoria,

(i) Q%

(i) alquilo C1-12 sustituido opcionalmente por uno o mas sustituyentes seleccionados de =0 y Q%o
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Cualquiera de dos grupos E*, E?, E®, E*, E°, E®, E/, E™, E* y E* por ejemplo en grupos alquilo C1.12, p.€j. cuando
estan unidos al mismo atomo de carbono o carbonos adyacentes o en grupos arilo, p.ej. cuando estan unidos a
atomos de carbono adyacentes, pueden unirse para formar un anillo de 3 a 12 miembros, que contiene
opcionalmente una o mas (p.ej. una a tres) insaturaciones (preferiblemente, dobles enlaces), y cuyo anillo esta
opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes seleccionados de =0 y Jh

Cada Q* y Q° representa independientemente, en cada ocasion que se usen en la presente memoria:

Halo, -CN, -NO,, -N(R®)R**, -OR?, -C(=Y)-R?, -C(=Y)-OR?, -C(:YgN(RZO)RZl, -OC(:YE-RZO, -OC(=Y)-OR%, -
OC(=Y)N(R®)R?, -0S(0),0R?, -OP(=Y)(OR?)(OR?), -OP(OR®)(OR%), -N(R*)C(=Y)R*, -N(R®)C(zY)OR?%, -
N(R*)C(=Y)N(R?)R?, -NR¥®S(0):R?, -NR?S(0)N(R)R*, -S(0).N(R)R*', -SC(=Y)R*’, -S(0);R”, -SR®, -
S(O)RZO, alquilo Cy.6, heterocicloalquilo (cuyos dos Ultimos grupos estan opcionalmente sustituidos por uno o mas
sustituyentes seleccionados de =0 y Jz), arilo o heteroarilo (cuyos dos ultimos grupos estan opcionalmente
sustituidos por uno o mas sustituyentes seleccionados de J3);

Cada Y representa independientemente, en cada ocasién que se usan en la presente memoria, =O, =S, =NR?* 0 =N-
CN;

Cada R®, R?, R? y R® independientemente representan, en cada ocasion que se usan en la presente memoria,
hidrégeno, alquilo Ci.6, heterocicloalquilo (cuyos dos ultimos grupos estan opcionalmente sustituidos por uno o mas
sustituyentes seleccionados de J* y =0), arilo 0 heteroarilo (cuyos dos Ultimos grupos estan opcionalmente
sustituidos por uno o mas sustituyentes seleccionados de J°); o

Cualquier par relevante de R?, R* y R?, puede (por ejemplo, cuando se unen al mismo atomo, 4tomo adyacente
(es decir, relacion 1,2) o a atomos que estan a dos atomos de distancia, es decir en una relacién 1,3) unirse para
formar (p.ej. junto con el &tomo de nitrégeno necesario al que pueden estar unidos) un anillo de 4 a 20 (p.ej. 4 a 12)
miembros, que contiene opcionalmente uno o0 més heterodtomos (por ejemplo, ademas de los que pueden estar ya
presentes, p.ej., (un) heterodtomo(s) seleccionado(s) de oxigeno, nitrdgeno y azufre), que contiene opcionalmente
una o mas insaturaciones (preferiblemente, dobles enlaces), y cuyo anillo esta opcionalmente sustituido por uno o
mas sustituyentes seleccionados de J°y =O;

Cada Jl, JZ, J3, J4, F® y J¢ representa independientemente, en cada ocasion que se usa en la presente memoria:
0 Q"

(ii) alquilo Ci.s 0 heterocicloalquilo, los cuales estdn opcionalmente sustituidos por uno o mas sustituyentes
seleccionados de =0y Q%

Cada Q’ y Q° representa independientemente en cada ocasion que se usan en la presente memoria:

-CN, o preferiblemente, halo, -N(R*)R>", -OR*, -C(=Y?)-R*’, -C(=Y?)-OR®, -C(=Y*)N(R*)R**, -N(R**)C(=Y)R™, -
NR>’S(0),R%, -S(0),R*, -SR*, -S(0)R*®, 0 alquilo C1.¢, opcionalmente sustituido por uno o mas atomos fluoro;

Cada Y? representa independientemente, en cada ocasion en que se use en la presente memoria, =0, =S, =NR* o
=N-CN;

Cada R*, R™, R*y R*® representa independientemente, en cada ocasién en que se use en la presente memoria,
hidrggerég o alquilo Ci.6 opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes seleccionados de fluoro, -OR® y —
N(R*HR®: o

Cualquier par relevante de R, R®* y R* puede (por ejemplo cuando se unen al mismo atomo o atomos adyacentes)
unirse para formar un anillo de 3 a 8 miembros, opcionalmente que contiene uno o mas heteroatomos (por ejemplo,
ademas de los que pueden ya estar presentes, heterodtomos seleccionados de oxigeno, nitrégeno y azufre), que
contiene opcionalmente una o0 mas insaturaciones (preferiblemente, dobles enlaces), y cuyo anillo esta
opcionalmente sustituido por uno o mas sustituyentes seleccionados de =O y alquilo C1.3;

R% R y R%2 representan independientemente hidrégeno o alquilo Ci1¢ opcionalmente sustituidos por uno o mas
atomos de fluoro;

O un éster, amida, solvato o sal de los mismos farmacéuticamente aceptables.
6. El inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa para usar segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que:

(a) la expresion de coactivador 1-a del receptor gamma activado por proliferadores de peroxisoma (Pgci1a) se
aumenta esta aumentada en los adipocitos marrones;

(b) la expresion de la proteina de desacoplamiento 1 (Termogenina/Ucpl) estd aumentada en los adipocitos
marrones;
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(c) el nivel de homologo 1 del oncogén virico timoma murino v-akt activo (Akt/PKB) esta disminuido en los adipocitos
marrones;

(d) el nivel de proteina forkhead box O1 (FOXO1) activa estd aumentada en los adipocitos marrones;
(e) el nivel de proteina forkhead box O3 (FOXO3) activa estd aumentada en los adipocitos marrones; y/o
(f) el nivel de Irs1 fosforilado en Ser/Thr esta disminuido en los adipocitos blancos.

en comparacién con un individuo equivalente distintos que no se ha tratado con el inhibidor de fosfoinositida 3-
quinasa.

7. El inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa para usar segun la reivindicacién 6 en el que los adipocitos marrones estan
situados en el tejido adiposo marrén (TAM) y/o tejido adiposo blanco (TAB).

8. El inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa para usar segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7 en el que el
inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa se administra en combinacién (o bien simultdneamente o consecutivamente)
con una medicamento anti-obesidad, por ejemplo, el grupo que consiste en orlistat, sibutramina, rimonabant,
metformina, exenatida, pramlintida y lorcaserina.

9. El uso no terapéutico de un inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa definido segln cualquiera de las reivindicaciones
1-8 para promover la pérdida de peso en un individuo.

10. El uso no terapéutico de un inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa definido segin cualquiera de las
reivindicaciones 1-9 para reducir el envejecimiento por rendimiento en un individuo.

11. El inhibidor de fosfoinositida 3-quinasa definido segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9 para usar en la
reduccion del envejecimiento por rendimiento en un individuo.
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GDC 0941 75mg/kg
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Figura 37
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