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DESCRIPCION
Un inhibidor selectivo de fosfatidilinositol 3-quinasa-gamma
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un compuesto Gtil como un inhibidor de la isoforma gamma de fosfatidilinositol 3-
quinasa (PI3Ky). La divulgacion también proporciona composiciones farmacéuticamente aceptables que
comprenden el compuesto de la invenciéon y métodos de uso del compuesto y composiciones en el tratamiento de
diversos trastornos.

Antecedentes

Las PI3K son una familia de quinasas lipidicas que catalizan la fosforilacion del fosfatidilinositol (Pl) lipido de
membrana en la posicién 3'-OH del grupo inositol para producir Pl 3-fosfato [PI(3)P, PIP], Pl 3,4-bisfosfato [PI(3,4)P,
PIP2] y PI 3,4,5-trifosfato [PI(3,4,5)Ps, PIP3]. PI(3,4)P2 y que PI(3,4,5)P3 actian como sitios de reclutamiento para
diversas proteinas de sefalizacion intracelular, que a su vez forman complejos de sefializacion para transmitir
sefales extracelulares a la cara citoplasmatica de la membrana plasmatica.

Hasta el momento se han identificado ocho PI3K de mamifero, incluyendo cuatro PI3K de clase I. La clase la incluye
PI3Ka, PIBKB y PI3Kd. Todas las enzimas de clase la son complejos heterodiméricos que comprenden una
subunidad catalitica (p110a, p110B o p11038) asociada a una subunidad de adaptador p85 que contiene dominio
SH2. Las de PI3K clase la se activan a través de sefalizacion de tirosina quinasa y estan implicadas en proliferacion
y supervivencia celular. PI3Ka y PI3KB también se han implicado en la tumorigénesis en una diversidad de canceres
humanos. Por lo tanto, los inhibidores farmacolégicos de PI3Ka y PI3KB son utiles para tratar diversos tipos de
cancer.

PI3KYy, el tnico miembro de las PI3K de Clase Ib, consiste en una subunidad catalitica p110y, que esta asociada a
una subunidad reguladora p101. PI3Ky esta regulado por receptores acoplados a proteina G (GPCR) mediante
asociacién con subunidades By de proteinas G heterotriméricas. PI3Ky se expresa principalmente en células
hematopoyéticas y cardiomiocitos y esta implicado en inflamacion y funcién de los mastocitos. Por lo tanto, los
inhibidores farmacolégicos de PI3Ky son utiles para tratar una diversidad de enfermedades inflamatorias, alergias y
enfermedades cardiovasculares.

Aunque se ha desarrollado un nuimero de inhibidores de PI3K-gamma, existe la necesidad de compuestos
adicionales para inhibir PI3K-gamma para el tratamiento de diversos trastornos y enfermedades. Son
particularmente deseables los inhibidores de PI3K-gamma con wuna mejora del comportamiento
farmacocinético/farmacodinamico in vivo, tal como, por ejemplo, los inhibidores que aumentan la exposicion del
farmaco al tejido diana a la vez que minimizan los efectos no diana. Una exposicién por dosis unitaria mas elevada
disminuye la exposicién fuera de diana con respecto a la exposicion en el tejido diana. A menudo las toxicidades
limitantes de la dosis se producen en drganos implicados en la eliminacion del farmaco de la circulacion o en el caso
de un agente administrado por via oral, en el tracto gastrointestinal (Gl). Una disminuciéon de la eliminacion y la
mejora de la biodisponibilidad aumentan la Cnsx en el plasma a la vez que limita la Cyax en los drganos de
eliminacion tales como rifion, higado, y Gl. Ademas, el aumento de la absorcion y la disminucion de la eliminacion
(aumento de la biodisponibilidad) con frecuencia da como resultado menos variabilidad entre pacientes en términos
de exposicion, aumentando de ese modo el perfil de seguridad del agente administrado. Ademas, también son
deseables agentes que demuestren una mejora de las propias fisicas, tales como, por ejemplo, solubilidad acuosa
mas elevada.

Sumario

La invencion se refiere a las realizaciones como se definen en las reivindicaciones.
La presente invencion se refiere a un compuesto que tiene la férmula:
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Ademas, la invencién se refiere a dicho compuesto os al del
mismo, 0 una composicion farmacéutica del mismo para uso en el tratamiento o la disminucion de la gravedad de
una enfermedad o afeccion seleccionada entre una enfermedad autoinmunitaria o una enfermedad inflamatoria
seleccionada entre asma, dermatitis atdpica, rinitis, enfermedades alérgicas, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC), shock séptico, fibrosis pulmonar idiopatica, apoplejia, quemaduras, enfermedades de las
articulaciones, artritis reumatoide, lupus sistémico eritematoso, aterosclerosis, pancreatitis aguda, psoriasis,
enfermedad inflamatoria del intestino, colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, y enfermedad de Graves. Ademas, la
invencion se refiere a un método para inhibir la actividad de PI3K-quinasa gamma en una muestra bioldgica que
comprende poner en contacto dicha muestra biolégica con dicho compuesto, o una composicion que comprende
dicho compuesto. Ademas, la invencion se refiere a un método para inhibir de forma selectiva una isoforma de PI3K-
gamma con respecto al menos a otra isoforma de PI3K que comprende poner en contacto una muestra biolégica con
dicho compuesto o una composicién que comprende dicho compuesto.

Se ha encontrado que el compuesto de la presente invencion, (R)-6-(1-(2,2-difluoroetil)-1H-pirazol-4-il)-4,7,7-trimetil-
2-(5-(2,2,2-trifluoro-1-hidroxietil)piridin3-il}-6, 7-dihidro-5H-pirrolo[ 3,4-b]piridin-5-ona, y composiciones
farmacéuticamente aceptables del mismo, es un inhibidor de PI3Ky eficaz y selectivo, con una mejora del perfil
farmacocinético/farmacodinamico cuando se compara con otros inhibidores de PI3Ky. Por consiguiente, la invencion
presenta un compuesto que tiene la siguiente estructura:

CH3

T | ]
T

(Compueste 1)

La invencion también proporciona composiciones farmacéuticas que incluyen el compuesto 1 y un excipiente,
adyuvante o vehiculo farmacéuticamente aceptable. Estos compuestos y composiciones farmacéuticas son utiles
para tratar o disminuir la gravedad de una diversidad de trastornos, incluyendo trastornos inflamatorios e
inmunorreguladores, tales como asma, dermatitis atépica, rinitis, enfermedades alérgicas, enfermedad pulmonar
obstructiva cronica (EPOC), shock séptico, fibrosis pulmonar idiopatica, apoplejia, quemaduras, enfermedades de
las articulaciones, artritis reumatoide, lupus sistémico eritematoso, aterosclerosis, pancreatitis aguda, psoriasis,
enfermedad inflamatoria del intestino (IBD), colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, y enfermedad de Graves.

El compuesto y composiciones proporcionados por la presente invencion también son Utiles para el estudio de PI3K
en fendmenos bioldgicos y patolégicos; el estudio de rutas de transduccion de sefales intracelulares mediadas por
las quinasas de ese tipo; y la evaluacion comparativa de nuevos inhibidores de quinasa.

La Figura 1 muestra los resultados para el Compuesto 1 sometido a ensayo en el modelo terapéutico de artritis
inducida por colageno (CIA) en ratén a 2,5 mg/kg BID, 5 mg/kg BID, y 10 mg/kg BID (20 mg/kg/dia).

La Figura 2 muestra los resultados para el Compuesto 1 sometido a ensayo en el modelo de CIA a 2,5 mg/kg BID,
5 mg/kg BID, y 10 mg/kg BID (20 mg/kg/dia). Los resultados se muestran solamente para las patas que muestran
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signos clinicos de artritis en el momento del reclutamiento.

La Figura 3 muestra los resultados para el Compuesto 1 sometido a ensayo en el modelo de CIA a 2,5 mg/kg BID,
5 mg/kg BID, y 10 mg/kg BID (20 mg/kg/dia). Los resultados se muestran solamente para las patas que no muestran
signos clinicos de artritis en el momento del reclutamiento.

La Figura 4 muestra los resultados para el Compuesto 1 sometido a ensayo en el modelo de IBD a 5 mg/kg BID y
10 mg/kg BID.

Descripcion detallada

Como se usa en el presente documento, las siguientes definiciones se aplicaran a menos que se indique de otro
modo. Para fines de la presente invencion, los elementos quimicos se identifican de acuerdo con la Tabla Periddica
de los Elementos, version CAS, y el Handbook of Chemistry and Physics, 752 Ed. 1994. Ademas, los principios
generales de la quimica organica se describen en "Organic Chemistry", Thomas Sorrell, University Science Books,
Sausalito: 1999, y en "March's Advanced Organic Chemistry", 5% Ed., Smith, MB. y March, J., eds. John Wiley &
Sons, New York: 2001.

Los compuestos que se han dibujado con centros estereoquimicos definidos son estereoquimicamente puros, pero
con la estereoquimica absoluta todavia sin definir. Los compuestos de ese tipo pueden cualquiera de las
configuraciones R o S. En esos casos en los que se ha determinado una asignacién absoluta, el centro o centros
quirales se marcaran como R o S en la figura. Aunque el Compuesto 1 en el presente documento se dibuja en la
configuracion R, la presente invencion incluye realizaciones en la configuracion S y en mezclas racémicas de las
configuraciones Ry S.

La invencion también presenta una composicion farmacéutica que comprende cualquier compuesto de la invencion y
un excipiente, adyuvante, o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En una realizacién, la divulgacion presenta un método para inhibir la actividad de PI3K quinasa en un paciente
mediante la administracion al paciente del Compuesto 1, o una composicion farmacéutica del mismo. En una
realizacion adicional, PI3K-gamma se inhibe de forma selectiva con respecto a PI3K-alfa, PI3K-beta, o PI3K-delta.

En otra realizacioén, la divulgaciéon presenta un método para tratar o disminuir la gravedad de una enfermedad o
afeccion seleccionada entre trastornos inflamatorios e inmunorreguladores, tales como asma, dermatitis atopica,
rinitis, enfermedades alérgicas, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), shock séptico, fibrosis pulmonar
idiopatica, apoplejia, quemaduras, enfermedades de las articulaciones, artritis reumatoide, lupus sistémico
eritematoso, aterosclerosis, pancreatitis aguda, psoriasis, enfermedad inflamatoria del intestino, colitis ulcerosa,
enfermedad de Crohns, y enfermedad de Graves en un paciente mediante la administracion al paciente del
Compuesto 1, o una composicion farmacéutica del mismo.

La invencion también presenta un método no terapéutico para inhibir la actividad de quinasa PI3K-gamma en una
muestra biolégica in vifro que comprende poner en contacto dicha muestra biolégica con el Compuesto 1, o una
composicion que contiene dicho compuesto.

Composiciones, Formulaciones, y Administracion de Compuestos de la Invencion

En otro aspecto, la invenciéon proporciona una composicion farmacéutica que comprende el Compuesto 1. Por
ejemplo, la invenciéon proporciona una composicion que comprende el Compuesto 1 o un derivado
farmacéuticamente aceptable del mismo un excipiente, adyuvante o vehiculo farmacéuticamente aceptable. En una
realizacién, la cantidad de compuesto en una composicién de la presente invencién es tal que es eficaz para inhibir
de forma mensurable a PI3Ky en una muestra bioldgica o en un paciente. En una realizacion, la composicion de la
presente invencion se formula para administracion a un paciente con necesidad de una composicion de ese tipo. En
una realizacién adicional, la composicion de la presente invencion se formula para administracion oral a un paciente.
El término "paciente”, como se usa en el presente documento, se refiere a un animal, preferentemente un mamifero,
y lo mas preferentemente un ser humano.

También se observara que ciertos compuestos de la presente invencién pueden existir en forma libre para
tratamiento, o cuando sea apropiado, como un derivado farmacéuticamente aceptable del mismo. De acuerdo con la
presente invencion, un derivado farmacéuticamente aceptable incluye, pero no se limita, sales farmacéuticamente
aceptables, ésteres, sales de tales ésteres, o cualquier otro aducto o derivado que después de su administracion a
un paciente con necesidad es capaz de proporcionar, directa o indirectamente, el compuesto como se describe en el
presente documento de otro modo, o un metabdlico resto del mismo. Como se usa en el presente documento, la
expresion término "metabdlico activo inhibitorio o resto del mismo" se refiere a que un metabdlico o resto del mismo
también es un inhibidor de PI3K-gamma.
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Como se usa en el presente documento, la expresion "sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a las sales que,
dentro del alcance del criterio médico sensato, son adecuadas para su uso en contacto con los tejidos de seres
humanos y animales inferiores sin toxicidad excesiva, irritacion, respuesta alérgica, y similares.

Las sales farmacéuticamente aceptables se conocen bien en la técnica. Por ejemplo, S. M. Berge et al., describen
sales farmacéuticamente aceptables con detalle en J. Pharmaceutical Sciences, 66: 1-19, 1977, que se incorpora en
el presente documento como referencia. Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de la presente
invencion incluyen las obtenidas a partir de acidos y bases inorganicos u organicos adecuados. Los ejemplos
desales de adicion de acido no tdxicas, farmacéuticamente aceptables son sales de un grupo amino formado con
acidos inorganicos, tales como acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido fosférico, acido sulfurico y acido perclorico
o con acidos organicos tales como acido acético, acido oxalico, acido maleico, acido tartarico, acido citrico, acido
succinico o acido maldnico o mediante el uso de otros métodos usados en la técnica tales como intercambio idnico.
Otras sales farmacéuticamente aceptables incluyen sales de adipato, alginato, ascorbato, aspartato,
bencenosulfonato, benzoato, bisulfato, borato, butirato, canforato, canforsulfonato, citrato, ciclopentanopropionato,
digluconato, dodecilsulfato, etanosulfonato, formiato, fumarato, glucoheptonato, glicerofosfato, gluconato,
hemisulfato, heptanoato, hexanoato, yodhidrato, 2-hidroxi-etanosulfonato, lactobionato, lactato, laurato, lauril sulfato,
malato, maleato, malonato, metanosulfonato, 2-naftalenosulfonato, nicotinato, nitrato, oleato, oxalato, palmitato,
pamoato, pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato, fosfato, picrato, pivalato, propionato, estearato, succinato, sulfato,
tartrato, tiocianato, p-toluenosulfonato, undecanoato, valerato, y similares. Las sales obtenidas a partir de bases
apropiadas incluyen sales de metal alcalino, metal alcalinotérreo, amonio y N*(alquilo C+.4)s. La presente invencion
también concibe la cuaternizacion de cualquier grupo que contenga nitrégeno basico de los compuestos que se
desvelan en el presente documento. Con una cuaternizacion de ese tipo se pueden obtener productos solubles en
agua o en aceite o dispersables. Las sales representativas de metal alcalino o alcalinotérreo incluyen sodio, litio,
potasio, calcio, magnesio, y similares. Las sales farmacéuticamente aceptables adicionales incluyen, cuando sea
apropiado, amonio no téxico, amonio cuaternario, cationes de amino formados usando contraiones tales como
haluro, hidréxido, carboxilato, sulfato, fosfato, nitrato, sulfonato C1.g y sulfonato de arilo.

Como se ha descrito anteriormente, las composiciones farmacéuticamente aceptables de la presente invencion
comprenden adicionalmente un excipiente, adyuvante, o vehiculo farmacéuticamente aceptable, que, como se usa
en el presente documento, incluyen todos y cada uno de disolventes, diluyentes, u otro vehiculo liquido, adyuvantes
de dispersidon o suspension, agentes tensioactivos, agentes isotonicos, agentes espesantes o emulsionantes,
conservantes, aglutinantes soélidos, lubricantes y similares, segun sea adecuado para la forma de dosificacion en
particular deseada. En Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 21?2 ediciéon, 2005, ed. D.B. Troy,
Lippincott Williams & Wilkins, Filadelfia, y Enciclopedia of Pharmaceutical Technology, eds. J. Swarbrick y J. C.
Boylan, 1988-1999, Marcel Dekker, Nueva York, cuyos contenidos se incorporan como referencia en el presente
documento, se desvelan diversos vehiculos usados para formular composiciones farmacéuticamente aceptables y
técnicas conocidas para la preparacion de los mismos. Excepto en la medida en la que cualquier medio de vehiculo
convencional sea incompatible con los compuestos de la invencién, tales como mediante la produccion de cualquier
efecto biolégico no deseado o interaccion de otro modo de una manera perjudicial con cualquier otro componente(s)
de la composicion farmacéuticamente aceptable, se contempla que su uso esta dentro del alcance de la presente
invencion.

Algunos ejemplos de materiales que pueden servir como vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no
se limitan a, intercambiadores idénicos, alimina, estearato de aluminio, lecitina, proteinas de suero, tales como
albumina de suero humano, sustancias tampon tales como fosfatos, glicina, acido sérbico, o sorbato potasico,
mezclas de glicéridos parciales de acidos grasos vegetales saturados, agua, sales o electrolitos, tales como sulfato
de protamina, hidrogenofosfato disddico, hidrogenofosfato potasico, cloruro soédico, sales de cinc, silice coloidal,
trisilicato de magnesio, polivinil pirrolidona, poliacrilatos, ceras, polimeros de bloque de polietileno-polioxipropileno,
lanolina, azucares tales como lactosa, glucosa y sacarosa; almidones tales como almidén de maiz y almidon de
patata; celulosa y sus derivados tales como carboximetil celulosa sédica, etil celulosa y acetato de celulosa;
tragacanto en polvo; malta; gelatina; talco; excipientes tales como manteca de coco y ceras para supositorio; aceites
tales como aceite de cacahuete, aceite de semilla de algodon; aceite de cartamo; aceite de sésamo; aceite de oliva;
aceite de maiz y aceite de soja; glicoles; tales como propilenglicol o polietilenglicol; ésteres tales como oleato de etilo
y laurato de etilo; agar; agentes de tamponamiento tales como hidréxido de magnesio e hidréxido de aluminio; acido
alginico; agua sin pirdgenos; solucién salina isotdnica; solucién de Ringer; alcohol etilico, y soluciones de tampon
fosfato, asi como otros lubricantes compatibles no toxicos tales como lauril sulfato sddico y estearato de magnesio,
asi como agentes colorantes, agentes de liberacion, agentes de revestimiento, edulcorantes, agentes saborizantes y
perfumantes, conservantes y antioxidantes también puede estar presentes en la composicién, de acuerdo con el
criterio del formulador.

Las composiciones de la presente invencion se pueden administrar por via oral, por via parenteral, mediante
pulverizacion por nebulizacion, por via topica, por via rectal, por via nasal, por via bucal, por via vaginal o mediante
un depdsito implantado. El término "parenteral" como se usa en el presente documento incluye inyeccion
subcutanea, intravenosa, intramuscular, intra-articular, intra-sinovial, intraesternal, intratecal, intraocular,
intrahepatico, intralesional, epidural, intraespinal, e intracraneal o técnicas de infusién. Preferentemente, las
composiciones se administran por via oral, por via intraperitoneal o por via intravenosa. Las formas inyectables
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estériles de las composiciones de la presente invencion pueden ser suspension acuosa u oleaginosa. Estas
suspensiones se pueden formular de acuerdo con técnicas conocidas en la técnica usando agentes de dispersion o
ubicacion adecuados y agentes de suspension. La preparacion inyectable estéril también puede ser una solucién o
suspension inyectable estéril en un diluyente o disolvente parenteralmente aceptable no toxico, por ejemplo como
una solucién en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que se pueden usar estan agua,
solucion de Ringer y solucion isotonica de cloruro sédico. Ademas, como un medio disolvente o de suspensién se
usan convencionalmente aceites no volatiles, estériles.

Para este fin, se puede usar cualquier aceite no volatil blando incluyendo mono o diglicéridos sintéticos. Los acidos
grasos, tales como acido oleico y sus derivados glicéridos son Utiles en la preparacion de inyectables, al igual que lo
son los aceites farmacéuticamente aceptables naturales, tales como aceite de oliva o aceite de ricino, especialmente
en sus versiones polioxietiladas. Estas soluciones o suspensiones onerosas también pueden contener un agente
diluyente o de dispersion de alcohol de cadena larga, tal como carboximetil celulosa o agentes de dispersion
similares que se usan normalmente en la formulaciéon de formas de dosificacion farmacéuticamente aceptables que
incluyen emulsiones y suspensiones. Otros tensioactivos usados comunmente, tales como Tweens, Spans y otros
agentes emulsionantes o potenciadores de la biodisponibilidad que se usa normalmente en la fabricacion de formas
de dosificaciéon farmacéuticamente aceptables sélidas, liquidas, u otras formas de clasificaciéon también se pueden
usar con fines de formulacion.

Las composiciones farmacéuticamente aceptables de la presente invencidén se pueden administrar por via oral en
cualquier forma de dosificacion oralmente aceptable que incluye, pero no se limita a, capsulas, comprimidos,
suspensiones o soluciones acuosas. En el caso de comprimidos para uso oral, los vehiculos usados cominmente
incluyen lactosa y almidon de maiz. Por lo general también se afiaden agentes lubricantes, tales como estearato de
magnesio. Para administracion oral en una forma de capsula, los diluyentes utiles incluyen lactosa y almidon de maiz
seco. Cuando se requiere suspensiones a cursos para uso oral, el principio activo se combina con agentes
emulsionantes y de suspension. Si se desea, también se pueden afiadir ciertos agentes edulcorantes, saborizantes o
colorantes.

Como alternativa, las composiciones farmacéuticamente aceptables de la presente invencion se pueden administrar
en forma de supositorios para administracion rectal. Estos se pueden preparar mezclando el agente con un
excipiente no irritante adecuado que sea sélido a temperatura ambiente pero liquido a la temperatura rectal y por lo
tanto se fungira en el recto para liberar el farmaco. Los materiales de este tipo incluyen manteca de cacao, cera de
abejas y polietilenglicoles.

Las formas de dosificacion liquidas para administracion oral incluyen, pero no se limitan a, emulsiones,
microemulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas de los
compuestos activos, las formas de dosificacion liquida pueden contener diluyentes inertes usados cominmente en la
técnica tales como, por ejemplo, agua u otros disolventes, agentes solubilizantes y emulsionantes tales como alcohol
etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol,
1,3-butilen glicol, dimetilformamida, aceites (en particular, aceites de semilla de algodén, cacahuete, maiz, germen,
oliva, ricino, y sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurfurilico, polietilenglicoles y ésteres de acido graso de sorbitan, y
mezclas de los mismos. Ademas de diluyentes inertes, las composiciones orales también pueden incluir adyuvantes
tales como agentes humectantes, agentes emulsionantes y de suspension, agentes edulcorantes, saborizantes, y
perfumantes.

Las preparaciones inyectables, por ejemplo, suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables estériles se pueden
formular de acuerdo con la técnica conocida usando agentes de dispersion o humectantes y agentes de suspension
adecuados. La preparacion inyectable estéril también puede ser una solucidn, suspensién o emulsion inyectable
estéril en un diluyente o disolvente parenteralmente aceptable no tdxico, por ejemplo, como una soluciéon en 1,3-
butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que se pueden usar estan agua, solucion de Ringer,
solucion de cloruro sédico U.S.P. e isotdnica. Ademas, de forma convencional se usan aceites no volatiles estériles
como un medio disolvente o de suspension. Para este fin se puede usar cualquier aceite volatil blando incluyendo
mono- o diglicéridos sintéticos. Ademas, en la preparacion de inyectables se usaran acidos grasos tales como acido
oleico.

Las formulaciones inyectables se pueden esterilizar, por ejemplo, por filtracion a través de un filiro de retencion
bacteriana, o incorporando agentes esterilizantes en forma de composiciones sdlidas estériles que se pueden
disolver o dispersar en agua estéril u otro medio inyectable estéril antes de su uso.

Con el fin de prolongar el efecto del compuesto de la presente invencion, a menudo es deseable de disminuir la
absorcion del compuesto a partir de inyeccion subcutanea o intramuscular. Esto se puede conseguir mediante el uso
de una suspension liquidada de material cristalino o amorfo con una escasa solubilidad en agua. la tasa de
absorcién del compuesto entonces depende de su tasa de disolucion que, a su vez, puede depender del tamario del
cristal y de la forma cristalina. Como alternativa, la disolucion o la suspension del compuesto en un vehiculo oleoso
consigue un retraso de la absorcion de una forma de compuesto administrado por via parenteral. Las formas de
deposicion inyectable se preparan formando matrices microencapsuladas del compuesto en polimeros
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biodegradables tales como polilactida-poliglicélido. Dependiendo de la proporcion de compuesto con respecto a
polimero y de la naturaleza del polimero usado en particular, la tasa de liberacion de compuesto se puede controlar.
Los ejemplos de otros polimeros biodegradables incluyen poli(ortoésteres) y poli(anhidridos). Las formulaciones
inyectables de deposicion también se preparan atrapando el compuesto en liposomas o microemulsiones que son
compatibles con los tejidos corporales. Los compuestos de la presente invencion se pueden incorporar en otras
formulaciones de liberacion sostenida convencionales para proporcionar una liberacién controlada de los mismos
durante un periodo de tiempo deseado, desde horas a dias a meses.

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

Las formas de dosificacion soélidas para administracion oral incluyen capsulas, comprimidos, pildoras, polvos y
granulos. En las formas de dosificacion sodlida de ese tipo, el compuesto activo se mezcla con al menos un
excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable, inerte tal como citrato sédico o fosfato dicalcico y/o a) cargas o
agentes de expansion tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol, y acido silicico, a) aglutinantes
tales como, por ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidinona, sacarosa, y goma arabiga, c)
humectantes tales como glicerol, d) agentes disgregantes tales como agar-agar, carbonato de calcio, almidon de
patata o de tapioca, acido alginico, ciertos silicatos, y carbonato sodico, e) agentes retardantes de la solucién, tales
como parafina, f) aceleradores de la absorcion tales como compuestos de amonio cuaternario, g) agentes
humectantes tales como, por ejemplo, alcohol cetilico y monoestearato de glicerol, h) absorbentes tales como caolin
y arcilla de bentonita, € i) lubricantes tales como talco, estearato calcico, estearato de magnesio, polietilenglicoles
solidos, lauril sulfato sédico, y mezclas de los mismos. En el caso de capsulas, comprimidos y pildoras, la forma de
dosificacion también puede comprender agentes de tamponamiento.

Las composiciones solidas de un tipo similar también se pueden usar como cargas en capsulas de gelatina rellenas
blandas y duras usando excipientes tales como lactosa o azucar de leche asi como polietilenglicoles de alto peso
molecular y similares. Las formas de dosificacion sélidas de comprimidos, grageas, capsulas, pildoras, y granulos se
pueden preparar con revestimientos y cubiertas tales como revestimientos entéricos y otros revestimientos bien
conocidos en la técnica de formulacién farmacéutica. Opcionalmente pueden contener agentes de opacidad y
también pueden ser de una composicion que libere el principio o principios activos solamente, o preferentemente, en
una cierta parte del tracto intestinal, opcionalmente, de una manera retardada. Los ejemplos de composiciones de
incrustacion que se pueden usar incluyen sustancias poliméricas y ceras. Las composiciones sélidas de un tipo
similar también se pueden usar como cargas en capsulas de gelatina cargadas blandas y duras usando excipientes
tales como lactosa o azucar de leche asi como polietilenglicoles de alto peso molecular y similares.

Los compuestos activos también pueden estar en forma micro-encapsulada con uno o mas excipientes como se ha
indicado anteriormente. Las formas de dosificacion sélidas de comprimidos, grageas, capsulas, pildoras, y granulos
se pueden preparar con revestimientos y cubiertas tales como revestimientos entéricos, revestimientos que controlan
la liberacién y otros revestimientos bien conocidos en la técnica de formulacidon farmacéutica. En las formas de
dosificacion solidas de este tipo el compuesto activo se puede mezclar con al menos un diluyente inerte tal como
sacarosa, lactosa o almidén. Las formas de dosificacion de ese tipo también pueden comprender, como es practica
normal, sustancias adicionales distintas a los diluyentes inertes, por ejemplo, lubricantes de formacion de
comprimidos y otros adyuvantes de formacion de comprimidos tales como estearato de magnesio y celulosa
microcristalina. En el caso de capsulas, comprimidos y pildoras, las formas de dosificacion también pueden
comprender agentes de tamponamiento. Pueden contener opcionalmente agentes de opacidad y también pueden
ser de una composicion que libere el principio o principios activos solamente, o preferentemente, en una cierta parte
del tracto intestinal, opcionalmente, de una manera retardada. Los ejemplos de composiciones de incrustacion que
se pueden usar incluyen sustancias poliméricas y ceras.

Las formas de dosificacion para administracion tépica o transdérmica del compuesto de la presente invencion
incluyen pomadas, pastas, cremas, lociones, geles, polvos, soluciones, pulverizaciones, agentes de inhalacion o
parches. El componente activo se mezcla en condiciones estériles con un vehiculo farmacéuticamente aceptable y
cualquier conservante o tampoén necesario si asi se requiriera. También se contempla que las formulaciones
oftalmicas, gotas para oidos y gotas oculares estan dentro del alcance de la presente invencion. Ademas, la
presente invencion contempla el uso de parches transdérmicos, que tienen la ventaja afadida de proporcionar un
suministro controlado de un compuesto al organismo. Las formas de clasificacion de este tipo se pueden preparar
por disolucién o distribucidon del compuesto en el medio apropiado. También se pueden usar potenciadores de la
absorcion para aumentar el flujo del compuesto a través de la piel. La tasa se puede controlar proporcionando una
membrana que controla la tasa o mediante dispersion del compuesto en una matriz polimérica o gel.

Los compuestos de la invencion se formulan preferentemente en forma unitaria de dosificacién para facilitar la
administracion y la uniformidad de la dosificacion. La expresion "forma unitaria de dosificacion”, como se usa en el
presente documento, se refiere a una unidad fisicamente separada de agente apropiada para el paciente que se va
a tratar. Sin embargo, se entendera que el uso diario total de los compuestos y composiciones de la presente
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invencion los decidira el médico que prescribe dentro del alcance del criterio médico sensato. El nivel de dosis eficaz
especifico para cualquier paciente urbanismo en particular dependera de una diversidad de factores que incluyen el
trastorno que se esta tratando y la gravedad del trastorno; la actividad del compuesto especifico usado; la
composicion especifica usada; la edad, peso corporal, salud general, sexo y dieta del paciente; el tiempo de
administracion, via de administracién y tasa de excrecion del compuesto especifico usado; la duracion del
tratamiento; farmacos usados en combinacidon o coincidentes con el compuesto especifico usado, y factores
similares bien conocidos en las técnicas médicas.

La cantidad de los compuestos de la presente invencion que se pueden combinar con los materiales vehiculo para
producir una composicion en una forma de dosificacion individual variaran dependiendo de huésped tratado, el modo
de administraciéon en particular. Preferentemente, las composiciones deberian formular de modo que una
dosificacion entre 0,01 - 100 mg/kg, tal como 0,1 - 100 mg/kg y 0,1 - 10 mg/kg de peso corporal/dia del inhibidor se
puede administrar a un paciente que recibe estas composiciones.

Dependiendo de la afeccién, o enfermedad en particular, que se va a tratar o prevenir, en las composiciones de la
presente invencion también pueden estar presentes agentes terapéuticos adicionales, que normalmente se
administran para tratar o prevenir esa afeccion. Como se usa en el presente documento, los agentes terapéuticos
adicionales que normalmente se administran para tratar o prevenir una enfermedad en particular, o afeccion, se
conocen como "apropiados para la enfermedad, o afeccién, que se esta tratando". A continuacién se proporcionan
ejemplos de agentes terapéuticos adicionales.

La cantidad de agente terapéutico adicional presente en las composiciones de la presente invencion no sera superior
a la cantidad que normalmente se administraria en una composicion que comprende ese agente terapéutico como el
Unico agente activo. Preferentemente la cantidad de agente terapéutico adicional en las composiciones que se
desvelan en la actualidad variara de aproximadamente un 50 % a un 100 % de la cantidad normalmente presente en
una composicion que comprende a ese agente como el Unico agente terapéuticamente activo.

Usos de los Compuestos y Composiciones de la Invencion

En un aspecto de la divulgacion, la divulgacion presenta un método para tratar o disminuir la gravedad de una
afeccion o enfermedad mediada por PI3K-gamma. La expresion "enfermedad mediada por PI3K-gamma", como se
usa en el presente documento se refiere a cualquier enfermedad u otra afeccion perjudicial en la que se sabe que la
isoforma PI3K-gamma desempefia un papel.

Por consiguiente, en una realizaciéon adicional, el compuesto de la invencion es selectivo para la inhibicion de la
isoforma PI3Ky. En una realizacién, un compuesto o composicion de la invencion es selectivo para la inhibiciéon de la
isoforma PI3K gamma con respecto a la isoforma PI3K alfa en un ensayo in vitro al menos en 20 veces. En otra
realizacion, el compuesto selectivo de PI3Ky de la invencidon presenta la isoforma gamma con respecto a las
isoformas alfa, beta, y delta en un ensayo in vifro al menos en 20 veces. La presente invencion incluye
adicionalmente el uso de la selectividad de los compuestos y composiciones de la presente invencioén in vivo para
tratar pacientes con necesidad de una terapia de ese tipo.

El compuesto o composiciones de la invencion se pueden administrar con uno o mas agentes terapéuticos
adicionales, en los que el agente terapéutico adicional es apropiado para la enfermedad que se esta tratando junto
con el compuesto o composicién de la invencién como una forma de dosificacion individual o por separado del
compuesto o composicion como parte de una forma de dosificacion multiple. El agente terapéutico adicional se
puede administrar al mismo tiempo que el compuesto de la invenciéon o en un momento diferente. En el Gltimo caso,
la administracion se escalonara por ejemplo en, 6 horas, 12 horas, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 1 semana, 2 semanas, 3
semanas, 1 mes 0 2 meses.

La invencién proporciona un método para inhibir la actividad de quinasa PI3K-gamma en una muestra biolégica que
incluye poner en contacto la muestra bioldgica con el compuesto o composiciéon de la invencion. La expresion
"muestra biolégica", como se usa en el presente documento, se refiere una muestra fuera de un organismo vivo e
incluye, pero no se limita a, cultivos celulares extractos de los mismos; material biopsiado obtenido a partir de un
mamifero o extractos del mismo; y sangre, saliva, orina, heces, semen, lagrimas, u otros fluidos corporales o
extractos de los mismos. La inhibicion de la actividad de quinasa, en particular la actividad de quinasa PI3K-gamma,
en una muestra bioldgica es Util para una diversidad de fines conocidos por alguien con experiencia en la materia.
Los ejemplos de los fines de ese tipo incluyen, pero no se limitan a, almacenamiento de la muestra de ensayo
biolégica y ensayos biolégicos. En una realizacién, el método para inhibir la actividad de quinasa PI3K-gamma en
una muestra bioldgica se limita a métodos no terapéuticos.

Preparacion del Compuesto de la Invencién
Como se usa en el presente documento, todas las abreviaturas, simbolos y convenciones son coherentes con las

usadas en la bibliografia cientifica contemporanea. Véase, por ejemplo, Janet S. Dodd, ed., The ACS Style Guide: A
Manual for Authors and Editors, 22 Ed., Washington, D.C.: American Chemical Society, 1997. las siguientes
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definiciones describen términos y abreviaturas usados en el presente documento:

ATP trifosfato de adenosina

Solucion salina saturada una solucion de NaCl saturada en agua

CRED carbonil reductasa

DCM diclorometano

DIEA diisopropiletilamina

DMA dimetilacetamida

DMAP 4-dimetilaminopiridina

DMF dimetilformamida

DMSO dimetilsulfoxido

dppfPdCl; 1,1'-bis(difenilfosfino)-ferroceno dicloro-paladio
DTT ditiotreitol

ESMS espectrometria de masas con electronebulizacion
Et.O éter etilico

EtOAc acetato de etilo

EtOH alcohol etilico

HEPES acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetanosulfénico
HPLC cromatografia liquida de alto rendimiento
LC-MS cromatografia liquida-espectrometria de masas
mCPBA acido meta-cloroperbenzoico

Me metilo

MeOH metanol

MTBE metil t-butil éter

MC metil celulosa

NAD dinucledtido de nicotinamida y adenina

NMP N-metilpirrolidina

Ph fenilo

TAota temperatura ambiente (entre 20 °C y 25 °C)
tBu butilo terciario

TBME terc-butil metil éter

TCA acido tricloroacético

THF tetrahidrofurano

TEA trietilamina

Procedimiento de Sintesis

En general, el Compuesto 1 se puede preparar con métodos que se describen en el presente documento o con otros
métodos conocidos por los expertos en la materia.
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Ejemplo 1. Preparaciéon de 2-cloro-6-(1-(2,2-difluoroetil)-1H-pirazol-4-il)-4,7,7-trimetil-6,7-dihidro-5H-pirrolo[ 3,4-
b]piridin-5-ona (Compuesto [1006])
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[1008]
Esquema 1

Como se muestra en la etapa 1-i del Esquema 1, a una solucién de 2,4-dimetilpiridina-3-carboxilato de etilo
(Compuesto 1001, 20,2 g, 112,5 mmoles) en diclorometano (100 ml) en una atmdésfera de nitrégeno se afiadié en
porciones 1,3,5-tricloro-1,3,5-triazinano-2,4,6-triona (31,4 g, 135,0 mmoles) durante 15 minutos. La mezcla de
reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 18 horas. El precipitado de color blanco resultante se filtro y el
filtrado se lavd a continuacion secuencialmente con una solucidon acuosa saturada de NaHCOs; (2 x 100 ml) y
solucion salina saturada (100 ml). La fase organica se secd (Na.SO,), se filtr6 y se concentré al vacio para
proporcionar 2-(clorometil)-4-metilnicotinato de etilo (22,9 g, Compuesto 1002) en forma de un aceite de color
amarillo: ESMS (M+H) = 213,96. Este material se uso en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Como se muestra en la etapa 1-ii del Esquema 1, a una solucion de 2-(clorometil)-4-metilnicotinato de etilo,
(Compuesto 1002, 112,0 g, 524,2 mmoles) en diclorometano (484 ml) se afiadié acido 3-cloroperoxibenzoico
(141,0 g, 629,0 mmoles). La mezcla de reaccién se agitdé en una atmédsfera de nitrégeno a temperatura ambiente
durante una noche. La mezcla se diluyé con diclorometano (200 ml) y se lavé secuencialmente con NaHCO3 acuoso
saturado (100 ml), Na,CO3 acuoso saturado (100 ml de solucidon 2 M), y solucién salina saturada. La fase organica
se seco (NazS0,), se filtrd y se concentro al vacio para proporcionar 2-(clorometil)-3-(etoxicarbonil)-4-metilpiridina-1-
oxido (Compuesto 1003): ESMS (M+H) = 230,25. Este material se us6 en la siguiente etapa sin purificacion
adicional:

Como se muestra en la etapa 1-iii del Esquema 1, una solucién de 2-(clorometil)-3-(etoxicarbonil)-4-metilpiridina 1-
oxido (Compuesto 1003, 69,3 g, 301,8 mmoles) en oxicloruro de fésforo (450,1 ml, 4,8 moles) se agité en una
atmdsfera de nitrogeno y se calenté a 95 °C durante 60 horas. La mezcla de reacciéon se enfrio a temperatura
ambiente y el oxicloruro de fésforo se retird por destilacion al vacio. El residuo coloreado de color oscuro resultante
se disolvié en diclorometano (100 ml) y se vertié sobre hielo (500 g) en un vaso de precipitados de 1 |. La mezcla
resultante se agité durante 10 minutos. El pH de la mezcla se ajusté a pH ligeramente superior a 7 con una solucion
acuosa saturada de NaHCOs. La fase organica se separd y la fase acuosa se extrajo de nuevo con diclorometano
adicional. Las fases organicas combinadas se lavaron secuencialmente con solucion salina saturada, se secaron
sobre Na;SOs, se filtran y se concentraron al vacio. El residuo se paso a través de un lecho de gel de silice usando
EtOAc/hexanos (1:3) para proporcionar un producto puro al 80 % (como se indica mediante analisis de RMN 'H)
después de retirada de los compuestos volatiles a presion reducida. Este material se purificé adicionalmente a través
de cromatografia de media presion sobre gel de silice (gradiente de EtOAc al 10-25 %/hexanos, columna de
Teledyne ISCO de 330 g) para proporcionar 6-cloro-2-(clorometil)-4-metilnicotinato de etilo (Compuesto 1004,
36,5 g): ESMS (M+H) = 248,04.

10
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Como se muestra en la etapa 1-iv del Esquema 1, a una soluciéon de 1-(2,2-difluoroetil)pirazol-4-amina (48,2 g,
327,5 mmoles) en isopropanol (1,7 1) se afadié 6-cloro-2-(clorometil)-4-metilnicotinato de etilo (Compuesto 1004,
65,0 g, 262,0 mmoles) seguido por N,N-diisopropiletii amina (45,6 ml, 262,0 mmoles). La mezcla de reaccion se
calenté a 55°C durante 72 horas. La suspension de color blanco espesa resultante se enfrio a temperatura
ambiente, se filtrd, y se lavo con isopropanol (200 ml) adicional y éter dietilico (500 ml). El sélido resultante se secé a
50 °C durante una noche en un horno de vacio para proporcionar 56 g de 2-cloro-6-(1-(2,2-difluoroetil)-1H-pirazol-4-
il)-4-metil-6,7-dihidro-5H-pirrolo[3,4-b]piridin-5-ona (Compuesto 1005): RMN 'H (300 MHz, DMSO-d6) 5 8,28 (s, 1H),
7,87 (d, J=0,5Hz, 1H), 7,52 (s, 1H), 6,37 (it, J = 54,9, 3,7 Hz, 1H), 4,85 (s, 2H), 4,67 (td, J = 15,2, 3,7 Hz, 2H), 2,65
(s, 3H). Este material contenia un 7 % del producto secundario sin ciclar [6-cloro-2-(((1-(2,2-difluoroetil)-1H-pirazol-4-
illamino)metil)-4-metilnicotinato de etilo] y se usé como tal en reacciones posteriores.

Como se muestra en la etapa 1-v del Esquema 1, a una solucion de 2-cloro-6-(1-(2,2-difluoroetil)-1H-pirazol-4-il)-4-
metil-6,7-dihidro-5H-pirrolo[3,4-b]piridin-5-ona (Compuesto 1005, 46,0 g, 147,1 mmoles) en DMF (782,0 ml) se
afnadié yoduro de metilo (20,1 ml, 323,6 mmoles). La mezcla se enfri6 a 5°C y se afiadié hidruro sédico (12,9 g,
323,6 mmoles de dispersion al 60 % en aceite mineral) en porciones durante 15 minutos. La mezcla de reaccioén se
agitd a 3 °C durante 45 minutos. El analisis de HPLC mostraba una mezcla de productos de monometilacion (10 %),
bis-metilacion (74 %), y tri-metilacion (15 %) junto con consumo de material de partida. Se afadié una cantidad
adicional de hidruro sédico (1,29 g, 32,36 mmoles de dispersién al 60 % en aceite mineral) y después de un periodo
adicional de una hora, el analisis de HPLC mostraba un 84 % del producto deseado de bis-metilacion y un 16 % del
producto secundario tri-metilado. La reaccion se interrumpié mediante la adicion de NH4Cl acuoso saturado (1 1),
tiosulfato sédico (400 ml), y agua (1 ). La fase acuosa se extrajo dos veces con EtOAc (800 ml). Las fases organicas
combinadas se secaron (Na;SO.), se filtraron y se concentraron al vacio. El residuo se purificé a través de
cromatografia de media presion sobre gel de silice (gradiente de EtOAc al 0-40 %/hexanos usando una columna
Teledyne ISCO de 800 g) para proporcionar 2-cloro-6-(1-(2,2-difluoroetil)-1H-pirazol-4-il)-4,7,7-trimetil-6,7-dihidro-5H-
pirrolo[3,4-b]piridin-5-ona (Compuesto 1006, 24 g) en forma de un solido de color blanco: RMN "H (400 MHz, DMSO-
d6) d 8,21 (s, 1H), 7,83 (s, 1H), 7,54 (s, 1H) 6,58-6,25 (m, 1H), 4,67 (td, J = 15,1, 3,7 Hz, 2H), 2,65 (s, 3H), 1,51 (s,
6H).

Ejemplo 2. Preparacion de (R)-6-(1-(2,2-difluoroetil)-1H-pirazol-4-il)-4,7,7-trimetil-2-(5-(2,2,2-trifluoro-1-
hidroxietil)piridin-3-il)-6,7-dihidro-5H-pirrolo[3,4-b]piridin-5-ona (Compuesto 1)

F Hal,  CH,
;(}fic.} HyG, SH:
G OH {HC g OH o~
B CRED A131 T g L HCOTTR G o B TR
=) iR JA R,
7 pH=T 4, 37°C o " dppfPdCl, “Z
{etapa 2-i) N Na-CO0q
(1007} dioxano, reflujo [1808]
CH; {3 {etapa 2.4
"-\.,_,.,--‘!\ ey £ CH? Cl
N N i '\. ,J
. S ,
ar N’h‘s{ ime.AF oH s ) __/““N F
HC CHe (1008] © g0 NSy < A
* H.C ©H;
dpptPdCly, Na,COy “ = )
DMF/H,0, 103° i
{etapa 2-iii)

Esquema 2

Como se muestra en la etapa 2-i del Esquema 2, se afiadié agua (10 I) a un reactor de 20 |, seguido de KH;PO4
(136 g). La mezcla se agité hasta que se consiguié la homogeneidad para proporcionar un tampén de KH2PO, 0,1
M. El pH de este tamp6n se ajustd a pH 7,5 mediante la adicion de NaOH 2 M. La temperatura interna se llevo a
37 °C. Aproximadamente 500 ml de tampdn se retiraron para su uso para la adicion posterior de pasta celular de
NAD y CRED A131 (Almac Group, Ltd.). Por consiguiente, una solucion de NAD (20 g) en tampén (100 ml) se
afadio a los 9,5 | restantes de tampon, seguido de una solucién de 1-(5-bromopiridin-3-il)-2,2,2-trifluoroetan-1-ona
(1020 g) en MTBE (1,5 I). Se us6 isopropanol (1 1) para aclarar el matraz de adicién en la reaccién. La reduccion se
inici6 mediante la adicion de una suspension de pasta celular de CRED A131 (100 g) en tampon (400 ml) a la
mezcla de reaccion agitada. Durante el transcurso de la reaccion, se tomaron muestras de reaccion bifasicas (~2 ml)
de la mezcla de agitacion, se extrajeron usando EtOAc (10 ml), se secaron sobre MgSQa, se evaporaron y se
analizaron por RMN '"H en DMSO-d6 para controlar la conversion del material de partida en producto. Después de 1
hora se observé una conversion de un 50 %. Después de 3 horas se observo una conversion > 99 %. El pH de la
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reaccion se ajusté a 11 con NaOH 2 M y se agit6é durante 30 minutos con el fin de desnaturalizar la enzima. El pH se
volvié a ajustar a 9 con HCI 2 M. Se afadieron EtOAc (5 |) y tierra de diatomeas (650 g) a la mezcla de reaccion y la
agitacion continué durante 10 minutos. La emulsién resultante se filtré a través de una capa de tierra de diatomeas
para separar las fases organica y acuosa. El lecho se lavé con EtOAc (2 1) y la fase organica se separo. La fase
acuosa se extrajo de nuevo con EtOAc (6 1) y las fases organicas combinadas se lavaron con solucion salina
saturada (4 1) y se secaron mediante adicién de MgSO. (200 g) y agitacion durante 30 minutos. la filtracion y la
retirada de los compuestos volatiles al vacio proporcioné un aceite de color amarillo palido que rapidamente solidifico
después de un periodo de reposo. El sélido se rompid en trozos y se suspendié en ciclohexano (2 I). Se afiadié
EtOAc (~500 ml) a la mezcla que se agitdé a 45 °C para disolver los soélidos. A continuacion la mezcla se volvié a
concentrar al vacio hasta que un soélido de color blanco fino comenzé a precipitar de la solucion. Se afadio
ciclohexano (2 1) adicional y la solucién se enfrié a 0 °C con un bafio de hielo. Después de agitar durante 30 minutos,
los sdlidos se recogieron por filtracion, se lavaron con ciclohexano (500 ml), y se secaron en un horno de vacio para
proporcionar 812 g de (R)-1)-1-(5-bromopiridin-3-il)-2,2,2-trifluoroetan-1-ol (Compuesto 1007, 99,95 % de ee por
analisis de HPLC) en forma de un solido de color blanco granular: RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) & 8,72 (s, 1H), 8,61
(s, 1H), 8,08 (s, 1H), 5,09-5,15 (m, 1H).

Como se muestra en la etapa 2-ii del Esquema 2, una solucion de (1R)-1-(5-bromo-3-piridil)-2,2,2-trifluoro-etanol
(Compuesto 1007, 49,5g, 193,3 mmoles), 4,4,5,5-tetrametil-2-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-1,3,2-
dioxaborolano (58,9 g, 232,0 mmoles) y KOAc (37,9 g, 386,6 mmoles) en dioxano (1,2 |) se lavdé abundantemente
con nitrégeno durante 20 minutos. A la mezcla de reaccion se afadié dppfPdCl,*DCM (7,8 g, 9,7 mmoles). La
mezcla se lavd abundantemente con nitrégeno durante otros 20 minutos y se calentd a reflujo durante 2 horas.
Después de enfriar a temperatura ambiente, la mezcla se filtré a través de una capa de Florisil (400 ml) y la torta se
lavé con EtOAc al 50 %/CH.Cl, (1,5 1). El filtrado resultante se concentré a presion reducida para proporcionar un
aceite de color amarillo que se diluyé con hexanos (800 ml) y se concentré al vacio para proporcionar un sélido de
color amarillo espumoso. La agitacion del sélido de color amarillo con hexanos (800 ml) durante 2 horas dio como
resultado un precipitado sélido de color blanco. El sélido de color blanco se recogié por filtracion y se sec6 para
proporcionar (1R)-2,2,2-trifluoro-1-[5-(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-3-piridil] etanol (Compuesto 1008,
48,4 g): RMN "H (400 MHz, CDCls) 5 8,97 (s, 1H), 8,78 (s, 1H), 8,29 (s, 1H), 5,10-5,21 (m, 1H); 1,38 (s, 6H), 1,29 (s,
6H).

Como se muestra en la etapa 2-iii del Esquema 2, una solucion de 2-cloro-6-(1-(2,2-difluoroetil)-1H-pirazol-4-il)-4,7,7-
trimetil-6,7-dihidro-5H-pirrolo[3,4-b]piridin-5-ona, (Compuesto 1006, 42,0 g, 123,3 mmoles), (1R)-2,2,2-trifluoro-1-[5-
(4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-il)-3-piridil] etanol (Compuesto 1008, 46,7 g, 148,0 mmoles), y Na;COs3
(28,8 g, 271,3 mmoles) en DMF (630 ml) y agua (210 ml) se lavé abundantemente con nitrogeno durante 30 minutos.
A la mezcla se le afiadio dppfPdCI,*DCM (2,99 g, 3,699 mmoles) y la mezcla se lavé abundantemente con nitrégeno
durante otros 30 minutos. La mezcla de reaccion se calentd a 103 °C y se agité durante 2 horas. La mezcla se enfrié
a temperatura ambiente y se diluyé con agua (2 I). La fase acuosa se extrajo dos veces con EtOAc (1 I). Las fases
organicas combinadas se concentraron al vacio a alto vacio para retirar DMF. El residuo se diluyé con EtOAc y se
lavé con agua seguido de lavado con solucidn salina saturada. La fase organica se secd (Na;SO.), se filtrd, y se
concentrd al vacio. El residuo en bruto se purifico a través de cromatografia de media presion sobre gel de silice
(gradiente de EtOAc al 0-100 %/hexanos usando una columna Teledyne ISCO de 1500 g) para proporcionar 54 g del
producto deseado en forma de un solido espumoso de color rojo claro. El sélido se disolvié en diclorometano, se
empujo a través de un tapon de Florisil (200 ml) que se lavo sucesivamente con mezclas de EtOAc/CHCI, [primero
al 40% (1 1), a continuacion al 60% (1 1), y a continuacion al 80 % (1 I)]. Los filtrados se combinaron y se
concentraron al vacio. El residuo se diluyd dos veces con heptanos (400 ml) y se concentré al vacio para
proporcionar una torta, que se lavé a continuacién con TBME para retirar el color amarillo claro y se secé en un
horno de vacio a 60 °C durante 4 dias para proporcionar (R)-6-(1-(2,2-difluoroetil)-1H-pirazol-4-il)-4,7,7-trimetil-2-(5-
(2,2,2-trifluoro-1-hidroxietil)piridin-3-il)-6, 7-dihidro-5H-pirrolo[3,4-b]piridin-5-ona  (Compuesto 1, 47g): RMN 'H
(400 MHz, CDClIs) & 9,33 (s, 1H), 8,75 (s, 1H), 8,54 (s, 1H), 8,01 (s, 1H), 7,75 (s, 1H), 7,62 (s, 1H), 6,14 (it, J = 55,4,
3,6 Hz, 1H), 5,28 - 5,11 (m, 1H), 4,51 (td, J = 13,5, 4,2 Hz, 2H), 4,33 (d, J = 4,6 Hz, 1H), 2,82 (s, 3H), 1,68 (s, 6H).

Potencia In Vitro Contra Quinasa Lipidica PI3K-gamma
Ejemplo 3. Ensayo de inhibicién de PI3K

Usando un Biomek FX de Beckman Coulter, se afiadieron 1,5 ul de cada una de diez disoluciones en serie 2,5 veces
del compuesto de la invencién en DMSO al 100 % a un pocillo individual (en lo sucesivo en el presente documento,
"pocillo de ensayo") en una placa de poliestireno de 96 pocillos [Corning, Articulo N.° 3697 de Costar]. Un pocillo de
ensayo también contenia 1,5yl de DMSO sin compuesto. Otro pocillo contenia un inhibidor en DMSO a una
concentracion conocida por inhibir completamente la enzima, (en lo sucesivo en el presente documento "pocillo de
fondo"). Usando un Titertek Multidrop, en cada pocillo se afadieron 50 pyl de Mezcla de [HEPES 100 mM a pH 7,5,
NaCl 50 mM, DTT 10 mM, 0,2 mg/ml de BSA, fosfatidilinositol(4,5)-bisfosfato diC16 (PI(4,5)P, 60 uM; Avanti Polar
Lipids, N.° de Cat. 840046P) e isoforma PI3K de interés (véase la Tabla 1 para concentraciones de isoforma)]. Para
iniciar la reaccion, en cada pocillo se afiadieron 50 pl de Mezcla de ATP [MgCl, 20 mM, ATP 6 pM (100 pCi/umol de
33P-ATP, seguido de incubacion de los pocillos durante 30 min. a 25 °C. Las concentraciones finales en cada pocillo
eran HEPES 50 mM a 7,5, MgCl, 10 mM, NaCl 25 mM, DTT 5 mM, 0,1 mg/ml de BSA, PI(4,5)P, 30 uM, ATP 3 uM, y
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la isoforma PI3K de interés (véase la Tabla 2). Las concentraciones de compuesto final en cada pocillo variaron de

10 uMa 1 nM.
Tabla 1
Concentraciones de Isoforma PI3K PI3K-a PI3K-B PI3K-y PI3K-0
Concentraciéon enzimatica en Mezcla de Reaccion 4 nM 20 nM 4 nM 4 nM
Concentraciéon enzimatica final 2nM 10 nM 2nM 2nM

Después de incubacion, las reacciones en cada pocillo se interrumpieron mediante la adiciéon de 50 ul de solucién de
parada [TCA al 30 %/Agua, ATP 10 mM]. Cada mezcla de reaccion interrumpida se transfirié a continuaciéon a una
placa de filtro de fibra de vidrio de 96 pocillos [Corning, Articulo N.° 3511 de Costar]. La placa se filtré a vacio y se
lavo tres veces con 150 yl de TCA al 5 %/agua en un Lavador ELX-405 Auto Plate de Bio-Tek Instruments
modificado. En cada pocillo se afiadieron 50 pl de fluido de centelleo y la lectura de la placa se realizd en un aparato
de recuento de centelleo liquido TopCount™ NXT de Perkin-Elmer para obtener recuentos de 33P que representan
valores de inhibicion.

El valor para el pocillo de fondo se resté del valor obtenido para cada pocillo de ensayo y los datos se ajustaron con
respecto a la ecuacion de Ki de unién estrecha competitiva que se describe en Comments Mol. Cell Biophys. 2: 347-
368, 1985 de Morrison y Stone. El grado de inhibicion de PI3K-gamma para el Compuesto 1 varia linealmente con la
concentracion de ATP lo que demuestra inhibicion competitiva, con un valor de Ki de 8 +/- 4 nM. Ademas, la
selectividad de la isoforma también se observé a medida que el Compuesto 1 se sometia a ensayo contra las
isoformas PI3K-alfa, PI3K-beta, y PI3K-delta y se determind que tenia una selectividad de mas de 15 veces para
P13K-gamma como se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Selectividad de la Isoforma PI3K para el Compuesto 1

Isoforma Veces de Selectividad
PI3K-a 0,28 £ 0,09 30
PI3K-B 0,22 + 0,03 26
PI3K-0 0,16 £ 0,05 19
PI3K-y 0,008 + 0,004 ND

Potencia Celular

Las PI3K son complejos de muiltiples unidades formados por una subunidad reguladora y una subunidad catalitica.
Esta clase de enzimas cataliza la fosforilacion de fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (PIP2) lugar al segundo mensajero
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato (PIP3). La activacion de receptores conduce a un aumento transitorio de los niveles
de PIP3. PIP3 actia como un sitio de acoplamiento en la membrana plasmatica, reclutamiento y activacion de
proteinas que contienen el dominio de homologia de pleckstrina (PH), tales como las quinasas Akt, PDK-1, Tek, etc.
A continuacidon éstas regulan funciones celulares fundamentales tales como, metabolismo, migracion, estallido
respiratorio, etc. Dado que los efectores cadena abajo son comunes en la ruta de sefializacion de PI3K, son los
receptores los que determinan cual es la isoforma de PI3K que se recluta después de activacion. Basandose en
esto, se us6 un numero de ensayos bioquimicos basados en pAkt ensayos funcionales para analizar la potencia y la
selectividad de inhibidores PI3K-gamma con respecto a las otras isoformas PI3K.

Ejemplo 4. MCP-1 estimulaba pAkt en células THP-1

Las quimioquinas tales como MCP-1 se unen a sus receptores dando como resultado una activaciéon de la ruta de
sefializacion de PI3K-gamma. PI3K-gamma conduce a la generacion de PIP3 y a la activacion de moléculas cadena
abajo tales como PDK-1 y Akt. La fosforilacion de Akt es una medida de actividad de PI3K en la célula. En este
ensayo, las células THP-1 (linea de células monociticas humanas) se dejan en ayunas durante una noche para
agotar los niveles de pAkt. La estimulacion posterior con MCP-1 durante 3 minutos conduce a la fosforilacion de Akt
inducida por PI3K-gamma en los sitios de Treonina 308 y Serina 473. Las células se fijaron y se tifieron para
fosfoAKT intracelular (Ser 473) a continuacion se analizaron usando un citémetro FACSCalibur™ de BD dando como
resultado una medida de la actividad de PI3K-gamma celular. En este ensayo el Compuesto 1 presentaba una Clsg
de 0,24 + 0,07 uM. Véase la Tabla 3.
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Tabla 3. Potencia del Compuesto 1 en ensayos in vitro dependientes de PIK3a//d

. . Numero de
Ensayo Celular Dependencia de Clso (uM) Promedio £ Ensayos
isoforma PIK3 Desviacién Tipica (N)
THP-1/MCP-1/pAkt PI3K-gamma 0,24 £ 0,07 20
Estallido oxidativo de
Leucocitos Aislados PI3K-gamma 0,22+0,08 3
Estallido oxidativo de Sangre Completa PI3K-gamma 0,57 £ 0,08 3

Ejemplo 5. Ensayo de estallido oxidativo en sangre completa y leucocitos

Neutrofilos, monocitos y macréfagos son mediadores fundamentales de la inmunidad innata. Liberan especies
reactivas del oxigeno (ROS) como parte de la respuesta inflamatoria inmunitaria innata. La produccion de ROS esta
inducida por mediadores inflamatorios tales como quimioquinas, péptidos bacterianos y complementos que reclutan
las células inmunitarias innatas al sitio de informacion. Estos mediadores inflamatorios desencadenan la activacion
de PI3K-gamma e inician una cascada de sefalizacion cadena abajo que conduce al ensamblaje del complejo de
NADPH oxidasa completo en la membrana plasmatica generando ROS. La actividad funcional de PI3K-gamma se
midio en sangre completa y en neutréfilos y monocitos de la capa leucocitica a través de la generacion de ROS. Las
células se estimulan con TNF-alfa durante 10 minutos, a continuacién con péptido quimiotactico obtenido a partir de
la pared celular bacteriana, fMLP, durante 20 minutos, cargadas con un colorante no fluorescente, dihidrorrodamina
1,2,3 (DHR). Las ROS producidas por las células oxidan DHR a rodamina fluorescente produciendo un aumento del
contenido de rodamina fluorescente en las células. La actividad funcional de PI3K-gamma se mide mediante la
capacidad de neutrofilos y monocitos para generar ROS después de estimulacion con fMLP. Las muestras de
leucocitos de sangre completa se analizaron en un FACSCalibur™ de BD para cuantificar las células positivas para
rodamina fluorescente. Las células de la capa leucocitica generan unas Clsp en ausencia de suero y el ensayo de
sangre completa genera unas Clsp en presencia de suero. EIl Compuesto 1 presentaba una Clsy de 0,22 uM en el
ensayo de leucocitos de la capa leucocitica y 0,57 uM en ensayo de sangre completa. Véase la Tabla 3.

Ejemplo 6. CSF-1 estimulaba pAkt en células THP-1

Factores de crecimiento, citoquinas y otros ligandos de tirosina quinasas receptoras, tales como CSF1, se unen a
sus receptores lo que conduce a la activacion de la ruta de sefalizacion de PI3K de clase IA. La activacion de PI3K
conduce a la generacion de PIP3 y la activacion de moléculas cadena bajo tales como PDK-1 y Akt. La fosforilacion
de Akt es una medida de la actividad de PI3K en la célula. Las células THP-1 (una linea de células monociticas
humanas) se mantienen en ayunas durante una noche para agotar los niveles de pAkt. La estimulacién con CSF-1
durante 5 minutos conduce a fosforilacion de Akt inducida por PIK3a/B/d en los sitios de Treonina 308 y Serina 473.
Las células se fijaron y se tifieron para fosfoAkt intracelular (Ser 473) y a continuacién se analizaron en el citdmetro
FACSCalibur™ de BD. Se trata de una medida de la inhibicion de PI3K de Clase IA. El Compuesto 1 presentaba una
Clso > 9,7 uM en este ensayo, lo que demuestra selectividad con respecto a las PI3K de Clase IA. Véase la Tabla 4.

Ejemplo 7. Ensayo de proliferacion de linfocitos B humanos

Los linfocitos B dependen en gran medida de PI3K5 para su desarrollo y actividad. PI3K-gamma tiene un papel
esencial y no superfluo en la via de sefializacion del complejo de receptores de linfocitos B (BCR). Tanto el influjo
como la proliferacion de Ca* inducidos por IgM se atenuan en ratones que carecen de PI3K-3 o con inhibidores de
PI3K-5. PI3K-gamma no tiene ningun papel que desempefiar en ninguna actividad de los linfocitos B. La
especificidad del complejo BCR para la isoforma PI3K-gamma hace que éste sea un ensayo de PI3K-gamma ideal
para evaluar el alcance de la inhibicion de PI3K-gamma en células. Los linfocitos B humanos purificados se
estimulan con anti-lgM en presencia de compuestos de ensayo. Cuatro dias mas tarde, la viabilidad/proliferacion
celular se midié usando Cell Titer-Glo para medir el contenido de ATP de las células en el pocillo. La falta de o la
proliferacion reducida es una medida del alcance de la inhibicion de PI3K-gamma. El Compuesto 1 tiene una Clso de
3,05 + 0,44 uM lo que demuestra una ventana de selectividad de 11 veces con respecto al PI3K-5. Véase la Tabla 4.

Ejemplo 8. Ensayo de proliferacion de HUVEC

Las PI3K son moléculas de sefalizacion importantes cadenas debajo de un niumero de factores de crecimiento que
regulan la supervivencia celular, crecimiento y entrada del ciclo celular. Las isoformas tanto PI3K-alfa como PI3K-
beta regulan la entrada del ciclo celular; la inhibicion de cualquier isoforma conduce una reduccion del crecimiento
celular. Las HUVEC son células endoteliales primarias de la vena umbilical humana expresan las isoformas tanto
PI3Ka como PI3KB. La inhibiciéon de cualquiera o de ambas isoformas Pl3K-alfa o PI3K-beta inhibira el crecimiento
celular de las HUVEC. Los compuestos se siembran sobre las HUVEC, la proliferacién/viabilidad celular se mide 96
horas después del tratamiento con el compuesto usando Cell Titer-Glo para medir el contenido de ATP de las células
en el pocillo. La falta de o la reduccion de la proliferacion es una medida del alcance de la inhibicién de PI3K-alfa y/o
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PI3K-beta. El Compuesto 1 tiene una Clso de > 19 uM en este ensayo, lo que demuestra una selectividad de > 74
veces con respecto a PI3K-alfa/beta. Véase la Tabla 4.

Ejemplo 9. Ensayo de proliferacion de MCF-7

La ruta de sefializacién de PI3K-Akt regula muchos procesos celulares normales incluyendo la proliferacion,
supervivencia y crecimiento celulares que son fundamentales para la tumorigénesis. La desregulacion de la ruta de
sefalizacion de PI3K se produce comunmente en canceres humanos. MCF7 es una linea de células de carcinoma
de mama humanas que tiene una mutacién activante heterocigota E545K PI3Ka en el dominio helicoidal de la
proteina p110a que conduce a hiperactividad de la ruta de PI3K-alfa. La inhibicién de la sefializacion de PI3K-alfa en
las células MCF7 inhibe el crecimiento celular y por lo tanto los inhibidores de PI3K-alfa se pueden evaluar en el
ensayo de proliferacion de MCF7. Los compuestos afiaden a células MCF7, la proliferacion/viabilidad celular se mide
96 horas después del tratamiento con el compuesto usando Cell Titer-Glo para medir el contenido de ATP de las
células en el pocillo. La falta de o la reduccion de la proliferaciéon es una medida del alcance de la inhibicion de PI3K-
alfa. EI Compuesto 1 tiene una Clso de > 17 uM en este ensayo, demostrando de este modo una selectividad de
> 67 veces con respecto a PI3K-alfa. Véase la Tabla 4.

Como se ha mostrado anteriormente, el Compuesto 1 tiene una potencia excelente, 0,25 uyM en ensayos celulares
asociados con PI3K-gamma, tiene la selectividad de 12 veces con respecto a PI3K-delta, y una selectividad de 40-80
veces con respecto a PI3K-alfa y PI3K-beta en ensayos basados en células.

Tabla 4. Potencia del Compuesto 1 en ensayos in vitro dependientes de PIK3a/p/d

Dy oty Nmense
THP-I/CFS-1/pAkt PI3K-alfa/beta/delta >97+0,7 20
linfocitos B/IgM/Proliferacion PI3K-gamma 3,05+0,44 5
Proliferaciéon de HUVEC PI3K-alfa/beta >19 5
Proliferaciéon de MCF7 PI3K-alfa > 7% 4

* Datos de ensayo individual (uM) - > 20, > 20, 19,8
** Datos de ensayo individual (uM) - 15,7, > 20, 18, 17

Metabolismo del Farmaco
Ejemplo 10. Metabolismo del Compuesto 1 con Enzimas CYP Recombinantes

Los microsomas que contenian enzimas CYP recombinantes (CYP1A2, 2B6, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1 y 3A4) se
usaron para determinar qué CYP cataliza la oxidacion del Compuesto 1. Por consiguiente, el Compuesto 1 (1 uM) se
incubo con las CYP recombinantes individuales en presencia del cofactor NADPH. Porcentaje de farmaco precursor
que permanecia al final del periodo de incubacion se determind por LC-MS/MS y se comparé con el presente al
comienzo. Los resultados se muestran en la Tabla 5. El metabolismo del Compuesto 1 se detectd solamente en la
incubacion con CYP3A4, aunque a una tasa aparente baja.

Tabla 5. Estabilidad del Compuesto 1 en Incubaciones con Enzimas CYP Recombinantes*

CYP 1A2 2B6 2C8 2C9 2C19 2D6 2El 3A4
% de Precursor
Restante 105 107 105 108 118 100 105 92
@ 30 min

*Los datos se expresan como Media (DT)

Ejemplo 11. Inhibicién de Enzimas CYP por el Compuesto 1

Se evaluo el potencial del Compuesto 1 (0,01 a 100 yM) a inhibir de forma reversible enzimas CYP (CYP1A2, 2B6,
2C8, 2C9, 2C19, 2D6 y 3A4) en microsomas de higado humano. Los ensayos de inhibicion se realizaron con sondas
de CYP selectivas para cada enzima CYP a concentraciones especificas del sustrato (cerca de su valor de
constante de disociacion (Km)). Los datos se muestran en la Tabla 6. EI Compuesto 1 era un inhibidor moderado de
las CYP 1A2, 2B6 y 2C8; los valores de Clsg variaban de 4-7 pM.

Tabla 6. Inhibicion por el Compuesto 1 de Enzimas CYP en Microsomas de Higado Humano

Sustrato Enzima Clso (UM)

Fenacetina 30 uM CYP1A2 7
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Sustrato Enzima Clso (UM)
Bupropion 100 uM CYP2B6 4
Paclitaxel 2,5 yM CYP2C8 7

Diclofenaco 2,5 uM CYP2C9 32
S-Mefenitoina 30 uM CYP2C19 21
Bufuralol 10 uM CYP2D6 64
Testosterona 50 yM CYP3A4 >75
Midazolam 2,5 uM CYP3A4 19

La inhibicion de CYP3A4 dependiente del tiempo por el Compuesto 1 también se evalué en microsomas de higado
humano usando el ensayo desplazamiento de Cls,. En el estudio, el Compuesto 1 de 0,1 a 50 yM se incubo
previamente con microsomas de higado humano en presencia y ausencia de NADPH durante 0 y 30 minutos. Las
incubaciones se diluyeron a continuacién 10 veces con tampoén y la actividad de CYP3A4 (testosterona-6-beta-
hidroxilasa) restante se midié durante un periodo de 10 minutos. No se produjo ningin cambio significativo
(desplazamiento de Clso = 1) en la Clsp del Compuesto 1 en presencia o ausencia de NADPH.

Este resultado se verificd en un estudio de seguimiento en el que la inhibicién de CYP3A4 dependiente del tiempo en
microsomas de higado humano se evalu6 después de la incubacion previa el Compuesto 1 a cualquiera de 10 o
50 uyM durante un periodo de 0, 5, 10, 15 y 30 minutos. la constante de la tasa observada para la pérdida de
actividad de CYP3A4 en el estudio (Kobs) era de 0,0039/min en ambas concentraciones sometidas a ensayo en
comparacion con Kobs = 0,053/min para mifepristona, el control positivo. Los datos a partir de ambos estudios
demuestran que el Compuesto 1 no inhibe CYP3A4 de una manera dependiente del tiempo.

Ejemplo 12. Induccién enzimatica

El potencial del Compuesto 1 para activar el receptor X de pregnano (PXR) se evalud con respecto a un intervalo
seis concentraciones de 0,1-30 yM en células DPX2, una linea de células de hepatoma humano que se
sobreexpresa de forma estable con el gen PXR humano y el indicador de luciferasa unido a dos promotores en el
gen CYP3A4 humano. Como control positivo se us6 Rifampicina. En este ensayo, el Compuesto 1 mostraba un nivel
insignificante de activacién proporcionan una respuesta que era de un 5 % con respecto al control positivo con un
valor de CEsp > 30 uM.

El potencial del Compuesto 1 para inducir CYP1A2 y CYP3A4 también se evaluo en hepatocitos. El Compuesto 1 a
concentraciones de 0,1-30 uM se incub6é con hepatocitos humanos primarios crioconservados cultivados a partir de
tres donantes diferentes durante 48 horas y se comparo con el efecto de los controles positivos (es decir, inductores
de CYP: Omeprazol 50 yM para CYP1A2 y rifampicina 10 uM para CYP3A4). La actividad de CYP se determind
monitorizando la formacion de metabolitos de sustratos de sonda de CYP especifica (fenacetina para CYP1A2 y
testosterona para CYP3A4) usando LC-MS/MS. El acido ribonucleico mensajero de CYP (ARNm) se analizé por RT-
PCR para confirmar el potencial de induccién de CYP. Los resultados se muestran en la Tabla 7.

El cambio en la actividad de CYP1A2 o CYP3A4 y los niveles de ARNm en los tres lotes de hepatocitos después de
exposicion al Compuesto 1 era inferior a un 20 % del control positivo. Estos datos in vitro indican que el Compuesto
1 tienen potencia bajo para inducir CYP1A2 o CYP3A4 después de exposicion de 48 horas en hepatocitos humanos.

Tabla 7. Induccién de CYP1A2 y CYP3A4 con el Compuesto 1 en Hepatocitos Humanos
Potencial de Induccion de CYP1A2 @

Tratamiento N.° de Lote de Hepatocitos Humanos
LMP YOW 8123

I O-Desalquilacion de Fenacetina (mensaje de ARNm) I
I Omeprazol 50 yM 36,3 (71,5) 17,9 (93-6) 25,7 (118,0)

I Compuesto 1 0,5 uM 0,7 (0,6) 1,1 (0,5) 0,6 (0,6)*

" Compuesto 11,0 uM 0,8 (0,6) 1,1(0,4) 0,5 (0,5) '
" Compuesto 15,0 uM 0,9 (0,7) 1,1(0,6) 0,8 (0,5) '
" Compuesto 1 10,0 uM 1,0 (0,8) 1,2(1,3) 0,7 (1,2) '
" Compuesto 1 20,0 uM 1,1(07) 1,3(0,8) 1,2 (2,6) '
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Potencial de Induccién de CYP1A2 2

Tratamiento N.° de Lote de Hepatocitos Humanos

LMP | YOw | 8123 |
O-Desalquilacion de Fenacetina (mensaje de ARNm)

" Compuesto 1 30,0 uM 1,1 (1,4) | 1,5 (NR?) | 1,3 (NR?) '

Potencial de Induccion de CYP1A2 @

Tratamiento N.° de Lote de Hepatocitos Humanos
LMP | Yow | 8123 '
Testosterona-6p-Hidroxilacion (mensaje de ARNm)

" Rifampicina 10 uM 13,2 (10,4) 16,0 (29,3) 40,4 (210,3) '
" Compuesto 10,5 uM 0,9 (1,0) 1,0 (1,3) 0,3 (0,4) '
" Compuesto 11,0 uM 0,8 (0,7) 0,8(0,2) 0,5 (0,3) '
" Compuesto 15,0 uM 1,1(1,1) 0,9 (NR") 0,4 (0,5) '
" Compuesto 1 10,0 uM 1,1 (1,5)* 0,8 (NR") 0,4 (1,1) '
" Compuesto 1 20,0 uM 1,4 (3,0) 0,6 (NR") 0,6 (0,7) '
" Compuesto 1 30,0 uM 1,0 (2,5) 0,6 (NR') 0,7 (NR2) '

* Expresado como factor de cambio con respecto al control de disolvente
NR' no informado ya que la respuesta era menor que la del control del vehiculo
NR? no informado debido a citotoxicidad

Ejemplo 13. Permeabilidad del Potencial de Eflujo

La permeabilidad del Compuesto 1 se evalué usando lineas de células de tipo silvestre tanto Caco-2 como de rifién
canino MadinDarby (MDCK). Las células se expusieron a farmaco en tampoén en el lado apical (medicion de la
permeabilidad en la direccion de A a B) o en el lado basolateral (medicién de la permeabilidad en la direccién de B a
A) y se incubaron a 37 °C durante una hora. Los resultados se muestran en la Tabla 7. La permeabilidad sera
elevada en la direccion de A a B en las lineas de células tanto MDCK como Caco-2 (33 y 18 x 10 cmy/s,
respectivamente).

Una Evaluacion de si el Compuesto 1 es un sustrato de transportadores de eflujo se realizé usando la linea de células
MDCK que se sobreexpresa con P-gp humano (MDR). El transporte vectorial se detectd en esta linea celular
(proporcion de eflujo = 35,1), lo que indica que el Compuesto 1 es un sustrato de P-gp. Véase la Tabla 8.

Tabla 8. Sumario de Proporcion de Eflujo y Recuperacion del Compuesto 1 en Lineas Celulares Caco-2, MDCK-WT y
MDCK-MDR1

% Prom. de .
6 (0
Linea Celular Conc. Pap Prom. (x 10° cm/s) = Recuperacion ProporC|'on de
Compuesto 1 DT +DT Eflujo
A>B 32,6 87
Caco-2 5 uM 1,9
B>A 60,7 96
A>B 17,55 90
MDCK-WT 1uM 1.4
B>A 23,78 93
MDCK- A>B 0,98 97
MDR1 1M 35,1
B>A 34,33 87
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Farmacocinética in vivo
Ejemplo 14. Dosificacion Intravenosa de Bolo

Después de la administracion intravenosa de un solo bolo, el Compuesto 1 presentaba una eliminacion sistematica
baja y una semivida larga en todas las especies sometidas a ensayo. Véase la Tabla 9. Los valores de eliminacion
del Compuesto 1 representan aproximadamente un 5,4 %, 3,6 %, 13 % y un 26 % del flujo de sangre hepatica en
raton, rata, perro y mono. El volumen de distribucién era mayor que el agua del organismo total, lo que indica
distribucion del Compuesto 1 a tejidos.

Tabla 9. Promedio de Parametros Farmacocinéticos para el Compuesto 1 Después de Administracion IV de un Solo

Bolo

Especie ﬁgfr:?nalb AUCropo AUCine DN_AUCne CL % Ty, Vss

(mg/kg) (ug*h/ml) (ug*h/ml) (ug*h/ml) (ml/min/kg) HBF2 (h) (I/kg)
Ratén 0,45 1,09 1,53 3,4 4,9 5,4 4,3 1,8
Rata 0,5 2,69 3,1 6,2 2,8 3,6 8,2 1,8
Perro 0,5 1,9 2,0 4,0 5,4 13 10,7 3,9
Mono 0,5 0,7 0,74 1,5 11,5 26 6,6 3,3

@ HBF, flujo de sangre hepatico
b Las dosis medidas fueron 0,32, 0,47, 0,5 y 0,46 mg/kg para raton, rata, y mono, respectivamente. Los calculos
PK se basaron en la dosis nominal.

Ejemplo 15. Biodisponibilidad Oral

Como se muestra en la Tabla 10, la biodisponibilidad oral del Compuesto 1 era elevada (> 80 %) después de la
administracion de una sola dosis del Compuesto 1 a ratdn, rata, perro y mono. La biodisponibilidad en mono (>1
100 %) se puede explicar por la diferencia de diez veces entre las dosis IV y oral. EI Compuesto 1 se absorbia
rapidamente en todas las especies, con una concentracion sistémica maxima observada en aproximadamente una a
tres horas de dosificacion.

Tabla 10. Promedio de Parametros Farmacocinéticos para el Compuesto 1 Después de Administracion Oral
Individual a Ratén, Rata, Perro y Mono

Dosis Chma
. : AUCropo AUCNF DN_AUCr me Tmax Ty, MRT F
Especie |Nominal°® * " =, /

oo e |warhim) | ughimi) | (gm0 (h) M | () | %
Ratén? 1 2,72 2,76 2,76 0,29 2 3,8 5,8 81
Rata® 1 5 5,11 5,14 0,26 3,33 12,6 | 18,3 84
Perro® 3* 9,11 9,29 3,1 1,29 0,83 7,3 9 77
Mono® 5 12,3 12,5 2,5 1,35 1,67 8,5 10,5 126

a Vehiculo: 0,2 %, MC/1 % de SLS

b Dispersion secada por pulverizacion, vehiculo: 2 % de TPGS/1,5 % de HPMCAS-HF/1,5 % de PVP-VA con
citrato 50 mM a pH 5

¢ Las dosis medidas fueron 0,95, 0,68, 2,6 y 4,4 mg/kg para ratén, rata, y mono, respectivamente. Los calculos PK
se basaron en la dosis nominal.

La Tabla 11 proporciona datos farmacocinéticos para inhibidores de PI3K que se describen en la Pub. de Solicitud
de Patente Internacional N.° WO 2011/087776 ("la solicitud '776"), cada uno de los cuales tiene la misma estructura
del farmacoforo nucleo que la del Compuesto 1. véanse los compuestos 705, 709, 735, y 772 en las paginas 229,
229, 234, y 242, respectivamente, de la solicitud '776. La eliminacion plasmatica sistémica del Compuesto 1 después
de administracion intravenosa era significativamente menor (de 2,5 veces a 8 veces) que la observada en estudios
con otros compuestos. Los datos de eliminacién plasmatica estan de acuerdo con los datos de valores intravenosos,
exposicion oral, AUC, y Cmax. Estos datos muestran que el Compuesto 1 tiene un perfil farmacocinético
inesperadamente favorable con respecto a estos compuestos.
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Tabla 11. Promedio de Parametros Farmacocinéticos para el Compuesto 1 Administrado por Via Oral con respecto a
Compuestos de Comparacion

AUC de | Cmaxde
Numero del AUC 1 CL PO de PO de
Estructura IV Rata IV Rata 2
Compuesto ) Rata Rata
(ug-h/ml) | (ml/min/kg) (ug-h/ml) | (ug/ml)
1 3,1 2,8 18 1,0
A
(N.°705 en WO 0,22 22 0,3 0,06
2011/087776)
B
(N.°709 en WO 0,33 22 0,6 0,12
2011/087776)
C
(N.°735en WO 0,59 11 3 0,2
2011/087776)
D
(N.6772 en WO 1,2 7 9 0,5
2011/087776)

' Estudio de bolo intravenoso,0,5 mg/kg de dosis nominal; Vehiculo 355 PEG400/25 % de NMP/40 % de Agua
2 Estudio de dosis oral, 3 mg/kg de dosis nominal; vehiculo 0,2 % de MC/1 % de SLS
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Ejemplo 16. Distribucion tisular en ratas

El Compuesto 1 se distribuia bien en la mayoria de los tejidos después de una dosis oral de 5 mg/kg administrada a
ratas macho. Véase la Tabla 12. El cerebro y el liquido cefalorraquideo (CSF) eran los 6rganos que mostraban una
exposicion muy baja al Compuesto 1 con una Cnax de 111 ng/g y 27 ng/ml, respectivamente (< 0,1 % de la
exposicion plasmatica). El Compuesto 1 se distribuia bien en el higado y en el rifién, con una Cmsx de 11400 y 4770
ng/g, respectivamente. La proporcion de tejido con respecto a plasma seguia la tendencia de
higado > rifidn > corazén > pulmon > bazo > cerebro > CSF. La cinética de eliminacion del Compuesto 1 en cada
6rgano examinado seguia cinética plasmatica. No habia evidencia de acumulacion tisular del Compuesto 1 después
de una administraciéon de una sola dosis.

Tabla 12. Promedio de Concentraciones en Tejido y Plasma y Proporcion de Tejido con respecto a Plasma del
Compuesto 1 Después de una Sola Dosis Oral de 5 mg/kg

Teii Concentracion del Compuesto 1 Proporcion de Tejido con
ejido
(ng/ml 0 ng/g) respecto a Plasma
hdespuésde | g5 2 7 24 48 | 05 | 2 7 24 | 48
dosis
Cerebro 74 129 111 30 9,35 0,04 0,07 0,05 0,06 0,07
CSF 20 23,3 27 5 BQL 0,01 0,01 0,01 0,01 BQL
Corazén 1730 3280 3100 771 196 0,98 1,67 1,40 1,46 1,39
Rifon 3070 4980 4770 1600 673 1,75 2,54 2,16 3,03 4,76
Higado 8710 13700 11400 3010 750 4,96 6,99 5,13 5,69 5,32
Pulmén 2180 2710 2700 617 185 1,24 1,38 1,22 1,17 1,31
Bazo 1290 1790 491 125 BQL 0,74 1,15 0,81 0,93 0,88
Plasma 1760 1960 2210 592 141 -- -- -- --

BQL = Por debajo del limite cuantificable. El compuesto se dosificé como dispersion secada por pulverizacion en
un 2 % de TPGS/1,5 % de HPMCAS-HF/1,5 % de PVP-VA con citrato 50 mM a pH 5.

Ejemplo 17. Compuesto 1 en modelo de CIA de ratén

El Compuesto 1 se sometié a ensayo en el modelo terapéutico de artritis inducida por colageno (CIA) en ratén a
2,5 mg/kg BID (5 mg/kg/dia), 5 mg/kg BID (10 mg/kg/dia) o 10 mg/kg BID (20 mg/kg/dia). Fostamatinib, un inhibidor
de molécula pequefia de Syk usado como patron de referencia, se dosifico por via oral a 30 mg/kg BID
(60 mg/kg/dia). Los compuestos se dosificaron durante 10 dias en un régimen de dosificacion BID de 12/12 horas
hasta el final del estudio. EI Compuesto 1 se formulé en un 0,2 % de MC, un 1 % de SLS. EIl volumen de dosificaciéon
fue de 10 ml/kg. Las muestras en plasma terminal se recogieron a las 2, 4 y 12 horas después de la Ultima dosis. Las
cuatro patas y ambas rodillas se recogieron y se procesaron para histopatologia.

El tratamiento con el Compuesto 1 mostraba un efecto beneficioso significativo en el modelo de CIA tal como se
determina mediante evaluacion de puntuaciones de artritis clinica e histopatologia de las articulaciones. Las
puntuaciones de artritis medidas diariamente estaban significativamente reducidas con respecto a lo normal para
ratones tratados con 2,5 mg/kg BID de Compuesto 1 (*d2-11), 5 mg/kg BID de Compuesto 1 (*d2-11), 10 mg/kg BID
de Compuesto 1 (*d2-11), o 30 mg/kg BID de Fostamatinib (*d2-11) en comparacién con controles de vehiculo.
Véase la Figura 1. Cuando se consideran solamente las patas que muestran signos clinicos de artritis en el
momento del reclutamiento (patas terapéuticas), las puntuaciones de artritis clinica estaban significativamente
reducidas para ratones tratados con 5 mg/kg BID de Compuesto 1 (*d5-11) o 10 mg/kg BID de Compuesto 1 (*d2-
11), pero no para los otros grupos de tratamiento con 30 mg/kg BID de Fostamatinib. Véase la Figura 2. Cuando se
consideran solamente las patas que no muestran signos clinicos de artritis en el momento del reclutamiento (patas
profilacticas), las puntuaciones de artritis clinica estaban significativamente reducidas para ratones tratados con
2,5 mg/kg BID de Compuesto 1 (*d2, 4-11), 5 mg/kg Compuesto 1 BID (*d2-11), 10 mg/kg Compuesto 1 BID (*d2-11)
0 30 mg/kg BID de Fostamatinib (*d5-9) en comparacién con controles de vehiculo. Véase la Figura 3.

Como se muestra en la Tabla 13, las puntuaciones de artritis clinica expresadas como area bajo la curva (AUC)
estaban significativamente reducidas con respecto a lo normal para ratones tratados con 30 mg/kg BID de
Fostamatinib (25 %), 2,5 mg/kg BID de Compuesto 1 (28 %), 5 mg/kg BID de Compuesto 1 (63 %) o 10 mg/kg BID
de Compuesto 1 (89 %) en comparacion con controles de vehiculo. Cuando se consideran solamente las patas, el
AUC de las puntuaciones de artritis estaba significativamente reducida para ratones tratados con 10 mg/kg BID de
Compuesto 1 (79 %). Cuando se consideraban solamente las patas profilacticas, el AUC de las puntuaciones de
artritis estaba significativamente reducida para ratones tratados con 30 mg/kg BID de Fostamatinib (32 %), 2,5 mg/kg
BID de Compuesto 1 (42 %), 5 mg/kg BID de Compuesto 1 (81 %) y 10 mg/kg BID de Compuesto 1 (98 %) en
comparacion con controles de vehiculo.
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Tabla 13. Puntuaciones de artritis clinica para el Compuesto 1 en el modelo de CIA

Puntuacién Sumada

Datos de Puntuacién Clinica de Histopatologia

AUC AUC
AUC Puntuacic Puntuacic Seis
Tratamiento (mg/kg Puntuacion unpu?mon unpu?mon Articulaciones Patas Rodillas
BID) Todas las aa. aa ETM (ETM) (ETM)
Patas (ETM) Terapéutica Profilactica ( )
(ETM) (ETM)
Sin tratamiento . . *0 *0 *0
previo 0(SE 0,00) 0(0,00) (0,00) (0,00) (0,00)
Control de vehiculo
(02%de MCA % 31,69 (1,42) 5575(7,5) 71,00 (6,96) 11,3 12,69 8,63
(0,69) (0,46) (1,51)
de SLS)
- *23,61 " 9,80 10,25 8,90
Fostamatinib, 30 (1,84) 46,15 (6,04) 48,30 (7,71) (8,0) (0,94) (0.97)
*22,76 " 7,70 8,14 6,83
Compuesto 1, 2,5 (2,33) 49,25 (8,51) 41,35 (8,37) (1.03) (1.05) (1.19)
*11,84 " *3,27 *3,64 *2,53
Compuesto 1, 5 (2,48) 34,00 (7,59) 13,35 (6,03) (0,88) (1,08) (0.74)
* * * *0,75 *0,79 *0,68
Compuesto 1,10 3,34 (1,42) 11,75 (5,47) 1,60 (1,60) (0,42) (0,50) (0,57)

*p < 0,05 ensayo ANOVA o Kruskal-Wallis con respecto a Vehiculo

Ejemplo 18. Compuesto 1 en modelo de IBD de raton

El inhibidor de PI3Ky, el Compuesto 1, se sometid a ensayo en un modelo de colitis inducida por CD40 para
determinar su efecto en el transcurso de la enfermedad. El modelo CD40 de IBD se induce por inyeccién de un
anticuerpo monoclonal anti-CD40 (agonista, es decir, anticuerpo activamente con respecto a anticuerpo
neutralizante) en ratones con déficit de linfocitos T y B (ratones Rag 1-/-) para inducir inflamacion tanto sistémica
como intestinal que conduce a colitis y enfermedad por debilitamiento a través de la ruta inmunitaria innata. (Véase,
por ejemplo, Immunity 25, 309-318, agosto de 2006). En resumen, a los ratones con desactivacion genética Rag1 se
les inyectd IP el anticuerpo monoclonal anti-CD40, FGK45. Comenzando el Dia 0, los ratones se trataron con PBS,
vehiculo o Compuesto 1 a 5 mg/kg b.i.d. o 10 mg/kg b.i.d. EI Compuesto 1 se administré por IP durante 7 dias en un
régimen de dosificacion b.i.d. de 10/14 horas. El Compuesto 1 se formulé en un 5% de NMP/15 % de PEG-
400/80 % en una solucion al 0,5 % de HPMC-ES50 en agua. Al finalizar el estudio, se recogieron muestras de suero y
colon a las 2 horas después de la ultima dosis para analisis de concentracion de farmaco. Los pesos corporales se
midieron diariamente durante el estudio. Las concentraciones del Compuesto 1 se analizaron en las muestras de
plasma recogidas 2 horas después de la dosis final al finalizar el estudio. Las concentraciones se determinaron
usando un método de cromatografia liquida de alto rendimiento/espectrometria de masas en tandem
(HPLC/MS/MS).

Los ratones inyectados con anticuerpo monoclonal anti-CD40 y tratados con vehiculo o PBS presentaban una
pérdida de peso corporal (medida como porcentaje de cambio a partir del valor inicial) que comenzo6 el dia 1 y tuvo
un maximo el dia 3-4 antes de la recuperacion hacia el valor inicial. Como se muestra en la Figura 4, la pérdida de
peso corporal inducida por la enfermedad era de un 17,2 % y de un 17 % los dias 3 y 4, respectivamente, en el grupo
tratado con PBS y de un 12,8 % y un 12,6 % los dias 3 y 4, respectivamente, en el grupo tratado con vehiculo. La
Figura 4 también muestra que la pérdida de peso corporal estaba inhibida de forma significativa en ratones tratados con
el Compuesto 1 a 5 mg/kg b.i.d. (*p < 0,05 d3, **p < 0,01 d4) o 10 mg/kg b.i.d. (***p < 0,001 d3-4) en comparacion
con controles de vehiculo.
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Tabla 14 Concentraciones en Tejido de Compuesto 1 en el Modelo de IBD inducido con CD40

Tratamiento, mg/kg Concentracion de Farmaco en Tejido 2 h Colon:Plasma

b.i.d.
Colon
Plasma (ng/ml
(ng/mi) (ng/mg)
Compuesto 1, 5 4020 + 4520 6110 £ 6350 1,5
Compuesto 1, 10 6220 £ 6190 7480 + 9700 1,2
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que tiene la féormula:

sabil

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Una composicion farmacéutica que comprende el compuesto de acuerdo con la reivindicaciéon 1 y un excipiente,
adyuvante, o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

3. El compuesto o sal del mismo de acuerdo con la reivindicacién 1 o una composicién farmacéutica del mismo para
uso en el tratamiento o disminucion de la gravedad de una enfermedad o afeccién seleccionada entre una
enfermedad autoinmunitaria o una enfermedad inflamatoria seleccionada entre asma, dermatitis atdpica, rinitis,
enfermedades alérgicas, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), shock séptico, fibrosis pulmonar
idiopatica, apoplejia, quemaduras, enfermedades de las articulaciones, artritis reumatoide, lupus sistémico
eritematoso, aterosclerosis, pancreatitis aguda, psoriasis, enfermedad inflamatoria del intestino, colitis ulcerosa,
enfermedad de Crohn, y enfermedad de Graves.

4. El compuesto, sal del mismo o la composicion farmacéutica del mismo para uso de acuerdo con la reivindicacion
3, en la que dicha enfermedad o trastorno es artritis reumatoide.

5. Un método para inhibir la actividad de PI3K-gamma quinasa en una muestra biolégica que comprende poner en
contacto dicha muestra biolégica con el compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, o una composiciéon que
comprende dicho compuesto.

6. Un método para inhibir de forma selectiva una isoforma PI3K-gamma con respecto a al menos otra isoforma de
PI3K que comprende poner en contacto una muestra biolégica con un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1
0 una composiciéon que comprende dicho compuesto.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que la al menos otra isoforma de PI3K se selecciona entre el
grupo que consiste en PI3K-alfa, PI3K-beta, PI3K-delta y combinaciones de las mismas.
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Figura1
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Figura 2
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Figura 3

Puntuacion de Artritis Clinica Sumada - Patas Profilacticas
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Figura 4
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