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DESCRIPCION
Inhibidores de MAPK/ERK cinasa
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a compuestos que pueden usarse para inhibir proteinas cinasas activadas por
mitégeno (también conocidas como MEK y MAPK/ERK cinasas), tales como la proteina cinasa cinasa activada por
mitégeno 1 (también conocida como MAPKK1, MAPK/ERK cinasa 1 y MEK1) y la proteina cinasa cinasa activada
por mitégeno 2 (también conocida como MAPKK2, MAPK/ERK cinasa 2 y MEK2), asi como a composiciones de la
materia, kits y articulos de fabricacion que comprenden estos compuestos. La invencién también se refiere a
compuestos segun la presente invencién para su uso como medicamentos. Los métodos de preparacién de los
compuestos de la presente invencién, asi como los productos intermedios Utiles en tales métodos, se describen en
el presente documento.

Antecedentes de la invencion

Las rutas de senalizacidén de proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK) estan implicadas en acontecimientos
celulares tales como crecimiento, diferenciacion y respuestas al estrés (J. Biol. Chem. (1993) 268, 14553-14556). Se
han identificado cuatro rutas de MAPK paralelas hasta la fecha: ERK1/ERK2, JNK, p38 y ERKS5. Estas rutas son
cascadas de cinasa lineales en las que MAPKKK fosforila y activa MAPKK y MAPKK fosforila y activa MAPK. Hasta
la fecha, se han identificado siete homoélogos de MAPKK (MEK1, MEK2, MKK3, MKK4/SEK, MEK5, MKK6 y MKK?)
y cuatro familias de MAPK (ERK1/2, JNK, p38 y ERK5). La activacién de estas rutas regula la actividad de varios
sustratos mediante fosforilacion. Estos sustratos incluyen: factores de transcripcion tales como TCF, c-myc, ATF2 y
los componentes de AP-1, fos y Jun; componentes de superficie celular EGF-R; componentes citosélicos incluyendo
PHAS-I, pQO'S", cPLAz; y c-Raf-1; y componentes del citoesqueleto tales como tau y MAP2. Las cascadas de
sefalizacion de MAPK estan implicadas en el control de procesos celulares incluyendo proliferacion, diferenciacién,
apoptosis y respuestas al estrés.

De las rutas de sefalizacion de MAPK conocidas, la ruta RAF-MEK-ERK media en la sefalizacion proliferativa y
anti-apoptética a partir de factores de crecimiento y factores oncogénicos tales como fenotipos mutantes de Ras y
Raf que promueven el crecimiento, la progresion y la metéstasis tumorales. En virtud de su papel fundamental
mediando en la transmision de sefiales que promueven el crecimiento a partir de multiples receptores de factor de
crecimiento, la ruta RAF-MEK-ERK proporciona dianas moleculares con aplicaciones terapéuticas potencialmente
amplias en, por ejemplo, trastornos hiperproliferativos cancerosos y no cancerosos, inmunomodulacion e
inflamacion.

MEK ocupa una posicién posterior estratégica en la ruta RAF-MEK-ERK que cataliza la fosforilacién de sus sustratos
de MAPK, ERK1 y ERK2. Anderson et al. “Requirement for integration of signals from two distinct fosforilation
pathways for activation of MAP kinase.” Nature 1990, vol. 343, pags. 651-653. En la ruta de ERK, MAPKK se
corresponde con MEK (MAP cinasa ERK cinasa) y MAPK se corresponde con ERK (cinasa regulada por sefales
extracelulares). No se han identificado sustratos para MEK distintos de ERK1 y ERK2. Seger et al. “Purification and
characterization of mitogen-activated protein kinase activator(s) from epidermal growth factor-stimulated A431 cells.”
J. Biol. Chem., 1992, vol. 267, pags. 14373-14381. Esta estrecha selectividad, ademds de la capacidad Unica para
actuar como cinasa de especificidad doble, concuerda con el papel fundamental de MEK en la integracion de
sefales en la ruta de MAPK. También parece que MEK se asocia fuertemente con MAP cinasa antes de fosforilarla,
lo que sugiere que la fosforilacion de MAP cinasa por MEK puede requerir una fuerte interaccion anterior entre las
dos proteinas. Puede encontrarse que tanto este requisito como la especificidad inusual de MEK sugieren que
puede tener suficientes diferencias en su mecanismo de accién con respecto a otras proteinas cinasas que los
inhibidores selectivos de MEK, funcionado posiblemente mediante mecanismos alostéricos en vez de mediante el
bloqueo habitual del sitio de unién a ATP.

La accién constitutiva de MAPK se ha notificado en >30% de las lineas celulares de tumor primario incluyendo lineas
celulares derivadas de colon, pulmén, mama, pancreas, ovario y rinén. Hoshino et al. “Constitutive activation of the
41-/43-kDa mitogen-activated protein kinase signaling pathway in human tumors.” Oncogene, 1999, vol. 18, pags.
813-822. Se han detectado concentraciones superiores de MAPK/ERK activa (bMAPK/pERK) en tejido tumoral en
comparacién con tejido adyacente normal. Sivaraman et al. “Hyperexpression of mitogen-activated protein kinase in
human breast cancer.” J. Clin. Invest., 1997, vol. 99, pags. 1478-1483.

Existe una necesidad continuada de encontrar nuevos agentes terapéuticos para tratar enfermedades humanas. Las
MAPK/ERK cinasas, especificamente pero sin limitarse a MEK1 y MEK2, son dianas especialmente atractivas para
el descubrimiento de nuevos agentes terapéuticos debido a su importante papel en trastornos hiperproliferativos
cancerosos (por ejemplo, cancer de cerebro, de pulmén, de células escamosas, de vejiga, gastrico, pancreatico, de
mama, de cabeza, de cuello, renal, de rifidn, de ovario, de préstata, colorrectal, de préstata, de colon, epidermoide,
esofagico, testicular, ginecoldégico o de tiroides); trastornos hiperproliferativos no cancerosos (por ejemplo,
hiperplasia benigna de la piel (por ejemplo, psoriasis), reestenosis e hipertrofia prostatica benigna (BPH));
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pancreatitis; enfermedad renal; dolor; impedir la implantacion del blastocito; tratar enfermedades relacionadas con
vasculogénesis 0 angiogénesis (por ejemplo, angiogénesis tumoral, enfermedad inflamatoria aguda y croénica tal
como artritis reumatoide, aterosclerosis y enfermedad inflamatoria del intestino, enfermedades cutaneas tales como
psoriasis, eccema y esclerodermia, diabetes, retinopatia diabética, retinopatia del prematuro, degeneracién macular
asociada a la edad, hemangioma, glioma, melanoma, sarcoma de Kaposi y cancer de ovario, de mama, de pulmén,
pancreatico, de préstata, de colon y epidermoide); asma; quimiotaxis de neutréfilos; choque septicémico;
enfermedades mediadas por células T en las que la supresion inmunitaria podria ser valiosa (por ejemplo, la
prevencion de rechazo de trasplantes de 6rganos, enfermedad de injerto contra huésped, lupus eritematoso,
esclerosis multiple y artritis reumatoide); estados en los que el influjo de neutréfilos dirige la destruccion de tejidos
(por ejemplo, lesién por reperfusion en infarto de miocardio y accidente cerebrovascular y artritis inflamatoria);
aterosclerosis; inhibicion de respuestas de queratinocitos a cocteles de factores de crecimiento; enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y otras enfermedades. El documento US 4935425 proporciona derivados de
4H-quinolizin-4-ona novedosos representados por la férmula:

COCR

en la que R es un grupo alquilo o un grupo fenilalquilo; Y es un grupo alquileno; n es cero o 1; A es un anillo
heterociclico aromatico de 5 6 6 miembros sustituido o no sustituido, un grupo cicloalquilo de 3 a 7 miembros
sustituido o no sustituido o un anillo heterociclico saturado de 5 a 7 miembros sustituido o no sustituido. Se expone
que los compuestos presentan actividades inhibidoras selectivas frente a la formacién de IgE y son utiles en el
tratamiento de asma bronquial alérgica, rinitis alérgica, dermatitis atopica, hipersensibilidad y similares.

El documento US 2005/250782 da a conocer inhibidores de MEK Uutiles en el tratamiento de enfermedades
hiperproliferativas tales como cancer.

Sumario de la invencion

La presente invencion se refiere a compuestos que tienen actividad para inhibir MAPK/ERK cinasas. La presente
invencion también proporciona composiciones, articulos de fabricacién y kits que comprenden estos compuestos, asi
como compuestos segun la presente invenciéon para su uso como medicamentos. Los métodos de preparacion de
los compuestos de la presente invencién, asi como productos intermedios Gtiles en tales métodos, se describen en
el presente documento.

En una realizacién, se proporciona una composicién farmacéutica que comprende un inhibidor de MEK segun la
presente invencion como principio activo. Las composiciones farmacéuticas segun la invencion pueden comprender
opcionalmente el 0,001%-100% de uno o mas inhibidores de esta invencion. Estas composiciones farmacéuticas
pueden administrarse o coadministrarse por una variedad vias, incluyendo por ejemplo, por via oral, por via
parenteral, por via intraperitoneal, por via intravenosa, por via intraarterial, por via transdérmica, por via sublingual,
por via intramuscular, por via rectal, por via transbucal, por via intranasal, por via liposomal, mediante inhalacién,
por via vaginal, por via intraocular, mediante administracién local (por ejemplo mediante catéter o endoproétesis), por
via subcutanea, por via intraadiposa, por via intraarticular o por via intratecal. Las composiciones también pueden
administrarse o coadministrarse en formas farmacéuticas de liberacién lenta.

La invencién también se refiere a kits y otros articulos de fabricacion para tratar estados patolégicos asociados con
MEK.

En una realizacion, se proporciona un kit que comprende una composicién que comprende al menos un inhibidor de
MEK de la presente invencién en combinaciéon con instrucciones. Las instrucciones pueden indicar el estado
patolégico para el que debe administrarse la composicion, informacion de almacenamiento, informacion de
dosificacién y/o instrucciones que se refieren a como administrar la composicion. El kit también puede comprender
materiales de acondicionamiento. El material de acondicionamiento puede comprender un envase para alojar la
composicion. El kit también puede comprender opcionalmente componentes adicionales, tales como jeringuillas para
la administracion de la composicién. El kit puede comprender la composicion en formas de dosis individuales o
multiples.

En otra realizacién, se proporciona un articulo de fabricacion que comprende una composicién que comprende al
menos un inhibidor de MEK de la presente invencién en combinacion con materiales de acondicionamiento. El
material de acondicionamiento puede comprender un envase para alojar la composicién. El envase puede
comprender opcionalmente una etiqueta que indica el estado patolégico para el que debe administrarse la
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composicion, informacion de almacenamiento, informacién de dosificacion y/o instrucciones que se refieren a como
administrar la composicion. El kit también puede comprender opcionalmente componentes adicionales, tales como
jeringuillas para la administracion de la composicién. El kit puede comprender la composicién en formas de dosis
individuales o multiples.

También se describen métodos para preparar compuestos, composiciones y kits seguin la presente invencion. Por
ejemplo, se describen varios esquemas sintéticos en el presente documento para sintetizar compuestos segun la
presente invencion.

También se describen métodos para usar compuestos, composiciones, kits y articulos de fabricacion segun la
presente invencion.

Los compuestos, composiciones, kits y articulos de fabricacion se usan para inhibir la actividad de MEK y/o ERK. En
particular, los compuestos, composiciones, kits y articulos de fabricacién pueden usarse para inhibir la actividad de
MEK1. Ademas, los compuestos, composiciones, kits y articulos de fabricacién pueden usarse para inhibir la
actividad de MEK2. Ademas, los compuestos, composiciones, kits y articulos de fabricacion pueden usarse para
inhibir la actividad de ERK1. Ademas, los compuestos, composiciones, kits y articulos de fabricacion pueden usarse
para inhibir la actividad de ERK2.

Los compuestos, composiciones, kits y articulos de fabricaciéon se usan para tratar un estado patolégico para el que
MEK y/o ERK presentan actividad que contribuye a la patologia y/o sintomatologia del estado patoldgico.

En otra realizacion, se proporciona un compuesto segun la presente invencién para su uso como medicamento.

Se indica con respecto a todas las realizaciones anteriores que la presente invencién pretende abarcar todas las
formas ionizadas (por ejemplo, sales) y solvatos (por ejemplo, hidratos) farmacéuticamente aceptables de los
compuestos, independientemente de si tales formas ionizadas y solvatos estan especificados, puesto que en la
técnica se conoce bien la administracién de agentes farmacéuticos en forma ionizada o solvatada. También se
indica que a menos que se especifique una estereoquimica particular, se prevé que la mencién de un compuesto
abarque todos los posibles estereoisémeros (por ejemplo, enantiomeros o diasteredmeros dependiendo del nimero
de centros quirales), independientemente de si el compuesto esta presente como un isémero individual o una
mezcla de isdbmeros. Ademas, a menos que se especifique lo contrario, se prevé que la mencién de un compuesto
abarque todas las posibles formas de resonancia y tautomeros. Con respecto a las reivindicaciones, se prevé que la
expresion “compuesto de formula” abarque el compuesto y todas las formas ionizadas y solvatos farmacéuticamente
aceptables, todos los posibles estereocisémeros y todas las posibles formas de resonancia y tautomeros a menos
que se especifique especificamente lo contrario en la reivindicacion particular.

Breve descripcion de las figuras
La figura 1 ilustra las SEQ ID NOS: 1-6 a las que se hace referencia en esta solicitud.
Definiciones

A menos que se indique lo contrario, los siguientes términos usados en la memoria descriptiva y las reivindicaciones
tendran los siguientes significados para los fines de esta solicitud.

Se indica que, tal como se usa en la memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares “un”,
“‘una” y “el/la”, incluyen referentes plurales a menos que el contexto dicte claramente lo contrario. Ademas, las
definiciones de términos de quimica habituales pueden encontrarse en trabajos de referencia, incluyendo Carey y
Sundberg “ADVANCED ORGANIC CHEMISTRY” 42 ED. vols. A (2000) y B (2001), Plenum Press, Nueva York.
Ademas, a menos que se indique lo contrario, se emplean métodos convencionales de espectroscopia de masas,
RMN, HPLC, quimica de proteinas, bioquimica, técnicas de ADN recombinante y farmacologia, dentro del
conocimiento de la técnica.

“Aliciclico” significa un resto que comprende una estructura de anillo no aromatico. Los restos aliciclicos pueden
estar saturados o parcialmente insaturados con uno, dos o mas enlaces dobles o triples. Los restos aliciclicos
también pueden comprender opcionalmente heteroatomos tales como nitrégeno, oxigeno y azufre. Los atomos de
nitrégeno pueden estar opcionalmente cuaternizados u oxidados y los atomos de azufre puede estar opcionalmente
oxidados. Los ejemplos de restos aliciclicos incluyen, pero no se limitan a restos con anillos (Cssg) tales como
ciclopropilo, ciclohexano, ciclopentano, ciclopenteno, ciclopentadieno, ciclohexano, ciclohexeno, ciclohexadieno,
cicloheptano, ciclohepteno, cicloheptadieno, ciclooctano, cicloocteno y ciclooctadieno.

“Alifatico” significa un resto caracterizado por una disposicion de cadena lineal o ramificada de atomos de carbono
constituyentes y puede estar saturado o parcialmente insaturado con uno, dos o mas enlaces dobles o triples.

“Alquenilo” significa una cadena carbonada, lineal o ramificada que contiene al menos un doble enlace carbono-
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carbono (-CR=CR’- 0 -CR=CR’R”, en el que R, R’ y R” son cada uno independientemente hidrégeno o sustituyentes
adicionales). Los ejemplos de alquenilo incluyen vinilo, alilo, isopropenilo, pentenilo, hexenilo, heptenilo, 1-propenilo,
2-butenilo, 2-metil-2-butenilo y similares. En realizaciones particulares, “alquenilo”, o bien solo o bien representado
junto con otro radical, puede ser un alquenilo (Cz-20), un alquenilo (Cz-1s5), un alquenilo (Cz-10), un alquenilo (Cz-5) 0 un
alguenilo (Co.3). Alternativamente, “alquenilo”, o bien solo o bien representado junto con otro radical, puede ser un
alquenilo (Cz), un alquenilo (C3) o un alquenilo (Ca).

“Alquenileno” significa una cadena carbonada lineal o ramificada, divalente que tiene uno o méas dobles enlaces
carbono-carbono (-CR=CR’-, en el que R y R’ son cada uno independientemente hidrogeno o sustituyentes
adicionales). Los ejemplos de alquenileno incluyen eten-1,2-diilo, propen-1,3-diilo, metilen-1,1-diilo y similares. En
realizaciones particulares, “alquenileno”, o bien solo o bien representado junto con otro radical, puede ser un
alquenileno (Cz-20), un alquenileno (Cs.15), un alquenileno (Cs.10), un alquenileno (Cz.5) 0 un alquenileno (Cz3).
Alternativamente, “alquenileno”, o bien solo o bien representado junto con otro radical, puede ser un alquenileno
(C>), un alquenileno (Cs) o un alquenileno (Ca).

“Alcoxilo” significa un resto de oxigeno que tiene un sustituyente de alquilo adicional. Los grupos alcoxilo de la
presente invencion pueden estar opcionalmente sustituidos.

“Alquilo” representado por si mismo significa un radical alifatico, lineal o ramificado, saturado o insaturado que tiene
una cadena de atomos de carbono. Se usan normalmente alquilo (Cx) y alquilo (Cx.y) en los que X e Y indican el
nimero de atomos de carbono en la cadena. Por ejemplo, alquilo (C+.6) incluye alquilos que tienen una cadena de
entre 1 y 6 carbonos (por ejemplo, metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, sec-butilo, isobutilo, terc-butilo, vinilo, alilo,
1-propenilo, isopropenilo, 1-butenilo, 2-butenilo, 3-butenilo, 2-metilalilo, etinilo, 1-propinilo, 2-propinilo y similares).
Alquilo representado junto con otro radical (por ejemplo, como en arilalquilo, heteroarilalquilo y similares) significa un
radical lineal o ramificado, saturado o insaturado, divalente que tiene el nimero de atomos indicado o cuando no se
indican atomos significa una unién (por ejemplo, aril (Cs.10)-alquilo (C+-3) incluye, bencilo, fenetilo, 1-feniletilo, 3-
fenilpropilo, 2-tienilmetilo, 2-piridinilmetilo y similares). En realizaciones particulares, “alquilo”, o bien solo o bien
representado junto con otro radical, puede ser un alquilo (C1-20), un alquilo (Ci-15), un alquilo (C+-10), un alquilo (C1.s)
o un alquilo (C1.3). Alternativamente, “alquilo”, o bien solo o bien representado junto con otro radical, puede ser un
alquilo (C+), un alquilo (C2) o un alquilo (Cs).

“Alquileno”, a menos que se indique lo contrario, significa un radical lineal o ramificado, alifatico saturado, divalente.
Se usan normalmente alquileno (Cx) y alquileno (Cx.v) en los que X e Y indican el nimero de atomos de carbono en
la cadena. Por ejemplo, alquileno (Ci.) incluye metileno (-CH..), etileno (-CH2CH>-), trimetileno (-CH>CH2CHy-),
tetrametileno (-CH2CH2CH>CHa-), 2-metiltetrametileno (-CH2CH(CH3)CH2CHy-), pentametileno
(-CH2CH2CH>CH2CH>-) y similares. En realizaciones particulares, “alquileno”, o bien solo o bien representado junto
con otro radical, puede ser un alquileno (C1-20), un alquileno (Cs-15), un alquileno (Ci-10), un alquileno (C15) 0 un
alquileno (C1.3). Alternativamente, “alquileno”, o bien solo o bien representado junto con otro radical, puede ser un
alquileno (C+), un alquileno (C2) o un alquileno (Cs).

“Alquilideno” significa un radical alifatico lineal o ramificado, insaturado, conectado a la molécula original por un
doble enlace. Se usan normalmente alquilideno (Cx) y alquilideno (Cx.y) en los que X e Y indican el niumero de
atomos de carbono en la cadena. Por ejemplo, alquilideno (Cy¢) incluye metileno (=CH.), etilideno (=CHCHj3),
isopropilideno (=C(CHs)z2), propilideno (=CHCH2CHg), alilideno (=CH-CH=CH,) y similares. En realizaciones
particulares, “alquilideno”, o bien solo o bien representado junto con otro radical, puede ser un alquilideno (Ci-20), un
alquilideno (C+.15), un alquilideno (Ci-10), un alquilideno (C1.s) o un alquilideno (C1.3). Alternativamente, “alquilideno”, o
bien solo o bien representado junto con otro radical, puede ser un alquilideno (C1), un alquilideno (C2) o un
alquilideno (Cg).

“Alquinilo” significa una cadena carbonada, lineal o ramificada que contiene al menos un triple enlace carbono-
carbono (-C=C- o -C=CR, en el que R es hidrégeno o un sustituyente adicional). Los ejemplos de alquinilo incluyen
etinilo, propargilo, 3-metil-1-pentinilo, 2-heptinilo y similares. En realizaciones particulares, “alquinilo”, o bien solo o
bien representado junto con otro radical, puede ser un alquinilo (Cz-20), un alquinilo (Cs-15), un alquinilo (Cz-10), un
alquinilo (Cz5) o un alquinilo (C2.3). Alternativamente, “alquinilo”, o bien solo o bien representado junto con otro
radical, puede ser un alquinilo (Cz), un alquinilo (Cs) o un alquinilo (Ca).

“Alquinileno” significa una cadena carbonada lineal o ramificada, divalente que tiene uno o mas triples enlaces
carbono-carbono (-CR=CR’-, en el que R y R’ son cada uno independientemente hidrogeno o sustituyentes
adicionales). Los ejemplos de alquinileno incluyen etin-1,2-diilo, propin-1,3-diilo y similares. En realizaciones
particulares, “alquinileno”, o bien solo o bien representado junto con otro radical, puede ser un alquinileno (Cz.20), un
alquinileno (Cz.1s), un alquinileno (Ca-1¢), un alquinileno (Cz.5) 0 un alquinileno (Cz.3). Alternativamente, “alquinileno”, o
bien solo o bien representado junto con otro radical, puede ser un alquinileno (Cz), un alquinileno (Cs) o un
alquinileno (Cy).

“Amido” significa el radical -C(=0)-NR-, -C(=0)-NRR’, -NR-C(=0)- y/o -NR-C(=O)R’, en el que cada R y R’ son
independientemente hidrégeno o un sustituyente adicional.
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“Amino” significa un resto de nitrégeno que tiene dos sustituyentes adicionales en el que, por ejemplo, un atomo de
hidrégeno o carbono esta unido al nitrégeno. Por ejemplo, los grupos amino representativos incluyen -NHz, -NHCHs,
-N(CHjs)2, -NH(alquilo (C1-10)), -N(alquilo (C1-10))2, -NH(arilo), -NH(heteroarilo), -N(arilo)2, -N(heteroarilo), y similares.
Opcionalmente, los dos sustituyentes junto con el nitrogeno también pueden formar un anillo. A menos que se
indique lo contrario, los compuestos de la invencion que contienen restos amino pueden incluir derivados protegidos
de los mismos. Los grupos protectores adecuados para los restos amino incluyen acetilo, terc-butoxicarbonilo,
benciloxicarbonilo y similares.

“Animal” incluye seres humanos, mamiferos no humanos (por ejemplo, perros, gatos, conejos, reses, caballos,
ovejas, cabras, cerdos, ciervos y similares) y no mamiferos (por ejemplo, aves y similares).

“Aromatico” significa un resto en el que los atomos constituyentes constituyen un sistema de anillos insaturado,
todos los atomos en el sistema de anillos tienen hibridacion sp? y el nimero total de electrones pi es igual a 4n+2.
Un anillo aromatico puede ser tal que los atomos del anillo sean s6lo &tomos de carbono o puedan incluir atomos de
carbono y no de carbono (véase “heteroarilo”).

“Arilo” significa un conjunto de anillos monociclico o policiclico en el que cada anillo es aromatico o cuando esta
condensado a uno o mas anillos forma un conjunto de anillos aromaticos. Si uno o mas atomos del anillo no es
carbono (por ejemplo, N, S), el arilo es un heteroarilo. Se usan normalmente arilo (Cx) y arilo (Cx.y) en los que Xe Y
indican el nimero de atomos de carbono en el anillo. En realizaciones particulares, “arilo”, o bien solo o bien
representado junto con otro radical, puede ser un arilo (Cs-14), un arilo (Cs.10), un arilo (Cs-7), un arilo (Cs-10) 0 un arilo
(Cs.7). Alternativamente, “arilo”, o bien solo o bien representado junto con otro radical, puede ser un arilo (Cs), un
arilo (Cg), un arilo (C7), un arilo (Cg), un arilo (Cg) 0 un arilo (C+o).

“Azaalquilo” significa un alquilo, tal como se definié anteriormente, excepto porque uno o mas de los atomos de
carbono que forman la cadena de alquilo estan sustituidos con atomos de nitrégeno sustituidos o no sustituidos
(-NR- o -NRR’, en el que R y R’ son cada uno independientemente hidrégeno o sustituyentes adicionales). Por
ejemplo, un azaalquilo (Ci-10) se refiere a una cadena que comprende entre 1 y 10 carbonos y uno o mas atomos de
nitrégeno.

“Bicicloalquilo” significa un conjunto de anillos biciclico saturado condensado, espiro o que forma puente. En
realizaciones particulares, “bicicloalquilo”, o bien solo o bien representado junto con otro radical, puede ser un
bicicloalquilo (Cs-15), un bicicloalquilo (Cs-10), un bicicloalquilo (Cs.10) 0 un bicicloalquilo (Cs.10). Alternativamente,
“bicicloalquilo”, o bien solo o bien representado junto con otro radical, puede ser un bicicloalquilo (Cg), un
bicicloalquilo (Cg) 0 un bicicloalquilo (C1o).

“Bicicloarilo” significa un conjunto de anillos biciclico condensado, espiro o que forma puente en el que al menos uno
de los anillos que comprende el conjunto es aromatico. Se usan normalmente bicicloarilo (Cx) y bicicloarilo (Cx.v) en
los que X e Y indican el numero de a&tomos de carbono en el conjunto de anillos biciclico y directamente unidos al
anillo. En realizaciones particulares, “bicicloarilo”, o bien solo o bien representado junto con otro radical, puede ser
un bicicloarilo (Cs.15), un bicicloarilo (Cs-10), un bicicloarilo (Ce.10) 0 un bicicloarilo (Cs.10). Alternativamente,
“bicicloalquilo”, o bien solo o bien representado junto con otro radical, puede ser un bicicloarilo (Cg), un bicicloarilo
(Co) 0 un bicicloarilo (C1o).

“Anillo de formacién de puente” y “anillo que forma puente” tal como se usa en el presente documento se refiere a un
anillo que esta unido a otro anillo para formar un compuesto que tiene una estructura biciclica o policiclica en la que
dos atomos del anillo que son comunes a ambos anillos no estan directamente unidos entre si. Los ejemplos no
exclusivos de compuestos comunes que tienen un anillo de formacién de puente incluyen borneol, norbornano, 7-
oxabiciclo[2.2.1]heptano y similares. Uno o ambos anillos del sistema biciclico también puede comprender
heteroatomos.

“Carbamoilo” significa el radical -OC(O)NRR’, en el que R y R’ son cada uno independientemente hidrégeno o
sustituyentes adicionales.

“Carbociclo” significa un anillo que consiste en atomos de carbono.

“Carbonilo” significa el radical -C(=0)- y/o -C(=0)R, en el que R es hidrégeno o un sustituyente adicional. Se indica
que el radical carbonilo puede estar sustituido adicionalmente con una variedad de sustituyentes para formar grupos
carbonilo diferentes incluyendo acidos, haluros de acido, aldehidos, amidas, ésteres y cetonas.

“Carboxilo” significa el radical -C(=0)-O- y/o -C(=0)-OR, en el que R es hidrégeno o un sustituyente adicional. Se
indica que los compuestos de la invencién que contienen restos carboxilo pueden incluir derivados protegidos de los
mismos, es decir, en los que el oxigeno esta sustituido con un grupo protector. Los grupos protectores adecuados
para restos carboxilo incluyen bencilo, terc-butilo y similares.
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“Ciano” significa el radical -CN.

“Cicloalquilo” significa un conjunto de anillos no aromatico, saturado monociclico, biciclico o policiclico. Se usan
normalmente cicloalquilo (Cx) y cicloalquilo (Cx.y) en los que X e Y indican el nimero de atomos de carbono en el
conjunto de anillos. Por ejemplo, cicloalquilo (Cs-10) incluye ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo,
ciclohexenilo, 2,5-ciclohexadienilo, biciclo[2.2.2]octilo, adamantan-1-ilo, decahidronaftilo, oxociclohexilo,
dioxociclohexilo, tiociclohexilo, 2-oxobiciclo[2.2.1]hept-1-ilo y similares. En realizaciones particulares, “cicloalquilo”, o
bien solo o bien representado junto con otro radical, puede ser un cicloalquilo (Cs.14), un cicloalquilo (Cs.10), un
cicloalquilo (Cs.7), un cicloalquilo (Cs-10) 0 un cicloalquilo (Cs.7). Alternativamente, “cicloalquilo”, o bien solo o bien
representado junto con otro radical, puede ser un cicloalquilo (Cs), un cicloalquilo (Cs), un cicloalquilo (C7), un
cicloalquilo (Cs), un cicloalquilo (Ce) 0 un cicloalquilo (C1o).

“Cicloalquileno” significa un conjunto de anillos divalente, saturado monociclico, biciclico o policiclico. Se usan
normalmente cicloalquileno (Cx) y cicloalquileno (Cx.y) en los que X e Y indican el nimero de dtomos de carbono en
el conjunto de anillos. En realizaciones particulares, “cicloalquileno”, o bien solo o bien representado junto con otro
radical, puede ser un cicloalquileno (Cs-14), un cicloalquileno (Cs-10), un cicloalquileno (Cs.7), un cicloalquileno (Cs-10) 0
un cicloalquileno (Cs.7). Alternativamente, “cicloalquileno”, o bien solo o bien representado junto con otro radical,
puede ser un cicloalquileno (Cs), un cicloalquileno (Cs), un cicloalquileno (C7), un cicloalquileno (Csg), un
cicloalquileno (Cg) 0 un cicloalquileno (C+o).

“Enfermedad” incluye especificamente cualquier estado no sano de un animal o parte del mismo e incluye un estado
no sano que puede estar provocado, o ser inherente a, la terapia médica o veterinaria aplicada a ese animal, es
decir, los “efectos secundarios” de tal terapia.

“Anillo condensado” tal como se usa en el presente documento se refiere a un anillo que esta unido a otro anillo para
formar un compuesto que tiene una estructura biciclica en la que los &tomos del anillo que son comunes a ambos
anillos estan unidos directamente entre si. Los ejemplo no exclusivos de anillos condensados comunes incluyen
decalina, naftaleno, antraceno, fenantreno, indol, furano, benzofurano, quinolina y similares. Los compuestos que
tienen sistemas de anillos condensados pueden estar saturados, parcialmente saturados, ser carbociclicos,
heterociclicos, aromaticos, heteroaromaticos y similares.

“Halo” significa fluoro, cloro, bromo o yodo.

“Heteroalquilo” significa alquilo, tal como se define en esta solicitud, siempre que uno o mas de los atomos dentro de
la cadena de alquilo sea un heterodtomo. En realizaciones particulares, “heteroalquilo”, o bien solo o bien
representado junto con otro radical, puede ser un heteroalquilo (C1.20), un heteroalquilo (C1-15), un heteroalquilo (C1-
10), un heteroalquilo (C1.5), un heteroalquilo (C1-3) 0 un heteroalquilo (C1.2). Alternativamente, “heteroalquilo”, o bien
solo o bien representado junto con otro radical, puede ser un heteroalquilo (C1), un heteroalquilo (Cz) o un
heteroalquilo (Cs).

“Heteroarilo” significa un grupo aromatico monociclico, biciclico o policiclico en el que al menos un atomo del anillo
es un heteroatomo y los atomos del anillo restantes son carbono. Los grupos heteroarilo monociclicos incluyen, pero
no se limitan a, grupos aromaticos ciclicos que tienen cinco o seis atomos del anillo, en los que al menos un atomo
del anillo es un heteroatomo y los atomos del anillo restantes son carbono. Los atomos de nitrégeno pueden estar
opcionalmente cuaternizados y los atomos de azufre pueden estar opcionalmente oxidados. Los grupos heteroarilo
de esta invencién incluyen, pero no se limitan a, los derivados de furano, imidazol, isotiazol, isoxazol, oxadiazol,
oxazol, 1,2,3-oxadiazol, pirazina, pirazol, piridazina, piridina, pirimidina, pirrolina, tiazol, 1,3,4-tiadiazol, triazol y
tetrazol. “Heteroarilo” también incluye, pero no se limita a, anillos biciclicos o triciclicos, en los que el anillo de
heteroarilo estd condensado a uno o dos anillos seleccionados independientemente del grupo que consiste en un
anillo de arilo, un anillo de cicloalquilo, un anillo de cicloalquenilo y otro anillo de heteroarilo o heterocicloalquilo
monociclico. Estos heteroarilos biciclicos o triciclicos incluyen, pero no se limitan a, los derivados de benzo[b]furano,
benzo[bltiofeno, bencimidazol, imidazo[4,5-c]piridina, quinazolina, tieno[2,3-c]piridina, tieno[3,2-b]piridina, tieno[2,3-
b]piridina, indolizina, imidazo[1,2a]piridina, quinolina, isoquinolina, ftalazina, quinoxalina, naftiridina, quinolizina, indol,
isoindol, indazol, indolina, benzoxazol, benzopirazol, benzotiazol, imidazo[1,5-a]piridina, pirazolo[1,5-a]piridina,
imidazo[1,2-a]pirimidina, imidazo[1,2-c]pirimidina, imidazo[1,5-a]pirimidina, imidazo[1,5-c]pirimidina, pirrolo[2,3-
b]piridina, pirrolo[2,3-c]piridina, pirrolo[3,2-c]piridina, pirrolo[3,2-b]piridina, pirrolo[2,3-d]pirimidina, pirrolo[3,2-
d]pirimidina, pirrolo[2,3-b]pirazina, pirazolo[1,5-a]piridina, pirrolo[1,2-b]piridazina, pirrolo[1,2-c]pirimidina, pirrolo[1,2-
a]pirimidina, pirrolo[1,2-a] pirazina, triazo[1,5-a]piridina, pteridina, purina, carbazol, acridina, fenazina, fenotiazeno,
fenoxazina, 1,2-dihidropirrolo[3,2,1-hilindol, indolizina, pirido[1,2-a]indol y 2(1H)-piridinona. Los anillos de heteroarilo
biciclicos o triciclicos pueden unirse a la molécula original mediante o bien el propio grupo heteroarilo o bien el grupo
arilo, cicloalquilo, cicloalquenilo o heterocicloalquilo al que estd condensado. Los grupos heteroarilo de esta
invencion pueden estar sustituidos o no sustituidos. En realizaciones particulares, “heteroarilo”, o bien solo o bien
representado junto con otro radical, puede ser un heteroarilo (C1.13), un heteroarilo (Cs-13), un heteroarilo (Cz.5), un
heteroarilo (Cs.9) 0 un heteroarilo (Cs.g). Alternativamente, “heteroarilo”, o bien solo o bien representado junto con
otro radical, puede ser un heteroarilo (Cs), un heteroarilo (Cs4), un heteroarilo (Cs), un heteroarilo (Cs), un heteroarilo
(C7), un heteroarilo (Cg) 0 un heteroarilo (Co).
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“Heteroatomo” se refiere a un atomo que no es un atomo de carbono. Los ejemplos particulares de heteroatomos
incluyen, pero no se limitan a, nitrégeno, oxigeno y azufre.

“Resto de heteroatomo” incluye un resto en el que el &tomo mediante el que se une el resto, no es un carbono. Los
ejemplos de restos de heteroatomo incluyen -NR-, -N*(O)=, -O-, -S- 0 -S(0)2-, en el que R es hidrégeno o un
sustituyente adicional.

“Heterobicicloalquilo” significa bicicloalquilo, tal como se define en esta solicitud, siempre que uno o0 mas de los
atomos dentro del anillo sea un heteroatomo. Por ejemplo, heterobicicloalquilo (Cg.12) tal como se usa en esta
solicitud incluye, pero no se limita a, 3-aza-biciclo[4.1.0]hept-3-ilo, 2-aza-biciclo[3.1.0]hex-2-ilo, 3-aza-
biciclo[3.1.0]hex-3-ilo y similares. En realizaciones particulares, “heterobicicloalquilo”, o bien solo o bien
representado junto con otro radical, puede ser un heterobicicloalquilo (Ci-14), un heterobicicloalquilo (Cas-14), un
heterobicicloalquilo (Cs-9) 0 un heterobicicloalquilo (Cs.9). Alternativamente, “heterobicicloalquilo”, o bien solo o bien
representado junto con otro radical, puede ser un heterobicicloalquilo (Cs), un heterobicicloalquilo (Cs),
heterobicicloalquilo (C7), heterobicicloalquilo (Cg) 0 un heterobicicloalquilo (Co).

“Heterobicicloarilo” significa bicicloarilo, tal como se define en esta solicitud, siempre que uno o mas de los atomos
dentro del anillo sea un heteroatomo. Por ejemplo, heterobicicloarilo (Cs-12) tal como se usa en esta solicitud incluye,
pero no se limita a, 2-amino-4-oxo-3,4-dihidropteridin-6-ilo, tetrahidroisoquinolinilo y similares. En realizaciones
particulares, “heterobicicloarilo”, o bien solo o bien representado junto con otro radical, puede ser un
heterobicicloarilo (Ci.14), un heterobicicloarilo (Ca4.14), un heterobicicloarilo (Csg), un heterobicicloarilo (Cs.g).
Alternativamente, “heterobicicloarilo”, o bien solo o bien representado junto con otro radical, puede ser un
heterobicicloarilo (Cs), heterobicicloarilo (Cg), heterobicicloarilo (C7), heterobicicloarilo (Cs) o un heterobicicloarilo
(Co).

“Heterocicloalquilo” significa cicloalquilo, tal como se define en esta solicitud, siempre que uno o mas de los atomos
que forman el anillo sea un heterodtomo seleccionado, independientemente de N, O o S. Los ejemplo no exclusivos
de heterocicloalquilo incluyen piperidilo, 4-morfolilo, 4-piperazinilo, pirrolidinilo, perhidropirrolizinilo, 1,4-
diazaperhidroepinilo, 1,3-dioxanilo, 1,4-dioxanilo y similares. En realizaciones particulares, “heterocicloalquilo”, o
bien solo o bien representado junto con otro radical, puede ser un heterocicloalquilo (C1-13), un heterocicloalquilo
(C1.9), un heterocicloalquilo (Ci.6), un heterocicloalquilo (Cs.s) 0 un heterocicloalquilo (Csz.). Alternativamente,
“heterocicloalquilo”, o bien solo o bien representado junto con otro radical, puede ser un heterocicloalquilo (Cz), un
heterocicloalquilo (Cs), un heterocicloalquilo (C4), un heterocicloalquilo (Cs), un heterocicloalquilo (Ce),
heterocicloalquilo (C7), heterocicloalquilo (Cs) 0 un heterocicloalquilo (Co).

“Heterocicloalquileno” significa cicloalquileno, tal como se define en esta solicitud, siempre que uno o mas de los
atomos de carbono miembros del anillo esté sustituido por un heteroatomo. En realizaciones particulares,
“heterocicloalquileno”, o bien solo o bien representado junto con otro radical, puede ser un heterocicloalquileno
(C1.13), un heterocicloalquileno (Ci.9), un heterocicloalquileno (Cis), un heterocicloalquileno (Csg) 0 un
heterocicloalquileno (Cz.¢). Alternativamente, “heterocicloalquileno”, o bien solo o bien representado junto con otro
radical, puede ser un heterocicloalquileno (Cz), un heterocicloalquileno (Cs), un heterocicloalquileno (Cs), un
heterocicloalquileno (Cs), un heterocicloalquileno (Cg), heterocicloalquileno (C7), heterocicloalquileno (Cg) 0 un
heterocicloalquileno (Co).

“Hidroxilo” significa el radical -OH.
“Clso” significa la concentracién molar de un inhibidor que produce una inhibicién del 50% de la enzima diana.

“Imino” significa el radical -CR(=NR’) y/o -C(=NR’)-, en el que R y R’ son cada uno independientemente hidrégeno o
un sustituyente adicional.

“Isémeros” significa compuestos que tienen formulas moleculares idénticas pero que difieren en la naturaleza o
secuencia de unién de sus atomos o en la disposicion de sus atomos en el espacio. Los isémeros que difieren en la
disposicién de sus atomos en el espacio se denominan “esterecisémeros.” Los estereoisémeros que no son
imagenes especulares entre si se denominan “diastereémeros” y los estereocisbmeros que no son imagenes
especulares superponibles se denominan “enantiomeros” o en ocasiones “isémeros Opticos”. Un atomo de carbono
unido a cuatro sustituyentes no idénticos se denomina un “centro quiral’. Un compuesto con un centro quiral tiene
dos formas enantioméricas de quiralidad opuesta. Una mezcla de las dos formas enantioméricas se denomina una
“mezcla racémica”. Un compuesto que tiene mas de un centro quiral tiene 2™ pares enantioméricos, en los que nes
el numero de centros quirales. Los compuestos con mas de un centro quiral pueden existir o bien como un
diasteredomero individual o bien como una mezcla de diastereémeros, denominada “mezcla diastereomérica”.
Cuando un centro quiral esta presente, un estereoisémero puede estar caracterizado por la configuraciéon absoluta
de ese centro quiral. Configuracion absoluta se refiere a la disposicion en el espacio de los sustituyentes unidos al
centro quiral. Los enantidmeros se caracterizan por la configuracion absoluta de sus centros quirales y se describen
por las reglas de secuenciacion R y S de Cahn, Ingold y Prelog. En la técnica se conocen bien convenios de
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nomenclatura estereoquimica, métodos para la determinacion de estereoquimica y la separacion de
estereoisdbmeros (por ejemplo, véase “Advanced Organic Chemistry”, 42 edicion, March, Jerry, John Wiley & Sons,
Nueva York, 1992).

“Grupo saliente” significa el grupo con el significado asociado convencionalmente con él en quimica organica
sintética, es decir, un atomo o grupo que puede desplazarse en condiciones reaccion (por ejemplo, alquilacién). Los
ejemplos de grupo salientes incluyen, pero no se limitan a, halo (por ejemplo, F, Cl, Br y ), alquilo (por ejemplo,
metilo y etilo) y sulfoniloxilo (por ejemplo, mesiloxilo, etanosulfoniloxilo, bencenosulfoniloxilo y tosiloxilo), tiometilo,
tieniloxilo, dihalofosfinoiloxilo, tetrahalofosfoxilo, benciloxilo, isopropiloxilo, aciloxilo y similares.

“Resto que proporciona separacion de X atomos” y “ligador que proporciona separacion de X atomos” entre otros
dos restos significa que la cadena de atomos que une directamente los otros dos restos tiene X atomos de longitud.
Cuando X se facilita como un intervalo (por ejemplo, Xi-Xz), entonces la cadena de atomos tiene de al menos X; y
no mas de Xp atomos de longitud. Se entiende que la cadena de atomos puede formarse a partir de una
combinacion de atomos que incluyen, por ejemplo, atomos de carbono, nitrégeno, azufre y oxigeno. Ademas, cada
atomo puede estar unido opcionalmente a uno o méas sustituyentes, segun permitan las valencias. Ademas, la
cadena de atomos puede formar parte de un anillo. Por consiguiente, en una realizacién, un resto que proporciona
una separacion de X atomos entre otros dos restos (R y R’) puede representarse por R-(L)x-R’ en la que cada L se
selecciona independientemente del grupo que consiste en CR’R”, NR”, O, S, CO, CS, C=NR", SO, SO; y
similares, en los que dos cualquiera o0 mas de R”, R”, R” y R”™ pueden tomarse juntos para formar un anillo
sustituido o no sustituido.

“Nitro” significa el radical -NOo.

“Oxaalquilo” significa un alquilo, tal como se definié anteriormente, excepto cuando uno o méas de los atomos de
carbono que forman la cadena de alquilo estan sustituidos con atomos de oxigeno (-O- o -OR, en el que R es
hidrégeno o un sustituyente adicional). Por ejemplo, un oxaalquilo (Ci.10) se refiere a una cadena que comprende
entre 1y 10 carbonos y uno o mas atomos de oxigeno.

“Oxoalquilo” significa un alquilo, tal como se defini6 anteriormente, excepto cuando uno o mas de los atomos de
carbono que forman la cadena de alquilo estan sustituidos con grupos carbonilo (-C(=0)- o - C(=0)-R, en el que R
es hidrégeno o un sustituyente adicional). El grupo carbonilo puede ser un aldehido, cetona, éster, amida, acido o
haluro de &cido. Por ejemplo, un oxoalquilo (Ci.10) se refiere a una cadena que comprende entre 1y 10 atomos de
carbono y uno o mas grupos carbonilo.

“Oxi” significa el radical -O- o -OR, en el que R es hidrégeno o un sustituyente adicional. Por consiguiente, se indica
que el radical oxi puede estar sustituido adicionalmente con una variedad de sustituyentes para formar diferentes
grupos oxi incluyendo hidroxilo, alcoxilo, ariloxilo, heteroariloxilo o carboniloxilo.

“Farmacéuticamente aceptable” significa lo que es Util en la preparacion de una composicion farmacéutica que es
generalmente segura, no téxica y ni biolégicamente ni de otra manera indeseable e incluye lo que es aceptable para
Su uso veterinario asi como para su uso farmacéutico humano.

“Sales farmacéuticamente aceptables” significa sales de compuestos de la presente invencion que son
farmacéuticamente aceptables, tal como se definid6 anteriormente, y que presentan la actividad farmacolégica
deseada. Tales sales incluyen sales de adicion de acido formadas con &cidos inorganicos tales como &acido
clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido fosférico y similares; o con acidos organicos tales
como acido acético, acido propidnico, acido hexanoico, acido heptanoico, acido ciclopentanopropionico, acido
glicélico, acido piruvico, &cido lactico, acido malénico, acido succinico, acido malico, acido maleico, acido fumarico,
acido tartarico, acido citrico, acido benzoico, acido o-(4-hidroxibenzoil)benzoico, acido cinamico, acido mandélico,
acido metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido 1,2-etanodisulfénico, acido 2-hidroxietanosulfénico, acido
bencenosulfénico, acido p-clorobencenosulfonico, éacido 2-naftalenosulfénico, &cido p-toluenosulfénico, &acido
canforsulfénico, acido 4-metilbiciclo[2.2.2]oct-2-eno-1-carboxilico, acido glucoheptdnico, acido 4,4’-metilenbis(3-
hidroxi-2-eno-1-carboxilico), acido 3-fenilpropiénico, acido trimetilacético, acido terc-butilacético, acido laurilsulfrico,
acido gluconico, acido glutamico, acido hidroxinaftoico, acido salicilico, acido estearico, acido muconico y similares.

Las sales farmacéuticamente aceptables también incluyen sales de adicion de base que pueden formarse cuando
los protones &cidos presentes pueden reaccionar con bases organicas o inorganicas. Las bases inorganicas
aceptables incluyen hidréxido de sodio, carbonato de sodio, hidroxido de potasio, hidréxido de aluminio e hidréxido
de calcio. Las bases organicas aceptables incluyen etanolamina, dietanolamina, trietanolamina, trometamina, N-
metilglucamina y similares.

“Anillo policiclico” incluye anillos biciclicos y multiciclicos. Los anillos individuales que comprenden el anillo policiclico
pueden ser anillos condensados, espiro o de formacién de puente.

“Derivados protegidos” significa derivados de inhibidores en los que un sitio o sitios reactivos estan bloqueados con
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grupos protectores. Los derivados protegidos son Utiles en la preparacion de inhibidores o ellos mismos pueden ser
activos como inhibidores. Puede encontrarse una amplia lista de grupos protectores adecuados en T. W. Greene,
Protecting Groups in Organic Synthesis, 32 edicién, John Wiley & Sons, Inc. 1999.

“Anillo” y “conjunto de anillos” significa un sistema carbociclico o heterociclico e incluye sistemas aromaticos y no
aromaticos. El sistema puede ser monociclico, biciclico o policiclico. Ademas, para sistemas biciclicos y policiclicos,
los anillos individuales que comprenden el anillo policiclico pueden ser anillos condensados, espiro o de formacion
de puente.

“Sujeto” y “paciente” incluye seres humanos, mamiferos no humanos (por ejemplo, perros, gatos, conejos, reses,
caballos, ovejas, cabras, cerdos, ciervos y similares) y no mamiferos (por ejemplo, aves y similares).

“Sustituido o no sustituido” significa que un resto dado puede consistir solo en sustituyentes de hidrégeno a través
de las valencias disponibles (no sustituido) o puede comprender adicionalmente uno o mas sustituyentes que no son
hidrégeno a través de las valencias disponibles (sustituido) que no se especifica de otra manera por el nombre del
resto dado. Por ejemplo, isopropilo es un ejemplo de un resto de etileno que esta sustituido con -CHs. En general, un
sustituyente que no es hidrégeno puede ser cualquier sustituyente que puede estar unido a un atomo del resto dado
que se especifica que esta sustituido. Los sustituyentes se seleccionan del grupo A, que consiste en halo, nitro,
ciano, tio, oxi, hidroxilo, carboniloxilo, alcoxilo (Ci.10), ariloxilo (Cs.12), heteroariloxilo (C+-10), carbonilo, oxicarbonilo,
aminocarbonilo, amino, alquilamino (C1-10), sulfonamido, imino, sulfonilo, sulfinilo, alquilo (C1.10), haloalquilo (Ci-10),
hidroxialquilo (Ci-10), carbonilalquilo (C1-10), tiocarbonilalquilo (Ci-10), sulfonilalquilo (Ci-10), sulfinilalquilo (Ci-10),
azaalquilo (C1-10), iminoalquilo (C1-10), cicloalquil (Cs-12)-alquilo (C+5), heterocicloalquil (Cs.12)-alquilo (Ci-10), arilalquilo
(C1-10), heteroaril (C1-10)-alquilo (C1.5), bicicloaril (Ce.12)-alquilo (C1.5), heterobicicloaril (Cs-12)-alquilo (C+-s5), cicloalquilo
(Cs.12), heterocicloalquilo (Cs.12), bicicloalquilo (Ce.12), heterobicicloalquilo (Cs-12), arilo (Cs-12), heteroarilo (Ci-10),
bicicloarilo (Cg.12) y heterobicicloarilo (Cs.12). Ademas, el propio sustituyente estd opcionalmente sustituido con un
sustituyente adicional. El sustituyente adicional se selecciona del grupo B, que consiste en halo, nitro, ciano, tio, oxi,
hidroxilo, carboniloxilo, alcoxilo (C+-10), ariloxilo (Cs-12), heteroariloxilo (C1.10), carbonilo, oxicarbonilo, aminocarbonilo,
amino, alquilamino (Ci-10), sulfonamido, imino, sulfonilo, sulfinilo, alquilo (C+-10), haloalquilo (C+-10), hidroxialquilo
(C1-10), carbonilalquilo (C+-10), tiocarbonilalquilo (C1-10), sulfonilalquilo (Ci1-10), sulfinilalquilo (C+-10), azaalquilo (Ci-10),
iminoalquilo (C+-10), cicloalquil (Cs.12)-alquilo (C+-5), heterocicloalquil (Cs.12)-alquilo (C1-10), arilalquilo (C1-10), heteroaril
(C1-10)-alquilo  (C+5), bicicloaril (Ce-12)-alquilo (C1-s), heterobicicloaril (Cg.12)-alquilo (C+.5), cicloalquilo (Cs-12),
heterocicloalquilo (Cs.12), bicicloalquilo (Cg.12), heterobicicloalquilo (Cs.12), arilo (Ca.12), heteroarilo (C+-10), bicicloarilo
(Co-12) y heterobicicloarilo (Cs-12).

“Sulfinilo” significa el radical -SO- y/o -SO-R, en el que R es hidrégeno o un sustituyente adicional. Se indica que el
radical sulfinilo puede estar sustituido adicionalmente con una variedad de sustituyentes para formar diferentes
grupos sulfinilo incluyendo acidos sulfinicos, sulfinamidas, ésteres de sulfinilo y sulféxidos.

“Sulfonilo” significa el radical -SO»- y/o -SO»-R, en el que R es hidrégeno o un sustituyente adicional. Se indica que
el radical sulfonilo puede estar sustituido adicionalmente con una variedad de sustituyentes para formar diferentes
grupos sulfonilo incluyendo acidos sulfénicos, sulfonamidas, ésteres de sulfonato y sulfonas.

“Cantidad terapéuticamente eficaz” significa la cantidad que, cuando se administra a un animal para tratar una
enfermedad, es suficiente para efectuar tal tratamiento para la enfermedad.

“Tio” indica la sustitucién de un oxigeno por un azufre e incluye, pero no se limita a, grupos que contienen -SR, -S- y
=S.

“Tioalquilo” significa un alquilo, tal como se definié anteriormente, excepto cuando uno o mas de los atomos de
carbono que forman la cadena de alquilo estan sustituidos con atomos de azufre (-S- o -S-R, en el que R es
hidrégeno o un sustituyente adicional). Por ejemplo, un tioalquilo (C+.10) se refiere a una cadena que comprende
entre 1y 10 carbonos y uno o mas atomos de azufre.

“Tiocarbonilo” significa el radical -C(=S)- y/o -C(=S)-R, en el que R es hidrogeno o un sustituyente adicional. Se
indica que el radical tiocarbonilo puede estar sustituido adicionalmente con una variedad de sustituyentes para
formar diferentes grupos tiocarbonilo incluyendo tioacidos, tioamidas, tioésteres y tiocetonas.

“Tratamiento” o “tratar” significa cualquier administracion de un compuesto de la presente invencion e incluye:

(1) impedir que se produzca la enfermedad en un animal que puede estar predispuesto a la enfermedad pero que
aun no ha experimentado o presentado la patologia o sintomatologia de la enfermedad,

(2) inhibir la enfermedad en un animal que esta experimentando o presentando la patologia o sintomatologia de la
enfermedad (es decir, detener el desarrollo adicional de la patologia y/o sintomatologia), o

(3) mejorar la enfermedad en un animal que esta experimentando o presentando la patologia o sintomatologia de la
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enfermedad (es decir, revertir la patologia y/o sintomatologia).

Con respecto a todas las definiciones proporcionadas en el presente documento se indica que las definiciones
deben interpretarse en el sentido de que pueden estar incluidos sustituyentes adicionales seleccionados de los
enumerados anteriormente. Por tanto, un alquilo C1 indica que hay un atomo de carbono pero no indica cuales son
los sustituyentes en el atomo de carbono. Por tanto, un alquilo (C1) comprende metilo (es decir, -CHs) asi como
-CRR’R” en el que R, R’, y R” pueden ser cada uno independientemente hidrégeno o un sustituyente adicional en el
que el atomo unido al carbono es un heterodtomo o ciano. Por tanto, CF3, CH2OH y CH2CN, por ejemplo, son todos
alquilos (C1). De manera similar, términos tales como alquilamino y similares comprende dialquilamino y similares.

Se pretende que un compuesto que tiene una férmula que esta representada con una unién discontinua, incluya las
férmulas que tienen opcionalmente cero, uno o mas dobles enlaces, tal como se ilustra y muestra a continuacion:

representa

/

O—m

A A A A
F B F
| ] A

A
Ny ~N - %T T !
N N Y

N\

B8
b 9 b b b

etc.

Ademas, se pretende que los atomos que constituyen los compuestos de la presente invencién incluyan todas las
formas isotdpicas de tales de atomos. Isétopos, tal como se usa en el presente documento, incluyen los atomos que
tienen el mismo nimero atémico pero diferentes nimeros masicos. A modo de eJempIo 9eneral y sin limitacion, los
isétopos de hidrégeno incluyen tritio y deuterio, y los isétopos de carbono |ncIuyen ¢ y

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién se refiere a compuestos que pueden usarse para inhibir proteinas cinasas activadas por
mitégeno (denominadas en el presente documento MEK) y, en particular, MAPK/ERK cinasa 1 (denominada en el
presente documento MEK1) y/o MAPK/ERK cinasa 2 (denominada en el presente documento MEK2). La presente
invencion también se refiere a composiciones farmacéuticas, kits y articulos de fabricacién que comprenden tales
compuestos. Métodos y productos intermedios Utiles para preparar los compuestos se describen en el presente
documento. Ademas, la presente invencion se refiere a los compuestos para su uso como medicamentos. Se indica
que los compuestos de la presente invencion también pueden presentar actividad para otros miembros de la misma
familia de proteinas y por tanto pueden usarse para tratar estados patolégicos asociados con estos otros miembros
de la familia.

MEK pertenece a la familia de enzimas de proteina cinasa. Las rutas de proteina cinasa activada por mitégeno
(MAPK) estan conservadas evolutivamente desde la levadura hasta el ser humano y responden a una variedad de
sefales extracelulares para inducir la diferenciacién y proliferacion celulares. La cascada de cinasa regulada por
sefales extracelulares (ERK) es una de las tres rutas de sefalizacion de MAPK principales y es la cascada
predominante que controla la proliferacion, migracién, division y diferenciacion celulares (Schaeffer, H. J., y Weber,
M. J. (1999) Mol. Cell. Biol. 19, 2435-2444). En esta ruta, la unién de GTP a la proteina Ras inicia una cascada de
tres proteinas cinasas, que conduce a la activacion de ERK a través de las proteinas cinasas Raf-1 y MEK1/2 que
intervienen. Las MEK1/2 cinasas son treonina/tirosina cinasas de especificidad doble que activan la ERK cinasa
posterior fosforilando residuos de treonina y tirosina especificos de ERK, y se activan a si mismas mediante la
fosforilacion de residuos de serina de MEK mediante la RAF cinasa anterior. MEK1 y MEK2 comparten un alto grado
de similitud de secuencia de aminodcidos, particularmente en sus dominios cinasa, y ambas pueden fosforilar ERK
(Zheng, C-F. y Guan, K. (1993) J. Biol. Chem. 268, 11435-11439).

Multiples estudios han ligado la ruta de sefalizacion RAF/MEK/ERK al crecimiento y la supervivencia de muchos
tumores humanos diversos incluyendo, pero sin limitarse a canceres de colon, pancreas, ovarios y de pulmén de
células no pequerias (revisado en: Sebolt-Leopold, J.S. y Herrera R. (2004) Nature Reviews: Cancer, 4, 937-947).
Por estas razones ha existido un considerable interés en el desarrollo de inhibidores farmacéuticos de molécula
pequena de esta ruta.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2456 966 T3

Se indica que los compuestos de la presente invencién también pueden presentar actividad inhibidora para otros
miembros de la familia de proteinas cinasas y por tanto pueden usarse para tratar estados patolégicos asociados
con estos otros miembros de la familia.

Estructura cristalina de MEK2

Takeda San Diego, Inc. resolvié la estructura cristalina de MEK2. El conocimiento de la estructura cristalina se usé
para guiar el disefio de los inhibidores proporcionados en el presente documento.

La arquitectura global de las proteinas MEK se asemeja al plegamiento de la proteina cinasa de dos dominios
conservado, que consiste en un lébulo grande C-terminal compuesto principalmente por un domino de hélice oy un
I6bulo méas pequerio N-terminal compuesto principalmente por una lamina B. El I6bulo en N contiene normalmente
una hélice a individual denominada la hélice de control o C que influye en la unién productiva de nucleétidos en la
region activa, que se ubica en la hendidura entre los dos dominios. Adicionalmente, la unién productiva de nucleétido
y sustratos puede depender de un bucle de activacion, o bucle A, que esta en una conformacién extendida cuando
esta activa, pero a menudo en una conformacion inactiva replegada que ocluye al menos parcialmente la regién
activa. La fosforilacion de residuos especificos dentro del bucle A puede ayudar a estabilizar la conformacion
extendida, activa. Los mecanismos inhibidores de cinasas comunes normalmente seleccionan como dianas
alteraciones estructurales dentro de la hélice C o el bucle A.

Inhibidores de MEK1 y/o MEK2 y procesos para la preparacién de los mismos

En uno de estos aspectos, la presente invencion se refiere a compuestos que son Utiles como inhibidores de MEK.
En una realizacion, los inhibidores de MEK de la presente invencion tienen la formula:

H
N _Ri
0 N
R
R3 I \ 4
H,C }\‘ 0
n(H2C)—CH2

0 un tautémero, enantiémero o sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, en la que:
n se selecciona del grupo que consiste en 1,2y 3;

R1 se selecciona del grupo que consiste en arilo (C4-12) y heteroarilo (C1.10), cada uno no sustituido o sustituido con
uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo A;

R3 es R150-NH-;

R4 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, halo, alquilo (C+.s5) y haloalquilo (C1.5); cada uno no sustituido
o sustituido con uno 0 mas sustituyentes seleccionados del grupo A;

Ris se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alcoxilo, alquilo (Ci.10), hidroxialquilo (Ci.10) Yy
heterocicloalquil (Cs-12)-alquilo (C+-10), cada uno no sustituido o sustituido con uno o més sustituyentes seleccionados
del grupo A;

el grupo A consiste en halo, nitro, ciano, tio, oxi, hidroxilo, carboniloxilo, alcoxilo (Ci-10), ariloxilo (Ca-12),
heteroariloxilo (Ci-10), carbonilo, oxicarbonilo, aminocarbonilo, amino, alquilamino (Ci.10), sulfonamido, imino,
sulfonilo, sulfinilo, alquilo (C1-10), haloalquilo (C1.10), hidroxialquilo (C+-10), carbonilalquilo (C1-10), tiocarbonilalquilo (C+-
10), sulfonilalquilo (C+-10), sulfinilalquilo (C1.10), azaalquilo (C+-10), iminoalquilo (C1-10), cicloalquil (Cs.12)-alquilo (C1.s5),
heterocicloalquil (Cs.12)-alquilo (C1.10), arilalquilo (C+-10), heteroaril (C1.10)-alquilo (C+.s), bicicloaril (Ce.12)-alquilo (Ci-s5),
heterobicicloaril  (Cs.12)-alquilo  (C+15), cicloalquilo (Cs.12), heterocicloalquilo (Cs.12), bicicloalquilo  (Ce-12),
heterobicicloalquilo (Cs-12), arilo (Cas-12), heteroarilo (C+-10), bicicloarilo (Ce.12) y heterobicicloarilo (Cs4-12), cada uno no
sustituido o sustituido con un sustituyente adicional seleccionado del grupo B;

el grupo B consiste en halo, nitro, ciano, tio, oxi, hidroxilo, carboniloxilo, alcoxilo (Ci-10), ariloxilo (Ca-12),
heteroariloxilo (Ci-10), carbonilo, oxicarbonilo, aminocarbonilo, amino, alquilamino (Ci.10), sulfonamido, imino,
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sulfonilo, sulfinilo, alquilo (C1-10), haloalquilo (C1.10), hidroxialquilo (C+-10), carbonilalquilo (C1-10), tiocarbonilalquilo (C+-
10), sulfonilalquilo (C1.10), sulfinilalquilo (C+-10), azaalquilo (C+-10), iminoalquilo (C1-10), cicloalquil (Cs.12)-alquilo (C+s),
heterocicloalquil (Cs.12)-alquilo (C+-10), arilalquilo (C1-10), heteroaril (C+-10)-alquilo (C1.5), bicicloaril (Ce.12)-alquilo (Cs-s),
heterobicicloaril  (Cs.12)-alquilo  (C+15), cicloalquilo (Cs.12), heterocicloalquilo (Cs.12), bicicloalquilo  (Ce-12),
heterobicicloalquilo (Cs-12), arilo (C4-12), heteroarilo (C1.10), bicicloarilo (Ce.12) y heterobicicloarilo (Ca.12); y

“alquilo”, o bien solo o bien representado junto con otro radical, significa un radical alifatico, lineal o ramificado,
saturado o insaturado que tiene una cadena de atomos de carbono.

Aun en una realizacién adicional, los inhibidores de MEK de la presente invencion tienen la formula:

H
N Ry
o) N
R
R3 \ 4
N @]

)
o un tautémero, enantiémero o sal farmacéuticamente aceptable de los mismo.

Los ejemplos particulares de los compuestos segun la presente invencién incluyen, pero no se limitan a:
(R)-N-(2,3-dihidroxipropoxi)-6-fluoro-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
N-(1,3-dihidroxipropan-2-iloxi)-6-fluoro-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
6-fluoro-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)- N-(2-hidroxietoxi)-5-oxo0-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
(S)-N-(2,3-dihidroxipropoxi)-6-fluoro-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
7-fluoro-8-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-6-0x0-2,3,4,6-tetrahidro-1H-quinolizina-9-carboxamida;
7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-6-metil-5-ox0-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
6-cloro-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
7-(4-etinil-2-fluorofenilamino)-6-fluoro-N-(2-hidroxietoxi)-5-oxo0-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
6-fluoro-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-N-(3-hidroxipropoxi)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
6-cloro-N-(1,3-dihidroxipropan-2-iloxi)-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
7-(4-bromo-2-fluorofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-6-metil-5-oxo0-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
7-(4-etinil-2-fluorofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-6-metil-5-oxo0-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
(R)-N-(2,3-dihydioxipropoxi)-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-6-metil-5-oxi-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
(S)-N’-(2,3-dihidroxipropoxi)-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-6-metil-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
N-(1,3-dihidroxipropan-2-iloxi)-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-6-metil-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
7-(4-bromo-2-fluorofenilamino)-6-fluoro-N-(2-hidroxietoxi)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
(R)-6-cloro-N-(2,3-dihidroxipropoxi)-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
(S)-6-cloro-N-(2,3-dihidroxipropoxi)-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;

(R)-N-(2,3-dihidroxipropoxi)-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida; y
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(S)-N-(2,3-dihidroxipropoxi)-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida.

Todavia en otra variacion de cada una de las realizaciones y variaciones anteriores, n es 1. Aln en otra variacién de
cada una de las realizaciones y variaciones anteriores, n es 2. En una variacion adicional de cada una de las
realizaciones y variaciones anteriores, n es 3.

Todavia en otra variacion adicional de cada una de las realizaciones y variaciones anteriores, Ry es arilo (Cs.12), no
sustituido o sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo A. Aun en una variacion adicional de
cada una de las realizaciones y variaciones anteriores, Ry es un fenilo, no sustituido o sustituido con uno o mas
sustituyentes seleccionados del grupo A. En otra variacion de cada una de las realizaciones y variaciones anteriores,
R+ es bicicloarilo (Ce-12), Nno sustituido o sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo A. Todavia
en otra variacién de cada una de las realizaciones y variaciones anteriores, Ry es un naftilo, no sustituido o sustituido
con uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo A. Aln en otra variacién de cada una de las realizaciones y
variaciones anteriores, Ri1 es heterobicicloarilo (Cs.12), no sustituido o sustituido con uno o mas sustituyentes
seleccionados del grupo A.

En una variacién adicional de cada una de las realizaciones y variaciones anteriores, Ry esta sustituido con uno o
mas sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en hidrdégeno, halo, ciano, tio, alcoxilo, alquilo (Ci.3),
hidroxialquilo (C43) y cicloalquilo (Css), cada uno no sustituido o sustituido con uno o mas sustituyentes
seleccionados del grupo A. Todavia en una variacion adicional de cada una de las realizaciones y variaciones
anteriores, Ry esta sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en hidrégeno,
fluoro, cloro, bromo, yodo, ciano, metiltio, metoxilo, trifluorometoxilo, metilo, etilo, trifluorometilo, etinilo, n-propanolilo
y ciclopropilo.

AuUn en una variacion adicional de cada una de las realizaciones y variaciones anteriores, R; tiene la formula:

R14a

:,r’( R1p

Ri4e Riac
R14d
en la que:
R14a, R14b, R14c, R14d ¥ R14e S€ Seleccionan cada uno independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, halo,
ciano, tio, alcoxilo, alquilo (Ci3) e hidroxialquilo (C+.3), cada uno no sustituido o sustituido con uno o mas
sustituyentes seleccionados del grupo A.
Aun en otra variacion de cada una de las realizaciones y variaciones anteriores,
R3 es R110-L-O-NH-,
L es alquileno (C1-10), no sustituido o sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo A; y

R11 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo (Ci.5), no sustituido o sustituido con uno o mas
sustituyentes seleccionados del grupo A.

En una variacién adicional de cada una de las realizaciones y variaciones anteriores, R4 es hidrégeno. Todavia en
una variacion adicional de cada una de las realizaciones y variaciones anteriores, R4 es halo. Aln en una variacion
adicional de cada una de las realizaciones y variaciones anteriores, R4 se selecciona del grupo que consiste en
alquilo (Ci.5) y haloalquilo (C1.5), cada uno sustituido o no sustituido. En otra variacién de cada una de las
realizaciones y variaciones anteriores, R4 es metilo.

Aun en otra variacion de cada una de las realizaciones y variaciones anteriores, L es alquileno (Ci.10), no sustituido o
sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo A. En una variacion adicional de cada una de las
realizaciones y variaciones anteriores, L es alquileno (C1-3), no sustituido o sustituido con uno o mas sustituyentes
seleccionados del grupo A.

Aln en otra variacion de cada una de las realizaciones y variaciones anteriores, R14a Se selecciona del grupo que
consiste en hidrégeno, halo y alquilo (C+-5), no sustituido o sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados del
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grupo A. En una variacion adicional de cada una de las realizaciones y variaciones anteriores, R14a S€ selecciona del
grupo que consiste en fluoro, cloro y metilo.

Todavia en una variacion adicional de cada una de las realizaciones y variaciones anteriores, R14; se selecciona del
grupo que consiste en hidrégeno, halo, ciano, tio, alquilo (C+3) e hidroxialquilo (C+.3), cada uno no sustituido o
sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo A. Aln en una variacion adicional de cada una de
las realizaciones y variaciones anteriores, R14c se selecciona del grupo que consiste en yodo y bromo.

Se indica que los compuestos de la presente invencién pueden estar en forma de una sal farmacéuticamente
aceptable de los mismos.

Ademas se indica que el compuesto puede estar presente como una mezcla de estereoisbmeros, o el compuesto
puede estar presente como un estereoisémero individual.

En otro de sus aspectos, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende como principio activo un
compuesto segun una cualquiera de las realizaciones y variaciones anteriores. En una variacion particular, la
composicidon es una formulacion soélida adaptada para administracion oral. En otra variacion particular, la
composicion es una formulacion liquida adaptada para administracién oral. Aun en otra variaciéon particular, la
composicion es un comprimido. Todavia en otra variacion particular, la composicion es una formulacién liquida
adaptada para administracion parenteral.

La presente invencion también proporciona una composicién farmacéutica que comprende un compuesto segin una
cualquiera de las realizaciones y variaciones anteriores, en la que la composicion se adapta para la administracion
por una via seleccionada del grupo que consiste en por via oral, por via parenteral, por via intraperitoneal, por via
intravenosa, por via intraarterial, por via transdérmica, por via sublingual, por via intramuscular, por via rectal, por
via transbucal, por via intranasal, por via liposomal, mediante inhalacién, por via vaginal, por via intraocular,
mediante administracién local (por ejemplo mediante catéter o endoproétesis), por via subcutdnea, por via
intraadiposa, por via intraarticular y por via intratecal.

Aln en otro de sus aspectos, se proporciona un kit que comprende un compuesto de una cualquiera de las
realizaciones y variaciones anteriores; e instrucciones que comprenden una o mas formas de informacion
seleccionadas del grupo que consiste en indicacion de un estado patolégico para el que debe administrarse la
composicién, informacion de almacenamiento de la composicion, informacion de dosificacion e instrucciones que se
refieren a cdmo administrar la composicion. En una variacién particular, el kit comprende el compuesto en una forma
de dosis mdltiple.

Todavia en otro de sus aspectos, se proporciona un articulo de fabricacion que comprende un compuesto de una
cualquiera de las realizaciones y variaciones anteriores; y materiales de acondicionamiento. En una variacion, el
material de acondicionamiento comprende un envase para alojar el compuesto. En una variacién particular, el
envase comprende una etiqueta que indica uno 0 mas miembros del grupo que consiste en un estado patolégico
para el que va a administrarse el compuesto, informacion de almacenamiento, informacion de dosificacién y/o
instrucciones que se refieren a como administrar el compuesto. En otra variacion, el articulo de fabricacion
comprende el compuesto en una forma de dosis multiple.

Los estados patoldgicos que pueden tratarse usando los compuestos de la presente invencién pueden seleccionarse
del grupo que consiste en trastornos hiperproliferativos cancerosos (por ejemplo, cancer de cerebro, de pulmén, de
células escamosas, de vejiga, gastrico, pancreatico, de mama, de cabeza, de cuello, renal, de rifidn, de ovario, de
prostata, colorrectal, epidermoide, esofagico, testicular, ginecolégico o tiroideo); trastornos hiperproliferativos no
cancerosos (por ejemplo, hiperplasia benigna de la piel (por ejemplo, psoriasis), reestenosis, e hipertrofia prostatica
benigna (BPH)); pancreatitis; enfermedad renal; dolor; impedir la implantaciéon del blastocito; tratar enfermedades
relacionadas con vasculogénesis 0 angiogénesis (por ejemplo, angiogénesis tumoral, enfermedad inflamatoria
aguda y croénica tal como artritis reumatoide, aterosclerosis, enfermedad inflamatoria del intestino, enfermedades
cutaneas tales como psoriasis, eccema y esclerodermia, diabetes, retinopatia diabética, retinopatia del prematuro,
degeneraciéon macular asociada a la edad, hemangioma, glioma, melanoma, sarcoma de Kaposi y cancer de ovario,
de mama, de pulmén, pancreatico, de prostata, de colon y epidermoide); asma; quimiotaxis de neutrofilos (por
ejemplo, lesién por reperfusién en infarto de miocardio y accidente cerebrovascular y artritis inflamatoria); choque
septicémico; enfermedades mediadas por células T en las que la supresion inmunitaria seria valiosa (por ejemplo, la
prevencion de rechazo de trasplantes de 6rganos, enfermedad de injerto contra huésped, lupus eritematoso,
esclerosis multiple y artritis reumatoide); aterosclerosis; inhibicion de respuestas de queratinocitos a cécteles de
factores de crecimiento; enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) y otras enfermedades.

Todavia en otro de sus aspectos, la presente invencion se refiere a un compuesto de cualquiera de las realizaciones
y variaciones anteriores para su uso como medicamento.

Todavia en uno adicional de sus aspectos, la presente invencion se refiere a un compuesto segun una cualquiera de
las realizaciones y variaciones anteriores para su uso en el tratamiento de trastornos hiperproliferativos; pancreatitis;
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enfermedad renal; dolor; enfermedades que implican la implantacion del blastocito; enfermedades relacionadas con
vasculogénesis 0 angiogénesis; asma; quimiotaxis de neutréfilos; choque septicémico; enfermedades mediadas por
células T en las que la supresion inmunitaria seria valiosa; aterosclerosis; enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC) e inhibicién de respuestas de queratinocitos a cocteles de factores de crecimiento.

Sales e hidratos de inhibidores de MEK

Debe reconocerse que los compuestos de la presente invencion pueden estar presentes y opcionalmente
administrarse en forma de sales e hidratos que se convierten in vivo en los compuestos de la presente invencion.
Por ejemplo, esta dentro del alcance de la presente invencion convertir los compuestos de la presente invencién en
y usarlos en forma de sus sales farmacéuticamente aceptables derivadas de diversos acidos y bases organicos e
inorganicos segun procedimientos bien conocidos en la técnica.

Cuando los compuestos de la presente invencién presentan una forma de base libre, los compuestos pueden
prepararse como una sal de adicion de acido farmacéuticamente aceptable haciendo reaccionar la forma de base
libre del compuesto con un &cido organico o inorganico farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, hidrohaluros
tales como clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato; otros acidos minerales y sus sales correspondientes tales como
sulfato, nitrato, fosfato, etc.; y alquil y monoarilsulfonatos tales como etanosulfonato, toluenosulfonato y
bencenosulfonato; y otros acidos organicos y sus sales correspondientes tales como acetato, tartrato, maleato,
succinato, citrato, benzoato, salicilato y ascorbato. Las sales de adicion de é&cido adicionales de la presente
invencion incluyen, pero no se limitan a: adipato, alginato, arginato, aspartato, bisulfato, bisulfito, bromuro, butirato,
canforato, canforsulfonato, caprilato, cloruro,  clorobenzoato, ciclopentanopropionato,  digluconato,
dihidrogenofosfato, dinitrobenzoato, dodecilsulfato, fumarato, galacterato (a partir de acido mucico), galacturonato,
glucoheptonato, gluconato, glutamato, glicerofosfato, hemisuccinato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, hipurato,
clorhidrato, bromhidrato, yodhidrato, 2-hidroxietanosulfonato, yoduro, isetionato, iso-butirato, lactato, lactobionato,
malato, malonato, mandelato, metafosfato, metanosulfonato, metilbenzoato, monohidrogenfosfato, 2-
naftalenosulfonato, nicotinato, nitrato, oxalato, oleato, pamoato, pectinato, persulfato, fenilacetato, 3-fenilpropionato,
fosfato, fosfonato y ftalato. Debe reconocerse que las formas de base libre normalmente diferirdn un tanto de sus
formas de sal respectivas en las propiedades fisicas tales como solubilidad en disolventes polares, pero por el
contrario las sales son equivalentes a sus formas de base libre respectivas para los fines de la presente invencion.

Cuando los compuestos de la presente invencion presentan una forma de acido libre, puede prepararse una sal de
adicion de base farmacéuticamente aceptable haciendo reaccionar la forma de acido libre del compuesto con una
base organica o inorganica farmacéuticamente aceptable. Los ejemplos de tales bases son hidroxidos de metales
alcalinos incluyendo hidréxidos de potasio, sodio y litio; hidroxidos de metales alcalinotérreos tales como hidréxidos
de bario y calcio; alcéxidos de metales alcalinos, por ejemplo, etanolato de potasio y propanolato de sodio; y
diversas bases organicas tales como hidréxido de amonio, piperidina, dietanolamina y N-metilglutamina. También se
incluyen las sales de aluminio de los compuestos de la presente invencién. Las sales de base adicionales de la
presente invencién incluyen, pero no se limitan a: sales de cobre, férricas, ferrosas, de litio, de magnesio,
manganicas, manganosas, de potasio, de sodio y de zinc. Las sales de base organicas incluyen, pero no se limitan
a, sales de aminas primarias, secundarias y terciarias, aminas sustituidas incluyendo aminas sustituidas que se
producen de manera natural, aminas ciclicas y resinas de intercambio i6nico basicas, por ejemplo, arginina, betaina,
cafeina, cloroprocaina, colina, N,N’-dibenciletilendiamina (benzatina), diciclohexilamina, dietanolamina, 2-
dietilaminoetanol; 2-dimetilaminoetanol, etanolamina, etilendiamina, N-etilmorfolina, N-etilpiperidina, glucamina,
glucosamina, histidina, hidrabamina, iso-propilamina, lidocaina, lisina, meglumina, N-metil-D-glucamina, morfolina,
piperazina, piperidina, resinas de poliamina, procaina, purinas, teobromina, trietanolamina, trietilamina, trimetilamina,
tripropilamina y tris-(hidroximetil)-metilamina (trometamina). Debe reconocerse que las formas de acido libre
normalmente diferirdn un tanto de sus formas de sal respectivas en las propiedades fisicas como solubilidad en
disolventes polares, pero por el contrario las sales son equivalentes a sus formas de &cido libre respectivas para los
fines de la presente invencién.

Los compuestos de la presente invencién que comprenden grupos que contienen nitrégeno basico pueden estar
cuaternizados con agentes tales como haluros de alquilo (C1.4), por ejemplo, cloruros, bromuros y yoduros de metilo,
etilo, isopropilo y terc-butilo; sulfatos de dialquilo (C1.4), por ejemplo, sulfatos de dimetilo, dietilo y diamilo; haluros de
alquilo (C1o-18), por ejemplo, cloruros, bromuros y yoduros de decilo, dodecilo, laurilo, miristilo y estearilo; y haluros
de arilalquilo (C+.4), por ejemplo, cloruro de bencilo y bromuro de fenetilo. Tales sales permiten la preparacion de
compuestos de la presente invencién tanto solubles en agua como solubles en aceite.

Los N-6xidos de los compuestos segun la presente invencidén pueden prepararse mediante métodos conocidos por
los expertos habituales en la técnica. Por ejemplo, los N-6xidos pueden prepararse tratando una forma no oxidada
del compuesto con un agente oxidante (por ejemplo, acido trifluoroperacético, acido permaleico, acido perbenzoico,
acido peracético, acido meta-cloroperoxibenzoico o similares) en un disolvente organico inerte adecuado (por
ejemplo, un hidrocarburo halogenado tal como diclorometano) a aproximadamente 0°C. Alternativamente, los N-
oxidos de los compuestos pueden prepararse a partir del N-6xido de un material de partida apropiado.

También pueden prepararse derivados protegidos de los compuestos de la presente invenciéon. Pueden encontrarse
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ejemplos de técnicas que pueden aplicarse a la creacién de grupos protectores y su eliminacién en T.W. Greene,
Protecting Groups in Organic Synthesis, 32 edicion, John Wiley & Sons, Inc. 1999.

Los compuestos de la presente invencién también pueden prepararse convenientemente, o formarse durante el
procedimiento de la invencién, como solvatos (por ejemplo, hidratos). Los hidratos de los compuestos de la presente
invencion pueden prepararse convenientemente mediante recristalizacion en una mezcla de disolventes
acuosos/organicos, usando disolventes organicos tales como dioxina, tetrahidrofurano o metanol.

Una “sal farmacéuticamente aceptable”, tal como se usa en el presente documento, pretende abarcar cualquier
compuesto segun la presente invencién que se utilice en forma de una sal del mismo, especialmente cuando la sal
confiere al compuesto propiedades farmacocinéticas mejoradas en comparacion con la forma libre del compuesto o
una forma de sal diferente del compuesto. La forma de sal farmacéuticamente aceptable también puede conferir
inicialmente propiedades farmacocinéticas deseables al compuesto que no presentaba previamente, e incluso puede
afectar positivamente a la farmacodinamia del compuesto con respecto a su actividad terapéutica en el organismo.
Un ejemplo de una propiedad farmacocinética que puede verse afectada favorablemente es la manera en la que el
compuesto se transporta a través de las membranas celulares, que a su vez puede afectar directa y positivamente a
la absorcion, distribucion, biotransformacion y excrecion del compuesto. Aunque la via de administracién de la
composicion farmacéutica es importante, y diversos factores anatémicos, fisioldgicos y patoloégicos pueden afectar
de manera critica a la biodisponibilidad, la solubilidad del compuesto depende habitualmente del caracter de la forma
de sal particular del mismo que utiliza. Un experto en la técnica apreciara que una disolucién acuosa del compuesto
proporcionara la absorcion mas rapida del compuesto en el organismo de un sujeto que esta tratdndose, mientras
que las disoluciones y suspensiones lipidicas, asi como formas farmacéuticas sélidas, daran como resultado una
absorcién menos répida del compuesto.

Composiciones que comprenden inhibidores de MEK

Puede usarse una amplia variedad de composiciones y métodos de administracion conjuntamente con los
compuestos de la presente invencion. Tales composiciones pueden incluir, ademas de los compuestos de la
presente invencién, excipientes farmacéuticos convencionales y otros agentes farmacéuticamente inactivos
convencionales. Adicionalmente, las composiciones pueden incluir agentes activos ademas de los compuestos de la
presente invencion. Estos agentes activos adicionales pueden incluir compuestos adicionales segun la invencién y/o
uno o mas de otros agentes farmacéuticamente activos.

Las composiciones pueden estar en forma gaseosa, liquida, semiliquida o sélida, formuladas de una manera
adecuada para la via de administracion que va a usarse. Para la administracion oral, normalmente se usan cépsulas
y comprimidos. Para la administracién parenteral, normalmente se usa la reconstitucion de un polvo liofilizado,
preparado tal como se describe en el presente documento.

Las composiciones que comprenden compuestos de la presente invencion pueden administrarse o coadministrarse
por via oral, por via parenteral, por via intraperitoneal, por via intravenosa, por via intraarterial, por via transdérmica,
por via sublingual, por via intramuscular, por via rectal, por via transbucal, por via intranasal, por via liposomal,
mediante inhalacién, por via vaginal, por via intraocular, mediante administracion local (por ejemplo mediante catéter
o endoprotesis), por via subcutanea, por via intraadiposa, por via intraarticular o por via intratecal. Los compuestos
y/o composiciones segun la invencién también pueden administrarse o coadministrarse en formas farmacéuticas de
liberacién lenta.

Los inhibidores de MEK y las composiciones que los comprenden pueden administrarse o coadministrarse en
cualquier forma farmacéutica convencional. Se pretende que la coadministracién en el contexto de esta invencién
signifique la administracion de mas de un agente terapéutico, uno de los cuales incluye un inhibidor de MEK, en el
transcurso de un tratamiento coordinado para lograr un desenlace clinico mejorado. Tal coadministracion también
puede ser coextensiva, es decir, se produce durante periodos de tiempo solapantes.

Las disoluciones o suspensiones usadas para la aplicacién parenteral, intradérmica, subcutanea o tdpica pueden
incluir opcionalmente uno o mas de los siguientes componentes: un diluyente estéril, tal como agua para inyeccion,
solucion salina, aceite fijo, polietilenglicol, glicerina, propilenglicol u otro disolvente sintético; agentes
antimicrobianos, tales como alcohol bencilico y metilparabenos; antioxidantes, tales como acido ascérbico y bisulfito
de sodio; agentes quelantes, tales como &cido etilendiaminotetraacético (EDTA); tampones, tales como acetatos,
citratos y fosfatos; agentes para el ajuste de la tonicidad tales como cloruro sodio o dextrosa, y agentes para ajustar
la acidez o alcalinidad de la composicion, tales como agentes alcalinos o acidificantes o tampones como carbonatos,
bicarbonatos, fosfatos, acido clorhidrico, y acidos organicos tales como &cido acético y citrico. Las preparaciones
parenterales pueden incluirse opcionalmente en ampollas, jeringuillas desechables o viales de dosis individual o
multiple compuestos por vidrio, plastico u otro material adecuado.

Cuando los compuestos segln la presente invencion presentan solubilidad insuficiente, pueden usarse métodos

para solubilizar los compuestos. Los expertos en la técnica conocen tales métodos, e incluyen, pero no se limitan a,
usar codisolventes, tales como dimetilsulféxido (DMSO), usar tensioactivos, tales como TWEEN, o disoluciéon en
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bicarbonato de sodio acuoso. También pueden usarse derivados de los compuestos, tales como profarmacos de los
compuestos en la formulacién de composiciones farmacéuticas eficaces.

Con la mezcla o adicion de los compuestos segun la presente invencion a una composicion, puede formarse una
disolucién, suspension, emulsién o similares. La forma de la composicion resultante dependera de varios factores,
incluyendo el modo de administracion previsto y la solubilidad del compuesto en el portador o vehiculo seleccionado.
La concentracién eficaz necesaria para mejorar la enfermedad que estad tratandose puede determinarse
empiricamente.

Las composiciones segun la presente invenciéon se proporcionan opcionalmente para la administracion a seres
humanos y animales en formas farmacéuticas unitarias, tales como comprimidos, capsulas, pildoras, polvos, polvos
secos para inhaladores, granulos, disoluciones o suspensiones estériles parenterales, y disoluciones o suspensiones
orales, y emulsiones de aceite en agua que contienen cantidades adecuadas de los compuestos, particularmente las
sales farmacéuticamente aceptables, preferiblemente las sales de sodio, de los mismos. Los compuestos
farmacéutica y terapéuticamente activos y derivados de los mismos normalmente se formulan y se administran en
formas farmacéuticas unitarias o formas farmacéuticas multiples. Las formas de dosis unitarias, tal como se usa en
el presente documento, se refieren a unidades fisicamente diferenciadas adecuadas para sujetos humanos y
animales y acondicionadas individualmente tal como se conoce en la técnica. Cada dosis unitaria contiene una
cantidad predeterminada del compuesto terapéuticamente activo suficiente para producir el efecto terapéutico
deseado, en asociacién con el portador, vehiculo o diluyente farmacéutico requerido. Los ejemplos de formas de
dosis unitarias incluyen ampollas y jeringuillas, comprimidos o capsulas acondicionados individualmente. Las formas
de dosis unitaria pueden administrarse en fracciones o multiplos de las mismas. Una forma de dosis mltiple es una
pluralidad de formas farmacéuticas unitarias idénticas acondicionadas en un envase individual que va a
administrarse en forma de dosis unitaria segregada. Los ejemplos de formas de dosis multiple incluyen viales,
botellas de comprimidos o capsulas o botellas de pinta o galones. Por tanto, la forma de dosis multiple es un multiplo
de dosis unitarias que no estan segregadas en el material de acondicionamiento.

Ademas de uno o mas compuestos seguln la presente invencion, la composicion puede comprender: un diluyente tal
como lactosa, sacarosa, fosfato de dicalcio o carboximetilcelulosa; un lubricante, tal como estearato de magnesio,
estearato de calcio y talco; y un aglutinante tal como almidén, gomas naturales, tales como goma arabiga, gelatina,
glucosa, molasas, polivinilpirrolidina, celulosas y derivados de las mismas, povidona, crospovidonas y otros
aglutinantes de este tipo conocidos por los expertos en la técnica. Las composiciones liquidas que pueden
administrarse farmacéuticamente pueden prepararse, por ejemplo, disolviendo, dispersando o mezclando de otra
manera un compuesto activo tal como se definié anteriormente y adyuvantes farmacéuticos opcionales en un
portador, tal como, por ejemplo, agua, solucion salina, dextrosa acuosa, glicerol, glicoles, etanol y similares, para
formar una disoluciéon o suspension. Si se desea, la composicion farmacéutica que va a administrarse también
puede contener cantidades minoritarias de sustancias auxiliares tales como agentes humectantes, agentes
emulsionantes o agentes de solubilizacién, agentes tamponantes de pH y similares, por ejemplo, acetato, citrato de
sodio, derivados de ciclodextrina, monolaurato de sorbitano, trietanolamina, acetato de sodio, oleato de
trietanolamina y otros de tales agentes. Los métodos actuales de preparacion de tales formas farmacéuticas se
conocen en la técnica o resultaran evidentes para los expertos en esta técnica; por ejemplo, véase Remington’s
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, Pa., 152 edicién, 1975. La composicién o formulacion
que va a administrarse contendra, en cualquier caso, una cantidad suficiente de un inhibidor de la presente
invencion para reducir la actividad de MEK in vivo, tratando de este modo el estado patoldgico del sujeto.

Las formas farmacéuticas o composiciones pueden comprender opcionalmente uno o mas compuestos segun la
presente invencién en el intervalo del 0,005% al 100% (peso/peso) comprendiendo el resto sustancias adicionales
tales como las descritas en el presente documento. Para la administracién oral, una composicién farmacéuticamente
aceptable puede comprender opcionalmente uno cualquiera o los excipientes empleados mas comunmente, tales
como, por ejemplo calidades farmacéuticas de manitol, lactosa, almidén, estearato de magnesio, talco, derivados de
celulosa, croscarmelosa de sodio, glucosa, sacarosa, carbonato de magnesio, sacarina sodica, talco. Tales
composiciones incluyen disoluciones, suspensiones, comprimidos, capsulas, polvos, polvos secos para inhaladores
y formulaciones de liberacién sostenida, tales como, pero sin limitarse a, implantes y sistemas de administracion
microencapsulados, y polimeros biodegradables, biocompatibles, tales como colageno, acetato de etilenvinilo,
polianhidridos, poli(acido glicdlico), poliortoésteres, poli(acido lactico) y otros. Los expertos en la técnica conocen
métodos para preparar estas formulaciones. Las composiciones pueden contener opcionalmente el 0,01%-100%
(peso/peso) de uno o mas inhibidores de MEK, opcionalmente el 0,1-95%, y opcionalmente el 1-95%.

Pueden prepararse sales, preferiblemente sales de sodio, de los inhibidores con portadores que protegen el
compuesto frente a la eliminacién rapida del organismo, tal como formulaciones de liberacion a lo largo del tiempo o
recubrimientos. Las formulaciones pueden incluir ademas otros compuestos activos para obtener combinaciones
deseadas de propiedades.

Formulaciones para la administracién oral

Las formas de dosificacion farmacéutica orales pueden estar como un sélido, gel o liquido. Los ejemplos de formas
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farmacéuticas sélidas incluyen, pero no se limitan a comprimidos, capsulas, granulos y polvos a granel. Ejemplos
mas especificos de comprimidos orales incluyen pastillas para chupar y comprimidos masticables, fabricados por
compresion que pueden estar recubiertos entéricamente, recubiertos con azlcar o recubiertos con pelicula. Los
ejemplos de capsulas incluyen capsulas de gelatina dura o blanda. Los granulos y polvos pueden proporcionarse en
formas no efervescentes o efervescentes. Cada uno puede combinarse con otros componentes conocidos por los
expertos en la técnica.

En determinadas realizaciones, los compuestos segun la presente invencion se proporcionan como formas
farmacéuticas solidas, preferiblemente capsulas o comprimidos. Los comprimidos, pildoras, capsulas, trociscos y
similares pueden contener opcionalmente uno o mas de los siguientes componentes o compuestos de naturaleza
similar: un aglutinante; un diluyente; un agente disgregante; un lubricante; un deslizante; un agente edulcorante; y un
agente aromatizante.

Los ejemplos de aglutinantes que pueden usarse incluyen, pero no se limitan a, celulosa microcristalina, goma
tragacanto, disolucién de glucosa, mucilago de goma arabiga, disolucion de gelatina, sacarosa y pasta de almidén.

Los ejemplos de lubricantes que pueden usarse incluyen, pero no se limitan a, talco, almidén, estearato de magnesio
o calcio, licopodio y acido estearico.

Los ejemplos de diluentes que pueden usarse incluyen, pero no se limitan a, lactosa, sacarosa, almidén, caolin, sal,
manitol y fosfato de dicalcio.

Los ejemplos de deslizantes que pueden usarse incluyen, pero no se limitan a, diéxido de silice coloidal.

Los ejemplos de agentes disgregantes que pueden usarse incluyen, pero no se limitan a, croscarmelosa de sodio,
glicolato sédico de almidon, &cido alginico, almidon de maiz, almidon de patata, bentonita, metilcelulosa, agar y
carboximetilcelulosa.

Los ejemplos de agentes colorantes que pueden usarse incluyen, pero no se limitan a, cualquiera de los colorantes
FD y C solubles en agua certificados aprobados, mezclas de los mismos; y colorantes FD y C insolubles en agua
suspendidos en hidrato de alimina.

Los ejemplos de agentes edulcorantes que pueden usarse incluyen, pero no se limitan a, sacarosa, lactosa, manitol
y agentes edulcorantes artificiales tales como ciclamato de sodio y sacarina, y cualquier nimero de aromas secados
por pulverizacion.

Los ejemplos de agentes aromatizantes que pueden usarse incluyen, pero no se limitan a, aromas naturales
extraidos de plantas tales como frutos y combinaciones sintéticas de compuestos que producen una sensacion
agradable, tales como, pero sin limitarse a menta y salicilato de metilo.

Los ejemplos de agentes humectantes que pueden usarse incluyen, pero no se limitan a, monoestearato de
propilenglicol, monooleato de sorbitano, monolaurato de dietilenglicol y lauril éter de polioxietileno.

Los ejemplos de recubrimientos antieméticos que pueden usarse incluyen, pero no se limitan a, acidos grasos,
grasas, ceras, laca, laca amoniacal y ftalatos de acetato de celulosa.

Los ejemplos de recubrimientos de pelicula que pueden usarse incluyen, pero no se limitan a, hidroxietilcelulosa,
carboximetilcelulosa de sodio, polietilenglicol 4000 y ftalato de acetato de celulosa.

Si se desea la administracion oral, la sal del compuesto puede proporcionarse opcionalmente en una composicion
que la protege del entorno acido del estbmago. Por ejemplo, la composicién puede formularse en un recubrimiento
entérico que mantiene su integridad en el estbmago y libera el compuesto activo en el intestino. La composicién
también puede formularse en combinacién con un antiacido u otro componente de este tipo.

Cuando la forma unitaria de dosificacion es una capsula, opcionalmente puede comprender adicionalmente un
portador liquido tal como un aceite graso. Ademas, las formas unitarias de dosificacién opcionalmente pueden
comprender otros materiales diversos que modifican la forma fisica de la unidad de dosificacién, por ejemplo,
recubrimientos de azlcar y otros agentes entéricos.

Los compuestos segun la presente invencion también pueden administrarse como componente de un elixir,
suspension, jarabe, oblea, gotas para rociado, chicle o similares. Un jarabe puede comprender opcionalmente,
ademas de los compuestos activos, sacarosa como agente edulcorante y determinados conservantes, tintes y
colorantes y aromas.

Los compuestos de la presente invencién también pueden mezclarse con otros materiales activos que no afectan a
la accion deseada, o con materiales que complementan la accion deseada, tales como antiacidos, bloqueantes de
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H2 y diuréticos. Por ejemplo, si un compuesto se usa para tratar asma o hipertension, puede usarse con otros
agentes broncodilatadores y antihipertensores, respectivamente.

Los ejemplos de portadores farmacéuticamente aceptables que pueden incluirse en comprimidos que comprenden
compuestos de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, aglutinantes, lubricantes, diluyentes, agentes
disgregantes, agentes colorantes, agentes aromatizantes y agentes humectantes. Los comprimidos recubiertos
entéricamente, debido al recubrimiento entérico, resisten la accion del acido estomacal y se disuelven o disgregan
en los intestinos neutros o alcalinos. Los comprimidos recubiertos con azicar pueden ser comprimidos fabricados
por compresién a los que se les aplican diferentes capas de sustancias farmacéuticamente aceptables. Los
comprimidos recubiertos con pelicula pueden ser comprimidos fabricados por compresion que se han recubierto con
polimeros u otro recubrimiento adecuado. Los comprimidos fabricados por compresién mdiltiples pueden ser
comprimidos fabricados por compresion compuestos por mas de un ciclo de compresién utilizando las sustancias
farmacéuticamente aceptables mencionadas anteriormente. Los agentes colorantes también pueden usarse en
comprimidos. Los agentes aromatizantes y edulcorantes pueden usarse en comprimidos, y son especialmente Utiles
en la formacién de comprimidos masticables y pastillas para chupar.

Los ejemplos de formas farmacéuticas orales liquidas que pueden usarse incluyen, pero no se limitan a,
disoluciones acuosas, emulsiones, suspensiones, disoluciones y/o suspensiones reconstituidas a partir de granulos
no efervescentes y preparaciones efervescentes reconstituidas a partir de granulos efervescentes.

Los ejemplos de disoluciones acuosas que pueden usarse incluyen, pero no se limitan a, elixires y jarabes. Tal como
se usa en el presente documento, elixires se refiere a preparaciones hidroalcohdlicas, transparentes, edulcoradas.
Los ejemplos de portadores farmacéuticamente aceptables que pueden usarse en elixires incluyen, pero no se
limitan a disolventes. Los ejemplos particulares de disolventes que pueden usarse incluyen glicerina, sorbitol, alcohol
etilico y jarabe. Tal como se usa en el presente documento, jarabes se refiere a disoluciones acuosas concentradas
de un azucar, por ejemplo, sacarosa. Los jarabes opcionalmente pueden comprender ademas un conservante.

Emulsiones se refiere a sistemas de dos fases en los que un liquido se dispersa en forma de glébulos pequefios por
la totalidad del otro liquido. Las emulsiones pueden ser opcionalmente emulsiones de aceite en agua o agua en
aceite. Los ejemplos de portadores farmacéuticamente aceptables que pueden usarse en emulsiones incluyen, pero
no se limitan a liquidos no acuosos, agentes emulsionantes y conservantes.

Los ejemplos de sustancias farmacéuticamente aceptables que pueden usarse en granulos no efervescentes, que
van a reconstituirse en una forma farmacéutica oral liquida, incluyen diluyentes, edulcorantes y agentes
humectantes.

Los ejemplos de sustancias farmacéuticamente aceptables que pueden usarse en granulos efervescentes, que van
a reconstituirse en una forma farmacéutica oral liquida, incluyen acidos organicos y una fuente de didxido de
carbono.

Los agentes colorantes y aromatizantes pueden usarse opcionalmente en todas las formas farmacéuticas anteriores.

Los ejemplos particulares de conservantes que pueden usarse incluyen glicerina, metil y propilparabeno, acido
benzoico, benzoato de sodio y alcohol.

Los ejemplos particulares de liquidos no acuosos que pueden usarse en emulsiones incluyen aceite mineral y aceite
de semilla de algodén.

Los ejemplos particulares de agentes emulsionantes que pueden usarse incluyen gelatina, goma arabiga,
tragacanto, bentonita y tensioactivos tales como monooleato de polioxietilensorbitano.

Los ejemplos particulares de agentes de suspensién que pueden usarse incluyen carboximetilcelulosa de sodio,
pectina, tragacanto, Veegum y goma arabiga. Los diluyentes incluyen lactosa y sacarosa. Los agentes edulcorantes
incluyen sacarosa, jarabes, glicerina y agentes edulcorantes artificiales tales como ciclamato de sodio y sacarina.

Los ejemplos particulares de agentes humectantes que pueden usarse incluyen monoestearato de propilenglicol,
monooleato de sorbitano, monolaurato de dietilenglicol y lauril éter de polioxietileno.

Los ejemplos particulares de acidos organicos que pueden usarse incluyen acido citrico y tartarico.

Las fuentes de didxido de carbono que pueden usarse en composiciones efervescentes incluyen bicarbonato de
sodio y carbonato de sodio. Los agentes colorantes incluyen cualquiera de los colorantes FD y C solubles en agua
aprobados certificados, y mezclas de los mismos.

Los ejemplos particulares de agentes aromatizantes que pueden usarse incluyen aromas naturales extraidos de
plantas tales como frutas, y combinaciones sintéticas de compuestos que producen una sensacion de sabor
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agradable.

Para una forma farmacéutica sélida, la disolucién o suspension, en por ejemplo carbonato de propileno, aceites
vegetales o ftriglicéridos, se encapsula preferiblemente en una capsula de gelatina. Tales disoluciones, y la
preparacion y encapsulacion de las mismas, se dan a conocer en las patentes estadounidenses n.*® 4.328.245;
4.409.239; y 4.410.545. Para una forma farmacéutica liquida, la disolucién, por ejemplo en un polietilenglicol, puede
diluirse con una cantidad suficiente de un portador liquido farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, agua, para
medirse facilmente durante la administracién.

Alternativamente, las formulaciones orales liquidas o semisélidas pueden prepararse disolviendo o dispersando el
compuesto activo o la sal en aceites vegetales, glicoles, triglicéridos, ésteres de propilenglicol (por ejemplo,
carbonato de propileno) y otros de tales portadores, y encapsulando estas disoluciones o suspensiones en vainas de
capsulas de gelatina dura o blanda. Otras formulaciones Utiles incluyen las expuestas en las patentes
estadounidenses n.”® Re 28.819 y 4.358.603.

Inyectables, disoluciones y emulsiones

La presente invencion también se refiere a composiciones disefiadas para administrar los compuestos de la
presente invencion mediante administracion parenteral, generalmente caracterizada por inyeccién subcutanea,
intramuscular o intravenosa. Los inyectables pueden prepararse en cualquier forma convencional, por ejemplo como
disoluciones o suspensiones liquidas, formas sélidas adecuadas para la disolucién o suspensién en liquido antes de
la inyeccion, o como emulsiones.

Los ejemplos de excipientes que pueden usarse junto con inyectables segun la presente invencion incluyen, pero no
se limitan a agua, solucidon salina, dextrosa, glicerol o etanol. Las composiciones inyectables también pueden
comprender opcionalmente cantidades minoritarias de sustancias auxiliares no toxicas tales como agentes
humectantes o emulsionantes, agentes tamponantes de pH, estabilizadores, potenciadores de la solubilidad, y otros
de tales agentes, tales como por ejemplo, acetato de sodio, monolaurato de sorbitano, oleato de trietanolamina y
ciclodextrinas. También se contempla en el presente documento la implantacion de un sistema de liberacion lenta o
liberacion sostenida, de manera que se mantenga un nivel constante de dosificacion (véase, por ejemplo, la patente
estadounidense n.2 3.710.795). El porcentaje de compuesto activo contenido en tales composiciones parenterales es
altamente dependiente de la naturaleza especifica del mismo, asi como de la actividad del compuesto y las
necesidades del sujeto.

La administracién parenteral de las formulaciones incluye administraciones intravenosas, subcutaneas e
intramusculares. Las preparaciones para la administracion parenteral incluyen disoluciones estériles listas para
inyeccién, productos solubles secos estériles, tales como los polvos liofilizados descritos en el presente documento,
listos para combinarse con un disolvente justo antes de su uso, incluyendo comprimidos hipodérmicos,
suspensiones estériles listas para inyeccion, productos insolubles secos estériles listos para combinarse con un
vehiculo justo antes de su uso y emulsiones estériles. Las disoluciones pueden ser o bien acuosas o bien no
acuosas.

Cuando de administran por via intravenosa, los ejemplos de portadores adecuados incluyen, pero no se limitan a
solucién salina fisiolégica o solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y disoluciones que contienen agentes
espesantes y de solubilizacion, tales como glucosa, polietilenglicol y polipropilenglicol y mezclas de los mismos.

Los ejemplos de portadores farmacéuticamente aceptables que pueden usarse opcionalmente en preparaciones
parenterales incluyen, pero no se limitan a vehiculos acuosos, vehiculos no acuosos, agentes antimicrobianos,
agentes isotdnicos, tampones, antioxidantes, anestésicos locales, agentes de suspension y dispersion, agentes
emulsionantes, agentes secuestrantes o quelantes y otras sustancias farmacéuticamente aceptables.

Los ejemplos de vehiculos acuosos que pueden usarse opcionalmente incluyen inyeccion de cloruro de sodio,
inyeccién de soluciéon Ringer, inyeccion de dextrosa isotonica, inyeccion de agua estéril, inyeccién de solucion de
Ringer con lactato y dextrosa.

Los ejemplos de vehiculos parenterales no acuosos que pueden usarse opcionalmente incluyen aceites fijos de
origen vegetal, aceite de semilla de algoddn, aceite de maiz, aceite de sésamo y aceite de cacahuete.

Los agentes antimicrobianos en concentraciones bacteriostaticas o fungiestaticas pueden anadirse a preparaciones
parenterales, particularmente cuando las preparaciones estan acondicionadas en envases de dosis multiple y por
tanto disefiadas para almacenarse y retirarse multiples alicuotas. Los ejemplos de agentes antimicrobianos que
pueden usarse incluyen fenoles o cresoles, mercuriales, alcohol bencilico, clorobutanol, ésteres del acido metil y
propil-p-hidroxibenzoico, timerosal, cloruro de benzalconio y cloruro de bencetonio.

Los ejemplos de agentes isotdnicos que pueden usarse incluyen cloruro de sodio y dextrosa. Los ejemplos de
tampones que pueden usarse incluyen fosfato y citrato. Los ejemplos de antioxidantes que pueden usarse incluyen
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bisulfato de sodio. Los ejemplos de anestésicos locales que pueden usarse incluyen clorhidrato de procaina. Los
ejemplos de agentes de suspension y dispersién que pueden usarse incluyen carboximetilcelulosa de sodio,
hidroxipropilmetilcelulosa y polivinilpirrolidona. Los ejemplos de agentes emulsionantes que pueden usarse incluyen
polisorbato 80 (TWEEN 80). Un agente secuestrante o quelante de iones metalicos incluye EDTA.

Los portadores farmacéuticos también pueden incluir opcionalmente alcohol etilico, polietilenglicol y propilenglicol
para vehiculos miscibles en agua e hidréxido de sodio, acido clorhidrico, acido citrico o acido lactico para el ajuste
de pH.

La concentracién de un inhibidor en la formulacién parenteral puede ajustarse de modo que una inyeccion administra
una cantidad farmacéuticamente eficaz suficiente para producir el efecto farmacolégico deseado. La concentracion
exacta de un inhibidor y/o dosificaciéon que va a usarse dependera en Ultima instancia de la edad, el peso y el estado
del paciente o animal tal como se conoce en la técnica.

Las preparaciones parenterales de dosis unitaria pueden acondicionarse en una ampolla, un vial o una jeringuilla
con una aguja. Todas las preparaciones para la administracion parenteral deben ser estériles, tal como se conoce y
practica en la técnica.

Los inyectables pueden disefiarse para la administracion local y sistémica. Normalmente una dosificacion
terapéuticamente eficaz se formula para contener una concentracion de al menos aproximadamente el 0,1% p/p
hasta aproximadamente el 90% p/p o mas, preferiblemente mas del 1% p/p del inhibidor de MEK en el/los tejido(s)
tratado(s). El inhibidor puede administrarse de una vez, o puede dividirse en varias dosis mas pequefas para
administrarse en intervalos de tiempo. Se entiende que la dosificacién y la duracién precisas del tratamiento seran
una funcion de la ubicacion donde se administra la composicion por via parenteral, del portador y de otras variables
que pueden determinarse empiricamente usando protocolos de prueba conocidos o mediante extrapolacién de datos
de prueba in vivo o in vitro. Debe observarse que las concentraciones y los valores de dosificacién también pueden
variar con la edad del individuo tratado. Debe entenderse ademas que para cualquier sujeto particular, puede no ser
necesario ajustar los regimenes de dosificacién especificos a lo largo del tiempo segln la necesidad individual y el
juicio profesional de la persona que administra o supervisa la administracion de las formulaciones. Por tanto, se
pretende que los intervalos de concentracion tal como se exponen en el presente documento sean a modo de
ejemplo y no se pretende que limiten el alcance o la practica de las formulaciones reivindicadas.

El inhibidor de MEK puede suspenderse opcionalmente en forma micronizada u otra forma adecuada o puede
derivatizarse para producir un producto activo mas soluble o para producir un profarmaco. La forma de la mezcla
resultante depende de varios factores, incluyendo el modo previsto de administracion y la solubilidad del compuesto
en el portador o vehiculo seleccionado. La concentracion eficaz es suficiente para mejorar los sintomas del estado
patolégico y puede determinarse empiricamente.

Polvos liofilizados

Los compuestos de la presente invencion también pueden prepararse como polvos liofilizados, que pueden
reconstituirse para su administracion como disoluciones, emulsiones y otras mezclas. Los polvos liofilizados también
pueden formularse como sélidos o geles.

Puede prepararse un polvo liofilizado, estéril, disolviendo el compuesto en una disolucion tampén de fosfato de sodio
que contiene dextrosa u otro excipiente adecuado. La filtracion estéril posterior de la disolucién seguida por
liofilizacion en condiciones normales conocidas por los expertos en la técnica proporciona la formulacion deseada.
Brevemente, el polvo liofilizado puede prepararse opcionalmente disolviendo dextrosa, sorbitol, fructosa, jarabe de
maiz, xilitol, glicerina, glucosa, sacarosa u otro agente adecuado, aproximadamente al 1-20%, de manera preferible
aproximadamente del 5 al 15%, en un tampoén adecuado, tal como citrato, fosfato de sodio o potasio u otro tampén
conocido por los expertos en la técnica normalmente a aproximadamente pH neutro. Entonces, se afiade un
inhibidor de MEK a la mezcla resultante, preferiblemente por encima de temperatura ambiente, mas preferiblemente
a aproximadamente 30-35°C y se agita hasta que se disuelve. Se diluye la mezcla resultante afadiendo mas tampén
hasta una concentracién deseada. La mezcla resultante se filtra en condiciones estériles o se trata para eliminar los
materiales particulados y para garantizar la esterilidad, y se distribuye en viales para la liofilizacién. Cada vial puede
contener una Unica dosificaciéon o multiples dosificaciones del inhibidor.

Administracién tépica

Los compuestos de la presente invencién también pueden administrarse como mezclas topicas. Las mezclas topicas
pueden usarse para administracién local y sistémica. La mezcla resultante puede ser una disolucion, suspensién,
emulsiones o similares y se formulan como cremas, geles, pomadas, emulsiones, disoluciones, elixires, lociones,
suspensiones, tinturas, pastas, espumas, aerosoles, irrigaciones, pulverizaciones, supositorios, vendajes, parches
dérmicos o cualquier otra formulacién adecuada para administracién tépica.

Los inhibidores de MEK pueden formularse como aerosoles para administracion tépica, tal como mediante
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inhalacidn (véanse las patentes estadounidenses n.®® 4.044.126, 4.414.209 y 4.364.923, que describen aerosoles
para la administracion de un esteroide util para el tratamiento de enfermedades inflamatorias, particularmente asma).
Estas formulaciones para administracion a las vias respiratorias pueden estar en forma de un aerosol o disolucion
para un nebulizador, o como un polvo microfino para insuflacién, solo o en combinacién con un portador inerte tal
como lactosa. En tal caso, las particulas de la formulacién normalmente tendran diametros inferiores a 50
micrémetros, preferiblemente inferiores a 10 micrometros.

Los inhibidores también pueden formularse para aplicacién local o tépica, tal como para aplicacién topica a la piel y
las membranas mucosas, tal como en el 0jo, en forma de geles, cremas y lociones y para la aplicacion al ojo o para
aplicacién intracisternal o intraespinal. Se contempla la administracién tépica para la administracion transdérmica y
también para la administracién a los ojos o la mucosa, o para terapias de inhalacién. También pueden administrarse
disoluciones nasales del inhibidor de MEK solo o en combinacién con otros excipientes farmacéuticamente
aceptables.

Formulaciones para otras vias de administracion

Dependiendo del estado patologico que esté tratdndose también pueden usarse otras vias de administracion, tales
como aplicacién topica, parches transdérmicos y administraciéon rectal. Por ejemplo, las formas de dosificacion
farmacéutica para administracion rectal son supositorios, capsulas y comprimidos rectales para efecto sistémico.
Supositorios rectales tal como se usa en el presente documento significan cuerpos sélidos para su insercién en el
recto que se funden o ablandan a la temperatura corporal liberando uno o mas principios farmacolégica o
terapéuticamente activos. Las sustancias farmacéuticamente aceptables utilizadas en supositorios rectales son
bases o vehiculos y agentes para elevar el punto de fusion. Los ejemplos de bases incluyen manteca de cacao
(aceite de teobroma), glicerina-gelatina, Carbowax, (polioxietilenglicol) y mezclas apropiadas de mono, di y
triglicéridos de acidos grasos. Pueden usarse combinaciones de las diversas bases. Los agentes para elevar el
punto de fusién de los supositorios incluyen espermaceti y cera. Los supositorios rectales pueden prepararse o bien
mediante el método de compresién o bien mediante moldeo. El peso tipico de un supositorio rectal es de
aproximadamente 2 a 3 g. Los comprimidos y capsulas para administracion rectal pueden fabricarse usando la
misma sustancia farmacéuticamente aceptable y mediante los mismos métodos que para las formulaciones para
administracién oral.

Ejemplos de formulaciones

Los siguientes son ejemplos particulares de formulaciones orales, intravenosas y en comprimidos que pueden
usarse opcionalmente con los compuestos de la presente invencién. Se indica que estas formulaciones pueden
variarse dependiendo del compuesto particular que esté usandose y de la indicacion para la que debe usarse la
formulacion.

FORMULACION ORAL

Compuesto de la presente invencion 10-100 mg
Acido citrico monohidratado 105 mg
Hidréxido de sodio 18 mg
Aromatizante

Agua c.s.p. 100 ml

FORMULACION INTRAVENOSA

Compuesto de la presente invencion 0,1-10 mg

Dextrosa monohidratada c.s.p. hacerla isotdnica
Acido citrico monohidratado 1,05 mg

Hidroxido de sodio 0,18 mg

Agua para inyeccion c.s.p. 1,0 ml

FORMULACION EN COMPRIMIDOS

Compuesto de la presente invencion 1%

Celulosa microcristalina 73%
Acido estearico 25%
Silice coloidal 1%.
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Kits gue comprenden inhibidores de MEK

La invencién también se refiere a kits y otros articulos de fabricacion para tratar enfermedades asociadas con MEK.
Se indica que con enfermedades se pretende cubrir todos los estados para los que MEK presenta actividad que
contribuye a la patologia y/o sintomatologia del estado.

En una realizacion, se proporciona un kit que comprende una composicién que comprende al menos un inhibidor de
la presente invencion en combinacion con instrucciones. Las instrucciones pueden indicar el estado patolégico para
el que debe administrarse la composicion, informacion de almacenamiento, informacion de dosificacion y/o
instrucciones que se refieren a como administrar la composicién. El kit también puede comprender materiales de
acondicionamiento. El material de acondicionamiento puede comprender un envase para alojar la composicion. El kit
también puede comprender opcionalmente componentes adicionales, tales como jeringuillas para la administracion
de la composicion. El kit puede comprender la composicion en formas de dosis individuales o mdltiples.

En otra realizacién, se proporciona un articulo de fabricacion que comprende una composicién que comprende al
menos un inhibidor de la presente invencién en combinacion con materiales de acondicionamiento. El material de
acondicionamiento puede comprender un envase para alojar la composicion. El envase puede comprender
opcionalmente una etiqueta que indica el estado patolégico para el que debe administrarse la composicién,
informacién de almacenamiento, informacién de dosificacion y/o instrucciones que se refieren a cémo administrar la
composicién. El kit también puede comprender opcionalmente componentes adicionales, tales como jeringuillas para
la administracién de la composicion. El kit puede comprender la composicion en formas de dosis individuales o
multiples.

Se indica que el material de acondicionamiento usado en kits y articulos de fabricacién segun la presente invencion
puede formar una pluralidad de envases divididos tales como una botella dividida o un paquete de hoja dividido. El
envase puede ser de cualquier conformacion o forma convencional tal como se conoce en la técnica que esté
compuesto por un material farmacéuticamente aceptable, por ejemplo una caja de papel o cartén, una botella o bote
de vidrio o plastico, una bolsa resellable (por ejemplo, para contener un “repuesto” de comprimidos para su
colocacion en un envase diferente) o un paquete de blister con dosis individuales para presionar el paquete segun
un calendario terapéutico. El envase que se emplee dependera de la forma farmacéutica exacta implicada, por
ejemplo una caja de carton convencional en general no se usaria para contener una suspension liquida. Es factible
que puedan usarse mas de un envase juntos en un paquete individual para comercializar una forma farmacéutica
individual. Por ejemplo, los comprimidos pueden estar contenidos en una botella que a su vez esta contenida dentro
de una caja. Normalmente, el kit incluye indicaciones para la administracion de los componentes por separado. La
forma del kit es particularmente ventajosa cuando los componentes separados se administran preferiblemente en
diferentes formas farmacéuticas (por ejemplo, oral, tépica, transdérmica y parenteral), se administran a diferente
intervalos de dosificacion o cuando el médico que prescribe desea el ajuste de la dosis de los componentes
individuales de la combinacién.

Un ejemplo particular de un kit segun la presente invencidén es un denominado paquete de blister. Los paquetes de
blister se conocen bien en la industria de acondicionamiento y se estan usando ampliamente para el
acondicionamiento de formas de dosificacién farmacéutica unitarias (comprimidos, cépsulas y similares). Los
paquetes de blister consisten en general en una lamina de material relativamente rigido cubierto con una hoja de un
material de plastico preferiblemente transparente. Durante el procedimiento de acondicionamiento se forman huecos
en la hoja de plastico. Los huecos tienen el tamafio y la conformacion de comprimidos o capsulas individuales que
van a acondicionarse o pueden tener el tamafio y la conformacién para alojar multiples comprimidos y/o capsulas
que van a acondicionarse. A continuacion, los comprimidos o capsulas se colocan en los huecos en consecuencia y
la lamina de material relativamente rigido se sella contra la hoja de plastico en la cara de la hoja que es opuesta con
respecto a la direccién en la que se formaron los huecos. Como resultado, los comprimidos o céapsulas se sellan
individualmente o se sellan colectivamente, segin se desee, en los huecos entre la hoja de plastico y la lamina.
Preferiblemente, la resistencia de la lamina es tal que los comprimidos o capsulas pueden retirarse del paquete de
blister aplicando presién manualmente sobre los huecos por lo que se forma una abertura en la lamina en el lugar
del hueco. El comprimido o capsula puede retirarse entonces a través de dicha abertura.

Otra realizacion especifica de un kit es un dispensador disefiado para dispensar las dosis diarias una cada vez en el
orden de su uso pretendido. Preferiblemente, el dispensador estd equipado con un recordatorio, para facilitar
adicionalmente el cumplimiento con el régimen. Un ejemplo de un recordatorio de este tipo es un contador mecanico
que indica el nimero de dosis diarias que se han dispensado. Otro ejemplo de un recordatorio de este tipo es una
memoria de microchip alimentada por bateria acoplada con un lector de cristal liquido, o una sefal de recuerdo
audible que, por ejemplo, lee la fecha en que se ha tomado la ultima dosis diaria y/o recuerda cuando debe tomarse
la siguiente dosis.

Dosificacién, huésped y seguridad

Los compuestos de la presente invencion son estables y pueden usarse con seguridad. En particular, los
compuestos de la presente invencion son utiles como inhibidores de MEK para una variedad de sujetos (por
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ejemplo, seres humanos, mamiferos no humanos y no mamiferos). La dosis 6ptima puede variar dependiendo de
condiciones tales como, por ejemplo, el tipo de sujeto, el peso corporal del sujeto, la via de administracion y
propiedades especificas del compuesto particular que esta usandose. En general, la dosis diaria para administracién
oral a un adulto (peso corporal de aproximadamente 60 kg) es aproximadamente de 1 a 1000 mg, aproximadamente
de 3 a 300 mg o aproximadamente de 10 a 200 mg. Se apreciara que la dosis diaria puede facilitarse en una Unica
administracion o en multiples (por ejemplo, 2 6 3) porciones al dia.

Terapias de combinacién

Una amplia variedad de agentes terapéuticos pueden tener un efecto aditivo o sinérgico terapéutico con inhibidores
de MEK segun la presente invencion. Tales agentes terapéuticos pueden combinarse de manera aditiva o sinérgica
con los inhibidores de MEK para inhibir el crecimiento celular no deseado, tal como el crecimiento celular
inapropiado que da como resultado crecimiento tumoral o estados benignos no deseados.

En una realizacion, se proporciona un compuesto segun la presente invencién en combinaciéon con un agente anti-
proliferativo para su uso en el tratamiento de una enfermedad proliferativa celular, en el que las células se tratan con
el compuesto segun la presente invencion antes, al mismo tiempo y/o después de tratar las células con el agente
anti-proliferativo, denominado en el presente documento terapia de combinacién. Se indica que el tratamiento de un
agente antes de otro se denomina en el presente documento terapia secuencial, aunque los agentes también se
administren juntos. Se indica que la terapia de combinacién pretende cubrir cuando los agentes se administran uno
antes o después del otro (terapia secuencial) asi como cuando los agentes se administran al mismo tiempo.

Los ejemplos de agentes terapéuticos que pueden usarse en combinacion con inhibidores de MEK incluyen, pero no
se limitan a, agentes anticancerigenos, agentes alquilantes, agentes antibiéticos, agentes antimetabdlicos, agentes
hormonales, agentes derivados de plantas y agentes biolégicos.

Los agentes alquilantes son compuestos polifuncionales que tienen la capacidad de sustituir iones hidrégeno por
grupos alquilo. Los ejemplos de agentes alquilantes incluyen, pero no se limitan a, biscloroetilaminas (mostaza
nitrogenada, por ejemplo clorambucilo, ciclofosfamida, ifosfamida, mecloretamina, melfalan, mostaza de uracilo),
aziridinas (por ejemplo tiotepa), alquilalcanosulfonatos (por ejemplo busulfano), nitrosoureas (por ejemplo
carmustina, lomustina, estreptozocina), agentes alquilantes no clasicos (altretamina, dacarbazina y procarbazina),
compuestos de platino (carboplatino y cisplatino). Estos compuestos reaccionan con grupos fosfato, amino, hidroxilo,
sulfhidrilo, carboxilo e imidazol. En condiciones fisiologicas, estos farmacos se ionizan y producen un ion cargado
positivamente que se une a acidos nucleicos y proteinas propensos, lo que conduce detencion del ciclo celular y/o
muerte celular. La terapia de combinaciéon que incluye un inhibidor de MEK y un agente alquilante puede tener
efectos sinérgicos terapéuticos sobre el cancer y reducir los efectos secundarios asociados con estos agentes
quimioterapicos.

Los agentes antibiéticos son un grupo de farmacos que se producen de una manera similar a los antibiéticos como
una modificacion de productos naturales. Los ejemplos de agentes antibidticos incluyen, pero no se limitan a,
antraciclinas (por ejemplo doxorubicina, daunorubicina, epirubicina, idarubicina y antracenodiona), mitomicina C,
bleomicina, dactinomicina, plicatomicina. Estos agentes antibiticos interfieren con el crecimiento celular
seleccionando como diana diferentes componentes celulares. Por ejemplo, se cree en general que las antraciclinas
interfieren con la accién de la ADN topoisomerasa Il en las regiones del ADN transcripcionalmente activo, lo que
conduce a escisiones en la cadena de ADN. Se cree en general que la bleomicina es un quelante de hierro y forma
un complejo activado, que entonces se une a bases de ADN, produciendo escisiones de cadena y muerte celular. La
terapia de combinacién que incluye un inhibidor de MEK y un agente antibiético puede tener efectos sinérgicos
terapéuticos sobre el cancer y reducir los efectos secundarios asociados con estos agentes quimioterapicos.

Los agentes antimetabdlicos son un grupo de farmacos que interfieren con procesos metabdlicos vitales para la
fisiologia y proliferacion de células cancerosas. Las células cancerosas que proliferan activamente requieren sintesis
continua de grandes cantidades de acidos nucleicos, proteinas, lipidos y otros constituyentes celulares vitales.
Muchos de los antimetabolitos inhiben la sintesis de nucledsidos de purina o pirimidina o inhiben las enzimas de la
replicacién del ADN. Algunos antimetabolitos también interfieren con la sintesis de ribonucledsidos y ARN y/o
también con el metabolismo de aminoacidos y la sintesis de proteinas. Al interferir con la sintesis de constituyentes
celulares vitales, los antimetabolitos pueden retrasar o detener el crecimiento de las células cancerosas. Los
ejemplos de agentes antimetabdlicos incluyen, pero no se limitan a, fluorouracilo (5-FU), floxuridina (5-FUdR),
metotrexato, leucovorina, hidroxiurea, tioguanina (6-TG), mercaptopurina (6-MP), citarabina, pentostatina, fosfato de
fludarabina, cladribina (2-CDA), asparaginasa y gemcitabina. La terapia de combinacién que incluye un inhibidor de
MEK y un agente antimetabdlico puede tener efectos sinérgicos terapéuticos sobre el cancer y reducir los efectos
secundarios asociados con estos agentes quimioterapicos.

Los agentes hormonales son un grupo de farmacos que regulan el crecimiento y el desarrollo de sus érganos diana.
La mayoria de los agentes hormonales son esteroides sexuales y sus derivados y analogos de los mismos, tales
como estrogenos, andrdégenos y progestinas. Estos agentes hormonales pueden servir como antagonistas de
receptores para los esteroides sexuales para regular por disminucién la expresion del receptor y la transcripcion de
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genes vitales. Ejemplos de tales agentes hormonales son estrégenos sintéticos (por ejemplo dietilestibestrol),
antiestrogenos (por ejemplo tamoxifeno, toremifeno, fluoximesterol y raloxifeno), antiandrégenos (bicalutamida,
nilutamida, flutamida), inhibidores de aromatasa (por ejemplo, aminoglutetimida, anastrozol y tetrazol), ketoconazol,
acetato de goserelina, leuprolida, acetato de megestrol y mifepristona. La terapia de combinaciéon que incluye un
inhibidor de MEK y un agente hormonal puede tener efectos sinérgicos terapéuticos sobre el cancer y reducir los
efectos secundarios asociados con estos agentes quimioterapicos.

Los agentes derivados de plantas son un grupo de farmacos que se derivan de plantas o se modifican basandose en
la estructura molecular de los agentes. Los ejemplos de agentes derivados de plantas incluyen, pero no se limitan a,
alcaloides de la vinca (por ejemplo, vincristina, vinblastina, vindesina, vinzolidina y vinorelbina), podofilotoxinas (por
ejemplo, etopdsido (VP-16) y teniposido (VM-26)), taxanos (por ejemplo, paclitaxel y docetaxel). Estos agentes
derivados de plantas actian en general como agentes antimitéticos que se unen a tubulina e inhiben la mitosis. Se
cree que las podofilotoxinas tales como el etoposido interfieren con la sintesis de ADN interaccionando con
topoisomerasa |l, lo que conduce a escisiéon de la cadena de ADN. La terapia de combinacién que incluye un
inhibidor de MEK y un agente derivado de plantas puede tener efectos sinérgicos terapéuticos sobre el cancer y
reducir los efectos secundarios asociados con estos agentes quimioterapicos.

Los agentes biolégicos son un grupo de biomoléculas que provocan la regresién de cancer/tumor cuando se usan
solos 0 en combinacion con quimioterapia y/o radioterapia. Los ejemplos de agentes biolégicos incluyen, pero no se
limitan a, proteinas de inmunomodulacién tales como citocinas, anticuerpos monoclonales frente a antigenos
tumorales, genes supresores de tumores y vacunas contra el cancer. La terapia de combinacion que incluye un
inhibidor de MEK y un agente bioldgico puede tener efectos sinérgicos terapéuticos sobre el cancer, potenciar las
respuestas inmunitarias del paciente a sefiales tumorigénicas y reducir los posibles efectos secundarios asociados
con este agente quimioterapico.

Las citocinas presentan actividad de inmunomodulacion profunda. Algunas citocinas tales como interleucina-2 (IL-2,
aldesleucina) e interferén han demostrado actividad antitumoral y se han aprobado para el tratamiento de pacientes
con carcinoma metastasico de células renales y melanoma maligno metastéasico. IL-2 es un factor de crecimiento de
células T que es fundamental para las respuestas inmunitarias mediadas por células T. Se cree que los efectos
tumorales selectivos de la IL-2 en algunos pacientes son el resultado de una respuesta inmunitaria mediada por
células que discrimina entre el propio organismo y otro distinto. Los ejemplos de interleucinas que pueden usarse
conjuntamente con inhibidor de MEK incluyen, pero no se limitan a, interleucina 2 (IL-2) e interleucina 4 (IL-4),
interleucina 12 (IL-12).

Los interferones incluyen mas de 23 subtipos relacionados con actividades solapantes, estando todos los subtipos
de IFN dentro del alcance de la presente invencion. El IFN ha demostrado actividad frente a muchos tumores
malignos soélidos y hematoldgicos, pareciendo ser estos Ultimos particularmente sensibles.

Otras citocinas que pueden usarse conjuntamente con un inhibidor de MEK incluyen aquellas citocinas que ejercen
profundos efectos sobre la hematopoyesis y las funciones inmunitarias. Los ejemplos de tales citocinas incluyen,
pero no se limitan a, eritropoyetina, CSF de granulocitos (filgrastina) y CSF de granulocitos, macréfagos
(sargramostim). Estas citocinas pueden usarse conjuntamente con un inhibidor de MEK para reducir la toxicidad
mielopoyética inducida por quimioterapia.

También pueden usarse otros agentes de inmunomodulacién distintos de citocinas conjuntamente con un inhibidor
de MEK para inhibir el crecimiento celular anémalo. Los ejemplos de tales agentes de inmunomodulacion incluyen,
pero no se limitan a bacilo de Calmette-Guerin, levamisol y octreotida, un octapéptido de accién prolongada que
imita los efectos de la hormona que se produce de manera natural, somatostatina.

Los anticuerpos monoclonales frente a antigenos tumorales son anticuerpos provocados frente a antigenos
expresados por tumores, preferiblemente antigenos especificos de tumores. Por ejemplo, el anticuerpo monoclonal
HERCEPTIN® (Trastruzumab) se produce frente al receptor 2 del factor de crecimiento epidérmico humano (HER2)
que se sobreexpresa en algunos tumores de mama incluyendo el cancer de mama metastasico. La sobreexpresién
de la proteina HER2 esta asociada con una enfermedad mas agresiva y un peor prondstico en la clinica.
HERCEPTIN® se usa como agente individual para el tratamiento de pacientes con cancer de mama metastasico
cuyos tumores sobreexpresan la proteina HER2. La terapia de combinacion que incluye un inhibidor de MEK y
HERCEPTIN® puede tener efectos sinérgicos terapéuticos sobre tumores, especialmente sobre canceres
metastéasicos.

Otro ejemplo de anticuerpos monoclonales frente a antigenos tumorales es RITUXAN® (rituximab) que se produce
frente a CD20 en células de linfoma y reduce selectivamente células B maduras y pre-B CD20+ normales y
malignas. RITUXAN® se usa como agente individual para el tratamiento de pacientes con linfoma no Hodgkin de
células B CD20+, folicular o de bajo grado con recidiva o que no responde al tratamiento. La terapia de combinacién
que incluye un inhibidor de MEK'y RITUXAN® puede tener efectos sinérgicos terapéuticos no sélo sobre el linfoma,
sino también sobre otras formas o tipos de tumores malignos.
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Los genes supresores de tumores son genes que funcionan para inhibir el crecimiento y los ciclos de division
celulares, impidiendo por tanto el desarrollo de neoplasia. Las mutaciones en genes supresores de tumores hacen
que la célula ignore uno o mas de los componentes de la red de sefales inhibidoras, salvando los puntos de control
del ciclo celular y dando como resultado una tasa superior de crecimiento celular controlado-cancer. Los ejemplos de
genes supresores de tumores incluyen, pero no se limitan a, DPC-4, NF-1, NF-2, RB, p53, WT1, BRCA1 y BRCA2.

DPC-4 esta implicado en el cancer pancreatico y participa en una ruta citoplasmatica que inhibe la division celular.
NF-1 codifica para una proteina que inhibe Ras, una proteina inhibidora citoplasmatica. NF-1 esta implicado en
neurofibromas y feocromocitomas del sistema nervioso y en leucemia mieloide. NF-2 codifica para una proteina
nuclear que esta implicada en meningioma, schwanoma y ependimoma del sistema nervioso. RB codifica para la
proteina pRB, una proteina nuclear que es un inhibidor principal del ciclo celular. RB estd implicado en
retinoblastoma asi como en cancer de huesos, de vejiga, de pulmoén de células pequefas y de mama. P53 codifica
para la proteina p53 que regula la division celular y puede inducir apoptosis. La mutacién y/o inactividad de p53 se
encuentra en una amplia variedad de canceres. WT1 esta implicado en el tumor de Wilms de los rifiones. BRCA1
esta implicado en el cancer de mama y ovario y BRCA2 esta implicado en el cancer de mama. El gen supresor de
tumores puede transferirse a células tumorales donde ejerce sus funciones supresoras de tumores. La terapia de
combinacion que incluye un inhibidor de MEK y un supresor de tumores puede tener efectos sinérgicos terapéuticos
sobre pacientes que padecen diversas formas de canceres.

Las vacunas contra el cancer son un grupo de agentes que inducen la respuesta inmunitaria especifica del
organismo a tumores. La mayoria de las vacunas contra el cancer en investigacion y desarrollo y en ensayos
clinicos son antigenos asociados a tumores (TAA). TAA son estructuras (es decir proteinas, enzimas o hidratos de
carbono) que estan presentes en células tumorales y estan relativamente ausentes o disminuidas en células
normales. En virtud de que son casi exclusivos de la célula tumoral, los TAA proporcionan dianas para que el
sistema inmunitario reconozca y produzca su destruccion. Los ejemplos de TAA incluyen, pero no se limitan a
gangliésidos (GM2), antigeno especifico de prostata (PSA), alfa-fetoproteina (AFP), antigeno carcinoembrionario
(CEA) (producido por canceres de colon y otros adenocarcinomas, por ejemplo cancer de mama, pulmoén, gastrico y
pancreas), antigenos asociados con melanoma (MART-1, gp100, MAGE 1,3, tirosinasa), fragmentos E6 y E7 de
papilomavirus, células completas o partes/lisados de células tumorales autélogas y células tumorales alogénicas.

Puede usarse un adyuvante para aumentar la respuesta inmunitaria a TAA. Los ejemplos de adyuvantes incluyen,
pero no se limitan a, bacilo de Calmette-Guerin (BCG), lipopolisacaridos de endotoxinas, hemocianina de lapa
californiana (GKLH), interleucina-2 (IL-2), factor estimulador de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) y
citoxano, un agente quimioterapico que se cree que reduce la supresién inducida por tumor cuando se administra en
dosis bajas.

Ejemplos adicionales de agentes terapéuticos que pueden usarse en combinacién con inhibidores de MEK incluyen,
pero no se limitan a, inhibidores de la sefalizacion de P13/Akt. Los ejemplos de inhibidores de P13/Akt que pueden
usarse en combinaciéon con inhibidores de MEK incluyen, pero no se limitan a, inhibidores del receptor del factor de
crecimiento epidérmico humano (HER2). Los ejemplos de inhibidores de HER2 incluyen, pero no se limitan a,
Herceptin® (trastuzumab) y Tykerb® (lapatinib). Tykerb®, una pequefia molécula que puede administrarse por via
oral, inhibe los componentes de tirosina cinasa de los receptores ErbB1 y ErbB2. La estimulacién de ErbB1 y ErbB2
esta asociada con la proliferacion celular y con multiples procesos implicados en la progresion, invasién y metastasis
tumorales. Se ha notificado la sobreexpresion de estos receptores en una variedad de tumores humanos y esta
asociada con un mal pronéstico y con supervivencia global reducida.

Los ejemplos todavia adicionales de agentes terapéuticos que pueden usarse en combinacién con inhibidores de
MEK incluyen, pero no se limitan a, inhibidores de histona desacetilasa (HDAC). Los ejemplos de inhibidores de
HDAC que pueden usarse en combinacién con inhibidores de MEK incluyen, pero no se limitan a, acido hidroxamico
suberoilanilida (SAHA).

Ejemplos

Preparacién de inhibidores de MEK

Pueden desarrollarse diversos métodos para sintetizar compuestos segun la presente invencion. En los ejemplos se
proporcionan métodos representativos para sintetizar estos compuestos. Se observa, sin embargo, que los
compuestos de la presente invencion también pueden sintetizarse mediante otras rutas sintéticas que otros pueden
idear.

Se reconocera facilmente que determinados compuestos segin la presente invencién tienen atomos con uniones a
otros atomos que confieren una estereoquimica particular al compuesto (por ejemplo, centros quirales). Se reconoce
que la sintesis de compuestos segln la presente invencion puede dar como resultado la creacion de mezclas de
diferentes estereoisdbmeros (es decir, enantiomeros y diasteredbmeros). A menos que se especifique una
estereoquimica particular, se pretende que la mencion de un compuesto abarque a todos los posibles
estereoisdbmeros diferentes.
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Se conocen en la técnica diversos métodos para separar mezclas de diferente estereoisémeros. Por ejemplo, puede
hacerse reaccionar una mezcla racémica de un compuesto con un agente de resolucién Opticamente activo para
formar un par de compuestos diastereoisoméricos. Los diasteredmeros pueden separarse entonces con el fin de
recuperar los enantiomeros 6pticamente puros. También pueden usarse compuestos disociables para resolver
enantiomeros (por ejemplo, sales diastereoisoméricas cristalinas). Los diasteredbmeros normalmente tienen
propiedades fisicas suficientemente distintas (por ejemplo, puntos de fusién, puntos de ebullicion, solubilidades,
reactividad, etc.) y pueden separarse facilmente aprovechando estas disimilitudes. Por ejemplo, los diastereémeros
normalmente pueden separarse mediante cromatografia o mediante técnicas de separacion/resolucién basadas en
diferencias de solubilidad. Puede encontrarse una descripcion mas detallada de técnicas que pueden usarse para
resolver estereoisdmeros de compuestos a partir de su mezcla racémica en Jean Jacques Andre Collet, Samuel H.
Wilen, Enantiomers, Racemates and Resolutions, John Wiley & Sons, Inc. (1981).

Los compuestos segun la presente invenciéon también pueden prepararse como una sal de adicion de &cido
farmacéuticamente aceptable haciendo reaccionar la forma de base libre del compuesto con un &cido organico o
inorganico farmacéuticamente aceptable. Alternativamente, puede prepararse una sal de adicion de base
farmacéuticamente aceptable haciendo reaccionar la forma de acido libre del compuesto con una base organica o
inorganica farmacéuticamente aceptable. Los acidos y bases organicos e inorganicos adecuados para la
preparacion de las sales farmacéuticamente aceptables de compuestos se exponen en la seccidon de definiciones de
esta solicitud. Alternativamente, las formas de sal de los compuestos pueden prepararse usando sales de los
materiales de partida o productos intermedios.

Las formas de &cido libre o base libre de los compuestos pueden prepararse a partir de la forma de sal de adicion de
base o sal de adicién de acido correspondiente. Por ejemplo, un compuesto en una forma de sal de adicién de acido
puede convertirse en la base libre correspondiente mediante el tratamiento con una base adecuada (por ejemplo,
disolucién de hidréxido de amonio, hidroxido de sodio y similares). Un compuesto en una forma de sal de adicién de
base puede convertirse en el acido libre correspondiente mediante el tratamiento con un acido adecuado (por
ejemplo, acido clorhidrico, etc.).

Los N-6xidos de compuestos segun la presente invencion pueden prepararse mediante métodos conocidos por los
expertos habituales en la técnica. Por ejemplo, pueden prepararse N-6xidos mediante el tratamiento de una forma
no oxidada del compuesto con un agente oxidante (por ejemplo, acido trifluoroperacético, acido permaleico, acido
perbenzoico, acido peracético, acido meta-cloroperoxibenzoico o similares) en un disolvente organico inerte
adecuado (por ejemplo, un hidrocarburo halogenado tal como diclorometano) a aproximadamente 0°C.
Alternativamente, los N-6xidos de los compuestos pueden prepararse a partir del N-6xido de un material de partida
apropiado.

Pueden prepararse compuestos en una forma no oxidada a partir de N-6xidos de compuestos mediante el
tratamiento con un agente reductor (por ejemplo, azufre, diéxido de azufre, trifenilfosfina, borohidruro de litio,
borohidruro de sodio, tricloruro de fosforo, tribromuro o similares) en un disolvente organico inerte adecuado (por
ejemplo, acetonitrilo, etanol, dioxano acuoso o similares) a de 0 a 80°C.

Pueden prepararse derivados protegidos de los compuestos mediante métodos conocidos por los expertos
habituales en la técnica. Puede encontrarse una descripcién detallada de las técnicas aplicables a la creacién de
grupos protectores y su eliminacion en T.W. Greene, Protecting Groups in Organic Synthesis, 32 edicion, John Wiley
& Sons, Inc. 1999.

Los compuestos segln la presente invencion pueden prepararse convenientemente, o formarse durante el
procedimiento de la invencién, como solvatos (por ejemplo, hidratos). Pueden prepararse convenientemente hidratos
de compuestos de la presente invencion mediante recristalizacién en una mezcla de disolventes acuosa/organica,
usando disolventes organicos tales como dioxina, tetrahidrofurano o metanol.

Los compuestos segun la presente invencion también pueden prepararse como sus estereoisémeros individuales
haciendo reaccionar una mezcla racémica del compuesto con un agente de resolucién 6pticamente activo para
formar un par de compuestos diastereoisoméricos, separando los diasteredbmeros y recuperando el enantiomero
opticamente puro. Aunque la resolucién de enantibmeros puede llevarse a cabo usando derivados diastereoméricos
covalentes de compuestos, se prefieren complejos disociables (por ejemplo, sales diasterecisoméricas cristalinas).
Los diasteredbmeros tienen propiedades fisicas distintas (por ejemplo, puntos de fusion, puntos de ebullicion,
solubilidades, reactividad, etc.) y pueden separarse facilmente aprovechando estas disimilitudes. Los
diastereomeros pueden separarse mediante cromatografia o, preferiblemente, mediante técnicas de
separacion/resolucion basadas en diferencias de solubilidad. Entonces se recupera el enantiomero 6pticamente
puro, junto con el agente de resolucién, mediante cualquier medio practico que no diera como resultado
racemizacién. Puede encontrarse una descripcién méas detallada de las técnicas aplicables a la resolucion de
esterecisdmeros de compuestos a partir de su mezcla racémica en Jean Jacques Andre Collet, Samuel H. Wilen,
Enantiomers, Racemates and Resolutions, John Wiley & Sons, Inc. (1981).
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Tal como se usan en el presente documento, los simbolos y convenios usados en estos procedimientos, esquemas
y ejemplos estan de acuerdo con los usados en la bibliografia cientifica contemporanea, por ejemplo, Journal of the
American Chemical Society o Journal of Biological Chemistry. En general se usan abreviaturas convencionales de
Unica letra o de tres letras para designar residuos de aminoacido, que se supone que estan en la configuracion L a
menos que se indique lo contrario. A menos que se indique lo contrario, todos los materiales de partida se
obtuvieron de proveedores comerciales y se usaron sin purificacion adicional. Especificamente, pueden usarse las
siguientes abreviaturas en los ejemplos y a lo largo de toda la memoria descriptiva:

ul (microlitros)

Ac (acetilo)

atm (atmésfera)

ATP (Adenosina trifosfatasa)

BOC (terc-butiloxicarbonilo)

BOP (cloruro bis(2-oxo-3-oxazolidinil)fosfinico)

BSA (albumina sérica bovina)

CBZ (benciloxicarbonilo)

CDI (1,1-carbonildiimidazol)

DCC (diciclohexilcarbodiimida)

DCE (dicloroetano)

DCM (diclorometano)

DMAP (4-dimetilaminopiridina)

DME (1,2-dimetoxietano)

DMF (N,N-dimetilformamida)

DMPU (N,N'-dimetilpropilenurea)

DMSO (dimetilsulféxido)

EDCI (clorhidrato de etilcarbodiimida)

EDTA (&cido etilendiaminotetraacético)

Et (etilo)

Et,O (dietil éter)

EtOAc (acetato de etilo)

FMOC (9-fluorenilmetoxicarbonilo)

g (gramos)

h (horas)

HOAc o AcOH (acido acético)

HOBT (1-hidroxibenzotriazol)

HOSu (N-hidroxisuccinimida)

HPLC (cromatografia de liquidos a alta presion)

Hz (hercios)

i.v. (intravenoso)

IBCF (cloroformiato de isobutilo)

i-PrOH (isopropanol)

| (litros)

M (molar)

mCPBA (acido meta-cloroperbenzoico)

Me (metilo)

MeOH (metanol)

mg (miligramos)

MHz (megahercios)

min. (minutos)

ml (mililitros)

mM (milimolar)

mmol (milimoles)

mol (moles)

MOPS (acido morfolinopropanosulfénico)

pf (punto de fusion)

NaOAc (acetato de sodio)

OMe (metoxilo)

psi (libras por pulgada cuadrada)

RP (fase inversa)

TA (temperatura ambiente)

SPA (ensayo de proximidad de centelleo)

TBAF (fluoruro de tetra-n-butilamonio)

TBS (t-butildimetilsililo)

tBu (terc-butilo)

TEA (trietilamina)

TFA (acido trifluoroacético)

TFAA (anhidrido trifluoroacético)

THF (tetrahidrofurano)

TIPS (triisopropilsililo)

CCF (cromatografia en capa fina)

TMS (trimetilsililo)

TMSE (2-(trimetilsilil)etilo)

Tr (tiempo de retencidn)

Todas las referencias a éter o Et2O son a dietil éter; y salmuera se refiere a una disolucién acuosa saturada de NaCl.
A menos que se indique lo contrario, todas las temperaturas se expresan en °C (grados centigrados). Todas las
reacciones se realizan bajo una atmésfera inerte a TA a menos que se indique lo contrario.
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Los espectros de 'H-RMN se registraron en un dispositivo Bruker Avance 400. Los desplazamientos quimicos se
expresan en partes por millon (ppm). Las constantes de acoplamiento son en unidades de hercios (Hz). Los
patrones de fraccionamiento describen multiplicidades aparentes y se designan como s (singlete), d (doblete), t
(triplete), g (cuartete), m (multiplete), a (ancho).

Los espectros de masas (EM) de baja resolucion y los datos de pureza del compuesto se obtuvieron en un sistema
de CL/EM Aguas ZQ de cuadrupolo unico equipado con una fuente de ionizacion por electrospray (ESI), detector UV
(220 y 254 nm) y detector de dispersion de luz evaporativa (ELSD). Se realizé la cromatografia en capa fina en
placas de gel de silice de 0,25 mm de E. Merck (60F-254), se visualiz6 con luz UV, &cido fosfomolibdico etandlico,
disolucién de ninhidrina o p-anisaldehido. Se realizé la cromatografia en columna ultrarrdpida sobre gel de silice
(230-400 de malla, Merck).

Los materiales de partida y reactivos usados en la preparacion de estos compuestos o bien estan disponibles de
proveedores comerciales tales como Aldrich Chemical Company (Milwaukee, WI), Bachem (Torrance, CA), Sigma
(St. Louis, MO) o bien pueden prepararse mediante métodos bien conocidos por un experto habitual en la técnica,
siguiendo procedimientos descritos en referencias convencionales tales como Fieser and Fieser's Reagents for
Organic Synthesis, volimenes 1-17, John Wiley and Sons, Nueva York, NY, 1991; Rodd’s Chemistry of Carbon
Compounds, volumenes 1-5 y suplementos, Elsevier Science Publishers, 1989; Organic Reacciones, volumenes 1-
40, John Wiley and Sons, Nueva York, NY, 1991; March J.: Advanced Organic Chemistry, 42 ed., John Wiley and
Sons, Nueva York, NY; y Larock: Comprehensive Organic Transformations, VCH Publishers, Nueva York, 1989.

Esquemas sintéticos para los compuestos de la presente invencién

Los compuestos segun la presente invencion pueden sintetizarse segun los esquemas de reaccidon mostrados a
continuacion. Los expertos en la técnica podrian idear facilmente otros esquemas de reaccién. También debe
apreciarse que una variedad de disolventes, temperaturas y otras condiciones de reaccion diferentes pueden
variarse para optimizar los rendimientos de las reacciones.

En las reacciones descritas a continuacion en el presente documento puede ser necesario proteger grupos
funcionales reactivos, por ejemplo grupos hidroxilo, amino, imino, tio o carboxilo, cuando éstos se desean en el
producto final, para evitar su participacion no deseada en las reacciones. Pueden usarse grupos protectores
convencionales segun la préactica convencional, por ejemplo véase T.W. Greene y P. G. M. Wuts en “Protective
Groups in Organic Chemistry” John Wiley and Sons, 1991.
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Esquema 1:
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A una mezcla de compuesto A y compuesto B en un disolvente organico apropiado (THF o DMF, etc.), se le afiade
una base, tal como trietilamina (~0,3 eq.). Puede agitarse la reaccion a de 0 a 100°C (por ejemplo, durante de 12 a
72 h) para dar el compuesto C, que puede transformarse en el compuesto D con POCIls o POBr3. Cuando Xi= CH, el
compuesto D se halogena opcionalmente para dar el compuesto E. Tras la hidrolisis con una base, tal como NaOH,
puede transformarse el compuesto D o E can en el compuesto F. Entonces puede someterse el compuesto F a
reaccion de desplazamiento de anilina G con LIHMDS, KHMDS o LDA a de -78°C a 50°C para proporcionar el
compuesto H. La reaccion de acoplamiento potenciada por EDCI o algun otro agente de acoplamiento (PyBop, DCC,
etc.) de H con una amina (NHRgR1¢) da el compuesto G.

Los componentes quirales pueden separarse y purificarse usando cualquiera de una variedad de técnicas conocidas
por los expertos en la técnica. Por ejemplo, los componentes quirales pueden purificarse usando cromatografia de
fluidos supercriticos (CFS). En una variacién particular, se realizan andlisis de CFS/EM analiticos quirales usando un
sistema de CFS analitico Berger (AutoChem, Newark, DE) que consiste en un médulo de control de fluido con
bomba dual de CFS Berger con una bomba de fluido supercritico Berger FCM 1100/1200 y una bomba de fluido
modificador FCM 1200, un horno Berger TCM 2000 y un inyector automatico Alcott 718. El sistema integrado puede
controlarse mediante el software BI-SFC Chemstation version 3.4. La deteccion puede llevarse a cabo con un
detector ZQ 2000 de Waters operado en modo positivo con una interfaz de ESI y un intervalo de barrido de desde
200-800 Da con 0,5 segundos por barrido. Pueden realizarse separaciones cromatograficas en una columna
ChiralPak AD-H, ChiralPak AS-H, ChiralCel OD-H o ChiralCel OJ-H (5 u, 4,6 x 250 mm; Chiral Technologies, Inc.
West Chester, PA) con metanol a del 10 al 40% como el modificador y con o sin acetato de amonio (10 mM). Puede
utilizarse cualquiera de una variedad de velocidades de flujo incluyendo, por ejemplo, 1,5 6 3,5 ml/min. con una
presién de entrada fijada a 100 bar. Adicionalmente, puede usarse una variedad de condiciones de inyeccion de
muestra incluyendo, por ejemplo, inyecciones de muestra de o bien 5 o bien 10 ul en metanol a una concentracion
de 0,1 mg/ml.
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En otra variacion, se realizan separaciones quirales preparativas usando un sistema de purificaciéon Berger
MultiGram Il SFC. Por ejemplo, pueden cargarse muestras en una columna ChiralPak AD (21 x 250 mm, 10 u). En
variaciones particulares, la velocidad de flujo para la separacion puede ser de 70 ml/min., el volumen de inyeccion
de hasta 2 ml y la presidén de entrada se fija a 130 bar. Pueden aplicarse inyecciones continuas para aumentar la
eficacia.

En cada uno de los procedimientos o esquemas de reaccién anteriores, pueden seleccionarse los diversos
sustituyentes de entre los diversos sustituyentes ensefiados de otro modo en el presente documento.

En el presente documento se exponen descripciones de las sintesis de compuestos particulares segun la presente
invencion basandose en el esquema de reaccién anterior.

Ejemplos de inhibidores de MEK

La presente invencion se ilustra adicionalmente, pero sin limitarse por, los siguientes ejemplos que describen la
sintesis de compuestos particulares segun la invencion.

Ejemplo 1 (referencia): Acido 6-fluoro-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxilico

AN
O
O o Et;N NSO (12%) N0
ib

(75%)
1a
o Fj©/l
HO N F HoN

(30%) N O LiHMDS

7-Hidroxi-5-ox0-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxilato de metilo (1a): Se afadié trietilamina (0,5 ml, 3,6 mmol) a
una mezcla de 1,3-acetonadicarboxilato de dimetilo (16,3 ml, 111 mmol) y 5-metoxi-3,4-dihidro-2H-pirrol (10 g,
101 mmol) y se agito6 la reaccion durante 72 h. Se recogi6 el sélido blanco mediante filtracién, se aclaré con éter y se
secé a vacio para dar 15,8 g (75%) de compuesto 1a. 'H-RMN (400 MHz, DMSO-de): & 11,11 (s, 1H), 5,54 (s, 1H),
3,94 (i, 2H, J = 7,6 Hz), 3,80 (s, 3H), 3,36 (t, 2H, J = 7,6 Hz), 2,02-2,11 (m, 2H). EM (ES) [m+H] calculado para
C10H11NO4, 210; hallado 210.

7-Cloro-5-o0x0-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxilato de metilo (1b): Se agité el compuesto 1a (8,0 g, 38,3 mmol) en
oxicloruro fosforoso (20 ml, 218 mmol) a TA. Se afadié dimetilanilina (1 ml, 7,9 mmol) y se agité la reaccién durante
16 h. Se concentr6 la disolucién a vacio, se extinguié con hielo y se hizo basica con disolucién saturada de NaHCO:s.
Se concentr6 la disolucion acuosa a vacio. Se llevé el residuo a MeOH al 20%/CHCl, y se eliminaron las sales
inorganicas insolubles mediante filtracion. Se concentraron las fases organicas y se purificaron mediante
cromatografia en gel de silice (EtOAc al 75%/CH2Cl,) para dar 6,02 g (69%) de compuesto 1b como un sélido
blanco. 'H-RMN (400 MHz, DMSO-ds): 3 6,46 (s, 1H), 3,99 (t, 2H, J = 7,6 Hz), 3,78 (s, 3H), 3,30 (t, 2H, J = 7,6 Hz),
2,04-2,14 (m, 2H). EM (ES) [m+H] calculado para C1oH1oCINOs, 228, 230; hallado 228, 230.

7-Cloro-6-fluoro-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxilato de metilo (1c): Se agité6 el compuesto 1b (1,36 g,
5,98 mmol) en DMF (10 ml) a 88°C. Se anadi6 gota a gota Selectfluor® (2,54 g, 7,17 mmol) en DMF (8 ml) y se agité
la reaccion durante 1 h. Se afadi6é Selectfluor® adicional (1,2 g, 3,39 mmol) en DMF (5 ml) y se agité la reaccion 1 h
mas. Se concentr6 la disolucion a vacio y se purificd mediante cromatografia en gel de silice (EtOAc al 75%/CHzCly)
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para dar 460 mg (31%) de compuesto 1c como un sélido blanco. 'H-RMN (400 MHz, CDCls): & 4,18 (t, 2H, J =
7,6 Hz), 3,86 (s, 3H), 3,37 (t, 2H, J = 7,6 Hz), 2,20-2,28 (m, 2H). EM (ES) [m+H] calculado para C1oHsCIFNO3, 246,
248; hallado 246, 248.

Acido 7-cloro-6-fluoro-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxilico (1d): Se agité el compuesto 1c (460 mg,
1,9 mmol) en una disolucién de THF (10 ml), MeOH (5 ml) y NaOH 1 N (5 ml) a TA durante 20 h. Se hizo acida la
disolucién con HCI 1 N y se extrajo (3x) con CHCIs. Se secaron las fases organicas (MgSQs) y se concentraron a
vacio para dar 380 mg (88%) de compuesto 1d como un sélido blanco. "H-RMN (400 MHz, CDCls): § 4,15 (t, 2H, J =
7,6 Hz), 3,31 (t, 2H, J = 7,6 Hz), 2,19-2,27 (m, 2H). EM (ES) [m+H] calculado para CgH;CIFNO3, 232, 234; hallado
232, 234.

Acido 6-fluoro-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxilico (ejemplo 1): Se agité el
compuesto 1d (240 mg, 1,04 mmol) y 2-fluoro-4-yodoanilina (493 mg, 2,08 mmol) en THF seco (10 ml) a 0°C bajo
nitrégeno. Se afadi6 gota a gota LIHMDS (1 M en THF, 3,11 ml, 3,11 mmol) y se agit6 la reaccion 4 h mientras se
calentaba hasta TA. Se extingui6 la disolucion con HCI 1 N y se extrajo con MeOH al 10%/CHzCl> (3x). Se secaron
las fases orgéanicas (MgSO.) y se concentraron a vacio. La purificacion mediante cromatografia en gel de silice
(MeOH del 10% al 16%/CH2Clz) dio 238 mg (53%) del ejemplo 1 como un sélido tostado. 'H-RMN (400 MHz, MeOD-
ds4): 8 7,22-7,31 (m, 2H), 6,67 (t, 1H, J = 8,0 Hz), 4,06 (t, 2H, J = 7,6 Hz), 3,45 (t, 2H, J = 7,6 Hz), 2,05-2,15 (m, 2H).
EM (ES) [m+H] calculado para C1sH11F2IN2O3, 433; hallado 433.

Ejemplo 2: (R)-N-(2,3-Dihidroxipropoxi)-6-fluoro-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-
carboxamida

peg
O HN
0]
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N O

EDCI

1 2

Se agitaron el compuesto del ejemplo 1 (82 mg, 0,19 mmol), (R)-(2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metoxiamina (véase
Bailey et al., J. Med. Chem., 34, 1991, 51-65; 56 mg, 0,38 mmol) y HOBt (28 mg, 0,21 mmol) en CH2Cl> (4 ml) con
DMF (0,5 ml) a t.a. Se anadieron EDC (47 mg, 0,25 mmol) y luego trietilamina (40 pl, 0,29 mmol) y se agit6 la
reaccion durante 16 h. Se lavé la disolucién con HCI 0,1 N y salmuera, se secé (MgSO.) y se concentr6 a vacio. Se
agito el residuo en MeOH (2,0 ml) y agua (200 pl) con acido p-toluenosulfénico (16 mg, 0,08 mmol) durante 4 h. Se
anadio trietilamina (50 pl) y se concentro la disolucién a vacio. La purificacion mediante HPLC preparativa dio 48 mg
(48%) del compuesto del titulo como un sélido blanco. "H-RMN (400 MHz, DMSO-dg): & 11,50 (s, 1H), 8,04 (s, 1H),
7,57 (d, 1H, J = 8,8 Hz), 7,40 (d, 1H, J = 8,8 Hz), 6,79 (t, 1H, J = 8,8 Hz), 4,00 (t, 2H, J = 7,6 Hz), 3,77-3,84 (m, 1H),
3,62-3,68 (m, 2H), 3,28-3,36 (m, 2H), 3,17 (1, 2H, J = 7,6 Hz), 2,01-2,09 (m, 2H). EM (ES) [m+H] calculado para
C13H13F2|N305, 522; hallado 522.

Ejemplo 3: N-(1,3-Dihidroxipropan-2-iloxi)-6-fluoro-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-

carboxamida
FUI
HN
O. F
HO N =
Ho

HO N O

Se prepard el compuesto del titulo del ejemplo 1 y O-(2-fenil-1,3-dioxan-5-il)hidroxilamina (véase el documento
WO005/110410) con un rendimiento del 30% segln el procedimiento para la preparacion del ejemplo 2. 'H-RMN
(400 MHz, CDCls): 8 7,36 (d, 1H, J = 8,8 Hz), 7,30 (d, 1H, J = 8,8 Hz), 6,59 (1, 1H, J = 8,8 Hz), 4,07 (t, 2H, J =
7,6 Hz), 3,78-3,86 (m, 1H), 3,60-3,70 (m, 4H), 3,23 (1, 2H, J = 7,6 Hz), 2,10-2,20 (m, 2H). EM (ES) [m+H] calculado
para C13H13F2|N305, 522; hallado 522.

Ejemplo 4: 6-Fluoro-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-5-ox0-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida
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(2-Terc-butoxi-etoxi)-amida del &acido 6-fluoro-7-(2-fluoro-4-yodo-fenilamino)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidro-indolizin-8-
carboxilico (4a): Se agitaron el compuesto del ejemplo 1 (656 mg, 1,52 mmol), HATU (870 mg, 2,28 mmol) y N-
metilmorfolina (835 wl, 7,59 mmol) en DMF (7,6 ml) a ta. durante 10 min. Se afadié O-(2-terc-butoxi-etil)-
hidroxilamina (303 mg, 2,28 mmol) y se agitd la reaccion a 70°C durante 16 h. La purificacion mediante HPLC
preparativa dio 730 mg (73%) de compuesto 4a como un s6lido beis. EM (ES) [m+H] calculado para Ca1H24F2IN3Os4,
548; hallado 548.

6-Fluoro-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida (ejemplo 4):
Se disolvié el compuesto 4a (730 mg, 1,33 mmol) en TFA (4 ml) y se agité a t.a. durante 1 hora La purificaciéon
mediante HPLC preparativa dio 393 mg (60%) del compuesto del titulo como un sélido blanco. 'H-RMN (400 MHz,
DMSQOds) 6 11,47 (s a, 1H) 8,06 (s a, 1H) 7,58 (dd, 1H, J = 10,7, 1,6 Hz) 7,42 (d, 1H, J = 8,8 Hz,) 6,80 (td, 1H, J =
8,7,2,8 Hz) 4,01 (t, 2H, J = 7,3 Hz) 3,77 (t, 2H, J = 4,8 Hz) 3,45 (t, 2H, J = 4,8 Hz), 3,18 (t, 2H, J = 7,7 Hz) 2,11-2,16
(m, 2H). EM (ES) [m+H] calculado para C17H1sF2IN3O4, 492; hallado 492.

Ejemplo 5: (S)-N-(2,3-Dihidroxipropoxi)-6-fluoro-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-
carboxamida

Se prepar6 el compuesto del titulo del ejemplo 1y (S)-(2,2-dimetil-1,3-dioxolan-4-il)metoxiamina (véase, Bailey et al.,
J. Med. Chem., 34, 1991, 51-65) con un rendimiento del 12,5% segun el procedimiento para la preparaciéon del
ejemplo 2. '"H-RMN (400 MHz, MeOD) & 7,39 (dd, 1H, J = 10,2, 1,9 Hz) 7,33 (dd, 1H, J = 8,3, 1,0 Hz) 6,75 (td, 1H,
J=8,6,2,5Hz) 4,05 (t, 2H , J = 7,3 Hz) 3,59-3,81 (m, 3H) 3,45 (d, 2H, J = 5,3 Hz) 3,16 (t, 2H, J = 8,0 Hz) 2,08-2,20
(m, 2H). EM (ES) [m+H] calculado para C1gH1sF2IN3Os, 522; hallado 522.

Ejemplo 7: 7-Fluoro-8-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-6-ox0-2,3,4,6-tetrahidro-1H-quinolizin-9-
carboxamida
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Ejempla 7

8-Hidroxi-6-o0x0-2,3,4,6-tetrahidro-1H-quinolizin-9-carboxilato de metilo (7a): Se afadié 1,3-acetonadicarboxilato de
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dimetilo (8,1 g, 46,6 mmol) a una mezcla de trietilamina (0,26 ml, 1,86 mmol) y o-metilvalerolactona (4,8 g,
42,4 mmol) y se agitd la reaccion a temperatura ambiente durante 48 h. Se concentr6 la disolucién a vacio y se
filtraron los cristales resultantes y se lavaron con dietil éter para dar 5,35 g (52%) de compuesto 7a como un sélido
blanco. "H-RMN (400 MHz,DMSO-ds): 5 10,89 (s, 1H), 5,59 (s, 1H), 3,80 (t, 2H, J = 6,2 Hz), 3,75 (s, 3H), 2,74 (t, 2H,
J =6,7 Hz), 2,45-2,57 (m, 2H), 1,65-1,69 (m, 2H). EM (ES) [m+H] calculado para C11H13NO4 224; hallado 224.

8-Cloro-6-o0x0-2,3,4,6-tetrahidro-1H-quinolizin-9-carboxilato de metilo (7b): Se suspendié 8-hidroxi-6-oxo-2,3,4,6-
tetrahidro-1H-quinolizin-9-carboxilato de metilo (7a, 2 g, 9,52 mmol, 1 eq.) en oxicloruro fosforoso (5,3 ml, 57 mmol,
6 eq.) y dimetilanilina (242 pl, 1,9 mmol, 0,2 eq.) bajo nitrégeno y se agité6 a TA durante 16 h. Se concentré la
disolucién a vacio, se extinguié con hielo y se hizo béasica con disolucién saturada de NaHCOs. Se concentr6 la
disolucién acuosa a vacio y se tritur6 el residuo en MeOH al 20%/DCM. Se eliminaron las sales inorganicas
mediante filtracion y se evaporé el filtrado hasta la sequedad. Se purificé el sélido resultante mediante cromatografia
ultrarrgpida usando EtOAc al 75%/DCM como eluyente para dar el compuesto del titulo como un sélido blanco.
(1,43 g, 63%) [M+H] calculado para C11H12CINO3, 242; hallado, 242

8-Cloro-7-fluoro-6-ox0-2,3,4,6-tetrahidro-1H-quinolizin-9-carboxilato de metilo (7c): Se disolvié 8-cloro-6-0x0-2,3,4,6-
tetrahidro-1H-quinolizin-9-carboxilato de metilo (7b, 1,23 g, 5,1 mmol, 1 eq.) en DMF (10 ml) a 88°C. Se afadi6 gota
a gota Selectfluor (3,61 g, 10,2 mmol, 2 eq.) en DMF (10 ml) y se calent6 la mezcla durante 2 horas. Tras
concentracién a vacio, se purificé el residuo mediante cromatografia ultrarrapida usando EtOAc al 20-70%/hexano
como eluyente para dar el compuesto del titulo como un sélido blanquecino (600 mg, 45%). [M+H] calculado para
C11H11C|FN03, 260; hallado, 260

Acido 8-cloro-7-fluoro-6-ox0-2,3,4,6-tetrahidro-1H-quinolizin-9-carboxilico (7d): Se disolvié 8-cloro-7-fluoro-6-oxo-
2,3,4,6-tetrahidro-1H-quinolizin-9-carboxilato de metilo (7c, 600 mg, 2,43 mmol) en THF (10 ml) y MeOH (5 ml). Se
anadié NaOH 1 N (5 ml) y se agité la disolucién a TA durante la noche. Se acidificé la disolucién con HCI 4 N, luego
se extrajo en DCM y se lavé la fase organica x3 con DCM. Se evaporaron las fases organicas para dar el compuesto
del titulo que se uso sin purificacion adicional (426 mg, 72%). 'H-RMN (400 MHz, DMSO-ds) & ppm 1,61 - 1,79 (m,
4 H) 2,83 (t, J=6,06 Hz, 2 H) 3,94 (t, J=6,32 Hz, 2 H) 13,75 (s. a., 1 H) [M+H] calculado para C1oHsCIFNQO3, 246;
hallado, 246

Acido 7-fluoro-8-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-6-oxo-2,3,4,6-tetrahidro-1H-quinolizin-9-carboxilico (7e): Se mezclaron
8-cloro-7-fluoro-6-oxo-2,3,4,6-tetrahidro-1H-quinolizin-9-carboxilico (7d, 426 mg, 1,74 mmol, 1 eq.) y 2-fluoro-4-
yodoanilina (827 mg, 3,49 mmol, 2 eq.) en THF anhidro (10 ml) a 0°C bajo N.. Se anadi6 gota a gota
hexametildisilazida de litio 1 N en THF (5,23 ml, 5,23 mmol, 3 eq.) y se agité la mezcla durante 4 horas mientras se
permiti6 que la temperatura volviera hasta TA. Se evaporé la disolucion y se purific6 mediante cromatografia
ultrarrapida usando MeOH al 10-16% en DCM como eluyente. Esto proporcion6 el compuesto del titulo como un
sdlido tostado (216 mg, 28%). [M+H] calculado para C1eH13F2IN2O3, 447; hallado, 447.

7-Fluoro-8-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-6-oxo-2,3,4,6-tetrahidro-1H-quinolizin-9-carboxamida
(ejemplo  7): Se agitaron &cido 7-fluoro-8-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-6-oxo-2,3,4,6-tetrahidro-1H-quinolizin-9-
carboxilico (7e, 216 mg, 0,48 mmol, 1 eq.), O-(2-terc-butoxietil)hidroxilamina (129 mg, 0,97 mmol, 2 eq.) y N-
hidroxibenzotriazol (82 mg, 0,53 mmol, 1,1 eq.) en DCM (12 ml) y DMF (1,5 ml). Se anadieron 1-etil-3-(3’-
dimetilaminopropil)carbodiimida (111 mg, 0,58 mmol, 1,2 eq.) y trietilamina (101 pl, 0,73 mmol, 1,5 eq.) y se agito6 la
disolucién a TA durante 16 horas. Tras el lavado con HCI 0,1 N (30 ml), luego con salmuera (30 ml) se secé la fase
organica sobre sulfato de magnesio y se evapor6é hasta la sequedad. Se disolvié el residuo en TFA y se agitd
durante 2 horas, luego se eliminé el disolvente a vacio. Se purifico el residuo mediante HPLC para dar el compuesto
del titulo como un sélido blanco (58 mg, 24%). 'H-RMN (400 MHz, MeQOD) & ppm 1,75-1,90 (m, 2 H) 1,90 - 2,01 (m,
2 H) 2,76 - 2,90 (m, 2 H) 3,14 (d, J=3,28 Hz, 2 H) 3,49 (d, J=3,28 Hz, 1 H) 3,68 - 3,77 (m, 1 H) 3,89 (t, J=4,29 Hz,
2H)3,99-4,10 (m, 2 H) 5,50 (s, 1 H) 6,83 - 6,95 (m, 1 H) 7,39 - 7,52 (m, 2 H) [M+H] calculado para CigH1gF2IN3O4,
506; hallado, 506

Ejemplo 8: 7-(2-Fluoro-4-yodofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-6-metil-5-ox0-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida
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7-Hidroxi-6-metil-5-oxo0-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxilato de etilo (8b): Se afadié el compuesto 8a (Aust. J.
Chem., 1999, 52, 1013-1020, 7 g, 32,3 mmol) a una mezcla de trietilamina (0,16 ml, 1,15 mmol) y 2-metoxi-1-
pirrolina (2,9 g, 29,4 mmol) y se agitd la reaccion a temperatura ambiente durante 10 dias. Se concentr6 la
disolucién a vacio y se filtr6 el sélido resultante y se lavo con dietil éter para dar 1,83 g (22%) del compuesto del
titulo como un polvo sélido blanco. "H-RMN (400 MHz,DMSO-d): 6 11,47 (s, 1H), 4,33 (q, 2H, J = 7,1 Hz), 4,00 (t,
1H, J = 7,6 Hz), 3,44 (t, 2H, J = 8,0 Hz), 2,03-2,16 (m, 2H), 1,83 (s, 3H), 1,33 (t, 3H, J = 7,1 Hz). EM (ES) [m+H]
calculado para C12H15NOs, 238; hallado 238.

7-Cloro-6-metil-5-ox0-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxilato de etilo (8c): Se agitd6 el compuesto 8b (659 mg,
2,8 mmol) en oxicloruro fosforoso (1,5 ml, 15,8 mmol) a TA. Se afiadié dimetilanilina (0,07 ml, 0,56 mmol) y se agitd
la reaccion durante 16 h. Se concentr6 la disolucion a vacio, se extinguié con hielo y se hizo béasica con disolucion
saturada de NaHCOs. Se concentré la disolucion acuosa a vacio. Se llevo el residuo a MeOH al 20%/CH:Cl» y se
eliminaron las sales inorganicas insolubles mediante filtracion. Se concentraron las fases organicas y se purificaron
mediante cromatografia en gel de silice (EtOAc al 75%/CHxCl) para dar 450 mg (63%) de compuesto 8c como un
sélido blanco. EM (ES) [m+H] calculado para C12H14CINO3, 256; hallado 256.

Acido 7-cloro-6-metil-5-ox0-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxilico (8d): Se agité el compuesto 8c (225 mg,
0,88 mmol) en una disolucién de THF (4 ml), MeOH (2 ml) y NaOH 1 N (2 ml) a t.a. durante 20 h. Se hizo acida la
disolucién con HCI 1 N y se extrajo (3x) con CHCIs. Se secaron las fases organicas (MgSQs) y se concentraron a
vacio para dar 190 mg (95%) de compuesto 8d como un sélido blanco. 'H-RMN (400 MHz, DMSO-dg): & 13,16 (s,

H), 4,01 (t, 2H, J = 6,9 Hz), 3,26 (t, 2H, J = 7,6 Hz), 1,96-2,17 (m, 5H). EM (ES) [m+H] calculado para C1oH1oCINOs,
228; hallado 228.

Acido 7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-6-metil-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxilico (8e): Se agité el compuesto
8d (183 mg, 1,04 mmol) y 2-fluoro-4-yodoanilina (384 mg, 1,62 mmol) en THF seco (8 ml) a 0°C bajo nitrégeno. Se
anadi6 gota a gota LIHMDS (1 M en THF, 2,4 ml, 2,4 mmol) y se agit6 la reaccion 4 h mientras se calentaba hasta
TA. Se extingui6 la disolucion con HClI 1 N y se extrajo con MeOH al 10%/CHxCl> (3x). Se secaron las fases
organicas (MgSO.) y se concentraron a vacio. La purificacion mediante cromatografia en gel de silice (MeOH del
10% al 20%/CHxCl) dio 76 mg (22%) de compuesto 8e como un sélido tostado. 'H-RMN (400 MHz, DMSO-dp): &
7,57 (d, 1H, J = 9,1 Hz), 7,37 (d, 1H, J = 8,3 Hz), 6,38 (1, 1H, J = 9,0 Hz), 4,00 (t, 2H, J = 7,6 Hz), 3,41 (t, 2H, J = 8,1
Hz), 2,06-2,09 (m, 2H), 1,61 (s, 3H). EM (ES) [m+H] calculado para C1sH14FIN2Os, 429; hallado 429.

7-(2-Fluoro-4-yodofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-6-metil-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida (ejemplo 8):
Se anadié el compuesto 8e (76 mg, 0,23 mmol) a una suspensiéon de O-(2-terc-butoxi-etil)-hidroxilamina (véase el
documento WO05/110410, 47 mg, 0,36 mmol), HATU (103 mg, 0,27 mmol) y N-metilmorfolina (0,10 ml, 0,90 mmol)
en DMF (3 ml). Se calentd la reaccién hasta 75°C durante 16 h y se concentré a vacio. Se disolvio el aceite
resultante en 3 ml de TFA y se permitié que se agitara a TA durante 2 h. Entonces se afadié MeOH (3 ml) y se hizo
basica con carbonato de potasio. Se permitié6 que se agitara durante 30 minutos, se separ6 por filtracién el sélido y
se concentrd el filirado a vacio. Se llevé el residuo a DMSO (1,5 ml) y metanol (1,5 ml) y se purlflco mediante HPLC
preparativa (25/40, agua/acetonitrilo) para dar 4 mg (5%) del ejemplo 8 como un soélido blanco. 'H-RMN (400 MHz,
MeOD): 8 7,43 (d, 1H, J = 8,9 Hz), 7,33 (d, 1H, J = 7,6 Hz), 6,43 (1, 1H, J = 8,6 Hz), 4,14 (1, 2H, J = 7,3 Hz), 3,85 (m
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2H), 3,67 (m, 2H), 3,29 (t, 2H, J = 7,6 Hz), 2,09-2,27 (m, 2H), 1,83 (s, 3H). EM (ES) [m+H] calculado para
C13H19F|N304, 488; hallado 488.

Ejemplo 9: 7-(2-Fluoro-4-yodofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida
' oS
NaOH =~ HO" 7] = HNT

N O LiHMDS

0
\IL "o NHz HN

HM
s s I
HO™ ] — HO N l\"
N 0 N0
ab Ejempla 9

Acido 7-cloro-5-ox0-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxilico (9a): Se agité el compuesto 1b (800 mg, 3,52 mmol) en
una disolucién de THF (10 ml), MeOH (5 ml) y NaOH 1 N (5 ml) a t.a. durante 20 h. Se hizo acida la disolucion con
HCIl 1 N y se extrajo (3x) con CHCIs. Se secaron las fases organicas (MgSQO.) y se concentraron a vacio para dar
637 mg (85%) de compuesto 9a como un sélido blanco. 'H-RMN (400 MHz, DMSO-ds): & 13,17 (s, 1H), 6,43 (s, 1H),
3,99 (t, 2H, J = 7,4 Hz), 3,32 (t, 2H, J = 7,8 Hz), 1,95-2,21 (m, 2H). EM (ES) [m+H] calculado para CgHgCINO3, 214;
hallado 214.

Acido 7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxilico (9b): Se agité el compuesto 9a
(637 mg, 3,0 mmol) y 2-fluoro-4-yodoanilina (1,42 g, 6,0 mmol) en THF seco (20 ml) a 0°C bajo nitrogeno. Se anadid
gota a gota LIHMDS (1 M en THF, 9,0 ml, 9,0 mmol) y se agit6 la reacciéon 4 h mientras se calentaba hasta t.a. Se
extinguié la disolucién con HCI 1 N y se extrajo con MeOH al 10%/CHzCl (3x). Se concentraron las fases orgéanicas
a vacio y se recogié el solido blanco resultante para dar 202 mg (15%) de compuesto 9b. 'H-RMN (400 MHz,
DMSO-dg) : 8 10,01 (s, 1H), 7,76 (d, 1H, J = 9,4 Hz), 7,58 (m, 1H), 7,28 (t, 1H, J = 8,9 Hz), 5,36 (s, 1H), 3,93 (m, 2H),
3,46 (t, 2H, J = 7,7 Hz), 2,04-2,06 (m, 2H). EM (ES) [m+H] calculado para C1sH12FIN2O3, 415; hallado 415.

7-(2-Fluoro-4-yodofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida (ejemplo 9): Se
anadié el compuesto 9b (202 mg, 0,49 mmol) a una suspension de O-(2-terc-butoxi-etil)-hidroxilamina (véase el
documento WO05/110410, 130 mg, 0,98 mmol), HATU (279 mg, 0,74 mmol) y N-metilmorfolina (0,27 ml, 2,45 mmol)
en DMF (3 ml). Se calent6 la reaccién hasta 75°C durante 16 h y se concentré a vacio. Se disolvio el aceite
resultante en 3 ml de TFA y se permiti6 que se agitara a temperatura ambiente durante 2 h. Entonces se anadié
MeOH (3 ml) y se hizo béasica con carbonato de potasio. Se permitié que se agitara durante 30 minutos, se filtro el
sélido y se concentrd el filtrado a vacio. Se llevo el residuo a DMSO (1,5 ml) y metanol (1 5 ml) y se purificé
mediante HPLC preparativa (25/40, agua/acetonitrilo) para dar 46 mg (20%) del ejemplo 9. 'H-RMN (400 MHz,
MeOD): & 7,62 (dd, 1H, J = 8,3, 1,8 Hz), 7,60 (d, 1H, J = 8,3 Hz), 7,16 (t, 1H, J = 8,2 Hz), 5,64 (s, 1H), 3,97-4,18 (m
4H), 3,60-3,86 (m, 2H), 3,30-3,35 (m, 2H), 2,01-2,33 (m, 2H). EM (ES) [m+H] calculado para C17H17FIN3Qs4, 474;
hallado 474.

Ejemplo 10: 6-Cloro-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida

Se disolvid el compuesto del ejemplo 9 (22 mg, 0,047 mmol) en DMF (2 ml) y se afiadi6 N-clorosuccinimida (8 mg,
0,056 mmol) y se permitié que se agitara la reaccion a t.a. durante 4 h. Se concentr6 la mezcla a vacio y se purifico
mediante HPLC preparativa (25/35, agua/acetonitrilo) para dar 5 mg (21%) del compuesto del titulo. 'H-RMN (400
MHz, MeOD): § 7,98 (s, 1H), 7,50 (dd, 1H, J = 10,0, 1,6 Hz), 7,44 (m, 1H), 6,87 (t, 1H, J = 8,6 Hz), 4,17 (t, 2H, J =
7,8 Hz), 3,59 (m, 2H), 3,34 (m, 2H), 3,17 (t, 2H, J = 7,4 Hz), 2,43 (m, 2H). EM (ES) [m+H] calculado para
C17H16C|F|N304, 508; hallado 508.
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Ejemplo 11: 7-(4-Etinil-2-fluorofenilamino)-6-fluoro-N-(2-hidroxietoxi)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida

pe gl
HN
HO™ 0. | ~-F

N O

Iz

Se agitaron el compuesto del ejemplo 4 (25 mg, 0,051 mmol), TMS-acetileno (6 mg, 0,051 mmol), yoduro de cobre
(1 mg, 0,0005 mmol), trietilamina (1,0 ml, 0,014 mmol) y diclorobis(trifenilfosfina)paladio (Il) (1 mg, 0,0005 mmol) en
THF/DMF 1:1 (2 ml) a temperatura ambiente durante 3 h. Se concentro la disolucion a vacio y se purific6 mediante
cromatografia en gel de silice (MeOH al 10%/CHxCl;) para dar a un aceite tostado. Se disolvi6 el producto
intermedio en THF/MeOH 1:1 (2 ml) y se afiadi6é carbonato de potasio sélido (14 mg, 0,10 mmol) y se agité la mezcla
durante 1 h. Se separé por filtracion el carbonato de potasio y se concentrd la disoluciéon a vacio y se purificd
mediante HPLC preparativa (25/50, agua/acetonitrilo) para dar 12 mg (60%) del compuesto del titulo como un soélido
blanco. 'H-RMN (400 MHz, MeOD-d,): § 7,15-7,27 (m, 2H), 7,00 (t, 1H, J = 8,3 Hz), 4,16 (t, 1H, J = 7,3 Hz), 3,83-
3,84 (m, 2H), 3,68 -3,69 (m, 2H), 3,51 (s, 1H), 3,27 (1, 2H, J = 7,6 Hz), 2,28 (s, 1H), 2,24 (m, 2H). EM (ES) [m+H]
calculado para C1gH17F2N3Q4, 390; hallado 390.

Ademas de lo anterior, pueden usarse los esquemas de reaccidn anteriores y variaciones de los mismos para

preparar lo siguiente:
HN’ : : :

HO\/\/O\ X HO N
HO

6-fluoro-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-N 6-cloro-N-(1,3-dihidroxipropan-2-iloxi)-7-(2-fluoro-4-
hldrOX|propOX|) -5-0x0-1,2,3,5- tetrahldromdollzm 8- yodofenllamlno) -5-0x0-1,2,3,5 tetrahldromdollzm 8-

carboxamida carboxamida

O HN
/\/O* O« Me
HO N N | A
N~ ~O

7-(4-bromo-2-fluorofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-6-metil- | 7-(4-etinil-2-fluorofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-6-metil-5-

5-0x0-1,2,3,5- tetrahldromdollzm 8- carboxamlda oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida
. Fjgl F@/'
OH O HN OH HN
HO\/'\/O\N N -Me HO A0~ -Me
Ho |l H o
N O N 0

(R)-N-(2,3-dihidroxipropoxi)-7-(2-fluoro-4-
yodofenilamino)-6-metil-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-
8-carboxamida

(S)-N-(2,3-dihidroxipropoxi)-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-
6-metil-5-ox0-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida
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FU' U
HN HN

: O« Me O.

HO/\/I/ N Ho/\/ o

N-(1,3-dihidroxipropan-2-iloxi)-7-(2-fluoro-4-
yodofenilamino)-6-metil-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-
8-carboxamida

7-(4-bromo-2-fluorofenilamino)-6-fluoro-N-(2-hidroxietoxi)-
5-ox0-1,2,3,5- tetrahldromdollzm 8- carboxamlda

Fjg/!
QH HN

HO_A_ O AN A

N
Hol
N° O
(R)-6-cloro-N-(2,3-dihidroxipropoxi)-7-(2-fluoro-4- (S)-6-cloro-N-(2,3-dihidroxipropoxi)-7-(2-fluoro-4-
yodofenilamino)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8- yodofenilamino)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-
carboxamida carboxamida
OH HN QH O HN
HO O\N N HO\/\/O\N N
Hol Ho
N" O N~ O

(R)-N-(2,3-dihidroxipropoxi)-7-(2-fluoro-4-
yodofenilamino)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-
carboxamida

(S)-N-(2,3-dihidroxipropoxi)-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-
5-o0xo0-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida

Pruebas bioldgicas

Puede someterse a ensayo la actividad de compuestos como inhibidores de MEK in vitro, in vivo o en una linea
celular. Ademas, pueden examinarse los compuestos segun la presente invencién para determinar la actividad frente
a una o mas MEK. A continuacion se facilitan ensayos para determinar la actividad frente a MEK1 y ERK1.

Pueden obtenerse MEK1, MEK2 y ERK1 purificadas de la siguiente forma.

Para MEK1, puede amplificarse ADN que codifica para los residuos 2-393 (del. de aa 32-51, S218E/S222D) de la
secuencia de longitud completa de la enzima humana mediante PCR y clonarse en los sitios BamHI/Xbal de
pFastbac (Invitrogen), que incorpora una etiqueta de 6 histidinas en el extremo N-terminal. La delecion de los
residuos 32-51 y las dos mutaciones, S218E y S222D, pueden obtenerse mediante PCR de cambio rapido. La SEQ
ID NO: 1 corresponde a los residuos 2-393, con delecién de los residuos 32-51 y mutaciones S218E/S222D, y con la
etiqueta de 6 histidinas del extremo N-terminal. La SEQ ID NO: 2 es la secuencia de ADN que se uso6 para codificar
la SEQ ID NO: 1.

Para MEK2, puede amplificarse ADN que codifica para los residuos 1-400 (S222E/S226D) de la secuencia de
longitud completa de la enzima humana mediante PCR y clonarse en pFastbac (Invitrogen), que incorpora una
etiqueta de 6 histidinas en el extremo N-terminal. Las dos mutaciones, S222E y S226D, pueden obtenerse mediante
PCR de cambio rapido. La SEQ ID NO: 3 corresponde a los residuos 1-400 con mutaciones S222E/S226D, y con la
etiqueta de 6 histidinas del extremo N-terminal y la SEQ. I.D. n.? 4 es la secuencia de ADN que se us6 para codificar
la SEQ ID NO: 3.

Para ERK1, puede amplificarse ADN que codifica para los residuos 1-379 de la secuencia de longitud completa de la
enzima humana mediante PCR y clonarse en los sitios Small/Sall de pGEX-6p-3 (GE Healthcare), que incorpora una
etiqueta de GST en el extremo N-terminal. La SEQ ID NO: 5 corresponde a los residuos 1-379 con la etiqueta de
GST del extremo N-terminal. La SEQ ID NO: 6 es la secuencia de ADN que se usé para codificar la SEQ ID NO: 5.

Puede generarse baculovirus recombinante que incorpora los constructos de MEK1 y MEK2 mediante transposicion
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usando el sistema Bac-to-Bac (Invitrogen). Pueden generarse reservas virales de alto titulo mediante la infeccién de
células Sf9 de Spodoptera frugiperda; puede llevarse a cabo la expresién de proteina recombinante mediante la
infeccion de Sf9 de Spodoptera frugiperda (Invitrogen) en biorreactores Wave de 5 | (Wave Biotech).

Puede aislarse proteina recombinante de extractos celulares mediante pase sobre resina ProBond (Invitrogen).
Entonces pueden purificarse adicionalmente extractos parcialmente purificados de todas las MEK1 mediante
cromatografia de liquidos a alta presién sobre una resina de filtracion en gel SEC2000. Puede determinarse la
pureza de las proteinas MEK1 y MEK2 en gel SDS-PAGE desnaturalizante. Entonces pueden concentrarse MEK1 y
MEK2 purificadas hasta una concentracién final de 3,4 mg/ml y 5,4 mg/ml, respectivamente. Las proteinas o bien
pueden almacenarse a -78°C en un tampén que contiene TRIS-HCI 50 mM pH 7,6, NaCl 250 mM, EDTA 0,1 mM y
TCEP 0,125 mM o bien a -20°C en presencia de glicerol (concentracién final de glicerol al 50%).

Puede generarse la proteina recombinante que incorpora los constructos de ERK1 mediante la transformacion del
vector de expresion en una cepa de E. coli HD5a (Invitrogen). Para expresar la proteina ERK1, la cepa de E. coli
transformada puede ponerse en cultivo a 37°C hasta una DO de 0,6, y luego inducirse afiadiendo IPTG hasta una
concentracién final de 0,5 mM, y continuar con el cultivo de la célula durante la noche a 25°C.

Puede aislarse la proteina ERK1 recombinante de extractos celulares mediante pase sobre Glutathione (Amersham).
Entonces pueden purificarse adicionalmente los extractos parcialmente purificados de ERK1 mediante cromatografia
de liquidos a alta presién sobre una resina de filtracion en gel BioSep SEC3000. Puede determinarse la pureza de la
proteina ERK1 en gel SDS-PAGE desnaturalizante. Entonces puede concentrarse ERK1 purificada hasta una
concentracién final de 1,9 mg/ml. Las proteinas o bien pueden almacenarse a -78°C en un tampo6n que contiene
TRIS-HCI 25 mM pH 7,6, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM y TCEP 0,25 mM o bien a -20°C en presencia de glicerol
(concentracién final de glicerol al 50%).

Debe observarse que también son adecuados una variedad de otros sistemas de expresion y huéspedes para la
expresion de MEK1 y ERK1, tal como apreciaria facilmente un experto en la técnica.

Las propiedades inhibidoras de los compuestos en relacién con MEK1 o MEK2 pueden determinarse usando un
formato de placa negra de 384 pocillos en las siguientes condiciones de reaccién: HEPES 50 mM pH 7,3, NaCl
10 mM, MgCl> 10 mM, Brij35 al 0,01%, MEK1 1 nM o MEK2 4 nM, ERK1 25 nM, ATP 400 uM, IPTTPITTYFFFK-
5FAM-COQOH 500 nM (FI-Erktide) y DMSO al 1%. El producto de reaccion se determina cuantitativamente mediante
polarizacién fluorescente usando perlas IMAP progresivas de Molecular Devices.

La reaccion de ensayo puede iniciarse de la siguiente forma: se afadieron 2 ul de la mezcla de Fl-Erktide 1,5 uM y
ERK 75 nM con 2 ul de inhibidor (diluciones en serie 2 veces para 11 puntos de datos para cada inhibidor) que
contenia DMSO al 3% a cada pocillo de la placa, seguido por la adicion de 2 ul de la mezcla de MEK 1 3 nM o MEK2
12 nM y ATP 1200 uM para iniciar la reaccion (la concentracion de enzima final fue de 1 nM para MEK1 o0 4 nM para
MEK?2). Entonces puede incubarse la mezcla de reaccion a temperatura ambiente durante 22 min. y extinguirse y
desarrollarse mediante la adiciéon de 20 pl de dilucién 1:200 de perlas IMAP progresivas (Molecular Devices) en
tampén A al 80%, tampén B al 20% y Tween 20 al 0,003%. Puede medirse la polarizacion de fluorescencia de las
mezclas de reaccion resultantes tras una incubacion de 1 hora a temperatura ambiente.

Pueden calcularse los valores de Clso mediante ajuste de la curva no lineal de las concentraciones del compuesto y
la sefal de polarizacién de fluorescencia para la ecuacién Clsg convencional. En la tabla 1 se facilitan los valores de
Clso para compuestos seleccionados.

TABLA 1: Clsp de compuestos a modo de ejemplo frente a MEK1

EJEMPLO Clso (nM)
1 (referencia) <100
2 <100
3 <100
4 <100
5 <100
7 <100
8 <100
9 <100
10 <100
11 <100

40




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2456 966 T3

Medicién de la actividad inhibidora de produccién de TNF-o: Se sembraron células THP-1 cultivadas en medio
RPMI1640 (GIBCO BRL) que contenian suero de ternero fetal al 10% en una placa de 96 pocillos a 1x10°
células/pocillo y se afiadié un compuesto de prueba disuelto en DMSO a una concentracion final de 0,0256 — 10 pM.
Tras cultivar en una incubadora de CO; a 37°C durante 1 hora, se anadié LPS (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.)
a una concentracién final de 100 ng/ml. Tras cultivar en una incubadora de CO. durante 2 horas, se midi6 la
concentracién de TNF-a del sobrenadante mediante ELISA. Se calculé la concentracion del compuesto de prueba
necesaria para la inhibicién al 50% de la produccion de TNF-a (valor de Clsg) mediante el paquete preclinico SAS
V5.0 (SAS Institute, Japon). En la tabla 1 se facilitan los valores para compuestos seleccionados. En la tabla 2 se
facilitan los valores de Clsyp para compuestos seleccionados.

TABLA 2: Clsp de compuestos a modo de ejemplo en la produccién de TNF-a

EJEMPLO Clso (nM)
4 21
8 8,1

Evaluacion de la eficacia farmacolégica en un modelo de artritis inducida por colageno en ratas: Se evaluo la eficacia
farmacoldgica de compuestos de prueba en un modelo de artritis inducida por colageno en ratas. Se disolvié
colageno bovino de tipo Il en disolucién acuosa de &cido acético 0,05 M a una concentracién de 3 mg/ml. Se
emulsiond la disolucién de colageno obtenida en un volumen igual de adyuvante incompleto de Freund y se usé
como emulsion para el estudio. Se sensibilizaron ratas Lewis hembras (de 6 semanas de edad) mediante inyeccién
intradérmica en el lomo con 0,5 ml de emulsién. Siete dias después (dia 0), se administrd a las ratas otra inyeccion
intradérmica de 0,2 ml de la emulsion en la base de la cola. Se asignaron las ratas en grupos (grupos
experimentales y grupos control) dependiendo del volumen de pata medido mediante un pletismémetro (Ugo Basil) y
el peso corporal. A cada grupo experimental se le administré por via oral el compuesto de prueba suspendido en
disolucién de metilcelulosa al 0,5% (5 ml/kg) dos veces al dia durante el periodo entre el dia 4 y el dia 14. A los
grupos control se les administré por via oral disolucion del metilcelulosa al 0,5% (5 ml/kg). Se calculé la cantidad de
dosis del compuesto necesaria para la inhibicién del 50% de la hinchazon de la pata (valor de DEsp) mediante el
paquete preclinico SAS V5.0 (SAS Institute, Japén) tomando la cantidad de volumen de pata en el grupo control (dia
14 menos dia 4) como el 100%. En la tabla 3 se facilitan los valores de DEg, para los compuestos de prueba.

TABLA 3: DE3 de compuestos a modo de ejemplo en el estudio de artritis inducida por colageno en ratas

EJEMPLO DEzo (mg/kg, bid)
4 0,06
8 0,02

Resultara evidente para los expertos en la técnica que pueden realizarse diversas modificaciones y variaciones en
los compuestos, composiciones, kits y métodos de la presente invencién sin apartarse del alcance de la invencion.
Por tanto, se pretende que la presente invencion cubra las modificaciones y variaciones de esta invencion siempre
que entren dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Lista de secuencias

<110> Takeda Pharmaceutical Company Limited
<120> Inhibidores de MAPK/ERK cinasa

<130> P040595EP

<140> 08849376.2

<141> 07-11-2008

<150> Documento US 60/987.279
<151>12-11-2007

<160> 6

<170> PatentIn versién 3.3

<210> 1

<211> 400

<212> PRT

<213> Attificial

<220>

<223> Residuos 2-393 de MEK1 humana con delecion de los residuos 32-51, mutaciones S218E y S222D y una
etiqueta de 6 histidinas en el extremo N-terminal.
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1).. (28)
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<223> Etiqueta de 6 histidinas del extremo N-terminal
<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (29) .. (400)

<223> Residuos 2-393 de MEK1 humana con delecién de los residuos 32-51 y mutaciones S218E y S222D

<400> 1
Met Ser Tyr Tyr His His His His His

1

Thr

Pro

Gly

Gln

65

Leu

Glu

Thr

Thr

50

Lys

Gly

Asn

Pro

Ser

val

Ala

Leu
20

Ile
Ser

Gly

Gly

5

Tyx

Gln

Ala

Glu

Asn
85

Phe

Leu

Glu

Leu

70

Gly

Gln

Asn

Thr

55

Lys

Gly

Gly

Pro

40

Asn

Asp

Val

Ala

25

Ala

Leu

Asp

val

His Asp Tyr

10

Met

Pro

Glu

Asp

Phe
90

Gly

Asp

Ala

Phe

75

Lys

Ser

Gly

Phe

60

Glu

Val
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Asp Ile Pro

Pro
Ser
45

Leu

Lys

sSexr

Lys
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Thr
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Lys

val
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de formula:

H,C }" 0

| _cn
(CHN

o un tautémero, enantiomero o sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la que:
n se selecciona del grupo que consiste en 1,2y 3;

R+ se selecciona del grupo que consiste en arilo (Cs-12) y heteroarilo (C+-10), cada uno no sustituido o sustituido con
uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo A;

R3 es R150-NH-;

R4 se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno, halo, alquilo (C1.5) y haloalquilo (C1.5), cada uno no sustituido
o sustituido con uno o0 mas sustituyentes seleccionados del grupo A;y

Ris se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alcoxilo, alquilo (Ci.10), hidroxialquilo (Ci.10) Y
heterocicloalquil (Cs-12)-alquilo (C1-10), cada uno no sustituido o sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados
del grupo A;

el grupo A consiste en halo, nitro, ciano, tio, oxi, hidroxilo, carboniloxilo, alcoxilo (Ci-10), ariloxilo (Ca-12),
heteroariloxilo (Ci.10), carbonilo, oxicarbonilo, aminocarbonilo, amino, alquilamino (Ci.10), sulfonamido, imino,
sulfonilo, sulfinilo, alquilo (C1-10), haloalquilo (C1.10), hidroxialquilo (C+-10), carbonilalquilo (C1-10), tiocarbonilalquilo (C+-
10), sulfonilalquilo (C+-10), sulfinilalquilo (C1.10), azaalquilo (C+-10), iminoalquilo (C1-10), cicloalquil (Cs.12)-alquilo (C1.s5),
heterocicloalquil (Cs.12)-alquilo (C1.10), arilalquilo (C+-10), heteroaril (C+.10)-alquilo (C+.s), bicicloaril (Ce.12)-alquilo (Ci-s5),
heterobicicloaril  (Cs.12)-alquilo  (C+5), cicloalquilo (Cs.12), heterocicloalquilo (Cs.12), bicicloalquilo  (Ce-12),
heterobicicloalquilo (Cs-12), arilo (Cas-12), heteroarilo (C+-10), bicicloarilo (Ce.12) y heterobicicloarilo (Cs4-12), cada uno no
sustituido o sustituido con un sustituyente adicional seleccionado del grupo B;

el grupo B consiste en halo, nitro, ciano, tio, oxi, hidroxilo, carboniloxilo, alcoxilo (Ci-10), ariloxilo (Ca-12),
heteroariloxilo (Ci.10), carbonilo, oxicarbonilo, aminocarbonilo, amino, alquilamino (Ci.10), sulfonamido, imino,
sulfonilo, sulfinilo, alquilo (C1-10), haloalquilo (C1.10), hidroxialquilo (C+-10), carbonilalquilo (C1-10), tiocarbonilalquilo (C+-
10), sulfonilalquilo (C+-10), sulfinilalquilo (C1.10), azaalquilo (C+-10), iminoalquilo (C1-10), cicloalquil (Cs.12)-alquilo (Ci.s5),
heterocicloalquil (Cs.12)-alquilo (C1.10), arilalquilo (C+-10), heteroaril (C1.10)-alquilo (C+.s), bicicloaril (Ce.12)-alquilo (Ci.s5),
heterobicicloaril  (Cs-12)-alquilo  (C+5), cicloalquilo (Cs.12), heterocicloalquilo (Cs.12), bicicloalquilo  (Ce-12),
heterobicicloalquilo (Cs-12), arilo (C4-12), heteroarilo (C1-10), bicicloarilo (Ce.12) y heterobicicloarilo (Ca.12); y

“alquilo”, o bien solo o bien representado junto con otro radical, significa un radical alifatico, lineal o ramificado,
saturado o insaturado que tiene una cadena de atomos de carbono.

2. Compuesto segun la reivindicacion 1, en el que R+ es fenilo, no sustituido o sustituido con uno 0 mas sustituyentes
seleccionados del grupo A.

3. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en el que R; esta sustituido con uno o mas
sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en hidrégeno, halo, ciano, tio, alcoxilo, alquilo (Ci.3),
hidroxialquilo (Ci3) y cicloalquilo (Cs.s), cada uno no sustituido o sustituido con uno o mas sustituyentes
seleccionados del grupo A.

4. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que R; esta sustituido con uno o mas
sustituyentes seleccionados del grupo que consiste en hidrégeno, fluoro, cloro, bromo, yodo, ciano, metiltio,
metoxilo, trifluorometoxilo, metilo, etilo, trifluorometilo, etinilo, n-propanolilo y ciclopropilo.

5. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que Rs es R110O-L-O-NH- en la que

L es alquileno (C1-10), no sustituido o sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo A y Ry1 se
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selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo (C+.s), no sustituido o sustituido con uno o mas
sustituyentes seleccionados del grupo A.

6. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que Rs es R110O-L-O-NH- en la que

L es alquileno (Ci.3), no sustituido o sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados del grupo A y Ri1 se
selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo (C+s), no sustituido o sustituido con uno o mas
sustituyentes seleccionados del grupo A.

7. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que R4 es hidrégeno.

8. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que R4 es halo.

9. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en el que R4 es metilo.

10. Compuesto segun la reivindicacion 1, seleccionado del grupo que consiste en
(R)-N-(2,3-dihidroxipropoxi)-6-fluoro-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
N-(1,3-dihidroxipropan-2-iloxi)-6-fluoro-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
6-fluoro-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
(S)-N-(2,3-dihidroxipropoxi)-6-fluoro-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
7-fluoro-8-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-6-0x0-2,3,4,6-tetrahidro-1H-quinolizina-9-carboxamida;
7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-6-metil-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
6-cloro-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-5-o0xo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
7-(4-etinil-2-fluorofenilamino)-6-fluoro-N-(2-hidroxietoxi)-5-oxo0-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
6-fluoro-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-N-(3-hidroxipropoxi)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
6-cloro-N-(1,3-dihidroxipropan-2-iloxi)-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
7-(4-bromo-2-fluorofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-6-metil-5-oxo0-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
7-(4-etinil-2-fluorofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-6-metil-5-oxo0-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
(R)-N-(2,3-dihidroxipropoxi)-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-6-metil-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
(S)-N-(2,3-dihidroxipropoxi)-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-6-metil-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
N-(1,3-dihidroxipropan-2-iloxi)-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-6-metil-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
7-(4-bromo-2-fluorofenilamino)-6-fluoro-N-(2-hidroxietoxi)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
(R)-6-cloro-N-(2,3-dihidroxipropoxi)-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
(S)-6-cloro-N-(2,3-dihidroxipropoxi)-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida;
(R)-N-(2,3-dihidroxipropoxi)-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida; y
(S)-N-(2,3-dihidroxipropoxi)-7-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-5-oxo-1,2,3,5-tetrahidroindolizin-8-carboxamida.

11. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que el compuesto esté en forma de una sal
farmacéuticamente aceptable.

12. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en el que el compuesto esta presente en una
mezcla de estereoisomeros.

13. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en el que el compuesto comprende un
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estereoisdmero individual.

14. Composiciéon farmacéutica que comprende como principio activo un compuesto seglin una cualquiera de las
reivindicaciones 1-13 y un excipiente.

15. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, para su uso como medicamento.

16. Compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-13, para su uso en el tratamiento de cancer.
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FIGURA 1A

Residuos 2-393 de MEK1 humana que codifican para secuencia de proteina,
con delecion de los residuos 32-51, mutaciones $218E y $222D, y con una
etiqueta de 6 histidinas del extremo N-terminal [SEQ ID NO: 1]

Met Ser Tyr Tyr His His His His His His Asp Tyr Asp Ile Pro Thr
1 5 10 15

Thr Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Gly Ala Met Gly Ser Pro Lys Lys Lys
20 25 30

Pro Thr Pro Ile Gln Leu Asn Pro Ala Pro Asp Gly Ser Ala Val Asn
35 40 45

Gly Thr Ser Ser Ala Glu Thr Asn Leu Glu Ala Phe Leu Thr Gln Lys
80 55 60

Gln Lys Val Gly Glu Leu Lys Asp Asp Asp Phe Glu Lys Ile Ser Glu

Leu Gly Ala Gly Asn Gly Gly Vval val Phe Lys Val Ser His Lys Pro
85 S0 95

Ser Gly Leu Val Met Ala Arg Lys Leu Ile His Leu Glu Ile Lys Pro
100 105 110

Ala Ile Arg Asn Gln Ile Ile Arg Glu Leu Gln Val Leu His Glu Cys
115 120 125

Asn Ser Pro Tyr Ile Val Gly Phe Tyr Gly Ala Phe Tyr Ser Asp Gly
130 135 140

Glu Ile Ser Ile Cys Met Glu His Met Asp Gly Gly Ser Leu Asp Gln
145 150 155 160

Val Leu Lys Lys Ala Gly Arg Ile Pro Glu Gln Ile Leu Gly Lys Val
165 170 175

Ser Ile Ala Val Ile Lys Gly Leu Thr Tyr Leu Arg Glu Lys His Lys
180 185 190
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Ile

Gly

Glu

225

ATg

Gly

Pro

AsD

Ser

305

Leu

Fhe

Fro

Lys

Thr
385

Met

Glu

210

Met

Leu

Leu

Asp

Ala

290

Ser

Asp

Ser

Ala

Arg

70

Ile

His

1595

Ile

Ala

31n

Ser

Ala

275

Ala

Tyr

Tyr

Leu

31u

355

Ser

Gly

Rrg

Lys

Asn

Gly

Leu

280

Lys

Glu

Gly

Ile

Glu

340

Arg

Asp

Leu

Asp

Leu

Asp

Thr

245

Val

Glu

Thr

Met

Val

325

Fhe

Ala

Ala

Asn

Val

Cys

Phe

230

His

Glu

Leu

Fro

Asp

310

Asn

Gln

Asp

Zlu

Gln
390
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Lys

Asp

215

Val

Tyr

Met

Glu

Fro

29%

Ser

Glu

Rsp

Leu

Glu

375

Pro

FIGURA 1B

Fro

200

Ehe

Gly

Ser

Ala

Leu

280

Arg

Arg

Pro

Fhe

Lys

3s0

Val

Ber

Ser. Asn Ile Leu

Gly

Thr

Val

Val

265

Met

Pro

Fro

Pro

Val

345

Gln

Asp

Thr

47

Val

Arg

Gln

250

Gly

Fhe

Arg

Fro

Pro

330

Asn

Leu

Phe

Pro

Ser

Ser

235

Ser

Arg

Gly

Thr

Met

315

Lys

Lys

Met

Ala

Thr
395

Gly

220

Tvr

Asp

Tyr

Cys

Pro

300

Ala

Leu

Cys

Val

Gly

His

Val

205

Gln

Met

Ile

Fro

Gln

285

Gly

Ile

Pro

Leu

His

365

Trp

Ala

Asn

Leu

Ser

Trp

Ile

270

Val

Arg

Fhe

Ser

Ile

350

Rla

Leu

Ala

Ser

Ile

Pro

Ser

255

Pro

Glu

Pro

Glu

Fhe

Cys

Gly

Arg

Asp

Glu

240

Met

Fro

Gly

Leu

Leu

320

Val

ASN

Ile

Ser

Val
400
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FIGURA1C

Secuencia de ADN que codifica paraSEQ 1D NO: 1 [SEQ 1D NO: 2]

atgtcgtact
tattttcagg
gooccccgacyg
cttacccaga
ctgggggcty
atggccagaa
gagctgragg
tacagcgatg
gtoctgaaga
ataaaaggoo
tecaacatee
cagctcatog
agactccagg
gtagagatgg
atgtttgggt
gggaggecococ
ttggattaca
tttcaagatt
caactcatgg
tggetetget

taa

accatcacca
gecgeocatggy
gcteotgeagh
agcagaaggt
gcaatggcgg
agctaattca
ttctgcatga
gocgagatcag
aagctggaag
tgacatatet
tagtéaactc
acgaaatggc
ggactcatta
cggttgggag
gccaggtgga
ttagcteata
tagtcaacga
ttgtgaataa
ttcatgeottt

ccaccatogg

tcaccatecac
atccccooaag
taacgggaco
gggagaactg
tgtggtgttc
tctggagatce
gtgecaactect
tatctgcatg
aattcctgaa
gagggagaag
cegLggggayg
caacgacttc
ctcogtgeag
gtatcccatc
aggagatgeg
cggaatggac
goccteocteeca
atgecttaata
tatccaagaga

ccttaaccag

gattacgata
aagaagccga
agctotgegg
aaggatgacg
aaggtctcce
asaccogcaa
cegtacateg
gagcacatgg
caaattttag
cacaagatca
atcaagectet
gtgggcacaa
tcagacatct
cctoctooag
gctgagacce
agcogaccteo
aaactgceca
aaaaaccccyg
tctgatgctyg

cccagcacac

48

teccaacgac
cgoccatoca
agaccaactt
actttgagaa
acaagccttce
Locggaacca
Lgggcttcta
atggaggtece
gaaaagttag
tgocacagaga
gtgactttgg
ggtcctacat
ggagcatggyg
atgccaagga
cacccaggoc
ccatggceaat
gtggagtgtt
cagagagagc
aggaagtgga

caacccatgc

cgaaaacctyg
gotgaaccoy
ggaggocttt
gatcagtgag
tggcctggte
gatcataagg
tggtgeogtte
tctggatcaa
cattgctgta
tgtcaagooc
ggtcagcggy
gtcgecagaa
actgtctctyg
gctggagctg
aaggaccccc
ttttgagttg
cagtctggaa
agatttgaag
ttttgcaggt

tgctggogto

60
120
180
240
300
36l
420
480
340
600
660
720
780
B840
900
960

1020
1080
1140
1200
1203
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FIGURA 1D

Residuos 1-400 de MEK2 humana que codifican para secuencia de proteina,
con mutaciones S222E y $226D, y con uha etiqueta de 6 histidinas del
extremo N-terminal [SEQ ID NO: 3]

Met Ser Tyr Tyr His His His His His His Asp Tyr Asp Ile Pro Thr
1 5 10 15

Thr Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Gly Ala Met Glu Pro Met Leu Ala Arg
20 25 30

Arg Lys Pro Val Leu Pro Ala Leu Thr Ile Asn Pro Thr Ile Ala Glu
35 40 45

Gly Pro SBer Pro Thr Ser Glu Gly Ala Ser Glu Ala Asn Leu Val Asp
50 55 60

Leu GIn Lys Lys Leu Glu Glu Leu Glu Leu Asp Glu Gln Gln Lys Lys
65 70 75 80

Arg Leu Glu Ala Phe Leu Thr Gln Lys Ala Lys Val Gly Glu Leu Lys
85 90 95

Asp Asp Asp Phe Glu Arg Ile Ser Glu Leu Gly Ala Gly Asn Gly Gly
100 105 110

Val Val Thr Lys Val Gln His Arg Pro Ser Gly Leu Ile Met Ala Arg
115 120 125

Lys Leu Ile His Leu Glu Ile Lys Pro Ala Ile Arg Asn Gln Ile Ile
130 135 140

Arg Glu Leu Gln Val Leu His Glu Cys Asn Ser Pro Tyr Ile Val Gly
145 150 155 160

Phe Tyr Gly Ala Phe Tyr Ser Asp Gly Glu Ile Ser Ile Cys Met Glu
165 170 175

His Met Asp Gly Gly Ser Leu Asp Gln Val Leu Lys Glu Ala Lys Arg
180 185 190
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Ile

Leu

Pro

225

Fhe

Gly

Ser

Ala

Ala

305

Ser

Gly

Ile

ASD

Arg
385

Fro

Ala

2140

Ser

Gly

Thr

Val

Val

290

Ile

Ile

Met

Val

Fhe

A70

Ala

Glu

195

Tyr

Asn

Val

Arg

Gln

278

Gly

Fhe

Ser

Asp

Asn

355

GEln

Asp

Glu

Leu

Ile

Ser

Ser

260

Ser

Arg

Gly

Pro

Ser

340

Glu

E1lu

Leu

Ile

Aryg

Leu

Gly

245

Tyr

Asp

Tyr

Arg

Arg

325

Arg

Pro

Fhe

Lys

Leu

Glu

Val

230

Gln

Met

Ile

Pro

Pro

310

Pro

Pro

Pro

WVal

Met
330
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Gly

Lys

215

Asn

Leu

Ala

Trp

Ile

2958

Val

Arg

Ala

Fro

Asn

375

Leu

- FIGURAI1E

Lys Val Ser Ile
200

His Gln Ile Met

Ser Arg Gly Glu
235

Ile Asp Glu Met
250

Fro Glu Arg Leu
265

Ser Met Gly Leu
280

Pro Pro Pro Asp

Val Asp Gly Glu
315

Pro Pro Gly Arg
330

Met Ala Ile Phe
345

Lys Leu Pro Asn
360

Lys Cys Leu Ile

Thr Asn His Thr
385

50

Ala

His

220

Ile

ala

Gln

Ser

Ala

200

Glu

Fro

Glu

Gly

Lys

280.

FPhe

Val

205

Arg

Lys

Asn

Gly

Leu

285

Lys

Gly

Val

Leu

Val

365

Asn

Ile

Asp

Asp

Thr

270

Val

Glu

Glu

Ser

Leu

350

Phe

Fro

Lys

Arg

Val

Cys

Fhe

255

His

Glu

Leu

Pro

Gly

335

Asp

Thr

Ala

Arg

Gly

Lys

Asp

240

Val

Tyr

Leu

Glu

His

320

His

Tyr

Pro

Glu

Ser
400
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FIGURA 1F

Glu Val Glu Glu Val Asp Phe Ala Gly Trp Leu Cys Lys Thr Leu Arg

405

410

Leu Asn Gln Pro Gly Thr Pro Thr Arg Thr Ala Val

420

425

41%

Secuencia de ADN que codifica paraSEQ ID NO: 3 [SEQ 1D NO: 4]

atgtogtact
tattttcagg
accatcaacc
azcctgatgyg
cggctggaag
gaaaggatct
cooctcocgggoo
aaccagatca
ttctacgggy
ggctooctgg
gtcagcatcg
cgagatgtga
Ltocggggtga
tacatggctce
atgggcctgt
aaagagctgg
agcatctcge

cggoctgoca

accatcacca
gcgoccatgga
ctaccatcge
acctgcagaa
cCctttctocac
cagagctggg
tcatcatgge
tcocgogaget
ccttotacag
accaggtget
cggttctecg
agccctocaa
gocggocagcet
cggagcggtt
cocctggtgga
aggccatctt
ctcggoogag

tggccatctt

tcaccatcac
acccatgotg
cgagggocca
gaagctggag
ccagaaagoo
cgogggoaac
caggaagctg
gcaggtcotyg
tgacggggagy
gaaagaggoc
gggcttggcy
catcctogtg
catagacgaa
goagggcaca
gctggoogte
tggccggece
goocooooggg

tgaactcctg

gattacgata
goccggagga
toccootaceca
gagctggaac
aaggtcggeg
ggcgg999tag
atccaccttg
cacgaatgca
atcagcattt
aagaggattc
taccteccagag
aactectagag
atggccaacg
cattactcgg
ggaaggtace
gtggtcgacyg
cgcccocegtea

gactatattg

51

LcCcaacgac
agccaggtgct
gcgagggcgc
ttgacgagca
aactcaaaga
tcaccaaagt
agatcaagcc
actocgoocgta
gcatggaaca
ccgaggagat
agaagcacca
gggagatcaa
acttcgtggg
tgcagtcgga
ccatcceece
gggaagaagy
geggteacgs

tgaacgagcc

cgaaaacctg
gcocggegcte
ctocogaggea
gcagaagaag
cgatgacttc
ccagoacaga
ggccatcogy
catcgtggge
catggacggc
cectggggaaa
gatcatgcac
getgtgtgac
cacgcgcteoc
catctggage
gococgacgeo
agagccotcac
gatggatage

acctcotaag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080
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FIGURA 1G

ctgccraacg gtgtgttcac ccccgactte caggagtttg tcaataaatg cctcatcaag 1140
aacccagcgg agcgggcgga cctgaagatg ctcacaaacc acaccttcat caageggtcece 1200
gaggtggaag aagtggattt tgccggctgg ttgtgtaaaa ccctgceggct gaaccagccc 1260

ggcacaccca cgcgcaccgc cgtgtaa 1287

Residuos 1-379 de ERK1 humana que codifican para secuencia de proteina,
con una etiqueta de GST del extremo N-terminal [SEQ ID NO: 5]

Met Ser Pro Ile Leu Gly Tyr Trp Lys Ile Lys Gly Leu Val Gln Pro
1 5 10 15

Thr Arg Leu Leu Leu Glu Tyr Leu Glu Glu Lys Tyr Glu Glu His Leu
20 25 30

Tyr Glu Arg Asp Glu Gly Asp Lys Trp Arg Asn Lys Lys Phe Glu Leu
35 40 45

Gly Leu Glu Phe Pro Asn Leu Pro Tyr Tyr Ile Asp Gly Asp Val Lys
50 55 60

Leu Thr Gln Ser Met Ala Ile Ile Arg Tyr Ile Ala Asp Lys His Asn
65 70 75 80

Met Leu Gly Gly Cys Pro Lys Glu Arg Ala Glu Ile Ser Met Leu Glu
85 90 95

Gly Ala Val Leu Asp Ile Arg Tyr Gly Val Ser Arg Ile Ala Tyr Ser
100 105 110 '

Lys Asp Phe Glu Thr Leu Lys Val Asp Phe Leu Ser Lys Leu Pro Glu
115 120 125

Met Leu Lys Met Phe Glu Asp Arg Leu Cys His Lys Thr Tyr Leu Asn
130 135 140

Gly Asp His Val Thr His Pro hsp Phe Met Leu Tyr Asp Ala Leu Asp
145 150 155 160
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Val

Val

Leu

Thr

Fhe

225

hla

Pro

Val

Gly

Ile

108

Leu

Gly

Val

Val

Cys

Lys

Fhe

210

Gln

Gln

Gly

Gly

Met

290

Lys

Arg

Ile

Tyr

Leu

Fhe

Ser

195

Gly

Gly

Gly

Val

Fro

275

Val

Lys

Glu

Arg

Ile
3155

Tyr

Lys

180

Ser

Gly

Pro

Gly

Fro

260

Arg

Ser

Ile

Ile

Rsp

340

Val

Met
165

Lys

Lys

Leu

Gly

245

Gly

Tyr

Ser

ger

Eln

325

Ile

Gln

Asp

Arg

Tyr

Rsp

Gly

230

Gly

Glu

Thr

Ala

Pro

310

Ile

Leu

hsp
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Pro

Ile

Ile

His

215

Ser

Gly

Val

Gln

Tyr

295

FPhe

Leu

Arg

Leu

FIGURAIH

Met

Glu

Ala

200

Pro

Pro

Glu

Glu

Leu

280

Asp

Glu

Leu

Ela

Met
360

Cys

ala

185

Trp

Pro

ken

Fro

Met

265

Gin

His

His

Arg

Ser

345

Glu

53

Leu

170

Ile

Pro

Lys

Ser

Arg

250

Val

Tyr

val

Gln

Fhe

330

Thr

Thr

RABD

Pro

Leu

Ser

Gly

235

Arg

Lys

Ile

Arg

Thr

315

Arg

Leu

Asp

Ala

Gln

Gln

Rsp

220

Met

Thr

Gly

Gly

Lys

300

Tyr

His

Glu

Leu

Fhe

Ile

Gly

205

Leu

Ala

Glu

Gln

Glu

285

Thr

Zlu

Ala

Tyr
165

Pro

hsp

190

Trp

Glu

Ala

Gly

Pro

270

Gly

Arg

Gln

Asn

Met

aso

Lys

Lys

175

Lys

Gln

Val

Ala

Val

255

Phe

Ala

Val

ATg

Val

335

Arg

Leu

Leu

Tyr

Ala

Leu

Ala

240

Gly

Asp

Tyr

hla

Thr

320

Ile

AsD

Leu



Lys

Ile

385

Asp

Ile

Thr

Glu

Ser

4565

Fro

Gly

Arg

Lys

Met

545

Ala

Ser
370

Leu

Leu

Gly

Ile

450

Val

Gly

Ser

Asn

Leu

530

Leu

His

Gln

Arg

Lys

ASpD

Fhe

435

Met

Gly

Lys

Pro

Tyr

Fhe

Thr

Pro

Gln

Gly

Pro

Fhe

420

Leu

Leu

Cve

His

Ser

500

Leu

Pro

Fhe

Tyr

Leuw

Leu

Ser

405

Gly

Thr

Asn

Ile

Tvr

485

Gln

Gln

Lys

ABED

Leu
565
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Ser

Lys

330

Asn

Leu

Glu

Ser

Leu

470

Leu

Glu

Ser

Ser

Fro

550

Glu

Asn

378

Tyr

Leu

Ala

Tyr

Lys

455

Ala

Asp

Asp

Leu

Asp

515

Asn

Gln
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Asp

Ile

Leu

Arg

Val

440

Gly

Glu

Gln

Leu

Pro

520

Ser

Lys

Tyr

His

His

Ile

Ile

425

Ala

Tyr

Met

Leu

Asn

505

Ser

Lys

Arg

Tyr

54

Ile

Ser

Asn

410

Ala

Thr

Thr

Leu

Asn

490

Cys

Lys

Ala

Ile

Rsp
570

Cys

Rla

385

Thr

Asp

Arg

Lys

Ser

475

His

Ile

Thr

Leu

Thr

i3]

Pra

Tyr

B0

Asn

Thr

Pra

Trp

Ser

460

Asn

Ile

Ile

Lys

Asp

540

Val

Thr

Fhe

Val

Cys

Zlu

Tyr

445

Ile

ATy

Leu

Asn

Val

525

Leu

Glu

hsp

Leu

Leu

Bsp

His

430

Brg

hsp

Pro

Gly

Met

510

Rla

Leu

=1lu

G1lu

Tyr

His

Leu

415

Asp

Ala

Ile

Ile

Ile

495

Lys

Trp

Asp

Ala

Pro
£78

Gln

Arg

400

Lys

His

Fro

Trp

Fhe

480

Leu

hla

Ala

Arg

Leu

560

Val



Ala Glu Glu

Glu Arg Leu
525

Gly Val Leu
€10

Pro
S80

Lys

Glu

ES 2
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FIGURA1J

600

hla Fro

585

605

Phe Thr Phe Ala Met Glu Leu Asp Asp Leu Pro Lys
590

Glu Leu Ile Phe Gln Glu Thr Ala Arg Phe Gln Pro

Secuencia de ADN que codifica para SEQ ID NO: 5 [SEQ ID NO: 6]

atgteccccta
Ltggaatatc
tggcgaaaca
ggtgatgtta
atgttgggtyg
gatattagat
gattttctta
acatatttaa
gttgttttat
aaacgtattyg
tggectttge
ctggaagttc
gctoagggag
gg999a499tag
cagtacatog
actcgogtgg
ctcogggaga

attctgogag

tactaggtta
ttgaagaaaa
aaaagtttaga
aattaacaca
gttgtccaaa
acggtgttie
gcaagctacc
atggogatca
acatggacce
aagcratcoo
agggctggca
tgttocagag
ge99999c99
agatggtgaa
gocgagggcoge
ccatcaagaa
tccagatoct

cgtoccacoct

ttggaaaatt
atatgaagag
attaggtttg
gtoctatggoo
agagcgtgea
gagaattgeca
tgaaatgctg
tgtaacccat
aatgtgcctg
acaaattgat
agccacgttt
goocotggga
ggagccocgt
ggggcagccy
gtacggcatg
gatcageocooo
gctgogetic

ggaagccatg

aagggccttg
catttgtatg
gagtttcecca
atcatacgtt
gagatttcaa
tatagtaaag
aaaatgttcg
cctagacttca
gatgogttcc
aagtacttga
ggtggtggcy
tocccocgaatt
agaaccgagg
ttcgacgtag
gtcagctogg
ttocgaacatoc
cgccatgaga

agagatgtct

55

tgcaacocac
agcgcgatga
atcttectta
atatagctga
tgcttgaagg
actttgaaac
aagatcgttt
tgttgtatga
caaaattagt
aatccagcaa
accatcctoc
ccgggatggo
g9g9tcggccc
goceococgegeta
cctatgacca
agacctactg
atgtcatcgg

acattgtgca

tocgacttott
aggtgataaa
ttatattgat
caagcacaac
agocggttttg
Lctcaaagtt
atgtcataaa
cgcbotbgat
ttgttttaaa
gtatatagca
aaaatcggat
ggoggcggcy
gggggteccg
cacgcagttg
cgbgcgcaag
coagogcacg
catccgagac

ggacctgatg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
T80
B40
200
560

1020
1080



gagactgacc
ttcctectace
gatctaaago
gocctggooo
gctacgeoget
datcgacatct
cctggeaage
caggaggacc
tccaagacca
ctgctggacc
gctcaccecct

ttcacctteg

caggagacag

tgtacaagtt
agatcectgeg
cctccaacct
ggattgeooga
ggtaccgggc
ggtctgtggg
dactacctgga
tgaattgtat
aggtggcltg
ggatgttaac
acctggagca
ccatggaget

cacgcttoca
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gctgaaaage
gggcctcaag
gctcatcaac
tcoctgagoat
cccagagate
ctgcattctg
tcageteaac
Catcaacatg
ggccaagct
ctttaacccc
gtactatgac
ggatgaccta

gcecoggagtg

cagragctga
tacatccact
accacctgcg
gaccacaccg
atgctgaact
gctgagatac
cacattotag
aaggocogaa
ttcocccaagt
aataaacgga
ccgacggatg
cctaaggagce

ctggaggoce

56

gcaatgacca
ccgocaacgt
accttaagat
gotteotgac
ccaagggeta
tctctaaceg
gcatootggy
actacctaca
cagacbtccaa
tcacagtgga
agccagtggce
ggctgaagga

cctag

tatctgctac
gcteoccacega
ttgtgatttc
ggagtatgtg
taccaagtco
gcococcatette
cteeccatee
gtctctgece
agcccttgac
ggaagcdgctyg
cgaggagecc

gctcatcttc

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1845
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