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DESCRIPCION
Inhibidores de ERK para trastornos del desarrollo de la conectividad neuronal.

Esta solicitud reivindica la prioridad de las Solicitudes Provisionales de Estados Unidos N° 61/370.854, presentada el
5 de agosto de 2010 y 61/405.369, presentada el 21 de octubre de 2010.

CAMPO DE LA INVENCION

Esta solicitud se refiere al tratamiento de trastornos de inicio en la infancia en los que la conectividad neuronal se ve
comprometida, de tal forma que se ven comprometidos un desarrollo normal del cerebro y la funcion cognitiva.

ANTECEDENTES

Los trastornos del desarrollo, tales como sindrome del cromosoma X fragil y autismo, estan caracterizado por una
aparicion en la temprana infancia, persistencia a lo largo de la vida y una funciéon cerebral comprometida. Un
individuo afectado se vera afectado con respecto a mdltiples habilidades basadas en la funcién normal del cerebro.
Por ejemplo, la cognicion, la percepcion sensorial, el comportamiento social y las habilidades de comunicacion y
motoras pueden verse afectadas en el sindrome del cromosoma X fragil y el autismo. Estas afecciones son resultado
de un fallo en el desarrollo normal del cerebro, produciéndose problemas a nivel anatdmico microscopico, en lugar
de un grave compromiso de la estructura del cerebro.

El sindrome del cromosoma X fragil es un trastorno neuroldgico grave determinado genéticamente en el que los
individuos afectados estan intelectualmente discapacitados a diferentes grados y muestran una diversidad de
sintomas psiquiatricos. El trastorno esta causado principalmente por el silenciamiento transcripcional del gen FRM1
(Verkerk y col. Cell vol 65 1991 pags. 905-914), que conduce al equivalente funcional de un trastorno monogenético
(Hagerman West J Med vol 166 1997 péags. 129 - 137). El sindrome del cromosoma X fragil es la mayor causa de
discapacidad intelectual hereditaria. No hay ningun tratamiento aprobado para el sindrome del cromosoma X fragil.
Por lo tanto, existe la necesidad médica de una terapéutica novedosa que aborde la patologia subyacente de este
trastorno.

El autismo es un término usado para describir los trastornos del espectro autista, también conocidos como trastornos
generalizados del desarrollo, es decir, trastorno autista, sindrome de Asperger y trastorno generalizado del
desarrollo no especificado (PDD-NOS). Estas afecciones son entidades de diagnéstico reconocidas de acuerdo con
la Revision del manual de diagndstico y estadistico de los trastornos mentales (DSM-1V) y la Clasificacion estadistica
internacional de enfermedades y problemas relacionados con la salud (ICD-10) (Tidmarsh y Volkmar Can J
Psychiatry vol. 48 2003 péags. 517-525). Los trastornos del espectro autista afectan a aproximadamente 1 de 150
personas (Autism and Developmental Disabilities Monitoring Network Surveillance Year 2002 Principal Investigators;
Centers for Disease Control and Prevention, MMWR Surveill Summ. Vol. 56 2007 pags. 12-28).

El sindrome del cromosoma X fragil (SXF) es la forma hereditaria mas comun de retraso mental. Las mutaciones en
FMR1, que codifica la proteina del retraso mental del cromosoma X fragil (FMRP), son la causa del sindrome del
cromosoma X fragil (SXF), un trastorno de retraso mental ligado al cromosoma X. La inactivacion del gen de raton
Fmrl confiere varios fenotipos tipo SXF que incluyen una susceptibilidad mejorada a la epileptogénesis durante el
desarrollo. Los hallazgos del documento indican que la induccion de las descargas epileptiformes prolongadas
mediadas por mGIuR del grupo | con biculina en un modelo de raton SXF se inhibié en preparaciones de hipocampo
que se trataron previamente con un inhibidor de la fosforilacién de ERK1/2. Como inhibidor de ERK1/2 se uso el
inhibidor de MEK PD98059. (S.-C. Chuang: "Prolonged Epileptiform Discharges Induced by Altered Group |
Metabotropic Glutamate Receptor-Mediated Synaptic Responses en Hippocampal Slices of a Fragile X Mouse
Model", Journal of Neuroscience, JOURNAL OF NEUROSCIENCE, Vol. 25, N° 35, 31 de agosto de 2005, paginas
8048-8055, XP55093890, ISSN: 0270-6474, DOI: 10,1523/JNEUROSCI. 1777-05, 2005).

En la actualidad, no existen medicamentos para el tratamiento de la sintomatologia principal de los trastornos del
espectro autista. Se han aprobado dos antipsicéticos atipicos, RISPERDAL y ABILIFY, para el tratamiento de la
irritabilidad en los nifios y adolescentes con trastorno autista en Estados Unidos. No hay datos bien controlados
disponibles para demostrar que cualquier agente tiene beneficios clinicos en todos los sintomas principales del
trastorno del espectro autista. Por lo tanto, existe la necesidad médica de una terapéutica novedosa que aborde la
patologia subyacente de trastornos del espectro autista.
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SUMARIO DE LA INVENCION

Esta solicitud se refiere al uso de compuestos inhibidores de ERK para tratar un sujeto en riesgo de o que se
sospecha que tiene sindrome del cromosoma X fragil o trastorno del espectro autista asociado a anomalias de ERK.
El método incluye administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un compuesto inhibidor de
ERK que impide anomalias en la conectividad neuronal.

En otros aspectos, el compuesto inhibidor de ERK se selecciona entre el grupo que consiste en 2-(2-amino-3-
metoxifenil)-4H-cromen-4-ona, (2Z,3Z)-bis{amino[(2-aminofenil)sulfaniljmetilideno}butanodinitrilo,  5-[(4-bromo-2-
clorofenil)amino]-4-fluoro-N-(2-hidroxietoxi)-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida, 2-[(2-fluoro-4-yodofenil)amino]-
N-(2-hidroxietoxi)-1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-carboxamida,  2-(4-cloro-2-fluoro-anilino)-N-(2-hidroxietoxi)-
1,5-dimetil-6-oxo-piridin-3-carboxamida, 2-[(2-cloro-4-yodofenil)amino]-N-(ciclopropilmetoxi)-3,4-difluorobenzamida,
(3R,4R)-4-(3,4-Dimetoxibencil)-3-(4-hidroxi-3-metoxibencil)dihidrofuran-2(3H)-ona, (22)-3-amino-3-[(4-
aminofenil)sulfanil]-2-[2-(trifluorometil)fenil]prop-2-enenitrilo, hipericina, 3-(3-amino-2H-pirazolo[3,4-c]piridazin-5-il)-2-
fenil-3H-pirazolo[1,5-a]piridin-8-i0, N-metil-3-fenil-3-[4-(trifluorometil)fenoxi]propan-1-amina fluoxetina, y &cido 2-
cloro-4-{[2-{[(2R)-1-hidroxi-3-metilbutan-2-ilJamino}-9-(propan-2-il)-9H-purin-6-illamino}benzoico.

AUn en otros aspectos, el compuesto inhibidor de ERK es un inhibidor de MEK seleccionado entre el grupo que
consiste en 2-(2-amino-3-metoxifenil)-4H-cromen-4-ona, (22,3Z)-bis{aminol(2-
aminofenil)sulfanillmetilideno}butanodinitrilo,  5-[(4-bromo-2-clorofenil)amino]-4-fluoro-N-(2-hidroxietoxi)-1-metil-1H-
bencimidazol-6-carboxamida, 2-[(2-fluoro-4-yodofenil)amino]-N-(2-hidroxietoxi)-1,5-dimetil-6-ox0-1,6-dihidropiridin-3-
carboxamida, 2-(4-cloro-2-fluoro-anilino)-N-(2-hidroxietoxi)-1,5-dimetil-6-oxo-piridin-3-carboxamida, 2-[(2-cloro-4-
yodofenil)amino]-N-(ciclopropilmetoxi)-3,4-difluorobenzamida, (3R,4R)-4-(3,4-Dimetoxibencil)-3-(4-hidroxi-3-
metoxibencil)dihidrofuran-2(3H)-ona, y (22)-3-amino-3-[(4-aminofenil)sulfanil]-2-[2-(trifluorometil)fenil]prop-2-
enenitrilo.

En un aspecto adicional, el compuesto inhibidor de ERK es un inhibidor de ERK seleccionado entre el grupo que
consiste en hipericina, 3-(3-amino-2H-pirazolo[3,4-c]piridazin-5-il)-2-fenil-3H-pirazolo[1,5-a]piridin-8-io, N-metil-3-
fenil-3-[4-(trifluorometil)fenoxi]propan-1-amina  fluoxetina, y &cido 2-cloro-4-{[2-{[(2R)-1-hidroxi-3-metilbutan-2-
illamino}-9-(propan-2-il)-9H-purin-6-illamino}benzoico.

En otros aspectos, el compuesto inhibidor de ERK puede estar en forma de uno o mas de sus estereoisémeros. El
compuesto inhibidor de ERK puede administrarse junto con al menos uno o mas agentes terapéuticos que se usan
para el tratamiento de trastornos del espectro autista. El agente terapéutico puede seleccionarse entre el grupo que
consiste en un antidepresivo, un antipsicotico, un estimulante, y otros medicamentos. El uno o mas agentes
terapéuticos adicionales pueden seleccionarse entre el grupo que consiste en risperidona, aripiprazol, citalopram,
escitalopram, sertralina, metilfenidato, atomoxetina, memantina y minociclina.

Auln en otros aspectos, el compuesto inhibidor de ERK puede proporcionarse en una forma farmacéuticamente
aceptable seleccionada entre el grupo que consiste en comprimidos, trociscos, grageas, suspensiones acuosas y
oleosas, polvos y granulos dispersables, emulsiones, capsulas duras y blandas, jarabes y elixires. EI compuesto
inhibidor de ERK puede formularse para liberacién separada, simultanea, secuencial o prolongada en un sujeto.

En un aspecto adicional, el trastorno del espectro autista se selecciona entre trastorno autista, sindrome de Asperger
o trastorno generalizado del desarrollo no especificado o un subconjunto de estos pacientes en los que la funcién de
ERK es anormal.

Esta solicitud también se refiere al uso de compuestos inhibidores de ERK en solitario o en combinacion que evitan
anomalias en la conectividad neuronal; o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos; en la preparacion de
un medicamento para el tratamiento de sindrome del cromosoma X fragil o trastornos del espectro autista asociados
a anomalias de ERK.

En otros aspectos, el compuesto inhibidor de ERK se selecciona entre el grupo que consiste en 2-(2-amino-3-
metoxifenil)-4H-cromen-4-ona, (2Z,3Z)-bis{amino[(2-aminofenil)sulfaniljmetilideno}butanodinitrilo,  5-[(4-bromo-2-
clorofenil)amino]-4-fluoro-N-(2-hidroxietoxi)-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida, 2-[(2-fluoro-4-yodofenil)amino]-
N-(2-hidroxietoxi)-1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-carboxamida,  2-(4-cloro-2-fluoro-anilino)-N-(2-hidroxietoxi)-
1,5-dimetil-6-oxo-piridin-3-carboxamida, 2-[(2-cloro-4-yodofenil)amino]-N-(ciclopropilmetoxi)-3,4-difluorobenzamida,
(3R,4R)-4-(3,4-Dimetoxibencil)-3-(4-hidroxi-3-metoxibencil)dihidrofuran-2(3H)-ona, (22)-3-amino-3-[(4-
aminofenil)sulfanil]-2-[2-(trifluorometil)fenil]prop-2-enenitrilo, hipericina, 3-(3-amino-2H-pirazolo[3,4-c]piridazin-5-il)-2-
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fenil-3H-pirazolo[1,5-a]piridin-8-i0, N-metil-3-fenil-3-[4-(trifluorometil)fenoxi]propan-1-amina fluoxetina, y &cido 2-
cloro-4-{[2-{[(2R)-1-hidroxi-3-metilbutan-2-ilJamino}-9-(propan-2-il)-9H-purin-6-illamino}benzoico.

AUn en otros aspectos, el compuesto inhibidor de ERK es un inhibidor de MEK seleccionado entre el grupo que
consiste en 2-(2-amino-3-metoxifenil)-4H-cromen-4-ona, (22,32)-bis{amino][(2-
aminofenil)sulfanillmetilideno}butanodinitrilo,  5-[(4-bromo-2-clorofenil)amino]-4-fluoro-N-(2-hidroxietoxi)-1-metil-1H-
bencimidazol-6-carboxamida, 2-[(2-fluoro-4-yodofenil)amino]-N-(2-hidroxietoxi)-1,5-dimetil-6-ox0-1,6-dihidropiridin-3-
carboxamida, 2-(4-cloro-2-fluoro-anilino)-N-(2-hidroxietoxi)-1,5-dimetil-6-oxo-piridin-3-carboxamida, 2-[(2-cloro-4-
yodofenil)amino]-N-(ciclopropilmetoxi)-3,4-difluorobenzamida, (3R,4R)-4-(3,4-Dimetoxibencil)-3-(4-hidroxi-3-
metoxibencil)dihidrofuran-2(3H)-ona, y (22)-3-amino-3-[(4-aminofenil)sulfanil]-2-[2-(trifluorometil)fenil]prop-2-
enenitrilo.

En un aspecto adicional, el compuesto inhibidor de ERK es un inhibidor de ERK seleccionado entre el grupo que
consiste en hipericina, 3-(3-amino-2H-pirazolo[3,4-c]piridazin-5-il)-2-fenil-3H-pirazolo[1,5-a]piridin-8-i0, N-metil-3-
fenil-3-[4-(trifluorometil)fenoxi]propan-1-amina  fluoxetina, y &cido 2-cloro-4-{[2-{[(2R)-1-hidroxi-3-metilbutan-2-
illamino}-9-(propan-2-il)-9H-purin-6-ilJamino}benzoico.

En otros aspectos, el compuesto inhibidor de ERK puede estar en forma de uno o méas de sus estereoisémeros. El
medicamento también puede ser uno 0 mas agentes terapéuticos que se usan para el tratamiento de trastornos del
espectro autista junto con el compuesto inhibidor de ERK. El agente terapéutico puede seleccionarse entre el grupo
gque consiste en un antidepresivo, un antipsicotico, un estimulante, y otros medicamentos. El uno o mas agentes
terapéuticos adicionales pueden seleccionarse entre el grupo que consiste en risperidona, aripiprazol, citalopram,
escitalopram, sertralina, metilfenidato, atomoxetina, memantina y minociclina.

AUn en otros aspectos, el compuesto inhibidor de ERK puede proporcionarse en una forma farmacéuticamente
aceptable seleccionada entre el grupo que consiste en comprimidos, trociscos, grageas, suspensiones acuosas y
oleosas, polvos y granulos dispersables, emulsiones, capsulas duras y blandas, jarabes y elixires. EI compuesto
inhibidor de ERK puede formularse para liberacion separada, simultanea, secuencial o prolongada en un sujeto.

En un aspecto adicional, el trastorno del espectro autista se selecciona entre trastorno autista, sindrome de Asperger
o trastorno generalizado del desarrollo no especificado o un subconjunto de estos pacientes en los que la funcién de
ERK es anormal.

DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 ilustra rutas de MAPK intracelular pertinentes para la plasticidad y conectividad neuronal, la
morfologia dendritica y la funcion cerebral

La figura 2 ilustra imagenes que muestran la localizaciéon de pERK en secciones del hipocampo. Los niveles
mas elevados de pERK en los nlcleos neuronales y el citoplasma se encontraron en casos de SXF. Se
muestran areas representativas de la region CA1/CA2 de los casos de edad de 9 afios (A) y 21 afios (B) de
SXF. Todos los casos de control contenian niveles nominales de pERK en el hipocampo (20 afios, C) El
recuadro en C muestra la localizacion de pERK con respecto a la degeneracion granulovascular que se
encuentra en un niumero muy pequefio de neuronas piramidales en un caso de control de 67 afios, cambios
gue son coherentes con un envejecimiento normal. Un caso de 71 afios de FXTAS muestra niveles
relativamente bajos de pERK neuronal (D) en comparacién con los casos de SXF. Barra de escala = 50 um.
La figura 3 ilustra un inmunotransferencia (A) y graficos que muestran andlisis de cuantificaciéon (B y C) de
ERK y fosfo-ERK (p-ERK) en muestras de 4 casos de SXF, 4 casos de FXTAS, y 7 controles emparejados
por edad. Los gréaficos indican que, aunque el nivel de ERK relativo (ERK/Actina) no cambio
significativamente (B), el nivel de p-ERK relativo (B), el nivel de ERK relativo (C) y la relacién relativa de p-
ERK/ERK (D) aumentaron significativamente tanto en muestras cerebrales de SXF como de FXTAS. Todas
las muestras también se sometieron a inmunotransferencia con anticuerpos para detectar actina (*p < 0,05,
prueba t de Student).

La figura 4 ilustra imagenes que muestran la expresién de fosforo-ERK y proteinas relacionadas en el
cerebro en trastornos del espectro autista y en los neuroldgicamente normales. Los fotomicrograficos
muestran la tincién inmunohistoquimica de proteinas fosforiladas marcadas usando anticuerpos de fésforo
(Cell Signaling Technologies) y diaminobenzidina como cromogen. El tejido es la corteza. Los pacientes
autistas tenian 9 y 11 de edad con un diagnéstico de autismo. La primera fija muestra tejido de un sujeto
normal (A) y un paciente con autismo (B) con tincion para pERK. La segunda fila muestra tejido de un sujeto
normal (C) y un paciente con autismo (D) con tincion para pMEK. La tercera fila muestra tejido de un sujeto
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normal (E) y un paciente con autismo (F) con tincion para pMSK2.

La figura 5 ilustra los graficos que muestran el efecto de SL327 (400 mg.kg.'1 IP) sobre convulsiones
audidgenas en el modelo de raton transgénico knockout fmrl del sindrome del cromosoma X fragil, en
comparacion con animales de control tratados con vehiculo Tween80. Los datos son de n = 10 animales por
grupo. El tratamiento con SL327 inhibe completamente toda actividad convulsiva en un raton tratado,
mientras que aproximadamente el 70 % de los animales no tratados mostré convulsiones inducidas de
forma audidgena. La latencia (segundos) de aparicion de convulsiones también se redujo significativamente
en el grupo tratado. Dado que el raton tratado no mostré ninguna actividad convulsiva, su escala de latencia
se indica como de 240 s, el tiempo total maximo de estimulaciéon audidégena. La tasa de supervivencia tras
el ensayo también aument6 del 25 % al 100 % tras el tratamiento con SL327.

La figura 6 ilustra un gréfico que muestra los efectos de MPEP y alcohol perilico sobre la latencia de
convulsiones. Los datos se presentan como media + SEM. Los asteriscos (*p<0,05) indican una diferencia
significativa en comparacion con el vehiculo respectivo.

La figura 7 ilustra un grafico que muestra los efectos de MPEP y alcohol perilico sobre la latencia del paro
respiratorio. Los datos se presentan como media £ SEM. Los asteriscos (*p<0,05) indican una diferencia
significativa en comparacion con el vehiculo respectivo.

La figura 8 ilustra un grafico que muestra los efectos de MPEP y alcohol perilico sobre la escala de
convulsiones media. Los datos se presentan como media + SEM. Los asteriscos (*p<0,05) indican una
diferencia significativa en comparacion con el vehiculo respectivo.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

A menos que se aborden especificamente en el presente documento, todos los términos usados tienen el mismo
significado que se entenderd por los expertos en la técnica de la presente invencion. Las siguientes definiciones
proporcionaran claridad con respecto a los términos usados la memoria descriptiva y las reivindicaciones para
describir la presente invencion.

Los articulos "un" y "una" se usan en el presente documento para referirse a uno o mas de uno (es decir, al menos a
uno) del objeto gramatical del articulo. A modo de ejemplo, "un elemento” significa un elemento o mas de un
elemento.

Las expresiones "comprende”, "que comprende", "incluye", "que incluye", "tiene", "que tiene" se usan en el sentido
inclusivo y abierto, lo que significa que pueden incluirse elementos adicionales. Las expresiones "tal como", "por
ejemplo”, como se usan en el presente documento, son no limitantes y Unicamente para fines ilustrativos.
"Incluyendo” e "incluyendo, pero sin limitacién" se usan de forma intercambiable.

El término "0", como se usa en el presente documento, debe entenderse que significa "y/0", a menos que el contexto
indique claramente otra cosa.

Se apreciara que la estructura de algunos de los compuestos de la solicitud incluye atomos de carbono asimétricos
(quirales). Por consiguiente, debe apreciarse que los isomeros que surgen de dicha simetria se incluyen dentro del
alcance de la invencidon, a menos que se indique otra cosa. Dichos isémeros pueden obtenerse en forma
sustancialmente pura por técnicas de separacion clasicas y por sintesis estereoquimicamente controlada. Los
compuestos de esta solicitud pueden existir en forma estereoisomérica, por lo tanto, pueden producirse como
estereoisémeros individuales o como mezclas.

"Isomeria” significa compuestos que tienen férmulas moleculares idénticas pero que difieren en la naturaleza o la
secuencia de enlace de sus atomos o en la disposicion de sus atomos en el espacio. Los isémeros que difieren en la
disposicion de sus atomos en el espacio se denominan "estereoisomeros". Los estereoisémeros que son imagenes
especulares uno de otro se denominan "diastereoisémeros”, y los estereocisomeros que no son imagenes
especulares superponibles se denominan "enantiomeros" o, algunas veces, isomeros opticos. Un atomo de carbono
unido a cuatro sustituyentes no idénticos se denomina un "centro quiral”.

"Isbmero quiral" significa un compuesto con al menos un centro quiral. Tiene dos formas enantioméricas de
quiralidad opuesta y puede existir ya sea en forma de enantiémero individual o como una mezcla de enantiémeros.
Una mezcla que contenga la misma cantidad de formas enantioméricas individuales de quiralidad opuesta se
denomina "mezcla racémica". Un compuesto que tiene mas de un centro quiral tiene 2n-1 pares enantioméricos,
donde n es el numero de centros quirales. Los compuestos con mas de un centro quiral pueden existir ya sea en
forma de diastereémero individual o como una mezcla de diasteredmeros, denominados "mezcla diastereomérica”.
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Cuando un centro quiral esta presente, un estereoisbmero pueden caracterizarse mediante la configuracion absoluta
(R o S) de ese centro quiral. La configuracion absoluta se refiere a la disposicion en el espacio de los sustituyentes
unidos al centro quiral. Los sustituyentes unidos al centro quiral en cuestion se clasifican de acuerdo con la Regla de
Secuencia de Cahn, Ingold y Prelog. (Cahn y col., Angew. Chem. Inter. Edit. 1966, 5, 385; errata 511; Cahn y col.,
Angew. Chem. 1966, 78, 413; Cahn e Ingold, J Chem. Soc. 1951 (Londres), 612; Cahn y col., Experientia 1956, 12,
81; Cahn, J., Chem. Educ. 1964, 41, 116).

"Isbmeros geomeétricos” significa los diasteredmeros que deben su existencia a la rotacion impedida sobre dobles
enlaces. Estas configuraciones se diferencian en sus nombres por los prefijos cis y trans, o Z y E, que indican que
los grupos estan en el mismo lado u opuesto del doble enlace en la molécula de acuerdo con las reglas de Cahn-
Ingold-Prelog.

Ademas, las estructuras y otros compuestos analizados en esta solicitud incluyen todos los isémeros atrépicos de
los mismos. Los "isbmeros atrépicos" son un tipo de estereoisémero en el que los atomos de dos isémeros se
disponen de forma diferente en el espacio. Los isdbmeros atrépicos deben su existencia a una rotacion limitada
causada por la obstaculizacién de la rotacién de grandes grupos sobre un enlace central. Dichos is6meros atropicos
existen tipicamente en forma de una mezcla, sin embargo, como resultado de ciertos avances en las técnicas de
cromatografia, ha sido posible separar mezclas de dos isbmeros atropicos en casos seleccionados.

Como se usa en el presente documento, la expresion "sindrome del cromosoma X fragil" se refiere al trastorno
causado por anomalias en la funcién del gen FMR1, que afecta aproximadamente a 1 de 4000 personas.

Como se usa en el presente documento, la expresién "trastorno del espectro autista" se refiere a trastornos
psiquiatricos o neuroldgicos que pueden atribuirse a enfermedades del sistema nervioso. Los ejemplos de dichos
trastornos son trastorno autista, sindrome de Asperger y trastorno generalizado del desarrollo no especificado (PDD-
NOS). Se estima que 1 de 150 personas de la poblacion general padece trastornos del espectro autista, lo que
representa 1,8 millones de pacientes en Estados Unidos y mas de 3 millones de pacientes en la UE que podrian
beneficiarse de la presente invencion.

Como se usa en el presente documento, los términos "paciente” y "sujeto” se refieren a cualquier animal, incluyendo,
pero sin limitacion, seres humanos y animales no humanos (por ejemplo, roedores, artropodos, insectos, peces (por
ejemplo, pez cebra), primates no humanos, ovinos, bovinos, rumiantes, lagomorfos, porcinos, caprinos, equinos,
caninos, felinos, aves, etc.), que sera el receptor de un tratamiento particular. Tipicamente, los términos "paciente" y
"sujeto” se usan de forma intercambiable en el presente documento en referencia a un sujeto humano.

Como se usa en el presente documento, el término "modular" se refiere a un cambio en la actividad bioldgica de una
molécula biolégicamente activa. La modulacién puede ser un aumento o un descenso de la actividad, un cambio en
las caracteristicas de union, o cualquier otro cambio en las propiedades biol6gicas, funcionales o inmunoldgicas de
las moléculas activas.

Como se usa en el presente documento, el término "in vitro" se refiere a un entorno artificial y a procesos o
reacciones que se producen en un entrono artificial. Los entornos in vitro consisten, pero sin limitacién, en tubos de
ensayo y cultivo celular.

Como se usa en el presente documento, el término "in vivo" se refiere al entorno natural (por ejemplo, un animal o
una célula) y a procesos 0 una reaccién que se produce en un entorno natural.

Como se usa en el presente documento, la expresion "compuesto de ensayo" se refiere a cualquier entidad quimica,
producto farmacéutico, farmaco, y similar que se usan para tratar o prevenir una enfermedad, dolencia, mal o
trastorno de la funcién corporal. Los compuestos de ensayo comprenden compuestos terapéuticos tanto conocidos
como potenciales. Un compuesto de ensayo puede determinarse como terapéutico por seleccion usando los
métodos de seleccidon de la presente invencion. Un "compuesto terapéutico conocido" se refiere a un compuesto
terapéutico que se ha demostrado (por ejemplo, a través de estudios en animales o experiencia previa con
administracion en seres humanos) que es eficaz en tal tratamiento o prevencion.

El término "tratar" se reconoce en la técnica e incluye inhibir una enfermedad, trastorno o afeccién en un sujeto, por
ejemplo, impidiendo su avance; y aliviar la enfermedad, trastorno o afeccion, por ejemplo, causando una regresion
de la enfermedad, trastorno y/o afeccién. Tratar la enfermedad o afeccion incluye mejorar al menos un sintoma de la
enfermedad o afeccion particular, incluso si la patofisiologia subyacente no se ve afectada.
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El término "prevenir" se reconoce en la técnica e incluye impedir que se produzca una enfermedad, trastorno o
afeccién en un sujeto, que puede estar predispuesto a la enfermedad, trastorno y/o afeccion pero aun no se ha
diagnosticado que la tiene. Prevenir una afeccion relacionada con una enfermedad incluye impedir que se produzca
la afeccién después del diagnostico de la enfermedad pero antes del diagnéstico de la afeccién.

Como se usa en el presente documento, el término "reduccién" de un sintoma o sintomas (y equivalentes
gramaticales de esta frase) se refiere a la disminucion de la gravedad o la frecuencia del sintoma o sintomas, o la
eliminacion del sintoma o los sintomas.

Como se usa en el presente documento, los términos "administrar" o "administracién de" un farmaco a un sujeto (y
equivalentes gramaticales de esta frase) incluyen tanto administracion directa, incluyendo auto-administracion, como
administracion indirecta, incluyendo el acto de recetar un farmaco. Por ejemplo, como se usa en el presente
documento, un médico que indica a un paciente que se autoadministrarse un farmaco y/o proporciona a un paciente
una receta para un farmaco esta administrando el farmaco al paciente.

Como se usa en el presente documento, una "manifestacion” de una enfermedad se refiere a un sintoma, signo,
estado anatémico, estado fisiolégico, o caracteristica de informe de un sujeto con la enfermedad.

Como se usa en el presente documento, una "cantidad terapéuticamente eficaz" de un farmaco o agente es una
cantidad de un farmaco o agente que, cuando se administra a un sujeto con una enfermedad o afeccion, tendra el
efecto terapéutico pretendido, por ejemplo, alivio, mejora, paliacién o eliminaciéon de una o mas manifestaciones de
la enfermedad o afeccidon en el sujeto. El efecto terapéutico completo no se produce necesariamente por la
administracion de una dosis y puede ocurrir solamente después de la administracion de una serie de dosis. Por lo
tanto, una cantidad terapéuticamente eficaz puede administrarse en una 0 mas administraciones.

Como se usa en el presente documento, una "cantidad profilacticamente eficaz" de un farmaco es una cantidad de
un farmaco que, cuando se administra a un sujeto, tendra el efecto profilctico pretendido, por ejemplo, prevenir o
retrasar la aparicién (o reaparicion) de una enfermedad o sintomas, o reducir la probabilidad de la aparicion (o
reaparicion) de una enfermedad o sintomas. El efecto profilactico completo no se produce necesariamente por la
administracion de una dosis, y puede ocurrir Unicamente después de la administracion de una serie de dosis. Por lo
tanto, una cantidad profilacticamente eficaz puede administrarse en una o0 mas administraciones.

Las expresiones "administracion parenteral" y "administrado por via parenteral" son expresiones reconocidas en la
técnica, e incluyen modos de administracion distintos de la administracion enteral y tépica, tales como inyecciones, e
incluyen, sin limitacién, intravenosa, intramuscular, intrapleural, intravascular, intrapericardica, intraarterial, intratecal,
intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutédnea, subcuticular, intra-
articular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal e inyeccion intraesternal e infusion.

Las expresiones "administracion sistémica”, "administrado por via sistémica”, "administracion periférica" y
"administrado por via periférica” como se usan en el presente documento se refieren a la administracion de un
compuesto, farmaco u otro material distinto de directamente en el sistema nervioso central, de tal forma que entra en
el sistema del animal y, por lo tanto, estd sometido al metabolismo y otros procesos similares, por ejemplo,
administracion subcutanea.

Una "composicién farmacéutica" es una formulacion que contiene los compuestos desvelados en una forma
adecuada para su administracién a un sujeto. En una realizacién preferida, la composicién farmacéutica esta en un
volumen elevado o en una forma de dosificacion unitaria. La forma de dosificacion unitaria es cualquiera de una
diversidad de formas, incluyendo, por ejemplo, una cépsula, una bolsa IV, un comprimido, una bomba Unica o un
inhalador de aerosol o un vial. La cantidad de principio activo (por ejemplo, una formulacion de compuesto
desvelado sales del mismo) en una dosis unitaria de la composicion es una cantidad eficaz y se hace variar segun el
tratamiento particular involucrado. Un experto en la técnica apreciard que a veces es necesario hacer variaciones
rutinarias para la dosificacion dependiendo de la edad y el estado del paciente. La dosificacién dependera también
de la via de administracion. Se contemplan una diversidad de vias, incluyendo, oral, pulmonar, rectal, parenteral,
transdérmica, subcutanea, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal o intranasal, y similares. Las formas de
dosificacion para la administracion topica o transdérmica de un compuesto de esta invencion incluyen polvos,
pulverizaciones, pomadas, pastas, cremas, lociones, geles, soluciones, parches e inhaladores. En una realizacion
preferida, el compuesto activo se mezcla en condiciones estériles con un vehiculo farmacéuticamente aceptable y
con cualquier conservante, tamponante o propulsor que sea necesario.
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La expresion "dosis rapida" se refiere a formulaciones del compuesto que son formas de dosificaciéon rapidamente
dispersadas.

La expresion "liberacién inmediata" se define como una liberacion de compuesto desde una forma de dosificacion en
un periodo de tiempo relativamente breve, generalmente hasta aproximadamente 60 minutos. La expresion
"liberacion modificada" se define por incluir una liberacion retardada, liberacion prolongada o liberacion por impulsos.
La expresion "liberacién por impulsos" se define como una serie de liberaciones de farmaco a partir de una forma de
dosificacion. La expresion "liberacion sostenida” o "liberacion prolongada” se define como una liberacién continua de
un compuesto a partir de una forma de dosificacion durante un periodo prolongado.

La expresion "farmacéuticamente aceptable" se reconoce en la técnica. En ciertas realizaciones, la expresion incluye
composiciones, polimeros y otros materiales y/o formas de dosificacién que son, dentro del alcance del criterio
médico, adecuadas para su uso en contacto con los tejidos de seres humanos y animales sin excesiva toxicidad,
irritacion, respuesta alérgica, u otro problema o complicacidon, en consonancia con una relacion beneficio/riesgo
razonable.

La expresion "vehiculo farmacéuticamente aceptable” se reconoce en la técnica, e incluye, por ejemplo, materiales,
composiciones o vehiculos farmacéuticamente aceptables, tales como una carga liquida o sélida, un diluyente,
excipiente, disolvente o material de encapsulacion, implicado en el porte o transporte de cualquier composicion
objeto de un 6rgano, o porcion del cuerpo, a otro érgano, o porcion del cuerpo. Cada vehiculo debe ser "aceptable”
en el sentido de ser compatible con los otros ingredientes de una composicién objeto y no perjudicial para el
paciente. En ciertas realizaciones, un vehiculo farmacéuticamente aceptable es no pir6geno. Algunos ejemplos de
materiales que pueden servir como vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen: (1) azucares, tales como
lactosa, glucosa y sacarosa; (2) almidones, tales como almidén de maiz y almiddn de patata; (3) celulosa, tales
como carboximetil celulosa sddica, etil celulosa y acetato de celulosa; (4) tragacanto en polvo; (5) malta; (6) gelatina;
(7) talco; (8) excipientes, tales como manteca de cacao y ceras para supositorios; (9) aceites, tales como aceite de
cacahuete, aceite de semilla de algoddn, aceite de girasol, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite e maiz y aceite
de soja; (10) glicoles, tal como propilenglicol; (11) polioles, tales como glicerina, sorbitol, manitol y polietilenglicol;
(12) ésteres, tales como oleato de etilo y laurato de etilo; (13) agar; (14) agentes tamponantes, tales como hidréxido
de magnesio e hidréxido de aluminio; (15) acido alginico; (16) agua libre de pirdgenos; (17) solucién salina isoténica;
(18) solucion de Ringer; (19) alcohol etilico; (20) soluciones de tampdn fosfato; y (21) otras sustancias compatibles
no toxicas empleadas en formulaciones farmacéuticas.

Los compuestos de la solicitud son capaces de formar adicionalmente sales. Todas estas formas también se
contemplan dentro del alcance de la invencion reivindicada.

"Sal farmacéuticamente aceptable" de un compuesto se refiere a una sal que es farmacéuticamente aceptable y que
posee la actividad farmacolégica deseada del precursor. Por ejemplo, la sal puede ser una sal de adicion de acidos.
Una realizacién de una sal de adicion de &cidos es una sal clorhidrato. Las sales farmacéuticamente aceptables
pueden sintetizarse a partir de un precursor que contiene un resto basico o acido mediante métodos quimicos
convencionales. Generalmente, dichas sales pueden prepararse haciendo reaccionar las formas de acido o base
libre de estos compuestos con una cantidad estequiométrica de la base o acido apropiado en agua o en un
disolvente organico o en una mezcla de los dos; en general, se prefieren medios no acuosos tales como éter,
acetato de etilo, etanol, isopropanol o acetonitrilo. Se encuentran listas de sales adecuadas en Remington's
Pharmaceutical Sciences, 182 ed. (Mack Publishing Company, 1990). Por ejemplo, las sales pueden incluir, pero sin
limitacion, las sales clorhidrato y acetato de los compuestos de la presente invencién que contienen amina alifatica,
que contienen hidroxil amina, y que contienen imina.

Debe entenderse que todas las referencias a sales farmacéuticamente aceptables incluyen formas de adicion de
disolvente (solvatos) o formas cristalinas (polimorfos) como se define en el presente documento, de la misma sal.

La administracion de un agente "en combinacion con" o "junto con" incluye administracion paralela (administracion
de ambos agentes al paciente durante un periodo de tiempo, tal como administracién en dias alternos durante un
mes), co-administracion (en la que los agentes se administran aproximadamente al mismo tiempo, por ejemplo, de
pocos minutos a unas pocas horas uno del otro), y co-formulacion (en la que los agentes se combinan o se
componen en una forma de dosificacion individual para administracion oral o parenteral).

Esta solicitud se refiere a composiciones y métodos para tratar un sujeto en riesgo de o que se sospecha que tiene
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sindrome del cromosoma X fragil o trastorno del espectro autista asociado a anomalias de ERK.

Existe una superposicion de la sintomatologia del autismo y el sindrome del cromosoma X fragil que esté en paralelo
por la superposicién en las caracteristicas biolégicas de estos trastornos. Esta superposicion puede observarse a
nivel de investigacion microscépica de la estructura de las neuronas en ambas afecciones. En el sindrome del
cromosoma X fragil, la fina estructura de los procesos neuronales se altera. Es decir, la densidad de las espinas
dendriticas aumenta en el sindrome del cromosoma X fragil. La fina estructura de los procesos neuronales también
se altera en algunos sujetos con autismo. Una vez que se excluyen los casos de discapacidad no especifica, la
densidad de las espinas dendriticas aumenta en algunos sujetos con autismo. Este aumento se vuelve mas
pronunciado a medida que empeora la gravedad de los sintomas.

La densidad de las espinas dendriticas refleja el nimero de conexiones sinapticas entre neuronas y esta sujeta a
cambios. Se descubrié que las deficiencias en la funcién cerebral observadas en el sindrome del cromosoma X fragil
y el autismo son resultado de deficiencias en el control de la plasticidad de las conexiones entre las neuronas que se
median por cambios en la densidad de las espinas. Los factores neurotréficos, tales como BDNF, aumentan en el
autismo, por lo tanto, aumentando potencialmente la densidad de las espinas. En el sindrome del cromosoma X
fragil, una pérdida de FRMP da como resultado un fallo de LTD vy, por lo tanto, un fallo en la induccién de la poda
sinaptica o la reduccién apropiada en la densidad de las espinas. Por lo tanto, se sugiere que las deficiencias de la
funcién cerebral en el autismo y el sindrome del cromosoma X fragil surgen de una induccién inadecuada de
aumento en la densidad de las espinas, o un fallo en la disminucidn de la densidad de las espinas.

La induccién de la densidad de las espinas se basa en la activacion de la cinasa regulada por la sefial extracelular
(ERK). Se requiere la induccion de ERK para el inicio de la activacion de factores de transcripcion y la sintesis de
proteinas en el mantenimiento de LTP y la generacion de espinas dendriticas. La figura 1 muestra la actividad
subyacente de la ruta se sefializacion intracelular de ERK en relacién con esta funcion y la plasticidad y conectividad
neuronal.

Se ha estudiado la funcidon de ERK en el sindrome del cromosoma X fragil. Varios estudios que usan tejido neuronal
y periférico de un modelo de ratén transgénico de sindrome del cromosoma X fragil (el raton KO fmrl) y tejido
periférico de pacientes de SXF han investigado la fosforilacion de ERK. Hou y col. (Hou, Antion, Hu y col. Neuron.
Vol. 51 2006 pags. 441-454) mostraron que la fosforilacion de ERK observada después de la estimulacion del
receptor de glutamato metabotropico (mGIuR) en animales de control estaba ausente. Esta ausencia de fosforilacion
de ERK inducida por estimulacién se replicé por Kim y col. (Kim SH, Markham JA, Weiler 13, Greenough WT. Proc
Natl Acad Sci USA. Vol. 105 2008 pags. 4429-4434) que indicd una ausencia de fosforilacion de ERK inducida por
estimulacién en sinaptoneurosomas corticales de ratones KO fmrl. De hecho, en este estudio, la estimulacion
mediada por mGIuR indujo una desfosforilacion persistente de ERK, mediada por una activacion inapropiada de
fosfatasas. Esta induccion deficiente de fosforilacion de ERK en un cerebro de raton KO fmrl se replico y se
extendié por Weng y col. (Weng N, Weiler IJ, Sumis A, Berry-Kravis E, Greenough WT. Am J Med Genet B
Neuropsychiatr Genet. Vol. 147B 2008 pags. 1253-1257) que indicaron que la fosforilacion de ERK estimulada se
alter6 en el tejido periférico de ratones KO fmrl y en pacientes de SXF. En general, estos datos implicaran que los
niveles de ERK fosforilada se agotan en el sindrome del cromosoma X fréagil.

La prediccién anterior de que la fosforilacion de ERK debe reducirse en el sindrome del cromosoma X fragil que no
se ha ensayado en tejido de cerebro de pacientes con esta afeccidon. Por consiguiente, se examind el tejido cerebral
humano post mortem de pacientes de SXF y FXTAS con respecto a los niveles de ERK fosforilada.
Sorprendentemente, los niveles de ERK fosforilada aumentaron al visualizarse usando tincién inmunohistoquimica
(figura 2). Se us6 un analisis de transferencia de Western para confirmar este hallazgo (figura 3). Dado que el
sindrome del cromosoma X fragil y el autismo parecen superponerse en cuanto a los sintomas que presentan y, en
algunos casos, con respecto a la estructura dendritica de las neuronas, también se investigd un cerebro autista
(figura 4). Los niveles de ERK también aumentan en autismo, como se predice por un modelo de estos trastornos en
el que se ha producido una induccidn inapropiada de aumentos en la densidad de las espinas.

Los datos mostrados en los ejemplos sugieren que la actividad de ERK se aumenta anormalmente en el cerebro en
el sindrome del cromosoma X fragil y al menos un subconjunto de pacientes con autismo. Ademas, este aumento
anormal en la actividad de ERK es una ruta comun final dentro de las neuronas donde los factores que inducen la
enfermedad, tales como una pérdida de FMRP, polimorfismos genéticos en las cadherinas y los factores
ambientales que aumentan los niveles de citocina y neurotrofina se traducen en cambios anormales en la densidad
de las espinas. A su vez, la densidad alterada de las espinas da como resultado una plasticidad anormal alterada vy,
por lo tanto, deficiencias en la funcion cerebral.
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Se descubrié que la inhibicion de la actividad de ERK en exceso, mejorada o anormalmente alta invierte los
sintomas del sindrome del cromosoma X fragil y algunos casos del autismo. A modo de ejemplo, el efecto de la
inhibicion se investigd en ratones KO fmrl. Como casos pediatricos de sindrome del cromosoma X fragil, los ratones
KO fmrl jovenes estan predispuestos a la epilepsia. Una predisposiciéon a la epilepsia también es comun en el
autismo. Por lo tanto, se investigé la actividad convulsiva audiégena en ratones KO fmrl en presencia de tratamiento
con solucidén vehiculo de control o el compuesto SL 327. SL 327 es un inhibidor potente y selectivo de MEK. Dado
gue MEK es un activador aguas arriba de ERK, la inhibiciébn con SL327 disminuird la actividad de ERK. SL327
antagonizé notablemente el desarrollo de convulsiones audiégenas en ratones KO fmrl, por ejemplo, la actividad
convulsiva se impidié completamente por la administracion de este compuesto.

Sin desear quedar ligando a la teoria, se cree que la inhibicion de ERK, directamente o a través de la modulacion de
sus elementos de control aguas arriba o abajo, impedira una regulacién anormal de la plasticidad neuronal causada
por anomalias genéticas o la interaccién entre la anomalia genética y estimulos ambientales en el sindrome del
cromosoma X fragil y autismo. Por consiguiente, pueden usarse moduladores de la funcién de ERK neuronal para
restaurar la funcion correcta en el autismo y el sindrome del cromosoma X fragil y asi reducir los sintomas de estos
trastornos. Un tratamiento para estos tipos de trastornos puede ser uno que desactive el aumento de la funcion de
ERK observada en el sindrome del cromosoma X fragil o el autismo.

Por lo tanto, un aspecto de la solicitud se refiere a composiciones y métodos de tratamiento de un sujeto en riesgo
de o0 que se sospecha que tiene sindrome del cromosoma X fragil o trastornos del espectro autista asociados a
anomalias de ERK administrando al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto inhibidor de ERK,
gue evita anomalias en la conectividad neuronal. El compuesto inhibidor de ERK puede incluir cualquier compuesto
gue actue sobre las rutas de sefializacion que implican ERK y que evitan anomalias en la conectividad neuronal.

En algunas realizaciones de la solicitud, el compuesto inhibidor de ERK puede incluir inhibidores indirectos de MAPK
gue actlan a través de MEK, tales como inhibidores de MEK. Los ejemplos de inhibidores de MEK pueden incluir 2-
(2-amino-3-metoxifenil)-4H-cromen-4-ona (PD98059) (Romerio y Zella FASEB J. Vol. 16 2002 pags. 1680-1682),
(2Z,32)-bis{amino[(2-aminofenil)sulfanilimetilideno}butanodinitrilo (U0126) (Duncia y col. Bioorg Med Chem Lett. Vol.
8 1998 pags. 2839-2844), 5-[(4-bromo-2-clorofenil)amino]-4-fluoro-N-(2-hidroxietoxi)-1-metil-1H-bencimidazol-6-
carboxamida (AZD6244 (ARRY-142886)) (Yeh y col. Clin Cancer Res vol. 13 2007 pags. 1576-1583), 2-[(2-fluoro-4-
yodofenil)amino]-N-(2-hidroxietoxi)-1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-carboxamida (o0 2-(4-cloro-2-fluoro-anilino)-
N-(2-hidroxietoxi)-1,5-dimetil-6-oxo-piridin-3-carboxamida) AZD8330 (ARRY-424704) (Chung y col. Clin Cancer Res.
Vol. 15 2009 péags. 3050-3057), 2-[(2-cloro-4-yodofenil)amino]-N-(ciclopropilmetoxi)-3,4-difluorobenzamida (CI-1040)
(LoRusso y col. (2005) J Clin Oncol vol. 23 2005 pags. 5281-5293), (3R,4R)-4-(3,4-Dimetoxibencil)-3-(4-hidroxi-3-
metoxibencil)dihidrofuran-2(3H)-ona (Arctigenin) (Jang y col. J. Neurosci. Res. vol 68 2002 pags. 233-240), (22)-3-
amino-3-[(4-aminofenil)sulfanil]-2-[2-(trifluorometil)fenil]prop-2-enenitrilo (SL327) (Wang y col. J. Pharmacol. Exp.
Ther. vol. 304 2003 pags. 172-178), y alcohol perilico o [(4S)-4-(prop-1-en-2-il)ciclohex-1-en-1-iljmetanol, que es un
inhibidor de MEK (Clark y col. Clin Canc Res 9 2003 pags. 4494-4505).

Los ejemplos adicionales de inhibidores de MEK pueden incluir U0125 (1,4-Diamino-2,3-diciano-1,4-
bis(feniltio)butadieno), PD 0325901, AS703026, ARRY-438162, GDC-0973, GSK1120212, RO4987655, RDEA119,
TAK-733, E6201, CI-1040, PD 318088, PD 0316684, PD 0188563, PD 169842, PD 0335676, PD 0184264,
PD184352, ARRY-509, AR-00241389, GC63, G8935, Isotiazol, LL,Z-1640, Hpotemicina, L-783.277, 10-Z-
Himenialdisina, RO-09-2210, 87-250940, XL-518, AR119, AS-701173, AS-701255, 360770-54-3, NAMI-A, (2-hidroxi-
etoxi)-amida del acido 6-(4-Bromo-2-cloro-fenilamino)-7-fluoro-3 (tetrahidro-piran-2-ilmetil)-3H-benzoimidazol-5-
carboxilico, 1-[6-(4-Bromo-2-cloro-fenilamino)-7-fluoro-3-metil-3H-benzoimidazol-5-il]-2-hidroxi-etanona, (2-hidroxi-
1,1 -dimetil-etoxi)-amida del acido 6-(4-bromo-2-cloro-fenilamino)-7-fluoro-3-metil-3H-benzoimidazol-5-carboxilico,
(2-hidroxi-etoxi)-amida del acido 6-(4-Bromo-2-cloro-fenilamino)-7-fluoro-3-(tetrahidro-furan-2-ilmetil)-3H-
benzoimidazol-5-carboxilico, (2-hidroxi-etoxi)-amida del acido 6-(4-Bromo-2-fluoro-fenilamino)-7-fluoro-3 metil-3H-
benzoimidazol-5-carboxilico y (2-hidroxietoxi)-amida del acido 6-(2,4-Dicloro-fenilamino)-7-fluoro-3-metil 3H-
benzoimidazol-5-carboxilico, (2-hidroxi-etoxi)-amida del acido 6-(4-Bromo-2-cloro-fenilamino)-7-fluoro-3 metil-3H-
benzoimidazol-5-carboxilico, denominado en lo sucesivo en el presente documento como inhibidor de MEK 1; 2-[(2-
fluoro-4-yodofenil)amino]-N-(2-hidroxietoxi)-1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-carboxamida; denominada en lo
sucesivo en el presente documento como inhibidor de MEK 2; 4-(4-bromo-2-fluorofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-1,5-
dimetil-6-ox0-1,6-dihidropiridazin-3-carboxamida, 4-(4-Bromo-2-fluorofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-1,5-dimetil-6-oxo-
1,6-dihidropiridazin-3-carboxamida, (2-hidroxi-etoxi)-amida del &cido 6-(4-Bromo-2-cloro-fenilamino)-7-fluoro-3-metil-
3H-benzoimidazol-5-carboxilico, 2-(2-fluoro-4-yodofenilamino)-N-(2-hidroxietoxi)-1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-
3-carboxamida, dihidrogenofosfato de 2-{[3-({4-[(5-{2-[(3-fluorofenil)amino]-2-oxoetil}-1H-pirazol-3-
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illamino]quinazolin-7-il}oxi)propil](etillamino}etilo, y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Aun otros ejemplos de inhibidores de MEK se describen en las Patentes de Estados Unidos N° 7.517.994,
7.732.616, 7.893.065, 6.147.107, 6.319.955, 7.528.166, 6.063.383, 6.703.420, 6.972.298, 7.169.816, 6.696.440,
7.235.537, 7.425.637, 5.525.625, 6.150.401, 6.346.282, 6.949.558, 6.573.044 y 6.512.010.

En otras realizaciones, el compuesto inhibidor de ERK puede incluir inhibidores de ERK. Los ejemplos de inhibidores
de ERK pueden incluir Hipericina (Romerio y Zella FASEB J. Vol. 16 2002 pags.1680-1682), 3-(3-amino-2H-
pirazolo[3,4-c]piridazin-5-il)-2-fenil-3H-pirazolo[1,5-a]piridin-8-i0 (documento FR 180204) ((Ohori y col. Biochem
Biophys Res Commun. Vol. 336 2005 pags. 357-363), N-metil-3-fenil-3-[4-(trifluorometil)fenoxi]propan-1-amina
fluoxetina (Valjent y col. Eur J Neurosci. Vol. 19 2004 pags. 1826-183) y acido 2-cloro-4-{[2-{[(2R)-1-hidroxi-3-
metilbutan-2-illamino}-9-(propan-2-il)-9H-purin-6-illamino}benzoico (purvalanol) (Knockaer y col. Oncogene. Vol. 21
2002 péags. 6413-6424).

Otros ejemplos de inhibidores de ERK pueden incluir PD173074, SC1 (Pluripotin), GW5074, BAY 43-9006, AG 99,
CAY10561, ISIS 5132, Apigenin, SP600125, SU4984, SB203580, PD169316, y/o péptidos del inhibidor de la
activacion de ERK, AG1478, 3-ciano-4-(fenoxianilno)quinolinas (tal como Wyeth-Ayerst Compuesto 14), un péptido
correspondiente a los 13 aminoacidos amino-terminales de MEK1. AUn otros ejemplos de inhibidores de ERK
incluyen composiciones de pirazol y composiciones de isoxazol, tal como se desvela en la Patente de Estados
Unidos N° 6.495.582. Aun otros ejemplos de inhibidores de ERK que pueden usarse incluyen los desvelados en la
publicacién de patente de Estados Unidos 2003/0060469 (Ludwig S. y col.); publicacién de patente de Estados
Unidos 2004/0048861 (Bemis G. y col.); y publicacién de patente de Estados Unidos 2004/0082631 (Hale M. y col.),
el inhibidor de ERK descrito en la publicacién de patente Japonesa abierta a inspeccion publica (Tokkai) N° 2005-
330265, 5-Yodotubercidina (4-amino-5-yodo-7-(B-D-ribofuranosil)pirrolo[2,3-d]-pirimidina),  3-(2-aminoetil)-5-[(4-
etoxifenil)metileno]-2,4-tiazolidinadiona.

AUn otros ejemplos de inhibidores de ERK se describen en las Patentes de Estados Unidos N° 7.517.994, 7.732.616,
7.893.065, 6.147.107, 6.319.955, 7.528.166, 6.063.383, 6.703.420, 6.972.298, 7.169.816, 6.696.440, 7.235.537,
7.425.637, 5.525.625, 6.150.401, 6.346.282, 6.949.558, 6.573.044 y 6.512.010.

Los agentes terapéuticos que se han enumerado anteriormente, o sales farmacéuticamente aceptables de los
mismos, pueden formularse en formas de dosificacién farmacéutica, junto con vehiculos farmacéuticamente
aceptables adecuados, tales como diluyentes, cargas, sales, tampones, estabilizantes, solubilizantes, etc. La forma
de dosificacion puede contener otros excipientes farmacéuticamente aceptables para modificar condiciones tales
como el pH, la osmolaridad, el sabor, la viscosidad, la esterilidad, la lipofilicidad, la solubilidad, etc.

Las formas de dosificacion adecuadas incluyen formas de dosificacion sélidas, por ejemplo, comprimidos, cdpsulas,
polvos, granulos dispersables, obleas y supositorios, incluyendo formulaciones de liberacion sostenida y liberacion
retardada.

Los polvos y comprimidos comprenderdn generalmente del 5% al 70 % de principio activo. Los vehiculos y
excipientes solidos adecuados se conocen generalmente en la técnica e incluyen, por ejemplo, carbonato de
magnesio, estearato de magnesio, talco, azlcar, lactosa, etc. Los comprimidos, polvos, obleas y capsulas son todos
formas de dosificacion adecuadas para administracion oral.

Las formas de dosificacion liquidas incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones. Las preparaciones de forma
liquida pueden administrarse por via intravenosa, intracerebral, intraperitoneal, parenteral o inyeccion intramuscular
o infusion. Las formulaciones inyectables estériles pueden comprender una solucién o suspensién estéril del agente
activo en un disolvente o disolvente farmacéuticamente aceptable no téxico. Los diluyentes y disolventes pueden
incluir agua estéril, soluciéon de Ringer y solucion de cloruro sédico isoténica, etc. Las formas de dosificacion liquida
también incluyen soluciones o pulverizaciones para administracion intranasal.

Las preparaciones en aerosol para inhalacion pueden incluir soluciones y sélidos en forma de polvo, que pueden
combinarse con un vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como un gas comprimido inerte.

También se incluyen formas de dosificacién para administracién transdérmica, incluyendo cremas, lociones,

aerosoles y/o emulsiones. Estas formas de dosificacién pueden incluirse en parches transdérmicos del tipo matriz o
reservorio, que se conocen generalmente en la técnica.
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Las preparaciones farmacéuticas pueden prepararse convencionalmente en forma de dosificacion unitaria, de
acuerdo con procedimientos convencionales de formulacion farmacéutica. La cantidad de compuesto activo por
dosis unitaria puede variarse de acuerdo con la naturaleza del compuesto activo y el régimen de dosificacion
pretendido. Generalmente, estara dentro del intervalo 0,1 mg a 1000 mg.

El compuesto inhibidor de ERK puede usarse en solitario, es decir, como una monoterapia, 0 en combinaciéon con
uno o mas de los compuestos usados actualmente como aprobados o de uso no aprobado como tratamientos para
trastorno del espectro autista, como terapia adyuvante. El uno o mas compuestos usados actualmente que pueden
usarse junto con el compuesto inhibidor de ERK pueden seleccionarse entre el grupo que consiste en un
antidepresivo, un antipsicotico, un estimulante y otros medicamentos, y se selecciona preferiblemente entre
risperidona (RISPERDAL), aripiprazol (ABILIFY), citalopram (CELEXA), escitalopram (LEXAPRO), (sertralina
(ZOLOFT), metilfenidato (RITALIN), atomoxetina (STRATTEA), memantina (NAMENDA) o minociclina (MINOCIN).

El compuesto inhibidor de ERK puede usarse en la preparacion de un medicamento para el tratamiento del sindrome
del cromosoma X fragil o trastorno del espectro autista. Un medicamento como se describe en el presente
documento puede incluir uno de los farmacos adyuvantes que se han mencionado anteriormente.

En uso terapéutico, el compuesto activo puede administrarse por via oral, rectal, parenteral o por inhalacion
(administracion pulmonar). Se prefiere la administracion oral, particularmente para administracion a pacientes
pediatricos o adolescentes. Por lo tanto, los medicamentos descritos en el presente documento pueden adoptar la
forma de cualquiera de las composiciones farmacéuticas conocidas para dichos métodos de administracién. Las
composiciones pueden formularse de una manera conocida por los expertos en la técnica para dar una liberacién
controlada, por ejemplo, liberacion rapida, prolongada o sostenida, del principio o principios activos incluidos en el
medicamento para su uso en el presente documento.

Si el compuesto inhibidor de ERK se proporciona como una terapia adyuvante o como terapia de combinacion a otro
farmaco, el compuesto inhibidor de ERK y el otro farmaco pueden incorporarse como formas de dosificacion
separadas o pueden formularse en una unica forma de dosificacion. Ya se formulen como formas de dosificacion
separadas o combinadas, puede ser beneficioso facilitar una liberacion simultanea, secuencial o prolongada de los
diferentes farmacos en el sistema del paciente. Por lo tanto, una forma de dosificacion individual se formulara para
una liberacion controlada de los principios activos por una técnica de formulacién conocida convencionalmente en la
técnica, mientras que las formas de dosificacion separadas pueden administrarse de acuerdo con un régimen de
dosificacion secuencial, es decir, gradual. Ademas, incluso si el medicamento Gnicamente comprende un compuesto
de inhibicién de MAPK como su compuesto activo, no obstante, puede desearse formular el medicamento para su
liberacion controlada en el paciente, de nuevo de acuerdo con técnicas de formulacion convencionales conocidas en
la técnica.

Se conocen en la técnica vehiculos farmacéuticamente aceptables adecuados para su uso en dichas
composiciones. Los medicamentos usados en la invencién pueden contener del 0,1 al 99 % en peso del compuesto
activo y tipicamente contienen proporciones de compuesto activo formuladas de acuerdo con niveles activos
estandarizados para diferentes tipos de pacientes y/o diferentes fuerzas de medicamento dependiendo del régimen
de dosificacién deseado.

Los medicamentos pueden prepararse generalmente en forma de dosificacion unitaria. Una dosis unitaria
comprende uno o mas principios activos en una cantidad de 0,1 a 1000 mg. Los excipientes usados en la
preparaciéon de estos medicamentos pueden ser excipientes convencionales conocidos en la técnica para este fin.
Los niveles de dosificacion apropiados pueden determinarse por cualquier método adecuado conocido por un
experto en la técnica. Sin embargo, se entendera que el nivel de dosis especifico para cualquier paciente particular
dependera de una diversidad de factores, incluyendo la actividad del compuesto especifico empleado, la edad, el
peso corporal, la salud general, el sexo, la dieta, el tiempo de administracion, la via de administracion, la tasa de
excrecion, la combinacién de farmacos y la gravedad de la enfermedad que se encuentra en tratamiento.

Convenientemente, el medicamento descrito en el presente documento, ya sea que comprende un compuesto
inhibidor de ERK en solitario o junto con otros farmacos, se proporciona en forma de un kit que incluye el
medicamento e instrucciones del medicamento que se va a usar para el tratamiento de uno o mas trastornos del
espectro autista y, preferiblemente, trastorno autista, sindrome de Asperger o trastorno generalizado del desarrollo
no especificado, o sindrome del cromosoma X fragil. Si el medicamento comprende el compuesto inhibidor de ERK y
uno o mas farmacos adicionales en formas de dosificacion separadas, las instrucciones proporcionan detalles del
régimen de dosificacion que se va a emplear.
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La invencion se ilustra adicionalmente mediante el siguiente ejemplo:

Ejemplo 1

Nuevos estudios en animales sugieren que el control deficiente de la fosforilacion de ERK tiene importancia
patologica en SXF. En este ejemplo, se ensay0 el efecto de un inhibidor de MEK sobre la conducta de ratones KO
Fmrl, confirmando la funcion de MEK sobre la fosforilacion de ERK. Sin embargo, dado que la regulacion de las
rutas de sefializacion intracelular puede diferir de acuerdo con la especie y el tejido, es importante determinar si la
fosforilacién de ERK es anormal en el tejido cerebral de pacientes con SXF y FXTAS. Dada la importancia potencial
de este proceso en dilucidar importantes marcadores patoldgicos y el desarrollo de dianas terapéuticas para el SXF,
cabe sefialar que se trata del primer examen de fosforilacién de ERK alterada en tejido cerebral humano.

Métodos

Tejido

La investigacion de rutas de ERK humana se realiz6 en pacientes de sindrome del cromosoma X fragil de 9, 20, 22,
23, 62 y 86 afios con un diagndstico conformado por pruebas moleculares (Tabla 1). También se usaron sujetos con

una premutacion del gen FMR1 de 70, 72 y 81 edades (Tabla 1). Para el autismo, se usaron casos pediatricos de 9y
11 afios. Los andlisis se realizaron en las neuronas y la glia en la materia blanca y el hipocampo.

Tabla 1 Casos de sindrome del cromosoma X fragil y FXTAS

Diagndstico | Edad (a) | Fijadas | Congeladas | Género
Control 8 Si M
Control 9 Si F
Control 14 Si M
Control 21 Si M
Control 32 Si F
Control 42 Si M
Control 65 Si F
Control 68 Si M
Control 74 Si M
Control 75 Si F
Control 81 Si M
SXF 10 Si Si M
SXF 22 Si M
SXF 23 Si Si M
SXF 63 Si Si M
SXF 86 Si M
Premutacién 70 Si M
Premutacién 72 Si Si M
Premutacion 81 Si M

Para este ejemplo, se obtuvieron muestras fijadas en formalina de tejido cerebral que incluia areas del hipocampo
de 4 casos de X fragil y un caso de FXTAS del Banco de tejidos cerebrales y otros tejidos para trastornos del
desarrollo de NICHD en la University of Mariland. Ademas, se obtuvieron al mismo tiempo muestras emparejadas en
edad de la misma fuente. El tejido se embebi6 en parafina y se cortaron secciones de 6 um para la evaluacién
inmunohistoquimica. También se proporcioné por la University of Mariland una serie de muestras corticales frontales
congeladas de 4 casos de SXF y 3 casos de FXTAS y muestras de control emparejadas en edad. Se obtuvo tejido
cortical adicional de individuos de control de los University Hospitals of Cleveland usando un protocolo IRB
aprobado. La Tabla 1 proporciona informacién de casos mas detallada para las muestras usadas en este estudio.

Se realizaron estudios inmunohistoquimicos en las secciones embebidas en parafina usando el método de
peroxidasa-anti-peroxidasa (Sternberger y col. Proc Natl Acad Sci U S A. Vol. 82 1985 pags. 4274-4276). En primer
lugar, las secciones se desparafinaron a través de 2 cambios de xileno y después se rehidrataron a través de una
serie de soluciones de etanol graduado del 100 % al 50 % de etanol. Las secciones se incubaron en una solucion al
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3 % de H,0, durante 30 min para reducir cualquier actividad de peroxidasa enddgena. Finalmente, se pusieron en
solucidn salina tamponada con Tris (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, pH = 7,6). Después de una incubacién de 30 min en
suero de cabra normal al 10 % (NGS) en TBS, se aplicd un anticuerpo primario durante 16 horas. Después de
aclarar en NGS al 1 %, y posteriormente durante 10 min en NGS al 10 %, se aplicé un anticuerpo secundario de
cabra anti-ratén o de cabra anti-conejo durante 30 min. Después de aclarar como anteriormente, se aplicé un
complejo de peroxidasa-anti-peroxidasa de ratén o conejo durante 1 h. Los portamuestras se aclararon 2 veces en
cubetas de tincién de tampon Tris (Tris 50 mM, pH 7,6) y desarrollo por 3'-3'-diaminobenzidina (Dako). Después de
la tincion, las secciones se aclararon en Tris, se deshidrataron a través de etanoles con respecto a xileno y se
montaron con Permount.

Para el andlisis de transferencia de Western, la materia gris de las muestras de corteza congeladas se homogeneizé
en 1 x tampodn de lisis celular (Cell Signaling) con la adicion de cdcteles de inhibidores de proteasa (Sigma) y PMSF
(1 mM). La concentracion de proteinas del homogenado total se midi6 usando el ensayo BCA (Pierce). La
electroforesis en gel de poliacrilamida usando geles al 10 % se realizd usando 30 pg de proteina por pocillo, y las
proteinas se transfirieron a Immobilon (Millipore). Después del bloqueo en leche en polvo al 10 %, se aplicaron
anticuerpos primarios durante 16 horas a 4 °C, después se aclard 5 veces en TBS con Tween-20 al 0,1 % (Sigma).
Se aplicaron anticuerpos secundarios marcados con peroxidasa durante 1 hora a TA, las transferencias de aclararon
en TBS-Tween como anteriormente y se desarrollaron quimioluminiscencia mejorada (Millipore) y se expusieron a
una pelicula (BioExpress). Se usaron anticuerpos frente a ERK total (Cell signaling) y ERK 42/44 doblemente
fosforilado (Cell Signaling). Se usé actina como control de carga.

Estudios de farmacos

Se criaron ratones knockout fmrl macho y se sometieron a pruebas a los 21 dias de edad. Todos los ratones se
aclimataron al entorno, se examinaron, se manipularon y se pesaron antes del inicio del estudio para asegurar una
salud e idoneidad adecuadas y para minimizar el estrés no especifico asociado a la manipulacion. Durante el
transcurso del estudio, se mantuvieron ciclos de luz/oscuridad 12/12. La temperatura ambiente se mantuvo entre
20 °C y 23 °C con una humedad relativa mantenida aproximadamente al 50 %. Se proporcionaron comida y agua ad
libitum durante la duracién del estudio. Cada ratdén se asigné aleatoriamente a los grupos de tratamiento. El ensayo
se realizd durante la fase de ciclo de luz de los animales. Se disolvié SL327 (Sigma Aldrich, 400 mg/kg) en Tween80
al 5 % y solucién salina y se administré i.p. a un volumen de dosis de 10 ml/kg 30 min antes del ensayo. Los ratones
se pusieron individualmente en una camara de Plexiglas y se dej6é que la explorasen durante 15 s después de lo cual
se expusieron a un tono de 125 dB durante 2 minutos seguido de 1 minuto sin ningln sonido, y después un tono
adicional de 2 minutos. Los ratones se puntuaron en base a su respuesta, latencia e intensidad convulsiva:

0: sin respuesta 3: convulsiones clénico-tonicas
1. carreraysaltoaloloco 4: convulsiones ténicas
2. convulsiones clénicas 5: paro respiratorio

A los animales que no mostraron ninguna respuesta se les dio escalas de latencia de 240 s.
Resultados

En el cerebro, se indicé la localizacion nuclear especifica de pERK en casos de SXF y FXTAS. Los nucleos de las
células gliales y las células neuronales mostraron inmunorreactividad a pERK tanto en la materia blanca como la
materia gris, predominando la tincién glial. Se observaron nimeros variables de estructuras positivas a pERK en los
casos de mutacion pero pERK fue virtualmente indetectable en casos de control emparejados en edad (figura 2). En
algunos de los casos anteriores diagnosticados con FXTAS, algunas neuronas piramidales tenian distinta
degeneracion granulovacuolar que prevalece en enfermedad de Alzheimer y comdn en algunas neuronas en
individuos ancianos no dementes (Recuadro figura 2).

Ademas, el analisis por transferencia de western mostré que Erk1/2 total no fue diferente entre los casos de control y
los que tenian mutacién (figura 3). Sin embargo, fosfo-p44/42 Erk1/2, mostr6 una acumulacion significativa en los
casos de SXF, mientras que los controles jévenes emparejados en edad no mostraron ninguna (figura 2B). En el
FXTAS, algunos casos mostraron niveles aumentados de fosfo-p44/42 Erk1/2, asi como algunos de los individuos
ancianos sin la mutacién. Este Ultimo cambio en los controles puede estar relacionado con el desarrollo de una
patologia tipo EA presente en los individuos de control mas mayores. La cuantificacion de las bandas de proteinas
especificas mostré niveles significativamente mayores de fosfo-p44/42 Erk1/2 en casos de SXF (p<0,0001) y en
FXTAS (p<0,0001) (figura 2).
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El tratamiento con SL327 dio como resultado una ausencia de cualquier actividad convulsiva audidégena (figura 5A).
Los efectos de SL327 sobre la latencia de aparicion de convulsiones se muestran en la figura 5B. El andlisis ANOVA
descubrié un efecto del tratamiento significativo. SL327 aumenté significativamente la latencia de convulsiones en
comparacién con su vehiculo. Dado que SL327 dio como resultado una ausencia completa de convulsiones en todos
los ratones durante el ensayo, se dio una latencia de 240 s. Los efectos de SL327 sobre la tasa de supervivencia se
muestran en la figura 5C. Todos los ratones que recibieron SL327 sobrevivieron. Los efectos de SL327 sobre la
escala de convulsiones media se muestran en la figura 5D. Los ratones tratados con SL327 mostraron una escala de
convulsiones significativamente menor que los ratones tratados con vehiculo. Ademas de la ausencia de
convulsiones (puntuacién 2, 3 y 4) y paro respiratorio (puntuacion 5), los ratones tratados con SL327 también
mostraron una ausencia de carrera y salto a lo loco (puntuacién 1). Por consiguiente, todos los ratones recibieron
una puntuacién de "0" durante la duracion del ensayo.

Ejemplo 2

Este Ejemplo muestra las propiedades anticonvulsivas potenciales de alcohol perilico en el ensayo de convulsiones
audiégenas en ratones knockout FMRI.

El compuesto de referencia MPEP, un antagonista del receptor mGluRs, y alcohol perilico (25 y 50 mg/kg) retrasaron
significativamente la aparicibn de convulsiones audidégenas y paro respiratorio, y atenuaron la escala de
convulsiones global.

MATERIAL Y METODOS

Animales

Se criaron ratones knockout FMRI macho en PsychoGenies y se sometieron a pruebas a los 21 dias. Todos los
ratones se aclimataron al entorno, se examinaron, se manipularon y se pesaron antes del inicio del estudio para
asegurar una salud e idoneidad adecuadas y para minimizar el estrés no especifico asociado a la manipulacion.
Durante el transcurso del estudio, se mantuvieron ciclos de luz/oscuridad 12/12. La temperatura ambiente se
mantuvo entre 20 °C y 23 °C con una humedad relativa mantenida aproximadamente al 50 %. Se proporcionaron
comida y agua ad libitum durante la duracion del estudio. Cada raton se asigné aleatoriamente a los grupos de
tratamiento. El ensayo se realiz6 durante la fase de ciclo de luz de los animales.

Farmacos

Se usaron los siguientes compuestos. Todos los compuestos se administraron i.p. a un volumen de dosis de
10 ml/kg:

- Se disolvio MPEP HCI (TRC, Lote 10B/95104; 30 mg/kg) en una solucion salina inyectable estéril y se
administré 30 min antes del ensayo.

- Se disolvié alcohol perilico (Sigma Aldrich, Lote nla; 25 y 50 mg/kg) en aceite de soja y se administro
60 min antes del ensayo.

- No se observé ningun signo clinico ni toxicidad durante el tratamiento previo o el ensayo

Métodos: Convulsiones audiégenas

Los ratones se sometieron a pruebas a los 21 dias de edad y se trataron previamente con vehiculo o compuesto de
ensayo 30 minutos antes del ensayo. Los ratones se pusieron individualmente en una camara de Plexiglas y se dejo
gue explorasen durante 15 s, después de lo cual se expusieron a un tono de 125 dB durante 2 minutos, seguido de
1 minuto sin sonido, y después un tono adicional de 2 minutos. Los ratones se puntuaron en base a su respuesta,
latencia e intensidad convulsiva:

0: sin respuesta 3: convulsiones clénico-tonicas
1. carreraysaltoaloloco 4: convulsiones tonicas
2. convulsiones clénicas 5: paro respiratorio

A los animales que no mostraron respuesta alguna se les dio puntuaciones de latencia de 240 s para los fines de
analisis de datos.
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Andlisis estadistico

Los datos se analizaron por analisis de varianza (ANOVA) seguido de comparaciones post-hoc con pruebas de
Fisher cuando fue apropiado. Un efecto se considerd significativo si p < 0,05. Los datos se presentan como la media
+ error estandar de la media.

RESULTADOS

Latencia de convulsiones

Los efectos de MPEP y alcohol perilico sobre la latencia de aparicion de convulsiones se muestran en la figura 6. El
anélisis ANOVA descubrio un efecto del tratamiento significativo. Un andlisis post hoc mostré que MPEP y alcohol
perilico (25 y 50 mg/kg) aumentaron la latencia de convulsiones en comparacion con el vehiculo respectivo.

Latencia del paro respiratorio

Los efectos de MPEP y alcohol perilico sobre la latencia del paro respiratorio (y posterior muerte) se muestran en la
figura 7. El analisis ANOVA descubrié un efecto del tratamiento significativo. El andlisis post hoc descubrié que
MPEP vy alcohol perilico (25 y 50 mg/kg) prolongaron significativamente la latencia del paro respiratorio en
comparacién con el vehiculo respectivo. Los ratones tratados con MPEP (30 mg/kg) no mostraron dificultad
respiratoria durante los ensayos y, por lo tanto, a todos se les dio una latencia de 240 s.

Escala de convulsiones media

Los efectos de MPEP y alcohol perilico sobre la escala de convulsiones media se muestran en la figura 8. El analisis
ANOVA descubri6 un efecto del tratamiento significativo. Un analisis post hoc mostré que, en comparaciéon con el
vehiculo, MPEP y alcohol perilico (25 y 50 mg/kg) redujeron significativamente la escala de convulsiones.
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REIVINDICACIONES

1. Compuestos inhibidores de ERK en solitario o en combinacion que evitan anomalias en la
conectividad neuronal; o una sal farmacéuticamente aceptable y/o uno o méas estereoisémeros de los mismos; para
su uso en el tratamiento de sindrome del cromosoma X fragil o trastornos del espectro autista asociados a
anomalias de ERK, en los que el inhibidor de ERK se selecciona entre el grupo que consiste en 2-(2-amino-3-
metoxifenil)-4H-cromen-4-ona, (2Z,3Z)-bis{amino[(2-aminofenil)sulfanilimetilideno}butanodinitrilo,  5-[(4-bromo-2-
clorofenil)amino]-4-fluoro-N-(2-hidroxietoxi)-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida, 2-[(2-fluoro-4-yodofenil)amino]-
N-(2-hidroxietoxi)-1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-carboxamida,  2-(4-cloro-2-fluoro-anilino)-N-(2-hidroxietoxi)-
1,5-dimetil-6-oxo-piridin-3-carboxamida, 2-[(2-cloro-4-yodofenil)amino]-N-(ciclopropilmetoxi)-3,4-difluorobenzamida,
(3R,4R)-4-(3,4-Dimetoxibencil)-3-(4-hidroxi-3-metoxibencil)dihidrofuran-2(3H)-ona, (22)-3-amino-3-[(4-
aminofenil)sulfanil]-2-[2-(trifluorometil)fenil]prop-2-enenitrilo, hipericina, 3-(3-amino-2H-pirazolo[3,4-c]piridazin-5-il)-2-
fenil-3H-pirazolo[ 1,5-a]piridin-8-i0, y acido 2-cloro-4-{[2-{[(2R)-1-hidroxi-3-metilbutan-2-iljamino}-9-(propan-2-il)-9H-
purin-6-illamino}benzoico.

2. Compuestos inhibidores de ERK para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en los que el
compuesto inhibidor de ERK es un inhibidor de ERK seleccionado entre el grupo que consiste en hipericina, 3-(3-
amino-2H-pirazolo[3,4-c]piridazin-5-il)-2-fenil-3H-pirazolo[1,5-a]piridin-8-i0 y &cido 2-cloro-4-{[2-{[(2R)-1-hidroxi-3-
metilbutan-2-illamino}-9-(propan-2-il)-9H-purin-6-illamino}benzoico, o0 uno 0 més estereoisémeros de los mismos.

3. Compuestos inhibidores de ERK para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1y 2, en los que el
compuesto inhibidor de ERK esta en forma de uno o mas de sus estereoisémeros.

4. Compuestos inhibidores de ERK para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 3, en los que el
compuesto inhibidor de ERK se incluye en un medicamento junto con al menos un antidepresivo, un antipsicotico, un
estimulante y otros medicamentos

5. Compuestos inhibidores de ERK para su uso de acuerdo con la reivindicacion 4, en los que el
compuesto ERK se incluye en un medicamento junto con al menos uno de risperidona, aripiprazol, citalopram,
escitalopram, sertralina, metilfenidato, atomoxetina, memantina o minociclina.

6. Compuestos inhibidores de ERK para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 5, en los que el
compuesto estd comprendido en un medicamento que estd en una forma farmacéuticamente aceptable
seleccionada entre el grupo que consiste en comprimidos, trociscos, grageas, suspensiones acuosas Yy oleosas,
polvos y granulos dispersables, emulsiones, capsulas duras y blandas, jarabes y elixires.

7. Compuestos inhibidores de ERK para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 5, en los que el
compuesto esta comprendido en un medicamento que se formula para una liberacién prolongada en un sujeto.

8. Compuestos inhibidores de ERK para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 7, en los que el
trastorno del espectro autista se selecciona entre trastorno autista, sindrome de Asperger o trastorno generalizado
del desarrollo no especificado.

9. Uso de compuestos inhibidores de ERK en solitario 0 en combinacién que evitan anomalias en la
conectividad neuronal; o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos; en la preparacion de un medicamento
para el tratamiento de sindrome del cromosoma X fragil o trastornos del espectro autista asociados a anomalias de
ERK, en el que el inhibidor de ERK se selecciona entre el grupo que consiste en 2-(2-amino-3-metoxifenil)-4H-
cromen-4-ona, (2Z,3Z)-bis{amino[(2-aminofenil)sulfanillmetilideno}butanodinitrilo, 5-[(4-bromo-2-clorofenil)amino]-4-
fluoro-N-(2-hidroxietoxi)-1-metil-1H-bencimidazol-6-carboxamida,  2-[(2-fluoro-4-yodofenil)amino]-N-(2-hidroxietoxi)-
1,5-dimetil-6-oxo-1,6-dihidropiridin-3-carboxamida, 2-(4-cloro-2-fluoro-anilino)-N-(2-hidroxietoxi)-1,5-dimetil-6-oxo-
piridin-3-carboxamida, 2-[(2-cloro-4-yodofenil)amino]-N-(ciclopropilmetoxi)-3,4-difluorobenzamida, (3R,4R)-4-(3,4-
Dimetoxibencil)-3-(4-hidroxi-3-metoxibencil)dihidrofuran-2(3H)-ona, (22)-3-amino-3-[(4-aminofenil)sulfanil]-2-[2-
(trifluorometil)fenillprop-2-enenitrilo,  hipericina, 3-(3-amino-2H-pirazolo[3,4-c]piridazin-5-il)-2-fenil-3H-pirazolo[1,5-
a]piridin-8-io, y acido 2-cloro-4-{[2-{[(2R)-1-hidroxi-3-metilbutan-2-illamino}-9-(propan-2-il)-9H-purin-6-
illamino}benzoico.
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Fig. 1

18



ES 2575995 T3

Figs. 2A-D
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Figs. 4A-G
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