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DESCRIPCION

Derivados de 1-(5-terc-butil-2-aril-pirazol-3-il)-3-[2-fluoro-4-[(3-ox0-4h-pirido[2,3-b]piracin-8-il)oxi]feniljlurea como
inhibidores raf para el tratamiento del cancer

CAMPO TECNICO

La presente invencion trata generalmente del campo de los compuestos terapéuticos. Mas especificamente, la
presente invenciéon trata de ciertos compuestos de 1-(5-terc-butil-2-aril-pirazol-3-il)-3-[2-fluoro-4-[(3-ox0-4H-
pirido[2,3-b]piracin-8-il)oxi]feniljlurea (denominados en la presente “compuestos de TBAP”) que, entre otras cosas,
inhiben RAF (p. ej., BRAF, CRAF, etc.). La presente invencién también trata de composiciones farmacéuticas que
comprenden tales compuestos, y tales compuestos y composiciones para el uso, tanto in vitro como in vivo, para
inhibir RAF (p. ej., BRAF, CRAF, etc.) y para tratar trastornos que incluyen: trastornos proliferativos; cancer
(incluyendo, p. ej., melanoma maligno, carcinoma colorrectal, adenocarcinoma pancreatico); inflamacion; trastornos
inmunoldgicos; infecciones virales; trastornos fibroticos; trastornos asociados con una forma mutada de RAF (p.
ej.,, BRAF, CRAF, etc.); trastornos mejorados por la inhibicion de RAF (p. ej., BRAF, CRAF, etc.); trastornos
mejorados por la inhibicion de BRAF mutante; trastornos mejorados por la inhibicion de BRAF y CRAF; trastornos
asociados con mutaciones de RAS y/o activacion de la ruta de MAPK; trastornos mejorados por la inhibicion de SRC,
p38, FGFRA, VEGFR-2 (KDR) y/o LCK; etc.

ANTECEDENTES

Se cita en la presente un nimero de publicaciones a fin de describir y divulgar mas a fondo la invencion y el estado
de la técnica de la que trata la invencién.

A lo largo de esta memoria descriptiva, incluyendo las reivindicaciones que siguen, a menos que el contexto requiera
otra cosa, se entendera que la palabra “comprenden” y variaciones tales como “comprende” y “que comprende”
implican la inclusién de un nimero entero o etapa o grupo de nimeros enteros o etapas indicados pero no la
exclusién de ninglin otro nimero entero o etapa o grupo de nimeros enteros o etapas.

Se debe apuntar que, segun se usa en la memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares

“un”, “uno(a)” y “el(la)” incluyen las referencias plurales a menos que el contexto dicte claramente otra cosa. Asi, por
ejemplo, la referencia a “un portado farmacéutico” incluye mezclas de dos o mas de tales portadores, y similares.

Los intervalos a menudo se expresan en la presente como de “aproximadamente” un valor particular y/o hasta
“aproximadamente” otro valor particular. Cuando se expresa tal intervalo, otra realizacion incluye desde un valor
particular y/o hasta el otro valor particular. De forma similar, cuando los valores se expresan como aproximaciones,
mediante el uso de “aproximadamente” precedente, se entendera que el valor particular forma otra realizacion.

Esta divulgacion incluye informacion que puede ser Util para comprender la presente invencion. No es una admisién
de que cualquier informacién proporcionada en la presente sea técnica anterior o pertinente para la invencion
actualmente reivindicada, o que cualquier publicacion mencionada especificamente o implicitamente sea técnica
anterior.

RAF, Trastornos Proliferativos y Cancer

Se considera generalmente que las mutaciones en los genes que controlan directamente o indirectamente el
crecimiento y la diferenciacion celular son la principal causa del cancer. Los tumores malignos se desarrollan a
través de una serie de cambios escalonados progresivos que conducen a la pérdida del control del crecimiento
caracteristica de las células cancerosas, es decir, proliferacion desregulada continua, la capacidad para invadir
tejidos circundantes, la capacidad para metastatizarse en diferentes zonas organicas, la estimulacion de la
angiogénesis, la resistencia a la apoptosis, la capacidad para evadir el sistema inmunitario, rutas metabdlicas
anormales e inflamacion local. Estudios in vitro cuidadosamente controlados han ayudado a definir los factores que
caracterizan el crecimiento de células normales y neoplasticas y han conducido a la identificacion de proteinas
especificas que controlan el crecimiento y la diferenciacién celular.

RAF es una diana aguas abajo clave para las proteinas RAS de unién a nucleétidos de guanina / GTPasa y media
en la activacion de la cascada de MAP cinasa que consiste en RAF-MEK-ERK. La ERK activada es una cinasa que
posteriormente tiene como diana un numero de proteinas responsables de mediar en, entre otras cosas, el
crecimiento, la supervivencia y las funciones de transcripcion de la ruta. Estas incluyen los factores de transcripcion
ELK1, C-JUN, la familia Ets (incluyendo Ets 1, 2 y 7) y la familia FOS. La ruta de transducciéon de senales
RAS-RAF-MEK-ERK se activa en respuesta a muchos estimulos celulares incluyendo factores de crecimiento tales
como EGF, PDGF, KGF, etc. Debido a que la ruta es una diana principal para la accion de factores de crecimiento,
se ha encontrado que la actividad de RAF-MEK-ERK se regula al alza en muchos tumores dependientes de factores.
La observacion de que aproximadamente 20% de todos los tumores han sufrido una mutacion activadora en una de
las proteinas RAS indica que la ruta es mas ampliamente importante en la tumorigénesis.
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La familia de oncogenes RAF incluye tres genes muy conservados denominados ARAF, BRAF y CRAF (también
denominado Raf-1). Los genes RAF codifican proteina cinasas que se cree que representan papeles reguladores
importantes en procesos de transduccion de sefiales que regulan la proliferacion celular. Los genes RAF codifican
proteina cinasas especificas para serina-treonina muy conservadas, que son incorporadas en la membrana
plasmatica después de la unién directa a RAS, que es el episodio iniciador en la activacion de RAF. Las proteinas
RAF son parte de una ruta de transduccion de sefiales que se cree que consiste en tirosina cinasas receptoras,
cinasas p21 RAS, RAF, Mek1 (activador de ERK, o MAPKK) y cinasas ERK (MAPK), que finalmente fosforilan varios
sustratos celulares, incluyendo factores de transcripcién. La sefalizacién a través de esta ruta puede mediar en la
diferenciacion, la proliferacion o la transformacién oncogénica en diferentes contextos celulares. Asi, se cree que las
cinasas RAF representan un papel fundamental en la ruta de transduccion de senales celular normal, acoplando una
multitud de factores de crecimiento a su efecto neto, la proliferacion celular. Debido a que las proteina RAF son
efectores aguas abajo directos de proteina RAS, se cree que las terapias dirigidas contra cinasas RAF son Utiles en
el tratamiento de tumores dependientes de RAS.

Las cinasas RAF se regulan y expresan diferencialmente. CRAF se expresa en todos los 6rganos y en todas las
lineas celulares que se han examinado. ARAF y BRAF también parecen ser ubicuas, pero se expresan lo mas
intensamente en tejidos urogenitales y cerebrales, respectivamente. Debido a que BRAF se expresa mucho en
tejidos neurales, se creyd una vez que se limitaba a estos tejidos, peso se ha encontrado desde entonces que se
expresa mas ampliamente. Aunque todas las proteinas RAF pueden unirse a RAS activa, BRAF es mas fuertemente
activada por RAS oncogénica.

BRAF es importante en el cancer, debido a que se muta en aproximadamente la mitad de los melanomas malignos y
carcinomas papilares tiroideos, 30% del cancer de ovario de baja malignidad, 15% de canceres de colon, y con
frecuencia muy alta en tricoleucemia, asi como ocurre a frecuencias menores en un nimero de otros canceres,
totalizando 7% de los canceres humanos. Véase, p. €j., hitp://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/. Un subtipo
especifico de canceres pancredticos, el carcinoma medular natural del pancreas KRAS2, presenta mutaciones de
BRAF en 30% de las muestras (véase, p. €j., Calhoun y cols., 2003). En contraste, las mutaciones de ARAFy CRAF
son muy raras en el cancer humano.

Tabla 1
Frecuencia de Mutaciones de BRAF en Diferentes Tipos de Canceres
Tipo de tumor Frecuencia Cita
Melanoma Maligno 50%
Céancer Tiroideo Papilar (PTC) Xing, 2013
PTC Convencional 45%
PTC Variante folicular 15%
PTC de células altas 80-100%
Cancer Tiroideo Anaplastico 25%
Carcinoma colorrectal 15%
Carcinomas ovaricos de baja malignidad 30%
Tricoleucemia 100% Arcaini y cols., 2012
Colangiocarcinoma 15%
Tumores del sistema nervioso 7% Schindler y cols., 2011
Astrocitomas pilociticos 9%
Ganglioglioma 18%
Xantoastrocitoma pleomérfico 66%
Mieloma mdultiple 4% Chapman y cols., 2011
Cancer de Pulmon No Microcitico 1-3%
Carcinoma medular del pancreas 30%
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Tabla 1

Frecuencia de Mutaciones de BRAF en Otras enfermedades

Histiocitosis
Histiocitosis de células de Langerhans 57% Badalian-Very y cols., 2011
Enfermedad de Erdheim-Chester 54% Haroche y cols., 2012

Se han descrito mas de 100 mutaciones diferentes en BRAF en el cancer, pero una sola mutacioén (una sustitucién

de la valina (V) por acido glutamico (E) en la posicién 600) explica aproximadamente 80% de las mutaciones de

BRAF totales en el cancer. Este mutante activa BRAF 500 veces, y permite que estimule la sefializacion constitutiva

de ERK y NFkB, estimulando la supervivencia y la proliferacion. Por consiguiente, Y*°®BRAF puede transformar

células tales como fibroblastos y melanocitos. La inhibicién de VEOEBRAF en células cancerosas inhibe la

eer(())oléferacién celular e induce apoptosis in vitro; in vivo, suprime el crecimiento de células tumorales, validando
BRAF como una diana terapéutica.

Otras mutaciones V600 BRAF identificada en melanoma son V600K, V600D y V600R (véase, p. €j., Davies y cols.,
2002; Wany cols., 2004; Longy cols., 2011; Rubinsteiny cols., 2010). Un subgrupo secundario de melanomas
también se identific6 con mutaciones de BRAF en posiciones distintas a 600. Estos mutantes de BRAF de posicion
distinta a V600 no activan necesariamente la actividad de BRAF cinasa directamente, sino que requieren la
presencia de CRAF para transactivar su sefalizacién de MAPK (véase, p. ej., Smalley y cols., 2009). En tal caso, la
inhibicién de la actividad de RAF seguiria siendo un objetivo beneficioso en el tratamiento del cancer.

De forma importante, se ha mostrado que los farmacos que inhiben BRAF mutante tales como vemurafenib
(PLX4032, RG7204, Zelboraf) (véase, p. €j., Flahertyy cols., 2010) y dabrafenib (GSK-2118436) (véase, p.
ej., Falchook y cols., 2012) pueden mediar en respuestas impresionantes en pacientes cuyos tumores expresan
BRAF oncogénica (revisado en Salamay cols., 2013). En particular, el vemurafenib ha mostrado resultados
prometedores en melanoma accionado por BRAF mutante (véanse, p. ej., Chapman y cols., 2011; Sosman y cols.,
2012). Fue aprobado en 2011 por the USA Food and Drug Administration (FDA) para el tratamiento de melanoma
metastasico o inextirpable en fase tardia por mutante de BRAF V600E, y en 2012 por la Agencia Europea del
Medicamento (EMA, por sus siglas en inglés) como monoterapia para el tratamiento de pacientes adultos con
cualquier melanoma inextirpable o metastasico positivo a mutacion BRAF V600. El dabrafenib fue aprobado por la
FDA 'y la EMA en 2013 para la misma indicacion.

Estos datos validan BRAF mutante como una diana terapéutica en el melanoma y una diana potencial para otros
canceres y enfermedades proliferativas en los que la BRAF se muta. Esta y otra evidencia sugieren que la inhibicién
de la actividad de RAF (p. ej., BRAF) seria beneficiosa en el tratamiento del cancer, y que la inhibicion de la
actividad de RAF (p. ej., BRAF) podria ser particularmente beneficiosa en los canceres que contienen una mutacién
de BRAF activada constitutivamente.

Resistencia a Inhibidores de BRAF

A pesar de ser capaz de mediar en respuestas clinicas significativas, la mayoria de los pacientes tratados con
vermurafenib y dabrafenib finalmente empeoran durante el tratamiento (véanse p. €j., Flaherty y cols., 2010;
Sosmany cols., 2012) debido a la adquisicién de resistencia que puede estar mediada por varios mecanismos
(véase, p. €j., Sullivan y cols., 2011). Por otra parte, aproximadamente 30% de los pacientes presentan resistencia
primaria y no responden a pesar de la presencia de una mutacion de BRAF (véase, p. €j., Chapman y cols., 2011).

Las mutaciones en KRAS (G12S, G12V, G12D, G12A, G12C, G13A, G13D) se han sugerido como marcadores
predictivos para identificar tumores que no son sensibles al tratamiento con inhibidores de BRAF mutante (véase, p.
ej., Hatzivassiliou y cols., 2011). La mutacién Q16K de NRAS confiere resistencia al inhibidor de BRAF vemurafenib
(véase, p. €j., Nazariany cols., 2010). De forma similar, la resistencia al tratamiento con el inhibidor de BRAF
dabrafenib es predicha por las mutaciones Q16K y A146T de la proteina NRAS (véase, p. €j., Greger y cols., 2012).
La activacion de RAS a través de mutaciones condujo a un incremento en la dimerizacion de RAF (formacion del
heterodimero de CRAF con la proteina BRAF y/o el homodimero CRAF/BRAF) con un incremento de la sefalizacion
a través de la cascada de MAPK y un incremento de la proliferacion celular (véase, p. €j., Poulikakos y cols. 2010).

La regulacion al alza de (y las mutaciones en) CRAF es otro mecanismo de resistencia observado en melanomas
resistentes tratados con inhibidores de BRAF (véanse, p. ej., Heidorn y cols., 2010; Montagut y cols., 2008; Antony y
cols. 2013). Por lo tanto, es probable que los inhibidores de panRAF de mudltiples isoformas de RAF (BRAF y CRAF
especialmente) tengan un efecto mejorado en melanomas mutados en RAS y otros canceres mutados en RAS, y se
dirijan a un mecanismo de resistencia clave para inhibidores de BRAF selectivos.

El aumento del nimero de copias del gen BRAFV600E esta asociado con la resistencia a inhibidores de BRAF en
melanoma con mutante de BRAF (véase, p. €j., Shiy cols., 2012) y carcinoma colorrectal (véase, p. €j., Corcoran y
cols., 2010). Ambos modelos son sensibles a la inhibicién concomitante de BRAF y MEK, pero solo el melanoma con
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mutante de BRAF amplificado es sensible al inhibidor de MEK solo. Es probable que este mecanismo de resistencia
sea sensible a la inhibicién de panRAF que solamente a la inhibicion de BRAF.

En algunos melanomas, la resistencia de vemurafenib se adquiria a través de la expresion de isoformas variantes de
empalme de BRAFV600E. Una variante de empalme de 61kDa de BRAFV600E (p61BRAFV600E) carecia de los
exones 4-8 que codifican el dominio de uniéon a RAS, y era resistente a vemurafenib. p61BRAFV600E se dimeriza
constitutivamente en ausencia de RAS activada. Se observo que la dimerizacion de p61BRAFV600E era critica para
mediar en la resistencia a inhibidores de BRAF (véase, p. €j., Poulikakos y cols., 2011).

La fusién génica de BRAF y CRAF es un mecanismo alternativo de la activacién de la ruta de MAPK. Estos
productos de fusion génica activadores se han identificado en el cancer de prostata, el cancer gastrico y el
melanoma (SLC45A3-BRAF y ESRP1-RAF1) (véase, p. €j., Palanisamy y cols., 2010), canceres tiroideos (AKAP9-
BRAF) (véase, p. €j., Ciampi y cols., 2005) y astrocitomas pediatricos (KIAA1549-BRAF) (véase, p. €j., Sievert y cols.,
2013). Algunos de los modelos que expresan fusiones de RAF (por ejemplo SLC45A3-BRAF) son sensibles a la
inhibicion de BRAF y MEK; en contraste, el modelo KIAA1549-BRAF es resistente a PLX4720, pero es sensible a un
inhibidor de BRAF de segunda generacion.

El supresor de cinasa de Ras (KSR) es un modulador positivo conservado de la ruta RAS-RAF-MEK-ERK. KSR1
interactda constitutivamente con MEK y se sabe que representa un papel importante en la colocalizacion de MEK
con RAF en la membrana plasmatica. La KSR1 esta implicada en la activacion de la ruta de MAPK por inhibidores
de BRAF en mutante de RAS o células RAS activadas (véase, p. €j., McKay y cols., 2011). Se han propuesto dos
mecanismos de activaciéon farmacolégica de la ruta. Un mecanismo implica la formacion del dimero CRAF-KSR1, la
formacion de complejos con MEK y la fosforilacion de MEK mediante el dimero KSR1-CRAF (véase, p. €j., Hu y cols.,
2011). En el otro mecanismo, KSR1 se dimeriza con BRAF, y compiten con el heterodimero BRAF-CRAF que es el
conductor de la fosforilacion de MEK. Se ha sugerido que las células activadas por RAS con menor expresion de
KSR1 mostraran mas activacion de la ruta paradéjica (véase, p. €j., McKay y cols., 2011). En ambos mecanismos,
es probable que los inhibidores de panRAF reduzcan la activaciéon de la ruta independientemente del nivel de
expresion de KSR1.

La sobreexpresion de tirosina cinasas receptoras (RTK) es otro mecanismo de resistencia a inhibidores de BRAF. La
sobreexpresion de EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico) conduce a la reactivacion de la ruta de
MAPK mediada por EGFR y la resistencia a vemurafenib en canceres colorrectales con mutantes de BRAF (véase, p.
ej., Corcoran y cols., 2012). En lineas celulares de melanoma con mutantes de BRAF resistentes a farmacos, la
sefalizacion de EGFR-SFK-STAT3 puede mediar en la resistencia a inhibidores de BRAF in vitro e in vivo, en el
melanoma (véase, p. €j., Girotti y cols., 2013). Las cinasas de la familia Src SFK representan un papel clave para
mediar en la resistencia a inhibidores de BRAF en células de melanoma (véase, p. €j., Girotti y cols., 2013; Vergani y
cols., 2011). Se observa una fosforilacion elevada de las SFK LYN, YES y FYN en las lineas resistentes a
vemurafenib. El crecimiento de células resistentes es sensible a la inhibicion de SFK: El dasatinib y el agotamiento
de SRC y LYN suprimen ambos la invasion de las células resistentes in vitro. De importancia critica, la sefializacion
de SFK se incrementaba en un tumor de un paciente con resistencia intrinseca a vemurafenib, y el dasatinib inhibia
el crecimiento y la metastasis de este tumor en ratones.

Corcoran y cols., 2012, “EGFR-mediated reactivation of MAPK signaling contributes to insensitivity of BRAF-mutant
cancer colorrectals to RAF inhibition with vemurafenib”, Cancer Discovery, Vol. 2, pp. 227-235.

Se encontré que PDGFR-B se sobreexpresaba y se hiperfosforilaba en lineas celulares de BRAF mutante
resistentes a vemurafenib, y se regulan al alza en varios casos de tumores resistentes a vemurafenib procedentes
de pacientes, sugiriendo que este mecanismo puede ser clinicamente pertinente (véase, p. ej., Nazariany cols.,
2010). La regulacion al alza de PDGFR-B puede conducir la resistencia al activar otras rutas aguas abajo
independientes de ERK1/2 (PI3K, PLCy).

Los estudios mecanicistas mostraron que la sefalizacion de IGFR1 mediaba en la sefalizacion de PISK/AKT
incrementada en células que adquirian resistencia adquirida a inhibidores de BRAF y que la resistencia se podria
invertir al tratar las células con la combinacion de una PI3K y un inhibidor de MEK o un IGF1R y un inhibidor de MEK
(véase, p. €j., Villanueva y cols., 2011). La importancia aplicada de este hallazgo se confirmé por la observacion de
que 1 de 5 especimenes con melanoma de pacientes que fracasaban con vemurafenib expresaban niveles
incrementados de IGFR1 (véase, p. €j., Villanueva y cols., 2011).

La regulacion al alza de factores de crecimiento por el estroma es un mecanismo de resistencia. Se ha observado
una correlacién significativa entre la expresion de células estromaticas de HGF en pacientes con melanoma con
mutante de BRAF vy resistencia innata al tratamiento con inhibidores de RAF (véase, p. €j., Wilson y cols., 2012).
cMET y/o sus ligandos se reivindican como marcadores predictivos para identificar tumores que no son vulnerables a
un inhibidor de BRAF (véanse, p. €j., Hatzivassiliou y cols., 2011; Straussman y cols., 2012). La inhibicion doble de
RAF y bien HGF o bien MET dio como resultado la inversion de la resistencia al farmaco, sugiriendo la terapia de
combinacion inhibidora de RAF mas HGF o MET como una estrategia terapéutica potencial (véanse, p.
ej., Hatzivassiliou y cols., 2011; Straussman y cols., 2012).
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FGFR1 esta implicado en el empeoramiento de melanomas, y la desactivacion de FGFR1 da como resultado la
inhibicion del crecimiento de melanomas in vivo (véase, p. €j., Wang y cols., 1997). El factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF, por sus siglas en inglés) rescata algunas células mutantes en BRAF del tratamiento con PLX4032
(véase, p. €j., Wilson y cols., 2012) y la inhibicion de FGFR1 es sinérgica con el inhibidor de multiples cinasas/BRAF
sorafenib y el inhibidor de BRAF especifico RG7204 (véase, p. €j., Metzner y cols., 2012). Estos hallazgos sugieren
qua la inhibicién de RTK tales como EGFR, PDGFR-$, HGFR, IGF1R y FGFR, y de SFKs debe tener como diana un
nuamero de mecanismos de resistencia para inhibidores de BRAF selectivos y por consiguiente ser de utilidad en
tumores con mutantes de BRAF que se han vuelto resistentes a inhibidores selectivos de BRAF.

Céancer y RAS

Las proteinas RAS son proteinas pequefias que se unen a nucleétidos de guanina, que estan aguas abajo de
receptores de factores de crecimiento, citocinas y hormonas. Estos receptores de la superficie celular activan
proteinas llamadas factores de intercambio de nucleétidos de guanina (GNEF, por sus siglas en inglés), que
reemplazan GDP por GTP en proteinas RAS, estimulando la activacion de RAS. Otras proteinas llamadas proteinas
activadoras de GTPasa (GAP, por sus siglas en inglés) estimulan la actividad intrinseca para GTPasa de RAS,
promoviendo de ese modo la hidrélisis de GTP y devolviendo RAS a su estado inactivo unido a GDP. La RAS
activada se une a varias proteinas efectoras, incluyendo fosfoinositido 3-cinasa (PI3K, por sus siglas en inglés), la
familia RAF de proteina cinasas y el factor de intercambio de nucleétidos de guanina Ral. A su vez, estos efectores
regulan la actividad de las rutas de sefalizacién que controlan la proliferacion, la senescencia, la supervivencia y la
diferenciacion celulares. Hay tres genes RAS en mamiferos denominados HRAS, KRAS y NRAS y cumplen
funciones solapadas pero no conservadas.

Las proteinas RAS también son importantes en el cancer. 20-30% de los tumores humanos albergan mutaciones
somaticas de ganancia de funciéon en uno de los genes RAS. Lo mas comunmente, estas implican a los codones
para glicina 12 (G12), glicina 13 (G13) y glutamina 61 (Q61) y estas mutaciones dificultan, a través de diferentes
mecanismos, la actividad intrinseca de GTPasa estimulada por GAP de RAS, reteniéndola en el estado activo unido
a GTP y permitiendo que promueva la tumorigénesis. Véanse, p. ej., Downward y cols., 2003; Young y cols., 2009;
Bos y cols., 1989.

Tabla 2
Frecuencia de Mutaciones de RAS en Diferentes Tipos de Canceres

Tipo de Tumor Frecuencia Cita
Pancreas 90%
Tiroides (Papilar indiferenciado) 60%
Tiroides (Folicular) 55%
Colorrectal 45%
Seminoma 45%
Adenocarcinoma pulmonar (no microcitico) 35%
Higado 30%
Enfermedades malignas hematoldgicas: Ward y cols., 2012

Leucemia mielégena aguda (AML) 16%

Leucemia mielomonocitica juvenil (JMML) 25%

Leucemia mielomonocitica crénica (JMML) 30%

Sindrome mielodisplastico (MDS) 6%

Leucemia linfoblastica aguda (ALL) 14%

Mieloma mudltiple (MM) 26%

Linfona de Burkitt 10%

Linfoma de Hodgkin 16%
Melanoma Maligno 20%
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Tabla 2
Frecuencia de Mutaciones de RAS en Diferentes Tipos de Canceres

Tipo de Tumor Frecuencia Cita
Carcinoma de células transicionales de vejiga 12% Fernandes-Medarde, 2011
Rifén 10%
Caénceres ovaricos epiteliales 11% www.mycancergenome.org

Seroso de baja malignidad (Tipo I) 33%

Mucinoso (Tipo 1) 50-75%
Canceres endometriales 0-46% Mammas y cols.,2005
Cancer de cuello uterino 0-61% Mammas y cols.,2005
Adenocarcinoma del tracto biliar 35% Fernandes-Medarde, 2011
Sarcoma de tejidos blandos * Fernandes-Medarde, 2011

Angiosarcoma 49%

Leiomiosarcoma 8%

Rabdomiosarcoma 11%

Mixoma 11%

Histiocitoma fibroso maligno 16%

(*) La RAS mas frecuentemente mutada citada (KRAS o NRAS o HRAS).

Otros canceres tienen mutaciones menos frecuentes de los genes de la familia RAS, pero su mutacion predice un
prondstico, por ejemplo neuroblastoma (8% de mutacion de NRAS), adenocarcinoma de estomago (6% de mutante
de KRAS).

RAS y RAF

Las proteinas RAS activas activan varios efectores aguas abajo, incluyendo las proteinas de la familia RAF. Hay tres
proteinas RAF, ARAF, BRAF y CRAF. RAF activada fosforila y activa una segunda proteina cinasa llamada MEK,
que a continuacion fosforila y activa una tercera proteina cinasa llamada ERK. ERK fosforila una multitud de
sustratos citosoélicos y nucleares, regulando de ese modo procesos celulares tales como proliferacion, supervivencia,
diferenciacion y senescencia.

Notablemente, sin embargo, en las células cancerosas, la RAS oncogénica no sefala a través de BRAF, sino que en
cambio sefala exclusivamente a través de CRAF para activar MEK.

En la gran mayoria de los canceres, las mutaciones en BRAF y RAS son mutuamente exclusivas. Esto proporciona
una evidencia genética para sugerir que estas proteinas estan en la misma ruta y que conducen los mismos
procesos en células cancerosas. Sin embargo, hay diferencias claras entre las funciones de BRAF oncogénica y
RAS oncogénica en células cancerosas. En primer lugar, RAS activa carias rutas, mientras que solo se sabe que
BRAF active la ruta MEK/ERK. Como consecuencia, las células con mutantes en BRAF son mas dependientes de la
sefalizacion de MEK/ERK y asi son considerablemente mas sensibles a inhibidores de BRAF o MEK que la célula
en la que se muta RAS. Véanse, p. €j., Garnett y cols., 2004; Wellbrock y cols., 2004; Gray-Schopfer y cols., 2007;
Solit y cols., 2006.

Aparte de las mutaciones, las proteinas de sefializacion en la cascada de MAPK se sobreexpresan en un nimero de
enfermedades malignas. Por ejemplo, HRAS y NRAS se sobreexpresan en canceres de cuello uterino. Las
mutaciones en RAS son raras en el carcinoma adrenocortical, pero la poblacion colectiva de tumores con
mutaciones en RAS, BRAF y EGFR muestran un incremento de la sefializacién a través de la ruta y pueden ser una
diana para inhibidores de la ruta de MAPK (véase, p. e€j., Kotoula y cols., 2009). Los canceres ovaricos de baja
malignidad y el cancer peritoneal responden al bloqueo de la ruta de MAPK con el inhibidor de MEK selumetinib
independientemente del estado de mutacién de RAS/RAF. En el melanoma uveal, la ruta de MAPK es activada a
través de la mutacién de GNAQ que explica 50% de los melanomas uveales (véase, p. €j., Gaudiy cols., 2011).
cRAF se sobreexpresa en una variedad de canceres humanos primarios, tales como de pulmén, higado, proéstata,
tumores neurodérmicos primitivos, carcinoma de células escamosas de cabeza y cuello (véanse, p. ej., Damodar
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Reddy y cols., 2001; Hwang y cols., 2004; Mukterjee y cols., 2005; Schreck y cols., 2006; Riva y cols., 1995). La ruta
de MAPK se activa en 74% de las muestras de pacientes con leucemia mieloide aguda (véase, p. €j., Milella y cols.,
2001). En la neurofibromatosis tipo 1, la pérdida del gen supresor de tumores NF1 conduce a una hiperactivacion de
la sefalizacién de RAS, y una desregularizacién de la sefalizacion de Ras/ERK que es critica para el crecimiento de
tumores de los nervios periféricos NF1 (véase, p. €j., Jesseny cols., 2013). Un inhibidor de panRAF provoca un
bloqueo efectivo de la ruta de MAPK para tumores con mutantes en BRAF y para tumores con mutantes en RAS y
tiene una amplia aplicacién para canceres con desregulacion de la ruta de sefalizacion de MAPK.

Por lo tanto, los canceres con mutaciones activadoras de RAS, RAF y EGFR o sobreexpresion de RAS, RAF y
EGFR, incluyendo cualquiera de las isoformas de las mismas, pueden ser particularmente sensibles a la inhibicion
de panRAF (p. ej., CRAF y BRAF). los canceres con otras anormalidades que conducen a una ruta de RAF-MEK-
ERK desregulada también pueden ser particularmente sensibles al tratamiento con inhibidores de la actividad de
panRAF (p. ej., CRAF y BRAF). Ejemplos de tales anormalidades incluyen la activacion constitutiva de un receptor
de factor de crecimiento; la sobreexpresion de uno o mas receptores de factores de crecimiento; la sobreexpresion
de uno o mas factores de crecimiento; la activacién de rutas mediadas por KSR; y las fusiones génicas de BRAF o
CRAF.

Ruta de MAPK en Otras Enfermedades

La ruta RAF-MEK-ERK funciona aguas abajo de muchos receptores y estimulos indicando un amplio papel en la
regulacion de la funcién celular. Por esta razén, los inhibidores de RAF pueden encontrar utilidad en otras afecciones
que estan asociadas con la regulacién al alza de la sefalizacién a través de esta ruta. La ruta RAF-MEK-ERK
también es un componente importante de la respuesta normal de células no transformadas a la accién de factores
de crecimiento. Por lo tanto, los inhibidores de RAF se pueden usar en enfermedades en las que hay una
proliferacién inapropiada o excesiva de tejido normal. Estas incluyen, por ejemplo, glomerulonefritis y psoriasis.

La funcién de las células inflamatorias esta controlada por muchos factores, cuyos efectos estan mediados por
diferentes rutas de transduccién de sefnales. Aunque algunas funciones proinflamatorias clave estan mediadas por
p38 Map cinasa (p. €j., liberacion de TNF), otras estan mediadas por otras rutas. La ruta RAF-MEK-ERK, en
particular, es una importante sefal activadora y proliferativa en muchas células inflamatorias. Los linfocitos By T, en
particular, requieren la activacion de la ruta RAF-MEK-ERK para la expansion clonal y la generacion de poblaciones
efectoras (véanse, p. €j., Cantrell, 2003; Genot y cols., 2000). La ruta de sefalizacién celular de la que forma parte
RAF se ha relacionado con trastornos inflamatorios caracterizados por la proliferacion de células T (activacion y
crecimiento de células T), tales como rechazo de injertos tisulares, choque endotoxico y nefritis glomerular.

La activacion de la sefnalizacién de MAPK/ERK se ha demostrado en muchos modelos de modelos de enfermedad, y
se ha mostrado que la inhibicién de la ruta, usando, por ejemplo, inhibidores de MEK, es potencialmente beneficiosa
en estas enfermedades diversas tales como:

e Dolor: Evidencia de Eficacia en Modelos de Dolor: La ruta de MEK es regulada al alza en neuronas del asta
posterior en el dolor persistente (véanse, p. €j., Jiy cols., 2002; Song y cols., 2005; Ma y cols., 2005; Karim y cols.,
2006); Inhibidores de Mek en el dolor neuropatico (véase, p. €j., Dixon y cols., 2001).

e Apoplejia: Evidencia de Eficacia en Modelos de Apoplejia Neuroproteccion Significativa contra Lesion Cerebral
Isquémica por Inhibicién de la MEK (véanse, p. €j., Wang y cols., 2003; Wang y cols., 2004; Maddahi y cols., 2010).

e Diabetes: Evidencia en Complicaciones Diabéticas (véase, p. €j., Fujita y cols., 2004).

e Inflamacién: Evidencia de Eficacia en Modelos de Inflamacion (véanse, p. ej., Jaffee y cols., 2000; Thalhamer y
cols., 2008; Geppert y cols., 1994).

e Artritis: Evidencia de eficacia en osteoartritis experimental (véase, p. €j., Pelletier y cols., 2003); modelo de artritis
reumatoide (véanse, p. €j., Chun y cols., 2002; Dudley y cols., 2000); revisado en Thalhamer y cols., 2008.

e Remodelacion cardiaca, por ejemplo, en el sindrome metabdlico (véase, p. €j., Asrih y cols., 2013).

e Lesién organica, por ejemplo, en una lesién renal inducida por cisplatino (véase, p. €j., Jo y cols., 2005).

e Hemoglobinopatias: drepanocitosis, B-talasemia, hemoglobinopatia H (véase, p. €j., Zennadi y cols., 2012).

e Asma (véase, p. €j., Bridges y cols., 2000).

e Rechazo de trasplantes (véase, p. €j., Gilbertsen y cols., 2000).

e Choque séptico (véase, p. ej., Geppert y cols., 1994).

e Infeccion viral, por ejemplo hepatitis B (véase, p. €j., Benn y cols., 1994), hepatitis C (véase, p. €j., Zhang y cols.,

2012), virus de inmunodeficiencia humana (HIV, por sus siglas en inglés) (véase, p. €j., Yang y cols., 1999), virus de
Epstein-Barr (EBV, por sus siglas en inglés) (véase, p. €j., Fukuda y cols., 2007), HPV (véase, p. €j., Payne y cols.,
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2001), herpesvirus humano-8 (HHV, por sus siglas en inglés) asociado con sarcoma de Kaposi (véase, p. €j., Akula y
cols., 2004), citomegalovirus humano (véase, p. €j., Johnsony cols., 2001), virus de Coxsackie B3 (véase, p.
€., Luoy cols., 2002), virus de Borna (véase, p. €j., Planz y cols., 2001), virus de la gripe (véase, p. €j., Pleschka y
cols., 2001).

e infecciones crénicas y enfermedades autoinmunitarias, por ejemplo, al inhibir la actividad de células T reguladoras
(véase, p. €j., Kjetil y cols., 2013).

e Aterosclerosis (véase, p. €j., Miura y cols., 2004).

e Reestenosis (véase, p. €j., Graf y cols., 1997).

e Cardiomiopatia (véase, p. €j., Lorenz y cols., 2009).

e Lesion por reperfusion isquémica cardiaca (véase, p. €j., Zouki y cols., 2000).
e Psoriasis (véase, p. €j., Haase y cols., 2001).

e Enfermedad de Alzheimer (véase, p. €j., Mei y cols., 2006) y otros trastornos neurolégicos inducidos tales como
mielopatia asociada a HTLV-l/enfermedades parasitarias espaticas tropicales o neurodegenerativas tales como
enfermedad de Parkinson o esclerosis lateral amiloide a través de modulacién de variantes de empalme de CD44
(véase, p. €j., Pinner y cols., 2009).

e Enfermedad pulmonar obstructiva crénica (véase, p. ej., Mercer y cols., 2006).
e Enteropatia inflamatoria (véase, p. €j., Lowenberg y cols., 2005).

e Enfermedades fibrogenéticas, tales como fibrosis quistica (véase, p. €j., Liy cols., 1998), fibrosis hepéatica, por
ejemplo, cirrosis hepatica (véase, p. €., Davies y cols., 1996).

e Las mutaciones en RAS hereditarias conducen a un grupo de enfermedades llamadas colectivamente rasopatia.
Elegir como diana la ruta de MAPK en estas enfermedades se ha propuesto como un enfoque terapéutico en este
tipo de enfermedades tales como el sindrome de Noonan (véase, p. ej., Guy cols.,, 2013), el sindrome
cardiofaciocutaneo (véase, p. ej., Anastasaki y cols., 2012) y malformaciones capilares (véase, p. €j., Vikkula y cols.,
2004).

RTKs

Las tirosina cinasas receptoras (RTK) son importantes en la transmision de sefales bioquimica a través de la
membrana plasmatica de las células. Estas moléculas transmembranarias consisten caracteristicamente en un
dominio de unién a ligando extracelular conectado a través de un segmento en la membrana plasmatica a un
dominio de tirosina cinasa intracelular. La unién del ligando al receptor da como resultado la estimulacion de la
actividad de tirosina cinasa asociada al receptor que conduce a la fosforilacién de residuos de tirosina tanto en el
receptor como en otras proteinas intracelulares, conduciendo a una variedad de respuestas celulares. Hasta la fecha,
se han identificado al menos diecinueve subfamilias de RTK distintas, definidas por la homologia de la secuencia de
aminoacidos.

FGFR

La familia de factores de crecimiento de fibroblastos (FGF) de polipéptidos de sefalizacion regula una serie diversa
de funciones fisiolégicas incluyendo mitogénesis, curacion de heridas, diferenciacion celular y angiogénesis, y
desarrollo. El crecimiento asi como la proliferacién de células tanto normales como malignas estan afectados por
cambios en la concentracion local de estas moléculas de sefalizacion extracelular, que actian como factores
autocrinos asi como paracrinos. La sefalizacion de FGF autocrina puede ser particularmente importante en el
empeoramiento de canceres dependientes de hormonas esteroideas y para un estado independiente de hormonas
(véase, p. €j., Powers y cols., 2000).

Los FGF y sus receptores se expresan en niveles incrementados en varios tejidos y lineas celulares y se cree que la
sobreexpresion contribuye al fenotipo maligno. Por otra parte, un nimero de oncogenes son homdélogos de genes
que codifican receptores de factores de crecimiento, y hay un potencial para la activacion aberrante de la
senalizacion dependiente de FGF en cancer pancreatico humano (véase, p. ej., Ozawa y cols., 2001).

Los dos miembros prototipicos son factor de crecimiento de fibroblastos acido (aFGF o FGF1) y factor de
crecimiento de fibroblastos basico (bFGF o FGF2) y, hasta la fecha, se han identificado al menos veinte miembros
distintos de la familia de FGF. La respuesta celular a FGF se transmite a través de cuatro tipos de receptores de
factor de crecimiento de fibroblastos de tirosina cinasa transmembranaria de alta afinidad numerados de 1 a 4
(FGFR-1 a FGFR-4). Al unirse al ligando, los receptores se dimerizan y auto- o trans-fosforilan residuos de tirosina
citoplasmicos especificos para transmitir una sefal intracelular que finalmente alcanza efectores de factores de
transcripcion nucleares.
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La interrupcion de la ruta de FGFR-1 (FGFRA) afecta a la proliferacién de células tumorales debido a que esta
cinasa se activa en muchos tipos de tumores ademas de células endoteliales proliferativas. La sobreexpresion y la
activacion de FGFR-1 en la vasculatura asociada a tumores ha sugerido un papel de estas moléculas en la
angiogénesis tumoral.

FGFR-2 tiene gran afinidad por los factores de crecimientos de fibroblastos acidos y/o basicos, asi como los ligandos
de factor de crecimiento de queratinocitos. FGFR-2 también propaga los potentes efectos oncogénicos de los FGF
durante el crecimiento y la diferenciacion de osteoblastos. Se observé que las mutaciones en FGFR-2, que
conducen a alteraciones funcionales complejas, inducen osificacion anormal de suturas craneales (craneosinostosis),
que implican un papel principal de la sefalizacién de FGFR en la formacion 6sea intramembranosa. Por ejemplo, en
el sindrome de Apert (AP, por sus siglas en inglés), caracterizado por una osificacion prematura de la sutura craneal,
la mayoria de los casos se asocian con mutacion puntuales que engendran ganancia de funcion en FGFR-2 (véase,
p. ej., Lemonnier y cols., 2001).

Lemonnier y cols., 2001, “Role of N-cadherin and protein kinase C in osteoblast gene activation induced by the
S252W fibroblast growth factor receptor 2 mutation in Apert craniosynostosis”, J. Bone Miner. Res., Vol. 16,
pp. 832-845.

Varias anormalidades graves en el desarrollo esquelético humano, incluyendo sindromes de Apert, Crouzon,
Jackson-Weiss, piel corrugada del cuero cabelludo de Beare-Stevenson y Pfeiffer se asocian a la presencia de
mutaciones en FGFR-2. La mayoria, si no todos, los casos de sindrome de Pfeiffer (PS, por sus siglas en inglés)
también estan provocados por la mutacion de novo del gen de FGFR-2 (véanse, p. €j., Meyers y cols., 1996; Plomp y
cols., 1998), y se observé recientemente que las mutaciones en FGFR-2 rompen una de las reglas cardinales que
gobiernan la especificidad de los ligandos. A saber, dos formas de empalme mutantes de receptor de factor de
crecimiento de fibroblastos, FGFR2c y FGFR2b, han adquirido la capacidad de unirse a y ser activadas por ligandos
de FGF atipicos. Esta pérdida de especificidad conduce a una sefalizacién aberrante y sugiere que los fenotipos
graves de estos sindromes patoldgicos resultan de la activacién dependiente de ligandos ectépicos de FGFR-2
(véase, p. €j., Yu y cols., 2000).

Mutaciones activadoras del receptor la tirosina cinasa receptora FGFR-3 tales como translocaciones cromosémicas
0 mutaciones puntuales producen receptores FGFR-3 constitutivamente activos desregulados que se han
relacionado con el mieloma multiple y con carcinomas de vejiga urinaria y cuello uterino (véase, p. €j., Powers y cols.,
2000). Segun esto, la inhibicién de FGFR-3 seria il en el tratamiento del mieloma multiple y carcinomas de vejiga
urinaria y cuello uterino.

Angiogénesis

Las enfermedades proliferativas cronicas a menudo estan acompafadas por una angiogénesis profunda, que puede
contribuir a o0 mantener un estado inflamatorio y/o proliferativo, OK conduce a la destruccion de tejidos a través de la
proliferacién invasiva de vasos sanguineos. Véanse, p. €j., Folkman, 1995; Folkman, 1997; Folkman y cols., 1992.

Angiogénesis se usa generalmente para describir el desarrollo de vasos sanguineos nuevos o de sustitucién, o
neovascularizacién. Es un proceso necesario y fisioldgicamente normal por el que se establece la vasculatura en el
embrion. En general, la angiogénesis no se produce en la mayoria de los tejidos adultos normales, siendo
excepciones las zonas de ovulaciéon, menstruacion y curacion de heridas. Sin embargo, muchas enfermedades se
caracterizan por una angiogénesis persistente y desregulada. Por ejemplo, en la artritis, nuevos vasos sanguineos
capilares invaden la articulacion y destruyen el cartilago (véase, p. €j., Colville-Nash and Scott, 1992). En la diabetes
(y en muchas enfermedades oculares diferentes), nuevos vasos sanguineos invaden la macula o la retina u otras
estructuras oculares, y pueden provocar ceguera (véase, p. €j., Alon y cols., 1995). El proceso de la aterosclerosis
se ha ligado a la angiogénesis (véase, p. ej., Kahlony cols., 1992). Se ha encontrado que el crecimiento y la
metastasis de tumores son dependientes de la angiogénesis (véanse, p. €j., Folkman, 1992; Denekamp, 1993; Fidler
and Ellis, 1994).

El reconocimiento de la implicacion de la angiogénesis en enfermedades importantes se ha acompanado por la
investigacion para identificar y desarrollar inhibidores de la angiogénesis. Estos inhibidores se clasifican
generalmente en respuesta a dianas discretas en la cascada de angiogénesis, tales como activacién de células
endoteliales por una sefal angiogénica; sintesis y liberacion de enzimas degradativas; migracion de células
endoteliales; proliferacién de células endoteliales; y formacion de tdbulos capilares. Por lo tanto, la angiogénesis se
produce en muchos estadios y se estan haciendo intentos de descubrir y desarrollar compuestos que trabajen para
bloquear la angiogénesis en estos diversos estadios.

Hay muchas publicaciones que muestran que los inhibidores de la angiogénesis, que trabajan mediante diversos
mecanismos, son beneficiosos en enfermedades tales como cancer y metéastasis (véanse, p. €j., O'Reilly y cols.,
1994; Ingbery cols., 1990), enfermedades oculares (véase, p. €j., Friedlander y cols., 1995), artritis (véanse, p.
ej., Peacock y cols., 1992; Peacock y cols., 1995) y hemangioma (véase, p. €j., Taraboletti y cols., 1995).

VEGFR
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El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus siglas en inglés), un polipéptido, es mitogénico para
células endoteliales in vitro y estimula respuestas angiogénicas in vivo. EIl VEGF también se ha relacionado con una
angiogénesis inapropiada (véase, p. €j., Pinedo y cols., 2000). Los VEGFR son tirosina cinasas receptoras (RTK).
Las RTK catalizan la fosforilacion de residuos de tirosilo especificos en proteinas implicadas en la regulacién del
crecimiento y la diferenciacion celular (véanse, p. ej., Wilks y cols., 1990; Courtneidge y cols., 1993; Cooper y cols.,
1994; Paulson y cols., 1995; Chan y cols., 1996).

Se han identificados tres receptores RTK para VEGF: VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (Flk-1 o KDR) y VEGFR-3 (Flt-4).
Estos receptores estan implicados en la angiogénesis y participan en la transduccién de sefales (véase, p.
€j., Mustonen y cols., 1995).

De particular interés es VEGFR-2 (KDR), que es una RTK receptora transmembranaria expresada principalmente en
células endoteliales. La activacion de VEGFR-2 por VEGF es una etapa critica en la ruta de transduccion de sefales
que inicia la angiogénesis tumoral. La expresién de VEGF puede ser constitutiva a las células tumorales y también
puede ser regulada al alza en respuesta a ciertos estimulos. Uno de tales estimulos es la hipoxia, donde la
expresion de VEGF es regulada al alza en tejidos hospedadores tanto tumorales como asociados. El ligando VEGF
activa VEGFR-2 al unirse a su centro de uniéon a VEGF extracelular. Esto conduce a la dimerizacion del receptor de
los VEGFR y autofosforilacion de residuos de tirosina en el dominio de cinasa intracelular de VEGFR-2. El dominio
de cinasa funciona para transferir un fosfato desde ATP hasta los residuos de tirosina, proporcionando asi centros
de unién para proteinas de sefalizacidon aguas abajo de VEGFR-2 conduciendo finalmente al inicio de la
angiogénesis (véase, p. €j., McMahon y cols., 2000).

La inhibicion en el centro de unién al dominio de cinasa de VEGFR-2 bloquearia la fosforilacién de residuos de
tirosina y serviria para interrumpir el inicio de la angiogénesis.

VEGFR-2 (y VEGFR-3) se localizan principalmente en la vasculatura tumoral (sanguinea y/o linfatica) que soporta la
mayoria de los canceres solidos, y se regula al alza significativamente. Es probable que el mecanismo de accion
clinico primario de los inhibidores de la sefnalizacién de VEGF sea a través de la eleccion como diana de vasos
tumorales en lugar de células tumorales (véase, p. ej., Smithy cols., 2010), aunque se han descrito otros
mecanismos. Se ha observado que los agentes que tienen como diana el factor de crecimiento endotelial vascular
growth factor (VEGF), administrados bien como agentes Unicos o bien en combinacién con quimioterapia, benefician
a los pacientes con enfermedades malignas en estadio avanzado (véase, p. €j., Ellis y cols., 2008).

KDR representa un papel crucial en otras enfermedades, y los inhibidores de KDR pueden encontrar utilidad en
estas afecciones.

Aterosclerosis: KDR se expresa intensamente tanto en células endoteliales durante la angiogénesis como en el
endotelio luminal de vasos ateroscleréticos humanos, pero no en arterias o venas normales (véase, p. €j., Belgore y
cols., 2004). La interacciéon entre VEGF vy el receptor de VEGF 2 (KDR, humano; Flk-1, ratén) es clave para la
angiogénesis patologica y se ha relacionado con el desarrollo de lesiones ateroscleréticas (véase, p. €j., Inoue y
cols., 1998). La vacunacion contra KDR dio como resultado la activacion de células T, la supresién de la
neoangiogénesis y una notable reduccion en la aterosclerosis que era independiente de la hipercolesterolemia en
ratones tanto macho como hembra (véase, p. €j., Petrovan y cols., 2007).

Obesidad: La formacién de nuevos vasos en tejidos grasos durante la obesidad inducida por la dieta se debe en
gran parte a la angiogénesis en lugar de a la vasculogénesis de novo. El tratamiento antiangiogénico mediante el
bloqueo de VEGFR2 pero no VEGFR1 puede limitar la expansién del tejido adiposo (véase, p. €., Tam y cols., 2009).

Retinopatia y Maculopatia: La activacion anormal del sistema VEGF-VEGFR esta intimamente implicada en la
progresion de la degeneracion macular asociada a la edad (AMD, por sus siglas en inglés). Por lo tanto, un aptamero
contra VEGF-A+es, un anticuerpo neutralizador de VEGF (tipo Fab) y VEGF-Trap estan ahora aprobados para el
tratamiento de la AMD (véase, p. €j., Masabumiy cols., 2013). El bevazucimab, un anticuerpo anti-VEGF, se usa
extraoficialmente en afecciones tales como la AMD, la retinopatia diabética y el edema macular diabético (DME, por
sus siglas en inglés) (véase, p. €j., Rotsos y cols., 2008).

Sindrome de dolor neuropatico: VEGF y VEGFR2 estan implicados en la patogénesis del dolor neuropatico. El
tratamiento anti-rVEGF en ratas CCl puede aliviar el dolor neuropatico crénico al disminuir las expresiones de
VEGFR2 y receptores de P2X2/3 en neuronas del DRG para inhibir la transmision de la sefalizacién del dolor
neuropatico (véase, p. €j., Lin y cols., 2010).

Artritis reumatoide: PTK787/ZK222584, un inhibidor de tirosina cinasa receptora con actividad especifica contra los
VEGFR, y que exhibe una fuerte inhibicion de VEGF-R2 (KDR) y una inhibicién ligeramente mas débil de VEGFR1
(FIt-1), Flk-1 (el homélogo de raton de KDR) y Flt-4 (el receptor encontrado en el sistema linfatico), inhibi6 la
hinchazoén de rodilla en 40%, puntuaciones de gravedad (en 51%) y puntuaciones histolégicas globales en ratones
con artritis inducida por colageno (véase, p. €j., Grosios y cols., 2004)

TIE

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2740325713

La angiopoyetina 1 (Ang1), un ligando para la tirosina cinasa receptora especifica del endotelio TIE-2, en un factor
angiogénico (véanse, p. €j., Davisy cols., 1996; Partaneny cols., 1992; Davis y cols., 1994; Davis y cols., 1996;
Alitalo y cols., 1996; Godowski y cols., 1997). El acrénimo TIE representa “dominios de homologia de Ig y EGF que
contienen tirosina cinasa”. TIE se usa para identificar una clase de tirosina cinasas receptoras, que se expresan
exclusivamente en células endoteliales vasculares y células hematopoyéticas tempranas. Tipicamente, las tirosina
cinasas receptoras TIE se caracterizan por la presencia de un dominio similar a EGF y un dominio similar a
inmunoglobulina (IG), que consiste en unidades de plegamiento extracelulares, estabilizados por enlaces disulfuro
intracatenarios (véase, p. e€j., Partaneny cols., 1999). A diferencia de VEGF, que funciona durante los estadios
iniciales del desarrollo vascular, Ang1 y su receptor TIE-2 funcionan en los estadios tardios del desarrollo vascular,
es decir, durante la remodelacion vascular (remodelacion se refiere a la formacion de una luz vascular) y la
maduracion (véanse, p. €j., Yancopoulos y cols., 1998; Peters y cols., 1998; Suri y cols., 1996).

Por consiguiente, se esperaria que la inhibicién de TIE-2 sirviera para interrumpir la remodelacién y la maduracion
de nueva vasculatura iniciada por angiogénesis interrumpiendo de ese modo el proceso angiogénico.

p38

p38 es un miembro de la familia MAPK de 38 kDa que se activa en respuesta al estrés y representa un papel
importante en la respuesta inmunitaria y la supervivencia y la diferenciacion celular. Se han descrito cuatro p38
MAPK cinasas; estas proteinas compartes un alto grado de homologia (p38a, B, y y 8). Las p38 MAPK se pueden
activar mediante diferentes estimulos tales como factores de crecimiento, citocinas inflamatorias o una variedad de
estreses ambientales. Las p38 MAPK pueden activar a su vez un ndmero de dianas aguas abajo, incluyendo
proteina cinasas, sustratos citosdlicos, factores de transcripcion y factores de remodelacion de cromatina. La fuerte
activacion de las p38 MAPKSs por citocinas y estreses celulares promueve generalmente la inhibicién del crecimiento
celular e induce la apoptosis (véase, p. €j., la revision en Cuadradoy cols., 2010). Mas recientemente, se ha
encontrado que p38a representa papeles importantes en el mantenimiento de la homeostasis y patologias
relacionadas. El papel mas conocido y mas ampliamente presentado de p38a en la enfermedad esta relacionado
con su funcién en la senalizaciéon de citocinas y la promocién de la inflamacién patolégica. Varios estudios han
mostrado cédmo p38a puede mediar en una serie de modelos de enfermedad, incluyendo artritis reumatoide,
psoriasis, enfermedad de Alzheimer, enteropatia inflamatoria, enfermedad de Crohn, tumorigénesis, enfermedad
cardiovascular y apoplejia. Por otra parte, hay una evidencia de un papel de la p38 MAPK en el desarrollo y el
mantenimiento de un nimero de enfermedades pulmonares, tales como asma, fibrosis quistica, fibrosis pulmonar
idiopatica y enfermedad pulmonar obstructiva cronica. Asi, p38a es una diana farmacéutica interesante
especialmente debido a su importante papel en enfermedades inflamatorias (véase, p. €j., la revision en Oeztuerk-
Winder y cols., 2012). Farmacos de piridinilimidazol tales como SB203580 fueron los primeros inhibidores de p38
MAPK en ser identificados que se unen competitivamente en el bolsillo de unién a ATP, y se han usado ampliamente
para estudiar las funciones de p38 MAPK (véase, p. €j., Coulthard y cols., 2009).

SRC

c-SRC pertenece a las cinasas de la familia SRC no receptoras (SFK). Estas proteinas estan implicadas en muchos
episodios celulares tales como proliferacién, supervivencia y movilidad celular. Asi, la hiperactivacion de la
sefalizacion de SRC contribuye a diversos aspectos del desarrollo de tumores. La funcién mas destacada de c-SRC
es su interaccién intensiva con tirosina cinasas receptoras (RTK) transmembranarias en la membrana celular a
través de sus dominios SH2 y SH3. ¢-SRC interactia con muchas RTK incluyendo el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR, por sus siglas en inglés), el receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2
(HER2, por sus siglas en inglés), el receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR, por sus siglas
en inglés), el receptor del factor de crecimiento insulinoide 1 (IGF-1R, por sus siglas en inglés) y el receptor de
c-Met/factor de crecimiento de hepatocitos (HGFR, por sus siglas en inglés). A través de estas interacciones, c-SRC
integra y regula la sefializacién de RTK y transduce directamente sefales de supervivencia a efectores aguas abajo
tales como fosfoinositido 3-cinasas (PI3Ks), Akt, y transductor de sefiales y activador de la transcripcion 3 (STATS3,
por sus siglas en inglés) (véase, p. €j., Zhang y cols., 2012). Otros receptores membranarios tales como integrinas
también pueden activar c-SRC desencadenando asi una cascada de sefnales que regula la migracion, la adherencia
y la invasion celular. La activacién de c-Src a través de la interaccion con catenina p120 promueve la disociacion de
uniones adherentes célula-célula mejorando as6 la movilidad celular. c-SRC fosforila directamente la cinasa de
adherencia focal (FAK, por sus siglas en inglés) estabilizando complejos de adherencia focales, que consisten en
FAK, paxilina, RhoA y otros componentes, y mejora la adherencia celular a la matriz extracelular. Por otra parte,
c-SRC representa un importante papel el la regulacion del microambiente tumoral. La activacion de c-SRC en la
hipoxia promueve la angiogénesis a través de la estimulacion de la expresion del factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), metaloproteinasa de matriz (MMP, por sus siglas en inglés) e interleucina-8 (IL-8) (véase, p.
ej., Yeatman y cols., 2004).

La elecciéon como diana de SFK es un enfoque terapéutico bien establecido para muchos tipos de cancer. El
dasatinib es un inhibidor de molécula pequefnia de mdltiples cinasas que inhibe potentemente cinasas de la familia
SRC (SRC, LCK, YES, FYN), pero también BCR-ABL, c-KIT, PDGFR-a y B, y cinasa receptora de efrina (véase, p.
ej., Lindauer y cols., 2010). Estudios mas recientes han presentado que Src también esta implicada en la ruta de
sefalizacion relacionada con la inflamacién. Muchos estudios han mostrado que c-SRC representa un papel critico
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en respuestas inflamatorias mediadas por macrofagos. De forma importante, una variedad de enfermedades
inflamatorias esta estrechamente relacionada con la activaciéon de macréfagos; por lo tanto, la inhibicién de c-SRC
puede representar una estrategia Util para enfermedades mediadas por macrofagos (véase, p. €j., Byeony cols.,
2012)

Lck

La Lck (cinasa especifica de linfocitos, por sus siglas en inglés) es una cinasa de las SFK que es critica para la
activacion de células T, y su actividad esta inducida por el receptor de células T (TCR, por sus siglas en inglés). Las
sefales de TCR iniciadas por Lck conducen a episodios de regulacion génica que dan como resultado liberacion de
citocinas, proliferacion y supervivencia de células T especificas para antigenos, amplificando de ese modo
respuestas inmunitarias especificas. Se espera que la inhibicion de Lck ofrezca un nuevo enfoque terapéutico para
el tratamiento de trastornos autoinmunitarios e inflamatorios mediados por células T y/o rechazo de trasplantes de
organos (véase, p. €j., Martin y cols., 2010).

Compuestos conocidos

Niculescu-Duvaz y cols., 2006, describe ciertos compuestos de imidazo[4,5-b]piridin-2-ona y oxazolo[4,5-b]piridin-2-
ona que, entre otras cosas, inhiben la actividad de RAF (p. ej., BRAF), y que son utiles en el tratamiento de
trastornos proliferativos tales como cancer. Un niumero de compuestos mostrados alli tienen un grupo 5-(terc-butil)-2-
(fenil)-pirazol-3-ilo o un grupo 5-(terc-butil)-2-(piridil)-pirazol-3-ilo. Sin embargo, en todos los casos, el grupo fenilo y
piridilo no esta sustituido, esta sustituido en para o esta disustituido en orto,para; en ninguno de los compuestos,
estd sustituido en meta. Se muestran los siguientes compuestos:
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Niculescu-Duvaz y cols., 2007, describe ciertos compuestos de imidazo[4,5-b]piridin-2-ona y oxazolo[4,5-b]piridin-2-
ona que, entre otras cosas, inhiben la actividad de RAF (p. ej., BRAF), y que son utiles en el tratamiento de
trastornos proliferativos tales como cancer. Un nimero de compuestos mostrados alli tienen un grupo 5-(terc-butil)-2-
(fenil)-pirazol-3-ilo. Sin embargo, en todos los casos, el grupo fenilo no esta sustituido o esta sustituido en para; en
ninguno de los compuestos, esta sustituido en meta. Se muestran los siguientes compuestos:
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Springer y cols., 2009, describe ciertos compuestos de sustituidos en 8 con pirido[2,3-b]piracina que, entre otras
cosa, inhiben la actividad de RAF (p. €., BRAF), y que son utiles en el tratamiento de trastornos proliferativos tales
como cancer. Un nimero de compuestos mostrados alli tienen un grupo 5-(terc-butil)-2-(fenil)-pirazol-3-ilo o un grupo
5-(terc-butil)-2-(piridil)-pirazol-3-ilo. Sin embargo, en todos los casos, el grupo fenilo y el grupo piridilo no esta
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sustituido o esta sustituido en para; en ninguno de los compuestos, esta sustituido en meta. Se muestran los
siguientes compuestos:
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Niculescu-Duvaz y cols., 2009, describe ciertos compuestos de arilquinolinilo que, entre otras cosas, inhiben la
actividad de RAF (p. ej., BRAF), y que son Utiles en el tratamiento de trastornos proliferativos tales como cancer. Un
5 nimero de compuestos mostrados alli tienen un grupo 5-(terc-butil)-2-(fenil)-pirazol-3-ilo. Sin embargo, en todos los
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casos, el grupo fenilo no esta sustituido o esta sustituido en para; en ninguno de los compuestos esta sustituido en

meta. Se muestran los siguientes compuestos:
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Springery cols., 2011, describe ciertos compuestos de 1-(5-terc-butil-2-fenil-2H-pirazol-3-il)-3-[2-fluoro-4-(1-metil-
2-0x0-2,3-dihidro-1H-imidazo[4,5-b]piridin-7-iloxi)-fenillJurea que, entre otras cosas, inhiben la actividad de RAF (p.
ej., BRAF), y que son utiles en el tratamiento de trastornos proliferativos tales como cancer. Se muestra el siguiente

compuesto:
Estructura Cita
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5 Murray y cols., 2011, describe ciertos compuestos de para el uso en el tratamiento de una enfermedad inflamatoria o
un trastorno respiratorio. Unos pocos de los compuestos mostrados alli tienen un grupo 5-(terc-butil)-2-(fenil)-pirazol-
3-ilo 0 un grupo 5-(terc-butil)-2-(piridil)-pirazol-3-ilo. Sin embargo, en todos los casos, el grupo fenilo y piridilo no esta
sustituido, esta sustituido en para o esta sustituido en meta, para; en ninguno de los compuestos, esta sustituido en
meta, no sustituido en para. Se muestran los siguientes compuestos:
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10 Se conoce un ndmero de compuestos que tienen un grupo 5-(terc-butil)-2-(3-fluoro-fenil)-pirazol-3-ilo, incluyendo los
siguientes:
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Cantin y cols., 2007

SUMARIO DE LA INVENCION
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Un aspecto de la invencién trata de ciertos compuestos de 1-(5-terc-butil-2-aril-pirazol-3-il)-3-[2-fluoro-4-[(3-ox0-4H-
pirido[2,3-b]piracin-8-il)oxi]feniljurea (denominados en la presente “compuestos de TBAP”), segun se describe en la
presente.

Otro aspecto de la invencion trata de una composicion (p. €j., una composicion farmacéutica) que comprende un
compuesto de TBAP, segun se describe en la presente, y un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

También se describe en la presente un método para preparar una composicion (p. €j., una composicion farmacéutica)
que comprende la etapa de mezclar un compuesto de TBAP, segun se describe en la presente, y un portador o
diluyente farmacéuticamente aceptable.

También se describe en la presente un método para inhibir la funcién de RAF (p. ej., BRAF, CRAF, etc.) (p. €j., en
una célula), in vitro o in vivo, que comprende poner el contacto la célula con una cantidad eficaz de un compuesto de
TBAP, segun se describe en la presente.

Otro aspecto de la presente invencion trata de un compuesto de TBAP seguln se describe en la presente para el uso
en un método de tratamiento del cuerpo de un ser humano o un animal mediante terapia, por ejemplo, para el uso en
un método de tratamiento de un trastorno (p. €j., una enfermedad) segun se describe en la presente.

También se describe en la presente el uso de un compuesto de TBAP, segln se describe en la presente, en la
fabricacién de un medicamento, por ejemplo, para el uso en un método de tratamiento, por ejemplo, para el uso en
un método de tratamiento de un trastorno (p. €j., una enfermedad) segun se describe en la presente.

También se describe en la presente un método de tratamiento, por ejemplo, un método de tratamiento de un
trastorno (p. €j., una enfermedad) segun se describe en la presente, que comprende administrar a un sujeto que
necesite tratamiento una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de TBAP, segln se describe en la
presente, preferiblemente en la forma de una composicién farmacéutica.

También se describe en la presente un estuche que comprende (a) un compuesto de TBAP, segln se describe en la
presente, preferiblemente proporcionado como una composicion farmacéutica y en un recipiente adecuado y/o con
un envase adecuado; y (b) instrucciones de uso, por ejemplo, instrucciones escritas sobre como administrar el
compuesto.

También se describe en la presente un compuesto de TBAP obtenible mediante un método de sintesis segun se
describe en la presente, 0 un método que comprende un método de sintesis segun se describe en la presente.

También se describe en la presente un compuesto de TBAP obtenido mediante un método de sintesis segun se
describe en la presente, o0 un método que comprende un método de sintesis segun se describe en la presente.

También se describen en la presente nuevos productos intermedios, segin se describe en la presente, que son
adecuados para el uso en los métodos de sintesis descritos en la presente.

También se describe en la presente el uso de tales nuevos productos intermedios, segun se describe en la presente,
en los métodos de sintesis descritos en la presente.

Como sera apreciado por un experto en la técnica, caracteristicas y realizaciones preferidas de un aspecto de la
invencion también trataran de otros aspectos de la invencion.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Compuestos

Un aspecto de la presente invencion se refiere a ciertos compuestos de 1-(5-terc-butil-2-aril-pirazol-3-il)-3-[2-fluoro-4-
[(3-ox0-4H-pirido[2,3-b]piracin-8-il)oxi]fenillurea que estan estructuralmente relacionados con los siguientes
compuestos:
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1-(5-terc-butil-2-fenil-pirazol-3-il)- 1-(5-terc-butil-2-(4-piridil)pirazol-3-il)-
3-[2-fluoro-4-[(3-ox0-4H-pirido[2,3- 3-[2-fluoro-4-[(3-oxo0-4H-pirido[2,3-
b]piracin-8-il)oxilfenillurea b]piracin-8-il)oxi]fenillurea

Mas particularmente, la presente invencion se refiere a ciertos compuestos relacionados que tienen adicionalmente
un solo sustituyente en meta (indicado en la presente como -Y).

Asi, un aspecto de la presente invencion trata de compuestos seleccionados de compuestos de la siguiente formula,
y sales farmacéuticamente aceptables, N-6xidos, hidratos y solvatos de los mismos, en donde =X- e -Y son como se
5 definen en la presente (por comodidad, denominados colectivamente “compuestos de TBAP”):

FHH
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O
O —
Y
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N
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Algunas realizaciones de la invencion incluyen las siguientes:

(1) Un compuesto seleccionado de compuestos de la siguiente férmula, y sales farmacéuticamente aceptables,
N-éxidos, hidratos y solvatos de los mismos:

= | N—
O/\/ ) __
N
AN \
Y
=
N SN X0
H
10
en donde:

=X- es independientemente =CH- 0 =N-;
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-Y es independientemente -Y', -Y2, -Y3, -Y4, Yo -Y6;
-Y'es independientemente -F, -Cl, -Br o -I;
-Y? es alquilo C1.4 saturado lineal o ramificado;
-Y® es haloalquilo C1.4 saturado lineal o ramificado;
5 -Y* es -OH;
-Y® es alcoxi C1.4 saturado lineal o ramificado; y
-Y® es haloalcoxi C1.4 saturado lineal o ramificado.
Notese que es posible la tautomerizacion en el grupo 3-oxo-3,4-dihidropirido[3,2-b]piracin-8-ilo, como se

muestra posteriormente. A menos que se indique otra cosa, una referencia a un tautomero pretende ser una
10 referencia a ambos tautomeros.

N N
AN RN . N AN
es un tautomero de |
~ y Z
N N O N N CH

Notese que cuando -X= es -N= e -Y es -y* (es decir, -OH), es posible la tautomerizacion en el grupo 2-hidroxi-pirid-
4-ilo resultante, como se muestra posteriormente. A menos que se indique otra cosa, una referencia a un tautomero
pretende ser una referencia a ambos tautomeros.

Hj\ es un tautdmero de N

—

N OH N O
H

Notese que cuando =X- es =N-, el grupo resultante es un grupo piridil-4-ilo grupo, y se puede formar un N-6xido,
segun se muestra posteriormente.

o@ '

Para evitar dudas, el término “haloalquilo C1.4 saturado lineal o ramificado” se refiere a un grupo alquilo C+.4 saturado
20 lineal o ramificado que tiene 1 o mas (p. €j., 1, 2, 3, etc.) sustituyentes halégeno (p. €j., -F, -Cl, -Br, -1). Un ejemplo de
tal grupo es -CFs.

15

Para evitar dudas, el término “alcoxi Ci.4 saturado lineal o ramificado” se refiere a un grupo -OR, donde R es un
grupo alquilo C+.4 saturado lineal o ramificado. Un ejemplo de tal grupo es -OMe.
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De forma similar, el término “haloalcoxi C1.4 saturado lineal o ramificado” se refiere a un grupo -OR, donde R es un
grupo haloalquilo C+.4 saturado lineal o ramificado. Un ejemplo de tal grupo es -OCFs.

Para evitar dudas: metilo se abrevia como -Me; etilo se abrevia como -Et; n-propilo se abrevia como -nPr; isopropilo
se abrevia como -iPr; n-butilo se abrevia como -nBu; iso-butilo se abrevia como -iBu; sec-butilo se abrevia como -
sBu; terc-butilo se abrevia como -tBu; y fenilo se abrevia como -Ph.

El Grupo =X-

(2) Un compuesto segun (1), en el que =X- es =CH-.

(3) Un compuesto segun (1), en el que =X- es =N-.

El Grupo -Y

(4) Un compuesto segun uno cualquiera de (1) a (3), en el que -Y es Y
(5) Un compuesto segln uno cualquiera de (1) a (3), en el que -Y es -Y2.
(6) Un compuesto segun uno cualquiera de (1) a (3), en el que -Y es -Y8,
(7) Un compuesto segun uno cualquiera de (1) a (3), en el que -Y es Y4
(8) Un compuesto segun uno cualquiera de (1) a (3), en el que -Y es -YS.
(9) Un compuesto segun uno cualquiera de (1) a (3), en el que -Y es -YS.
El Grupo -Y'

(10) Un compuesto segun uno cualquiera de (1) a (9), en el que Y, si esta presente, es
independientemente -F, -Cl, -Br.

(11) Un compuesto segun uno cualquiera de (1) a (9), en el que -Y', si esta presente, es independientemente -F
o -Cl.

(12) Un compuesto segun uno cualquiera de (1) a (9), en el que -Y', si esta presente, es -F.
(13) Un compuesto segun uno cualquiera de (1) a (9), en el que -Y', si esta presente, es -Cl.
(14) Un compuesto segun uno cualquiera de (1) a (9), en el que -Y', si esta presente, es -Br.
15) Un compuesto segln uno cualquiera de (1) a (9), en el que -Y1, si esta presente, es -I.
p g q q p

El Grupo -Y?

(16) Un compuesto segun uno cualquiera de (1) a (15), en el que Y%, si esta presente, es
independientemente -Me, -Et, -nPr, -iPr, -nBu, -iBu, -sBu o -tBu.

(17) Un compuesto segun uno cualquiera de (1) a (15), en el que Y3, si esta presente, es
independientemente -Me, -Et, -nPr o -iPr.

(18) Un compuesto segun uno cualquiera de (1) a (15), en el que -Y?, si esta presente, es independientemente -Me
o -Et.

(19) Un compuesto segun uno cualquiera de (1) a (15), en el que -Y?, siesta presente, es -Me.

El Grupo -Y*

(20) Un compuesto segun uno cualquiera de (1) a (19), en el que -Y?, si esta presente, es fluoroalquilo C1.4 saturado
lineal o ramificado.

(21) Un compuesto segun uno cualquiera de (1) a (19), en el que Y3, si esta presente, es
independientemente -CHzF, -CHF2, -CF3, -CH>CH2F, -CH2CHF2 0 -CH2CFs.

(22) Un compuesto segun uno cualquiera de (1) a (19), en el que Y3, si esta presente, es
independientemente -CHxF, -CHF» o -CFs.

(23) Un compuesto segun uno cualquiera de (1) a (19), en el que -Y®, siesta presente, es -CFs.
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El Grupo -Y°

(24) Un compuesto segin uno cualquiera de (1) a (23), en el que -Y°,
independientemente -O-Me, -O-Et, -O-nPr, -O-iPr, -O-nBu, -O-iBu, -O-sBu o -O-tBu.

(25) Un compuesto segin uno cualquiera de (1) a (23), en el que -Y°,
independientemente -O-Me, -O-Et, -O-nPr o -O-iPr.

(26) Un compuesto segun uno cualquiera de (1) a (23), en el que -YS,
independientemente -O-Me o -O-Et.

si estd presente, es

si estd presente, es

si estd presente, es

(27) Un compuesto segtin uno cualquiera de (1) a (23), en el que -Y?, si esta presente, es -O-Me.

El Grupo -Y®

(28) Un compuesto segun uno cualquiera de (1) a (27), en el que -Y®, si esta presente, es fluoroalquilo C1.4 saturado

lineal o ramificado.

(29) Un compuesto segun uno cualquiera de (1) a (27), en el que -YS,
independientemente -O-CHzF, -O-CHF», -O-CF3, -O-CH>CHzF, -O-CH>CHF2 0 -O-CHCFs.

(30) Un compuesto segun uno cualquiera de (1) a (27), en el que -YS,
independientemente -O-CHzF, -O-CHF; o -O-CFs.

si estd presente, es

si estd presente, es

(31) Un compuesto segun uno cualquiera de (1) a (27), en el que -Y®, siesta presente, es -O-CFs.

Algunos Compuestos Preferidos

(32) Un compuesto segun (1), seleccionado de compuestos de las siguientes férmulas y sales farmacéuticamente

aceptables, N-6xidos, hidratos y solvatos de los mismos:

Cédigo Estructura
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~
N N (@]
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Combinaciones

Se aprecia que ciertas caracteristicas de la invencion, que, por claridad, se describen en el contexto de realizaciones
separadas, también se pueden proporcionar en combinacion en una sola realizacién. A la inversa, diversas
caracteristicas de la invencion, que, por brevedad, se describen en el contexto de una sola realizacién, también se
pueden proporcionar separadamente o en cualquier subcombinacion adecuada. Todas las combinaciones de las
realizaciones que tratan de los grupos quimicos representados por las variables (p.
ej., =X-, -Y, -Y1, -Y2, -Y3, -Y4, -Y5, -YG, etc.) son abarcadas especificamente por la presente invencion y se divulgan
en la presente justamente como si todas y cada una de las combinaciones se divulgaran individualmente y
explicitamente, hasta el punto de que tales combinaciones abarcan compuestos que son compuestos estables (es
decir, compuestos que se pueden aislar, caracterizar y probar con respecto a la actividad biolégica). Ademas, todas
las subcombinaciones de los grupos quimicos listados en las realizaciones que describen tales variables también
son abarcadas especificamente por la presente invencion y se divulgan en la presente justamente como si todas y
cada una de las subcombinaciones de grupos quimicos se divulgaran individualmente y explicitamente en la
presente.
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Formas Sustancialmente Purificadas

Un aspecto de la presente invencién trata de compuestos de TBAP, segun se describe en la presente, en forma
sustancialmente purificada y/o en una forma sustancialmente libre de contaminantes.

En una realizacién, el compuesto esta en forma sustancialmente purificada y/en una forma sustancialmente libre de
contaminantes.

En una realizacién, el compuesto esta en una forma sustancialmente purificada con una pureza de al menos 50% en
peso, p. €j., al menos 60% en peso, p. €j., al menos 70% en peso, p. €j., al menos 80% en peso, p. €]., al menos
90% en peso, p. €j., al menos 95% en peso, p. €j., al menos 97% en peso, p. €j., al menos 98% en peso, p. €j., al
menos 99% en peso.

En una realizacion, el compuesto esta en una forma sustancialmente libre de contaminantes en la que los
contaminantes representan no mas de 50% en peso, p. €j., no mas de 40% en peso, p. €j., N0 mas de 30% en peso,
p. €., no mas de 20% en peso, p. €j., no mas de 10% en peso, p. €j., no mas de 5% en peso, p. €j., no mas de 3%
en peso, p. €j.,n0 mas de 2% en peso, p. €j.,n0 mas de 1% en peso. A menos que se especifique, los
contaminantes se refieren a otros compuestos.

Isbmeros

Ciertos compuestos pueden existir en una o mas formas geométricas, épticas, enantiomeras, diastereoisomeras,
epimeras, atrépicas, estereoisOmeras, tautobmeras, conformacionales o andémeras particulares, incluyendo, pero no
limitadas a, formas cis y trans; formas E y Z; formas c, t y r; formas endo y exo; formas R, S y meso; formas D y L;
formas d y |; formas (+) y (-); formas ceto, enol y enolato; formas sin y anti; formas sinclinales y anticlinales; formas a
y B; formas axiales y ecuatoriales; formas de bote, silla, trenza, sobre y media silla; y combinaciones de las mismas,
posteriormente denominadas en la presente “isomeros” (o “formas isémeras”).

Notese que, excepto cuando se analiza posteriormente para las formas tautomeras, se excluyen especificamente del
término “isdbmeros”, segln se usa en la presente, los isdmeros estructurales (o generales) (es decir, ismeros que
difieren en las conexiones entre atomos en vez de meramente por la posicién de los atomos en el espacio). Por
ejemplo, una referencia a un grupo metoxi, -OCHs, no se debe considerar como una referencia a su isémero
estructural, un grupo hidroximetilo, -CH>OH. De forma similar, una referencia a orto-clorofenilo no se debe considerar
como una referencia a su isémero estructural, meta-clorofenilo. Sin embargo, una referencia a una clase de
estructuras puede incluir perfectamente formas estructuralmente isbmeras que estén dentro de esa clase (p.
€j., alquilo C1.7 incluye n-propilo e isopropilo; butilo incluye n-, iso-, sec- y terc-butilo; metoxifenilo incluye orto-,
meta- y para-metoxifenilo).

La exclusién anterior no trata de formas tautémeras, por ejemplo, formas ceto, enol y enolato, como, por ejemplo, en
los siguientes pares tautomeros: ceto/enol (ilustrado posteriormente), imina/enamina, amida/iminoalcohol,
amidina/amidina, nitroso/oxima, tiocetona/enotiol, N-nitroso/hidroxiazo y nitro/acinitro.

ITl //O \ /OH H+ \ /O_
—C—C - C=C = c=c

[N\ /7 N H /N

ceto enol enolato

Notese que en el término "isdbmero" se incluyen especificamente compuestos con una o mas sustituciones isotopicas.
Por ejemplo, H puede estar en cualquier forma isotépica, incluyendo 'H, 2H (D) y °H (T); C puede estar en cualquier
forma isotdpica, incluyendo 2c, *c y “c; 0 puede estar en cualquier forma isotépica, incluyendo %0 y 80; y
similares.

A menos que se especifique otra cosa, una referencia a un compuesto particular incluye todas estas formas
isébmeras, incluyendo mezclas de las mismas. Métodos para la preparacion y separaciéon de tales formas isémeras
bien son conocidos en la técnica o bien se pueden obtener facilmente adaptando los métodos mostrados en la
presente o métodos conocidos, de un modo conocido.

Sales

Puede ser conveniente o deseable preparar, purificar y/0 manejar una sal correspondiente del compuesto, por
ejemplo, una sal farmacéuticamente aceptable. Ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables se analizan en
Berge y cols., 1977, “Pharmaceutically Acceptable Salts”, J. Pharm. Sci., Vol. 66, pp. 1-19.
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Por ejemplo, si el compuesto es aniénico o tiene un grupo funcional que puede ser anidnico (p. €j., -COOH puede
ser -COQ’), entonces se puede formar una sal con un catiébn adecuado. Ejemplos de cationes inorganicos
adecuados incluyen, pero no se limitan a, iones de metales alcalinos tales como Na* y K*, cationes alcalinotérreos
tales como Ca** y Mgz", y otros cationes tales como AP+ Ejemplos de cationes organicos adecuados incluyen, pero
no se limitan a, ion amonio (es decir, NH4") e iones amonio sustituidos (p. ej., NHsR*, NH2Rz*, NHR3*, NR4").
Ejemplos algunos iones amonio sustituido adecuados son los derivados de: etilamina, dietilamina, diciclohexilamina,
trietilamina, butilamina, etilendiamina, etanolamina, dietanolamina, piperacina, bencilamina, fenilbencilamina, colina,
meglumina y trometamina, asi como aminoacidos, tales como lisina y arginina. Un ejemplo de un ion amonio
cuaternario comin es N(CHs)4".

Si el compuesto es catidnico o tiene un grupo funcional que puede ser cationico (p. e€j., -NH2 puede ser -NH3z"),
entonces se puede formar una sal con un anién adecuado. Ejemplos de aniones inorganicos adecuados incluyen,
pero no se limitan a, los derivados de los siguientes acidos inorganicos: clorhidrico, bromhidrico, yodhidrico, sulfarico,
sulfuroso, nitrico, nitroso, fosférico y fosforoso.

Ejemplos de aniones organicos adecuados incluyen, pero no se limitan a, los derivados de los siguientes &cidos
organicos: 2-acetoxibenzoico, acético, ascorbico, aspartico, benzoico, canforsulfénico, cinamico, citrico, edético,
etanodisulfénico, etanosulfénico, férmico, fumarico, glucohepténico, glucoénico, glutamico, glicélico, hidroximaleico,
hidroxinaftalenocarboxilico, isetiénico, lactico, lactobionico, laurico, maleico, malico, metanosulfénico, mucico, oleico,
oxalico, palmitico, pamoico, pantoténico, fenilacético, fenilsulfénico, propidnico, piravico, salicilico, estearico,
succinico, sulfanilico, tartarico, toluenosulfonico y valérico. Ejemplos de aniones organicos poliméricos adecuados
incluyen, pero no se limitan a, los derivados de los siguientes acidos poliméricos: &cido tanico, carboximetilcelulosa.

A menos que se especifique otra cosa, una referencia a un compuesto particular también incluye formas salinas del
mismo.

N-Oxidos
Puede ser conveniente o deseable preparar, purificar y/o manejar un N-6xido correspondiente del compuesto. Por

ejemplo, un compuesto que tiene un grupo piridilo se puede preparar, purificar y/o manejar como el N-6xido
correspondiente.

~ ' ~ )
®
@ O/N\

pirid-4-ilo N-oxido de pirid-4-ilo

Na

A menos que se especifique otra cosa, una referencia a un compuesto particular también incluye formas de N-6xido
del mismo.

Hidratos y Solvatos

Puede ser conveniente o deseable preparar, purificar y/o manejar un solvato correspondiente del compuesto. El
término “solvato” se usa en la presente en el sentido convencional para referirse a un complejo de soluto (p.
ej., compuesto, sal de compuesto) y disolvente. Si el disolvente es agua, el solvato se puede denominar
convenientemente un hidrato, por ejemplo, un monohidrato, un dihidrato, un trihidrato, etc.

A menos que se especifique otra cosa, una referencia a un compuesto particular también incluye las formas de
solvato e hidrato del mismo.

Formas Quimicamente Protegidas

Puede ser conveniente o deseable preparar, purificar y/o manejar el compuesto en una forma quimicamente
protegida. El término “forma quimicamente protegida” se usa en la presente en el sentido quimico convencional y
trata de un compuesto en el que uno o mas grupos funcionales reactivos se protegen de reacciones quimicas no
deseables bajo condiciones especificadas (p. €j., pH, temperatura, radiacion, disolvente y similares). En la practica,
se emplean métodos quimicos muy conocidos para hacer reversiblemente no reactivo a un grupo funcional, que de
otro modo seria reactivo, bajo condiciones especificadas. En una forma quimicamente protegida, uno o mas grupos
funcionales reactivos estan en la forma de un grupo protegido o protector (también conocido como un grupo
enmascarado o enmascarante o un grupo bloqueado o bloqueante). Al proteger un grupo funcional reactivo, se
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pueden realizar reacciones que implican otros grupos funcionales reactivos desprotegidos, sin afectar al grupo
protegido; el grupo protector se puede retirar, habitualmente en una etapa posterior, sin afectar sustancialmente al
resto de la molécula. Véase, por ejemplo, Protective Groups in Organic Synthesis (T. Greene y P. Wuts; 42 Edicién;
John Wiley and Sons, 2006).

Una amplia variedad de tales métodos de “proteccion”, “bloqueo” o “enmascaramiento” son ampliamente usados y
muy conocidos en la sintesis organica. Por ejemplo, un compuesto que tiene dos grupos funcionales reactivos no
equivalentes, ambos de los cuales serian reactivos bajo condiciones especificadas, se puede derivar para hacer que
uno de los grupos funcionales esté “protegido”, y de ese modo no sea reactivo, bajo las condiciones especificadas;
asi protegido, el compuesto se puede usar como un reaccionantes que tiene efectivamente sélo un grupo funcional
reactivo. Después de que se termine la reaccion deseada (que implica al otro grupo funcional), el grupo protegido se
puede “desproteger” para volver a su funcionalidad original.

Por ejemplo, un grupo hidroxi se puede proteger como un éter (-OR) o un éster (-OC(=O)R), por ejemplo, como: un
éter t-butilico; un éter bencilico, benzhidrilico (difenilmetilico) o tritilico (trifenilmetilico); un éter trimetilsililico o
t-butildimetilsililico; o un éster acetilico (-OC(=0)CHs, -OAc).

Por ejemplo, un grupo aldehido o cetona se puede proteger como un acetal (R-CH(OR)2) o cetal (R2C(OR)z),
respectivamente, en los que el grupo carbonilo (>C=0) se convierte en un diéter (>C(OR)2), mediante una reaccion
con, por ejemplo, un alcohol primario. El grupo aldehido o cetona se regenera facilmente mediante hidrélisis usando
un gran exceso de agua en presencia de acido.

Profarmacos

Puede ser conveniente o deseable preparar, purificar y/o manejar el compuesto en la forma de un profarmaco. El
término “profarmaco”, segin se usa en la presente, trata de un compuesto que, cuando se metaboliza (p. €j., in vivo),
da el compuesto activo deseado. Tipicamente, el profarmaco es inactivo o menos activo que el compuesto activo
deseado, pero puede proporcionar propiedades de manejo, administracién o metabdlicas ventajosas.

Por ejemplo, algunos profarmacos son ésteres del compuesto activo (p. ej., un éster metabdlicamente 1abil
fisiologicamente aceptable). Durante el metabolismo, el grupo éster (-C(=O)OR) se escinde para dar el farmaco
activo. Tales ésteres se pueden formar mediante esterificacion, por ejemplo, de cualquiera de los grupos &cido
carboxilico (-C(=O)OH) en el compuesto originario, con, cuando sea apropiado, antes de la proteccién de
cualesquiera otros grupos reactivos presentes en el compuesto originario, seguido por desproteccion si se requiere.

Ademas, algunos profarmacos se activan enzimaticamente para dar el compuesto activo o un compuesto que,
durante una reaccién quimica adicional, da el compuesto activo (por ejemplo, como en ADEPT, GDEPT, LIDEPT,
etc.). Por ejemplo, el profarmaco puede ser un derivado de azlcar u otro conjugado glicosidico o puede ser un
derivado de éster de aminodcido.

Sintesis Quimica

Se describen en la presente métodos para la sintesis quimica de compuestos de la presente invencion. Estos y/u
otros métodos muy conocidos se pueden modificar y/o adaptar de maneras conocidas a fin de facilitar la sintesis de
compuestos adicionales dentro del alcance de la presente invencion.

Descripciones de métodos y procedimientos de laboratorio generales, Utiles para la preparacion de los compuestos
descritos en la presente, se proporcionan en Vogel's Textbook of Practical Organic Chemistry, 52 Edicion, 1989,
(Editores: Furniss, Hannaford, Smith y Tatchell) (publicado por Longmann, Reino Unido).

Métodos para la sintesis de compuestos de piridina en particular se describen en Heterocyclic Chemistry, 32 Edicién,
1998, (Editores: Joule, Mills y Smith) (publicado por Chapman & Hall, Reino Unido).

Los compuestos de TBAP descritos en la presente se pueden preparar a través del producto intermedio (2) clave.
Este producto intermedio se puede preparar a partir de una materia prima disponible comercialmente,
2-amino-3-nitro-4-cloropiridina (1) y 3-fluoro-4-aminofenol. El producto intermedio (2) se puede proteger
selectivamente en el grupo amino, por ejemplo como un carbamato BOC, para proporcionar el producto intermedio

).
Un ejemplo de tal método se ilustra en el siguiente esquema.

Esquema 1
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El producto intermedio (3) también se puede obtener directamente a partir de 2-amino-3-nitro-4-cloropiridina (1) y
3-fluoro-4-aminofenol protegido con BOC en N.

Un ejemplo de tal método se ilustra en el siguiente esquema.

5 Esquema 2
F F
NHBoc NHBoc
Cl
NO, HO o
| N - N2
N/ NH, NaH,DMOSOorTHF | P
1 K,CO,, DMF N "NH,
3

El grupo nitro del producto intermedio protegido (3) se puede reducir para dar un grupo amino, por ejemplo, con
Pd/C y formiato amonico o hidroégeno o con NiCl> y NaBH4, para dar el producto intermedio diaminado (4).

Un ejemplo de tal método se ilustra en el siguiente esquema.
10 Esquema 3

F F

NHBoc NHBoc
Hz
@] @]

o HCOONH,, Pd/C

A2 o NiCl,, NaBH, . E%:NHZ
| ~ =
N NH,

N SNH,

3 4

Se pueden obtener piridopiracinonas a partir del producto intermedio (4) mediante la reaccion con glioxilato de etilo o
acido glioxilico. Ambos isdbmeros (5) y (6) se pueden obtener a partir de la reaccion de (4) con glioxalato de etilo o
acido glioxilico. La relacion de los dos isdmeros puede estar influenciada por la elecciéon de los reactivos y los

15 disolventes, de modo que se obtenga uno preferentemente. El isémero (5) deseado se puede separar de la mezcla
mediante cromatografia en columna o cristalizacion selectiva de la mezcla.

Un ejemplo de tal método se ilustra en el siguiente esquema.
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Esquema 4

F F
NHBoc NHBoc NHBoc
o OHC-COOKEt
0 o) o W
NH, OHC-COOH +
N N, 0]
y/
N NH, NI T N SN
H
4 5 6

La desprotecciéon del grupo protector (PG), por ejemplo, con fluoruro de tetrabutilamonio (TBAF) para un grupo
protector Boc, produce el producto intermedio (7) comun.

5 Un ejemplo de tal método se ilustra en el siguiente esquema.

Esquema 5
F F
NHBoc NH,
(0] (0]
TBAF
N N
—

N N 0] N/ N (0]

H H
5 7

El producto intermedio (7) clave se hace reaccionar con 3-terc-butil-5-isocyanato-1-aril-1H-pirazols (10) para
proporcionar las ureas (11) correspondientes.

10 Un ejemplo de tal método se ilustra en el siguiente esquema.

Esquema 6
F F H Hﬁ
NH, N N— |
N
N /©/ W
0 ocN— N o S
N + N N/
DOUNNG L Ty
Z —
N N o) X N N o)
N X Y N
7 10 11

Los isocianatos (10) respectivos se pueden obtener, por ejemplo, mediante la reaccion de aminas (9) con fosgeno,
trifosgeno o sus derivados o mediante la conversién de los acidos carboxilicos (8) correspondientes en azidas de

15 acilo con, por ejemplo, difenilfosforilazida, seguido por transposicion de Curtius. Estas reacciones se identifican
solamente para ilustracion, y se debe apuntar que se conocen en la técnica otros reactivos adecuados que también
se pueden usar para convertir aminas o acidos carboxilicos en isocianatos.

Ejemplos de tales métodos se ilustran en el siguiente esquema.
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Esquema 7
/
HooOC [%leenilfosforil- OCNK [24
azida Fosgeno
- . _
\
8 10 9

Los acidos carboxilicos (8) deseados se pueden obtener, por ejemplo, mediante la reaccién de los acidos fenil- o
piridil-borénicos sustituidos en meta (R es H) o ésteres borénicos (R es alquilo) (12) correspondientes con éster de

5 3-terc-butil-1 H-pirazol-5-carboxilato seguido por la hidrdlisis del éster en acido carboxilico. Los ésteres borénicos,
B(OR)g, incluyen ésteres ciclicos, tales como 4,4,5,5-tetrametil-1,3,2-dioxaborolan-2-ilo.

Un ejemplo de tal método se ilustra en el siguiente esquema.

Esquema 8
/ /é_\%
RO__ _OR Etooc/<:/§4 Hooc—N N
) .
N + = = LiOH o =
' | Cu(OAC), | NaOH |
H N —_— NS —_— N
X~y X7 Y X7 Y
12 13 8

10 Las aminas (9) deseadas se pueden obtener, por ejemplo, mediante la reaccion de las fenil- o piridil-hidracinas (14)
sustituidas en meta correspondientes con 4,4-dimetil-3-oxopentanonitrilo.

Un ejemplo de tal método se ilustra en el siguiente esquema.

Esquema 9

§ f%
HNo 2 HoN—" N
X (0]

X Y Ny v

14 9

15 En un enfoque alternativo, el producto intermedio (7) se hace reaccionar con carbamatos activados de
3-terc-butil-5-amino-1-aril-1H-pirazols para proporcionar las ureas correspondientes.

Un ejemplo de tal método se ilustra en el siguiente esquema.

Esquema 10
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Los carbamatos activados respectivos se pueden obtener, por ejemplo, mediante la reaccién de aminas (9) con
cloroformiatos, por ejemplo, con cloroformiato de fenilo para formar (3-(terc-butil)-1-aril-1H-pirazol-5-il)carbamato de
fenilo (15) o con cloroformiato de 1-metilvinilo para formar (3-(terc-butil)-1-aril-1H-pirazol-5-il)carbamato de 1-
metilvinilo.

Alternativamente, la posicién amino del producto intermedio (7) comun se puede activar mediante reaccion, por
ejemplo, con cloroformiato de fenilo o cloroformiato de 1-metilvinilo.

Un ejemplo de tal método se ilustra en el siguiente esquema.

Esquema 11

" H
NH, N 0~<
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7 16

El carbamato activado asi formado se puede hacer reaccionar a continuacidbn con una amina aromatica para
proporcionar la urea correspondiente.

/

Un ejemplo de tal método se ilustra en el siguiente esquema.

Esquema 12

F
H
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Los carbamatos activados mostrados en los Esquemas 10-12 anteriores son meramente ejemplos. También se
pueden usar otros carbamatos activados conocidos en la técnica, incluyendo, por ejemplo, carbamatos de
4-nitrofenilo y carbamatos de N-hidroxisuccinimida.

En un enfoque alternativo, la urea se forma en primer lugar, antes de la ciclacion.

Un ejemplo de tal método se ilustra en el siguiente esquema.
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Esquema 13
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En un enfoque alternativo, los aminofenoles se pueden convertir en ureas para formar el producto intermedios (20).

5 Un ejemplo de tal método se ilustra en el siguiente esquema.

Esquema 14
F owﬁ g ﬁ
NH, NN \”/ N—N
+ — (0]
HO —
HO N / Q
Y X v
19 10 20

The producto intermedios (20) se puede acoplar a continuacion con (1) para proporcionar (17). Una conversion
adicional, por ejemplo, segun se describe anteriormente en el Esquema 13, conduce al producto (11).

10 Un ejemplo de tal método se ilustra en el siguiente esquema.

33



10

15

20

25

30

35

40

ES 2740325713

Esquema 15
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Composiciones

Un aspecto de la presente invencion trata de una composicion (p. e€j., una composicién farmacéutica) que
comprende un compuesto de TBAP, segln se describe en la presente, y un portador, diluyente o excipiente
farmacéuticamente aceptable.

También se describe en la presente un método para preparar una composicion (p. €j., una composicion farmacéutica)
que comprende mezclar un compuesto de TBAP, seglin se describe en la presente, y un portador, diluyente o
excipiente farmacéuticamente aceptable.

Usos

Los compuestos de TBAP descritos en la presente son Utiles en el tratamiento de, por ejemplo, trastornos
proliferativos (como “agentes antiproliferativos”), cancer (como “agentes anticancerosos”), enfermedades
inflamatorias (como “agentes antiinflamatorios”), infecciones virales (como “agentes antivirales”), enfermedades
neurodegenerativas (como “agentes antineurodegenerativos”), enfermedades fibroticas (como “agentes
antifibréticos”), etc.

Uso en Métodos para Inhibir RAF (p. ej., BRAF, CRAF, etc.)

También se describe en la presente un método para inhibir la funcién de RAF (p. ej., BRAF, CRAF, etc.) (p. €j., en
una célula), in vitro o in vivo, que comprende poner en contacto la célula con una cantidad eficaz de un compuesto
de TBAP, segun se describe en la presente.

Un experto normal en la técnica es capaz de determinar facilmente si un compuesto candidato inhibe o no RAF (p.
ej., BRAF, CRAF, etc.). Por ejemplo, ensayos adecuados se describen en la presente o se conocen en la técnica.

En una realizacion, el método se realiza in vitro.
En una realizacion, el método se realiza in vivo.

En una realizacion, el compuesto de TBAP se proporciona en la forma de una composicion farmacéuticamente
aceptable.

Se puede tratar cualquier tipo de célula, incluyendo adiposa, pulmonar, gastrointestinal (incluyendo, p. €j., intestino,
colon), de mama (mamarias), ovaricas, prostaticas, de higado (hepaticas), de rifién (renales), de vejiga urinaria,
pancraticas, cerebrales y cutaneas.

Por ejemplo, una muestra de células se puede hacer crecer in vitro y un compuesto se puede poner en contacto con
dichas células, y se puede observar el efecto del compuesto sobre esas células. Como un ejemplo de “efecto”, se
puede determinar el estado morfolégico de las células (p. ej., vivas o muertas, etc.). Cuando se encuentra que el
compuesto ejerce una influencia sobre las células, esto se puede usar como un marcador de prondstico o
diagnédstico de la eficacia del compuesto en métodos para tratar a un paciente que tiene células del mismo tipo
celular.

Uso en Métodos para Inhibir la Proliferaciéon Celular, etc.

Los compuestos de TBAP descritos en la presente, p. €j., (a) regulan (p. €j., inhiben) la proliferacién celular;
(b) inhiben la progresion del ciclo celular; (c) promueven la apoptosis; o (d) una combinacién de uno o mas de estos.

También se describe en la presente un método para regular (p. ej., inhibir) la proliferacién celular (p. ej., la
proliferacién de una célula), inhibir la progresién del ciclo celular, promover la apoptosis 0 una combinacién de uno o
mas de estos, in vitro o in vivo, que comprende poner en contacto una célula con una cantidad eficaz de un
compuesto de TBAP, segun se describe en la presente.
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En una realizacién, el método es un métodos para regular (p. €j., inhibir) la proliferacion celular (p. €j., la proliferacion
de una célula), in vitro o in vivo, que comprende poner en contacto una célula con una cantidad eficaz de un
compuesto de TBAP, segln se describe en la presente.

En una realizacion, el método se realiza in vitro.
En una realizacion, el método se realiza in vivo.

En una realizacién, el compuesto de TBAP se proporciona en la forma de una composiciéon farmacéuticamente
aceptable.

Se puede tratar cualquier tipo de célula, incluyendo pulmonar, gastrointestinal (incluyendo, p. €j., intestino, colon), de
mama (mamaria), ovarica, prostatica, de higado (hepatica), de rifidén (renal), de vejiga urinaria, pancreatica, cerebral
y cutanea.

Un experto normal en la técnica es capaz de determinar facilmente si un compuesto candidato regula (p. €j., inhibe)
o no la proliferacién celular, etc. Por ejemplo, se describen en la presente ensayos que se pueden usar
convenientemente para evaluar la actividad ofrecida por un compuesto particular.

Por ejemplo, una muestra de células (p. €j., procedente de un tumor) se puede hacer crecer in vitro y un compuesto
se puede poner en contacto con dichas células, y se puede observar el efecto del compuesto sobre esas células.
Como un ejemplo de “efecto”, se puede determinar el estado morfologico de las células (p. €j., vivas o muertas, etc.).
Cuando se encuentra que el compuesto ejerce una influencia sobre las células, esto se puede usar como un
marcador de prondstico o diagnoéstico de la eficacia del compuesto en métodos para tratar a un paciente que tiene
células del mismo tipo celular.

Uso en Métodos de Terapia

Otro aspecto de la presente invencion trata de un compuesto de TBAP, segun se describe en la presente, para el
uso en un método de tratamiento del cuerpo de un ser humano o un animal mediante terapia, por ejemplo, para el
uso en un método de tratamiento de un trastorno (p. €j., una enfermedad) seguin se describe en la presente.

Uso en la Fabricacién de Medicamentos

También se describe en la presente el uso de un compuesto de TBAP, segun se describe en la presente, en la
fabricacién de un medicamento, por ejemplo, para el uso en un método de tratamiento, por ejemplo, para el uso en
un método de tratamiento de un trastorno (p. €j., una enfermedad) segun se describe en la presente.

En una realizacién, el medicamento comprende el compuesto de TBAP.

Métodos de Tratamiento

También se describe en la presente un método de tratamiento, por ejemplo, un método de tratamiento de un
trastorno (p. €j., una enfermedad) segln se describe en la presente, que comprende administrar a un sujeto que
necesite tratamiento una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de TBAP, segun se describe en la
presente, preferiblemente en la forma de una composicion farmacéutica.

Trastornos Tratados - Trastornos Proliferativos

En una realizacion (p. €j., para el uso en métodos de terapia, de uso en la fabricacion de medicamentos, de métodos
de tratamiento), el tratamiento es el tratamiento de un trastorno proliferativo.

El término “trastorno proliferativo”, segin se usa en la presente, trata de una proliferaciéon celular no querida o
descontrolada de células excesivas o anormales que no se desea, tal como crecimiento neoplastico o hiperplastico.

En una realizacion, el tratamiento es el tratamiento de: un trastorno proliferativo caracterizado por proliferacion
celular benigna, premaligna o maligna.

En una realizacion, el tratamiento es el tratamiento de: hiperplasia; un neoplasma; un tumor (p. €j., un histocitoma,
un glioma, un astrocitoma, un osteoma); cancer; psoriasis; una enfermedad 6sea; un trastorno fibroproliferativo (p.
ej., de tejidos conectivos); fibrosis pulmonar; aterosclerosis; o proliferacion celular del musculo liso en los vasos
sanguineos (p. €j., estenosis o reestenosis después de angioplastia).

Trastornos Tratados - Cancer

En una realizacién (p. ej., de uso en métodos de terapia, de uso en la fabricacion de medicamentos, de métodos de
tratamiento), el tratamiento es el tratamiento de cancer.

En una realizacién, el tratamiento es el tratamiento de metastasis cancerosa.
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Entre los canceres se incluyen:

(1) Carcinomas, incluyendo tumores derivados de epitelios escamosos estratificados (carcinomas de células
escamosas) y tumores que surgen dentro de érganos o glandulas (adenocarcinomas). Ejemplos incluyen mama,
colorrectal, pulmén, pancreas, prostata, ovario.

(2) Sarcomas, incluyendo: osteosarcoma y sarcoma osteogénico (hueso); condrosarcoma (cartilago);
leiomiosarcoma (musculo liso); rabdomiosarcoma (musculo esquelético); sarcoma mesotelial y mesotelioma
(revestimiento membranoso de cavidades corporales); fibrosarcoma (tejido fibroso); angiosarcoma vy
hemangioendotelioma (vasos sanguineos); liposarcoma (tejido adiposo); glioma y astrocitoma (tejido conectivo
neurogénico encontrado en el cerebro); mixosarcoma (tejido conectivo embrionario primitivo); tumor mesenquimal y
mesodérmico mixto (tipos de tejido conectivo mixtos).

(3) Mieloma.

(4) Melanomas incluyendo, p. €j., melanoma de propagacion superficial, melanoma nodular, melanoma lentiginoso
maligno, melanoma acral y melanoma uveal.

(5) Tumores hemtopoyéticos, incluyendo: leucemia mielégena y granulocitica (enfermedad maligna de la serie
mieloide y de glébulos blancos granulociticos); leucemia linfatica, linfocitica y linfoblastica (enfermedad maligna de la
serie linfoide y globulos rojos linfociticos); policitemia verdadera (también conocida como eritremia) (enfermedad
maligna de diversos productos celulares sanguineos, pero predominando los glébulos rojos).

(6) Linfomas, incluyendo: linfomas hodgkiniano y no hodgkiniano.

(7) Tipos Mixtos, incluyendo, p. €j., carcinoma adenoescamoso; tumor mesodérmico mixto; carcinosarcoma;
teratocarcinoma.

En una realizacién, el cancer se caracteriza por o se caracteriza ademas por células madre cancerosas.

En una realizacion, el tratamiento es el tratamiento de cancer que es resistente al tratamiento con un anticuerpo, p.
ej., un anticuerpo conocido, p. €j., un anticuerpo aprobado legislativamente. En una realizacién, el tratamiento es el
tratamiento de melanoma que es resistente al tratamiento con un anticuerpo, p. €j., un anticuerpo conocidos, p. €j.,
un anticuerpo aprobado legislativamente. Ejemplos de tales anticuerpos que son conocidos para tratar el melanoma
incluyen: anticuerpos que se unen a CTLA-4 (antigeno asociado a linfocitos T citotoxicos 4, por sus siglas en inglés),
tales como ipilimumab (aprobado); anticuerpos que se unen a PD-1 (receptor de muerte celular programada 1), tales
como pembrolizumab (aprobado) y nivolumab (aprobado); anticuerpos que se unen a PD-L1 (ligando de muerte
celular programada 1, por sus siglas en inglés), tales como MEDI4736 (en estudios clinicos) y MPDL3280A (en
estudios clinicos); anticuerpos y conjugados de anticuerpo que se unen a glicoproteina de antigeno de melanoma
NMB, tales como glembatumumab vedotina (en estudios clinicos); anticuerpos que se unen a marcador endotelial
antitumoral 1, tales como ontuxizumab (en estudios clinicos); anticuerpos que se unen a VEGF, tales como
bevacizumab, solos o en combinacién con quimioterapia estandar o IFN-a2b en bajas dosis (en estudios clinicos);
anticuerpos que se unen a gangliésido GD3, tales como KW-2871 (en estudios clinicos); anticuerpos que se unen a
isoformas de integrina, tales como a,f1, a.fs, ovBs y avBe, tales como intetumumab (en estudios clinicos).

El efecto anticancerosos puede surgir a través de uno o mas mecanismos, incluyendo, pero no limitados a, la
regulacién de la proliferacién celular, la inhibicion de la progresién del ciclo celular, la inhibicion de la angiogénesis
(la formacién de nuevos vasos sanguineos), la inhibicion de metastasis (la propagacion de un tumor desde su
origen), la inhibicién de la migracién celular (la propagaciéon de células cancerosas a otras partes del cuerpo), la
inhibicion de la invasion (la propagacion de células tumorales en estructuras normales préximas), la promocion de la
apoptosis (muerte celular programada), la muerte por necrosis o la induccién de muerte por autofagia. Los
compuestos descritos en la presente se pueden usar en el tratamiento de los canceres descritos en la presente,
independientemente de los mecanismos analizados en la presente.

Trastornos Tratados - Inflamacién

En una realizacion (p. ej., para el uso en métodos de terapia, de uso en la fabricacién de medicamentos, de métodos
de tratamiento), el tratamiento es el tratamiento de la inflamacién (p. €j., un trastorno o reaccién inflamatorio).

En una realizacién, el tratamiento es el tratamiento de la inflamacién aguda (p. ej., mediada por infeccién aguda).
En una realizacién, el tratamiento es el tratamiento de la inflamacién crénica (p. ej., mediada por infeccién crénica).

En una realizacién, la enfermedad inflamatoria se selecciona de enfermedades inflamatorias del pulmén (p. €j.,
asma; enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD, por sus siglas en inglés)); el ojo (p. €j., uveitis); y el tracto
gastrointestinal (p. ej., enfermedad de Crohn; colitis ulcerativa).

En una realizacion, la enfermedad inflamatoria se selecciona de:
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(i) enfermedades o trastornos pulmonares que tienen un componente inflamatorio, tales como fibrosis quistica,
hipertension pulmonar, sarcoidosis pulmonar, fibrosis pulmonar idiopatica y, particularmente, COPD (incluyendo
bronquitis cronica y enfisema), asma y asma pediatrica;

(ii) enfermedades o trastornos cutaneos que tienen un componente inflamatorio, tales como dermatitis atépica,
dermatitis alérgica, dermatitis de contacto y psoriasis;

(iii) enfermedades o trastornos nasales que tienen un componente inflamatorio, tales como rinitis alérgica, rinitis y
sinusitis;

(iv) enfermedades o trastornos oculares que tienen un componente inflamatorio, tales como conjuntivitis, conjuntivitis
alérgica, queratoconjuntivitis seca (ojo seco), glaucoma, retinopatia diabética, edema macular (incluyendo edema
macular diabético), oclusion de la vena retinal central (CRVO, por sus siglas en inglés), degeneracién macular seca
y/o hiumeda asociada a la edad (AM O), inflamacién después de una operacion de cataratas y, particularmente,
uveitis (incluyendo uveitis posterior, anterior y panuveitis), rechazo de injertos corneal y trasplante de células
limbicas; y

(v) enfermedades o trastornos gastrointestinales que tienen un componente inflamatorio, tales como enteropatia
sensible al gluten (enfermedad celiaca), esofagitis eosinofilica, enfermedad intestinal del injertos contra el
hospedador y, particularmente, enfermedad de Crohn y colitis ulcerativa.

En una realizacion, la enfermedad inflamatoria se selecciona de: fibrosis quistica; hipertension pulmonar; sarcoidosis
pulmonar; fibrosis pulmonar idiopatica; enfermedad pulmonar obstructiva cronica (COPD) (incluyendo bronquitis
cronica y enfisema); asma; asma pediatrica; dermatitis atopica; dermatitis alérgica; dermatitis de contacto; psoriasis;
rinitis alérgica; rinitis; sinusitis; conjuntivitis; conjuntivitis alérgica; queratoconjuntivitis seca (ojo seco); glaucoma;
retinopatia diabética; edema macular (incluyendo edema macular diabético); oclusién de la vena retinal central
(CRVO); degeneracion macular seca y/o himeda asociada a la edad (AMD); inflamacién después de una operacion
de cataratas; uveitis (incluyendo uveitis posterior, anterior y panuveitis); rechazo de injerto corneal y trasplante de
células limbicas; enteropatia sensible al gluten (enfermedad celiaca); esofagitis eosinofilica; enfermedad intestinal
del injerto contra el hospedador; enfermedad de Crohn; y colitis ulcerativa.

En una realizacion, la enfermedad inflamatoria es asma o COPD.
En una realizacion, la enfermedad inflamatoria es uveitis, enfermedad de Crohn o colitis ulcerativa.

Trastornos Tratados - Trastornos Inmunolégicos

En una realizacion (p. ej., para el uso en métodos de terapia, de uso en la fabricacién de medicamentos, de métodos
de tratamiento), el tratamiento es el tratamiento de un trastorno inmunolégico.

En una realizacién, el tratamiento es el tratamiento de una alergia.

En una realizacion, el tratamiento es el tratamiento de una enfermedad inflamatoria de las vias respiratorias, tal
como asma.

En una realizacién, el tratamiento es el tratamiento de dermatitis de contacto alérgica.
En una realizacion, el tratamiento es el tratamiento de una enfermedad del sistema inmunitario.

En una realizacién, el tratamiento es el tratamiento de una enfermedad autoinmunitaria, p. ej., artritis reumatoide;
lupus eritematoso sistémico (lupus); enteropatia inflamatoria (IBD, por sus siglas en inglés); esclerosis multiple (MS,
por sus siglas en inglés); diabetes mellitus tipo 1; sindrome de Guillain-Barre; psoriasis; enfermedad de Graves,
tiroiditis de Hashimoto; miastenia grave; vasculitis; una enfermedad de inmunodeficiencia; inmunodeficiencia
combinada grave (SCID, por sus siglas en inglés); inmunodeficiencia variable comun (CVID, por sus siglas en inglés);
virus de inmunodeficiencia humana (HIV); sindrome de inmunodeficiencia adquirida (sida); inmunodeficiencia
inducida por farmacos; o sindrome del injerto contra el hospedador.

Trastornos Tratados - Infeccién Viral

En una realizacion (p. ej., para el uso en métodos de terapia, de uso en la fabricacién de medicamentos, de métodos
de tratamiento), el tratamiento es el tratamiento de una infeccién viral.

En una realizacion, el tratamiento es el tratamiento de una infeccién viral por:
(Grupo I:) un virus de dsDNA, p. ej., un adenovirus, un herpesvirus, un poxvirus;
(Grupo 11:) un virus de ssDNA, p. €j., un parvovirus;

(Grupo llIz) un virus de dsRNA, p. €j., un reovirus;
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(Grupo 1V:) un virus de (+)ssRNA, p. ej., un picornavirus, un togavirus;
(Grupo V:) un virus de (-)ssRNA, p. ej., un ortomixovirus, un rabdovirus;
(Grupo VI:) un virus de ssRNA-RT, p. €j., un retrovirus; o

(Grupo VII:) un virus de dsDNA-RT, p. €j., a hepadnavirus.

Segun se usa anteriormente: ds: doble hebra; ss: hebra +; (+)ssRNA: RNA de hebra +; (-)JssRNA: RNA de hebra -;
ssRNA-RT: RNA (hebra +) con producto intermedio de DNA en el ciclo vital.

En una realizacion, el tratamiento es el tratamiento de: virus de inmunodeficiencia humana (HIV); virus de hepatitis B
(HBV, por sus siglas en inglés); virus de hepatitis C (HCV, por sus siglas en inglés); virus del papiloma humano (HPV,
por sus siglas en inglés); citomegalovirus (CMV, por sus siglas en inglés); o virus de Epstein-Barr (EBV); herpesvirus
humano 8 (HHV) asociado con sarcoma de Kaposi; virus de Coxsackie B3; virus de Borna; virus de la gripe.

Trastornos Tratados - Trastornos Fibréticos

En una realizacion (p. ej., para el uso en métodos de terapia, de uso en la fabricacién de medicamentos, de métodos
de tratamiento), el tratamiento es el tratamiento de un trastorno fibrético (p. €j., un trastorno caracterizado por fibrosis
excesiva, p. €j., un exceso de tejido conectivo fibroso en un tejido u érgano, p. ej., desencadenado por un proceso
reparador o reactivo, p. €j., en respuesta a una lesién (p. €j., cicatrizacién, curacién) o tejido fibrético en exceso que
surge de una sola linea celular (p. €j., fibroma)).

En una realizacion, el tratamiento es el tratamiento de:

(para los pulmones:) fibrosis pulmonar; fibrosis pulmonar secundaria a fibrosis quistica; fibrosis pulmonar idiopatica;
fibrosis masiva progresiva del minero del carbén;

(para el higado:) cirrosis;

(para el corazén:) fibrosis endomiocardica; antiguo infarto de miocardio; fibrosis auricular;

(para el mediastino:) fibrosis mediastinal;

(para el hueso:) mielofibrosis;

(para el retroperitoneo:) fibrosis retroperitoneal;

(para la piel:) fibrosis sistémica nefrogénica; cicatrizacion queloidea; esclerosis sistémica; escleroderma;
(para el intestino:) enfermedad de Crohn;

(para el tejido conectivo:) artrofibrosis; o capsulitis.

Trastornos Tratados - Trastornos Mejorados por la Inhibicion de BRAF Mutante

En una realizacion (p. ej., para el uso en métodos de terapia, de uso en la fabricacién de medicamentos, de métodos
de tratamiento), el tratamiento es el tratamiento de un trastorno (p. €j., una enfermedad) (p. e€j., un trastorno
proliferativo, p. ej., cancer) que esta asociado con una forma mutada de RAF (p. ej., BRAF), tal como, por ejemplo,
las mutaciones descritas en Davies y cols., 2002; Wan y cols., 2004; y Stratton y cols., 2003.

En una realizacion (p. €j., para el uso en métodos de terapia, de uso en la fabricacion de medicamentos, de métodos
de tratamiento), el tratamiento es el tratamiento de un trastorno (p. €j., una enfermedad) (p. €j., un trastorno
proliferativo, p. ej., cancer) que se mejora mediante la inhibicion de RAF (p. ej., BRAF).

En una realizacion, el tratamiento es el tratamiento de: un trastorno (p. €j., una enfermedad) que se caracteriza por
células que sobreexpresan RAF mutante (p. e€j., BRAF) (p. ej.,en comparacion con células normales
correspondientes; p. €j., en el que la sobreexpresién en un factor de 1.5, 2, 3, 5, 10, 20 o 50).

Trastornos proliferativos:

En una realizacién, el tratamiento es el tratamiento de: melanoma maligno; carcinoma colorrectal; carcinoma
colorrectal metastasico; cancer tiroideo folicular; cancer tiroideo insular; cancer tiroideo papilar; carcinoma ovarico;
carcinoma ovarico de baja malignidad; cancer pulmonar no microcitico; tricoleucemia; colangiocarcinoma; glioma
pediatrico de baja malignidad (p. ej., astrocitoma pilocitico; ganglioglioma; xantoastrocitoma pleomorfico); mieloma
multiple; o carcinoma medular del pancreas. En una realizacién, el tratamiento es el tratamiento de: adenocarcinoma
ductal pancreatico.
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En una realizacion, el tratamiento es el tratamiento de un trastorno (p. €j., una enfermedad) que esta asociado con
una forma mutada de RAF (p. ej., BRAF, CRAF, etc.) pero que es resistente al tratamiento con un inhibidor de RAF
conocido (p. ej., aprobado) (p. €j., BRAF, CRAF, etc.). Ejemplos inhibidores de BRAF conocidos (p. €j., aprobados)
incluyen vemurafenib (PLX4032, RG7204, Zelboraf) (aprobado) y dabrafenib (GSK-2118436) (aprobado).

En una realizacion, el tratamiento es el tratamiento de un trastorno (p. ej., una enfermedad) que esta asociado con
una forma mutada de RAF (p. ej., BRAF, CRAF, etc.) pero que es resistente al tratamiento con una combinacion de
un inhibidor de RAF conocidos (p. €j., aprobado) (p. ej., BRAF, CRAF, etc.) y un inhibidor de MEK conocido (p. €j.,
aprobado). Ejemplos de inhibidores de MEK incluyen: trametinib (GSK 1120212) (aprobado); selumetinib (AZD6244)
(en estudios clinicos); PD 325901 (en estudios clinicos); cobimetinib (GDC 0973, XL 518) (en estudios clinicos); y Cl
1040 (PD184352) (en estudios clinicos).

En una realizacién, el tratamiento es el tratamiento de: melanoma por mutante de BRAF intrinsecamente resistente a
vemurafenib; melanoma por mutante de BRAF que adquiere resistencia al tratamiento con vemurafenib; melanoma
por mutante de BRAF intrinsecamente resistente a dabrafenib; melanoma por mutante de BRAF que adquiere
resistencia al tratamiento con dabrafenib; o melanoma por mutante de BRAF que adquiere resistencia a una
combinacion de un inhibidor de BRAF y un inhibidor de MEK (p. ej., dabrafenib y trametinib).

Otros Trastornos:

En una realizacién, el tratamiento es el tratamiento de: histiocitosis de células de Langerhans (LCH, por sus siglas en
inglés) o enfermedad de Erdheim-Chester.

Trastornos Tratados - Trastornos Mejorados por la Inhibicién tanto de BRAF como de CRAF

Los cénceres con, por ejemplo, mutaciones activadoras de RAS, RAF y EGFR o la sobreexpresién de RAS, RAF y
EGFR, incluyendo cualquiera de las isoformas de los mismos, pueden ser particularmente sensibles a la inhibicion
de panRAF (p. ej., CRAF y BRAF). Los canceres con otras anormalidades que conducen a una sefial de la ruta
RAF-MEK-ERK regulada al alza también pueden ser particularmente sensibles al tratamiento con inhibidores de la
actividad de panRAF (p. ej., CRAF y BRAF). Ejemplos de tales anormalidades incluyen la activacion constitutiva de
un receptor de factor de crecimiento; la sobreexpresion de uno o mas receptores de factores de crecimiento; la
sobreexpresion de uno o mas factores de crecimiento; activacion de la ruta mediada por KSR; y las fusiones génicas
de BRAF o CRAF.

En una realizacion (p. ej., para el uso en métodos de terapia, de uso en la fabricacién de medicamentos, de métodos
de tratamiento), el tratamiento es el tratamiento de un trastorno (p. €j., una enfermedad) (p. e€j., un trastorno
proliferativo, p. ej., cancer) que se mejora mediante la inhibicion tanto de BRAF como de CRAF.

En una realizacién, el tratamiento es el tratamiento de: un trastorno (p. €j., una enfermedad) (p. €j., un trastorno
proliferativo, p. ej., cancer) que se caracteriza por la activacion constitutivo de un receptor de factor de crecimiento;
la sobreexpresion de uno 0 mas receptores de factores de crecimiento (p. ej., en comparacion con células normales
correspondientes; p. €j., en el que la sobreexpresion es en un factor de 1.5, 2, 3, 5, 10, 20 o 50); la sobreexpresion
de uno o mas factores de crecimiento (p. ej., en comparacion con células normales correspondientes; p. €j., en el
que la sobreexpresién es en un factor de 1.5, 2, 3, 5, 10, 20 o 50); y/o fusiones génicas activadoras de BRAF y/o
CRAF.

En una realizacién, el tratamiento es el tratamiento de: un trastorno (p. €j., una enfermedad) (p. €j., un trastorno
proliferativo, p. ej., cancer) que se caracteriza por uno 0 mas o la totalidad de:

(a) mutantes activadores de RAS y/o RAF;

(b) regulacion al alza de RAS y/o RAF;

(c) regulacién al alza de sefales de la ruta RAF-MEK-ERK; y

(d) regulacion al alza de receptores de factores de crecimiento (p. ej., ERBB2 y EGFR).

En una realizacion, el tratamiento es el tratamiento de: una enfermedad inflamatoria; una infeccién; un trastorno
autoinmunitario; apoplejia; isquemia; un trastorno cardiaco; un trastorno neurolégico; un trastorno fibrogenético, un
trastorno proliferativo; un trastorno hiperproliferativo; un trastorno hiperproliferativo no canceroso; un tumor; leucemia;
un neoplasma; cancer; carcinoma; una enfermedad metabdlica; una enfermedad maligna; reestenosis vascular;
psoriasis; aterosclerosis; artritis reumatoide; osteoartritis; insuficiencia cardiaca; dolor crénico; dolor neuropatico; ojo
seco; glaucoma de angulo cerrado; o glaucoma de angulo amplio.

Trastornos Tratados - Trastornos Asociados con Mutaciones de RAS y/o Activacién de la Ruta de MAPK

En una realizacion (p. €j., para el uso en métodos de terapia, de uso en la fabricacion de medicamentos, de métodos
de tratamiento), el tratamiento es el tratamiento de un trastorno (p. €j., una enfermedad) que esta asociado con una
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mutacion de RAS (p. ej., KRAS, NRAS, HRAS) y/o activacion de la ruta de MAPK (p. ej., hiperactividad de la ruta de
MAPK).

Trastornos proliferativos:

En una realizacién, el tratamiento es el tratamiento de un trastorno proliferativo (p. €j., cancer) que esta asociado con
una mutacién de RAS (p. ej., KRAS, NRAS, HRAS) y/o la activacion de la ruta de MAPK (p. €j., hiperactividad de la
ruta de MAPK).

En una realizacion, el tratamiento es el tratamiento de: carcinoma no microcitico; cancer colorrectal; cancer
colorrectal metastasico; carcinoma hepatocelular; adenocarcinoma pancreatico; melanoma maligno; una enfermedad
maligna hematologica (p. e€j., leucemia mielomonocitica juvenil (JMML); leucemia mielomonocitica crénica (CMML);
sindrome mielodisplastico (MDS, por sus siglas en inglés); leucemia linfoblastica aguda (ALL, por sus siglas en
inglés); mieloma multiple (MM); linfoma de Burkitt; linfoma de Hodgkin); cancer ovarico epitelial tipo I; cancer
peritoneal primario; adenocarcinoma del tracto biliar; cancer tiroideo folicular; cancer tiroideo papilar indiferenciado;
sarcoma de tejidos blandos (p. ej., angiosarcoma; leiomiosarcoma; rabdomiosarcoma; mixoma; histiocitoma fibroso
maligno); neurofibromatosis tipo 1 (NF1); neurofibromas plexiformes (PN, por sus siglas en inglés) inoperables;
melanoma uveal; melanoma de los cuerpos ciliares; melanoma coroidal; melanoma del iris; melanoma intraocular
metastasico; carcinoma adrenocortical; cancer renal; seminoma; cancer de la vejiga urinaria; cancer endometrial;
cancer del cuello uterino; neuroblastoma; adenocarcinoma de estdmago; carcinoma de células escamosos de
cabeza y cuello; o cancer de prostata.

Otros Trastornos:

En una realizacién, el tratamiento es el tratamiento de: rechazo de trasplantes (p. €j., xenoinjerto; piel; un miembro;
un o6rgano; médula 6sea); osteoartritis; artritis reumatoide; fibrosis quistica; una complicacion de la diabetes (p.
ej., retinopatia diabética; nefropatia diabética); hepatomegalia; cardiomegalia; sindrome de Noonan; sindrome
cardiofaciocutaneo; cardiomiopatia hipertrofica; apoplejia (p. ej., apoplejia isquémica focal aguda; isquemia cerebral
global); insuficiencia cardiaca; choque séptico; asma; trastorno pulmonar obstructivo cronico; enfermedad de
Alzheimer; dolor crénico (p. €j., dolor idiopatico; dolor asociado con alcoholismo crénico, deficiencia de vitaminas,
uremia o hipotiroidismo; dolor crénico asociado con inflamacién; dolor posoperatorio cronico); o dolor neuropatico (p.
ej., asociado con inflamacion; dolor posoperatorio; dolor del miembro fantasma; dolor por quemaduras; gota;
neuralgia trigeminal; dolor herpético agudo; dolor posherpético; causalgia; neuropatia diabética; avulsion del plexo;
neuroma; vasculitis; infeccion viral; lesién por aplastamiento; lesién por constriccion; lesion tisular; amputacion de
miembros; lesidn nerviosa entre el sistema nervioso periférico y el sistema nervioso central).

Trastornos Tratados - Trastornos Mejorados por la Inhibicién de SRC

En una realizacion (p. €j., para el uso en métodos de terapia, de uso en la fabricacion de medicamentos, de métodos
de tratamiento), el tratamiento es el tratamiento de un trastorno (p. €j., una enfermedad) que es mejorado por la
inhibicién de SRC.

En una realizacion, el tratamiento es el tratamiento de: un trastorno (p. €j., una enfermedad) (p. €j., un trastorno
proliferativo) que esta asociado con una mutacién de SRC; la sobreexpresion de SRC (p. €j., en comparacién con
células normales correspondientes; p. €j., en el que la sobreexpresiéon es en un factor de 1.5, 2, 3, 5, 10, 20 0 50); o
la activacion de la ruta aguas arriba de SRC (p. €j., por sefializacién elevada de RTK).

En una realizacion, el tratamiento es el tratamiento de: cancer endometrial; carcinoma no microcitico; mesotelioma
pleural maligno; melanoma maligno; leucemia mieloide crénica (p. €j., resistente a imatinib); metastasis 6seas;
cancer de prostata resistente a hormonas; cancer de préstata recurrente; osteosarcoma recurrente; leucemia
linfoblastica aguda; cancer colorrectal; cancer colorrectal metastasico; cancer de mama; cancer ovarico; cancer de
cabeza y cuello recurrente o metastasico (p. e€j., cancer de cuello escamoso metastasico con carcinoma celular
escamoso primario oculto; cancer de cuello escamoso metastasico recurrente con primario oculto; carcinoma de
células escamosas recurrente de la hipofaringe; carcinoma de células escamosas recurrente de la laringe; carcinoma
de células escamosas recurrente de los labios y la cavidad oral; carcinoma de células escamosas recurrente de la
nasofaringe; carcinoma de células escamosas recurrente de la orofaringe; carcinoma de células escamosas
recurrente del seno paranasal y la cavidad nasal; carcinoma verrugoso recurrente de la laringe; carcinoma verrugoso
recurrente de la cavidad oral; carcinoma de células escamosas de la hipofaringe; carcinoma de células escamosas
de la laringe; carcinoma de células escamosas de los labios y la cavidad oral; carcinoma de células escamosas de la
nasofaringe; carcinoma de células escamosas de la orofaringe; carcinoma de células escamosas del seno paranasal
y la cavidad nasal; carcinoma verrugoso de la laringe; carcinoma verrugoso de la cavidad oral; cancer de lengua);
cancer de piel recurrente; carcinoma de células escamosas de la piel; leucemia mielégena aguda; glioblastoma; o
glioma pontino intrinseco difuso.
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Trastornos Tratados - Trastornos Mejorados por la Inhibicién de p38

En una realizacion (p. €j., para el uso en métodos de terapia, de uso en la fabricacion de medicamentos, de métodos
de tratamiento), el tratamiento es el tratamiento de un trastorno (p. €j., una enfermedad) que es mejorado por la
inhibicion de p38 (p. €j., p38a, p38y).

En una realizacién, el tratamiento es el tratamiento de: un trastorno (p. €j., una enfermedad) (p. €j., un trastorno
proliferativo) que esta asociado con una mutacién en p38 (p. €j., p38a, p38y); la sobreexpresion de p38 (p. €j., p38a,
p38y) (p. €j., en comparacién con células normales correspondientes; p. €j., en el que la sobreexpresion es en un
factor de 1.5, 2, 3, 5, 10, 20 o0 50); o la activacion de la ruta aguas arriba de p38 (p. €j., p38a, p38y).

Trastornos proliferativos:

En una realizacién, el tratamiento es el tratamiento de: cancer ovérico; cancer de células escamosas de la cavidad
oral; mieloma multiple; neoplasmas de la médula ésea; o sindrome mielodisplastico.

Otros Trastornos:

En una realizacion, el tratamiento es el tratamiento de: un trastorno inflamatorio caracterizado por proliferacién de
células T (p. €j., activacion y crecimiento de células T).

En una realizacion, el tratamiento es el tratamiento de: artritis reumatoide; osteoartritis; artritis psoriasica; sindrome
de Reiter; artritis traumatica; artritis rubedlica; sinovitis aguda; artritis gotosa; o espondilitis.

En una realizacién, el tratamiento es el tratamiento de: psoriasis; eccema; rinitis alérgica; conjuntivitis alérgica; asma;
sindrome de dificulta respiratoria del adulto; lesion pulmonar aguda (ALI, por sus siglas en inglés); sindrome de
dificultad respiratoria aguda (ARDS, por sus siglas en inglés); enfermedad pulmonar crénica; enfermedad pulmonar
obstructiva crénica; caquexia sistémica; glomerulonefritis; insuficiencia cardiaca crénica; aterosclerosis; sindrome
coronario agudo; isquemia cardiaca; o infarto de miocardio.

En una realizacién, el tratamiento es el tratamiento de: endotoxemia; sindrome de choque téxico; enteropatia
inflamatoria; aterosclerosis; sindrome del intestino irritable; enfermedad de Crohn; colitis ulcerativa; una enfermedad
de resorcion 6sea; osteoporosis; diabetes; lesion por reperfusién; reaccion del injerto contra el hospedador; rechazo
de aloinjertos; septicemia; choque séptico; choque endotdxico; septicemia gramnegativa; glomerulonefritis;
reestenosis; o trombosis.

En una realizacion, el tratamiento es el tratamiento de dolor.

En una realizacion, el tratamiento es el tratamiento de: dolor crénico; dolor neuromuscular; cefalea; dolor por cancer;
dolor inflamatorio agudo o crénico asociado con osteoartritis o artritis reumatoide; dolor inflamatorio posoperatorio;
dolor neuropatico; neuropatia diabética; neuralgia trigeminal; neuralgia poshepatica; neuropatia inflamatoria; dolor
migrafoso; radiculopatia lumbosacra; dolor dental; traumatismo nervioso; o isquemia neural.

Trastornos Tratados - Trastornos Mejorados por Ia Inhibicién de FGFR1

En una realizacion (p. €j., para el uso en métodos de terapia, de uso en la fabricacion de medicamentos, de métodos
de tratamiento), el tratamiento es el tratamiento de un trastorno (p. €j., una enfermedad) que es mejorado por la
inhibicion de FGFR1.

En una realizacién, el tratamiento es el tratamiento de: un trastorno (p. €j., una enfermedad) (p. €j., un trastorno
proliferativo) que esta asociado con una mutacién en FGFR1; la sobreexpresion de FGFR1 (p. ej., en comparacién
con células normales correspondientes; p. €j., en el que la sobreexpresidén es en un factor de 1.5, 2, 3, 5, 10, 20 o
50); o la activacion de la ruta aguas arriba de FGFR1.

En una realizacién, el tratamiento es el tratamiento de: cancer de mama; cancer pulmonar escamoso; cancer de
estomago; carcinoma urotelial; mieloma multiple; sindrome mieloproliferativo 8p11; o carcinoma hepatocelular.

Trastornos Tratados - Trastornos Mejorados por la Inhibicion de VEGFR-2 (KDR)

En una realizacion (p. €j., para el uso en métodos de terapia, de uso en la fabricacion de medicamentos, de métodos
de tratamiento), el tratamiento es el tratamiento de un trastorno (p. €j., una enfermedad) que es mejorado por la
inhibicién de VEGFR-2 (KDR).

En una realizacién, el tratamiento es el tratamiento de: un trastorno (p. €j., una enfermedad) (p. €j., un trastorno
proliferativo) que esta asociado con una mutacién en VEGFR-2; la sobreexpresion de VEGFR-2 (p. €j., en
comparacién con células normales correspondientes; p. €j., en el que la sobreexpresion es en un factor de 1.5, 2, 3,
5, 10, 20 0 50); o la activacion de la ruta aguas arriba de VEGFR-2.

41



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2740325713

En una realizacion, el tratamiento es el tratamiento de: un trastorno (p. ej., una enfermedad) que se caracteriza por
un incremento en la produccion de VEGF (p. ej., bien por células cancerosas o bien por células estromaticas).

Trastornos proliferativos:

En una realizacion, el tratamiento es el tratamiento de: cancer pancreatico; cancer pulmonar no microcitico (NSCLC,
por sus siglas en inglés); neoplasmas ovaricos; neoplasma peritoneales; neoplasmas de las trompas de Falopio;
cancer pulmonar y efusiéon pleural asociada; cancer de células escamosas recurrente o metastasico de la cabeza y
el cuello; carcinoma nasofaringeo localmente avanzado; glioblastoma (p. ej., glioblastoma multiforme; glioblastoma
de células gigantes); gliosarcoma; glioma pontino intrinseco difuso; sarcoma de Kaposi relacionado con HIV;
mieloma mudltiple; carcinoma de células renales; adenocarcinoma gastrico metastasico; leucemia mieloide aguda
(AML); carcinoma hepatocelular; dermatofibrosarcoma; cancer tiroideo medular (MTC, por sus siglas en inglés);
cancer tiroideo papilar; cancer tiroideo folicular; sindrome mielodisplastico; neurofibromatosis tipo 1; neurofibroma
plexiforme; neurofibroma de la médula espinal; cancer de mama; neoplasmas del tracto biliar; cancer de cuello
uterino; cancer de préstata; melanoma; carcinoma de vejiga urinaria; carcinoma de uretra; carcinoma de uréter;
carcinoma renal; carcinoma pélvico; sarcoma; liposarcoma; cancer de colon; osteosarcoma; carcinoma sinovial;
neuroblastoma; o rabdomiosarcoma.

Otros Trastornos:

En una realizacion, el tratamiento es el tratamiento de: aterosclerosis; obesidad; sindrome de dolor neuropatico;
degeneracion macular asociada a la edad; retinopatia diabética; edema macular diabético; o artritis reumatoide.

Trastornos Tratados - Trastornos Mejorados por Ia Inhibicién de LCK

En una realizacion (p. ej., para el uso en métodos de terapia, de uso en la fabricacién de medicamentos, de métodos
de tratamiento), el tratamiento es el tratamiento de un trastorno (p. €j., una enfermedad) que es mejorado por la
inhibicion de LCK.

En una realizacién, el tratamiento es el tratamiento de: un trastorno (p. ej., una enfermedad) que esta asociado con
una mutacién en LCK; la sobreexpresion de LCK (p. ej., en comparacion con células normales correspondientes; p.
€j., en el que la sobreexpresién es en un factor de 1.5, 2, 3, 5, 10, 20 o0 50); o la activacién de la ruta aguas arriba de
LCK.

En una realizacion, el tratamiento es el tratamiento de: una enfermedad afeccion patolégica inmunolégica que
implica un componente inmunolégico.

En una realizacién, el tratamiento es el tratamiento de: artritis reumatoide; enteropatia inflamatoria (p. €j., colitis
ulcerativa; enfermedad de Crohn); psoriasis; artritis psoridsica; rechazo de trasplantes de tejidos u drganos
(incluyendo, p. ej., prevencion de); enfermedad del injerto contra el hospedador aguda o crénica; rechazo de
aloinjertos; rechazo de xenoinjertos; asma alérgica; esclerosis mdltiple; diabetes tipo 1; fibrosis pulmonar; o una
reaccion de hipersensibilidad de la piel.

Tratamiento

El término “tratamiento”, segin se usa en la presente en el contexto de tratar un trastorno, se relaciona
generalmente con el tratamiento de un ser humano o un animal (p. €j., en aplicaciones veterinarias), en el que se
alcanza algun efecto terapéutico deseado, por ejemplo, la inhibicién de progreso del trastorno, e incluye una
reduccion en la velocidad del progreso, una interrupcién en la velocidad de progreso, un alivio de los sintomas del
trastorno, una mejora del trastorno y una cura del trastorno. También se incluye el tratamiento como una medida
profilactica (es decir, profilaxis). Por ejemplo, el uso con pacientes que todavia no han desarrollado el trastorno, pero
que tienen riesgo de desarrollar el trastorno, abarcado por el término “tratamiento”.

Por ejemplo, el tratamiento incluye la profilaxis de cancer, reduciendo la incidencia del cancer, aliviando los sintomas
del cancer, etc.

El término “cantidad terapéuticamente eficaz”, segin se usa en la presente, trata de la cantidad de un compuesto o
un material, una composicion o una forma de dosificacion que comprende un compuesto, que es eficaz para producir
algun efecto terapéutico deseado, de acuerdo con una relacién beneficio/riesgo razonable, cuando se administra
seguln un régimen de tratamiento deseado.

Terapias Combinadas

El término “tratamiento” incluye tratamientos y terapias combinados, en los que se combinan dos o mas tratamientos
o terapias, por ejemplo, secuencialmente o simultaneamente. Por ejemplo, los compuestos descritos en la presente
también se pueden usar en terapias combinadas, p. €j., junto con otros agentes. Ejemplos de tratamientos y terapias
incluyen quimioterapia (la administracion de agentes activos, incluyendo, p. €j., farmacos, anticuerpos (p. €j., como
en la inmunoterapia), profarmacos (p. ej., como en la terapia fotodinamica, GDEPT, ADEPT, etc.); cirugia;
radioterapia; terapia fotodinamica; terapia génica; y dietas controladas.
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También se describe en la presente un compuesto segun se describe en la presente, en combinacién con uno o mas
(p- €j., 1, 2, 3, 4, etc.) agentes terapéuticos adicionales, segun se describe posteriormente.

La combinacion particular sera a discrecion del médico, que seleccionara las dosificaciones usando su conocimiento
general comun y regimenes de dosificacion conocidos por un profesional experto.

Los agentes (es decir, el compuesto descrito en la presente mas uno o mas de otros agentes) se pueden administrar
simultaneamente o secuencialmente, y se pueden administrar en esquemas de dosificacibn que varian
individualmente y a través de diferentes vias. Por ejemplo, cuando se administran secuencialmente, los agentes se
pueden administrar a intervalos poco separados (p. €j., a lo largo de un periodo de 5-10 minutos) o a intervalos
mayores (p. €j., 1, 2, 3, 4 o mas horas separados o incluso separados periodos aun mayores cuando se requiera),
estando el régimen de dosificacion preciso de acuerdo con las propiedades del agente o los agentes terapéuticos.

Los agentes (es decir, el compuesto descrito en la presente mas uno o mas de otros agentes) se pueden formular
conjuntamente en una sola forma de dosificacién o alternativamente, los agentes individuales se pueden formular
separadamente y se pueden presentar conjuntamente en la forma de un estuche, opcionalmente con instrucciones
para su uso.

Ejemplos de agentes/terapias adicionales que se pueden coadministrar/combinar con el tratamiento con los
compuestos de TBAP descritos en la presente memoria incluyen los siguientes: antimetabolitos; agentes alquilantes;
venenos para el huso; inhibidores topoisomerasas; agentes de union a DNA; inhibidores de cinasas; anticuerpos
terapéuticos; inhibidores de PARP; inhibidores del metabolismo de NAD; inhibidores metabdlicos; agentes elegidos
como diana; agentes endocrinos; etc.

Otros Usos

Los compuestos de TBAP descritos en la presente también se pueden usar como aditivos de cultivos celulares para
inhibir RAF (p. ej., BRAF, CRAF, etc.).

Los compuestos de TBAP descritos en la presente también se pueden usar como parte de un ensayo in vitro, por
ejemplo, a fin de determinar si un hospedante candidato es propenso a beneficiarse del tratamiento con el
compuesto en cuestion.

Los compuestos de TBAP descritos en la presente también se pueden usar como un patrén, por ejemplo, en un
ensayo, a fin de identificar otros compuestos activos, distintos a inhibidores de RAF (p. ej., BRAF, CRAF, etc.), etc.

Estuches

También se describe en la presente un estuche que comprende (a) un compuesto de TBAP segun se describe en la
presente o una composicién que comprende un compuesto de TBAP segun se describe en la presente, p.
ej., proporcionado preferiblemente en un recipiente adecuado y/o con un envase adecuado; y (b) instrucciones de
uso, p. €j., instrucciones escritas sobre como administrar el compuesto la composicién.

Las instrucciones escritas también pueden incluir una lista de indicaciones para las que el ingrediente activo es un
tratamiento adecuado.

Vias de Administracién

El compuesto de TBAP o la composicién farmacéutica que comprende el compuesto de TBAP se puede administrar
a un sujeto mediante cualquier via de administracion conveniente, ya sea sistémicamente/periféricamente o
tépicamente (es decir, en la zona de accién deseada).

Ejemplos de vias de administracién incluyen oral (p. ej., mediante ingestién); yugal; sublingual; transdérmica
(incluyendo, p. ej., mediante un parche, un emplasto, etc.); transmucosa (incluyendo, p. €j., mediante un parche, un
emplasto, etc.); intranasal (p. ej., mediante pulverizacion nasal); ocular (p. ej., mediante gotas oculares); pulmonar (p.
ej., mediante terapia de inhalacién o insuflacién usando, p. €j., un aerosol, p. €j., a través de la boca o la nariz); rectal
(p. €j., mediante un supositorio o enema); vaginal (p. ej., mediante un pesario); parenteral, por ejemplo, mediante
inyeccién, incluyendo subcutanea, intradérmica, intramuscular, intravenosa, intraarterial, intracardiaca, intratecal,
intraespinal, intracapsular, subcapsular, intraorbital, intraperitoneal, intratraqueal, subcuticular, intraarticular,
subaracnoidea e intraesternal; mediante el implante de un depésito o una reserva, por ejemplo, subcutaneamente o
intramuscularmente.

El Sujeto/Paciente

El sujeto/paciente puede ser un cordado, un vertebrado, un mamifero, un mamifero placentario, un marsupial (p.
ej., canguro, wombat), un roedor (p. €j., una cobaya, un hamster, una rata, un ratén), un marido (p. €j., un raton),
un lagomorfo (p. €j., un conejo), un ave (p. €j., un pajaro), un canido (p. €j., un perro), un felino (p. €j., un gato), un
equino (p. €j., un caballo), un porcino (p. €j., un cerdo), un 6vido (p. ej., una oveja), un bévido (p. €j., una vaca), un
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primate, simio (p. €j., un simio inferior o un simio superior), un simio inferior (p. €j., titi, babuino), un simio superior (p.
ej., gorila, chimpancé, orangutan, gibén) o un ser humano.

Por otra parte, el sujeto/paciente puede estar en cualquiera de sus formas de desarrollo, por ejemplo, un feto.
En una realizacién preferida, el sujeto/paciente es un ser humano.
Formulaciones

Aunque es posible que un compuesto de TBAP se administre solo, es preferible presentarlo como una formulaciéon
farmacéutica (p. €j., composicion, preparacion, medicamento) que comprenda al menos un compuesto de TBAP,
segun se describe en la presente, junto con uno o mas de otros ingredientes farmacéuticamente aceptable muy
conocidos para los expertos en la técnica, incluyendo portadores, diluyentes, excipientes, adyuvantes, cargas,
tampones, conservantes, antioxidantes, lubricantes, estabilizantes, solubilizantes, tensioactivos (p. ej., agentes
humectantes), agentes enmascarantes, agentes colorantes, agentes aromatizantes y agentes edulcorantes
farmacéuticamente aceptables. La formulaciéon puede comprender ademas otros agentes activos, por ejemplo, otros
agentes terapéuticos o profilacticos.

Asi, la presente invencion proporciona ademas composiciones farmacéuticas, segun se definen anteriormente, y
métodos para elaborar una composicién farmacéutica que comprenden mezclar al menos un compuesto de TBAP,
segun se describe en la presente, junto con uno 0 méas de otros ingredientes farmacéuticamente aceptables muy
conocidos por los expertos en la técnica, p. ej., portadores, diluyentes, excipientes, etc. Si se formulan como
unidades discretas (p. €j., comprimidos, etc.), cada unidad contiene una cantidad predeterminada (dosificacién) del
compuesto.

El término “farmacéuticamente aceptable”, segin se usa en la presente, trata de compuestos, ingredientes,
materiales, composiciones, formas de dosificacién, etc., que son, dentro del alcance del juicio médico razonable,
adecuados para el uso en contacto con los tejidos del sujeto en cuestion (p. ej., el ser humano) sin toxicidad,
irritacion, respuesta alérgica u otro problema o complicaciéon excesivos, acorde con una relaciéon beneficio/riesgo
razonable. Cada portador, diluyente, excipiente, etc. también debe ser “aceptable” en el sentido de ser compatible
con los otros ingredientes de la formulacion.

Portadores, diluyentes, excipientes, etc. adecuados se pueden encontrar en textos farmacéuticos estandar, por
ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 edicion, Mack Publishing Company, Easton, Pa., 1990; y
Handbook of Pharmaceutical Excipients, 52 edicién, 2005.

Las formulaciones se pueden preparar mediante cualesquiera métodos muy conocidos en la técnica de la farmacia.
Tales métodos incluyen la etapa de asociar el compuesto con un portador que constituye uno o mas ingredientes
accesorios. En general, las formulaciones se preparan al asociar uniformemente e intimamente el compuesto con los
portadores (p. €j., portadores liquidos, un portador sélido finamente dividido, etc.), y a continuacién conformar el
producto, si es necesario.

La formulacién se puede preparar para proporcionar una liberacion rapida o lenta; liberacién inmediata, retardada,
temporizada o sostenida; o una combinacion de las mismas.

Las formulaciones pueden estar adecuadamente en forma de liquidos, soluciones (p. €j., acuosas, no acuosas),
suspensiones (p. ej., acuosas, no acuosas), emulsiones (p. €j., aceite en agua, agua en aceite), elixires, jarabes,
electuarios, colutorios, gotas, comprimidos (incluyendo, p. €j., comprimidos revestidos), granulos, polvos, caramelos
para chupar, pastillas, capsulas (incluyendo, p. €j., capsulas de gelatina duras y blandas), obleas, pildoras, ampollas,
bolos, supositorios, pesarios, tinturas, geles, pastas, pomadas, cremas, lociones, aceites, espumas, pulverizaciones,
nebulizaciones o aerosoles.

Las formulaciones se pueden proporcionar adecuadamente como un parche, un emplasto adhesivo, un vendaje, un
apésito o similar que estad impregnado con uno 0 mas compuestos y opcionalmente uno o mas de otros ingredientes
farmacéuticamente aceptables, incluyendo, por ejemplo, mejoradores de la penetracion, la impregnacién y la
absorcion. Las formulaciones también se pueden proporcionar adecuadamente en la forma de un depésito o una
reserva.

El compuesto puede estar disuelto en, suspendido en o mezclado con uno o mas de otros ingredientes
farmacéuticamente aceptables. El compuesto se puede presentar en un liposoma u otro material en forma de
microparticulas que esta disefiado para dirigir el compuesto, por ejemplo, a componentes de la sangre 0 uno 0 mas
6rganos.

Formulaciones adecuadas para la administracion oral (p. ej., mediante ingestion) incluyen liquidos, soluciones (p.
€j., acuosas, no acuosas), suspensiones (p. €j., acuosas, no acuosas), emulsiones (p. ej., aceite en agua, agua en
aceite), elixires, jarabes, electuarios, comprimidos, granulos, polvos, capsulas, obleas, pildoras, ampollas, bolos.
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Formulaciones adecuadas para la administracién yugal incluyen colutorios, caramelos para chupar, pastillas, asi
como parches, emplastos adhesivos, depdsitos y reservas. Los caramelos para chupar comprenden tipicamente el
compuesto en una base aromatizada, habitualmente sacarosa y goma arabiga o tragacanto. Las pastillas comprende
tipicamente el compuesto en una matriz inerte, tal como gelatina y glicerina o sacarosa y goma arabiga. Los
colutorios comprenden tipicamente el compuesto en un portador liquido adecuado.

Formulaciones adecuadas para la administracion sublingual incluyen comprimidos, caramelos para chupar, pastillas,
capsulas y pildoras.

Formulaciones adecuadas para la administraciéon transmucosa oral incluyen liquidos, soluciones (p. €j., acuosas, no
acuosas), suspensiones (p. €j., acuosas, no acuosas), emulsiones (p. €j., aceite en agua, agua en aceite), colutorios,
caramelos para chupar, pastillas, asi como parches, emplastos adhesivos, depositos y reservas.

Formulaciones adecuadas para la administraciéon transmucosa no oral incluyen liquidos, soluciones (p. €j., acuosas,
no acuosas), suspensiones (p. €j., acuosas, no acuosas), emulsiones (p. €j., aceite en agua, agua en aceite),
supositorios, pesarios, geles, pastas, pomadas, cremas, lociones, aceites, asi como parches, emplastos adhesivos,
depédsitos y reservas.

Formulaciones adecuadas para la administracion transdérmica incluyen geles, pastas, pomadas, cremas, lociones y
aceites, asi como parches, emplastos adhesivos, vendajes, apositos, depdsitos y reservas.

Los comprimidos se pueden elaborar por medios convencionales, p. ej., compresién o moldeo, opcionalmente con
uno 0 mas ingredientes accesorios. Los comprimidos en forma comprimida se pueden preparar al comprimir en una
maquina adecuada el compuesto en una forma que fluye libremente tal como un polvo o granulos, opcionalmente
mezclados con uno o mas aglutinantes (p. ej., povidona, gelatina, goma arabiga, sorbitol, tragacanto,
hidroxipropilmetilcelulosa); cargas o diluyentes (p. ej., lactosa, celulosa microcristalina, hidrogenofosfato calcico);
lubricantes (p. €j., estearato magnésico, talco, silice); desintegrantes (p. ej., almidon glicolato sddico, povidona
reticulada, carboximetilcelulosa sédica reticulada); agentes tensioactivos o dispersantes o humectantes (p.
ej., laurilsulfato sédico); conservantes (p. ej., p-hidroxibenzoato de metilo, p-hidroxibenzoato de propilo, &acido
sorbico); aromas, agentes mejoradores del aroma y edulcorantes. Los comprimidos moldeados se pueden elaborar
al moldear en una maquina adecuada una mezcla del compuesto en polvo humedecido con un diluyente liquido
inerte. Opcionalmente, los comprimidos pueden estar revestidos o ranurados y se pueden formular a fin de
proporcionar una liberacion lenta o controlada del compuesto de los mismos usando, por ejemplo,
hidroxipropilmetilcelulosa en proporciones variables para proporcionar el perfil de liberaciébn deseado. Los
comprimidos se pueden proveer opcionalmente de un revestimiento, por ejemplo, para afectar a la liberacién, por
ejemplo un revestimiento entérico, para proporcionar liberacion en partes del sistema digestivo diferentes al
estomago.

Las pomadas se preparan tipicamente a partir del compuesto y una base para pomadas parafinica o miscible con
agua.

Las cremas se preparan tipicamente a partir del compuesto y una base para cremas de aceite en agua. Si se desea,
la fase acuosa de la base para cremas puede incluir, por ejemplo, al menos aproximadamente 30% p/p de un alcohol
polihidroxilado, es decir, un alcohol que tiene dos o mas grupos hidroxilo tal como propilenglicol, butano-1,3-diol,
manitol, sorbitol, glicerol y polietilenglicol y mezclas de los mismos. Las formulaciones tépicas pueden incluir
deseablemente un compuesto que mejore la absorcion o la penetracion del compuesto a través de la piel u otras
areas afectadas. Ejemplos de tales mejoradores de la penetracion dérmica incluyen dimetilsulfoxido y analogos
relacionados.

Las emulsiones se preparan tipicamente a partir del compuesto y una fase oleosa, que opcionalmente puede
comprender simplemente un emulsionante (conocido de otro modo como un emulgente) o puede comprender una
mezcla de al menos un emulsionante con una grasa o un aceite o tanto con una grasa como con un aceite.
Preferiblemente, se incluye un emulsionante hidréfilo junto con un emulsionante lipéfilo que actia como un
estabilizante. También se prefiere incluir tanto un aceite como una grasa. Conjuntamente, el emulsionante o los
emulsionantes con o sin estabilizante o estabilizantes constituyen la llamada cera emulsionante, y la cera junto con
el aceite y/o la grasa constituyen la llamada base para pomadas emulsionante que forma la fase dispersada oleosa
de las formulaciones en crema.

Emulgentes y estabilizantes de la emulsién adecuados incluyen Tween 60, Span 80, alcohol cetoestearilico, alcohol
miristilico, monoestearato de glicerilo y laurilsulfato sédico. La eleccién de aceites o grasas adecuados para la
formulacion se basa en alcanzar las propiedades cosméticas deseadas, puesto que la solubilidad del compuesto en
la mayoria de los aceites con probabilidades de ser usados en formulaciones farmacéuticas en emulsion puede ser
muy baja. Asi, la crema debe ser preferiblemente un producto no graso, que no manche y lavable con consistencia
adecuada para evitar la pérdida de los tubos u otros recipientes. Se pueden usar ésteres alquilicos mono- o
dibasicos de cadena lineal o ramificada tales como diisoadipato, estearato de isocetilo, diéster propilenglicélico de
acidos grasos de coco, miristato de isopropilo, oleato de decilo, palmitato de isopropilo, estearato de butilo, palmitato
de 2-etilhexilo o una combinacién de ésteres de cadena ramificada conocida como Crodamol CAP, siendo los tres
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ultimos ésteres preferidos. Estos se pueden usar solos o en combinacion dependiendo de las propiedades
requeridas. Alternativamente, se pueden usar lipidos de alto punto de fusién tales como parafina blanda blanca y/o
parafina liquida u otros aceites minerales.

Formulaciones adecuadas para la administracion intranasal, en los que el portador es un liquido, incluyen, por
ejemplo, una pulverizacién nasal, gotas nasales o mediante administracion en aerosol mediante un nebulizador,
incluyen soluciones acuosas u oleosas del compuesto.

Formulaciones adecuadas para la administracion intranasal, en las que el portador es un sélido, incluyen, por
ejemplo, las presentadas como un polvo grueso que tiene un tamafo de particula, por ejemplo, en el intervalo de
aproximadamente 20 a aproximadamente 500 micras que se administra del modo en el que se toma el rapé, es decir,
mediante inhalacién rapida a través de la fosa nasal desde un recipiente del polvo mantenido cerca de la nariz.

Formulaciones adecuadas para la administracion pulmonar (p. ej., mediante terapia de inhalacién o insuflacién)
incluyen las presentadas como una pulverizacion en aerosol desde un envase presurizado, con el uso de un
propelente adecuado, tal como diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de
carbono u otros gases adecuados.

Formulaciones adecuadas para la administracién ocular incluyen gotas oculares en las que el compuesto esta
disuelto o suspendido en un portador adecuado, especialmente un disolvente acuoso para el compuesto.

Formulaciones adecuadas para la administraciéon rectal se pueden presentar como un supositorio con una base
adecuada que comprende, por ejemplo, aceites naturales o endurecidos, ceras, grasas, polioles semiliquidos o
liquidos, por ejemplo, mantaca de cacao o un salicilato; 0 como una solucién o suspensién para el tratamiento
mediante un enema.

Formulaciones adecuadas para la administraciéon vaginal se pueden presentar como pesarios, tampones, cremas,
geles, pastas, espumas o formulaciones para pulverizacién que contienen ademas del compuesto portadores tales
como los que se conocen en la técnica como apropiados.

Formulaciones adecuadas para la administracion parenteral (p. ej., mediante inyeccion) incluyen liquidos (p.
€j., soluciones, suspensiones) acuosos 0 N0 acuosos, isotonicos, libres de pirbgenos, estériles, en los que el
compuesto esta disuelto, suspendido o proporcionado de otro modo (p. €j., en un liposoma u otro material en forma
de microparticulas). Tales liquidos pueden contener adicionalmente otros ingredientes farmacéuticamente
aceptables, tales como antioxidantes, tampones, conservantes, estabilizantes, bacteriostaticos, agentes de
suspensién, agentes espesantes y solutos que hacen la formulacion isoténica con la sangre (u otro fluido corporal
pertinente) del receptor pretendido. Ejemplos de excipientes incluyen, por ejemplo, agua, alcoholes, polioles, glicerol,
aceites vegetales y similares. Ejemplos de portadores isotdnicos adecuados para el uso en tales formulaciones
incluyen inyeccion de cloruro sédico, inyeccién de solucion de Ringer o inyeccion de solucion de Ringer con lactato.
Tipicamente, la concentracion del compuesto en el liquido es de aproximadamente 1 ng/ml a aproximadamente 10
ug/ml, por ejemplo de aproximadamente 10 ng/ml to aproximadamente 1 pg/ml. Las formulaciones se pueden
presentar en recipientes sellados de monodosis o de multiples dosis, por ejemplo, ampollas y viales, y se pueden
almacenar en un estado secado por congelacién (liofilizado) que sélo requiere la adicion del portador liquido estéril,
por ejemplo agua para inyecciones, inmediatamente antes del uso. Las soluciones y suspensiones para inyeccién
extemporanea se pueden preparar a partir de polvos estériles, granulos y comprimidos.

Dosificacién

Sera apreciado por el experto en la técnica que las dosificaciones apropiadas de los compuestos de TBAP vy las
composiciones que comprenden los compuestos de TBAP pueden variar de paciente a paciente. Determinar la
dosificacién 6ptima implicara generalmente el equilibrio del nivel de beneficio terapéutico frente a cualquier riesgo o
efectos secundarios perjudiciales. El nivel de dosificacién seleccionado dependera de una variedad de factores
incluyendo la actividad del compuesto de TBAP particular, la via de administracion, el momento de la administracién,
la velocidad de excrecion del compuesto de TBAP, la duracién del tratamiento, otros farmacos, compuestos y/o
materiales usados en combinacién, la gravedad del trastorno, y la especie, el sexo, la edad, el peso, el estado, la
salud general y los antecedentes médicos del paciente. La cantidad de compuesto de TBAP y la via de
administracion estaran finalmente a discreciéon del médico, veterinario o profesional clinico, aunque generalmente la
dosificacién se seleccionara para alcanzar concentraciones locales en la zona de accién que alcanzan el efecto
deseado sin provocar efectos secundarios dafinos o perjudiciales sustanciales.

La administracion se puede efectuar en una dosis, continuamente o intermitentemente (p. ej., en dosis divididas a
intervalos apropiados) a lo largo del curso del tratamiento. Métodos para determinar los medios mas eficaces y la
dosificacién de administracién son muy conocidos por los expertos en la técnica y variaran con la formulacién usada
para la terapia, el propésito de la terapia, la célula o células diana que se traten y el sujeto que se trate. Se pueden
llevar a cabo administraciones Unicas o multiples siendo seleccionados el nivel y el patrén de la dosis por el médico,
veterinario o profesional clinico responsable.
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En general, una dosis adecuada del compuesto de TBAP es en intervalo de aproximadamente 10 ug a
aproximadamente 250 mg (mas tipicamente de aproximadamente 100 yg a aproximadamente 25 mg) por kilogramo
de peso corporal del sujeto al dia. Cuando el compuesto es una sal, un éster, una amida, un profarmaco o similares,
la cantidad administrada se calcula basandose en el compuesto originario y asi el peso real que se va a usar se
incrementa proporcionalmente.

Sintesis Quimica

Todas las materias primas, los reactivos y los disolventes para las reacciones eran de calidad para reactivos y se
usaron segun se adquirieron. Los disolventes de cromatografia eran de calidad para HPLC y se usaron sin
purificacién adicional. Las reacciones se verificaron mediante analisis por cromatografia en capa fina (TLC, por sus
siglas en inglés) usando placas de capa fina F-254 de gel de silice 60 de Merck. La cromatografia en columna de
desarrollo rapido se llevé a cabo en gel de silice 60 de Merck (0.015-0.040 mm) o en columna de gel de silice
desechables Isolute Flash Siy Si ll. Los andlisis por LCMS se realizaron en un sistema de HPLC Micromass LCT /
Alliance 2795 de Water con una columna de 5pum, C18, 50 mm x 4,6 mm d. i. Discovery de Supelco a una
temperatura de 22°C usando el siguiente sistema de disolventes: Disolvente A: Metanol; Disolvente B: &cido férmico
al 0,1% en agua a un caudal de 1 ml/min. Gradiente comenzando con 10% de A / 90% de B (en volumen) de 0 - 0,5
minutos y a continuacion 10% de A/ 90% de B a 90% de A/ 10% de B de 0,5 minutos a 6,5 minutos y continuando a
90% de A/ 10% de B hasta 10 minutos. De 10-10.5 minutos el gradiente se volvié hasta 10% de A / 90% de donde
las concentraciones permanecieron hasta 12 minutos. La deteccion UV era a 254 nm y la ionizacién era
electropulverizacion ionica positiva o negativa. El intervalo de exploracién del peso molecular es 50-1.000. Las
muestras se suministraron como 1 mg/ml en DMSO o metanol con 3 pl inyectados en un relleno parcial del circuito.
Los espectros de NMR se registraron en DMSO-dg en un espectrometro de 500 MHz de Bruker Advance.

Parte(l): N-arilacion de ésteres de pirazolcarboxilato

Método A: 3-terc-butil-1H-pirazol-5-carboxilato de etilo (1 equiv.), el acido borénico deseado (2 equiv.), acetato de
cobre (I1) (1,5 equiv) y DMF seca se anadieron bajo remocién para dar una solucion azul. Se anadio piridina seca (2
equiv.), con lo que el color se volvia verde, seguido por una cucharada de tamices moleculares de 4 A (0.4 nm) en
polvo secados al horno. La mezcla se agité a temperatura ambiente bajo atmdésfera de argon hasta la terminacién
de la reaccion, segun se verificé por LC-MS. Después de la terminacion de la reaccion, la mezcla se diluy6é con
solucién de AcOEt y NH4CI. La fase orgéanica se aislo, se lavd con solucion de NH4Cl, NaHCOs3 ac. sat., se secé
(MgSO4 con resina atrapadora de Cu), se filtré y se evapor6 para dar una sustancia oleosa, que en algunos casos se
purifico adicionalmente mediante cromatografia en columna.

Sintesis 1

3-terc-Butil-1-(3-metoxifenil)-1 H-pirazol-5-carboxilato de etilo

OMe

Se usé el Método A con 3-terc-butil-1H-pirazol-5-carboxilato de etilo (320 mg, 1.631 mmol) y acido 3-
metoxifenilborénico (307 mg, 2.020 mmol). La reacciéon se termind después de remover a temperatura ambiente
durante 22 horas. Después del tratamiento, el aceite amarillo resultante se disolvio en DCM / hexano y se carg6 en
una columna SNAP de 50 g, que se eluyé con 2 - 20% (en volumen) de EtOAc en hexano. EI compuesto del
epigrafe se obtuvo como un aceite incoloro.

Rendimiento: 462 mg (94%, 92% puro). 'H- NMR (DMSO-de), 8 (ppm), J (Hz): 1.17 (t, 3H, *Uuu=7.1, CH3), 1.30 (s,
9H, terc-Bu), 3.79 (s, 3H, OCHs), 4.17 (g, 2H, ®Ui=7.1, OCH:CHa), 6.98 (m, 4H, HAr), 7.36 (t, 1H, *Jun=8.1, HAr),
LC-MS (2.79 min): m/z calc. para C17H22N2O3 [M+H]": 303.1; encontrado: 303.2.

Sintesis 2

3-terc-Butil-1-(3-trifluorometilfenil)-1 H-pirazol-5-carboxilato de etilo
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CF3

El Método A se us6d con 3-terc-butilpirazol-5-carboxilato de etilo (320 mg, 1.60 mmol), and 3-
trifluorometilfenilborénico (307 mg, 1.60 mmol). Después de 20 horas, la mezcla de reaccion se diluyé con AcOEt (20
ml), se lavo con 2 x 20 ml de agua, NaHCOs3 (20 ml, conc.) y finalmente con 20 ml de salmuera. La capa organica se
sec6 (MgSOQ.) y se evapord hasta sequedad para dar un aceite (417 mg). El compuesto se usé para la etapa de
hidrélisis posterior sin purificacion adicional.

Sintesis 3

3-terc-Butil-1-(3-metilfenil)-1 H-pirazol-5-carboxilato de etilo

- M
o N—N

Se usoé el Método A con 3-terc-butilpirazol-5-carboxilato de etilo (320 mg, 1.60 mmol) y acido 3-metilfenilborénico
(218 mg, 1.60 mmol). Después de 20 horas, la mezcla de reaccién se diluyé con AcOEt (20 ml), se lavé con 2 x 20
ml de agua, NaHCOs3 (20 ml; conc.) y finalmente con 20 ml de salmuera. La capa organica se sec6 (MgSQO.) y se
evaporé hasta sequedad para dar un aceite (466 mg). El compuesto se us6 en la etapa de hidroélisis posterior sin
purificacién adicional.

Sintesis 4

3-terc-Butil-1-(3-fluorofenil)-1 H-pirazol-5-carboxilato de etilo

/- O>_(/\|H<
0 N—N

Se us6 el Método A con 3-ferc-butilpirazol-5-carboxilato de etilo (320 mg, 1.60 mmol) y acido 3-fluorofenilborénico
(224 mg, 1.60 mmol). Después de 20 horas, la mezcla de reaccién se diluyé con AcOEt (20 ml), se lavé con 2 x 20
ml de agua, NaHCOs3; (20 ml; conc.) y finalmente con 20 ml de salmuera. La capa organica se secé (MgSQO,) y se
evaporé hasta sequedad para dar un aceite (463 mg). El compuesto se us6 en la etapa de hidroélisis posterior sin
purificacién adicional.
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Sintesis 5

3-terc-Butil-1-(2-metoxipiridin-4-yl)-1 H-pirazol-5-carboxilato de etilo

pow

N/

OMe

Se us6 el Método A con 3-terc-butilpirazol-5-carboxilato de etilo (202 mg, 1.03 mmol) y &cido 2-metoxipiridin-4-
ilborénico (208 mg, 1.360 mmol). La purificacion con 2 - 50% (en volumen) EtOAc en hexano dio el compuesto del
epigrafe como un aceite incoloro.

Rendimiento: 243 mg (59%). 'H- NMR (DMSO-ds), 6 (ppm), J (Hz): 1 .22 (t, 3H, S n=7.1, CHs), 1.29 (s, 9H, terc-Bu),
3 90 (s, 3H, OCHpj), 4.23 (q, 2H, JHH =7.1, OCH:zCHg), 6.94 (d, 1H, U=1.7, HPir), 7.07 (s, 1H, HAr), 7.13 (dd, 1H,
8 Jun=5.6, 1.7, HPir), 8.23 (d, 1H, *U=5.6, HPir). LC-MS (2.83 min): m/z calc. para CisH21NsOs [M+H]": 304.1;
encontrado: 303.1.

Parte(ll): Hidrdlisis del éster etilico

Método B. EIl 3-terc-butil-1H-pirazol-5-carboxilato de etilo sustituido en 1 apropiado (1 equiv.) se disolvié en una
mezcla 4 : 1 :1 de THF / MeOH / H;O, se afadi6 monohidrato de hidréxido de litio (1.1 equiv.) y la mezcla incolora
se agitd durante 16 horas a temperatura ambiente. Las materias volatiles se evaporaron posteriormente, y el sélido
resultante se redisolvié en H2O y el pH de la solucién se ajust6 hasta 1 con HCI acuoso al 10%. La mezcla lechosa
resultante se extrajo con EtOAc dos veces y la fraccién organica combinada se lavé con salmuera, se seco y se
concentré hasta sequedad para dar un soélido cristalino blanco.

Método C. EI 3-terc-butilpirazol-5-carboxilato de etilo sustituido en 1 apropiado (1 equiv.) se sometié a reflujo
durante 30 minutos en 10 ml de EtOH y 3 ml de solucion de NaOH (2 M). Después de enfriar a temperatura
ambiente, la mezcla de reaccion se neutralizé hasta pH 4.0 (AcOH), se diluyd con 20 ml de agua y se extrajo con
AcOEt. La capa orgéanica se lavd con 2 x 20 ml de agua, se secé (MgSQs) y se evaporé hasta sequedad y el residuo
asi obtenido se purificé usando un sistema Biotage Isolera.

Sintesis 6

Acido 3-terc-butil-1-(3-metoxifenil)-1 H-pirazol-5-carboxilico

OMe

Usar el Método B, 3-terc-butil-1-(4-metoxifenil)-1H-pirazol-5-carboxilato de etilo (442 mg, 1.345 mmol) dio el
compuesto del epigrafe como cristales blancos.

Rendimiento: 300 mg (81%). 'H-NMR (DMSO-ds), & (ppm), J (Hz): 1.29 (s, 9H, terc-Bu), 3.78 (s, 3H, OCH?s), 6.90 (s,
1H, HAr), 6.97 (m, 4H, HAr), 7.35 (t, 1H, 8 in=8.1, HAr), 13.14 (s, 1H, COOH). LC-MS (2.51 min): m/z calc. para
C15H18N203 [M+H]*: 275.1; encontrado: 275.0.
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Sintesis 7

Acido 3-terc-butil-1-(3-trifluorometilfenil)-1 H-pirazol-5-carboxilico

CF3

Usando el Método C con 3-terc-butil-1-(3-trifluorometilfenil)-1 H-pirazol-5-carboxilato de etilo en bruto (471 mg), se
obtuvo un producto sélido que se sometié a purificacién adicional usando un sistema Biotage Isolera y una mezcla
de ciclohexano:EtOAc 1:1 como eluyente (modo isocratico) y dio el compuesto del epigrafe.

Rendimiento: 133 mg (26.6% a lo largo de 2 etapas). 'H NMR (DMSO), 8H (ppm), J (Hz): 1.31 (s, 9H, (CHs)sC), 6.99
(s, 1H, H Pir), 7.70 (t, 1H, Hs Arom., J=7.7Hz), 7.76-7.82 (m, 3H, Hz,4,6 Arom.), 13.32 (s, 1H, CO2H Pir.). Masa ex.:
(C1sH16F3N202) calc. 313.1157, encontrada 313.1155.

Sintesis 8

Acido 3-terc-butil-1-(3-metilfenil)-1 H-pirazol-5-carboxilico

Usando el Método C con 3-terc-butil-1-(3-metilfenil)-1 H-pirazol-5-carboxilato de etilo en bruto (460 mg), se obtuvo el
compuesto del epigrafe después de la purificaciéon usando un sistema Biotage Isolera y una mezcla 1:1 de
ciclohexano:EtOAc como eluyente (modo isocratico).

Rendimiento: 101 mg (24% a lo largo de 2 etapas). 'H NMR (DMSO), dn (ppm), J (Hz): 1.29 (s, 9H, (CHs)sC), 2.35
(s, 3H, 3-CHg), 6.89 (s, 1H, Pir-H), 7.18 (d, 1H, H2 Arom., J=7.2Hz), 7.20-7.24 (m, 2H, Ha.s Arom.), 7.32 (t, 1H, Hs
Arom. J=7.3Hz), 13.09 (s, 1H, CO2H Pir.). Masa ex.: (C1sH1gN20>) calc. 258.1368, encontrada 258.1373.

Sintesis 9

Acido 3-terc-butil-1-(3-fluorofenil)-1H-pirazol-5-carboxilico

Usando el Método C con 3-terc-butil-1-(3-fluorofenil)-1 H-pirazol-5-carboxilato de etilo en bruto (463 mg), se obtuvo el
compuesto del epigrafe. Véase, p. €j., Springer y cols., 2011.

Rendimiento 166 mg (39.6% a lo largo de 2 etapas). 'H NMR (DMSO), &x (ppm), J (Hz): 1.29 (s, 9H, (CHs)sC), 6.95
(s, 1H, Pir-H), 7.23-7.30 (m, 2H, Arom-Ha,s), 7.35 (d, 1H, Hz Arom., J=9.8 Hz), 7.44-7.53 (m, 1H, Hs Arom.), 13.24 (s,
1H, COzH Pir.). Masa ex: (C14H15FN20O2) calc. 262.1118, encontrada 262.1117.
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Sintesis 10

Hidrocloruro de &cido 3-terc-butil-1-(2-oxo-1,2-dihydropiridin-4-yl)-1 H-pirazol-5-carboxilico

HO
7]
o n-N
/ AN
OH

Método D: Se disolvié 3-terc-butil-1-(2-metoxipiridin-4-yl)-1H-pirazol-5-carboxilato de etilo (110 mg, 0.363 mmol) en
HCI 6 M en H2O (4.5 ml, 27.00 mmol) y la solucién incolora se calenté hasta 90°C durante 48 h. Todas las materias
volatiles se evaporaron posteriormente y el aceite incoloro resultante se coevaporé con DCM (10 ml) y a
continuacion con Et,O (10 ml), lo que dio el compuesto del epigrafe como un sélido blanco.

Rendimiento: 93 mg (98%). 'H-NMR (DMSO-dg), 6 (ppm), J (Hz): 1.28 (s, 9H, terc-Bu), 6.32 (d, 1H, J=1.9, HAr),
6.37 (dd, 1H, J=7.1, 1.9, HAr), 6.99 (s, 1H, HAr), 7.46 (d, 1H, J=7.1, HAr). LC-MS (2.14 min): m/z calc. para
C13H1gN303 [M-CI]*: 262.1; encontrado: 262.0;

Parte(lll): Formacion de 5-aminopirazoles

Sintesis 11

3-(terc-Butil)-1-(3-fluorofenil)-1H-pirazol-5-amina

F

Método E: Una mezcla de 4,4-dimetil-3-oxopentanonitrilo (77 g, 0.62 mol) e hidrocloruro de 3-fluorofenilhidracina
(100 g, 0.62 mol) se anadi6 a tolueno (11) y se calentd hasta 100°C durante 24 horas, punto después del cual se
dejo que la reaccion se enfriara hasta 20°C. La mezcla se filtrd, se lavé con tolueno (2 x 250 ml) se sec6. La sal de
HCI en bruto se combiné con una partida previa (realizada usando 180 g de hidrocloruro de 3-fluorofenilhidracina y
234 g de hidrocloruro de 3-fluorofenilhidracina) y se repartié entre DCM (4 1) y NaHCOg3 ac. sat. (4 ). La mezcla se
agité hasta que no quedaba sélido. La capa de DCM se separd, se secd (MgSQa), se filtré y se concentr6 a vacio
para proporcionar el compuesto del epigrafe como un sélido naranja (210g) con 52% de rendimiento. Pureza >95%
(sobre una base molar) mediante NMR y 94.4% (sobre una base molar) mediante LCMS.

Parte(lV): Formacion de carbamatos de 5-aminopirazol
Sintesis 12

N-[3-terc-Butil-1-(3-fluorofenil)-1H-pirazol-5-iljlcarbamato de fenilo

O
o—/<N y
H

|
N—N
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Método F: Se disolvié 3-(terc-butil)-1-(3-fluorofenil)-1H-pirazol-5-amina (210 g, 0.90 mol) en THF (51) a 0°C antes de
la adicion de piridina (146 ml, 1.80 mol). Se carg6 cloroformiato de fenilo (113 ml, 0.90 mol) en THF (300 ml) gota a
gota a 0-5°C a lo largo de 30 minutos. La mezcla de reaccion se agité a 0°C durante 30 minutos y a continuacion se
dejo6 calentar hasta temperatura ambiente. Después de 4 horas, la HPLC mostré que quedaba 8% del estadio 1. Se
afnadié una carga adicional de cloroformiato de fenilo (11 ml, 0.088 mol) y, después de 30 minutos, el andlisis de
HPLC indicé que la reaccién habia terminado. Se cargd EtOAc (5 1) y la capa organica se lavé con HCI 1 M (2 x 1.2 1),
agua (1.2 1), NaHCO3; ac. sat. (1.2 ) y salmuera sat. (1.2 I). La capa organica se sec6d (MgSQs), se filir6 y se
concentré a vacio. El aceite en bruto se recogié en una mezcla 1 : 3 de EtOAc / heptano y se concentr6 a vacio para
dar un sélido. El sélido se suspendié en heptano (2.5 I) durante 1 hora, se filtr6 y se lavé con heptano (200 ml). El
material se sec6 a 40°C durante la noche para dar el compuesto del epigrafe (286 g) con 90% de rendimiento.
Pureza >95% por NMR.

Parte(V): Acoplamiento de fragmentos de arilpirazol y 4-aminofenoxi-piridopiracinona con formacion de un conector
de urea

Sintesis 13
1-[3-terc-butil-1-[(3-fluoro-fenil)-1H-pirazol-5-il]3-[2-fluoro-4(3-0x0-3,4-dihidropirido[2,3-b]piracin-8-iloxi)fenillurea

(TBAP-001)
E\I )
| ~
N o

Método G: Se disolvieron 81 mg (0.31 mmol) de acido 3-terc-butil-1-(3-fluorofenil)-pirazol-5-carboxilico en 2 ml de
DMF en un tubo Carousel bajo remocién y atmdsfera inerte. A continuacion, se afiadieron 0.044 ml (0.32 mmol) de
trietilamina y 0.067 ml (0.032 mmol) de DPPA y la remocién continué durante 30 minutos a 0°C y durante 1 hora
adicional a temperatura ambiente. Se afadi6 de una vez a esta mezcla de reaccion la 4-(3-fluoro-4-aminofenil)-
piridino-[2.3-b]-piracin-2-ona (40 mg, 0.15 mmol) (véase, p. ej., Zambon y cols., 2010) y el tubo con la mezcla de
reaccion se calenté a 100°C durante 30 minutos, bajo remocién y una atmésfera de argén. Después de enfriar a
temperatura ambiente, la solucién se diluyé con 10 ml de AcOEt. La capa organica se lavo con 2 x 10 ml de
salmuera, se sec6 (MgSOs) y se evapor6 hasta sequedad. El residuo asi obtenido se trituré con Et20 y se filtré para
dar el compuesto del epigrafe como un sélido amorfo pardo claro.

Rendimiento: 66 mg (83.0%). 'H NMR (500 MHz, DMSO-de) &: 1.29 (s, 9H, t-Bu), 6.41 (s, 1H, Hpirazl), 6.64 (d, 1H,
Hpir, J=5.6Hz), 7.02-7.07 (m, 1H, Harwom centrat), 7.22-7.30 (M, 2H, Harom pirazol), 7.40-7.44 (m, 2H, Harom centrai+ Harom
pirazol), 7-53-7.60 (M, 1H, Harom pirazal), 8.14 (t, 1H, Harom centrat, J=9.1Hz), 8.17 (s, 1H, Hgiracinona), 8.36 (d, 1H, Hyir, J=5.6
Hz), 8.87 (s, 1H, NHurea), 8.98 (s, 1H, NHyrea), 12.90 (s, 1H, NH). LC-MS, tz = 2.61 min, m/z: 531.2 (M)*, calc. para
Ca7H23F2N703. HRMS: (M)* calc. para C27H23F2N7O3, 531.1830, encontrado: 531.1832.

Método H: Se cargaron N-[3-terc-butil-1-(3-fluorofenil)-1H-pirazol-5-illcarbamato de fenilo (220 g, 0.623 mol) y DMSO
(1.7'1) a 4-(3-fluoro-4- amlnofenll) piridino-[2.3-b]-piracin-2-ona (169.5 g, 0.623 mol). La mezcla de reaccién se agit6 a
20-22°C durante la noche. La 'H NMR indico que la reaccién habia terminado. La reaccion se desactivé en agua (8.6
I) y se agit6 durante 1 hora antes de filtrarse y lavarse con agua (2 x 2 I). El material se secé a 60°C a lo largo del fin
de semana. El sélido se suspendié en EtOAc (3.39 I) durante 1 hora, se filtré y se lavd con EtOAc (750 ml) para dar
320 g del compuesto del epigrafe. La NMR indicé que todavia habia fenol presente. El material se resuspendié en
EtOAc (3.2 I) durante 1 hora, se filtrd y se lavo con EtOAc (500 ml) y se secé para proporcionar 293 g del compuesto
del epigrafe (9% en peso de EtOAc) por NMR, una sola impureza 0.8% en peso). El sélido se recristalizé en THF
(5.7 1) y heptano (2.85 1), dejando que la partida se enfriara hasta temperatura ambiente antes de separar los solidos
por filtracién. La torta filtrante se lavo con heptano (2.85 1) y se sec6 a 45°C durante la noche para dar 221 g del
compuesto del epigrafe. El andlisis por HPLC mostrd que la |mpureza previa en 0.8% (en peso) se reducia hasta
0.23% (en peso); sin embargo, la impureza de urea se enriquecia hasta 0.58% (en peso). La '"H NMR mostré 5% de
heptano (en peso). El material se secé a 110°C durante 12 horas para llevar el nivel de heptano hasta < 0.5% (en
peso) por NMR, dando un total de 211 g del compuesto del epigrafe como un sélido cristalino blanco con un
rendimiento de 64%. Pureza por HPLC 98.8% (en peso), una sola impureza 0.58% (en peso).
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Sintesis 14

1-[3-terc-Butil-1-[(3-metil-fenil)-1H-pirazol-5-il]3-[2-fluoro-4(3-0x0-3,4-dihidropirido[2,3-b]piracin-8-iloxi)feniljurea

(TBAP-002)

O

\\

O

Usando el Método G, con acido 3-terc-butil-1-(3-metilfenil)-1H-pirazol-5-carboxilico (80 mg, 0.31 mmol) y 4-(3-fluoro-
4-aminofenil)-piridino-[2,3-b]-piracin-2-ona (40 mg, 0.15 mmol), se obtuvo el compuesto del epigrafe como un sélido
blancuzco.

Rendimiento: 69 mg (87.4%). 'H NMR (500 MHz, DMSO-ds) 5: 1.28 (s, 9H, t-Bu), 2.40 (s, 3H, 3-CHs), 6.39 (s, 1H,
Hpirazol), 6.64 (d, 1H, Hpir, J=5.6Hz), 7.02-7.06 (M, 1H, Harom central), 7.22-7.36 (M, 4H, 3 Harom pirazol +1Harom centrat), 7.43
(t, TH, Harom pirazot, J=7.7Hz), 8.16 (t, 1H, Harom central, J=9.1Hz), 8.17 (s, 1H, Hpiracinona), 8.36 (d, 1H, Hyir, J=5.6 Hz), 8.81
(s, 1H, NHuea), 8.98 (s, 1H, NHyrea), 12.90 (s, 1H, NH), LC-MS, iz = 2.65 min, m/z: 527.2 (M)*, calc. para
ngngFN703, HRMS: ('\/|+H)+ calc. para ngngFN703, 527.2081, encontrado: 527.2088.

Sintesis 15

1-[3-terc-Butil-1-[(3-trifluorometil-fenil)-1H-pirazol-5-il]3-[2-fluoro-4(3-oxo-3,4-dihidropirido[2,3-b]piracin-8-

iloxi)fenillurea (TBAP-003)
/
N O
Usando el Método G, con acido 3-terc-butil-1-(3-trifluorometilfenil)-1 H-pirazol-5-carboxilico (97 mg, 0.31 mmol)y 4-(3-

fluoro-4-aminofenil)-piridino-[2,3-b]-piracin-2-ona (40 mg, 0.15 mmol), se obtuvo el compuesto del epigrafe como un
s6lido blancuzco.

Rendimiento: 70 mg (80.4%). 'H NMR (500 MHz, DMSO-dg) 8: 1.30 (s, 9H, t-Bu), 6.42 (s, 1H, Hprazl), 6.64 (d, 1H,
HPir, J=56HZ), 702‘706 (m, 1H, HArom centra|), 727'736 (m, 1H, HArom cemral), 774‘780 (m, 2H, HArom pirazol), 786‘790
(m, 2H, HArom pirazol), 805 (t, 1H, HArom centraly J=91 HZ), 817 (S, 1H, Hpiracinona), 836 (d, 1H, Hpir, J=56 HZ), 887 (S, 1H,
NHuyrea), 8.93 (s, 1H, NHurea), 12.90 (s, 1H, NH), LC-MS, tz = 2.71 min, m/z: 581.2 (M)", calc. para CzsH23F4N7Os3.
HRMS: (M+H)* calc. para CagH23F4N7O3, 581.1798, encontrado: 581.1796.

Sintesis 16

1-(3-terc-butil-1-(3-metoxifenil)-1 H-pirazol-5-il)-3-(2-fluoro-4-(3-oxo-3,4-dihidropirido[3,2- b]piracin-8-iloxi)fenil)urea
(TBAP-004)
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Pand

Usando el Método G con acido 3-terc-butil-1-(3-metoxifenil)-1H-pirazol-5-carboxilico (60 mg, 0.22 mmol) y 8-(4-
amino-3-fluorofenoxi)-pirido[2,3-b]piracin-3(4H)-ona (31.6 mg, 0.12 mmol), el compuesto del epigrafe se obtuvo
como un sélido amarillo claro.

Rendimiento: 50 m% (84%). 'H-NMR (DMSO-dg), 6 (ppm), J (Hz): 1.29 (s, 9H, terc-Bu), 3.83 (s, 3H, OCHjs), 6.41 (s,
1H, HPir), 6.66 (d, JHH =5. 7 1H, HPir), 7.01-7.12 (m, 4H, HAr), 7.31 (m, 1H, HAr), 7.46 (t, *J=8.1, 1H, HAr), 8.18
(m, 2H, HAr), 8.38 (d, S dun=5. 7, 1H, HPir), 8.85 (s an, 1H, NH), 9.03 (s an, 1H, NH), 12.92 (s an, 1H, NH);_19F-NMR
(DMSO-dg), 8 (ppm): -124.8. LC-MS (2.59 min): m/z calc. para CogH27FN7O4 [M+H]": 544.1; encontrado: 544.1.
HRMS (3.19 min): m/z calc. para CzsH27FN7O4 [M+H]": 544.21031; encontrado: 544.21029.

Sintesis 17

1-(3-terc-Butil-1-(2-oxo-1,2-dihidropiridin-4-il)-1 H-pirazol-5-yl)-3-(2-fluoro-4-(3-oxo-3,4-dihidropirido[3,2-b]piracin-8-

iloxi)fenil)urea (TBAP-005)
f\I 1
O

2

Usando el Método G con hidrocloruro de acido 3-terc-butil-1-(2-oxo-1,2-dihidropiridin-4-il)-1 H-pirazol-5-carboxilico
(70.8 mg, 0.238 mmol) y 8-(4-amino-3-fluorofenoxi)-pirido[2,3-b]piracin-3(4 H)-ona (32.4 mg, 0.119 mmol), se obtuvo
un soélido que se purific6 mediante cromatografia en columna sobre gel de silice, eluyendo con 5 - 30% (en
volumen) de MeOH en DCM, para dar el compuesto del epigrafe como un soélido blanco.

Rendlmlento 15 mg (24%), H NMR (DMSO-dg), d (ppm), J (H ) 1.28 (s, 9H, terc-Bu), 6.43 (s, 1H, HPir), 6.50 (d,
SUn=2.2, TH, HAr), 6.58 (dd, *u=7.2, 2.2, 1H, HAr), 6.66 (d, *Jun=5.6, 1H, HPir), 7.06 (m, 1H, HAr), 7.32 (m, 1H,
HAr), 7.50 (d, *Ju=7.2, 1H, HAr), 8.13 (m, 1H, HAr), 8.18 (m, 1H, HAr), 8.37 (d, 3JHH =5.6, 1H, HPir), 9.05 (s an, 1H,
NH), 9.13 (s, 1H, NH), 11.66 (s an, 1H, NH), 12.90 (s an, 1H, NH). LC-MS (2.36 min): m/z calc. para CzsH24FNgO4
[M+H]": 531.1; encontrado: 531.2. HRMS (2.97 min): m/z calc. para CogH24FNgO4 [M+H]": 531.18991; encontrado:
531.18952.

Métodos y Datos Bioldgicos

Ensayo de cinasa DELFIA

Los compuestos se evaluaron en un ensayo de cinasa realizado segun el siguiente protocolo.
Preparacion de “*"*BRAF:

Se generod VE0EBRAF mediante la infeccion de células de insecto SF9 cultivadas en medio SF-900 II (Invitrogen,
Paisley, Escocia) con un baculovirus que contenia BRAF humana de longitud completa con una cola de histidina
N-terminal y se purific6 mediante cromatografia de afinidad de niquel-agarosa.

Preparacion de GST-MEK:
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agarosa.
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Purificacion de Y**** BRAF y GST-MEK:

Procedimiento:

1. Sométanse las células a lisis en tampén de resuspension (1 ml por 10 ml de cultivo de SF9 o cultivo de JM109
para BRAF o MEK, respectivamente), sométanse a ultrasonidos durante 1-2 minutos y centrifdguense a 14.000 rpm

(en tubos de 2 ml) durante 10 minutos.

2. Témense 1.5 ml de ‘cuentas’ de niquel-agarosa por 10 ml de lisado y afadanse a la columna (Bio-rad).

3. Lavese la columna con tampdn de resuspensién 3 veces.

4. Ailadase el lisado a la columna.

5. Lavese 3 veces con 10 ml de tampdn de lavado.

6. Anadanse 10 ml de tampdn de elucién a las cuentas y rec6janse en tubos de 2 ml.

7. Compruébese la concentracién de proteina de las eluciones y dialicese durante la noche a 4°C en tamp6n de

didlisis.
Tampones:
Tabla 3
] Tampén de
Solucion Tampén de Resuspensién (100 ml) Tampén de Lavado Elucion
(100 ml)
(30 mi)
50 mM
Tris 1 MpH 8.0 50 mM - 5 mi 50 mM -5 ml
—-1.5ml
100 mM
NaCl 5 M 100 mM -2 ml 100 mM - 2 ml
- 600 pl
MgCl21 M 0,5 mM - 50 pl - -
10%
Triton X100 10% -1 ml 10% -1 ml
- 300 pl
1mM 1 mM
Benzamidina 1 M 1 mM-100 pl
-100 pl -30
Aprotinina 5 pg/mi 5 pg/mi
5 pg/ml - 100 pl
(5 mg/ml) -100 ul - 30 ul
Leupeptina 10 pg/ml 10 pg/ml
10 pg/ml - 200 pl
(5 mg/ml) - 200 ul - 60 pl
1mM 1 mM
PMSF 1 M 1 mM - 100 pl
-100 pl -30
150 mM
Imidazol - -
—2.25ml
1%
B-Mercaptoetanol - -
- 300 pl
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Tampdn de Dialisis (mezclado y almacenado en una habitacion fria):

Tabla 4
Solucién Volumen
Tris1 MpH 7.5 20 ml

EDTA0.5MpH 8.0 | 2ml

Triton X100 1ml
Agua Hasta 0.5 |
Glicerol Hasta 1|
B-Mercaptoetanol 3 ml (antes del uso)
Tampodn de Cinasa DELFIA (DKB):
Tabla 5
. Volumen Vogﬁangzr:jgor
Reacivo Congentraciénde | por m 0 m
(W (11
MOPS 20 mM pH 7.2 0.2M 100 1000
EGTA0.5M pH 8.0 0.5M 10 100
MgCl> 10 mM 1M 10 100
-mercaptoetanol
- 1 10
al 0.1%
B-glicerofosfato
0.5M 50 500
25 mM
Agua 100% 829 8290

MOPS = Acido 3-[N-morfolino]propanosulfénico (Sigma M3183).
EGTA = Acido etilenglicol-bis(2-aminoetileter)-N,N,N',N'-tetraacético (Sigma E3889).
DKB1 (DKB con proteina BRAF y MEK):

Combinense 4950 ul de DKB y 50 pl de solucion de reserva de 2.5 mg/ml de GST-MEK obtenida como se describe
anteriormente (para dar 1 mg de MEK por 40 pul). A continuacién, anadanse 22.5 pl de solucion de reserva de BRAF
obtenida como se describe anteriormente para dar ~0.2 pl de BRAF por 40 pl.

DKB2 (DKB con proteina MEK):

Combinense 4950 pl de DKB y 50 ul de solucién de reserva de 2.5 mg/ml de GST-MEK (para dar 1 mg de MEK por
40 pl). Usense 500 pul de esta para la extinciéon ("blow out" (BO)) y el control del vector vacio (EV, por sus siglas en
inglés).

ATP:

Diluyase solucién de reserva de ATP 100 mM en agua destilada hasta 500 uM para dar una concentracion final de
100 uM en el ensayo.

Inhibidores (Compuestos de Prueba):

Dilayase solucién de reserva 100 mM hasta 10, 3, 1, 0.3, 0.1, 0.03, 0.01, 0.003, 0.001, 0.0003 y 0.0001 mM en
DMSO en una placa para farmacos, dando como resultado concentraciones de 100, 30, 10, 3, 1, 0.3, 0.1, 0.03, 0.01,
0.003 y 0.001 uM en el ensayo.
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Anticuerpo primario:

Fosfo-MEK1/2 CST N¢ 9121S diluido 1:1000 en tampdn de ensayo (AB, por sus siglas en inglés) DELFIA.
Preincubese el anticuerpo en el AB durante 30 minutos a temperatura ambiente antes de usar.

Anticuerpo secundario:

Anticuerpo secundario marcado con europio contra globulinas de conejo Perkin Elmer N® AD0105 diluido 1:1000 en
tampo6n de ensayo (AB) DELFIA. Preincubese el anticuerpo en el AB durante 30 minutos a temperatura ambiente
antes de usar. (Los anticuerpos primario y secundario se incubaron conjuntamente.)

Tween:
0.1% de Tween 20 en agua.
Tampdn de Ensayo:
Tampén de ensayo DELFIA Perkin Elmer N° 4002-0010.
Solucion de Mejora:
Solucién de mejora DELFIA Perkin EImer N 4001-0010.
Placas de Ensayo:
Placa negra revestida con glutationa de 96 pocillos Perbio N° 15340.
Procedimiento:
1. Prebloquéense los pocillos con 5% de leche en TBS durante 1 hora.
2. Lavense los pocillos 3 veces con 200 pl de TBS.

3. Siémbrense 40 ul de DKB1 para todos los inhibidores (compuestos de prueba), control de DMSO y opcionalmente
otros compuestos de control.

4. Siémbrense 40 pl de DKB2 para pocillos de BO y EV.

5. Ahadanse los inhibidores (compuestos de prueba) en 0,5 ul por pocillo segun la disposicion deseada de la placa.
6. Anadanse 0.5 ul de DMSO a los pocillos de control con vehiculo.

7. Ahadanse 2 pl de BRAF a pocillos de BOy EV.

8. Preincubese con los compuestos de prueba durante 10 minutos a temperatura ambiente con agitacion.

9. Anadanse 10 pl de solucién de reserva de ATP 500 uM, en DKB, para dar una concentracién de ensayo de 100
uM.

10. Séllense las placas con TopSeal e inclbese a temperatura ambiente con agitacion durante 45 minutos.
11. Lavense las placas 3 veces con 200 ul de Tween20 al 0.1%/agua para terminar la reaccion.

12. Anadanse 50 pl por pocillo de mezcla de anticuerpos e incubese durante 1 hora a temperatura ambiente con
agitacion.

13. Lavense las placas 3 veces con 200 pl de Tween20 al 0.1%/agua.

14. Anadanse 100 pl de solucién de mejora DELFIA por pocillo, cubrase con papel de aluminio e incubese a
temperatura ambiente durante 30 minutos con agitacién.

15. Léase en un lector de placas Victor (Perkin-Elmer, Turku, Finlandia) usando el protocolo del europio.

Los valores para muestra sin analito (Vector vacio) se sustraen de todos los valores. Los controles de DMSO se fijan
como 100% de actividad y los puntos de ensayo (la respuesta) se calculan como un porcentaje del control de DMSO.
Los datos se representan usando el programa Graphpad Prism y se calcula una linea de regresion no lineal usando
una ecuacién de respuesta a la dosis sigmoidea de pendiente variable:

Y = Inferior + [Superior - Inferior] /[ 1 + 10*((LogEC50 - X) * Ladera)]
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donde X es el logaritmo de la concentracién e Y es la respuesta. La ICso generada por este procedimiento es la
concentracién del farmaco que produce un valor del porcentaje de control de fluorescencia a medio camino entre la
saturacion y la meseta de efecto cero. Habitualmente se realizan tres ensayos independientes y se presenta la ICsg
media.

Los datos se resumen en la siguiente tabla.

Tabla 6
Datos de Ensayo de Cinasa BRAF V600E

Compuesto ICs0 (UM)

TBAP-01 0.062

TBAP-02 0.099

TBAP-03 0.13

TBAP-04 0.047

TBAP-05 0.39

Ensayo de Fosfo-ERK Basado en Células (Células BRAF WMZ266.4 mutantes)

Los compuestos se ensayaron usando un ensayo basado en células que se realiz6é segln el siguiente protocolo.
Dia 0:
Siémbrense 16.000 células BRAF WM266.4 mutantes/pocillo en 99 ul de medio en una placa de 96 pocillos.
Dia 1:
1. Ahddase 1 pl de compuesto de prueba a las células (1 pl de solucion total).

. Inclibense las células con el compuesto de prueba durante 6 horas a 37°C.

. Aspirese la solucién de todos los pocillos.

2
3
4. Fijense las células con 100 pl de formaldehido al 4%/Triton X-100 al 0.25% en PBS por pocillo.
5. Inclbese la placa durante 1 hora a 4°C.

6. Aspirese la solucién de fijaciéon y afiadanse 300 pl de TBS por pocillo.

7. Déjese la placa durante la noche a 4°C.

Dia 2:

1. Lavese la placa 2 veces con 200 pl de PBS por pocillo.

2. Bloquéese con 100 pl de leche secada al 5% en TBS.

3. Incubese la placa durante 20 minutos a 37°C.

4. Lavese la placa 2 veces con Tween al 0.1%/Hz0.

5. Aiadanse 50 pl de 3 pg/ml de anticuerpo primario pERK (Sigma M8159), diluido en leche en polvo al 5%/TBS, a
cada pocillo.

6. Inclbese la placa durante 2 horas a 37°C.
7. Lavese la placa 3 veces con Tween al 0.1%/Hz0.

8. Ahadanse a cada pocillo 50 pl de 0.45 pg/ml de anticuerpo secundario contra globulinas de ratén marcado con
europio (Perkin Elmer).

9. Incubese la placa durante 1 hora a 37°C.
10. Lavese la placa 3 veces con Tween al 0.1%/H20.

11. Ailddanse a cada pocillo 100 pl de soluciéon de mejora (Perkin Elmer).
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12. Déjese la placa durante aproximadamente 10 minutos a temperatura ambiente antes de batir suavemente la
placa.

13. Léase la fluorescencia resuelta con el tiempo con europio en un lector de placas Victor2 (Perkin-Elmer, Turku,
Finlandia).

14. Lavese la placa 2 veces con Tween al 0.1%/Hz0.

15. Midase la concentracion de proteina con el ensayo de acido bicinconinico (BCA, Sigma) al afadir 200 pl de
solucion por pocillo.

16. Incubese la placa durante 30 minutos a 37°C.
17. Léanse los niveles de absorbancia a 570 nm en un lector de placas.

Notese que los recuentos de europio se normalizan para los niveles de proteina al dividir los recuentos por la
absorbancia.

Los valores para la muestra sin analito (sin células) se sustraen de todos los valores. Los controles de DMSO se fijan
como 100% de actividad y los puntos de ensayo (las respuestas) se calculan como un porcentaje del control de
DMSO. Los datos se representan usando el programa Graphpad Prism y se calcula una linea de regresién no lineal
usando una ecuacion de respuesta a la dosis sigmoidea de pendiente variable:

Y = Inferior + [Superior - Inferior] / [1 + 10*((LogEC50 - X) * Ladera)]

donde X es el logaritmo de la concentracién e Y es la respuesta). La ICso generada por este procedimiento es la
concentracién del farmaco que produce un valor del porcentaje de control de fluorescencia a medio camino entre la
saturacion y la meseta de efecto cero. Habitualmente se realizan tres ensayos independientes y se presenta la ICsp
media.

Los datos se resumen en la siguiente tabla.

Tabla 7
Datos de Ensayo de Fosfo-ERK Basado en Células

Compuesto ICs0 (LM)

TBAP-01 0.018

TBAP-02 0.012

TBAP-03 0.019

TBAP-04 0.008

TBAP-05 0.45

Ensayo de Proliferacion Celular de SRB (Glsq de SRB)

Las lineas celulares se cultivan normalmente en DMEM o RPMI1640 complementados con 10% de suero bovino
fetal a 37°C en una atmdsfera de CO- al 10% saturada con agua. Los cultivos se mantienen en fase de crecimiento
exponencial al subcultivar antes de haberse vuelto confluentes (intervalos de 3-5 dias). Se preparan suspensiones
de células simples al recoger un matraz de cultivo tisular de 80 cm? con 5 ml de tripsina-EDTA comercial. Después
de 5 minutos, las células separadas se mezclan con 5 ml de medio de cultivo totalmente complementado y se
nodulizan centrifugamente (1000 rpm durante 7 minutos). Después de aspirar el sobrenadante, el nédulo celular se
resuspende en 10 ml de medio reciente y las células se desagregan completamente al hacer correr hacia
arriba/hacia abajo 5 veces todo el volumen a través de una aguja de calibre 19. La concentracién de las células se
determina usando un hemocitémetro (dilucion 1/10). Un volumen adecuado para dar un exceso de al menos 2 veces
para el nimero de pruebas que se efectian, tipicamente 100-200 ml, se prepara al diluir la suspension celular hasta
10.000-40.000/ml, y se aportan 100 pl/pocillo a placas de 96 pocillos usando una bomba peristaltica programable de
8 canales, dando 1.000-4.000 células/pocillo, dejando la columna 12 sin tratamiento. Las placas se devuelven a la
incubadora durante 24 horas para permitir que las células se unan de nuevo.

Los compuestos que se prueban se preparan a 10 mM en DMSQO. Se diluyen partes alicuotas (24 pl) en 1.2 ml de
medio de cultivo dando 200 pM, y se realizan 10 diluciones en serie de 3 veces al transferir 80 pl a 160 pl. Se
anaden partes alicuotas (100 pl) de cada dilucion a los pocillos, usando un pipeteador de 8 canales, realizando asi
una solucion adicional de 2 veces, y dando dosis que varian de 100 uM a 0.005 uM. La columna 11 recibe
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solamente medio de cultivo simple. Cada compuesto se prueba por cuadruplicado, siendo cada repeticion el
promedio de cuatro pocillos.

Después de un crecimiento adicional de 5 dias, las placas se vacian, y las células se fijan en acido tricloroacético al
10% durante 30 minutos a 4°C. Después de un enjuague a fondo en agua corriente del grifo, las placas se secan, y
se tifien al afadir 50 pl de una solucion de sulforrodamina-B al 0.1% en acido acético al 1%, durante 10 minutos a
temperatura ambiente. La mancha se vierte y las placas se enjuagan a fondo bajo una corriente de acido acético al
1% (retirando asi la mancha no unida) y se secan. La mancha unida se recoge en solucion mediante la adicion de
100 pl de tampdn de Tris pH 8, seguido por 10 minutos en un agitador de placas (aproximadamente 500 rpm). La
absorbancia a 540 nm en cada pocillo (que es proporcionar al nimero de células presente) se determina usando un
lector de placas.

Después de promediar los valores sin analito en la columna 12, esto se sustrajo de todos los valores, y los
resultados se expresaron como un porcentaje del valor no tratado (columna 11). Los 10 valores asi derivados (por
cuadruplicado) se representan frente al logaritmo de la concentracién de farmaco, y se analizan mediante regresion
no lineal para una ecuacion logistica de cuatro parametros, fijando restricciones si es sugerido por una inspeccién.
La Glso generada por este procedimiento es la concentracion del farmaco que produce un porcentaje de control Assg
a medio camino entre la saturacion y la meseta de efecto cero.

Los resultados para una gama de lineas celulares se resumen posteriormente.

Tabla 8
Datos de Ensayo de Proliferacion Celular de SRB para TBAP-01 en un Conjunto de Lineas
Celulares de BRAF Mutante (mutBRAF)
Linea celular Glso (UM)
A375 (melanoma) 0.178
WM266.4 (melanoma) 0.062
UACC62 (melanoma) 0.072
LOX INVI (melanoma) 0.093
HT29 (carcinoma colorrectal) 0.59
COLO205 (carcinoma colorrectal) 0.043
RKO (carcinoma colorrectal) 0.69
Mawi (carcinoma colorrectal) 0.49
WiDr (carcinoma colorrectal) 0.39
Colo741 (carcinoma colorrectal) 0.48
Tabla 9
Datos de Ensayo de Proliferacion Celular de SRB para TBAP-01 en un Conjunto de Lineas
Celulares de RAS Mutante
Linea celular Gilso (UM)
SW620 (carcinoma colorrectal humano) 0.48
HCT116 (carcinoma colorrectal humano) 0.60
SKMEL2 (melanoma humano) 0.39
DO4 (melanoma humano) 0.71
WM1361 (melanoma humano) 0.39
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Tabla 9

Datos de Ensayo de Proliferacion Celular de SRB para TBAP-01 en un Conjunto de Lineas

Celulares de RAS Mutante

Linea celular Glso (M)
PDAC R172H (p53 mut) (carcinoma pancreatico de ratdn) 1.15
MiaPaCa (carcinoma pancreatico humano) 0.29
Panc-1 (carcinoma pancreatico humano) 2.78
RPMI8226 (mieloma humano) 0.49
A549 (carcinoma pulmonar humano) 1.81
H23 (carcinoma pulmonar humano) 1.26

Tabla 10

Celulares BRAF y RAS naturales (wtBRAF/RAS)

Datos de Ensayo de Proliferacion Celular de SRB para TBAP-01 en un Conjunto de Lineas

Linea celular Glso (UM)
D35 (melanoma humano) 1.45
KM12 (carcinoma colorrectal humano) 1.74
D24 (melanoma humano) 2.73

resistencia a PLX4720 inducida in vitro

Tabla 11
Datos de Ensayo de Proliferacion Celular de SRB para TBAP-01 en Lineas Celulares
Adicionales

Linea celular Glso (UM)
A375 0.178
A375/R (hecha resistente a PLX4720

0.839
in vitro)
A375/R/X (hecha resistente a PLX4720

0.252
in vivo)
A375/DR (hecha resistente a PLX4720 y resistente a dabrafenib in vivo) 0.95
Colo829 0.189
Colo829/R (hecha resistente a PLX4720 in vitro) 0.029
DO4 (mutante NRAS) 0.275
SBCL2 (mutante de NRAS) 0.719
Linea celular RM-11 virgen derivada de un paciente no tratado con 134
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Células de melanoma derivadas de paciente humano LP2 CL2 (LINEA

1) (BRAF mutante, resistencia adquirida a vemurafenib) 0.043

Células de melanoma derivadas de paciente humano LP2 CL3 (BRAF

mutante, resistencia adquirida a vemurafenib) 0.269

Células de melanoma derivadas de paciente humano RM-7 (BRAF

mutante, resistencia adquirida a vemurafenib) 26

Células de melanoma derivadas de paciente humano RM-2 (LINEA 2)

(BRAF mutante, resistencia intrinseca a vemurafenib) 0.569

Células de melanoma derivadas de paciente humano RM-17 (LINEA 3)

(BRAF mutante, resistente a la combinacién de dabrafenib y trametinib) 2600

Células de melanoma derivadas de paciente humano RM33S

(wt BRAF,wt RAS, resistentes a ipilimumab)

Estudios de Xenoinjertos

Para lineas celulares estandar, las células se inocularon subcutaneamente en suspension (0.2 ml) en el costado de
ratones hembra atimicos o con inmunodeficiencia combinada grave. Grupos de 7-8 ratones se asignaron al
tratamiento siguiendo una asignacion estratificada de volimenes tumorales. El tratamiento con TBAP-01 comenzé
entre los dias 11-14 después de la administracion de las células. Se administraron por sonda 200 pl de un
suspension (DMSO : agua, 1:19, v/iv en 10 ml/kg). Los animales de control recibieron una dosificacion similar de
vehiculo (DMSO : agua, 1 : 19, v/v). El tratamiento con TBAP-01 se continu6 una vez al dia durante 24 dosis.

Para xenoinjertos derivados de pacientes (PDX, por sus siglas en inglés), se recogio tejido reciente inmediatamente
después de la cirugia en RPMI complementado con FBS al 10%. El tejido se transfiri6 a una placa de Petri estéril.
Las partes necréticas del tumor se retiraron y un trozo de 5 x 5 x 5 mm se implanté subcutaneamente en el costado
de un raton Cb 17 NOD SCID. Cuando el tumor alcanzaba los limites de tamafo autorizados por el ministerio del
interior, se extirpaba, y el tejido viable se disecd en cubos de 5 x5 x5 mm y se trasplanté en ratones Cb 17 NOD
SCID adicionales usando el mismo procedimiento. Los andlisis gendmicos e histolégicos conformaron que los
tumores en cada punto se derivaban del material de partida. Después del trasplante, se dej6 que el tumor RM-2
(LINEA 2) (mutante de BRAF, xenoinjerto derivado de paciente con resistencia intrinseca a vemurafenib), el tumor
RM-17 (LINEA 3) (mutante de BRAF, xenoinjerto derivado de paciente resistente a una combinacién de dabrafenib +
trametinib) y RM33S (tipo BRAF natural Ras natural de un paciente que es refractario a ipilimumab) crecieran hasta
aproximadamente 50-60mm?® antes del inicio del tratamiento mediante sonda orogastrica diaria de TBAP-01 en
20 mg/kg/dia o vehiculo durante 24 o 17 dias, respectivamente. La célula derivada de paciente LP2-CL2 (LINEA 1)
(mutante de BRAF, derivado de un paciente que adquirié resistencia a vemurafenib en la clinica después de 3
meses de tratamiento) se establecid a partir de tejido reciente recogido después de la cirugia. Las células se hicieron
crecer en RPMI complementado con FBS al 10%.

Los resultados se resumen en la siguiente tabla.

Tabla 12
Estudios de Xenoinjertos
Eficacia Terapéutica:

Relacién del Volumen del Tumor (tratado) / Volumen del Tumor (Control)

Xenoinjerto TBAP-01 TBAP-02
Células de melanoma humano A375 (BRAF mutante) 0.07 0.31
Células de melanoma humano WM266.4 (BRAF mutante) 0.08 -

Células de melanoma humano A375/R (BRAF

mutante, resistente a vemurafenib) 0.33 i
Células de carcinoma colorrectal humano SW620 (RAS mutante) 0.4 -
PDAC R172H (p53 mut) (carcinoma pancreatico de ratén) 0.45
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Células de melanoma derivadas de paciente humano LP2 CL2

(LINEA 1) (BRAF mutante, resistencia adquirida a vemurafenib) 0.09 i

Células de melanoma derivadas de paciente humano RM-2

(LINEA 2) (BRAF mutante, resistencia intrinseca a vemurafenib) 0.13 i

Células de melanoma derivadas de paciente humano RM-17
(LINEA 3) (BRAF mutante, resistente a una combinaciéon de 0.18 -
dabrafenib y trametinib)

Células de melanoma derivadas de paciente humano RM33S
0.45
(wt BRAF,wt RAS, resistente a ipilimumab)

Estudios de Biomarcadores

Las células se inocularon subcutdneamente en suspensién (0.2 ml) en el costado de ratones atimicos hembra.
Grupos de 3-6 ratones se asignaron al tratamiento con una sola dosis de compuesto de prueba (para los estudios de
inmunotransferencia presentados en la Tabla 13) o 4 dosis diarias (para los estudios inmunohistoquimicos
presentados en la Tabla 13) 14-21 dias después de la administracion de las células. Se administraron por sonda 200
pl de 40-50 mg/kg de suspension de TBAP-01 en DMSO : agua. Los animales de control recibieron una dosificacion
similar de vehiculo (DMSO : agua, 1 :19, v/v). Los tumores se recogieron 2-8 horas después de la dosificacion y se
sometieron a lisis en tampon de lisis NP40 al 1% (100 pl de tampén / 15 mg de tejido) usando un homogeneizador
de tejidos (Precellys 24). El contenido de proteina total se midié usando el 660 nm Protein Assay (Pierce) y 40 ug de
proteina total se cargaron en una SDS-PAGE para inmunotransferencia adicional. Se usaron anticuerpos para ERK2
(Santa Cruz Technologies), fosfo-MEK (Cell Signaling) y fosfo-ERK (Sigma) para la inmunotransferencia; la sefal se
revel6 usando anticuerpos secundarios fluorescentes (Invitrogen y Li-cor) en el sistema Odissey (Li-cor).
Alternativamente, los tumores se recogieron 1 hora después de la dosificacion final al acabar la terapia (24 dosis
diarias) y se procesaron de un modo similar al descrito anteriormente.

Inmunohistoquimica (IHC): Los tumores se fijaron con formalina y se prepararon como se describe en otras partes
(véase p. ej., Dhomen y cols., 2009) para tincién con hematoxilina y eosina, pSRC (Invitrogen 44660G) y pERK (Cell
Signaling 20G11) de conejo. Se incluyeron controles positivos y negativos en cada experimento. La puntuacion del
patrén y la intensidad de la tincién se realiz6 de un modo enmascarado.

Los datos se resumen en la siguiente tabla, que muestra el porcentaje de reduccién de fosfo-MEK (ppMEK) y fosfo-
ERK (ppERK), en comparacion con los controles tratados con vehiculo, para TBAP-01. pMEK y pERK se normalizan
a ERK total en las muestras tratadas asi como en las muestras de control.
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Tabla 13
Estudios con Biomarcadores
Porcentaje de Reduccion de Fosfo-MEK (ppMEK)
Fosfo-ERK (ppERK) y Fosfo-SRC (pSRC)

Células de Células de Células de
melanoma carcinoma Células de carcinoma carcinoma
humano colorrectal humano pancreatico de raton pancreatico de
Biomarcador V\Q'I\B"éf\%”' SW620 (RAS PDACmF:: a7 nztg)(RAS l;"}t?gHP(DFQ%
mutante) mutante) (4 dosis diarias) mutante)
. osis diarias
(1 dosis) (1 dosis) (24 dosis diarias)
ppMEK 2h 60%
ppMEK 4h 42%
ppMEK 8h 68%
pPERK 1h 85%
pPERK 2h 67%
ppERK 8h 40%
pSRC 4h 80%

Estudios Farmacocinéticos

Se usaron ratones BALB/cAnNNCrl hembra de al menos 6 semanas de edad para los analisis farmacocinéticos. Los
ratones fueron dosificados intravenosamente (2 mg/kg, en DMSO:Tween 20:agua 10:1:89 v/v) u oralmente por
sonda. Se recogieron muestras en 7 u 8 momentos entre los 5 minutos y las 18 o0 24 horas para la via intravenosa y
en 6 u 8 momentos entre los 15 minutos y las 18 0 24 horas para la via oral. Se usaron tres ratones por momento
por via. Se sometieron a anestesia con halotano o isoflurano y se recogié sangre para la preparacion de plasma
mediante puncion cardiaca terminal en jeringas heparinizadas. Las muestras se plasma se congelaron
instantdneamente en nitrégeno liquido y a continuaciéon se almacenaron a -70°C antes del analisis. Todos los
procedimientos que involucraban a animales se realizaron segln las regulaciones nacionales del Ministerio del
interior bajo the Animals (Scientific Procedures) Act 1986 y dentro de las directrices indicadas por the Institute’s
Animal Ethics Committee y the United Kingdom Coordinating Committee for Cancer Research’s ad hoc Committee
on the Welfare of Animals in Experimental Neoplasia.

Los datos se resumen en la siguiente tabla.

Tabla 14
Datos Farmacocinéticos
. Tiempo para que la
Compuesto Crmax (M) AUC (h*nmol/l) concentracion de farmaco
(10 mg/kg po) (10 mg/kg po) f;,sé% mrazr;mma de Glso de
TBAP-01 68.831 509.747 >18
TBAP-02 13.041 41.754 >18
TBAP-03 25.533 48.158 >18
TBAP-04 47.870 125.950 >6

Inhibicién de hERG

Se efectuaron estudios en Cyprotex Discovery en Cheshire, Reino Unido, segun el protocolo del contratista. Los
estudios se realizaron en un instrumento lonWorks™ HT (Molecular Devices Corporation), que realiza
automaticamente medidas electrofisioldgicas en 48 células individuales simultdineamente en una placa de 384
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pocillos especializada (PatchPlate™). La células usadas eran células de ovario de hamster chino (CHO, por sus
siglas en inglés) transfectadas establemente con hERG (linea celular obtenida de Cytomyx, Reino Unido). Se
prepar6 una suspension de células individuales en solucién extracelular (solucién salina tamponada con fosfato de
Dulbecco con calcio y magnesio pH 7-7.2) y se afiadieron automaticamente partes alicuotas a cada pocillo de una
PatchPlate™. A continuacion, las células se colocaron sobre un pequefio hueco en el fondo de cada pocillo al aplicar
un vacio debajo de la placa para formar una junta eléctrica. El vacio se aplicé a través de un solo compartimento
comun a todos los pocillos que se rellend con solucion intracelular (tamponada hasta pH 7.2 con HEPES). La
resistencia de cada junta se midié a través de un electrodo con toma de tierra comin en el compartimento
intracelular y se pusieron electrodos individuales en cada uno de los pocillos superiores.

El acceso eléctrico a la célula se alcanzé a continuacion al hacer circular un agente de perforacion, anfotericina, por
debajo de la PatchPlate™ y a continuacién medir la corriente de hERG antes del compuesto. Se colocé un electrodo
en el compartimento extracelular y se aplicé un potencial de mantenimiento de -80 mV aplicado durante 15 segundos.
Los canales de hERG se activaron a continuacion al aplicar una etapa de despolarizaciéon hasta +40 mV durante 5
segundos y a continuacién se pinzaron a -50 mV durante 4 segundos para provocar la corriente de cola de hERG,
antes de volver a -80 mV durante 0.3 segundos. A continuacién, el compuesto de prueba se afadié
automaticamente a los pocillos superiores de la PatchPlate™ desde una placa de microvaloracion de 96 pocillos que
contenia un intervalo de concentraciones de compuesto TBAP-01. Se incluy6 quinidina, un inhibidor de hERG
establecido, como un control experimental. Se disolvio TBAP-01 en DMSO y se ensay6 en concentraciones finales
que variaban de 100 yM a 32 nM en DMSO al 0.25%. Se incluyé tampon que contenia DMSO al 0.25% como un
control negativo. El compuesto de prueba se dejé en contacto con las células durante 300 segundos antes de
registrar las corrientes usando el mismo protocolo de etapas de voltaje que en el barrido anterior al compuesto. Cada
concentracién se probo en 4 pocillos repetidos.

Las corrientes posteriores al compuesto se expresaron como un porcentaje de las corrientes anteriores al compuesto
y se representaron frente a la concentracion de cada compuesto. Cuando se observaba inhibicion dependiente de la
concentracion, los datos se ajustaron a la siguiente ecuacion:

Y = (Ymax - Ymin ) / (14 (X/Xs0)%) + Ymin.

en la que:

y = (corriente posterior al compuesto / corriente anterior al compuesto) x 100;
X = concentracion;

Xsp = concentracion requerida para inhibir la corriente en 50% (ICso); y

s = pendiente de la gréfica.

Los datos se resumen en la siguiente tabla.

Tabla 15
Datos de Inhibicién de hERG
Compuesto ICs0 (M)
TBAP-01 >100
TBAP-02 65
TBAP-03 >100
TBAP-04 >100
TBAP-05 -

Actividad Contra Otras Dianas

Se efectuaron estudios en Life Technologies en Paisley segln el protocolo del contratista. Se disolvi6 TBAP-01 en
DMSO y se ensay6 en concentraciones finales que variaban de 10 uM a 0.5 nM en DMSO al 1%, en presencia de
una concentracién de ATP de 100 uM. Los valores de IC50 para los compuestos de prueba se determinaron usando
el ensayo bioquimico Z'-LYTE® empleando un formato asociado a enzimas basado en fluorescencia, basado en la
sensibilidad diferencial de péptidos fosforilados y no fosforilados a la escision proteolitica.

Se efectuaron estudios adicionales en The International Centre for Kinase Profiling en Dundee segun el protocolo del
contratista. Se disolvi6 TBAP-01 en DMSO y se ensay6 a una concentracion final de 1 yM en DMSO al 2% frente a
131 cinasas. Los ensayos se llevaron a cabo usando un ensayo radiactivo de union al filtro (**P-ATP).
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Los datos se resumen en las siguientes tablas.

Tabla 16
Actividad de TBAP-01 Contra Diana Implicadas en la Resistencia a Inhibidores de
BRAF
ICso CRAF 0.033 uM
ICs0 KDR 0.12 uM
ICso PDGFRa 0.8 uM
ICso PDGFRB 0.74 uM
ICso MET 1.4 uM
ICso EGFR 1.9 uM
IGF1RB 78% a1 uM
Tabla 17

Actividad de TBAP-01 Contra Otras Dianas de Cinasa

ICso Src 0.027 uM
ICs0 Lck 0.019 uM
ICs0 p38yY 0.22 uM
ICs0 p38a 0.47 uM
ICso FGFR1 0.47 uM
MINKA1 4% de actividad remanente a 1 uM
TESKA1 5% de actividad remanente a 1 pM
TAK1 6% de actividad remanente a 1 uM
YEST 6% de actividad remanente a 1 uM
ABL 4% de actividad remanente a 1 uM
Tie-2 3% de actividad remanente a 1 uM
TrkA 6% de actividad remanente a 1 uM
DDR2 3% de actividad remanente a 1 pM
VEGFR 6% de actividad remanente a 1 uM

Notese, p. €]., que se sabe bien que: TAK1 es una diana en canceres tales como linfoma y cancer colorrectal y
pancreatico; TrkA es una diana en cancer de pulmén y de mama; DDR2 es una diana en canceres tales como
cancer pulmonar de células escamosas; VEGFR y Tie-2 son dianas antiangiogénicas; ABL es una diana en la
leucemia; y YES1 es una diana en canceres tales como melanoma y cancer de mama.

Actividad Antiviral

La actividad antiviral de los compuestos contra la infeccion por el virus de la encefalomiocarditis (ECMV, por sus
siglas en inglés) ATCC® VR-129B de células HepG2; la infeccién por el virus de herpes simples HSV-1, SC16 de
células Vero; y virus de la gripe A, A/Panama/2007/99 (H3N2) en células MDCK; se evalu6 en KWSBiotest (Bristol,
Reino Unido), segun el protocolo del contratista.

Las células que la replicacién viral se hicieron crecer hasta numeros suficientes en medio de crecimiento con
complementos. Una vez que las células eran confluentes, se sembraron en placas de fondo plano de 96 pocillos.
Para la determinacion de la ECso (Concentracion Eficaz, 50%), el medio se retir6 y los compuestos se afadieron a
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10 veces la concentracion final en DMSO al 0.4% 10 minutos antes de la infeccién viral. Una hora después de la
infeccion, se afiadio a los pocillos medio superpuesto para dar 1 vez la concentracion de los compuestos a lo largo
de la duracion del estudio. Los pocillos con vehiculo y control positivo se establecieron para controlar cualquier
influencia sobre la viabilidad celular. Para la determinacion de CCsp (Concentracién Citotoxica, 50%), se siguio el
mismos procedimiento, excepto que sélo se afadia medio en lugar de inéculo viral.

A continuacién, los pocillos individuales se evaluaron usando el ensayo de MTT, que es un ensayo colorimétrico
cuantitativo para la supervivencia de células de mamifero. Las células se incubaron durante 3 horas con solucion de
1 mg/ml de MTT. A continuacion, se determind la intensidad cromatico al cuantificar la absorbancia a la longitud de
onda apropiada. El resultado proporciona una indicacién de la eficacia antiviral de cada compuesto como una ECsy,
asi como una CCsq para mostrar cualquier efecto citotoxico de los compuestos sobre las células en ausencia de
infeccion viral. Los pocillos infectados viralmente también se inspeccionaron visualmente para cualquier CPE o
formacion de sincitios.

Concentracion Eficaz (ECsp): La capacidad de los compuestos para reducir la muerte celular inducida por virus se
evalué usando el ensayo colorimétrico de MTT para la supervivencia de células de mamifero. El resultado del
ensayo se cuantificé usando un lector de placas de ELISA, y se determiné la ECso para cada uno de los compuestos
que se evallan con cada virus. Los resultados se presentaron graficamente junto con el error estandar de la media
(SEM, por sus siglas en inglés) para cada. Se calculd la significacion estadistica de la eficacia de cada compuesto.

Concentracién Citotoxica (CCso): El efecto citotoxico de los compuestos se evalu6 usando el ensayo colorimétrico de
MTT para la supervivencia de células de mamifero. El resultado del ensayo se cuantific6 usando un lector de placas
de ELISA, y se determiné la CCsp para cada uno de los compuestos que se evallan. Los resultados se presentaron
graficamente junto con el error estandar de la media (SEM) para cada grupo. Se calculé la significacion estadistica
de la eficacia de cada compuesto.

Liberacién de TNF-a Estimulada por LPS de Células Mononucleares de Sangre Periférica (PBMC, por sus siglas en

inglés)Humanas

El factor de necrosis tumoral-a (TNF-a), una citocina secretada de 17 kDa, representa un papel importante en
enfermedades inflamatorias y trastornos inmunitarios. El TNF-a es secretado principalmente por macrofagos
activados (véase, p. €j., Shakhov y cols., 1990) y monocitos (véase, p. €j., Yao y cols., 1997) en respuesta a varios
estimulos inflamatorios e inmunoldgicos. Por ejemplo, durante la infeccion bacteriana, el lipopolisacarido (LPS), un
componente de la pared celular bacteriana gramnegativa, induce la liberacién de TNF-a (véase, p. €j., Martich y cols.,
1991).

La sobreproduccion de citocinas inflamatorias, tales como TNF-a, se ha relacionado con trastornos inflamatorios
tales como la enfermedad de Crohn (CD, por sus siglas en inglés) y la enteropatia inflamatoria (véase, p. €j., Kamy
cols., 2000; Nakamura y cols., 2006), la artritis reumatoide (véase, p. ej., Keffer y cols., 1991; McCann y cols., 2010),
el choque séptico (véase, p. €j., Link y cols., 2008; Shapira y cols., 1996), el asma (véase, p. €]., Berry y cols., 2007),
la bronquitis crénica (CB, por sus siglas en inglés), la enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD), la lesion
pulmonar aguda (ALIl) y el sindrome de dificultad respiratoria agudo (ARDS) (véase, p. €j., Mukhopadhyay y cols.,
2006). La reduccién de los niveles de TNF-a se ha asociado con una mejora en estas afecciones.

La actividad del compuesto TBAP-01 en la liberacion de TNFa estimulada por LPS de células mononucleares de
sangre periférica (PBMC) humanas se determiné en Argenta/Charles River, Cowley, Oxford, segun el protocolo del
contratista. Las PBMC se aislaron de sangre de voluntarios humanos sanos usando una técnica de centrifugacion
con gradiente de densidad estandar. Las PBMC se suspendieron en medio y se aportaron a una placa de 96 pocillos
y se incubaron a 37°C durante 3 horas en una incubadora humidificada. Después de la incubacion, el medio se
reemplazo y el compuesto de prueba, el compuesto de referencia (BIRB796) o el vehiculo apropiado se afadieron a
las células y la placa se incubd a 37°C durante 1 hora. Después de la incubacion, se anadieron LPS (E coli 0111:84,
10 ng/ml) o un control de vehiculo apropiado a las células a continuacién y la placa se devolvié a la incubadora para
la incubacién durante la noche. Después de la incubacion, la placa se centrifugé a 300 x g durante 4 minutos a
temperatura ambiente. Los sobrenadantes libres de células se retiraron y se almacenaron (congeladas) hasta que se
ensayaban con respecto a los niveles de TNF-a usando un estuche EUSA disponible comercialmente (R&D
Systems).

El compuesto de prueba se disolvi6 en DMSO y se almacenaron congeladas partes alicuotas. Una parte alicuota
separada se usO para cada experimento. Para cada experimento, el compuesto de prueba se diluyé en DMSO
(hasta 1.000 veces la concentracién de ensayo final), y a continuacion se diluyé en medio de cultivo celular para dar
las concentraciones requeridas mientras se mantenia una concentracién constante de DMSO (concentracion final de
DMSO al 0.1% en el ensayo).

Se realizé una curva de respuesta a la dosis de 8 puntos, con tres experimentos separados (n=3). El efecto del
compuesto de prueba en cada experimento se expresé como un porcentaje de inhibicidén de la respuesta estimulada
por LPS. Los datos del porcentaje de inhibicién para cada compuesto de prueba en cada experimento se reunieron
para determinar un solo valor de |Csp para cada compuesto de prueba.
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Se encontr6 que el compuesto TBAP-01 exhibia una potente inhibicion usando este ensayo, con una ICso de 3.4 nM
y un intervalo de confianza al 95% de 2.0-5.7 nM.

Datos de Comparacién - 1

Datos para TBAP-01 y compuestos conocidos estructuralmente relacionados (AA-04 en Springery cols., 2011; y
AA-018, AA-019, AA-062, AA-084 en Springer y cols., 2009) se resumen posteriormente.

Tabla 18
Datos de Eficacia In vivo
(MED = dosis eficaz maxima)
Relacién Tumor/Control
Compuesto Linea celular Oral IP
1x 0.5 x 1x 0.5 x

MED MED MED MED
TBAP-01 mutBRAF A375M 0.07 0.47 - -
TBAP-01 mutBRAF WM266.4 0.08 0.21 - -
TBAP-01 mutRAS SW620 0.40
TBAP-01 RM-17 (LINEA 3) 0.18
TBAP-01 RM-2 (LINEA 2) 0.13
TBAP-01 A375R 0.33
TBAP-01 PDAC R172H 0.45
AA-018 mutBRAF A375M - - 0.52 -
AA-019 mutBRAF A375M 0.15 - - -
AA-019 mutBRAF WM266.4 0.14 0.41 - 0.34
AA-019 mutRAS SW620 0.52
AA-019 RM-17 (LINEA 3) 0.43
AA-019 RM-2 (LINEA 2) 0.19
AA-019 A375R 0.40
AA-019 PDAC R172H 0.56
AA-062 mutBRAF A375M 0.66 - -
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Tabla 19
Comparacién de Potencia en Lineas Celulares
. TBAP-01 AA-019
Clase Linea celular Glso (uM) Glso (uM)
A375 0.178 0.249
A375/R 0.839 1.897
Mutante de BRAF
A375(X) 0.163 0.372
A375(X)/R 0.252 0.501
DO4 0.275 0.573
Mutante de NRAS
SBCL2 0.719 1.159
LP2-CL2 (LINEA 1) 0.043 0.684
Resistente a Inhibidores de BRAF RM-2 (LINEA 2) 0569 139
Aprobados
RM-17 (LINEA 3) 2.6 3.0
Tabla 20
Comparacion de Datos de Ensayo
Ensayo de cinasa Ensayo Basado en células Ensayo de Inhibicion de Her
Compuesto BRAF V600E de P-ERK SRB ICso (M) 9
ICs0 (UM) ICs0 (M) ICs0 (UM) s (H
TBAP-01 0.062 0.018 0.062 >100
AA-04 0.650 0.137 0.291 -
AA-018 0.064 0.024 0.015 >100
AA-019 0.055 0.028 0.008 >100
AA-062 0.079 0.063 0.037 >100
AA-084 0.71 0.15 0.30 53
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Tabla 21
Comparacién de Datos Farmacocinéticos Data
Solubilidad Crnax AUGC M en
Compuesto Terr;gﬂn;;mca (nM) (h*nmol/1) F% raton (mg/kg)
! (ad x
(mg/mi) (10 mg/kg po) | (10 mg/kg po) 28 dias)
TBAP-01 0.066 68831 509747 42 40-50 po
AA-018 - 33640 461407 24 10ip
AA-019 0.035 40503 416286 54 20 po
AA-062 1055590 5888243 100 50 po
Tabla 22
Comparacién de Datos de Biomarcadores
PERK (% residual pSRC (% residual
. frente a control de vehiculo; 24 frente a control de vehiculo; 4
Compuesto Linea celular dosis diarias; 1 h después de la dosis diarias; 4 h después de la
dosis) dosis)
TBAP-01 PDAC R172H 15 20
AA-019 PDAC R172H >100 (Sin reduccion) 53

Datos de Comparacién - 2

En comparacion con el Compuesto AA-04 en Springer y cols., 2011, TBAP-01 es:
(a) 10 veces mas potente en el ensayo de cinasa BRAF;
(b) 8 veces mas potente en el ensayo celular de pERK;y

(c) 5 veces mas potente en el ensayo de inhibicién de la proliferacion celular.
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TBAP-01 Compuesto AA-04
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Datos de Comparacién - 3

En comparacion con el Compuesto AA-018 en Springer y cols., 2009, TBAP-01 es:
(a) 7 veces mas eficaz en xenoinjerto de melanoma por BRAF mutante A375M a la dosis eficaz maxima; y

(b) 2 veces mas biodisponibilidad oral.
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Datos de Comparacién - 4

En comparacion con el Compuesto AA-019 en Springer y cols., 2009, TBAP-01 es:

(a) tolerado in vivo en dosis 2 veces superiores (es decir, 40-50 mg/kg), a pesar de tener una Cmax y un AUC
superiores que AA-019 a la misma dosis;

(b) hasta 16 veces mas potente en la inhibicion de la proliferacion celular en lineas celulares virgenes o resistentes a
farmacos aprobados mutantes en BRAF y lineas celulares de RAS mutante;

(c) 2 veces mas soluble (es decir, tiene una solubilidad termodinamica 2 veces superior);

(d) 2 veces mas eficaz en xenoinjerto de melanoma con BRAF mutante A375M y xenoinjerto de melanoma con
BRAF mutante WM266.4 a la dosis eficaz maxima;

(e) 1.2 veces mas eficaz sobre xenoinjerto colorrectal con RAS mutante SW620 a la dosis eficaz maxima;

(f) 1.2-1.5 veces mas eficaz sobre xenoinjerto de melanoma con BRAF mutante derivado de un paciente resistente a
vemurafenib RM-2 (LINEA 2) y xenoinjerto de melanoma con BRAF mutante A375R a la dosis eficaz maxima;y

(9) 2.4 veces mas eficaz sobre xenoinjerto de melanoma con BRAF mutante derivado de un paciente resistente a
dabrafenib+trametinib RM-17 (LINEA 3) a la dosis eficaz maxima.
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(h) >6.5 veces mas eficaz en la inhibicion del biomarcador pERK en el aloinjerto de PDAC R172H pancreatico a la
dosis eficaz maxima.

(i) 2.5 veces mas eficaz en la inhibicién del biomarcador pSRC en el aloinjerto PDAC R172H pancreatico a la dosis
eficaz maxima.

TBAP-01 Compuesto AA-019
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Datos de Comparacién - 5

En comparacién con el Compuesto AA-062 en Springery cols., 2009, TBAP-01 es 9 veces mas eficaz sobre
xenoinjerto de melanoma con BRAF mutante A375M a la dosis eficaz maxima. Esto es sorprendente e inesperado
debido a que AA-062 tiene una Cmax 5 veces superior y una AUC 12 veces superior en comparacion con TBAP-01.

TBAP-01 Compuesto AA-062
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Datos de Comparacion - 6

En comparacion con el Compuesto AA-084 en Springer y cols., 2009, TBAP-01 es:
(a) 11 veces mas potente sobre el ensayo de cinasa BRAF;
(b) 8 veces mas potente sobre el ensayo celular de pERK;y

(c) 5 veces mas potente sobre el ensayo de inhibicién de la proliferacion celular.

TBAP-01 Compuesto AA-084
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto seleccionado de compuestos de la siguiente formula, y sales farmacéuticamente aceptables,
N-éxidos, hidratos y solvatos de los mismos:

0%

5 donde: =X- es independientemente =CH- o0 =N-;
-Y es independientemente -Y', -Y?, -Y3, -Y*, -Y® 0 -Y5;
Y'es independientemente -F, -Cl, -Br o -I;
Y2 es alquilo Cy.4 saturado lineal o ramificado;
Yees haloalquilo Cy.4 saturado lineal o ramificado;
10 -Y'es-OH;
-Y® es alcoxi Cy.4 saturado lineal o ramificado; e
-Y® es haloalcoxi C14 saturado lineal o ramificado.
2. Un compuesto segun la reivindicacién 1, en el que =X- es =CH-.
3. Un compuesto segun la reivindicacién 1, en el que =X- es =N-.
15 4. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que:
-Y', si esta presente, es -F;
-Y2, si esta presente, es Me;
-Y?, si esta presente, es -CFs;
-Y®, si esta presente, es -O-Me;
20 -Y®, si esta presente, es -O-CFs.

5. Un compuesto segun la reivindicacién 1, seleccionado del siguiente compuesto y sales farmacéuticamente
aceptables, N-6xidos, hidratos y solvatos del mismo:

o/©/ (TBAP-01).

f\I )

| ~
O

6. Un compuesto segun la reivindicacién 1, seleccionado del siguiente compuesto y sales farmacéuticamente
25 aceptables, N-6xidos, hidratos y solvatos del mismo:
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oY

7. Un compuesto segun la reivindicacién 1, seleccionado del siguiente compuesto y sales farmacéuticamente
aceptables, N-6xidos, hidratos y solvatos del mismo:

Jij M
N
0 @ (TBAP-03).
XX
EEE 1, e
~
NS0

5 8. Un compuesto segun la reivindicacién 1, seleccionado del siguiente compuesto y sales farmacéuticamente
aceptables, N-6xidos, hidratos y solvatos del mismo:

ﬁj M
RS
o o) @ (TBAP-04).
éﬂl
OMe
s
NS0

9. Un compuesto segun la reivindicacién 1, seleccionado del siguiente compuesto y sales farmacéuticamente
aceptables, N-6xidos, hidratos y solvatos del mismo:

o/©/ (TBAP-05).
f\I L
OH
b
N0

10. Una composicion que comprende un compuesto segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, y un
portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

(TBAP-02).

o

o5

el

10

11. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, para el uso en un método de tratamiento del
cuerpo de un ser humano o un animal mediante terapia.
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12. Un compuesto para el uso segun la reivindicacion 11, en un método de tratamiento de: un trastorno proliferativo;
cancer; inflamacion; un trastorno inmunoldgico; una infeccién viral; un trastorno fibrético; un trastorno asociado con
una forma mutada de RAF; un trastorno mejorado por la inhibicién de RAF; un trastorno mejorado por la inhibicion de
BRAF mutante; un trastorno mejorado por la inhibicion de BRAF y CRAF; un trastorno asociado con mutaciones en
RAS y/o la activacion de la ruta de MAPK; un trastorno mejorado por la inhibicion de SRC, p38, FGFRA, VEGFR-2
(KDR) y/o LCK.

13. Un compuesto para el uso segun la reivindicacion 11, en un método de tratamiento de: un trastorno proliferativo.
14. Un compuesto para el uso segun la reivindicacion 11, en un método de tratamiento de: cancer.

15. Un compuesto para el uso segun la reivindicacion 11, en un método de tratamiento de: cancer pancreatico;
cancer pulmonar no microcitico (NSCLC, por sus siglas en inglés); neoplasmas ovaricos; neoplasma peritoneales;
neoplasmas de las trompas de Falopio; cancer pulmonar y efusion pleural asociada; cancer de células escamosas
recurrente o metastasico de la cabeza y el cuello; carcinoma nasofaringeo localmente avanzado; glioblastoma (p.
€j., glioblastoma multiforme; glioblastoma de células gigantes); gliosarcoma; glioma pontino intrinseco difuso;
sarcoma de Kaposi relacionado con HIV; mieloma mdltiple; carcinoma de células renales; adenocarcinoma gastrico
metastasico; leucemia mieloide aguda (AML); carcinoma hepatocelular; dermatofibrosarcoma; cancer tiroideo
medular (MTC, por sus siglas en inglés); cancer tiroideo papilar; cancer tiroideo folicular; sindrome mielodisplastico;
neurofibromatosis tipo 1; neurofibroma plexiforme; neurofibroma de la médula espinal; cancer de mama; neoplasmas
del tracto biliar; cancer de cuello uterino; cancer de préstata; melanoma; carcinoma de vejiga urinaria; carcinoma de
uretra; carcinoma de uréter; carcinoma renal; carcinoma pélvico; sarcoma; liposarcoma; cancer de colon;
osteosarcoma; carcinoma sinovial; neuroblastoma; o rabdomiosarcoma.

16. Un compuesto para el uso segin la reivindicacion 11, en un método de tratamiento de: melanoma maligno;
carcinoma colorrectal; carcinoma colorrectal metastasico; cancer tiroideo folicular; cancer tiroideo insular; cancer
tiroideo papilar; carcinoma ovarico; carcinoma ovarico de baja malignidad; cancer pulmonar no microcitico;
tricoleucemia; colangiocarcinoma; glioma pediatrico de baja malignidad (p. ej., astrocitoma pilocitico; ganglioglioma;
xantoastrocitoma pleomérfico); mieloma multiple; carcinoma medular del pancreas; o adenocarcinoma ductal
pancreatico.

17. Un compuesto para el uso segun la reivindicacion 11, en un método de tratamiento de: melanoma maligno.
18. Un compuesto para el uso segun la reivindicaciéon 11, en un método de tratamiento de: carcinoma colorrectal.

19. Un compuesto para el uso segun la reivindicacién 11, en un método de tratamiento de: adenocarcinoma
pancreatico.

20. Un compuesto para el uso segun la reivindicacion 11, en un método de tratamiento de: un trastorno asociado con
una forma mutada de RAF.

21. Un compuesto para el uso segun la reivindicaciéon 11, en un método de tratamiento de: un trastorno resistente al
tratamiento con un inhibidor de RAF conocido.

22. Un compuesto para el uso segun la reivindicaciéon 11, en un método de tratamiento de: un trastorno resistente al
tratamiento con una combinacién de un inhibidor de RAF conocido y un inhibidor de MEK conocido.

23. Un compuesto para el uso segun la reivindicacion 11, en un método de tratamiento de: un trastorno resistente al
tratamiento con un anticuerpo conocido.

24. Un compuesto para el uso segun la reivindicacién 11, en un método de tratamiento de: una enfermedad
inflamatoria seleccionada de: fibrosis quistica; hipertensién pulmonar; sarcoidosis pulmonar; fibrosis pulmonar
idiopatica; enfermedad pulmonar obstructiva crénica (COPD) (incluyendo bronquitis cronica y enfisema); asma; asma
pediatrica; dermatitis atopica; dermatitis alérgica; dermatitis de contacto; psoriasis; rinitis alérgica; rinitis; sinusitis;
conjuntivitis; conjuntivitis alérgica; queratoconjuntivitis seca (ojo seco); glaucoma; retinopatia diabética; edema
macular (incluyendo edema macular diabético); oclusiéon de la vena retinal central (CRVO); degeneracion macular
seca y/o himeda asociada a la edad (AMD); inflamacién después de una operacion de cataratas; uveitis (incluyendo
uveitis posterior, anterior y panuveitis); rechazo de injerto corneal y trasplante de células limbicas; enteropatia
sensible al gluten (enfermedad celiaca); esofaguitis eosinofilica; enfermedad intestinal de injerto contra el
hospedador; enfermedad de Crohn; y colitis ulcerativa.

25. Un compuesto para el uso segun la reivindicacion 11, en un método de tratamiento de: asma o COPD.
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