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DESCRIPCION
Composiciones de N-[2,4-bis(1,1-dimetiletil)-5-hidroxifenil]-1,4-dihidro-4-oxoquinolina-3-carboxamida.
Campo Técnico de la Invencion

La presente invenciéon se refiere a composiciones farmacéuticas de N-[2,4-bis(1,1-dimetiletil)-5-hidroxifenil]-1,4-
dihidro-4-oxoquinolina-3-carboxamida y métodos relacionados con ellas.

Antecedentes de la invencion

El CFTR es un canal aniénico mediado por cAMP/ATP que se expresa en una diversidad de tipos de células, con
inclusién de células de los epitelios absorbentes y secretores, donde el mismo regula el flujo de aniones a través de
la membrana, asi como la actividad de otros canales iénicos y proteinas. En las células epiteliales, el funcionamiento
normal del CFTR es critico para el mantenimiento del transporte de electrélitos por todo el cuerpo, con inclusion de
los tejidos respiratorio y digestivo. EI CFTR esta compuesto por aproximadamente 1480 aminoacidos que codifican
una proteina constituida por una repeticion en tdndem de dominios transmembranales, cada uno de los cuales con-
tiene 6 hélices transmembranales y un dominio de fijacion nucleotidico. Los dos dominios transmembranales estan
enlazados por un gran dominio polar, regulador (R) con sitios multiples de fosforilacién que regulan la actividad del
canal y el trafico celular.

El gen codificante de CFTR ha sido identificado y secuenciado (Véase Gregory, R. J. et al. (1990) Nature 347:382-
386; Rich, D. P. et al. (1990) Nature 347:358-362), (Riordan, J. R. et al. (1989) Science 245:1066-1073). Un defecto
en este gen causa mutaciones en el CFTR que dan como resultado la fibrosis quistica ("CF"), la enfermedad genéti-
ca fatal mas comun en los humanos. La fibrosis quistica afecta aproximadamente a uno de cada 2500 nifios peque-
fios en los Estados Unidos. Dentro de la poblacién general de los Estados Unidos, hasta 10 millones de personas
llevan una sola copia del gen defectuoso sin efectos evidentes de la enfermedad. En contraste, los individuos que
poseen dos copias del gen asociado con a la CF padecen los efectos debilitantes y fatales de la CF, con inclusion de
enfermedad pulmonar cronica.

En los pacientes con fibrosis quistica, las mutaciones en el CFTR expresadas endégenamente en los epitelios respi-
ratorios conducen a secrecion apical de aniones que causa un desequilibrio en el transporte de iones y fluidos. La
disminucion resultante en el transporte de aniones contribuye a una acumulacion intensificada de moco en el pulmén
y a las infecciones microbianas concomitantes que causan finalmente la muerte en los pacientes de CF. Ademas de
la enfermedad respiratoria, los pacientes de CF padecen tipicamente problemas gastrointestinales e insuficiencia
pancreatica que, si se deja sin tratar, conduce a la muerte. Adicionalmente, la mayoria de los varones con fibrosis
quistica son infértiles y la fertilidad es reducida entre las mujeres con fibrosis quistica. En contraste con los graves
efectos de las dos copias del gen asociado a la CF, los individuos con una sola copia del gen asociado a CF exhiben
una resistencia incrementada al célera y a la deshidratacion resultante de la diarrea — lo que explica quizas la fre-
cuencia relativamente alta del gen de CF dentro de la poblacion.

El analisis de secuencia del gen CFTR de los cromosomas de la CF ha revelado una diversidad de mutaciones que
causan la enfermedad (Cutting, G. R. et al. (1990) Nature. 346:366-369; Dean, M.et al. (1990) Cell 61:863:870; y
Kerem. B-S. et al. (1989) Science 245:1073-1080; Kerem, B-S. et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:8447-
8451). Hasta la fecha, han sido identificadas mas de 1000 mutaciones causantes de enfermedad en el gen CF
(http://www.genet.sickidds.on.ca/cftr/). La mutacion mas prevaleciente es una delecion de fenilalanina en la posicion
508 de la secuencia de aminoacidos del CFTR, y se hace referencia a la misma comunmente como AF508-CFTR.
Esta mutacion ocurre aproximadamente en el 70% de los casos de fibrosis quistica y esta asociada con una enfer-
medad grave.

La delecién del residuo 508 en AF508-CFTR impide que la proteina naciente se pliegue correctamente. Esto da
como resultado la incapacidad de la proteina mutante para salir del ER, y desplazarse hasta la membrana plasmati-
ca. Como resultado, el niumero de canales presentes en la membrana es mucho menor que el observado en las
células que expresan el CFTR de tipo salvaje. Ademas de un desplazamiento deteriorado, la mutacién da como
resultado una discriminacién de canales defectuosa. En conjunto, el numero reducido de canales en la membrana y
la discriminacion defectuosa conducen a un transporte reducido de aniones a través de los epitelios, que lleva a su
vez a un transporte deficiente de iones y fluido. (Quinton, P.M. (1990), FASEB J. 4:2709-2727). Estudios realizados
han demostrado, sin embargo, que los nimeros reducidos de AF508-CFTR en la membrana son funcionales, aun-
que menos que en el CFTR de tipo salvaje. (Dalemans et al. (1991), Nature Lond. 354: 526-528; Denning et al.,
supra; Pasyk y Foskett (1995), J. Cell. Biochem. 270: 12347-50). Ademas de AF508-CFTR, otras mutaciones cau-
santes de enfermedades en el CFTR que dan como resultado desplazamiento, sintesis y/o discriminacién deficiente
de canales podrian estar reguladas en sentido creciente o decreciente para alterar la secreciéon de aniones y modifi-
car el progreso y/o la gravedad de la enfermedad.

Aunque el CFTR transporta una diversidad de moléculas ademas de aniones, esta claro que este papel (el transpor-
te de aniones) representa un elemento en un mecanismo importante de transporte de iones y agua a través del epi-
telio. Los otros elementos incluyen el canal epitelial de Na*, ENaC, el co-transportador de Na*/2CI/K", la bomba de
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Na'-K'-ATPasa y los canales K" basolaterales de la membrana, que son responsables de la captura de cloruro en la
célula.

Estos elementos actuan juntos para realizar el transporte direccional a través del epitelio por su expresion y localiza-
cion selectivas en el interior de la célula. La absorciéon de cloruro tiene lugar por la actividad coordinada de ENaC y
CFTR presentes en la membrana apical y la bomba Na'-K*-ATPasa y los canales CI” expresados en la superficie
basolateral de la célula. El transporte activo secundario de cloruro desde el lado luminal conduce a la acumulacion
de cloruro intracelular, que puede abandonar luego pasivamente la célula por los canales CI', dando como resultado
un transporte vectorial. La disposicién del co-transportador Na*/2CI7/K", la bomba Na*-K*-ATPasa y los canales K*
basolaterales de la membrana en la superficie basolateral y el CFTR en el lado luminal coordinan la secrecion de
cloruro por el CFTR en el lado luminal. Dado que el agua no es transportada probablemente nunca en si misma, su
flujo a través de los epitelios depende de gradientes osméticos transepiteliales minusculos generados por el flujo
masivo de sodio y cloruro.

Ademas de la fibrosis quistica, la modulacién de la actividad de CFTR puede ser beneficiosa para otras enfermeda-
des no causadas directamente por mutaciones en el CFTR, tales como enfermedades secretoras y otras enferme-
dades del plegamiento de las proteinas mediadas por el CFTR. Estas incluyen enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (COPD), enfermedad de ojo seco, y Sindrome de Sjogren. La COPD se caracteriza por una limitacién del
flujo de aire que es progresiva y no totalmente reversible. La limitacion del flujo de aire es debida a hipersecrecion de
moco, enfisema, y bronquiolitis. Activadores del CFTR mutante o de tipo salvaje ofrecen un tratamiento potencial de
la hipersecrecion de moco y el aclaramiento mucociliar deteriorado que es comun en la COPD. Especificamente, la
secrecion incrementada de aniones a través del CFTR puede facilitar el transporte de fluidos en el liquido de la su-
perficie de las vias respiratorias para hidratar el moco y lograr una viscosidad optimizada del fluido periciliar. Esto
podia conducir a un aclaramiento mucociliar mejorado y una reduccién de los sintomas asociados con la COPD. La
enfermedad de ojo seco se caracteriza por una disminucién en la produccion acuosa de lagrimas y perfiles anorma-
les de lipido, proteina y mucina del film de la lagrima. Existen muchas causas de ojo seco, algunas de las cuales
incluyen edad, cirugia Lasik del ojo, artritis, medicaciones, quemaduras quimico/térmicas, alergias, y enfermedades
tales como fibrosis quistica y sindrome de Sjogren. La secrecion incrementada de aniones por el CFTR podria mejo-
rar el transporte de fluidos desde las células endoteliales de la cérnea y las glandulas secretoras que rodean el ojo
para aumentar la hidratacion de la cérnea. Esto podria contribuir a aliviar los sintomas asociados con la enfermedad
de ojo seco. El sindrome de Sjogren es una enfermedad autoinmune en la cual el sistema inmunitario ataca las
glandulas productoras de humedad en todo el cuerpo, con inclusion del ojo, la boca, la piel, el tejido respiratorio, el
higado, la vagina y el intestino. Los sintomas incluyen ojo, boca, y vagina secos, asi como la enfermedad pulmonar.
La enfermedad esta asociada también con artritis reumatoide, lupus sistémico, esclerosis sistémica, y polimiosi-
tis/dermatomiositis. Se cree que la causa de la enfermedad es el trafico defectuoso de proteinas, para lo cual existen
opciones de tratamiento limitadas. Los moduladores de la actividad del CFTR pueden hidratar los diversos érganos
afectados por la enfermedad y contribuir a aliviar los sintomas asociados.

Como se ha expuesto anteriormente, se cree que la delecion del residuo 508 en AF508-CFTR impide que la proteina
naciente se pliegue correctamente, dando como resultado la incapacidad de esta proteina mutante para salir del ER,
y desplazarse a la membrana plasmatica. Como resultado, estan presentes cantidades insuficientes de la proteina
madura en la membrana plasmatica y el transporte de cloruro dentro de los tejidos epiteliales se reduce significati-
vamente. De hecho, se ha demostrado que este fendmeno celular del procesamiento defectuoso en el ER de los
transportadores de ABC por la maquinaria del ER, es la base subyacente no solo de la enfermedad CF, sino de una
extensa gama de otras enfermedades aisladas y hereditarias. Las dos vias por las cuales puede fallar la maquinaria
del ER son la pérdida de acoplamiento a la exportacién desde el ER de las proteinas que conduce a degradacién, o
la acumulacién en el ER de estas proteinas defectuosas/plegadas erroneamente [Aridor M, et al. Nature Med., 5(7),
pp 745- 751 (1999); Shastry, B.S., Neurochem. International, 43, pp 1-7 (2003); Rutishauser, J., et al., Swiss Med
Wkly, 132, pp 211-222 (2002); Morello, JP et al., TIPS, 21, pp. 466-469 (2000); Bross P., et al., Human Mut., 14, pp.
186-198 (1999)]. Las enfermedades asociadas con la primera clase de fallo del ER son la fibrosis quistica (debida a
AF508-CFTR plegada erréneamente como se ha expuesto arriba), enfisema hereditario (debido a a1-antitripsina;
variantes no-Piz), hemocromatosis hereditaria, deficiencias de coagulacion-fibrindlisis, tales como deficiencia de
proteina C, angioedema hereditario Tipo 1, deficiencias en el procesamiento de los lipidos, tales como hipercoleste-
rolemia familiar, quilomicronemia Tipo 1, abetalipoproteinemia, enfermedades de almacenamiento de lisosomas,
tales como enfermedad de las células I/pseudo-Hurler, mucopolisacaridosis (debida a enzimas de procesamiento de
lisosomas), Sandhof/Tay-Sachs (debida a B-hexosaminidasa), Crigler-Najjar Tipo Il (debida a la UDP-glucuronil-
transferasa sialica), poliendocrinopatia/hiperinsulinemia, Diabetes mellitus (debida al receptor de insulina), enanismo
de Laron (debido al receptor de la hormona del crecimiento), deficiencia en mieloperoxidasa, hipoparatiroidismo
primario (debido a la hormona preproparatiroidea), y melanoma (debido a tirosinasa). Las enfermedades asociadas
con la ultima clase de fallo del ER son Glicanosis CDG Tipo 1, enfisema hereditario (debido a a1 -antitripsina (varian-
te PiZ), hipertiroidismo congénito, osteogénesis imperfecta (debida a procolageno Tipo I, I, V), hipofibrinogenemia
hereditaria (debida a fibrindgeno), deficiencia en ACT (debida a a1-antiquimotripsina), Diabetes insipidus (DI), DI
neurofiseal (debida al receptor V2 de la hormona vasopresina), DI nefrogénica (debida a aquaporina Il), sindrome de
Charcot-Maire-Tooth (debido a la proteina mielina periférica 22), enfermedad de Perlizaeus-Metzbacher, enfermeda-
des neurodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer (debida a BAPP y presenilinas), enfermedad de
Parkinson, esclerosis amiotrofica lateral, paralisis supranuclear progresiva, enfermedad de Pick, varios trastornos
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neurolégicos relacionados con la poliglutamina tales como Huntington, ataxia espinocerebelar Tipo |, atrofia muscu-
lar espinal y bulbar, atrofia dentato-rubro-palidoluisiana, y distrofia miotdnica, asi como encefalopatias espongifor-
mes, tales como la enfermedad hereditaria de Creutzfeldt-Jakob (debida a un defecto en el procesamiento de las
proteinas pridnicas), enfermedad de Fabry (debida a la a-galactosidasa A lisosdmica) y el sindrome de Straussler-
Scheinker (debido a un defecto en el procesamiento de Prp).

Ademas de la regulacion creciente de la actividad del CFTR, la reduccion de la secrecién de aniones por los modu-
ladores del CFTR puede ser beneficiosa para el tratamiento de las diarreas secretoras, en las cuales el transporte
epitelial de agua se ve incrementado espectacularmente como resultado del transporte de cloruro activado por se-
cretagogos. El mecanismo implica el aumento de cAMP y la estimulacién del CFTR.

Aunque existen causas numerosas de diarrea, las consecuencias principales de las enfermedades diarreicas, que
son resultado de transporte excesivo de cloruro son comunes a todas, e incluyen deshidratacion, acidosis, creci-
miento deteriorado y muerte.

Las diarreas agudas y cronicas representan un problema médico importante en muchas areas del mundo. La diarrea
es a la vez un factor importante en la desnutricion y la causa principal de muerte en los nifios de edad inferior a 5
afos (5.000.000 fallecimientos/afio).

Las diarreas secretoras son también una afeccién peligrosa en los pacientes del sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA) y de la enfermedad intestinal inflamatoria crénica (IBD). Dieciséis millones de viajeros a los paises
en desarrollo desde las naciones industrializadas cada afio sufren diarrea, variando la gravedad y el nimero de
casos de diarrea dependiendo del pais y el area de desplazamiento.

La diarrea en los animales de establo y mascotas tales como vacas, cerdos y caballos, ovejas, cabras, gatos y pe-
rros, conocida también como diarrea del ganado, es una causa principal de muerte en estos animales. La diarrea
puede ser resultado de cualquier transicion importante, tal como el destete o0 movimiento fisico, asi como en res-
puesta a una diversidad de infecciones bacterianas o virales, y ocurre generalmente dentro de las primeras horas de
la vida del animal.

La bacteria mas comun causante de diarrea es E. coli enterotoxogénico (ETEC) que tiene el antigeno K99 pilus.
Causas virales comunes de diarrea incluyen rotavirus y coronavirus. Otros agentes infecciosos incluyen criptospori-
dium, giardia-lamblia y salmonella, entre otros.

Los sintomas de infeccion por rotavirus incluyen excrecion de heces acuosas, deshidratacion y debilidad. El corona-
virus causa una enfermedad mas grave en los animales recién nacidos, y tiene una mayor tasa de mortalidad que la
infeccion de rotavirus. Sin embargo, a menudo un animal joven puede infectarse con mas de un virus o con una
combinacién de microorganismos virales y bacterianos al mismo tiempo. Esto aumenta notablemente la gravedad
de la enfermedad.

De acuerdo con ello, existe necesidad de composiciones farmacéuticas de moduladores de la actividad del CFTR
que puedan utilizarse para modular la actividad del CFTR en la membrana celular de un mamifero.

Existe necesidad de métodos de tratamiento de enfermedades medidas por el CFTR que utilicen tales composicio-
nes farmacéuticas.

US-A-2006/0074075 describe numerosos moduladores de los transportadores de la casete de fijacion de ATP asi
como su uso médico; en una larga lista de enfermedades se menciona la fibrosis quistica; adicionalmente, el com-
puesto 43 cae dentro del alcance de las reivindicaciones de la presente solicitud.

Sumario de la invencion

La presente invenciéon se refiere a composiciones farmacéuticas de N-[2,4-bis(1,1-dimetiletil)-5-hidroxifenil]-1,4-
dihidro-4-oxoquinolina-3-carboxamida (en lo sucesivo "Compuesto 1") que tiene la estructura siguiente:

1
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Las composiciones farmacéuticas del Compuesto 1 son utiles para el tratamiento o la disminucién de la gravedad de
una diversidad de enfermedades mediadas por el CFTR.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un patrén de difraccion de rayos X en polvo del Compuesto 1.

La Figura 2 es el espectro 'H NMR del Compuesto 1.

La Figura 3 es la traza DSC del Compuesto 1.

Realizacion detallada de la invencién

De acuerdo con una realizacion, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende:

(i) N-[2,4-bis(1,1-dimetiletil)-5-hidroxifenil]-1,4-dihidro-4-oxoquinolina-3-carboxamida (Compuesto 1) o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo;

(i) un PEG liquido adecuado; y
(iii) opcionalmente, un agente aumentador de la viscosidad adecuado.

Como se utiliza en esta memoria, la expresion "PEG liquido adecuado” significa un polimero de polietilenglicol que
se encuentra en forma liquida a la temperatura ambiente y es apto para uso en una composicion farmacéutica. Tales
polietilen-glicoles adecuados son bien conocidos en la técnica; véase, v.g.,
http://www.medicinescomplete.com/mc/excipients/current. PEGs ilustrativos incluyen PEGs de peso molecular bajo
tales como PEG200, PEG300, PEG 400, etc. El numero que sigue al término "PEG" indica el peso molecular medio
de dicho polimero particular. V.g., PEG 400 es un polimero de polietilen-glicol en el cual el peso molecular medio del
polimero contenido en él es aproximadamente 400.

En una realizacion, dicho PEG liquido adecuado tiene un peso molecular medio comprendido entre aproximadamen-
te 200 y aproximadamente 600. En otra realizacion, dicho PEG liquido adecuado es PEG 400 (por ejemplo un PEG
que tiene un peso molecular comprendido entre aproximadamente 380 y aproximadamente 420 g/mol).

En otra realizacion, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende el Compuesto
1 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; propilenglicol; y, opcionalmente, un agente aumentador de la
viscosidad adecuado.

En otra realizacion, las composiciones farmacéuticas de la presente invenciéon comprenden un agente aumentador
de la viscosidad adecuado. En una realizacion, el agente aumentador de la viscosidad adecuado es un polimero
soluble en PEG. Tales agentes aumentadores de la viscosidad adecuados son bien conocidos en la técnica, v.g.,
polivinil-pirrolidona (en lo sucesivo "PVP"). La PVP se caracteriza por su viscosidad en solucién acuosa, con relacién
a la del agua, expresada como un valor K (denotado como un sufijo, v.g., PVP K20), comprendido en el intervalo que
va desde aproximadamente 10 a aproximadamente 120. Véase, v.g.,
http://www.medicinescomplete.com/mc/excipients/current. Realizaciones de PVP Utiles en la presente invenciéon
tienen un valor K de aproximadamente 90 o menos. Una realizacion ilustrativa de este tipo es PVP K30.

En una realizacion, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende:

(i) N-(5-hidroxi-2,4-diterc-butil-fenil)-4-oxo-1H-quinolina-3-carboxamida (Compuesto 1) o wuna sal
farmacéuticamente aceptable del mismo;

(ii) PEG 400; y
(iii) PVP K30.

En otra realizacion, la presente invencidon proporciona una composicion farmacéutica, en la cual dicha N-(5-hidroxi-
2 ,4-diterc-butil-fenil)-4-oxo-1H-quinolina-3-carboxamida esta presente en una cantidad que va desde aproximada-
mente 0,01% p/p a aproximadamente 6,5% p/p.

En otra realizacion, la presente invenciéon proporciona una composicién farmacéutica, en la cual dicha PEG esta
presente en una cantidad que va desde aproximadamente 87,5% p/p a aproximadamente 99,99% p/p.

En otra realizacion, la presente invencidon proporciona una composicion farmacéutica, en la cual dicha PVP K30 esta
presente en una cantidad comprendida entre 0% p/p y aproximadamente 6% p/p.

En otra realizacion, la presente invencidon proporciona una composiciéon farmacéutica, en la cual dicha composicién
comprende PEG 400 (v.g., desde aproximadamente 97,8 a aproximadamente 98,0% p/p, por ejemplo, aproximada-
mente 97,88% p/p), PVP K30 (v.g., desde aproximadamente 1,9 a aproximadamente 2,1% p/p, por ejemplo, aproxi-
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madamente 2,0% p/p) y Compuesto 1 (v.g., desde aproximadamente 0,10 a aproximadamente 0,15% p/p, por ejem-
plo, aproximadamente 0,13% p/p).

En otra realizacion, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica, en la cual dicha composicion
comprende PEG 400 (v.g., desde aproximadamente 97,5 a aproximadamente 98,0% p/p, por ejemplo, aproximada-
mente 97,75% p/p), PVP K30 (v.g., desde aproximadamente 1,8 a aproximadamente 2,2% p/p, por ejemplo, aproxi-
madamente 2,0% p/p) y Compuesto 1 (v.g., desde aproximadamente 0,2 a aproximadamente 0,3% p/p, por ejemplo,
aproximadamente 0,25% p/p).

En otra realizacion, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica, en la cual dicha composicion
comprende PEG 400 (v.g., desde aproximadamente 97,2 a aproximadamente 97,8% p/p, por ejemplo, aproximada-
mente 97,50% p/p), PVP K30 (v.g., desde aproximadamente 1,8 a aproximadamente 2,2% p/p, por ejemplo, aproxi-
madamente 2,0% p/p) y Compuesto 1 (v.g., desde aproximadamente 0,4 a aproximadamente 0,6% p/p, por ejemplo,
aproximadamente 0,50% p/p).

En otra realizacion, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica, en la cual dicha composicién
comprende PEG 400 (v.g., desde aproximadamente 96,5 a aproximadamente 97,5% p/p, por ejemplo, aproximada-
mente 97,0% p/p), PVP K30 (v.g., desde aproximadamente 1,8 a aproximadamente 2,2% p/p, por ejemplo, aproxi-
madamente 2,0% p/p) y Compuesto 1 (v.g., desde aproximadamente 0,9 a aproximadamente 1,1% p/p, por ejemplo,
aproximadamente 1,0% p/p).

En otra realizacion, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica, en la cual dicha composicién
comprende PEG 400 (v.g., desde aproximadamente 96,60 a aproximadamente 96,65% p/p, por ejemplo, aproxima-
damente 96,63% p/p), PVP K30 (v.g., desde aproximadamente 1,8 a aproximadamente 2,2% p/p, por ejemplo,
aproximadamente 2,0% p/p) y Compuesto 1 (v.g., desde aproximadamente 1,30 a aproximadamente 1,45% p/p, por
ejemplo, aproximadamente 1,38% p/p).

En otra realizacion, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica, en la cual dicha composicién
comprende PEG 400 (v.g., desde aproximadamente 96,0 a aproximadamente 96,3% p/p, por ejemplo, aproximada-
mente 96,12% p/p), PVP K30 (v.g., desde aproximadamente 1,8 a aproximadamente 2,0% p/p, por ejemplo, aproxi-
madamente 2,0% p/p), y Compuesto 1 (v.g., desde aproximadamente 1,8 a aproximadamente 2,2% p/p, por
ejemplo, aproximadamente 1,88% p/p).

En otra realizacion, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica, en la cual dicha composicién
comprende PEG 400 (v.g., desde aproximadamente 95,5 a aproximadamente 96,0% p/p, por ejemplo, aproximada-
mente 95,75% p/p), PVP K30 (v.g., desde aproximadamente 1,8 a aproximadamente 2,2% p/p, por ejemplo, aproxi-
madamente 2,0% p/p), y Compuesto 1 (v.g., desde aproximadamente 2,0 a aproximadamente 2,5% p/p, por
ejemplo, aproximadamente 2,25% p/p).

En otra realizacion, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica, en la cual dicha composicion
comprende PEG 400 (v.g., desde aproximadamente 95 a aproximadamente 96% p/p, por ejemplo, aproximadamente
95,5% p/p), PVP K30 (v.g., desde aproximadamente 1,8 a aproximadamente 2,2% p/p, por ejemplo, aproximada-
mente 2,0% p/p), y Compuesto 1 (v.g., desde aproximadamente 2,3 a aproximadamente 2,7% p/p, por ejemplo,
aproximadamente 2,50% p/p).

En otra realizacion, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica, en la cual dicha composicién
comprende PEG 400 (v.g., desde aproximadamente 94,5 a aproximadamente 94,8% p/p, por ejemplo, aproximada-
mente 94,63% p/p), PVP K30 (v.g., desde aproximadamente 1,8 a aproximadamente 2,2% p/p, por ejemplo, aproxi-
madamente 2,0% p/p), y Compuesto 1 (v.g., desde aproximadamente 3,5 a aproximadamente 4,0% p/p, por
ejemplo, aproximadamente 3,38% p/p).

En otra realizacion, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica, en la cual dicha composicién
comprende PEG 400 (v.g., desde aproximadamente 93,5 a aproximadamente 94,5% p/p, por ejemplo, aproximada-
mente 94,0% p/p), PVP K30 (v.g., desde aproximadamente 1,8 a aproximadamente 2,2% p/p, por ejemplo, aproxi-
madamente 2,0% p/p), y Compuesto 1 (v.g., desde aproximadamente 3,7 a aproximadamente 4,3% p/p, por
ejemplo, aproximadamente 4,0% p/p).

En otra realizacion, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende:

(i) N-(5-hidroxi-2,4-diterc-butil-fenil)-4-oxo-1H-quinolina-3-carboxamida (Compuesto 1) o una sal farmacéutica-
mente aceptable del mismo;

(i) un lipido de PEG adecuado; y
(iii) PVP.

En algunas realizaciones, el lipido de PEG tiene un peso molecular medio de aproximadamente 400 a aproximada-
mente 600, por ejemplo, PEG 400. En algunas realizaciones, el PVP es PVP K30.
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De acuerdo con otra realizacion, las composiciones farmacéuticas de la presente invencion comprenden una canti-
dad terapéuticamente eficaz de Compuesto 1. La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" es aquella cantidad
eficaz para tratamiento o alivio de la gravedad de cualquiera de las enfermedades, afecciones, o trastornos citados
mas adelante.

A no ser que se indique otra cosa, debe entenderse también que las estructuras representadas en esta memoria
incluyen todas las formas isémeras (v.g. enantioméricas, diastereoméricas, y geométricas (o conformacionales)) de
la estructura; por ejemplo, las configuraciones R y S para cada centro asimétrico, isémeros (Z) y (E) del enlace do-
ble, e isdbmeros (Z) y (E) conformacionales. Por tanto, los isémeros estereoquimicos individuales asi como las mixtu-
ras enantioméricas, diastereoméricas, y geométricas (o conformacionales) de los presentes compuestos estan
dentro del alcance de la invencién. A no ser que se indique otra cosa, todas las formas tautémeras de los compues-
tos de la invencion estan dentro del alcance de la invencién. V.g., el Compuesto 1 puede existir como los tautéme-
ros:

1 i

A no ser que se indique otra cosa, debe entenderse también que las estructuras representadas en esta memoria
incluyen compuestos que difieren Unicamente en la presencia de uno o mas atomos isotépicamente enriquecidos.
Por ejemplo, los compuestos de férmula (1), en los cuales uno o mas atomos de hidrégeno estan reemplazados por
deuterio o tritio, 0 uno o mas atomos de carbono estan reemplazados por un carbono enriquecido en 13C o 14C,
estan dentro del alcance de esta invencion. Tales compuestos son utiles, por ejemplo, como herramientas analiticas,
sondas en ensayos bioldgicos, o compuestos con perfil terapéutico mejorado.

Usos, Formulacion y Administracion
Composiciones farmacéuticamente aceptables

En otro aspecto de la presente invencién, se proporcionan composiciones farmacéuticamente aceptables, en las
cuales estas composiciones comprenden un portador, adyuvante o vehiculo adicional farmacéuticamente aceptable.
En ciertas realizaciones, estas composiciones comprenden opcionalmente ademas uno 0 mas agentes terapéuticos
adicionales.

Se apreciara también que algunos de los compuestos de la presente invencién pueden existir en forma libre para
tratamiento, o en caso apropiado, como un derivado farmacéuticamente aceptable o un profarmaco del mismo. De
acuerdo con la presente invencién, un derivado o profarmaco farmacéuticamente aceptable incluye sales farmacéu-
ticamente aceptables, ésteres, sales de dichos ésteres, o cualquier otro aducto o derivado que, después de adminis-
tracion a un paciente que se encuentra en necesidad de ello, es capaz de proporcionar, directa o indirectamente, un
compuesto como se describe por lo demas en esta memoria, o un metabolito o residuo del mismo.

Como se utiliza en esta memoria, el término "sal farmacéuticamente aceptable" hace referencia a aquellas sales que
son, dentro del alcance de un criterio médico razonable, adecuadas para uso en contacto con los tejidos de huma-
nos y animales inferiores sin toxicidad excesiva, irritacion, respuesta alérgica, etc., y son compatibles con una ratio
razonable beneficio/riesgo. Una "sal farmacéuticamente aceptable" significa cualquier sal no toxica o sal de un éster
de un compuesto de esta invencién que, después de administracion a un receptor, es capaz de proporcionar, directa
o indirectamente, un compuesto de esta invencion o un metabolito activo como inhibidor o residuo del mismo.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de esta invencion incluyen las derivadas de acidos y
bases inorganicos y organicos adecuados. Ejemplos de sales de adicion de acido farmacéuticamente aceptables y
no toxicas son sales de un grupo amino formadas con acidos inorganicos tales como acido clorhidrico, acido brom-
hidrico, acido fosférico, acido sulfurico y acido perclérico o con acidos organicos tales como acido acético, acido
oxalico, acido maleico, acido tartarico, acido citrico, acido succinico o acido maldnico, o por el uso de otros métodos
utilizados en la técnica tales como intercambio idnico. Otras sales farmacéuticamente aceptables incluyen sales
adipato, alginato, ascorbato, aspartato, bencenosulfonato, benzoato, bisulfato, borato, butirato, canforato, canfosul-
fonato, citrato, ciclopentanopropionato, digluconato, dodecilsulfato, etanosulfonato, formiato, fumarato, glucohepto-
nato, glicerofosfato, gluconato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, hidroyoduro, 2-hidroxi-etanosulfonato,
lactobionato, lactato, laurato, laurilsulfato, malato, maleato, malonato, metanosulfonato, 2-naftalenosulfonato,
nicotinato, nitrato, oleato, oxalato, palmitato, pamoato, pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato, fosfato, picrato,
pivalato, propionato, estearato, succinato, sulfato, tartrato, tiocianato, p-toluenosulfonato, undecanoato, y valerato.
Sales derivadas de bases apropiadas incluyen sales de metal alcalino, metal alcalinotérreo, amonio y N* (C 14
alquilo)s. Esta invencidon contempla también la cuaternizacion de cualesquiera grupos nitrogenados basicos de los
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Esta invencion contempla también la cuaternizacion de cualesquiera grupos nitrogenados basicos de los compues-
tos descritos en esta memoria. Por dicha cuaternizacion pueden obtenerse productos solubles o suministrables en
agua o aceite. Sales representativas de metal alcalino o alcalinotérreo incluyen las de sodio, litio, potasio, calcio,
magnesio, y analogas. Sales farmacéuticamente aceptables adicionales incluyen, en caso apropiado, los cationes no
toxicos amonio, amonio cuaternario, y amina formados utilizando contraiones tales como haluro, hidréxido, carboxila-
to, sulfato, fosfato, nitrato, alquilo inferior-sulfonato y aril-sulfonato.

En una realizacion, la presente invencion proporciona un método de tratamiento de una enfermedad, afeccion, o
trastorno mediado(a) por CFTR en un paciente que comprende el paso de administrar a un paciente una composi-
cién farmacéutica de acuerdo con la presente invencion.

Una "enfermedad mediada por CFTR", como se utiliza en esta memoria, es una enfermedad seleccionada de fibrosis
quistica, enfisema hereditario, hemocromatosis hereditaria, deficiencias de coagulacion-fibrinolisis, tales como defi-
ciencia en proteina C, angioedema hereditario Tipo |, deficiencias en el procesamiento de los lipidos, tales como
hipercolesterolemia familiar, quilomicronemia Tipo |, abetalipoproteinemia, enfermedades de almacenamiento de
lisosomas, tales como la enfermedad de las células I/Pseudo-Hurler, mucopolisacaridosis, Sandhof/Tay-Sachs,
Crigner-Najjar Tipo |l, poliendocrinopatia/hiperinsulinemia, Diabetes mellitus, enanismo de Laron, deficiencia en
mieloperoxidasa, hipoparatiroidismo primario, melanoma, glicanosis CDG Tipo |, hipertiroidismo congénito, osteogé-
nesis imperfecta, hipofibrinogenemia hereditaria, deficiencia en ACT, Diabetes insipidus (DI), DI neurohipofiseal, DI
nefrogénica, sindrome Charcot-Marie-Tooth, enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher, enfermedades neurodegenera-
tivas tales como enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis amiotréfica lateral, paralisis supra-
nuclear progresiva, enfermedad de Pick, varios trastornos neurolégicos poliglutaminicos tales como Huntington,
ataxia espinocerebelar Tipo |, atrofia muscular espinal y bulbar, atrofia dentato-rubro-palidoluisiana, y distrofia mioto-
nica, asi como encefalopatias espongiformes, tales como la enfermedad hereditaria de Creutzfeldt-Jakob, la enfer-
medad de Fabry, el sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker, COPD, enfermedad de ojo seco, y enfermedad
de Sjogren.

De acuerdo con una realizacién alternativa, la presente invencion proporciona un método de tratamiento de la fibro-
sis quistica que comprende el paso de administrar a dicho mamifero una composicién farmacéutica de acuerdo con
la presente invencion.

En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién son utiles para el tratamiento o
alivio de la gravedad de la fibrosis quistica en pacientes que exhiben actividad residual de CFTR en la membrana
apical de los epitelios respiratorios y no respiratorios. La presencia de actividad residual de CFTR en la superficie
epitelial puede detectarse faciimente utilizando métodos conocidos en la técnica, v.g., técnicas estandar electrofisio-
légicas, bioguimicas, o histoquimicas. Tales métodos identifican la actividad de CFTR utilizando técnicas electrofisio-
I6gicas in vivo o ex vivo, medida de las concentraciones de CI” en el sudor o la saliva, o técnicas bioquimicas o
histoquimicas ex vivo para monitorizar la densidad de la superficie celular. Utilizando tales métodos, puede detec-
tarse facilmente la actividad residual de CFTR en pacientes heterocigéticos u homocigéticos para una diversidad de
mutaciones diferentes, que incluyen pacientes homocigéticos o heterocigéticos para la mutaciéon mas comun, AF508.

En una realizacion, las composiciones farmacéuticamente aceptables de la presente invencién son Utiles para trata-
miento o alivio de la gravedad de la fibrosis quistica en pacientes con ciertos genotipos que exhiben actividad resi-
dual de CFTR, v.g., mutaciones de clase lll (regulaciéon o discriminacion deteriorada), mutaciones de clase IV
(conductancia alterada), o mutaciones de Clase V (sintesis reducida) (Lee R. Choo-Kang, Pamela L., Zeitlin, Type |,
I, I, IV, y V cystic fibrosis Tansmembrane Conductance Regulator Defects and Opportunities of Therapy, Current
Opinion in Pulmonary Medicine 6:521 - 529, 2000). Otros genotipos de pacientes que exhiben actividad residual de
CFTR incluyen pacientes homocigéticos para una de estas clases o heterocigéticos con cualquier otra clase de mu-
taciones, con inclusion de mutaciones de clase |, mutaciones de clase Il, o una mutacién que carece de clasificacion.

En una realizacioén, las composiciones farmacéuticamente aceptables de la presente invencién son utiles para trata-
miento o alivio de la gravedad de la fibrosis quistica en pacientes dentro de ciertos fenotipos clinicos, v.g. un fenotipo
clinico moderado a leve que esta correlacionado tipicamente con la cantidad de actividad residual de CFTR en la
membrana apical de los epitelios. Tales fenotipos incluyen pacientes que exhiben suficiencia pancreatica o pacientes
diagnosticados con pancreatitis idiopatica y ausencia bilateral congénita del vas deferens, o enfermedad pulmonar
leve.

La cantidad exacta de Compuesto 1 requerida en las composiciones farmacéuticas de la presente invencioén variara
de un individuo a otro, dependiendo de la especie, edad, y estado general del individuo, la gravedad de la infeccién,
el agente particular, su modo de administracion, etcétera. Los compuestos de la invencion se formulan preferible-
mente en forma de dosificacion unitaria para facilidad de administraciéon y uniformidad de dosificacion. La expresién
"forma de dosificaciéon unitaria" como se utiliza en esta memoria, hace referencia a una unidad fisicamente discreta
de agente apropiada para el paciente a tratar. Se comprendera, sin embargo, que el uso diario total de los compues-
tos y composiciones de la presente invencion sera decidido por el médico que tenga a su cargo el tratamiento dentro
del alcance de un criterio médico razonable. El nivel especifico de dosis eficaz para cualquier paciente u organismo
particular dependera de una diversidad de factores que incluyen el trastorno de que se trate y la gravedad del tras-
torno, la actividad del compuesto especifico empleado; la composicién especifica empleada; la edad, el peso corpo-
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ral, el estado general de salud, el sexo y la dieta del paciente; el tiempo de administracion, la ruta de administracion,
y la tasa de excrecion del compuesto especifico empleado; la duracién del tratamiento; los farmacos utilizados en
combinacién o coincidencia con el compuesto especifico empleado, y factores analogos bien conocidos en las técni-
cas médicas. El término "paciente”, como se utiliza en esta memoria, significa un animal, preferiblemente un mamife-
ro, y muy preferiblemente un humano.

Las composiciones farmacéuticamente aceptables de esta invenciéon pueden administrarse por via oral a niveles de
dosificacién de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg y con preferencia desde aproximada-
mente 1 mg/kg a aproximadamente 25 mg/kg, de peso corporal del individuo por dia, una o mas veces al dia, a fin
de obtener el efecto terapéutico deseado.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden contener adicionalmente diluyentes inertes utili-
zados comunmente en la técnica tales como, por ejemplo, agua u otros disolventes, agentes solubilizantes y emul-
sionantes tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico,
benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, dimetilformamida, aceites (en particular, aceite de algodon,
aceite de cacahuete, de maiz, de germen de trigo, de oliva, de ricino, y de sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurfuri-
lico, polietilenglicoles y ésteres de acidos grasos de sorbitan, y mixturas de los mismos. Ademas de diluyentes iner-
tes, las composiciones orales pueden incluir también adyuvantes tales como agentes humectantes, agentes
emulsionantes y de suspension, agentes edulcorantes, saborizantes, y perfumantes.

Se apreciara también que las composiciones farmacéuticas de la presente invencidon pueden emplearse en terapias
de combinacion, es decir, que las mismas pueden administrarse concurrentemente con, antes de, o subsiguiente-
mente a, uno o0 mas agentes terapéuticos deseados o procedimientos médicos distintos. La combinacion particular
de terapias (agentes terapéuticos o procedimientos) a emplear en un régimen de combinacién tendra en cuenta la
compatibilidad de los agentes terapéuticos y/o procedimientos deseados y el efecto terapéutico que se desee alcan-
zar. Se apreciara también que las terapias empleadas pueden alcanzar un efecto deseado para el mismo trastorno
(por ejemplo, una composiciéon farmacéutica de la presente invencion puede administrarse simultaneamente con otro
agente utilizado para tratar el mismo trastorno), o pueden alcanzar efectos diferentes (v.g., el control de cualesquiera
efectos adversos). Como se utiliza en esta memoria, los agentes terapéuticos adicionales administrados normalmen-
te para tratar o prevenir una enfermedad o afeccién particular, se conocen como "apropiados para la enfermedad o
afeccion de que se trate".

En una realizacion, el agente adicional se selecciona de un agente mucolitico, boncodilatador, un antibidtico, un
agente anti-infeccion, un agente anti-inflamatorio, un modulador del CFTR distinto de un compuesto de la presente
invencion, o un agente nutricional.

La cantidad del agente terapéutico adicional presente en las composiciones de esta invencion no sera mayor que la
cantidad que se administraria normalmente en una composicién que comprenda dicho agente terapéutico como el
Unico agente activo. Preferiblemente, la cantidad del agente terapéutico adicional en las composiciones descritas en
esta memoria estara comprendida entre aproximadamente 50% y 100% de la cantidad normalmente presente en
una composicion que comprenda dicho agente como el Unico agente terapéuticamente activo.

Con objeto de que pueda comprenderse mas plenamente la invencidon descrita en esta memoria, se presentan los
ejemplos siguientes. Debe entenderse que estos ejemplos se dan Unicamente para propositos ilustrativos y que no
deben interpretarse en modo alguno como limitantes de esta invencién.

Ejemplos
Métodos y Materiales

Calorimetria de Barrido Diferencial (DSC)

Los datos DSC se recogieron en un instrumento TA Q1000 equipado con un tomamuestras automatico de 50 posi-
ciones. El estandar de calibracién de energia y temperatura era indio. Las muestras se calentaron a una tasa de
10°C/min entre 20 y 350°C. Se mantuvo sobre la muestra una purga de nitrégeno a razén de 30 ml/min.

Se utilizaron entre 0,5 y 4 mg de muestra, y todas las muestras se ejecutaron en una bandeja de aluminio Pinhole.
NMR

Todos los espectros se recogieron en un instrumento Bruker de 400 MHz equipado con un tomamuestras automati-
co. Las muestras se prepararon en ds-DMSO, a no ser que se indique otra cosa.

XRPD (Difraccién de Rayos X en Polvo)

Difractdmetro Bruker AXS C2 GADDS

Los patrones de difraccion de rayos X en polvo para las muestras se adquirieron en un difractometro Bruker AXS C2
GADDS utilizando la radiacién CuKa (40 kV, 40 mA), etapa automatica XYZ, microscopio laser-video para posicio-
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namiento automatico de las muestras y un detector de area HiStar bidimensional. La 6ptica de rayos X esta consti-
tuida por un espejo multicapa Gébel simple acoplado con un colimador Pinhole de 0,3 mm.

La divergencia del haz, es decir el tamafo efectivo del haz de rayos X sobre la muestra, era aproximadamente 4
mm. Se emple6 un modo de barrido continuo 6-8 con una la distancia de la muestra al detector de 20 cm que da un
intervalo 26 efectivo de 3,2-29,8°. El tiempo tipico de exposicion de una muestra seria 120 s.

Las muestras ejecutadas en las condiciones del ambiente se prepararon como especimenes aplastados planos
utilizando el polvo tal como se recibié sin molienda alguna. Se prensaron ligeramente aprox. 1-2 mg de la muestra
sobre un portaobjetos de vidrio para obtener una superficie plana. Las muestras ejecutadas en condiciones distintas
del ambiente se montaron sobre una pastilla de silicio con un compuesto térmicamente conductor. La muestra se
calento luego a la temperatura apropiada a aprox. 20°C/minuto y se mantuvo posteriormente en condiciones isotér-
micas durante aprox. 1 minuto antes de iniciar la recogida de los datos.

Sintesis de N-(5-hidroxi-2,4-diterc-butil-fenil)-4-oxo-1H-quinolina-3-carboxamida (Compuesto 1):

Et0,C.__CO,Et Et0,C.__CO,Et
@\ J/ 140-150 °C ©\ | _PPA_ .) 2N NaOH dﬁ)‘\
N PoCy, ||) 2N HCI

Ester dietilico del acido 2-fenilaminometileno-malénico

Una mixtura de anilina (25,6 g, 0,275 moles) y 2-(etoximetileno)malonato de dietilo (62,4 g, 0,288 moles) se calento
a 140-150°C durante 2 horas. La mixtura se enfrié a la temperatura ambiente y se sec6 a presion reducida para
proporcionar el éster dietilico deI acido 2-fenilaminometileno-malénico como un sélido, que sutilizé en el paso si-
guiente sin purificacion ulterior. '"H NMR (DMSO-ds) 5 11,00 (d, 1H), 8,54 (d, J 13,6 Hz, 1H), 7,36-7,39 (m, 2H),
7,13-7,17 (m, 3H), 4,17-4,33 (m, 4H), 1,18-1,40 (m, 6H).

Ester etilico del acido 4-hidroxiquinolina-3-carboxilico

Un matraz de 1 litro con 3 bocas, provisto de agitador mecanico se cargé con éster dietilico del acido 2-
fenilaminometileno-maldnico (26,3 g, 0,100 moles), acido polifosférico (270 g) y cloruro de fosforilo (750 g). La mixtu-
ra se calenté a 70°C y se agit6 durante 4 horas. La mixtura se enfrié a la temperatura ambiente y se filtré. El residuo
se tratd con solucién acuosa de Na;COs, se filtrd, se lavd con agua y se seco. Se obtuvo el éster etilico del acido 4-
hidroxiquinolina-3-carboxilico como un sélido de color pardo claro (15,2 g, 70%). El producto bruto se utilizé en el
paso siguiente sin purificacién ulterior.

Acido 4-oxo0-1,4-dihidroquinolina-3-carboxilico

Se suspendi6 éster etilico del acido 4-hidroxiquinolina-3-carboxilico (15 g, 69 mmoles) en solucién de hidroxido de
sodio (2N, 150 ml) y se agité durante 2 horas a reflujo. Después de enfriar, se filtré la mixtura, y el filtrado se acidificé
a pH 4 con HCI 2 N. El precipitado resultante se recogié por filtracién, se lavd con agua y se seco a vacio para dar el
acido 4-oxo-1,4-dihidroquinolina-3-carboxilico como un sélido pardo claro (10,5 g, 92 %). 'H NMR (DMSO-ds) &
15,34 (s, 1H), 13,42 (s, 1H), 8,89 (s,1H), 8,28 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,88 (m, 1H), 7,81 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,60 (m,
1H).

CICO,Me

HNo3 H,S0,
NEt,, DMAP
H (0]
0 CH,CI, /l%
o N0
KOH, MeOH
— +
O,N OH OH
NO,
HCO,NH,
O,N OH Pd-C, EtOH HN OH
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Ester metilico del éster 2,4-di-terc-butil-fenilico de acido carbénico

Se afiadio gota a gota cloroformiato de metilo (58 ml, 750 mmoles) a una solucién de 2,4-di-terc-butil-fenol (103,2 g,

500 mmoles), EtsN (139 ml, 1000 mmoles) y DMAP (3,05 g, 25 mmoles) en diclorometano (400 ml) enfriado en un

bafio de hielo-agua a 0°C. La mixtura se dejé calentar a la temperatura ambiente mientras se agitaba durante una

noche, y se filtré luego a través de gel de silice (aprox. 1 1) utilizando 10% acetato de etilo-hexanos (~ 4 I) como el

eluyente. Los filtrados combinados se concentraron para dar eI éster metilico del éster 2,4-di-terc-butil-fenilico de

acido carbonico como un aceite amarillo (132 g, cuantitativo). "H NMR (400 MHz, DMSO-ds & 7,35 (d, J = 2,4 Hz,
H), 7,29 (dd, J = 8,5, 2,4 Hz, 1H), 7,06 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 3,85 (s, 3H), 1,30 (s, 9H), 1,29 (s, 9H).

Ester metilico del éster 2,4-di-terc-butil-5-nitro-fenilico de acido carbénico y éster metilico del éster 2,4-di-
terc-butil-6-nitro-fenilico de acido carbénico

A una mixtura en agitacion de éster metilico del éster 2,4-di-terc-butil-fenilico de acido carbénico (4,76 g, 180 mmo-
les) en acido sulfurico concentrado (2 ml), enfriada en un bafio de hielo, se afiadid una mixtura enfriada de acido
sulfurico (2 ml) y &cido nitrico (2 ml). La adicién se realizé lentamente a fin de que la temperatura de la reaccion no
excediera de 50°C. La reaccién se mantuvo en agitacion durante 2 horas mientras se calentaba a la temperatura
ambiente. La mixtura de reaccion se afiadio luego a una mezcla de hielo-agua y se extrajo en éter dietilico. La capa
etérea se secd (MgSO,), se concentro y se purificd por cromatografia en columna (0-10% acetato de etilo-hexanos)
para dar una mixtura de éster metilico del éster 2,4-di-terc-butil-5-nitro-fenilico de acido carbdénico y éster metilico del
éster 2,4-di-terc-butil-6-nitro-fenilico de acido carbénico como un soélido amarillo claro (4,28 g), que se utilizd direc-
tamente en el paso siguiente.

2,4-di-terc-butil-5-nitro-fenol y 2,4-di-terc-butil-6-nitro-fenol

La mixtura de éster metilico del éster 2,4-di-terc-butil-5-nitro-fenilico de acido carbonico y éster metilico del éster
2,4-di-terc-butil-6-nitro-fenilico de acido carbonico (4,2 g, 14,0 mmoles) se disolvié en MeOH (65 ml) antes de anadir
KOH (2,0 g, 36 mmoles). La mixtura se agité a la temperatura ambiente durante 2 horas. Se acidificé luego la mixtu-
ra de reaccion (pH 2-3) por adicién de HCI concentrado y se repartié entre agua y éter dietilico. La capa de éter se
seco (MgSOy), se concentrd y se purificd por cromatografia en columna (0-5% acetato de etilo-hexanos) para pro-
porcionar 2, 4 di-terc-butil-5-nitro-fenol (1,31 g, 29% en dos pasos) y 2,4-di-terc-butil-6-nitro-fenol. 2,4-Di-terc-butil-5-
nitro-fenol: 'H NMR. (400 MHz DMSO-ds) 610,14 (s, 1H, OH), 7,34 (s, 1H), 6,83 (s, 1H), 1,36 (s, 9H), 1,30 (s, 9H).
2,4-Di-terc-butil-6-nitro-fenol: "H NMR (400 MHz, CDCls) & 11,48 (s, 1H), 7,98 (d, J = 2,5 Hz), 7,66 (d, J = 2,4 Hz,
1H), 1,47 (s, 9H),1,34 (s, 9H).

5-Amino-2,4-di-terc-butil-fenol

A una solucién de 2,4-di-terc-butil-5-nitro-fenol (1,86 g, 7,40 mmoles) y formiato de amonio (1,86 g) mantenida a
reflujo en etanol (75 ml) se afiadid Pd al 5% en peso sobre carbono activado (900 mg). La mixtura de reaccién se
agito a reflujo durante 2 horas, se enfrié a la temperatura ambiente y se filtr6 a través de Celita. La Celita se lavé con
metanol y los flltrados combinados se concentraron para dar 5-amino-2,4-di-terc-butil-fenol como un sélido gris (1,66
g, cuantitativo). "H NMR. (400 MHz,DMSO-ds) & 8,64 (s, 1H, OH), 6,84 (s, 1H), 6,08 (s, 1H), 4,39 (s, 2H, NH,), 1,27
(m, 18H); HPLC tiempo de retencion 2,72 min), 10-99 % CH3CN, 5 min. ejecucion; ESI-MS 222,4 m/z [M+H]+.

N-(5-hidroxi-2,4-di-terc-butil-fenil)-4-oxo-1H-quinolina-3-carboxamida

OH . O HN OH

N H,N OH N

A una suspensién de acido 4-oxo-1,4-dihidroquinolin-3-carboxilico (35,5 g, 188 mmoles) y HBTU (85,7 g, 226 mmo-
les) en DMF (280 ml) se afiadié EtsN (63,0 ml, 451 mmoles) a la temperatura ambiente. La mixtura se volvié homo-
génea y se dejo en agitacion durante 10 min antes de afiadir 5-amino-2,4-di-terc-butil-fenol (50,0 g, 226 mmoles) en
pequefas porciones. La mixtura se dejé en agitacion durante una noche a la temperatura ambiente. La mixtura se
volvio heterogénea durante el curso de la reaccion. Después que se hubo consumido la totalidad del acido (analisis
por LC-MS, MH+ 190, 1,71 min), se eliminé el disolvente a vacio. Se afiadié EtOH al material sélido anaranjado para
producir una suspension. La mixtura se agité en un evaporador rotativo (temperatura del bafio 65°C) durante 15 min
sin someter el sistema a vacio. La mixtura se filtrd y el solido recogido se lavé con hexanos para proporcionar un
s6lido blanco que era el alcoholato con EtOH. Se afadio Et,O al material obtenido arriba hasta que se formo una

11



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2377840 T3

suspension. La mixtura se agitdé en un evaporador rotativo (temperatura del bafio 25°C) durante 15 min sin someter
el sistema a vacio. Se filtré la mixtura y se recogid el sélido. Este procedimiento se realizé un total de 5 veces. El
s6lido obtenido después de la quinta precipitacion se sometio a vacio durante una noche para proporcionar 8-N-(5-
hidroxi-2,4-diterc-butil-fenil)-4-oxo-1H-quinolina-3-carboxamida como un sélido blanco pulverulento (38 g, 52%).

HPLC tiempo de retencion 3,45 min, 10-99% CH3CN, 5 min ejecucion; 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) 512,88 (s, 1H),
11,83 (s, 1H), 9,20 (s, 1H), 8,87 (s, 1H), 8,33 (dd, J = 8,2, 1,0 Hz, 1H), 7,83-7,79 (m, 1H), 7,76 (d, J = 7,7Hz, 1H),
7,54-7,50 (m, 1H), 7,17 (s, 1H), 7,10 (s, 1H), 1,38 (s, 9H), 1,37
(s, 9H); ESI-MS 393,3 m/z [M+H]".

A continuacion se exponen los datos de caracterizacion para el Compuesto 1:

Comp. No. | LC-MS M+1 | LC-RT Min

1 393,2 3,71

El espectro XRPD del Compuesto 1 se muestra en FIG. 1.

Los datos 'H NMR para el Compuesto 1 se muestran en FIG. 2.

La traza DSC del Compuesto 1 se muestra en FIG. 3.

Preparacion de las Composiciones Farmacéuticas.

Materiales:

e Un frasco de vidrio para preparacion de la formulacién (de 250 cc, vidrio ambar, con tapa revestida de Teflon)

e Frasco de vidrio para la muestra de la confirmacién de la dosis (de 30 cc, vidrio ambar, con tapa revestida de
Teflon)

e Placa de agitacion con sonda de temperatura (debe tenerse la seguridad de que la sonda se ha limpiado)
e Varilla de agitacion magnética nueva
e Espatulas para dosificar el excipiente y el agente activo.

Paso 1: A un frasco de vidrio ambar de 250 cc se afiade la varilla de agitacion y se registra el peso de tara del fras-
co, la varilla de agitacion, la etiqueta y el tapon. Se tara el frasco con la etiqueta y la varilla de agitacion.

Paso 2: Se dosifica la cantidad objetivo de PEG 400 en el frasco y se pesa exactamente. Se coloca el frasco sobre
la placa de agitacion y se agita para formar un pequefio vértice en la superficie del liquido (~ 300-500 rpm o la velo-
cidad necesaria). Se inserta la sonda de temperatura limpia en el liquido hasta una profundidad de ~ 1 cm y se eleva
el punto de ajuste del calentador a 40°C. Se tapa la boca del frasco con papel metalizado. Se deja que el PEG 400
se estabilice a 40 + 5°C.

Paso 3: Se dosifica la cantidad requerida de PVP K30 y se afiade al PEG 400 mantenido en agitacion. Se afiade el
PVP en una corriente lenta (durante ~ 2-3 minutos) y se deja que las particulas se dispersen. Si las particulas se
aglomeran, la disolucién requerira mas tiempo. Se cubre la boca del frasco con papel metalizado y se continda agi-
tando la mixtura a 40 + 5°C. La mixtura deberia muestrearse a los 10 minutos utilizando una pequefa pipeta de
transferencia para determinar si se ha disuelto por completo la PVP. La solucién en agitacion deberia examinarse
también en cuanto a la presencia de aglomerados grandes no disueltos. Si la solucién es clara, se procede al paso
siguiente. Si queda polimero sin disolver, se contintia la agitacién. Se comprueba en cuanto a disolucion cada 10
minutos, con un tiempo maximo de agitacion de 30 minutos en total. Cuando se observa la disolucién completa, se
procede al paso siguiente. Si no se observa disolucion completa dentro de 30 minutos después de la disolucion de la
PVP, se termina la preparacion, se desecha el material, y se inicia la preparacion desde el principio.

Paso 4: Se dosifica la cantidad requerida de Compuesto 1 y se afiade a la solucion de PEG/PVP agitada en una
corriente lenta. Se tapa la boca del frasco con papel metalizado y se contintia agitando la mixtura a 40 + 5°C. La
mixtura debe muestrearse después de 30 minutos utilizando una pequeiia pipeta de transferencia para determinar si
se ha disuelto por completo el Compuesto 1. Si la solucién es clara después de 30 minutos, se pasa al paso siguien-
te. Si queda Compuesto 1 sin disolver, se continta la agitacion. Se comprueba la disoluciéon cada 30 minutos con un
tiempo maximo de agitacién de 300 minutos (5 horas) después de la adicion del Compuesto 1. Si no se observa
disolucién completa en el transcurso de 300 minutos (5 horas), después de la adiciéon del Compuesto 1, se termina la
preparacion, se desecha el material, y se inicia la preparacion desde el principio.
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Una vez disuelto por completo el Compuesto 1, se retira de la placa de agitacion y se tapa el frasco. La formulacion
debe mantenerse a temperatura ambiente hasta la dosificacion, pero tiene que dosificarse dentro de las 24 horas de
su preparacion. Si se observa precipitacion de VX-770, no se dosifica la solucion.

Utilizando el método anterior, se prepararon las 10 composiciones farmacéuticas siguientes indicadas en la Tabla A:

Tabla A
Composicion # % PEG 400 p/p % PVP % Comp. 1 p/p Cantidad de Comp. 1 por
K30 plp dosis de 20 g (mg)
1 97,875 2,0 0,125 25
2 97,750 2,0 0,250 50
3 97,500 20 0,500 100
4 97,000 2,0 1,000 200
5 96,625 2,0 1,375 275
6 96,125 2,0 1,375 375
7 95,750 2,0 2,25 450
8 95,500 2,0 2,500 500
9 94,625 2,0 3,375 675
10 94,000 2,0 4,000 800
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REIVINDICACIONES

1.- Una composicién farmacéutica que comprende

(i) N-(5-hidroxi-2,4-diterc-butil-fenil)-4-oxo-1H-quinolina-3-carboxamida o una sal farmacéuticamente aceptable
de la misma;

(i) un PEG (polimero de polietilenglicol) liquido que tiene un peso molecular medio comprendido entre aproxi-
madamente 200 y aproximadamente 600; y

(iii) PVP.

2.- La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 1, en la cual dicha PVP tiene un valor K de
aproximadamente 30 o menos.

3.- La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 2, en la cual dicha PVP tiene un valor K de 30.

4.- La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 1, en la cual dicho PEG liquido adecuado tiene un
peso molecular medio de aproximadamente 400.

5.- La composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que comprende:
(iv) N-(5-hidroxi-2,4-diterc-butil-fenil)-4-oxo-1H-quinolina-3-carboxamida;
(v) PEG 400; y
(vi) PVP K30.

6.- La composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la cual dicha N-(5-
hidroxi-2,4-diterc-butil-fenil)-4-oxo-1H-quinolina-3-carboxamida esta presente en una cantidad comprendida entre
aproximadamente 0,01% p/p y aproximadamente 6,5% p/p.

7.- La composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la cual dicho PEG
esta presente en una cantidad comprendida entre aproximadamente 87,5% p/p y aproximadamente 99,99% p/p.

8.- La composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en la cual dicha PVP
esta presente en una cantidad comprendida entre 0% p/p y aproximadamente 6% p/p.

9.- La composicién farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en la cual dicha compo-
sicion comprende PEG 400 (97,88% p/p), PVP K30 (2,0% p/p), y N-(5-hidroxi-2,4-diterc-butil-fenil)-4-oxo-1H-
quinolina-3-carboxamida (0,13% p/p),

o en la cual dicha composicion comprende PEG 400 (97,75% p/p), PVP K30 (2,0% p/p), y N-(5-hidroxi-2,4-diterc-
butil-fenil)-4-oxo-1H-quinolina-3-carboxamida (0,25% p/p),

o en la cual dicha composiciéon comprende PEG 400 (97,5% p/p), PVP K30 (2,0% p/p), y N-(5-hidroxi-2,4-diterc-butil-
fenil)-4-oxo-1H-quinolina-3-carboxamida (0,5% p/p),

o en la cual dicha composicién comprende PEG 400 (97,0% p/p), PVP K30 (2,0% p/p), y N-(5-hidroxi-2,4-diterc-butil-
fenil)-4-oxo-1H-quinolina-3-carboxamida (1,0% p/p),

o en la cual dicha composicion comprende PEG 400 (96,63% p/p), PVP K30 (2,0% p/p), y N-(5-hidroxi-2,4-diterc-
butil-fenil)-4-oxo-1H-quinolina-3-carboxamida (1,38% p/p),

o en la cual dicha composicion comprende PEG 400 (96,13% p/p), PVP K30 (2,0% p/p), y N-(5-hidroxi-2,4-diterc-
butil-fenil)-4-oxo-1H-quinolina-3-carboxamida (1,88% p/p),

o en la cual dicha composicién comprende PEG 400 (95,75% p/p), PVP K30 (2,0% p/p), y N-(5-hidroxi-2,4-diterc-
butil-fenil)-4-oxo-1H-quinolina-3-carboxamida (2,25% p/p),

o en la cual dicha composicion comprende PEG 400 (95,5% p/p), PVP K30 (2,0% p/p), y N-(5-hidroxi-2,4-diterc-butil-
fenil)-4-oxo-1H-quinolina-3-carboxamida (2,5% p/p),

o en la cual dicha composicion comprende PEG 400 (94,63% p/p), PVP K30 (2,0% p/p), y N-(5-hidroxi-2,4-diterc-
butil-fenil)-4-oxo-1H-quinolina-3-carboxamida (3,38% p/p),

o en la cual dicha composiciéon comprende PEG 400 (94,0% p/p), PVP K30 (2,0% p/p), y N-(5-hidroxi-2,4-diterc-butil-
fenil)-4-oxo-1H-quinolina-3-carboxamida (4,0% p/p).
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10.- Una composicién farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-9 para uso en el trata-
miento de una enfermedad mediada por CFTR en un paciente.

11.- La composicién de acuerdo con la reivindicacion 10, en la cual dicha enfermedad se selecciona de fibrosis quis-
tica, enfisema hereditario, hemocromatosis hereditaria, deficiencias de coagulacién-fibrindlisis, tales como deficien-
cia en proteina C, angioedema hereditario Tipo |, deficiencias en el procesamiento de los lipidos, tales como
hipercolesterolemia familiar, quilomicronemia Tipo |, abetalipoproteinemia, enfermedades de almacenamiento de
lisosomas, tales como la enfermedad de las células I/pseudo-Hurler, mucopolisacaridosis, Sandhof/Tay-Sachs, Cri-
gler-Najjar Tipo Il, poliendocrinopatia/hiperinsulinemia, Diabetes mellitus, enanismo de Laron, deficiencia en mielo-
peroxidasa, hipoparatiroidismo primario, melanoma, glicanosis CDG Tipo [, hipertiroidismo congénito, osteogénesis
imperfecta, hipofibrinogenemia hereditaria, deficiencia en ACT, Diabetes insipidus (DI), DI neurohipofiseal, DI nefro-
génica, sindrome Charcot-Marie-Tooth, enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher, enfermedades neurodegenerativas
tales como enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis amiotréfica lateral, paralisis supranu-
clear progresiva, enfermedad de Pick, varios trastornos neurolégicos poliglutaminicos tales como Huntington, ataxia
espinocerebelar Tipo |, atrofia muscular espinal y bulbar, atrofia dentato-rubro-palidoluisiana, y distrofia mioténica,
asi como encefalopatias espongiformes, tales como la enfermedad hereditaria de Creutzfeldt-Jakob, la enfermedad
de Fabry, el sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker, COPD, enfermedad de ojo seco, y enfermedad de
Sjogren.

12.- La composicion de acuerdo con la reivindicacion 11, en la cual dicha enfermedad es fibrosis quistica.

13.- La composiciéon de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10-12, en la cual dicha composicion
farmacéutica se administra a un paciente que se encuentra en necesidad de ello una vez al dia.
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FIG.1 Espectro XRPD del Compuesto 1
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FIG.2 Espectro 'H NMR del Compuesto 1
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Fig. 3 Traza DSC del Compuesto 1
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