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DESCRIPCION

Formas solidas de la N-(4-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-(trifluorometil)fenil)-4-oxo-5-(trifluorometil)-1,4-
dihidroquinolin-3-carboxamida

Campo técnico de la invencion

La presente invencién se refiere a formas en estado sélido, por ejemplo, formas cristalinas de la N-(4-(7-
azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-(trifluorometil)fenil)-4-oxo-5-(trifluorometil)-1,4-dihidroquinolin-3-carboxamida, que es
un modulador del regulador de la conductancia transmembrana en la fibrosis quistica ("CFTR"). La invencion
también se refiere a composiciones farmacéuticas que incluyen las formas cristalinas de la N-(4-(7-
azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-(trifluorometil)fenil)-4-oxo-5-(difluorometil)-1,4-dihidroquinolin-3-carboxamida y a
procedimientos que las utilizan.

Antecedente de la invencidon

Los transportadores del casete de ATP son una familia de proteinas transportadoras de membrana que regulan el
transporte de una amplia variedad de agentes farmacoldgicos, farmacos potencialmente téxicos y xenobioticos, asi
como aniones. Existen proteinas de membrana homélogas que se unen y utilizan el adenosina trifosfato (ATP)
celular para sus actividades especificas. Algunos de estos transportadores se descubrieron como proteinas de
resistencia a multifarmacos (como la glicoproteina MDR1-P, o la proteina de resistencia a multifarmacos, MDR1),
que defienden a las células cancerigenas malignas contra los agentes quimioterapeuticos. Hasta la fecha, se han
identificado 48 de estos transportadores y se han agrupado en siete familias en base a su identidad de secuencia y
su funcién.

Un miembro de la familia de transportadores del casete de ATP habitualmente asociado a enfermedades es el canal
anionico mediado por AMPc/ATP, el CFTR. El CFTR se expresa en diversos tipos celulares, incluyendo las células
epiteliales absortivas y secretoras, en donde 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 electrolitos por todo el cuerpo, incluyendo el tejido respiratorio y
digestivo. EI CFTR esta compuesto de aproximadamente 1480 aminoacidos que codifican una proteina formada de
una repeticion en tdndem de dominios transmembrana, cada una que contiene seis hélices transmembrana y un
dominio de unién a nucleétidos. Los dos dominios transmembrana estan unidos por un gran dominio regulador (R)
polar con mdltiples sitios de fosforilacion que regulan la actividad de los canales y el trafico celular.

El gen que codifica el CFTR ha sido identificado y secuenciado (véase, Gregory, R. J. y col. (1990) Nature 347:382-
386; Rich, D. P. y col. (1990) Nature 347:358-362; Riordan, J. R. y col. (1989) Science 245:1056-1073). Un defecto
en este gen provoca mutaciones en el CFTR que da como resultado fibrosis quistica ("FQ)"), la enfermedad genética
fatal mas habitual en seres humanos. La fibrosis quistica afecta aproximadamente a uno de cada 2500 nifios en
Estados Unidos. En la poblacion general de Estados Unidos, hasta 10 millones de personas portan una Unica copia
del gen defectuoso sin efectos patoldgicos aparentes. En contraste, los individuos con dos copias del gen asociado a
la FQ padecen los efectos debilitantes y fatales de la FQ, incluyendo enfermedad pulmonar crénica.

En pacientes con fibrosis quistica, las mutaciones en el CFTR expresado de forma enddgena en el epitelio
respiratorio dan lugar a una secrecion anionica apical reducida que provoca un desequilibrio en el transporte i6nico y
de fluidos. La disminucion resultante en el transporte aniénico contribuye a aumentar la acumulacién de moco en el
pulmén y las infecciones microbianas acompafantes que en Gltimo término provocan la muerte en pacientes con FQ.
Ademés de la enfermedad respiratoria, los pacientes con FQ normalmente sufren problemas gastrointestinales e
insuficiencia pancreatica que, si se dejan sin tratar, producen la muerte. Ademas, la mayoria de hombres con fibrosis
quistica son estériles y la fertilidad entre mujeres con fibrosis quistica se ve reducida. En contraste con los graves
efectos de las dos copias del gen asociado a la FQ, los individuos con una sola copia del gen asociado a la FQ
presentan una mayor resistencia al célera y a la deshidratacion como resultado de la diarrea -que quizés explica la
elevada frecuencia relativa del gen de la FQ en la poblacion.

El andlisis de la secuencia del gen CFTR de los cromosomas de la FQ ha revelado una variedad de mutaciones que
provocan enfermedad (Cutting, G. R. y col. (1990) Nature 346:366-369; Dean, M. y col. (1990) Cell 61:863:870;
Kerern, B-S. y col. (1989) Science 245:1073-1080; y Kerem, B-S y col. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:8447-
8451). Hasta la fecha, se han identificado més de 1000 mutaciones que provocan enfermedades en el gen de la FQ
(http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/). La mutacién méas prevalente es una eliminacion de la fenilalanina en posicion
508 de la secuencia de aminoacidos del CFTR y que habitualmente se denomina AF508-CFTR. Esta mutacion se
produce en aproximadamente el 70 % de los casos de fibrosis quistica y esta asociada a enfermedad grave.

La eliminacién 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 abandonar el reticulo endoplasmatico y ser transportada
a la membrana plasmatica. Como resultado, el nimero de canales presentes en la membrana es muy inferior al
observado en células que expresan el CFTR de tipo silvestre. Ademas de un trafico alterado, la mutacion produce un
funcionamiento defectuoso de los canales. Conjuntamente, el niumero reducido de canales en la membrana y el
funcionamiento defectuoso dan lugar a un transporte i6nico reducido a través del epitelio, lo que conduce a un
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transporte defectuoso de aniones y de fluidos. (Quinton, P. M. (1990), FASEB J. 4: 2709-2727). No obstante los
estudios han demostrado que el niumero reducido de AF508-CFTR en la membrana son funcionales, aunque menos
que el CFTR de tipo silvestre. (Dolmans y col. (1991), Nature Lond. 354: 526-528 y col., supra; Pasyk y Foskett
(1995), J. Cell. Biochem. 270: 12347-50). Ademas del AF508-CFTR R117HCFTR y G551D-CFTR, otras mutaciones
que provocan enfermedades en el CFTR que resultan en un trafico, una sintesis y/o un funcionamiento defectuosos
de los canales, se podrian regular en exceso o en defecto para alterar la secrecion aniénica y modificar la progresion
y/o gravedad de la enfermedad.

A pesar de que el CFTR transporta una variedad de moléculas ademas de aniones, esta claro que su papel (el
transporte de aniones, cloruro y bicarbonato) representa un elemento en un mecanismo importante de transporte de
iones y agua a través del epitelio. Los otros elementos incluyen el canal de Na* epitelial, ENaC, el co-transportador
de Na*/2CI/K", la bomba Na*-K*-ATPasa y los canales de K" de la membrana basolateral, que son responsables de
la captacion de cloruro hacia la célula.

Estos elementos funcionan juntos para conseguir el transporte direccional a través del epitelio por medio de su
expresion y localizacién selectiva dentro de la célula. La absorcién de cloruro tiene lugar mediante la actividad
coordinada del ENaC y el CFTR presentes en la membrana apical de la bomba Na*-K*-ATPasa y los canales de Cl
expresados en la superficie basolateral de la célula. El transporte activo secundario de cloruro desde la cara luminal
da lugar a la acumulacion de cloruro intracelular, que a continuacién puede abandonar pasivamente la célula a
través de los canales de iones CI', dando como resultado un transporte vectorial. La disposicion del co-transportador
de Na'/2CI/K", la bomba Na'-K*-ATPasa y los canales de K" de la membrana basolateral sobre la superficie
basolateral y del CFTR sobre la cara luminal coordina la secreciéon de cloruro a través del CFTR sobre la cara
luminal. Debido a que probablemente el agua nunca es ella misma transportada activamente, su flujo a través del
epitelio depende de pequeiios gradientes osmoticos transepiteliales generados por el flujo neto de sodio y cloruro.

Se ha propuesto la hipétesis de que el transporte defectuoso del bicarbonato debido a mutaciones en el CFTR
provoca defectos en ciertas funciones secretoras. Véase, por ejemplo, "Cystic fibrosis: impaired bicarbonate
secretion and mucoviscidosis," Paul M. Quinton, Lancet 2008; 372: 415-417.

Las mutaciones en el CFTR que estan asociadas a una disfuncién moderada del CFTR también son evidentes en
pacientes con dolencias que comparten ciertas manifestaciones patolégicas con la FQ pero que no cumplen los
criterios diagnosticos para la FQ. Estas incluyen la ausencia bilateral congénita de los conductos deferentes, la
pancreatitis idiopatica crdnica, bronquitis crénica y rinosinusitis cronica. Otras enfermedades en las que se cree que
el CFTR es un factor de riesgo junto con genes modificadores o factores ambientales incluyen la colangitis
esclerosante primaria, aspergilosis broncopulmonar alérgica y asma.

También se ha demostrado que el humo del tabaco, la hipoxia y factores medioambientales que inducen una
sefalizacion hipoxica perjudican la funcion del CFTR y pueden contribuir a ciertas formas de enfermedades
respiratorias, tal como bronquitis crénica. Las enfermedades que pueden ser debidas a una funcién defectuosa del
CFTR pero que no cumplen los criterios diagnosticos para la FQ se caracterizan como enfermedades relacionadas
con el CFTR.

Ademas de la fibrosis quistica, la modulacién de la actividad del CFTR puede ser beneficiosa para otras
enfermedades no directamente provocadas por mutaciones en el CFTR, tales como enfermedades secretoras y
otras enfermedades en el plegamiento de proteinas mediadas por el CFTR. El CFTR regula el flujo de cloruro y
bicarbonato a través del epitelio de muchas células para controlar el movimiento de fluidos, la solubilizacién de
proteinas, la viscosidad del moco y la actividad enzimatica. Los defectos en el CFTR pueden provocar el bloqueo de
las vias respiratorias o los conductos de muchos 6érganos, incluyendo el higado y el pancreas. Los potenciadores
son compuestos que mejoran la actividad del funcionamiento de los canales del CFTR presentes en la membrana
celular. Cualquier enfermedad que suponga la densificacion del moco, una regulacion alterada de los fluidos, un
aclaramiento alterado del moco, o conductos bloqueados que producen la inflamacién y la destruccioén tisular podria
ser un candidato para los potenciadores.

Estos incluyen, pero no estan limitados a, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), asma, EPOC inducida
por el tabaco, bronquitis crénica, rinosinusitis, estrefiimiento, enfermedad de ojo seco, y sindrome de Sjogren,
enfermedad de reflujo gastro-esofagico, calculos biliares, prolapso rectal y enfermedad inflamatoria del intestino. La
EPOC se caracteriza por una limitacion del flujo de aire que es progresiva y no totalmente reversible. La limitacion
del flujo de aire se debe a la hipersecrecién de moco, enfisema y bronquiolitis. Los activadores del CFTR mutante o
de tipo silvestre ofrecen un tratamiento potencial de la hipersecrecion de moco y el aclaramiento mucociliar alterado
que es habitual en la EPOC. Especificamente, aumentar la secrecion de aniones a través del CFTR puede facilitar el
transporte de fluidos hacia el liquido de la superficie de las vias respiratorias para hidratar la mucosidad y optimizar
la viscosidad del fluido periciliar. Esto conduciria a una mayor aclaramiento mucociliar y una reducciéon en los
sintomas asociados a la EPOC. Ademas, mediante la prevencién de la infeccion y la inflamacién en curso debido a
una mejor limpieza de las vias respiratorias, los moduladores del CFTR pueden prevenir o retrasar la destruccién del
parénquima de las vias respiratorias que caracteriza al enfisema y reducir o revertir el aumento en el nimero y
tamano de las células secretoras de moco que infra-lisan la hipersecrecion de moco en las enfermedades de las vias
respiratorias. La enfermedad de ojo seco se caracteriza por una disminucién en la produccién acuosa de la lagrima y
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perfiles anormales de lipidos, proteinas y mucinas de la pelicula lagrimal. Hay muchas causas para el ojo seco,
algunas de las cuales incluyen la edad, la cirugia ocular con LASIK, artritis, medicamentos, quemaduras
quimicas/térmicas, alergias y enfermedades, como la fibrosis quistica y el sindrome de Sjogren. El aumento de la
secrecién de aniones a través del CFTR aumentaria transporte de fluidos desde las células endoteliales de la cornea
y las glandulas secretoras que rodean al ojo para aumentar la hidratacién de la cérnea. Esto ayudaria a aliviar los
sintomas asociados a la enfermedad del ojo seco. El sindrome de Sjoégren es una enfermedad autoinmunitaria en la
que el sistema inmunitario ataca las glandulas productoras de fluidos en todo el cuerpo, incluyendo el 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 enfermedad pulmonar. La enfermedad también estd asociada a la artritis reumatoide, lupus sistémico,
esclerosis sistémica y polimiositis/dermatomiositis. Se cree que el trafico defectuoso de proteinas provoca la
enfermedad, cuyas opciones de tratamiento son limitadas. Los moduladores de la actividad del CFTR pueden
hidratar los distintos 6rganos afectados por la enfermedad y pueden ayudar a aliviar los sintomas asociados. Los
individuos con fibrosis quistica pueden tener episodios recurrentes de obstruccion intestinal y una mayor incidencia
de prolapso rectal, célculos biliares, enfermedad de reflujo gastro-esofagico, canceres gastrointestinales y
enfermedad inflamatoria del intestino, lo que indica que la funcién del CFTR puede desempefiar un papel importante
en la prevencion de dichas enfermedades.

Como se ha descrito anteriormente, se cree que la eliminacién del resto 508 en el AF508-CFTR impide que la
proteina naciente se pliegue correctamente, dando como resultado la incapacidad de esta proteina mutante para
abandonar el reticulo endoplasmético y ser transportada a la membrana plasmatica. Como consecuencia, hay
presentes cantidades insuficientes de la proteina madura en la membrana plasmatica y el transporte de cloruro
dentro de los tejidos epiteliales se ve significativamente reducido. De hecho, este fenomeno celular del
procesamiento defectuoso en el reticulo endoplasmatico del CFTR por la maquinaria del reticulo endoplasmatico, se
ha demostrado que es la base subyacente no sélo para la enfermedad de la FQ, sino para un amplio espectro de
otras enfermedades aisladas y hereditarias. Las dos formas por las que la maquinaria del reticulo endoplasmatico
puede funcionar mal es por la pérdida de acoplamiento al exportador de las proteinas en el reticulo endoplasmatico
que da lugar a la degradacién, o por la acumulacion en el reticulo endoplasmatico de estas proteinas
defectuosas/mal plegadas [Aridor M, y col., Nature Med., 5(7), pp 745- 751 (1999); Shastry, B.S., y col., Neurochem.
International, 43, pp 1-7 (2003); Rutishauser, J., y col., Swiss Med Wkly, 132, pp 211-222 (2002); Morello, JP y col.,
TIPS, 21, pp. 466- 469 (2000); Bross P., y col., Human Mut., 14, pp. 186-198 (1999)]. Las enfermedades asociadas a
la primera clase de mal funcionamiento del reticulo endoplasmatico son la fibrosis quistica (debido al AF508-CFTR
mal plegado, como se ha descrito anteriormente), enfisema hereditario (debido a al-antitripsina; variantes no Piz),
hemocromatosis hereditaria, deficiencias en la coagulacion-fibrinolisis, tales como deficiencia de proteina C,
angioedema hereditario de Tipo 1, deficiencias en el procesamiento de lipidos, como la hipercolesterolemia familiar,
quilomicronemia Tipo 1, abetalipoproteinemia, enfermedades del almacenamiento lisosémico, tales como la
enfermedad de células I/pseudo-Hurler, mucopolisacaridosis (debida a enzimas de procesamiento lisosémicos),
Sandhof/Tay-Sachs (debido a la P-hexosaminidasa), Crigler-Najjar tipo 1l (debido a la UDP-glucuronilsialico-
transferasa), poliendocrinopatia/hiperinsulemia, diabetes mellitus (debido al receptor de insulina), enanismo de Laron
(debido al receptor de la hormona del crecimiento), deficiencia de mieloperoxidasa, hipoparatiroidismo primario
(debido a la hormona preproparatiroide), melanoma (debido a tirosinasa). Las enfermedades asociadas a esta ultima
clase de mal funcionamiento del reticulo endoplasmatico son la glicanosis CDG tipo 1, enfisema hereditario (debido
a al-antitripsina (variante PiZ)), hipertiroidismo congénito, osteogénesis imperfecta (debido al procolageno Tipo |, I,
IV), hipofibrinogenemia hereditaria (debido al fibrinégeno), deficiencia de ACT (debido a la a1-antiquimotripsina),
diabetes insipida (DI), DI central (debido a la hormona vasopresina/receptor V2), DI nefrogénica (debido a la
acuaporina Il). El sindrome de Charcot-Marie-Tooth (debido a la proteina de mielina periférica 22), enfermedad de
Perlizaeus-Merzbacher, enfermedades neurodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer (debido a la
BAPP y presenilinas), enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica, pardlisis supranuclear progresiva,
enfermedad de Pick, diversos trastornos neurolégicos de la poliglutamina como la enfermedad de Huntington, ataxia
espinocerebelar tipo |, atrofia muscular espinal y bulbar, palidoluisiana dentatorubal y distrofia mioténica, asi como
encefalopatias espongiformes, tales como la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob hereditaria (debido a un defecto en el
procesamiento de proteinas pridnicas), la enfermedad de Fabry (debido a la a-galactosidasa A lisosémica), el
sindrome de Straussler-Scheinker (debido a un defecto en el procesamiento de Prp), infertilidad por pancreatitis,
insuficiencia pancreatica, osteoporosis, osteopenia, sindrome de Gorham, canalopatias de cloruro, miotonia
congénita (formas de Thomson y Becker), sindrome de Bartter de tipo lll, enfermedad de Dent, hiperekplexia,
epilepsia, hiperekplexia, enfermedad de almacenamiento lisosémico, sindrome de Angelman, discinesia ciliar
primaria (DCP), DCP con situs inversus (también conocido como sindrome de Kartagener), DCP sin situs inversus y
aplasia ciliar y enfermedad hepatica.

Otras enfermedades implicadas debidas a una mutacion en el CFTR incluyen infertilidad masculina provocada por la
ausencia bilateral congénita de los conductos deferentes (ABCCD), enfermedad pulmonar leve, pancreatitis
idiopatica y aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA). Véase, "CFIR-opathies: disease phenotypes associated
with cystic fibrosis transmembrane regulator gene mutations,” Peader G. Noone y Michael R. Knowles, Respir. Res.
2001, 2: 328-332 (incorporado en el presente documento por referencia).

Ademas de la regulacion en exceso de la actividad del CFTR, la reduccién de la secrecion anidnica por parte de los
moduladores CFTR puede ser beneficiosa para el tratamiento de diarreas secretoras, en las que el transporte de
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agua epitelial esta drasticamente incrementado como resultado del transporte secretagogo activado de cloruro. El
mecanismo supone el aumento de AMPc y la estimulacién del CFTR.

A pesar de que existen muchas causas para la diarrea, las consecuencias principales de las enfermedades
diarreicas, como resultado del transporte excesivo de cloruro son comunes a todas e incluyen deshidratacion,
acidosis, crecimiento alterado y muerte. Las diarreas agudas y cronicas representan un problema médico importante
en muchas partes del mundo. La diarrea es tanto un factor significativo en la malnutricién como la primera causa de
muerte (5 millones de muertes/afio) en nifios menores de cinco anos.

Las diarreas secretoras también son una dolencia peligrosa en pacientes con el sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (sida) y la enfermedad crénica inflamatoria del intestino (Ell). 16 millones de viajeros procedentes de
naciones industrializadas a paises en vias de desarrollo sufren diarrea cada afo, con una gravedad y un niumero de
casos de diarrea que varian dependiendo del pais y la zona visitada.

Por consiguiente, existe la necesidad de potenciadores del CFTR potentes y selectivos de las formas silvestres y
mutantes del CFTR humano. Estas formas mutantes del CFTR, incluyen, pero no estan limitadas a, AF508del,
G551D, R117H, 2789+5G->A.

También existe la necesidad de moduladores de la actividad del CFTR, y sus composiciones, que se puedan utilizar
para modular la actividad del CFTR en la membrana celular de un mamifero.

Existe la necesidad de procedimientos para el tratamiento de enfermedades provocadas por la mutacion en el CFTR
utilizando dichos moduladores de la actividad del CFTR.

Existe la necesidad de procedimientos de modulacién de la actividad del CFTR en una membrana celular ex vivo de
un mamifero.

Ademas, existe la necesidad de formas sélidas estables de dicho compuesto que se puedan utilizar facilmente en
composiciones farmacéuticas adecuadas para su utilizacion como agentes terapéuticos.

Resumen de la invencion

La presente invencién se refiere a formas soélidas de la N-(4-(7-azabiciclo(2.2.1]heptan-7-il)-2-(trifluorometil)fenil)-4-
oxo-5-(trifluorometil)-1,4-dihidroquinolin-3-carboxamida (en lo sucesivo "Compuesto 1") que tiene la estructura
siguiente:

Iz
-
n

Compuesto 1

El Compuesto 1 y sus composiciones farmacéuticamente aceptables son Utiles para el tratamiento o la disminucion
de la gravedad de una serie de enfermedades, trastornos, o dolencias, que incluyen, pero no estan limitadas a,
fibrosis quistica, pancreatitis, sinusitis, enfisema hereditario, hemocromatosis hereditaria, deficiencias en la
coagulacién-fibrinolisis, tales como deficiencia de proteina C, angioedema hereditario de Tipo 1, deficiencias en el
procesamiento de lipidos, como la hipercolesterolemia familiar, quilomicronemia Tipo 1, abetalipoproteinemia,
enfermedades del almacenamiento lisosémico, tales como la enfermedad de células I/pseudo-Hurler,
mucopolisacaridosis, Sandhof/Tay-Sachs, Crigler-Najjar tipo Il, poliendocrinopatia/hiperinsulemia, diabetes mellitus,
enanismo de Laron, deficiencia de mieloperoxidasa, hipoparatiroidismo primario, melanoma, glicanosis CDG tipo 1,
enfisema hereditario, hipertiroidismo congénito, osteogénesis imperfecta, hipofibrinogenemia hereditaria, deficiencia
de ACT, diabetes insipida (DI), DI central, DI nefrogénica, sindrome de Charcot-Marie-Tooth, enfermedad de
Perlizaeus-Merzbacher, enfermedades neurodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica, paralisis supranuclear progresiva, enfermedad de Pick, diversos trastornos
neurolégicos de la poliglutamina como la enfermedad de Huntington, ataxia espinocerebelar tipo |, atrofia muscular
espinal y bulbar, palidoluisiana dentatorubal y distrofia miotonica, asi como encefalopatias espongiformes, tales
como la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob hereditaria, enfermedad de Fabry, sindrome de Straussler-Scheinker,
EPOC, ojo seco, insuficiencia pancredtica, osteoporosis, osteopenia, sindrome de Gorham, canalopatias de cloruro,
miotonia congénita (formas de Thomson y Becker), sindrome de Bartter de tipo Ill, enfermedad de Dent,
hiperekplexia, epilepsia, hiperekplexia, enfermedad de almacenamiento lisosomico, sindrome de Angelman,
discinesia ciliar primaria (DCP), DCP con situs inversus (también conocido como sindrome de Kartagener), DCP sin
situs inversus y aplasia ciliar y sindrome de Sjogren.
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En un aspecto, el Compuesto 1 esta en una forma libre, pura y sustancialmente cristalina.

Los procesos descrtitos en el presente documento pueden usarse para preparar las composiciones de la presente
invencion que comprenden la Forma A. Las cantidades y caracteristicas de los componentes utilizados en los
procedimientos son como se describen en el presente documento.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un patréon de difraccion de rayos X de polvo de la Forma A.
La Figura 2 es una imagen conformacional de la Forma A basada en un analisis de rayos X de un monocristal.

La Figura 3 proporciona un espectro FTIR de la Forma A.

Descripcidn detallada de la invencidn

Definiciones

Como se utiliza en el presente documento, se aplicaran las siguientes definiciones a menos que se indique otra
cosa.

El término "transportador ABC" como se utiliza en el presente documento significa una proteina transportadora ABC
o un fragmento de la misma que comprende al menos un dominio de union, en el que dicha proteina o uno de sus
fragmentos esta presente in vivo o in vitro. El término "dominio de unién" como se utiliza en el presente documento
significa un dominio sobre el transportador ABC que se puede unir a un modulador. Véase, por ejemplo, Hwang, TC
y col., J. Gen. Physiol. (1998): 111 (3), 477-90.

El término "CFTR" como se utiliza en el presente documento significa un regulador de la conductancia
transmembrana de la fibrosis quistica 0 una de sus mutaciones capaz de regular la actividad de, incluyendo, pero no
limitado a, AF508 CFTR, R117H CFTR y G551D CFTR (véase, por ejemplo, http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/,
para las mutaciones del CFTR).

El término "modular" como se utiliza en el presente documento significa incrementar o reducir en una cantidad
medible.

El término "CFTR normal" o "funcién normal del CFTR" como se utiliza en el presente documento significa un CFTR
de tipo silvestre sin ninguna alteracion debido a factores ambientales tales como el tabaco, la polucién, o cualquier
cosa que produzca inflamacion en los pulmones.

El término "CFTR reducido" o "funcién reducida del CFTR" como se utiliza en el presente documento significa un
CFTR por debajo de lo normal o una funcién del CFTR por debajo de lo normal.

Como se utiliza en el presente documento "cristalino" se refiere a compuestos o composiciones en las que las
unidades estructurales estan dispuestas en patrones o redes geométricas fijas, de forma que los sélidos cristalinos
tienen un orden rigido de largo alcance. Las unidades estructurales que constituyen la estructura cristalina pueden
ser atomos, moléculas, o iones. Los sdlidos cristalinos presentan puntos de fusion definidos.

Como se utiliza en el presente documento, la frase "sustancialmente cristalino”, significa un material sélido que esta
dispuesto en patrones o redes geométricas fijas que tienen un orden rigido de largo alcance. Por ejemplo, los
materiales sustancialmente cristalinos tienen una cristalinidad superior al 85 % aproximadamente (por ejemplo, una
cristalinidad superior al 90 % aproximadamente o una cristalinidad superior al 95 % aproximadamente. También
debe tenerse en cuenta que el término "sustancialmente cristalino” incluye al descriptor "cristalino”, que se define en
el parrafo anterior.

En un aspecto, la invencion incluye una forma de la N-(4-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-(trifluorometil)fenil)-4-oxo-
5-(trifluorometil)-1,4-dihidroquinolin-3-carboxamida caracterizada como Forma A.

En algunas realizaciones, la Forma A se caracteriza por uno o mas picos: entre aproximadamente 7,7 y
aproximadamente 8,1 grados, por ejemplo, aproximadamente 7,9 grados; entre aproximadamente 11,7 y
aproximadamente 12,1 grados, por ejemplo, aproximadamente 11,9 grados; entre aproximadamente 14,2 y
aproximadamente 14,6 grados, por ejemplo, aproximadamente 14,4 grados; y aproximadamente 15,6 y
aproximadamente 16,0 grados, por ejemplo, aproximadamente 15,8 grados; en difraccién de rayos X de polvo
obtenido utilizando radiacion alfa de CuK.

En algunas realizaciones, la Forma A se caracteriza por uno o mas picos: entre aproximadamente 7,8 y
aproximadamente 8,0 grados, por ejemplo, aproximadamente 7,9 grados; entre aproximadamente 11,8 y
aproximadamente 12,0 grados, por ejemplo, aproximadamente 11,9 grados; entre aproximadamente 14,3 y
aproximadamente 14,5 grados, por ejemplo, aproximadamente 14,4 grados; y aproximadamente 15,7 y
aproximadamente 15,9 grados, por ejemplo, aproximadamente 15,8 grados; en difraccién de rayos X de polvo
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obtenido utilizando radiacién alfa de CuK.

En otras realizaciones, la Forma A se caracteriza por uno o mas picos entre aproximadamente: 7,7 vy
aproximadamente 8,1 grados, por ejemplo, aproximadamente 7,9 grados; entre aproximadamente 21,6 y
aproximadamente 22,0 grados, por ejemplo, aproximadamente 21,8 grados; y aproximadamente 23,6 y
aproximadamente 24,0 grados, por ejemplo, aproximadamente 23,8 grados; en difraccién de rayos X de polvo
obtenido utilizando radiacion alfa de CuK.

En aun otras realizaciones, la Forma A se caracteriza por uno 0 mas picos entre aproximadamente: 7,8 y
aproximadamente 8,0 grados, por ejemplo, aproximadamente 7,9 grados; entre aproximadamente 21,7 y
aproximadamente 21,9 grados, por ejemplo, aproximadamente 21,8 grados; y aproximadamente 23,7 y
aproximadamente 23,9 grados, por ejemplo, aproximadamente 23,8 grados; en difraccién de rayos X de polvo
obtenido utilizando radiacion alfa de CuK.

En algunas realizaciones, la Forma A se caracteriza por uno o mas de los siguientes picos medidos en grados en un
patrén de difraccion de rayos X de polvo: un pico entre aproximadamente 7,7 y aproximadamente 8,1 grados (por
ejemplo, aproximadamente 7,9 grados); un pico entre aproximadamente 9,1 y aproximadamente 9,5 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 9,3 grados); un pico entre aproximadamente 11,7 y aproximadamente 12,1 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 11,9 grados); un pico entre aproximadamente 14,2 y aproximadamente 14,6 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 14,4 grados); un pico entre aproximadamente 14,9 y aproximadamente 15,3 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 15,1 grados); un pico entre aproximadamente 15,6 y aproximadamente 16,0 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 15,8 grados); un pico entre aproximadamente 16,8 y aproximadamente 17,2 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 17,0 grados); un pico entre aproximadamente 17,5 y aproximadamente 17,9 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 17,7 grados); un pico entre aproximadamente 19,1 y aproximadamente 19,5 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 19,3 grados); un pico entre aproximadamente 19,9 y aproximadamente 20,3 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 20,1 grados); un pico entre aproximadamente 21,2 y aproximadamente 21,6 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 21,4 grados); un pico entre aproximadamente 21,6 y aproximadamente 22,0 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 21,8 grados); un pico entre aproximadamente 23,2 y aproximadamente 23,6 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 23,4 grados); un pico entre aproximadamente 23,6 y aproximadamente 24,0 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 23,8 grados); un pico entre aproximadamente 25,4 y aproximadamente 25,8 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 25,6 grados); un pico entre aproximadamente 26,6 y aproximadamente 27,0 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 26,8 grados); un pico entre aproximadamente 29,2 y aproximadamente 29,6 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 29,4 grados); un pico entre aproximadamente 29,5 y aproximadamente 29,9 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 29,7 grados); un pico entre aproximadamente 29,9 y aproximadamente 30,3 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 30,1 grados); y un pico entre aproximadamente 31,0 y aproximadamente 31,4 grados,
(por ejemplo, aproximadamente 31,2 grados).

En algunas realizaciones, la Forma A se caracteriza por uno o mas de los siguientes picos medidos en grados en un
patron de difraccion de rayos X de polvo: un pico entre aproximadamente 7,8 y aproximadamente 8,0 grados (por
ejemplo, aproximadamente 7,9 grados); un pico entre aproximadamente 9,2 y aproximadamente 9,4 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 9,3 grados); un pico entre aproximadamente 11,8 y aproximadamente 12,0 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 11,9 grados); un pico entre aproximadamente 14,3 y aproximadamente 14,5 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 14,4 grados); un pico entre aproximadamente 15,0 y aproximadamente 15,2 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 15,1 grados); un pico entre aproximadamente 15,7 y aproximadamente 15,9 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 15,8 grados); un pico entre aproximadamente 16,9 y aproximadamente 17,1 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 17,0 grados); un pico entre aproximadamente 17,6 y aproximadamente 17,8 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 17,7 grados); un pico entre aproximadamente 19,2 y aproximadamente 19,4 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 19,3 grados); un pico entre aproximadamente 20,0 y aproximadamente 20,2 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 20,1 grados); un pico entre aproximadamente 21,3 y aproximadamente 21,5 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 21,4 grados); un pico entre aproximadamente 21,7 y aproximadamente 21,9 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 21,8 grados); un pico entre aproximadamente 23,3 y aproximadamente 23,5 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 23,4 grados); un pico entre aproximadamente 23,7 y aproximadamente 23,9 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 23,8 grados); un pico entre aproximadamente 25,5 y aproximadamente 25,7 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 25,6 grados); un pico entre aproximadamente 26,7 y aproximadamente 26,9 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 26,8 grados); un pico entre aproximadamente 29,3 y aproximadamente 29,5 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 29,4 grados); un pico entre aproximadamente 29,6 y aproximadamente 29,8 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 29,7 grados); un pico entre aproximadamente 30,0 y aproximadamente 30,2 grados, (por
ejemplo, aproximadamente 30,1 grados); y un pico entre aproximadamente 31,1 y aproximadamente 31,3 grados,
(por ejemplo, aproximadamente 31,2 grados).

— - — - —— — — — — ~—

En algunas realizaciones, la Forma A se caracteriza por un patrén de difraccién como el suministrado en la Figura 1.

En un aspecto, la invencion incluye una composicion farmacéutica que comprende la Forma A y un vehiculo o
adyuvante farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto, la presente invencion incluye la Forma A para su utilizacién en un procedimiento para el tratamiento
de una enfermedad mediada por el CFTR en un ser humano.
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En algunas realizaciones, el procedimiento comprende la administracién de un agente terapéutico adicional.

En algunas realizaciones, la enfermedad se selecciona entre fibrosis quistica, pancreatitis, sinusitis, enfisema
hereditario, hemocromatosis hereditaria, deficiencias en la coagulacién-fibrinolisis, tales como deficiencia de proteina
C, angioedema hereditario de Tipo 1, deficiencias en el procesamiento de lipidos, como la hipercolesterolemia
familiar, quilomicronemia Tipo 1, abetalipoproteinemia, enfermedades del almacenamiento lisosémico, tales como la
enfermedad de células |/pseudo-Hurler, mucopolisacaridosis, Sandhof/Tay-Sachs, Crigler-Najjar tipo I,
poliendocrinopatia/hiperinsulemia, diabetes mellitus, enanismo de Laron, deficiencia de mieloperoxidasa,
hipoparatiroidismo primario, melanoma, glicanosis CDG tipo 1, enfisema hereditario, hipertiroidismo congénito,
osteogénesis imperfecta, hipofibrinogenemia hereditaria, deficiencia de ACT, diabetes insipida (DI), DI central, DI
nefrogénica, sindrome de Charcot-Marie-Tooth, enfermedad de Perlizacus-Merzbacher, enfermedades
neurodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral
amiotréfica, pardlisis supranuclear progresiva, enfermedad de Pick, diversos trastornos neurologicos de la
poliglutamina como la enfermedad de Huntington, ataxia espinocerebelar tipo |, atrofia muscular espinal y bulbar,
palidoluisiana dentatorubal y distrofia miotonica, asi como encefalopatias espongiformes, tales como la enfermedad
de Creutzfeldt-Jakob hereditaria, enfermedad de Fabry, sindrome de Straussler-Scheinker, EPOC, ojo seco,
insuficiencia pancreatica, osteoporosis, osteopenia, sindrome de Gorham, canalopatias de cloruro, miotonia
congénita (formas de Thomson y Becker), sindrome de Bartter de tipo lll, enfermedad de Dent, hiperekplexia,
epilepsia, hiperekplexia, enfermedad de almacenamiento lisosémico, sindrome de Angelman, discinesia ciliar
primaria (DCP), DCP con situs inversus (también conocido como sindrome de Kartagener), DCP sin situs inversus y
aplasia ciliar y sindrome de Sjogren.

En una realizacién, la presente invencién proporciona una cantidad eficaz de la Forma A para su utilizacién en un
procedimiento para el tratamiento de la fibrosis quistica en un ser humano.

En un aspecto, la presente invencién incluye un paquete o kit farmacéutico que comprende la Forma A y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

En un aspecto, la invencion incluye una forma cristalina de la N-(4-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-
(trifluorometil)fenil)-4-oxo-5-(trifluorometil)-1,4-dihidroquinolin-3-carboxamida que tiene unas dimensiones de la celda
unitaria: a = 19,1670 (4) A, b = 19,1670 (4) A, c = 33,6572 (12) A, a =90° f = 90°y v = 120°.

En una realizacion, la presente invencién proporciona una forma cristalina de la N-(4-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-
2-(trifluorometil)fenil)-4-oxo-5-(trifluorometil)-1,4-dihidroquinolin-3-carboxamida que tiene unas dimensiones de la
celda unitaria: a = 19,1670 (4) A, b = 19,1670 (4) A, c = 33,6572 (12) A.

Usos, formulacion y administracion

Composiciones farmacéuticamente aceptables

En un aspecto de la presente invencion se proporcionan composiciones farmacéuticamente aceptables, en las que
estas composiciones comprenden la Forma A como se describe en el presente documento y opcionalmente
comprenden un vehiculo, adyuvante o portador farmacéuticamente aceptable. En ciertas realizaciones, estas
composiciones ademas comprenden opcionalmente uno o0 mas agentes terapéuticos adicionales.

Como se ha descrito anteriormente, las composiciones farmacéuticamente aceptables de la presente invencion
ademas comprenden un vehiculo, adyuvante, o portador farmacéuticamente aceptable que, como se utiliza en el
presente documento, incluye cualquiera o todos de disolventes, diluyentes, u otros vehiculos liquidos, ayudantes
para la dispersidbn o suspension, agentes de superficie activa, agentes isotonicos, agentes espesantes o
emulsionantes, conservantes, aglutinantes sélidos, lubricantes y similares, seglin sea conveniente para la forma de
dosificacién particular deseada. Remington's Pharmaceutical Sciences, Sixteenth Edition, E. W. Martin (Mack
Publishing Co., Easton, Pa., 1980) describe diversos vehiculos utilizados en la formulacién de composiciones
farmacéuticamente aceptables y técnicas conocidas para su preparacion. Excepto en la medida en que cualquier
medio portador convencional sea incompatible con los compuestos de la invencién, tal como por producir cualquier
efecto biolégico no deseado o que interaccione de otra manera de una forma deletérea con cualquier otro
componente(s) de la composicion farmacéuticamente aceptable, se contempla que su utilizacién esté dentro del
alcance de esta invencion. Algunos ejemplos de materiales que pueden servir como vehiculos farmacéuticamente
aceptables incluyen, pero no estan limitados a, intercambiadores de iones, alimina, estearato de aluminio, lecitina,
proteinas séricas, tales como seroalbumina humana, sustancias tamponantes tales como fosfatos, glicina, acido
sorbico o sorbato potasico, mezclas de glicéridos parciales de acidos grasos vegetales saturados, agua, sales o
electrolitos, tales como sulfato de protamina, hidrogenofosfato disddico, hidrogenofosfato de potasio, cloruro sédico,
sales de cinc, silice coloidal, trisilicato de magnesio, polivinilpirrolidona, poliacrilatos, ceras, polimeros en bloque de
polietileno-polioxipropileno, grasa de lana, azicares tales como lactosa, glucosa y sacarosa; almidones tales como
almidon de maiz y almidon de patata; celulosa y sus derivados tales como carboximetilcelulosa sédica, etilcelulosa y
acetato de celulosa; tragacanto en polvo; malta; gelatina; talco; excipientes tales como manteca de cacao y ceras
para supositorios, aceites tales como aceite de cacahuete, aceite de algodon; aceite de cartamo, aceite de sésamo,
aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja; glicoles; tales como propilenglicol o polietilenglicol; ésteres tales
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como oleato de etilo y laurato de etilo; agar, agentes tamponantes tales como hidréxido de magnesio e hidréxido de
aluminio; acido alginico; agua libre de pirdgenos; solucidon salina isoténica, solucién de Ringer, alcohol etilico y
soluciones de tampon fosfato, asi como otros lubricantes no téxicos compatibles tales como laurilsulfato sodico y
estearato de magnesio, asi como agentes colorantes, agentes de liberacion, agentes de recubrimiento,
edulcorantes, aromatizantes y perfumantes, conservantes y antioxidantes también pueden estar presentes en la
composicién, segun el criterio del formulador.

Usos de compuestos y composiciones farmacéuticamente aceptables

En otro aspecto mas, la presente invencién prevé la utilizaciéon en un procedimiento de tratamiento o la disminucion
de la gravedad de una dolencia, enfermedad, o trastorno en el que esta implicada una mutacién del CFTR. En
ciertas realizaciones, la presente invencion proporciona un procedimiento para el tratamiento de una dolencia,
enfermedad, o trastorno en el que esta implicada una deficiencia de la actividad del CFTR.

En ciertas realizaciones, la presente invencion proporciona la Forma A del Compuesto 1 para su utilizaciéon en un
procedimiento para el tratamiento de enfermedades asociadas a una funcién reducida del CFTR debidas a
mutaciones en el gen que codifica el CFTR o a factores ambientales (por ejemplo, el tabaco). Estas enfermedades
incluyen, fibrosis quistica, bronquitis cronica, bronquitis recurrente, bronquitis aguda, infertilidad masculina causada
por la ausencia bilateral congénita de los conductos deferentes (ABCCD), infertilidad femenina causada por la
ausencia congénita del Utero y la vagina (ACUV), pancreatitis idiopatica crénica (PIC), pancreatitis idiopatica
recurrente, pancreatitis idiopatica aguda, rinosinusitis cronica, colangitis esclerosante primaria, aspergilosis
broncopulmonar alérgica, diabetes, ojo seco, estrefimiento, aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA),
enfermedades dseas (por ejemplo, osteoporosis) y asma.

En ciertas realizaciones, la presente invencion proporciona la Forma A del Compuesto 1 para su utilizacion en un
procedimiento para el tratamiento de enfermedades asociadas a una funciéon normal del CFTR. Estas enfermedades
incluyen, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), bronquitis crénica, bronquitis recurrente, bronquitis
aguda, rinosinusitis, estrefimiento, pancreatitis incluyendo pancreatitis crénica, pancreatitis recurrente y pancreatitis
aguda, insuficiencia pancreatica, infertilidad masculina causada por la ausencia bilateral congénita de los conductos
deferentes (ABCCD), enfermedad pulmonar leve, pancreatitis idiopatica, enfermedad hepatica, enfisema hereditario,
célculos biliares, enfermedad de reflujo gastro-esofagico, canceres gastrointestinales, enfermedad inflamatoria del
intestino, estrefiimiento, diabetes, artritis, osteoporosis y osteopenia.

En ciertas realizaciones, la presente invencion proporciona la Forma A del Compuesto 1 para su utilizacion en un
procedimiento para el tratamiento de enfermedades asociadas a una funcion normal del CFTR que incluyen
hemocromatosis hereditaria, deficiencias en la coagulacion-fibrinolisis, tales como deficiencia de proteina C,
angioedema hereditario de Tipo 1, deficiencias en el procesamiento de lipidos, como la hipercolesterolemia familiar,
quilomicronemia Tipo 1, abetalipoproteinemia, enfermedades del almacenamiento lisosémico, tales como la
enfermedad de células |/pseudo-Hurler, mucopolisacaridosis, Sandhof/Tay-Sachs, Crigler-Najjar tipo I,
poliendocrinopatia/hiperinsulemia, diabetes mellitus, enanismo de Laron, deficiencia de mieloperoxidasa,
hipoparatiroidismo primario, melanoma, glicanosis CDG tipo 1, hipertiroidismo congénito, osteogénesis imperfecta,
hipofibrinogenemia hereditaria, deficiencia de ACT, diabetes insipida (Dl), DI central, DI nefrogénica, sindrome de
Charcot-Marie-Tooth, enfermedad de Perlizaeus-Merzbacher, enfermedades neurodegenerativas tales como la
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica, paralisis supranuclear
progresiva, enfermedad de Pick, diversos trastornos neuroldgicos de la poliglutamina como la enfermedad de
Huntington, ataxia espinocerebelar tipo I, atrofia muscular espinal y bulbar, palidoluisiana dentatorubal y distrofia
miotdnica, asi como encefalopatias espongiformes, tales como la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob hereditaria
(debido a un defecto en el procesamiento de las proteinas priénicas), enfermedad de Fabry, sindrome de Straussler-
Scheinker, sindrome de Gorham, canalopatias de cloruro, miotonia congénita (formas de Thomson y Becker),
sindrome de Bartter de tipo lll, enfermedad de Dent, hiperekplexia, epilepsia, hiperekplexia, enfermedad de
almacenamiento lisosémico, sindrome de Angelman, discinesia ciliar primaria (DCP), DCP con situs inversus
(también conocido como sindrome de Kartagener), DCP sin situs inversus y aplasia ciliar o enfermedad de Sjogren.

De acuerdo con una realizacion preferida alternativa, la presente invencién proporciona una composicion que
comprende la Forma A para su utilizacién en un procedimiento para el tratamiento de la fibrosis quistica.

De acuerdo con la invencion, una "cantidad eficaz" de la Forma A o de una de sus composiciones
farmacéuticamente aceptables es aquella cantidad eficaz para el tratamiento o la disminucion de la gravedad de una
o0 mas de las enfermedades, trastornos o dolencias mencionadas anteriormente.

La Forma A o una de sus composiciones farmacéuticamente aceptables se puede administrar utilizando cualquier
cantidad o cualquier via de administracion eficaz para el tratamiento o la disminucién de la gravedad de una o mas
de las enfermedades, trastornos o dolencias mencionadas anteriormente.

En ciertas realizaciones, la Forma A o una de sus composiciones farmacéuticamente aceptables es Util para el
tratamiento o la disminucion de la gravedad de la fibrosis quistica en pacientes que presentan actividad residual del
CFTR en la membrana apical del epitelio respiratorio y no respiratorio. La presencia de actividad residual del CFTR
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en la superficie epitelial se puede detectar facilmente utilizando procedimientos conocidos en la materia, por
ejemplo, técnicas electrofisiolégicas, bioquimicas, o histoquimicas convencionales. Dichos procedimientos identifican
la actividad del CFTR utilizando técnicas electrofisioldgicas in vivo o ex vivo, la medicién de la concentracion de CI
en sudor o saliva, o técnicas bioquimicas o histoquimicas ex vivo para controlar la densidad de la superficie celular.
Utilizando dichos procedimientos, la actividad residual del CFTR se puede detectar facilmente en pacientes
heterocigoticos u homocigéticos para una variedad de diferentes mutaciones, incluyendo pacientes homocigoéticos o
heterocigoticos para la mutacién mas habitual, AF508.

En otra realizacion, la Forma A descrita en el presente documento o en una de sus composiciones
farmacéuticamente aceptables es Util para el tratamiento o la disminucién de la gravedad de la fibrosis quistica en
pacientes que tienen actividad residual del CFTR inducida o aumentada utilizando procedimientos farmacoldgicos o
terapia génica. Dichos procedimientos incrementan la cantidad de CFTR presente en la superficie celular,
induciendo asi una actividad del CFTR ausente hasta ese momento en un paciente o aumentando el nivel existente
de actividad residual del CFTR en un paciente.

En una realizacion, la Forma A descrita en el presente documento o una de sus composiciones farmacéuticamente
aceptables es Util para el tratamiento o la disminucion de la gravedad de la fibrosis quistica en pacientes con ciertos
genotipos que presentan actividad residual del CFTR, por ejemplo, mutaciones de clase Il (regulacién o
funcionamiento alterados de los canales), mutaciones de clase IV (conductancia alterada), o mutaciones de clase V
(sintesis reducida) (Lee R. Choo-Kang, Pamela L., Zeitlin, Type |, II, Ill, IV, and V cystic fibrosis Transmembrane
Conductance Regulator Defects and Opportunities of Therapy; Current Opinion in Pulmonary Medicine 6:521 - 529.
2000). Otros genotipos de pacientes que presentan actividad residual del CFTR incluyen pacientes homocigoticos
para una de estas clases o heterocigoticos con cualquier otra clase de mutaciones, incluyendo las mutaciones de
clase |, mutaciones de clase Il, o una mutacién que carezca de clasificacién.

En una realizacion, la Forma A descrita en el presente documento o una de sus composiciones farmacéuticamente
aceptables es util para el tratamiento o la disminucion de la gravedad de la fibrosis quistica en pacientes con ciertos
fenotipos clinicos, por ejemplo, un fenotipo clinico de moderado a leve que normalmente esta relacionado con la
cantidad de actividad residual del CFTR en la membrana apical del epitelio. Dichos fenotipos incluyen pacientes que
presentan insuficiencia pancredtica o pacientes diagnosticados con pancreatitis idiopatica y ausencia bilateral
congénita de los conductos deferentes, o enfermedad pulmonar leve.

La cantidad exacta necesaria variara de un sujeto a otro, dependiendo de la especie, la edad y el estado general del
sujeto, la gravedad de la infeccidn, el agente particular, su modo de administracion y similares. Los compuestos de
la invencion preferentemente se formulan en una forma de dosificacién unitaria para comodidad de la administracién
y uniformidad de la dosificacién. La expresién "forma de dosificacion unitaria” como se utiliza en el presente
documento se refiere a una unidad fisicamente discreta del agente adecuado para el paciente a tratar. No obstante,
se entendera que el uso diario total de los compuestos y composiciones de la presente invencion sera decision del
facultativo que atiende dentro del alcance de un buen criterio médico. El nivel de dosis eficaz especifico para
cualquier paciente u organismo particular dependera de una serie de factores que incluyen el trastorno a tratar y la
gravedad del trastorno; la actividad del compuesto especifico empleado; la composicion especifica empleada; la
edad, el peso corporal, la salud general, el sexo y la dieta del paciente; el periodo de administracion, la via de
administracion y la velocidad de excrecion del compuesto especifico empleado; la duracion del tratamiento; los
farmacos utilizados en combinacién o simultdneamente con el compuesto especifico empleado y factores similares
muy conocidos en la practica médica. El término "paciente”, como se utiliza en el presente documento, significa un
animal, preferentemente un mamifero y lo més preferentemente un ser humano.

Las composiciones farmacéuticamente aceptables de esta invencion se pueden administrar a seres humanos y otros
animales por via oral, rectal, parenteral, intracisternal, intravaginal, intraperitoneal, tépica (como mediante polvos,
pomadas, gotas o parches), bucal, en forma de pulverizador oral o nasal, o similares, dependiendo de la gravedad
de la infeccién a tratar. En ciertas realizaciones, los compuestos de la invencion se pueden administrar por via oral o
parenteral a niveles de dosificacion de 0,01 mg/kg aproximadamente a 50 mg/kg aproximadamente y
preferentemente de 0,5 mg/kg aproximadamente a 25 mg/kg aproximadamente, de peso corporal del sujeto al dia,
una o mas veces al dia, para obtener el efecto terapéutico deseado.

Las formas de dosificaciéon liquidas para la administracion por via oral incluyen, pero no estan limitadas a,
emulsiones, microemulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas
de los compuestos activos, las formas de dosificacion liquidas pueden contener diluyentes inertes utilizados
habitualmente en la materia tales como, por ejemplo, agua u otros disolventes, agentes solubilizantes y
emulsionantes tales como etilenglicol, alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico,
benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, dimetilformamida, aceites (en particular, aceites de algodén,
cacahuete, maiz, germen, oliva, ricino y sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurfurilico, polietilenglicoles y ésteres de
acidos grasos de sorbitdn y sus mezclas. Aparte de diluyentes inertes, las composiciones por via oral también
pueden incluir adyuvantes tales como agentes humectantes, emulsionantes y agentes suspensores, edulcorantes,
aromatizantes y perfumes.
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Las preparaciones inyectables, por ejemplo, suspensiones acuosas u oleaginosas estériles inyectables se pueden
formular de acuerdo con lo conocido en la materia utilizando agentes dispersantes o humectantes y agentes de
suspension adecuados. La preparacion estéril inyectable también puede ser una solucion, suspensién o emulsién
estéril inyectable en un diluyente o disolvente no téxico parenteralmente aceptable, por ejemplo, en forma de
solucion en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que se pueden emplear estan el agua, la
solucién de Ringer, U.S.P. y solucién isoténica de cloruro sodico. Ademds, convencionalmente se emplean aceites
fijos estériles como disolvente o medio de suspension. Para este propoésito, se puede emplear cualquier aceite fijo
blando, incluyendo mono- o diglicéridos sintéticos. Ademas, en la preparacion de los inyectables se utilizan acidos
grasos tales como acido oleico.

Las formulaciones inyectables se pueden esterilizar, por ejemplo, mediante filtracion a través de un filtro que retiene
las bacterias, o incorporando agentes esterilizantes en forma de composiciones sélidas estériles que se pueden
disolver o dispersar en agua estéril u otro medio inyectable estéril antes de su uso.

Con el fin de prolongar el efecto de un compuesto de la presente invencion, a menudo es deseable retrasar la
absorcion del compuesto procedente de una inyeccién subcutanea o intramuscular. Esto se puede conseguir
mediante la utilizacién de una suspension liquida de material cristalino o amorfo con una mala solubilidad en agua.
La velocidad de absorcion del compuesto depende entonces de su velocidad de disolucion que, a su vez, puede
depender del tamano del cristal y la forma cristalina. Alternativamente, la absorcién retardada de la forma de un
compuesto administrada parenteralmente se consigue disolviendo o suspendiendo el compuesto en un vehiculo
oleoso. Las formas de depositos inyectables se preparan formando matrices microencapsuladas del compuesto en
polimeros biodegradables tales como polilactido-poliglicélido. Dependiendo de la relacion de compuesto a polimero y
de la naturaleza del polimero particular empleado, se puede controlar la velocidad de liberacion del compuesto.
Ejemplos de otros polimeros biodegradables incluyen poli(ortoésteres) y poli(anhidridos). Las formulaciones en
depésito inyectable también se preparan atrapando el compuesto en liposomas o microemulsiones que son
compatibles con los tejidos corporales.

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

Las formas de dosificacion sélidas para la administracién por via oral incluyen capsulas, comprimidos, pildoras,
polvos y granulos. En dichas formas de dosificacion sélidas, el compuesto activo se mezcla con al menos un
excipiente o vehiculo inerte farmacéuticamente aceptable, tal como citrato sodico o fosfato dicalcico y/o a) cargas o
extensores tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y acido silicico, b) aglutinantes tales como, por
ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y goma arabiga, ¢) humectantes tales
como glicerol, d) agentes disgregantes tales como agar-agar, carbonato de calcio, almidén de patata o tapioca, acido
alginico, ciertos silicatos y carbonato sodico, e) agentes retardantes de la solucion tales como parafina, f)
aceleradores de la absorcién tales como compuestos de amonio cuaternario, g) agentes humectantes tales como,
por ejemplo, alcohol cetilico y monoestearato de glicerol, h) absorbentes tales como caolin y arcilla de bentonita y i)
lubricantes tales como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles sélidos, laurilsulfato
sddico y sus mezclas. En el caso de cépsulas, comprimidos y pildoras, la forma de dosificacién también puede
comprender agentes tamponantes.

Las composiciones sélidas de un tipo similar también se pueden emplear como cargas en capsulas de gelatina
rellenas blandas y duras utilizando excipientes tales como lactosa o azucar de leche asi como polietilenglicoles de
alto peso molecular y similares. Las formas de dosificaciéon sélidas de comprimidos, grageas, capsulas, pildoras y
granulos se pueden preparar con recubrimientos y cubiertas tales como recubrimientos entéricos y otros
recubrimientos bien conocidos en materia de formulacién farmacéutica. Opcionalmente pueden contener agentes
opacificantes y también pueden ser de una composicién tal que liberen el principio(s) activo(s) Unica, o
preferentemente, en una cierta parte del tracto intestinal, opcionalmente, de manera retardada. Ejemplos de
composiciones embebidas que se pueden utilizar incluyen sustancias poliméricas y ceras. Las composiciones
sélidas de un tipo similar también se pueden emplear como cargas en capsulas de gelatina rellenas blandas y duras,
utilizando excipientes tales como lactosa o azucar de leche asi como polietilenglicoles de alto peso molecular y
similares.

Los compuestos activos también pueden estar en forma microencapsulada con uno o mas excipientes como se ha
indicado anteriormente. Las formas de dosificacion sélidas de comprimidos, grageas, capsulas, pildoras y granulos
se pueden preparar con recubrimientos y cubiertas tales como recubrimientos entéricos, recubrimientos para el
control de la liberacion y otros recubrimientos bien conocidos en materia de formulacion farmacéutica. En tales
formas de dosificacion soélida el compuesto activo se puede mezclar con al menos un diluyente inerte tal como
sacarosa, lactosa o almiddn. Dichas formas de dosificacion también pueden comprender, como es practica normal,
sustancias adicionales distintas de los diluyentes inertes, por ejemplo, lubricantes para la formacién de comprimidos
y otros ayudantes para la formacion de comprimidos tales como estearato de magnesio y celulosa microcristalina.
En el caso de capsulas, comprimidos y pildoras, las formas de dosificacion también pueden comprender agentes
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tamponantes. Opcionalmente pueden contener agentes opacificantes y también pueden ser de una composicién tal
que liberen el principio(s) activo(s) Unica, o preferentemente, en una cierta parte del tracto intestinal, opcionalmente,
de manera retardada. Ejemplos de composiciones embebidas que se pueden utilizar incluyen sustancias poliméricas
y ceras.

Las formas de dosificacién para administracion por via topica o transdérmica de un compuesto de esta invencion
incluyen pomadas, pastas, cremas, lociones, geles, polvos, soluciones, pulverizadores, inhaladores o parches. El
componente activo se mezcla en condiciones estériles con un vehiculo farmacéuticamente aceptable y los
conservantes 0 tampones necesarios que puedan ser necesarios. La formulacion oftalmica, las gotas para los oidos
y las gotas para los ojos también se contempla que estén dentro del alcance de esta invencion. Ademas, la presente
invencion contempla el uso de parches transdérmicos, que tienen la ventaja afadida de proporcionar una liberacion
controlada de un compuesto en el cuerpo. Dichas formas de dosificacion se preparan disolviendo o dispersando el
compuesto en el medio apropiado. También se pueden utilizar potenciadores de la absorcién para aumentar el flujo
del compuesto a través de la piel. La velocidad se puede controlar proporcionando una membrana que controle la
velocidad o dispersando el compuesto en una matriz polimérica o gel.

También se apreciara que la Forma A descrita en el presente documento o una de sus composiciones
farmacéuticamente aceptables se pueden emplear en terapias de combinacion, es decir, la Forma A descrita en el
presente documento o una de sus composiciones farmacéuticamente aceptables se pueden administrar
simultaneamente con, antes de, o después de, uno o méas de otros agentes terapéuticos o procedimientos médicos
deseados. La combinacion particular de terapias (agentes terapéuticos o procedimientos) a emplear en un régimen
de combinacion tendra en cuenta la compatibilidad de los agentes terapéuticos y/o procedimientos deseados y el
efecto terapéutico deseado a conseguir. También se apreciara que las terapias empleadas pueden conseguir un
efecto deseado para el mismo trastorno (por ejemplo, un compuesto de la invencién se puede administrar
simultaneamente con otro agente usado para tratar el mismo trastorno), o pueden conseguir efectos diferentes (por
ejemplo, el control de cualquier efecto adverso). Como se utiliza en el presente documento, agentes terapéuticos
adicionales que se administran normalmente para tratar o prevenir una enfermedad particular, o dolencia, son
conocidos como "apropiados para la enfermedad, o dolencia, que se esta tratando”.

En una realizacién, el agente adicional se selecciona entre un agente mucolitico, un broncodilatador, un antibiético,
un agente anti-infeccioso, un agente anti-inflamatorio, un modulador del CFTR distinto de un compuesto de la
presente invencion, o un agente nutricional.

En una realizacién, el agente adicional es un antibiético. Ejemplos de antibiéticos Utiles en este documento incluyen
tobramicina, incluyendo polvo de tobramicina inhalada (TIP), azitromicina, aztreonam, incluyendo la forma en aerosol
de aztreonam, amikacina, incluyendo sus formulaciones liposémicas, ciprofloxacina, incluyendo sus formulaciones
adecuadas para la administracion por inhalacion, levoflaxacina, incluyendo sus formulaciones en aerosol y
combinaciones de dos antibidticos, por ejemplo, fosfomicina y tobramicina.

En otra realizacion, el agente adicional es un mucolitico. Ejemplos de mucoliticos Utiles en el presente documento
incluyen Pulmozyme®.

En otra realizacién, el agente adicional es un broncodilatador. Broncodilatadores ejemplares incluyen albuterol,
sulfato de metaprotenerol, acetato de pirbuterol, salmeterol, o sulfato de tetrabulina.

En otra realizacion, el agente adicional es eficaz en la restauracion del liquido de la superficie de las vias
respiratorias del pulmoén. Tales agentes mejoran la circulacion de sales dentro y fuera de las células, permitiendo
que el moco de las vias respiratorias del pulmén esté mas hidratado y, que por tanto, se elimine mas facilmente.
Ejemplos de dichos agentes incluyen solucion salina hiperténica, denufosol tetrasédico ([[(3S, 5R)-5-{4-amino-2-
oxopirimidin-1-il)-3-hidroxioxolan-2-iljmetoxi-hidroxifosforil] [[[(2R,3S,4R,5R)-5-(2,4-dioxopirimidin-1-il)-3, 4-
dihidroxioxolan-2-iljmetoxi-hidroxifosforil]oxi-hidroxifosforil] hidrogenofosfato), o bronquitol (formulacién inhalada de
manitol).

En otra realizacién, el agente adicional es un agente anti-inflamatorio, es decir, un agente que puede reducir la
inflamacién en los pulmones. Ejemplos de agentes Utiles en el presente documento incluyen ibuprofeno, acido
docosahexanoico (DHA), sildenafilo, glutatién inhalado, pioglitazona, hidroxicloroquina, o simavastatina.

En otra realizacion, el agente adicional reduce la actividad del bloqueante del canal de sodio epitelial (ENaC) ya sea
directamente por el bloqueo del canal o indirectamente mediante la modulacion de las proteasas que dan lugar a un
aumento en la actividad del ENaC (por ejemplo, serinproteasas, proteasas que activan el canal). Ejemplos de dichos
agentes incluyen camostat (un inhibidor de proteasas de tipo tripsina), QAU145, 552-02, GS-9411, INO-4995,
Aerolytic y amilorida. Agentes adicionales que reducen la actividad del bloqueante del canal de sodio epitelial
(ENaC) se pueden encontrar, por ejemplo, en la publicacién PCT N W0O2009/074575, cuyo contenido completo se
incorpora en su totalidad en el presente documento.

Entre otras enfermedades descritas en el presente documento, las combinaciones de moduladores del CFTR, tales
como la Forma A, y agentes que reducen la actividad del ENaC se utilizan para tratar el sindrome de Liddle, una
dolencia inflamatoria o alérgica incluyendo fibrosis quistica, discinesia ciliar primaria, bronquitis cronica, enfermedad

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2406 361 T3

pulmonar obstructiva cronica, asma, infecciones del tracto respiratorio, carcinoma pulmonar, xerostomia y
queratoconjuntivitis infecciosa, infecciones del tracto respiratorio (agudas y crénicas; viricas y bacterianas) y
carcinoma pulmonar.

Las combinaciones de moduladores del CFTR, tales como la Forma A, y agentes que reducen la actividad del ENaC
también son Utiles para tratar enfermedades mediadas por el bloqueo del canal de sodio epitelial y también incluyen
enfermedades distintas a las enfermedades respiratorias que estan asociadas a la regulacion anormal del fluido a
través de un epitelio, lo que supone quizas una fisiologia anormal de los liquidos de la superficie protectora sobre su
superficie, por ejemplo, xerostomia (boca seca) o queratoconjuntivitis infecciosa (ojo seco). Ademas, el bloqueo del
canal de sodio epitelial en el rindn se podria utilizar para promover la diuresis y con ello inducir un efecto hipotensor.

El asma incluye tanto asma intrinseca (no alérgica) como asma extrinseca (alérgica), asma leve, asma moderada,
asma grave, asma bronquitica, asma inducida por el ejercicio, asma ocupacional y asma inducida después de una
infeccion bacteriana. El tratamiento del asma también se debe entender que abarca el tratamiento de sujetos, por
ejemplo, de menos de 4 o 5 afos de edad, que presenten sintomas de sibilancia y diagnosticados o diagnosticables
como "niflos con sibilancias", una categoria de pacientes establecida de preocupacion médica importante y ahora
identificada con frecuencia como asmaticos incipientes o en fase temprana. (Por conveniencia, esta dolencia
asmatica particular se denomina "sindrome del nifio sibilante"). La eficacia profilactica en el tratamiento del asma se
pondra de manifiesto por la frecuencia reducida o la gravedad del ataque sintomatico, por ejemplo, del ataque
asmatico agudo o broncoconstrictor, la mejora en la funciéon pulmonar o la mejora en la hiperreactividad de las vias
respiratorias. Ademas se puede poner de manifiesto por un menor requerimiento de otra terapia sintomatica, es
decir, terapia para o destinada a restringir o abortar un ataque sintomatico cuando se produce, por ejemplo, anti-
inflamatoria (por ejemplo, cortico-esteroides) o broncodilatadora. El beneficio profilactico en el asma puede ser
evidente, en particular, en sujetos propensos a "exacerbacién matutina". La "exacerbacién matutina" es un sindrome
asmatico reconocido, habitual en un porcentaje sustancial de asmaticos y caracterizado por ataques de asma, por
ejemplo, entre las 4-6 AM aproximadamente, es decir, en un momento de forma habitual sustancialmente distante de
cualquier terapia de asma sintomatica administrada previamente.

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica incluye bronquitis crénica o disnea asociada a ella, enfisema, asi como
exacerbacién de la hiperreactividad de las vias respiratorias como consecuencia de otra terapia con farmacos, en
particular, otra terapia con un farmaco inhalado. En algunas realizaciones, las combinaciones de moduladores del
CFTR, tales como la Forma A, y agentes que reducen la actividad del ENaC son utiles para el tratamiento de
bronquitis de cualquier tipo o la génesis incluyendo, por ejemplo, bronquitis aguda, araquidica, catarral, crupal,
crénica o bronquitis ftinoide.

En otra realizacion, el agente adicional es un modulador del CFTR distinto de la Forma A del Compuesto 1, es decir,
un agente que tiene el efecto de modular la actividad del CFTR. Ejemplos de dichos agentes incluyen ataluren
(“PTC124®"; acido 3-[5-(2-fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-3-iljbenzoico), sinapultide, lancovutide, depelestat (un inhibidor
recombinante de elastasa de neutréfilos humanos), cobiprostona (acido (7-{(2R, 4aR, 5R, 7aR)-2-[(3S)-1,1-difluoro-
3-metilpentil]-2-hidroxi-6-oxooctahidrociclopenta[bipiran-5-il}heptanoico), o] acido (3-(6-(1-(2,2-
difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-il)ciclopropanocarboxamido)-3-metilpiridin-2-il)benzoico. En otra forma de realizacion, el
agente adicional es acido (3-(6-(1-(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-il)ciclopropanocarboxamido)-3-metilpiridin-2-
il)benzoico.

En otra realizacion, el agente adicional es un agente nutricional. Ejemplos de dichos agentes incluyen pancrelipasa
(sustitutivo de enzimas pancredticas), incluyendo Pancrease®, Pancreacarb®, Ultrase® o Creon®, Liprotomase®
(anteriormente Trizytek®), Aquadeks® o inhalacién de glutation. En una realizacion, el agente nutricional adicional es
pancrelipasa.

En una realizacion, el agente adicional es un modulador del CFTR distinto de un compuesto de la presente
invencion.

La cantidad de agente terapéutico adicional presente en las composiciones de esta invencién no sera superior a la
cantidad que normalmente se administra en una composicion que comprende ese agente terapéutico como Unico
agente activo. Preferentemente, la cantidad de agente terapéutico adicional en las composiciones descritas en el
presente documento oscilara entre el 50 % aproximadamente y el 100 % de la cantidad normalmente presente en
una composicion que comprende ese agente como Unico agente terapéuticamente activo.

La Forma A descrita en el presente documento o una de sus composiciones farmacéuticamente aceptables también
se puede incorporar en composiciones para el recubrimiento de un dispositivo médico implantable, tales como
protesis, valvulas artificiales, injertos vasculares, derivaciones y catéteres. Por consiguiente, en otro aspecto la
presente invencién incluye una composicion para recubrir un dispositivo implantable que comprende un compuesto
de la presente invencién como se ha descrito de forma general anteriormente y en clases y subclases en el presente
documento y un vehiculo adecuado para recubrir dicho dispositivo implantable. En todavia otro aspecto, la presente
invencion incluye un dispositivo implantable recubierto con una composicién que comprende un compuesto de la
presente invencion como se ha descrito de forma general anteriormente, y en clases y subclases en el presente
documento, y un vehiculo adecuado para el recubrimiento de dicho dispositivo implantable. Recubrimientos
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adecuados y la preparacion general de dispositivos implantables recubiertos se describen en las patentes de EE.UU.
6.099.562; 5.886.026 y 5.304.121. Los recubrimientos normalmente son materiales poliméricos biocompatibles tales
como un polimero de hidrogel, polimetildisiloxano, policaprolactona, polietilenglicol, acido polilactico, acetato de
etilenvinilo y sus mezclas. Los recubrimientos ademas pueden estar cubiertos por un recubrimiento superior
adecuado de fluorosilicona, polisacaridos, polietilenglicol, fosfolipidos o sus combinaciones para conferir
caracteristicas de liberacion controlada a la composicion.

Otro aspecto de la invencién se refiere a la actividad de modulacion del CFTR en una muestra biolégica o un
paciente (por ejemplo, in vitro o in vivo), procedimiento que comprende la administracién al paciente, o la puesta en
contacto de dicha muestra bioldgica con la Forma A descrita en el presente documento o una de sus composiciones
farmacéuticamente aceptables. El término "muestra biolégica", como se utiliza en el presente documento, incluye,
sin limitacion, cultivos celulares o extractos de los mismos; material de biopsia obtenido de un mamifero o extractos
del mismo, y sangre, saliva, orina, heces, semen, lagrimas u otros fluidos corporales o extractos de los mismos.

La modulacién del CFTR en una muestra bioldgica es Util para una variedad de propésitos que son conocidos para
un experto en la materia. Ejemplos de dichos propésitos incluyen, pero no estan limitados a, el estudio del CFTR en
fendmenos bioldgicos y patoldgicos y la evaluacion comparativa de nuevos moduladores de CFTR.

En adn otra realizacién, se proporciona un procedimiento para modular in vitro o in vivo la actividad de un canal de
aniones, que comprende la etapa de poner en contacto dicho canal con la Forma A descrita en el presente
documento o una de sus composiciones farmacéuticamente aceptables. En realizaciones preferidas, el canal de
aniones es un canal de cloruro o un canal de bicarbonato. En otras realizaciones preferidas, el canal de aniones es
un canal de cloruro.

De acuerdo con una realizacién alternativa, la presente invencion proporciona un procedimiento para incrementar el
numero de CFTR funcionales en una membrana de una célula, que comprende la etapa de poner en contacto dicha
célula con la Forma A descrita en el presente documento o una de sus composiciones farmacéuticamente
aceptables.

De acuerdo con otra realizacion preferida, la actividad del CFTR se mide midiendo el potencial de voltaje
transmembrana. Los medios para medir el potencial de voltaje a través de una membrana en la muestra biolégica
pueden emplear cualquiera de los procedimientos conocidos en la materia, tales como el ensayo 6ptico del potencial
de membrana u otros procedimientos electrofisioldgicos.

El ensayo 6ptico del potencial de membrana utiliza sensores FRET de deteccidn del voltaje descritos por Gonzalez y
Tsien (véase, Gonzalez, J. E. y R. Y. Tsien (1995) "Voltage sensing by fluorescence resonance energy transfer in
single cells." Biophys J 69(4): 1272-80 Gonzélez, J. E. y R. Y. Tsien (1997); "Improved indicators of cell membrane
potential that use fluorescence resonance energy transfer" Chem Biol 4(4): 269-77) junto con la instrumentacion para
medir los cambios en la florescencia tales como el lector de sondas de voltaje/iones (VIPR) (véase, Gonzalez, J. E.,
K. Oades, y col. (1999) "Cell-based assays and instrumentation for screening ion-channel targets" Drug Discov
Today 4(9): 431-439)

Estos ensayos de deteccidon del voltaje se basan en el cambio en la transferencia de energia de resonancia de
fluorescencia (FRET) entre el colorante soluble en la membrana y de deteccion del voltaje, DiISBAC: (3) y un
fosfolipido fluorescente, CC2-DMPE, que esté unido a la cara externa de la membrana plasmatica y actia como un
donante de FRET. Los cambios en el potencial de membrana (Vm) provocan que el DiSBAC. (3) cargado
negativamente se redistribuya a través de la membrana plasmatica y la cantidad de transferencia de energia
procedente de CC2-DMPE cambia en consecuencia. Los cambios en la emision de fluorescencia se pueden
controlar usando VIPR™ |[l, que es un controlador de liquidos y un detector de fluorescencia integrado disefiado para
realizar selecciones basadas en células en placas de microtitulacién de 96 o de 384 pocillos.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un kit para su uso en la medicién de la actividad del CFTR o de
uno de sus fragmentos en una muestra bioldgica in vitro o in vivo, que comprende (i) una composicién que
comprende la Forma A o cualquiera de las realizaciones anteriores; y (ii) instrucciones para a) poner en contacto la
composicién con la muestra bioldgica y b) medir la actividad de dicho CFTR o de uno de sus fragmentos. En una
forma de realizacion, el kit comprende ademas instrucciones para a) poner en contacto una composicién adicional
con la muestra bioldgica; b) medir la actividad de dicho CFTR o de uno de sus fragmentos en presencia de dicho
compuesto adicional, y ¢) comparar la actividad del CFTR en presencia del compuesto adicional con la densidad del
CFTR en presencia de la Forma A descrita en el presente documento. En realizaciones preferidas, el kit se usa para
medir la densidad del CFTR.

Para que la invencion descrita en el presente documento se pueda entender con mayor profundidad, se exponen los

siguientes ejemplos. Se debe entender que estos ejemplos solo tienen propdsitos ilustrativos y no se deben
interpretar en ningln caso como una limitacién de esta invencion.
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Ejemplos

Métodos y materiales

XRPD (Difraccién de rayos X de polvo)

Los datos de la difraccion de rayos X de polvo (XRPD) se registraron a temperatura ambiente usando un
difractémetro de rayos X de polvo de sobremesa Rigaku/MSC MiniFlex Desktop Powder X-ray Diffractometer
(Rigaku, The Woodlands, TX). Los rayos X se generaron utilizando un tubo de Cu operado a 30 kV y 15 mA con un
filtro de supresion KB. La ranura de divergencia era variable con las ranuras de dispersién y de recepcion fijadas a
4,2 grados y una ranura de 0,3 mm, respectivamente. El modo de barrido fue de tiempo fijo (FT) con una anchura de
paso de 0,02 grados y un tiempo de recuento de 2,0 segundos. El difractémetro de rayos X de polvo se calibré
utilizando patrones de referencia: 75 % de Sodalita (NaszAlsSisO12Cl) y 25 % de silicio (Rigaku, Cat # 2100/ALS). La
fase de seis muestras se utilizdé con los soportes de muestra y el fondo a cero (SH-LBSL511-RNDB). La muestra de
polvo se coloco en la zona indentada y aplanada con el portaobjetos de vidrio.

Espectroscopia FTIR (transformada de Fourier en el infrarrojo)

Los espectros de FTIR se obtuvieron en un espectrometro Thermo Scientific, 6700 Nicolet FT-IR, con compartimento
de muestras Smart Orbit, ventana de diamante y utilizando el software: Omnic, 7,4. La muestra de polvo se colocé
directamente en el cristal de diamante y se anadié presion para conformar la superficie de la muestra a la superficie
del cristal de diamante. Se recogi6 el espectro de fondo y a continuacion se recogio el espectro de la muestra. Los
parametros de la recoleccion fueron los siguientes:

Detector: DTGS KBr;

Divisor del haz: KBr;

Fuente: IR;

Intervalo de barrido: 4000 - 400 cm™';
Ganancia: 8,0;

Velocidad optica: 0,6329 cm/s;
Apertura: 100;

Numero de barrldos 32,y
Resolucion: 4 cm™

Ejemplo 1: Preparacion de acido 4-oxo-5-(trifluorometil)-1,4-dihidroquinolin-3-carboxilico (7)

tolueno 3
+ EO _Dowtherm [ ©F

O™ 'OEt

H
G a
O” OEt
5
0,
EtOH 5°C
6

Se combinaron 2-cloro-5-(trifluorometil)anilina 2 (200 g, 1,023 mol), 2-(etoximetilen)malonato de dietilo 3 (276 g, 1,3
mol) y tolueno (100 ml) en atmosfera de nitrégeno en matraz de fondo redondo de 1 | y tres bocas equipado con un
condensador Dean-Stark. La solucion se calenté con agitacion a 140 °C y la temperatura se mantuvo durante 4 h. La
mezcla de reaccion se enfrio a 70 °C y se anadio lentamente hexano (600 ml). La suspension resultante se agité y
se dej6 calentar a temperatura ambiente. El sélido se recogid por filtracion, se lavo con el 10 % de acetato de etilo
en hexano (2 x 400 ml) y a continuacion se secé al vacio para proporcionar un sélido blanco (350 g, 94 % de
rendlmlento) como producto de condensacion deseado 2-((2-cloro-5-(trifluorometil)fenil)metilen)malonato de dietilo 4.
RMN "H (400 MHz, DMSO-dg) & 11,28 (d, J = 13,0 Hz, 1H), 8,63 (d, J = 13,0 Hz, 1H), 8,10 (s, 1H), 7,80 (d, J = 8,3
Hz, 1H), 7,50 (dd, J= 1,5, 8,4 Hz, 1H), 4,24 (c, J= 7,1 Hz, 2H), 4,17 (c, J = 7,1 Hz, 2 H), 1,27 (m, 6H).

Preparacién de 8-cloro-4-oxo- 5 -(trifluorometil)-1,4-dihidroquinolin-3-carboxilato de etilo (5). Un matraz de 1 |y 3
bocas se cargé con Dowtherm® (200 ml, 8 ml/g), que se desgasifico a 200 °C durante 1 h. El disolvente se calento a
260 °C y se cargd en porciones durante 10 min con 2-((2-cloro-5-(trifluorometil)fenil)metilen)malonato de dietilo 4 (25
g, 0,07 mol). La mezcla resultante se agité a 260 °C durante 6,5 horas (h) y el subproducto de etanol resultante se
retird por destilacion. La mezcla se dejé enfriar lentamente a 80 °C. Se afadié hexano (150 ml) lentamente durante
30 minutos (min), seguido por 200 ml mas de hexano afiadidos en una porcién. La suspensién se agité hasta que se
hubo alcanzado la temperatura ambiente. El sélido se filtr6, se lavd con hexano (3 x 150 ml) y a continuacién se
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seco al vacio para proporcionar 8-cloro-4-0xo-5- (trlfluorometll) 1,4-dihidroquinolin-3-carboxilato de etilo 5 en forma
de solido de color tostado (13,9 g, 65 % de rendimiento). RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 11,91 (s, 1H), 8,39 (s, 1H),
8,06 (d, J=8,3 Hz, 1H), 7,81 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 4,24 (c, J= 7,1 Hz, 2H), 1,29 (t, J= 7,1 Hz, 3H).

Preparacién de 4-oxo-5-(trifluorometil)-1H-quinolin-3-carboxilato de etilo (6). Un matraz de 5 | y 3 bocas se carg6 con
8-cloro-4-oxo-5-(trifluorometil)-1,4-dihidroquinolin-3-carboxilato de etilo 5 (100 g, 0,3 mol), etanol (1250 ml, 12,5 ml/g)
y trietilamina (220 ml, 1,6 mol). El recipiente se carg6 a continuacién con 10 g de Pd/C al 10 % (50 % humedo) a 5
°C. La reaccién se agité vigorosamente en atmédsfera de hidrégeno durante 20 horas a 5 °C, tras las cuales la
mezcla de reaccion se concentr6 hasta un volumen de aproximadamente 150 ml. El producto, 4-oxo-5-
(trifluorometil)-1H-quinolin-3-carboxilato de etilo 6, en forma de suspension con Pd/C, se obtuvo directamente en el
paso siguiente.

Preparacién de acido 4-oxo-5-(trifluorometil)-1,4-dihidroquinolin-3-carboxilico (7). Se suspendié6 4-oxo-5-
(trifluorometil)-1H-quinolin-3-carboxilato de etilo 6 (58 g, 0,2 mol, suspension de la reaccion en bruto que contiene
Pd/C) en NaOH (814 ml de 5 M, 4,1 mol) en un matraz de 1 | con un condensador de reflujo y se calent6 a 80 °C
durante 18 h, seguido de calentamiento adicional a 100 °C durante 5 h. La reaccién se filtr6 en caliente a través de
Celite empaquetado para retirar el Pd/C y el Celite se lavé con NaOH 1 H. El filtrado se acidificé a un pH de 1
aproximadamente para obtener un precipitado espeso y blanco. El precipitado se filtr6 y a continuaciéon se enjuagé
con agua y acetonitrilo frio. El sélido se secd al vacio para proporcionar acido 4- ~0XO- -5-(trifluorometil)-1,4-
dihidroquinolin-3-carboxilico 7 en forma de sélido blanco (48 g, 92 % de rendimiento). RMN 'H (400,0 MHz, DMSO-
de) 8 15,26 (s, 1H), 13,66 (s, 1H), 8,98 (s, 1H), 8,13 (dd, J= 1,6, 7,8 Hz, 1H), 8,06-7,99 (m, 2H).

Ejemplo 2: Preparacion de 4-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-(trifluorometil)anilina

NHG CH.CN, TEA N% Pd/C, K,
ON 80°C,186h QN EIOH, 12h .o

CF3 CFy
8 g 10 1"

AL

Preparacién de 7-[4-nitro-3-(trifluorometil)fenil]-7-azabiciclo[2.2.1]heptano (20). A un matraz que contiene 7-
azabiciclo[2.2.1]heptano 9 (4,6 g, 34,43 mmol), obtenido en atmésfera de nitrogeno se le afiadié una solucion de 4-
fluoro-1-nitro-2-(trifluorometil)benceno 8 (6,0 g, 28,69 mmol) y ftrietilamina (8,7 g, 12,00 ml, 86,07 mmol) en
acetonitrilo (50 ml). El matraz de reaccion se calentd a 80 °C en atmoésfera de nitrégeno durante 16 h. La mezcla de
reaccion se dejé enfriar y a continuacién se repartié entre agua y diclorometano. La fase organica se lavo con HCI 1
M, se secd sobre Na>SOq, se filtrd y se concentr6 hasta sequedad. La purificacion por cromatografia en gel de silice
(0-10 % de acetato de etilo en hexanos) proporcion6 7-[4-nitro-3- (trlfluorometll)fenll] -7-azabiciclo[2.2.1]heptano 10
(7,2 g, 88 % de rendimiento) en forma de sélido de color amarillo. RMN 'H (400,0 MHz, DMSO-ds) & 8,03 (d, J = 9,1
Hz, 1H), 7,31 (d, J= 2,4 Hz, 1H), 7,25 (dd, J = 2,6, 9,1 Hz, 1H), 4,59 (s, 2H), 1,69 - 1,67 (m, 4H), 1,50 (d, J = 7,0 Hz,
4H).

Preparacién de 4-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-(trifluorometil)anilina (11). Un matraz cargado con 7-[4-nitro-3-
(trifluorometil)fenil]-7-azabiciclo[2.2.1]heptano 10 (7,07 g, 24,70 mmol) y Pd/C al 10 % (0,71 g, 6,64 mmol) se evacud
y a continuacion se purgd con nitrogeno. Se anadié etanol (22 ml) y el matraz de reaccién se equipd con un balén de
hidrogeno. Después de agitar vigorosamente durante 12 h, la mezcla de reaccién se purgd con nitrogeno y el Pd/C
se retir6 por filtracion. El filtrado se concentrd a presion reducida hasta un aceite oscuro y el residuo se purifico por
cromatografia en gel de silice (0-15 % de acetato de etilo en hexanos) para proporcionar 4-(7-
azab|C|cIo[2 2.1]heptan-7-il)-2-(trifluorometil)anilina 11 en forma de s6lido morado (5,76 g, 91 % de rendimiento).
RMN "H (400,0 MHz, DMSO-ds) & 6,95 (dd, J = 2,3, 8,8 Hz, 1H), 6,79 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 6,72 (d, J = 8,8 Hz, 1H),
4,89 (s, 2H), 4,09 (s, 2H), 1,61 - 1,59 (m, 4H) y 1,35 (d, J = 6,8 Hz, 4H).

Ejemplo 3: Preparacion de N-(4-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-(trifluorometil)fenil)-4-oxo-5-(trifluorometil)-
1,4-dihidroquinolin-3-carboxamida (Compuesto 1).

MOH . /@,N T3P, piridina Fa o] /Q/
2-MeTHF
N
H H2 N ' N CF3

Compuesto 1
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A una solucion de acido 4-oxo-5-(trifluorometil)-1H-quinolin-3-carboxilico 7 (9,1 g, 35,39 mmol) y 4-(7-
azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-(trifluorometil)anilina 11 (9,2 g, 35,74 mmol) en 2-metiltetrahidrofurano (91,00 ml) se le
afnadié anhidrido ciclico del acido propilfosfonico (solucién al 50 % en acetato de etilo, 52,68 ml, 88,48 mmol) y
piridina (5,6 g, 5,73 ml, 70,78 mmol) a temperatura ambiente. El matraz de reaccion se calenté a 65 °C durante 10 h
en atmosfera de nitrogeno. Después de enfriar a temperatura ambiente, la reaccién se diluyé con acetato de etilo y
se inactivd con una solucién saturada de Na>COs (50 ml). Las fases se separaron y la fase acuosa se extrajo dos
veces mas con acetato de etilo. Las fases organicas combinadas se lavaron con agua, se secaron sobre Na;SOs, se
filtraron y se concentraron hasta un sdlido de color tostado. El producto sélido en bruto se suspendi6 en acetato de
etilo/dietiléter (2:1), se recogi6 por filtracién al vacio y se lavo dos veces méas con acetato de etilo/dietiléter (2:1) para
proporcionar el producto como un polvo cristalino de color amarillo. El polvo se disolvié en acetato de etilo caliente y
se absorbié sobre Celite. La purificacion por cromatografia en gel de silice (0-50 % de acetato de etilo en
diclorometano) proporcion6 N-(4-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-(trifluorometil)fenil)-4-oxo-5-(trifluorometil)-1,4-
dihidroquinolin-3-carboxamida (Compuesto 1) en forma de soélido blanco cristalino (Forma A) (13,5 g, 76 % de
rendimiento). LC/MS m/z 496,0 [M + H]", tiempo de retencion 1,48 min (RP-C+s, 10-99 % de CH3CN/0,05 % de TFA
durante 3 min). RMN 'H (400,0 MHz, DMSO-ds) & 13,08 (s, 1H), 12,16 (s, 1H), 8,88 (s, 1H), 8,04 (dd, J = 2,1, 7,4 Hz,
1H), 7,95 - 7,88 (m, 3H), 7,22 (dd, 2,5, 8,9 Hz, 1H), 7,16 (d, J = 2,5 Hz, 1H), 4,33 (s, 2H), 1,67 (d, J = 6,9 Hz, 4H),
1,44 (d, J= 6,9 Hz, 4H).

El difractograma en polvo de la Forma A se muestra en la Figura 1.
La Tabla 1, a continuacién proporciona picos de XRPD representativos de la Forma A.

Tabla 1. Picos de XRPD de la Forma A

2 Theta (grados)|Intensidad (%)
7,90 100,0
9,28 10,8
11,90 12,8
14,38 35,2
15,08 12,6
15,80 34,1
16,96 25,2
17,66 13,8
19,28 39,4
20,06 20,2
21,36 14,5
21,80 94,2
23,40 30,0
23,80 92,0
25,64 8,9
26,82 6,4
29,36 8,1
29,72 18,1
30,14 14,2
31,20 9,9

Las imagenes conformacionales de la Forma A basada en un andlisis de rayos X de un monocristal se muestran en
la Figura 2. Los datos de difraccion se adquirieron en un difractémetro Bruker Apex Il equipado con una fuente alfa
de CuK en un tubo sellado y un detector CCD Apex Il. La estructura se resolvio y se refind usando el programa
SHELX (Sheldrick, GM, Acta Cryst A64, pp.112-122 (2008)). Basandose en las intensidades, las estadisticas y la
simetria, la estructura se resolvié y se refind en un sistema cristalino trigonal y un grupo espacial R-3. La Forma A
tiene las siguientes dimensiones de la celda unitaria: a = 19,1670 (4) A, b = 19,1670 (4) A, ¢ = 33,6572 (12) A, a =
90°, B =90°yy=120°

En la Figura 3 se proporciona un espectro FTIR de la Forma A.

La Tabla 2, a continuacién proporciona picos representativos de FTIR de la Forma A.
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Tabla 2. Picos FTIR de la Forma A
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Posicion (cm™)

Intensidad

407,4 46,07
436,7 72,55
471,5 61,17
497,8 63,61
505,7 60,34
532,9 61,14
567,8 54,31
590,7 55,23
614,4 64,01
649,7 50,74
661,0 49,82
686,8 51,43
726,1 53,80
751,4 35,60
798,1 48,21
808,8 48,47
824,8 42,25
875,5 52,89
898,6 71,77
918,7 68,93
977,7 42,31
1008,1 64,09
1047,3 35,70
1072,5 53,76
1091,2 43,79
1113,4 28,46
1131,4 30,00
1153,0 34,61
1168,3 40,13
1199,3 74,26
1221,8 48,07
1253,1 47,84
1277.,6 36,67
1291,7 48,07
1310,8 55,99
1329,1 63,21
1352,8 42,30
1433,2 42,45
1463,0 63,68
1526,0 35,86
1574,0 60,60
1607,5 60,30
1662,6 55,12
1740,9 86,74
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2870,0 81,63
2947,7 75,12
2963,8 75,30
3092,7 84,58

Ensayos para la deteccion y medicion de las propiedades de potenciacion de AF508-CFTR de los
compuestos

Procedimientos Opticos para el potencial de membrana con el fin de someter a ensayo las propiedades de
modulacion de AF508-CFTR de los compuestos

El ensayo utiliza colorantes fluorescentes de deteccion del voltaje para medir los cambios en el potencial de
membrana utilizando un lector de placas fluorescentes (por ejemplo, FLIPR Ill, Molecular Devices, Inc.) como lectura
para el incremento en AF508-CFTR funcional en células NIH 3T3. La fuerza impulsora para la respuesta es la
creacién de un gradiente de iones cloruro junto con la activacion del canal mediante una etapa de adicion de un solo
liquido después de que las células hayan sido tratadas previamente con los compuestos y posteriormente cargadas
con un colorante de deteccién del voltaje.

Identificacion de compuestos potenciadores

Para identificar los potenciadores de AF508-CFTR, se desarrollé un formato de ensayo HTS de doble adicion. Este
ensayo HTS utiliza colorantes fluorescentes de deteccién del voltaje para medir cambios en el potencial de
membrana en el FLEPR Il como medida del incremento en el funcionamiento de los canales (conductancia) de
AF508-CFTR en células NIH 3T3 AF508-CFTR con la temperatura corregida. La fuerza impulsora para la respuesta
es un gradiente de iones CI junto con la activacion del canal con forskolina en una etapa de adicion de un solo
liquido utilizando un lector de placas fluorescentes tal como FLIPR Ill después de que las células hayan sido
tratadas previamente con compuestos potenciadores (o vehiculo control DMSO) y posteriormente cargadas con un
colorante de redistribucion.

Soluciones

Solucién de bafo # 1: (en mM) NaCl 160, KCI 4,5, CaCl, 2, MgClz 1, HEPES 10, pH 7,4 con NaOH.
Solucién de bafio sin cloruro: las sales de cloruro en la solucion de bafio # 1 se sustituyen con sales de gluconato.

Cultivo celular

Fibroblastos NIH 3T3 de ratén que expresan AF508-CFTR de manera estable se utilizaron para las mediciones
opticas del potencial de membrana. Las células se mantuvieron a 37 °C en COz al 5 % y el 90 % de humedad en
medio Eagle modificado de Dulbecco suplementado con glutamina 2 mM, 10 % de suero fetal bovino, 1 X NEAA, B-
ME, 1 X pen/strep y HEPES 25 mM en matraces de cultivo de 175 cm2. Para todos los ensayos épticos, las células
se sembraron a ~20.000/pocillo en placas recubiertas con matrigel de 384 pocillos y se cultivaron durante 2 horas a
37 °C antes de cultivar a 27 °C durante 24 horas para el ensayo de potenciador. Para los ensayos de correccién, las
células se cultivaron a 27 °C o 37 °C con y sin compuestos durante 16 - 24 horas. Ensayos electrofisiolégicos para
someter a ensayo las propiedades de modulacién de AF508-CFTR de los compuestos.

Ensayo de la camara de Ussing

Se realizaron experimentos en la camara de Ussing sobre células epiteliales de las vias respiratorias polarizadas
que expresan AF508-CFTR para caracterizar con mayor profundidad los moduladores de AF508-CFTR identificados
en los ensayos Opticos. Se aislaron epitelios de las vias respiratorias FQ y no FQ a partir de tejido bronquial, se
cultivaron como se ha descrito previamente (Galietta, L.J.V., Lantero, S., Gazzolo, A., Sacco, O., Romano, L., Rossg
G.A., & Zegarra-Moran, O. (1998) In vitro Cell Dev. Biol. 34, 478-481) y se pusieron en placa sobre filtros Costar
Snapwell™ que se habian recubierto previamente con medio acondicionado con NIH 3T3. Después de cuatro dias el
medio apical se retir6 y las células se cultivaron en una interfase aire-liquido durante >14 dias antes de su uso. Esto
resultd en una monocapa de células columnares completamente diferenciadas que eran ciliadas, rasgos que son
caracteristicos de los epitelios de las vias respiratorias. Se aislaron HBE no FQ de no fumadores que no tenian

ninguna enfermedad pulmonar conocida. Se aislaron HBE FQ de pacientes homocigéticos para AF508-CFTR.

HBE cultivadas en insertos de cultivos celulares Costar® Snapwell™ se montaron en una camara de Ussing
(Physiologic Instruments, Inc., San Diego, CA) y se midié la resistencia transepitelial y la corriente de cortocircuito en
presencia de un gradiente de CI de la solucién basolateral a la solucién apical (lsc) usando un sistema de fijacion de
voltaje (Departamento de Bioingenieria, Universidad de lowa, IA). Brevemente, las HBE se examinaron en
condiciones de registro de fijacion de voltaje (Vhoa = 0 mV) a 37 °C. La solucién basolateral contenia (en mM) NaCl
145, KzHPO, 0,83, KH2PO4 3,3, MgCl, 1,2, CaCl, 1,2, glucosa 10, HEPES 10 (pH ajustado a 7,35 con NaOH) y la
solucion apical contenia (en mM) Gluconato de Na 145, MgCl» 1,2, CaCl, 1,2, glucosa 10, HEPES 10 (pH ajustado a
7,35 con NaOH).
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Identificacion de compuestos potenciadores

El protocolo tipico utiliza un gradiente de concentracion de Cl” desde la membrana basolateral a la membrana apical.
Para establecer este gradiente, se utilizé una solucion de Ringer normal en la membrana basolateral, mientras que
el NaCl apical se sustituy6 por gluconato sédico equimolar (valorado a pH 7,4 con NaOH) para dar un gran gradiente
de concentracion de CI a través del epitelio. Se afiadieron forskolina (10 uM) y todos los compuestos de prueba a la
cara apical de los insertos del cultivo celular. La eficacia de los potenciadores putativos de AF508-CFTR se compar6
con la del potenciador conocido, la genisteina.

Registros de la fijacion de membranas

Se controlé la corriente de CI total en células AF508-NIH 3T3 usando la configuracion de registro de parches
perforados como se ha descrito previamente (Rae, J., Cooper, K., Gates, P., & Watsky, M. (1991) J. Neurosci.
Metods 37, 15-26). Los registros de la fijacion del voltaje se realizaron a 22 °C utilizando un amplificador de
pinzamiento de membranas Axopatch 200B (Axon Instruments Inc., Foster City, CA). La solucién de la pipeta
contenia (en mM) N-metil-D-glucamina (NMDG)-CI 150, MgCl, 2, CaCl, 2, EGTA 10, HEPES 10 y 240 ug/ml de
anfotericina-B (pH ajustado a 7,35 con HCI). El medio extracelular contenia (en mM) NMDG-CI 150, MgCl, 2, CaClz
2, HEPES 10 (pH ajustado a 7,35 con HCI). La generacién de pulsos, la adquisicion de datos y el andlisis se
realizaron usando un PC equipado con una interfaz Digidata 1320 A/D junto con Clampex 8 (Axon Instruments Inc.).
Para activar AF508-CFTR, se afiadieron forskolina 10 uM y genisteina 20 uM al bafio y la relacién corriente-voltaje
se controlé cada 30 segundos.

Identificaciéon de compuestos potenciadores

También se investigo6 la capacidad de los potenciadores de AF508-CFTR para aumentar la corriente macroscépica
de CI' de AF508-CFTR (larso0s) en células NIH 3T3 que expresan AF508-CFTR de manera estable utilizando técnicas
de registro de parches perforados. Los potenciadores identificados en los ensayos épticos sugerian un incremento
en larsos dependiente de la dosis con una potencia y eficacia similares a las observadas en los ensayos 6pticos. En
todas las células examinadas, el potencial inverso antes y durante la aplicacion de potenciador fue de
aproximadamente -30 mV, que es el Eg calculado (-28 mV).

Cultivo celular

Se utilizan fibroblastos NIH 3T3 de ratdén que expresan AF508-CFTR de manera estable para el registro del conjunto
de células. Las células se mantuvieron a 37 °C en CO; al 5 % y el 90 % de humedad en medio Eagle modificado de
Dulbecco suplementado con glutamina 2 mM, 10 % de suero fetal bovino, 1 X NEAA, B-ME, 1 X pen/strep y HEPES
25 mM en matraces del cultivo de 175 cm2. Para el registro del conjunto de células, se sembraron 2500 - 5000
células en cubreobjetos de vidrio recubiertos de poli-lisina y se cultivaron durante 24 - 48 horas a 27 °C antes de su
uso para probar la actividad de los potenciadores; y se incubaron con o sin el compuesto de correccion a 37 °C para
medir la actividad de los correctores.

Registros en un Unico canal

Se observ6 la actividad de funcionamiento de los canales del CFTR de tipo silvestre y de AF508-CFTR con la
temperatura corregida expresado en células NIH 3T3 utilizando registros de parches de membrana extirpados de
dentro a fuera como se ha descrito previamente (Dalemans, W., Barbry, P., Champigny, G., Jallat, S., Dott, K.,
Dreyer, D., Crystal, R.G., Pavirani, A., Lecocq, J-P., Lazdunski, M. (1991) Nature 354, 526 - 528) utilizando un
amplificador de pinzamiento de parches Axopatch 200B (Axon Instruments Inc.). La pipeta contenia (en mM) NMDG
150, acido aspartico 150, CaCl» 5, MgCl, 2 y HEPES 10 (pH ajustado a 7,35 con base Tris). El bafio contenia (en
mM): NMDG-CI 150, MgCl, 2, EGTA 5, TES 10 y base Tris 14 (pH ajustado a 7,35 con HCI). Después de la
extirpacion, tanto el AF508-CFTR como el de tipo silvestre se activaron mediante la adicion de Mg-ATP 1 mM, 75 nM
de la subunidad catalitica de la proteina quinasa dependiente de AMPc (PKA; Promega Corp. Madison, WI) y NaF
10 mM para inhibir las proteinfosfatasas, lo que impidié el deterioro de la corriente. El potencial de la pipeta se
mantuvo a 80 mV. La actividad del canal se analizé a partir de parches de membrana que contienen < 2 canales
activos. El nimero maximo de aberturas simultaneas determiné el nimero de canales activos durante el transcurso
de un experimento. Para determinar la amplitud de corriente de un solo canal, los datos registrados en 120
segundos de actividad de AF508-CFTR se filtraron "off-line" a 100 Hz y a continuacién se utilizaron para construir
histogramas de amplitud con todos los puntos que se ajustaron a funciones multigaussianas utilizando el software
Bio-Patch Analysis (Bio-Logic Comp., Francia). La corriente microscopica total y la probabilidad de apertura (Po) se
determinaron a partir de 120 segundos de actividad del canal. La Po se determind utilizando el software Bio-Patch o
partir de la relacion Po = l/i(N), en la que | = corriente media, i = amplitud de corriente de un solo canal y N = nimero
de canales activos en el parche.

Cultivo celular

Se utilizaron fibroblastos NIH 3T3 de raton que expresan AF508-CFTR de forma estable para los registros de
pinzamiento de parches de membranas extirpadas. Las células se mantuvieron a 37 °C en COz al 5 % y el 90 % de
humedad en medio Eagle modificado de Dulbecco suplementado con glutamina 2 mM, 10 % de suero fetal bovino, 1
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X NEAA, B-ME, 1 X pen/strep y HEPES 25 mM en matraces del cultivo de 175 cm?. Para el registro de un solo canal,
se sembraron 2500 - 5000 células en cubreobjetos de vidrio recubiertos de poli-lisina y se cultivaron durante 24 - 48
horas a 27 °C antes de su uso.

La Forma A del Compuesto 1 es util como un modulador de los transportadores del casete de union a ATP. La CEsp
(um) de la Forma A del Compuesto 1 se midié y resultd ser inferior a 2,0 um. La eficacia de la Forma A del
Compuesto 1 se calculdé que estaba entre el 100 % y el 25 %. Cabe sefalar que una eficacia del 100 % es la
respuesta maxima obtenida con el 4-metil-2-(5-fenil-1H-pirazol-3-il)fenol.
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REIVINDICACIONES

1. N-(4-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-(trifluorometil)fenil)-4-oxo-5-(trifluorometil)-1,4-dihidroquinolin-3-carboxamida
como Forma A en la que la Forma A esta caracterizada por uno o mas picos en un patron de difraccion de rayos X
de polvo seleccionado entre aproximadamente 7,9, aproximadamente 9,3, aproximadamente 11,9,
aproximadamente 14,4, aproximadamente 15,1, aproximadamente 15,8, aproximadamente 17,0, aproximadamente
17,7, aproximadamente 19,3, aproximadamente 20,1, aproximadamente 21,4, aproximadamente 21,8,
aproximadamente 23,4, aproximadamente 23,8, aproximadamente 25,6, aproximadamente 26,8, aproximadamente
29,4, aproximadamente 29,7, aproximadamente 30,1 o aproximadamente 31,2 grados.

2. Forma A de la reivindicacion 1, en la que la Forma A esta caracterizada por un pico a aproximadamente 7,9
grados, un pico a aproximadamente 11,9 grados, un pico a aproximadamente 14,4 grados y un pico a
aproximadamente 15,8 grados en un patrén de difraccién de rayos X de polvo.

3. Forma A de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en la que la Forma A esta caracterizada por un patrén
de difraccion como se muestra en la siguiente Figura 1.
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4. Una composicion farmacéutica que comprende la Forma A de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 y un
adyuvante o vehiculo farmacéuticamente aceptables.

5. Una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 4, que comprende ademas un agente adicional
seleccionado entre un agente mucolitico, un broncodilatador, un antibiético, un agente anti-infeccioso, un agente
anti-inflamatorio, un modulador del CFTR distinto de la Forma A, o un agente nutricional.

6. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 5, en la que el agente adicional es un modulador
del CFTR distinto de la Forma A.

7. Forma A de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o la composicién farmacéutica de la reivindicacién 4 o 5
para su uso en el tratamiento o la disminucién de la gravedad de una enfermedad en un paciente, en donde dicha
enfermedad se selecciona entre fibrosis quistica, asma, EPOC inducida por el tabaco, bronquitis crénica,
rinosinusitis, estrefimiento, pancreatitis, insuficiencia pancreatica, infertilidad masculina causada por la ausencia
bilateral congénita de los conductos deferentes (ABCCD), enfermedad pulmonar leve, pancreatitis idiopatica,
aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA), enfermedad hepatica, enfisema hereditario, hemocromatosis
hereditaria, deficiencias en la coagulacién-fibrinolisis, tales como deficiencia de proteina C, angioedema hereditario
de Tipo 1, deficiencias en el procesamiento de lipidos, tales como hipercolesterolemia familiar, quilomicronemia Tipo
1, abetalipoproteinemia, enfermedades de almacenamiento lisosémico, tales como enfermedad de células |/pseudo-
Hurler, mucopolisacaridosis, Sandhof/Tay-Sachs, Crigler-Najjar tipo Il, poliendocrinopatia‘hiperinsulinemia, diabetes
mellitus, enanismo de Laron, deficiencia de mieloperoxidasa, hipoparatiroidismo primario, melanoma, glucanosis
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CDG tipo 1, hipertiroidismo congénito, osteogénesis imperfecta, hipofibrinogenemia hereditaria, deficiencia de ACT,
diabetes insipida (DI), DI central, DI nefrogénica, sindrome de Charcot-Marie-Tooth, enfermedad de Pelizaeus-
Merzbacher, enfermedades neurodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
esclerosis lateral amiotrofica, paralisis supranuclear progresiva, enfermedad de Pick, varios trastornos neurolégicos
de la poliglutamina tales como la enfermedad de Huntington, ataxia espinocerebelosa de tipo |, atrofia muscular
espinal y bulbar, atrofia palidoluisiana dentatorubral y distrofia miotonica, asi como encefalopatias espongiformes,
tales como la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob hereditaria (debido a un defecto en el procesamiento de proteinas
priénicas), enfermedad de Fabry, sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker (debido a un defecto en el
procesamiento de PrP), infertilidad, osteoporosis, osteopenia, sindrome de Gorham, canalopatias de cloruro,
miotonia congénita (formas de Thomson y Becker), sindrome de Bartter de tipo Ill, enfermedad de Dent,
hiperekplexia, epilepsia, enfermedad de almacenamiento lisosémico, sindrome de Angelman, discinesia ciliar
primaria (DCP), DCP con situs inversus (también conocido como sindrome de Kartagener), DCP sin situs inversus y
aplasia ciliar y enfermedad hepética, comprendiendo dicho uso la etapa de administrar a dicho paciente una
cantidad eficaz de la Forma A de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

8. Forma A o la composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en la que dicha enfermedad es fibrosis
quistica.

9. Forma A de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o la composicién farmacéutica de la reivindicacién 4 o 5
para su uso en el tratamiento o la disminucién de la gravedad de una enfermedad en un paciente, en donde dicha
enfermedad esta asociada con la reduccion de la funciéon del CFTR debido a mutaciones en el gen que codifica el
CFTR o a factores ambientales, comprendiendo dicho uso la etapa de administrar a dicho paciente una cantidad
eficaz de la Forma A de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

10. Forma A o la composicion farmacéutica para su uso de acuerdo con la reivindicacion 9, en donde la enfermedad
es fibrosis quistica, bronquitis crénica, bronquitis recurrente, bronquitis aguda, infertilidad masculina causada por la
ausencia bilateral congénita de los conductos deferentes (ABCCD), infertilidad femenina causada por la ausencia
congénita de Uutero y vagina (ACUV), pancreatitis idiopatica crénica (PIC), pancreatitis idiopatica recurrente,
pancreatitis idiopatica aguda, rinosinusitis cronica, colangitis esclerosante primaria, aspergilosis broncopulmonar
alérgica, diabetes, ojo seco, estrefiimiento, aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA), enfermedades éseas y
asma.

11. Forma A de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 o la composicion farmacéutica de la reivindicacién 4 0 5
para su uso en el tratamiento o la disminucién de la gravedad de una enfermedad en un paciente, en donde dicha
enfermedad esta asociada con la funcién normal del CFTR, comprendiendo dicho uso la etapa de administrar a
dicho paciente una cantidad eficaz de la Forma A de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

12. Forma A para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon 11, en donde la enfermedad es enfermedad pulmonar
obstructiva crénica (EPOC), bronquitis cronica, bronquitis recurrente, bronquitis aguda, rinosinusitis, estrefiimiento,
pancreatitis cronica, pancreatitis recurrente, y pancreatitis aguda, insuficiencia pancreatica, infertilidad masculina
causada por ausencia bilateral congénita de los conductos deferentes (ABCCD), enfermedad pulmonar leve,
pancreatitis idiopatica, enfermedad hepatica, enfisema hereditario, calculos biliares, enfermedad de reflujo gastro-
esofagico, neoplasias gastrointestinales, enfermedad inflamatoria del intestino, estrefiimiento, diabetes, artritis,
osteoporosis y osteopenia.

13. Forma A para su uso de acuerdo con la reivindicacion 11, en donde la enfermedad es hemocromatosis
hereditaria, deficiencias de la coagulacién-fibrinolisis, tales como deficiencia de proteina C, angioedema hereditario
de Tipo 1, deficiencias en el procesamiento de lipidos, tales como hipercolesterolemia familiar, quilomicronemia Tipo
1, abetalipoproteinemia, enfermedades de almacenamiento lisosomico, tales como la enfermedad de células
1/pseudo-Hurler, mucopolisacaridosis, Sandhof/Tay-Sachs, Crigler-Najjar tipo Il, poliendocrinopatia/hiperinsulinemia,
diabetes mellitus, enanismo de Laron, deficiencia de mieloperoxidasa, hipoparatiroidismo primario, melanoma,
glucanosis CDG tipo 1, hipertiroidismo congénito, osteogénesis imperfecta, hipofibrinogenemia hereditaria,
deficiencia de ACT, diabetes insipida (DI), DI central, DI nefrogénica, sindrome de Charcot-Marie-Tooth, enfermedad
de Pelizaeus-Merzbacher, enfermedades neurodegenerativas tales como la enfermedad de Alzheimer, enfermedad
de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica, paralisis supranuclear progresiva, enfermedad de Pick, varios trastornos
neurolégicos de la poliglutamina tales como la enfermedad de Huntington, ataxia espinocerebelosa tipo |, atrofia
muscular espinal y bulbar, atrofia palidoluisiana dentatorubral y distrofia mioténica, asi como encefalopatias
espongiformes, tales como la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob hereditaria (debido a un defecto en el procesamiento
de las proteinas prionicas), enfermedad de Fabry, sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker, sindrome de
Gorham, canalopatias de cloruro, miotonia congénita (formas de Thomson y Becker), sindrome de Bartter de tipo llI,
enfermedad de Dent, epilepsia, hiperekplexia, enfermedades de almacenamiento lisosémico, sindrome de
Angelman, discinesia ciliar primaria (DCP), DCP con situs inversus (también conocido como sindrome de
Kartagener), DCP sin situs inversus y aplasia ciliar, o la enfermedad de Sjégren.

14. Un kit para su uso en la medicion de la actividad del CFTR o de uno de sus fragmentos en una muestra bioldgica
in vitro o in vivo, que comprende:
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(i) una composicion que comprende la Forma A de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3;
(i) instrucciones para:

a) poner en contacto la composiciéon con la muestra bioldgica; y
b) medir la actividad de dicho CFTR o de uno de sus fragmentos.

15. El kit de acuerdo con la reivindicacién 14, que comprende ademas instrucciones para:

a) poner en contacto un compuesto adicional con la muestra biolégica;

b) medir la actividad de dicho CFTR o de uno de sus fragmentos en presencia de dicho compuesto adicional; y

¢) comparar la actividad del CFTR o de uno de sus fragmentos en presencia del compuesto adicional con la
actividad del CFTR o de uno de sus fragmentos en presencia de la Forma A de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1-3.

16. El kit de la reivindicacion 15, en el que la etapa de comparar la actividad de dicho CFTR o de uno de sus
fragmentos proporciona una medida de la densidad de dicho CFTR o de uno de sus fragmentos.

17. Un procedimiento in vitro para modular la actividad del CFTR en una muestra biolégica que comprende la etapa
de poner en contacto dicho CFTR con la Forma A de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3.

18. Forma A de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que tiene las siguientes dimensiones de la celda
unitaria:

a=192A;
b=192Ay
c=337A

19. Una forma cristalina de la N-(4-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-(trifluorometil)fenil)-4-oxo-5-(trifluorometil)-1,4-
dihidroquinolin-3-carboxamida que tiene un sistema cristalino trigonal, un grupo espacial R-3 y las siguientes
dimensiones de la celda unitaria:

a=192A;
b=19,2A;
c=233,7A;
a=90¢
ﬁ=90°, y
y=120°.
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Figura 2
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Figura 3
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