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DESCRIPCION
Moduladores del regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis quistica
Campo técnico de la invencion

La presente invencion se refiere a moduladores del regulador de la conductancia transmembrana de la fibrosis
quistica ("CFTR"), composiciones de los mismos, y métodos con los mismos. La presente invencién también se
refiere a métodos para tratar enfermedades que usan moduladores de CFTR.

Antecedentes de la invencion

Los transportadores de casete de ATP son una familia de proteinas transportadoras de membrana que regulan el
transporte de una gran diversidad de agentes farmacoldgicos farmacos potencialmente toxicos, y xenobidticos, asi
como aniones. Son proteinas de membrana homdlogas que se unen y usan trifosfato de adenosina celular (ATP)
para sus actividades especificas. Algunos de estos transportadores se descubrieron como proteinas de resistencia a
multiples farmacos (tales como la glicoproteina MDR1-P, o la proteina de resistencia a multiples farmacos, MRP1),
que defienden a las células cancerosas malignas frente a agentes quimioterapeuticos. Hasta la fecha, se han
identificado 48 de dichos transportadores y se han agrupado en 7 familias basandose en su identidad de secuencia y
funcién.

Un miembro de la familia de transportadores de casete de ATP asociado normalmente con enfermedades es el canal
de aniones mediado por cAMP/ATP, CFTR. CFTR se expresa en diversos tipos celulares, que incluyen células
epiteliales de secrecion y de absorcion, en las que regula el flujo de aniones a través de la membrana, asi como la
actividad de otros canales ionicos y proteinas. En células epiteliales, el funcionamiento de CFTR normal es critico
para el mantenimiento del transporte de electrolitos por todo el organismo, incluyendo el tejido respiratorio y
digestivo. El CFTR esta compuesto de aproximadamente 1480 aminoacidos que codifican una proteina compuesta
por una repeticion en tandem de dominios transmembrana, conteniendo cada uno de ellos seis hélices
transmembrana y un dominio de unién a nucleétidos. Los dos dominios transmembrana estan unidos por un gran
dominio regulador (R), polar con multiples sitios de fosforilacion que regulan la actividad del canal y el transito
celular.

El gen que codifica CFTR se ha identificado y secuenciado (Véase Gregory, R. J. et al. (1990) Nature 347: 382-386;
Rich, D. P. et al. (1990) Nature 347: 358-362), (Riordan, J. R. et al. (1989) Science 245: 1066-1073). Un defecto en
este gen causa mutaciones en CFTR que dan como resultado la fibrosis quistica ("FQ"), la enfermedad genética
mortal mas comun en seres humanos. La fibrosis quistica afecta a aproximadamente uno de cada 2.500 lactantes en
los Estados Unidos. Dentro de la poblacion general de Estados Unidos, hasta 10 millones de personas llevan una
sola copia del gen defectuoso sin efectos patoldgicos evidentes. Por el contrario, los individuos con dos copias del
gen asociado a FQ padecen los efectos debilitantes y mortales de la FQ, que incluyen la enfermedad pulmonar
cronica.

En pacientes con fibrosis quistica, las mutaciones en el CFTR expresadas de forma enddgena en los epitelios
respiratorios conducen a una secrecion de aniones apicales reducida que causa un desequilibrio en el transporte de
iones y fluidos. La disminucion resultante en el transporte de aniones contribuye a una mayor acumulacion de
mucosidad en el pulmén y las infecciones microbianas acompafantes que, en por ultimo, causan la muerte en los
pacientes con FQ. Ademas de la enfermedad respiratoria, los pacientes con FQ padecen por lo general problemas
gastrointestinales e insuficiencia pancreatica que, si se deja sin tratar, da como resultado la muerte. Ademas, la
mayoria de los hombres con fibrosis quistica son infértiles y la fertilidad esta disminuida entre las mujeres con
fibrosis quistica. Al contrario que los graves efectos de dos copias del gen asociado a la FQ, los individuos con una
sola copia del gen asociado a la FQ presentan una resistencia mayor al colera y a la deshidratacion resultante de la
diarrea - lo que quiza explica la frecuencia relativamente elevada del gen de la FQ dentro de la poblacion.

El andlisis de la secuencia del gen de CFTR de cromosomas de FQ ha puesto de manifiesto diversas mutaciones
causantes de enfermedad (Cutting, G. R. ef al. (1990) Nature 346: 366-369; Dean, M. et al. (1990) Cell 61: 863: 870;
y Kerem, B-S. et al. (1989) Science 245: 1073-1080; Kerem, B-S ef al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos
de América 87: 8447-8451). Hasta la fecha, se han identificado mas de 1000 mutaciones causantes de enfermedad
en el gen de la FQ (http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/). La mutacion mas prevalente es una supresion de
fenilalanina en la posicion 508 de la secuencia de aminoacidos del CFTR, y se denomina comunmente AF508-
CFTR. Esta mutacion aparece en aproximadamente un 70 % de los casos de fibrosis quistica y esta asociada con
una enfermedad grave.

La supresion del resto 508 en el AF508-CFTR evita que la proteina naciente se pliegue correctamente. Esto da
como resultado la incapacidad de que la proteina mutante salga del reticulo endoplasmico, y que transite hacia la
membrana plasmatica. Como resultado, el nimero de canales presentes en la membrana es bastante menor del
observado en células que expresan CFTR de tipo silvestre. Ademas del transito alterado, la mutacién da como
resultado una apertura y cierre de canales defectuosa. En conjunto, el nimero reducido de canales en la membrana
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y la apertura y cierre defectuosos conducen a un transporte de aniones reducido a través de epitelios que conduce a
un transporte defectuoso de iones y fluidos. (Quinton, P. M. (1990), FASEB J. 4: 2709-2727). Sin embargo, los
estudios han demostrado que las cantidades reducidas de AF508-CFTR en la membrana son funcionales, aunque
menos que el CFTR de tipo silvestre. (Dalemans et al. (1991), Nature Lond. 354: 526-528; Denning et al.,
mencionado anteriormente; Pasyk y Foskett (1995), J. Cell. Biochem. 270: 12347-50). Ademas del AF508-CFTR,
R117H-CFTR y G551D-CFTR, otras mutaciones causantes de enfermedades en el CFTR que dan como resultado
transito, sintesis y/o apertura y cierre de canales defectuosos se podrian regular positiva o negativamente para
alterar la secrecion de aniones y modificar la progresion de la enfermedad y/o su gravedad.

Aunque el CFTR transporta diversas moléculas ademas de aniones, es evidente que este 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 cotransportador de Na*/2CI/K",
la bomba de Na*-K*-ATPasa y los canales de K* de la membrana basolateral, que son responsables de la absorcién
de cloruro en la célula.

Estos elementos trabajan juntos para conseguir un transporte direccional a través del epitelio mediante su expresion
y localizacion selectiva dentro de la célula. La absorcion de cloruro tiene lugar mediante la actividad coordinada del
ENaC y del CFTR presentes en la membrana apical y la bomba de Na*-K*-ATPasa y los canales de Cl expresados
en la superficie basolateral de la célula. El transporte activo secundario de cloruro desde el lado luminal conduce a la
acumulacioén de cloruro intracelular, que después puede abandonar pasivamente la célula a través de canales de CI',
dando como resultado un transporte vectorial. La disposicién del cotransportador de Na*/2CI/K", la bomba de Na*-
K'-ATPasa y los canales de K* de la membrana basolateral en la superficie basolateral y del CFTR en el lado luminal
coordinan la secrecion de cloruro mediante CFTR en el lado luminal. Debido a que probablemente el agua nunca se
transporta activamente por si misma, su flujo a través de los epitelios depende de diminutos gradientes osméticos
transepiteliales generados por el flujo masivo de sodio y cloruro.

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

Las mutaciones en CFTR que estan asociadas con la disfuncién moderada de CFTR también son evidentes en
pacientes con afecciones que comparten determinadas manifestaciones de la enfermedad con FQ pero no
satisfacen los criterios de diagnostico para FQ. Estos incluyen ausencia bilateral congénita de los conductos
deferentes, pancreatitis cronica idiopatica, bronquitis crénica, y rinosinusitis crénica. Otras enfermedades en las que
se cree que CFTR mutante es un factor de riesgo junto con genes modificadores o factores ambientales incluyen
colangitis esclerosante primaria, aspergilosis broncopulmonar alérgica, y asma.

También se ha demostrado que el humo del tabaco, la hipoxia y factores ambientales que inducen la sefializacion
intoxica alteran la funcion de CFTR y pueden contribuir a determinadas formas de enfermedad respiratoria, tales
como bronquitis cronica. Las enfermedades que se pueden deber a la funciéon defectuosa de CFTR pero que no
satisfacen los criterios diagnosticos para FQ se caracterizan como enfermedades relacionadas con CFTR.

Ademas de la fibrosis quistica, la modulacién de la actividad del CFTR puede ser beneficiosa para otras
enfermedades no causadas directamente por mutaciones en el CFTR, tales como enfermedades secretoras y otras
enfermedades del plegamiento de proteinas mediadas por el CFTR. CFTR regula el flujo de cloruro y de bicarbonato
a través de los epitelios de muchas células para controlar el movimiento de fluidos, solubilizacién de proteinas,
viscosidad de la mucosa, y actividad enzimatica. Los defectos en CFTR pueden causar el bloqueo de las vias
respiratorias o de conductos en muchos 6rganos, incluyendo el higado y el pancreas. Los potenciadores son
compuestos que potencian la actividad de apertura y cierre del CFTR presente en la membrana celular. Cualquier
enfermedad que implica el engrosamiento de la mucosa, regulacion alterada de fluidos, aclaramiento de la mucosa
alterado, o conductos bloqueados que conducen a la inflamacion y destruccién de los tejidos podria ser un candidato
a potenciador.

Estas incluyen, pero no se limitan a, enfermedad pulmonar obstructiva créonica (EPOC), asma, EPOC inducida por el
tabaco, bronquitis cronica, rinosinusitis, estrefiimiento, enfermedad del ojo seco, y Sindrome de Sjogren, enfermedad
de reflujo gastroesofagico, calculos biliares, prolapso rectal, y enfermedad inflamatoria intestinal. La EPOC se
caracteriza por una limitacién del flujo de aire es progresiva y no totalmente reversible. La limitacion del flujo de aire
se debe a la hipersecrecién de mucosidad, enfisema, y bronquiolitis. Los activadores del CFTR mutante o de tipo
silvestre ofrecer un tratamiento potencial de la hipersecrecion de mucosidad y aclaramiento mucociliar alterado que
es comun en la EPOC. Especificamente, el aumento de la secrecién de aniones a través de CFTR puede facilitar el
transporte de fluidos en el liquido de la superficie de las vias respiratorias para hidratar la mucosa y optimizar la
viscosidad del fluido periciliar. Esto conduciria a un mayor aclaramiento mucociliar y a una reduccion de los sintomas
asociados con EPOC. Ademas, mediante la prevencion de la infeccion en curso y de la inflamacion debida a un
mayor aclaramiento de las vias respiratorias, los moduladores de CFTR pueden prevenir o ralentizar la destruccion
del parénquima de las vias respiratorias que caracteriza al enfisema y reducir o invertir el aumento del nimero y
tamano de células de secrecion de mucosidad que sublisa la hipersecrecion de mucosidad en enfermedades las vias
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respiratorias. La enfermedad del ojo seco se caracteriza por una disminucioén en la produccion acuosa de lagrimas y
perfiles anémalos de lipidos, proteinas y mucina en la pelicula lacrimal. Existen muchas causas de ojo seco, algunas
de las cuales incluyen edad, cirugia ocular de Lasik, artritis, medicaciones, quemaduras quimicas/térmicas, alergias
y enfermedades, tales como fibrosis quistica y sindrome de Sjogren. El aumento de la secrecion de aniones a través
del CFTR aumentaria el transporte de fluidos desde las células endoteliales corneales y glandulas secretoras que
rodean el ojo para aumentar la hidratacién corneal. Esto ayudaria a aliviar los sintomas asociados con la
enfermedad del ojo seco. El sindrome de Sjogren es una enfermedad autoimmune en la que el sistema inmune
ataca a las glandulas productoras de humedad por todo el organismo, incluyendo el ojo, boca, piel, tejido
respiratorio, higado, vagina y los intestinos. Los sintomas incluyen sequedad ocular, de boca y vaginal, asi como
enfermedad pulmonar. La enfermedad también esta asociada con artritis reumatoide, lupus sistémico, esclerosis
sistémica y polimiositis/7dermatomiositis. Se cree que un transito de proteinas defectuoso causa la enfermedad, para
la que las opciones de tratamiento son limitadas. Los moduladores de la actividad del CFTR pueden hidratar los
diversos 6rganos afectados por la enfermedad y ayudar a aliviar los sintomas asociados. Los individuos con fibrosis
quistica tienen episodios constantes de obstruccion intestinal mayores incidencias de prolapso rectal, calculos
biliares, enfermedad de reflujo gastroesofagico, neoplasias Gl, y enfermedad intestinal inflamatoria, lo que indica que
la funcién de CFTR puede desempefiar un papel importante en la prevencion de dichas enfermedades.

Tal como se ha analizado anteriormente, se cree que la supresion 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
salir del RE, y transitar hacia la membrana plasmatica. Como resultado, cantidades insuficientes de la proteina
madura estan presentes en la membrana plasmatica y el transporte de cloruro dentro de los tejidos epiteliales se
reduce significativamente. De hecho, se ha demostrado que este fendmeno celular de procesamiento del RE
defectuoso de CTR por la maquinaria del RE es la base subyacente, no solamente para la enfermedad de FQ, sino
para una amplia variedad de otras enfermedades aisladas y hereditarias. Las dos formas en las que la maquinaria
del RE puede funcionar defectuosamente son por pérdida de acoplamiento con la exportacion del RE de las
proteinas conduciendo a su degradacion, o por la acumulacion en el RE de estas proteinas defectuosas/plegadas
erroneamente [Aridor M, et al., Nature Med., 5 (7), pags. 745-751 (1999); Shastry, B.S., et al., Neurochem.
International, 43, pags. 1-7 (2003); Rutishauser, J., et al., Swiss Med WKkly, 132, pags. 211-222 (2002); Morello, JP et
al., TIPS, 21, pags. 466- 469 (2000); Bross P., et al., Human Mut., 14, pags. 186-198 (1999)]. Las enfermedades
asociadas con la primera clase de funcionamiento defectuoso del RE son fibrosis quistica (debida al AF508-CFTR
plegado erréneamente, tal como se ha analizado anteriormente), enfisema hereditario (debido a a1-antitripsina;
variantes no Piz), hemocromatosis hereditaria, deficiencias de coagulacion-fibrindlisis, tales como deficiencia de
proteina C, angioedema hereditario de tipo 1, deficiencias en el procesamiento de lipidos, tales como
hipercolesterolemia familiar, quilomicronemia de tipo 1, abetalipoproteinemia, enfermedades de almacenamiento
lisosémico, tales como enfermedad de células 1/Pseudo-Hurler, Mucopolisacaridosis (debida a enzimas del
procesamiento lisosémico), Sandhof/Tay-Sachs (debido a B-Hexosaminidasas), Crigler-Najjar de tipo Il (debido a la
UDP-glucuronil-sialico-transferasa), poliendocrinopatia/hiperinsulinemia, diabetes mellitus (debida al receptor de
insulina), enanismo de Laron (debido al receptor de hormona del crecimiento), deficiencia de mieloperoxidasa,
hipoparatiroidismo primario (debido a la hormona preproparatiroidea), melanoma (debido a tirosinasa). Las
enfermedades asociadas con la Ultima clase de funcionamiento defectuoso del RE son la Glucanosis CDG de tipo 1,
enfisema hereditario (debido a la a1-Antitripsina (variante PiZ), hipertiroidismo congénito, osteogénesis imperfecta
(debida al procolageno de Tipo I, Il, V), hipofibrinogenemia hereditaria (debida al fibrinégeno), deficiencia de ACT
(debida a la a1-antiquimotripsina), Diabetes insipida (DI), DI neurofiseal (debida a la hormona vasopresina/receptor
V/2), DI nefrogénica (debida a la acuaporina Il), 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 (debida a la BAPP y a las presenilinas), enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica,
paralisis supranuclear progresiva, enfermedad de Pick, diversos trastornos neurolégicos de la poliglutamina tales
como el Huntington, ataxia espinocerebelosa de tipo |, atrofia muscular espinal y bulbar, atrofia dentatorrubro
palidoluisiana y distrofia miotonica, asi como encefalopatias espongiformes, tales como la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob hereditaria (debida a un defecto en el procesamiento de la proteina pridnica), enfermedad de
Fabry (debida a la a-galactosidasa A lisosémico) y sindrome de Straussler-Scheinker (debido al defecto de
procesamiento de Prp), infertilidad pancreatitis, insuficiencia pancreatica, osteoporosis, osteopenia, Sindrome de
Gorham, canalopatias de cloruro, miotonia congénita (formas de Thomson y Becker), sindrome de Bartter de tipo Il,
enfermedad de Dent, hiperekplexia, epilepsia, hiperekplexia, enfermedad de almacenamiento lisosémico, sindrome
de Angelman, Disquinesia Ciliar Primaria (PCD), PCD con situs inversus (también conocida como sindrome de
Kartagener), PCD sin situs inversus y aplasia ciliar, y enfermedad hepatica.

Otras enfermedades implicadas por una mutacién en CFTR incluyen infertilidad masculina causada por ausencia
bilateral congénita de los conductos deferentes (CBAVD), enfermedad pulmonar leve, pancreatitis idiopatica, y
aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA). Véase, "CFTR-opathies: disease phenotypes associated with cystic
fibrosis transmembrane regulator gene mutations", Peader G. Noone y Michael R. Knowles, Respir. Res. 2001, 2:
328-332.

Ademas de la regulacion positiva de la actividad del CFTR, la reduccion de la secrecion de aniones por moduladores
del CFTR puede ser beneficiosa para el tratamiento de diarreas secretoras, en las que el transporte de agua epitelial
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aumenta espectacularmente como resultado del transporte de cloruro activado por secretagogos. EI mecanismo
implica la elevacion del AMPc y la estimulacién del CFTR.

Aunque existen numerosas causas de diarrea, las consecuencias principales de las enfermedades diarreicas, que se
producen como resultado de un transporte de cloruro excesivo, son comunes a todas e incluyen deshidratacion,
acidosis, crecimiento alterado y muerte. Las diarreas agudas y crénicas representan un problema médico muy
importante en muchas areas del mundo. La diarrea es tanto un factor importante en la malnutricién como la causa
principal de muerte (5.000.000 muertes/afio) en nifios menores de cinco afios de edad.

Las diarreas secretoras también son una afeccion peligrosa en pacientes con el sindrome de inmunodeficiencia
adquirida (SIDA) y de enfermedad inflamatoria del intestino (Ell) cronica. Dieciséis millones de viajeros a paises en
vias de desarrollo desde naciones industrializadas desarrollan diarrea cada afio, variando la gravedad y el nimero
de casos de diarrea dependiendo del pais y del area del viaje.

En consecuencia, existe una necesidad de potenciadores de CFTR potentes y selectivos de formas de tipo silvestre
y mutante de CFTR humano. Estas formas de CFTR humano incluyen, pero no se limitan a, AF508del, G551D,
R117H, 2789+5G->A.

Ademas, existe una necesidad de moduladores de la actividad de CFTR, y composiciones de los mismos, que se
pueden usar para madurar actividad del CFTR en la membrana celular de un mamifero.

Existe una necesidad de métodos para tratar enfermedades causadas por mutacién en CFTR usando dichos
moduladores de actividad de CFTR.

Existe necesidad de métodos para modular la actividad de CFTR en una membrana celular de un mamifero ex vivo.

El documento WO 2006/002421 A2 se refiere a N-fenil quinolinona carboxamidas y a su uso médico en el
tratamiento de enfermedades inflamatorias y pulmonares.

Sumario de la invenciéon

Ahora se ha descubierto que compuestos de la presente invencion, y composiciones farmacéuticamente aceptables
de los mismos, son utiles como moduladores de la actividad de CFTR. Los compuestos tienen la Férmula general (1):

o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en la que R1, R2, R® y A se describen generalmente y en

clases y subclases que siguen a continuacion.

Estos compuestos y composiciones farmacéuticamente aceptables son Utiles para tratar o para disminuir la
gravedad de diversas enfermedades, trastornos, o afecciones asociadas con mutaciones en CFTR.

Descripcion detallada de la invencién
Descripcion General de Compuestos de la Invencion:

La presente invencion se refiere a compuestos de Formula (1) dtiles como moduladores de la actividad de CFTR:
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o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, en la que:

el anillo A se selecciona entre:

i ’iﬂ. h{fi:m
*r""%, ' T ¥

R' es -CF3, -CN, 0 -C=ECCH,N(CHs)z;

R%es hidrégeno, -CHs, -CF3, -OH, o -CH>0H;

R3es hidrégeno, -CHs, -OCHs, o -CN;

con la condicién de que tanto R? como R® no sean simultaneamente hidrégeno.

Compuestos y Definiciones:

Los compuestos de la presente invencion incluyen por lo general a los que se han descrito anteriormente, y ademas
se ilustran con las clases, subclases, y especies que se desvelan en el presente documento. Tal como se usa en el
presente documento, las siguientes definiciones se aplicaran un menos que se indique de otro modo.

La expresion "transportador de ABC" tal como se usa en el presente documento se refiere a una proteina
transportadora de ABC o un fragmento de la misma que comprende al menos un dominio de union, en el que dicha
proteina o fragmento de la misma esta presente in vivo o in vitro. La expresion "dominio de unién" tal como se usa
en el presente documento se refiere a un dominio en el transportador de ABC que se puede unir a un modulador.
Véase, por ejemplo, Hwang, T. C. et al., J. Gen. Physiol. (1998): 111 (3), 477-90.

El término "CFTR" tal como se usa en el presente documento se refiere a reguladores de la conductancia
transmembrana de la fibrosis quistica o a una mutacién de los mismos capaz de actividad reguladora, que incluye,
pero no se limita a, AF508 CFTR, R117H CFTR y G551D CFTR (véase, por ejemplo, http:
/lwww.genet.sickkids.on.ca/cftr/, para mutaciones de CFTR).

La expresion "que modula" tal como se usa en el presente documento se refiere a aumento o disminucién mediante
una cantidad mensurable.

La expresion "CFTR normal" o "funcién de CFTR normal" tal como se usa en el presente documento se refiere a
CFTR de tipo silvestre sin alteracion alguna debida a factores ambientales tales como tabaquismo, contaminacion, o
cualquier factor que produzca inflamacién de los pulmones.

La expresiéon "CFTR reducido" o "funcién de CFTR reducido” tal como se usa en el presente documento se refiere a
menos del CFTR normal o menos de la funciéon de CFTR normal.

Para fines de la presente invencion, los elementos quimicos se identifican de acuerdo con la Tabla Periddica de los
Elementos, version CAS, Manual de Quimica y Fisica, 75® Ed. Ademas, los principios generales de la quimica
organica se describen en "Organic Chemistry", Thomas Sorrell, University Science Books, Sausolito: 1999, y en
"March’s Advanced Organic Chemistry", 52 Ed., Ed.: Smith, M.B. y March, J., John Wiley & Sons, Nueva York: 2001.

Las combinaciones de sustituyentes previstas por la presente invencién son preferentemente las que dan como
resultado la formacién de compuestos estables quimicamente factibles. El término "estable", tal como se usa en el
presente documento, se refiere a compuestos que no se alteran basicamente cuando se someten a condiciones que
permiten su produccion, deteccion, y preferentemente su recuperacion, purificacion, y uso para uno o mas de los
fines que se desvelan en el presente documento. En algunas realizaciones, un compuesto estable o compuesto
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quimicamente factible es uno que no se altera basicamente cuando se mantiene a una temperatura de 40 °C o
inferior, en ausencia de humedad o de otras condiciones quimicamente reactivas, durante al menos una semana.

La expresion "grupo protector”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a un agente usado para
bloguear temporalmente uno o mas sitios reactivos deseados en un compuesto polifuncional. En determinadas
realizaciones, un grupo protector tiene una o mas, o preferentemente todas, las caracteristicas siguientes: a)
reacciona selectivamente con buen rendimiento para proporcionar un sustrato protegido que es estable a las
reacciones que se producen en uno o mas de los otros sitios reactivos; y b) se puede retirar de forma selectiva con
buen rendimiento por agentes que no atacan al grupo funcional regenerado. Los grupos protectores a modo de
ejemplo se detallan en Greene, T.W., Wuts, P. G en "Protective Groups in Organic Synthesis", Tercera Edicion, John
Wiley & Sons, Nueva York: 1999, y otras ediciones de este libro.

A menos que se indique de otro modo, las estructuras representadas en el presente documento también pretenden
incluir todas las formas y son médicas (por ejemplo, enantioméricas, diastereoméricas, y geométricas (o
conformacionales)) de la estructura; por ejemplo, las configuraciones Ry S para cada centro asimétrico, isémeros de
doble enlace (Z) y (E), e isébmeros conformacionales (Z) y (E). Por lo tanto, los isdbmeros estereoquimicos
individuales asi como mezclas enantioméricas, diastereoméricas, y geométricas (o conformacionales) de los
presentes compuestos estan dentro del alcance de la invencion; por ejemplo, los compuestos de Férmula (l) pueden
existir como tautémeros:

R O 0O e
wﬁ W
1
N a
H

N @.

v
N

Ademas, a menos que se indique de otro modo, las estructuras que se representan en el presente documento
también pretenden incluir compuestos que se diferencian solamente en la presencia de uno o mas atomos
enriquecidos isotdpicamente. Por ejemplo, los compuestos que tienen las estructuras presentes excepto por el
reemplazo de hidrégeno por deuterio o tritio, o el reemplazo de un carbono por un carbono enriquecido con Bco™C
estan dentro del alcance de la presente invencion. Dichos compuestos son utiles, por ejemplo, como herramientas
analiticas o sondas en ensayos bioldgicos. Dichos compuestos, en particular los compuestos que contienen atomos
de deuterio, pueden presentar propiedades metabdlicas modificadas.

Descripciéon de Compuestos a modo de Ejemplo:

La presente invencion proporciona un compuesto de Férmula (1):

r&ﬁ*@”

IO

Rt

PA

.’

o sales farmacéuticamente aceptables del mismo, en la que:

el anillo A se selecciona entre:
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*r”%, "-:”/Q_ e

{a) (b)

R' es -CF3, -CN, 0 -C=ECCH,N(CHs)z;
R%es hidrégeno, -CHs, -CF3, -OH, o -CH>0H;
R3es hidrégeno, -CHs, -OCHs, o -CN;

(©)

¥

KH H, _OH
PSS
0o ¥

(d)

con la condicién de que tanto R? como R® no sean simultaneamente hidrégeno.

En una realizacion, el anillo A es

e
(a).

En una realizacion, el anillo A es

A

(b).

En otra realizacion, el anillo A es

Ademas, en otra realizacion el anillo A es

1%

().

En una realizacion, R' es -CFs.
En otra realizacion, R' es -CN.
En otra realizacion, R' es -C=CCH,N(CHsa)».
En una realizacion, R2 es -CHs,

En otra realizacion, R? es -CF3.
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En otra realizacion, R? es -OH.

En otra realizacion, R? es -CH,OH.

En una realizacion, R® es -CH.

En una realizacion, R® es -OCH..

En otra realizacion, R® es -CN.

En una realizacion, R%es hidrégeno; y R®es -CHs, -OCHgs, o -CN.

En otra realizacion, R%es -CHjs, -CF3, -OH, 0 -CH20H; y R3es hidrégeno.

En varias realizaciones de la presente invencion, el anillo A es

Y

¥

R' es -CFs3, R? es hidrégeno; y R® es -CHs, -OCHs, o -CN. En otras reahzamones R' es -CN Ademas, en otras
realizaciones, R' es -C=ECCH,N(CHs),. En una realizacion, R® es -CHs. O, R® es -OCHs. O, R® es -CN.

En realizaciones adicionales de la presente invencion, el anillo A es

k4

R' es -CF3, R? es CH3, -CF3, -OH, o -CH,OH, y R% es h|drogeno En otras reahzamones R’ es CN. Ademas en
otras realizaciones, R' es -CECCH,N(CHs). En una realizacion, R? es -CHs. O, R? es -CF3. O, R es -OH. O, R? es -
CH,OH.

En varias realizaciones de la presente invencion, el anillo A es

e

L

R' es -CF3, R? es hidrégeno; y R® es -CHs, -OCHs3, o -CN En otras reahzamones R’ es -CN. Ademas, en otras
realizaciones, R' es -C=CH,N(CHs),. En una realizacion, R es -OCHs. O, R® es -CHs. O, R® es -CN.

En realizaciones adicionales de la presente invencion, el anillo A es

zf"‘%

L]

R' es -CFs3, R? es -CH3, -CF3, -OH, o0 -CH;OH, y R® es hldrogeno En otras reahzamones R’ es -CN. Ademas en
otras realizaciones, R' es -CECCH,N(CHs). En una realizacion, R? es -CHs. O, R? es -CF3. O, R es -OH. O, R? es -
CH,OH.
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En varias realizaciones de la presente invencion, el anillo A es

,'{N
R'es -CFs3, R? es hidrégeno; y R® es -CHs, -OCHs, o -CN. En otras reahzacmnes R' es -CN Ademas, en otras
realizaciones, R' es -C=ECCH,N(CHs),. En una realizacion, R® es -CHs. O, R® es -OCHs. O, R® es -CN.

En realizaciones adicionales de la presente invencion, el anillo A es

HO, K

AL

Y

R' es -CF3, R? es CH3, -CF3, -OH, o0 -CH20OH, y R® es hldrogeno En otras reahzamones R’ es -CN. Ademas en
otras realizaciones, R' es -C=*CCH,N(CHs). En una realizacion, R? es -CHs. O, R? es -CFs. O, R? es -OH. O, R* es
-CH20H.

*

En varias realizaciones de la presente invencion, el anillo A es

H: ;OH
&{N
R' es -CFs3, R? es hidrégeno; y R® es -CHs, -OCHs3, o -CN En otras reahzamones R' es -CN Ademas, en otras
realizaciones, R' es -C=ECCH,N(CHs),. En una realizacion, R® es -CHs. O, R® es -OCHs. O, R® es -CN.

En realizaciones adicionales de la presente invencion, el anillo A es

Y

R' es -CFs3, R? es CH3, -CF3, -OH, o -CH,OH, y R% es h|drogeno En otras reahzamones R’ es CN. Ademas en
otras realizaciones, R' es -C=ECCH2(CHs),. En una realizacion, R? es -CHs. O, R? es -CFs. O, R? es -OH. O, R® es -
CH,OH.

Los compuestos representativos de la presente invencion se exponen a continuacion en la Tabla 1 que sigue a
continuacion.

Tabla 1
2 3
u F
[ F—=F
F F—d=F !
gugp 0L :
2 ' o OF
%,. '
4 5 6

10
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(continuacion

)
H
E
e, i ,
E
F

%
8
S| AR a
F F
u Ciny :gS ¥ L.
9
11

10

1 H
e = SO
13

foagrdiNS ¥
YT O

Esquemas de Sintesis General

5 Los compuestos de la presente invencion se preparan faciimente con métodos conocidos en la técnica, tal como se
representa en el Esquema 1-3.

11
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Esguema 1. Preparacion de Compuestos de Formula (1).

2
R
NH»
H/Hal 1a
a

i : "Iloa
Hal T

H/Hal D OEt F .
HN. .
bcobd  ON 2a a

R1

e
{oA
H/Hal1e
O.N 2b
R,
doc f
-_' A P A ‘
2 0 0 2 o
R 3
OH R
! HaN k H
R, 2 R
N - N 1
H g H
1d |

a) (COR),CH=CH(OR), tolueno, calor; b) Dowtherm o difenil éter, reflujo, atmosfera de Ny;

¢} Retirada del grupo de bloqueo de halégeno si estuviera presente (por ejemplo, -Cl}, PdIC
H;, EtOH: d) retirada del grupo protector R con base o acido: e) CHiCN, EiN, calor; f) PdIC, Ha,
EtOH: g) HATU, EtsN, DMF o anhidrido ciclico del acido propil fosfonico (T3PE), piridina,

2-metiltetrahidrofurano.

El Esquema 1 representa un enfoque convergente de la preparacion de compuestos de Formula (1) a partir de los
derivados de benceno sustituido 1a y 2a. En la Ultima transformacion, la formacién de amidas a través de
acoplamiento del acido carboxilico 1d con la amina 2c para proporcionar un compuesto de Férmula (l) se puede
conseguir usando hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N’,N-tetrametiluronio (HATU) y trietilamina en
N,N-dimetil formamida (DMF) o anhidrido ciclico del acido propil sulfénico (T3P®) y piridina en 2-

12
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metiltetrahidrofurano. El acido carboxilico 1d se prepara a partir del derivado de benceno sustituido correspondiente
1a a través de una secuencia que comienza con la condensacién mediada por calor de 1a con un malonato
apropiado (CO2R);CH=CH(OR), en el que R es un grupo alquilo tal como metilo, etilo, o similar, para proporcionar
1b.

El compuesto 1b se convierte en el acido carboxilico 1d a través de una secuencia de tres etapas que incluyen
ciclacién intramolecular después de calentamiento a reflujo en Dowtherm o difenil éter (etapa b), seguido de retirada
(si fuera necesario) del grupo halo de bloqueo (etapa c) en condiciones de deshalogenacion catalizada con paladio y
saponificacion catalizada con acido o con base (etapa d). El orden de las etapas de desproteccion y saponificacion
se puede invertir; es decir, la etapa ¢ se puede producir antes de la etapa d, tal como se representa en el Esquema
1.

Haciendo referencia de nuevo al Esquema 1, el derivado de anilina 2c se puede preparar a partir del nitrobenceno 2a
a través de una secuencia de tres etapas. Por lo tanto, el acoplamiento del nitrobenceno 2a con una amina ciclica

3 tal como se define en el presente documento en presencia de trietilamina proporcionar compuesto 2b. La
reduccion de 2b catalizada con paladio proporciona la amina 2c.

Esquema 2. Preparacion de Compuestos de Formula ()

# ‘.‘

Hal '__,_..H :r A +|.-
; .~1 a |.lr "u
02N 2a
Br 3 OzN 4
Br
{A
H,N
Tyt
iOA
____N 2 \..*‘-".‘r

Ny
6

I/

a) DMSO, K,COs3, 80 °C; b)N,N-dimetilprop-2-in-1-amina, Pd(PPh3):Cl;, Cul, DMF,
TEA, 80 °C; c) Fe, FeS0;, H;0 a Zn, AcOH, H;0; d) HATU, EtzN, DMF o anhidrido
ciclico del acido propil fosfonico (T3P®), piridina, 2-metiltetrahidrofurano
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El Esquema 2 representa la sintesis de compuestos de Formula (1) que portan una cadena lateral de propinil amina.
Por lo tanto, el acoplamiento de nitrobenceno 2a, en el que Hal es bromuro, cloruro, o similar, con

l'-‘\
4 )
A
5
3 tal como se define en el presente documento en presencia de carbonato potasico en DMSO proporciona el
compuesto 4. El acoplamiento del compuesto 4 catalizado con paladio con N,N-dimetilprop-2-in-1-amina, seguido de
reduccion catalizada con hierro o cinc del resto nitro, proporciona la amina 5. El acoplamiento de la amina 5 con el
acido carboxilico 1d proporciona el compuesto 6 que es un compuesto de Férmula ().
10
Esquema 3. Preparacion de Compuestos de Formula (l) En los que R es Hu OH
R R
al I /(
HN% N
O,N 2a a O.N b
Rq 2 8
R1
R R
N’[ N
c
ON 9 HaN 10
Ry R
z )i
RJ
OH 2 0 O
NH1d T Nn 1
d
a) DMSO, K;COs, calor o CHyCN, TEA, calor ; b) PGX tal como TBDMSCL, base tal como
imidazol, DMF; ¢) Ha, PA/C, EtOH; d) HATU, EtsN, DMF o anhidrido ciclico del acido
propil fosfonico (TIP®M), piridina, 2-metiltetrahidrofurano; e)desproteccién de PG, tal como
HC], EtOH. PG =Grupo protector ; X = grupo saliente,
El Esquema 3 representa la sintesis de un compuesto de Férmula (1) en la que
"l'-‘\‘
u 2
15

3 es T7-azabiciclo[2.2.1]heptano, que soporta opcionalmente un grupo hidroxi exo o endo en la posicién 2. Los
aductos (+)-endo-7-azabiciclo[2.2.1]heptan-2-ol, (-)-endo-7-azabiciclo[2.2.1]heptan-2-ol, (+)-exo-7-
azabiciclo[2.2.1]heptan-2-ol, y (-)-exo-7-azabiciclo[2.2.1]heptan-2-ol sustituidos con hidroxi se pueden preparar
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usando procedimientos tal como se describen en Fletcher, S.R., et al., "Total Synthesis and Determination of the
Absolute Configuration of Epibatidine”, J. Org. Chem, 59, paginas 1771-1778 (1994). El 7-azabiciclo[2.2.1]heptano
en si mismo esta disponible en el mercado en Tyger Scientific Inc. 324 Stokes Avenue Ewing, NJ, 08638 Estados
Unidos de América.

Por lo tanto, del mismo modo que con las series de transformaciones que se resumen en los Esquemas 1y 2, el
acoplamiento del compuesto 2a con el biciclo[2.2.1] amina 7 proporciona el compuesto 8. Si el grupo hidroxi esta
presente en el compuesto 8, puede ser necesario proteger el grupo hidroxi con un grupo protector antes de
transformaciones posteriores. Por lo tanto, el tratamiento del compuesto 8 con cloruro de terc-butil dimetilsilo usando
condiciones conocidas proporciona el compuesto protegido 9 antes de reduccién del resto nitro para proporcionar la
amina 10. La formacion de amida con 1d (comparese con el Esquema 3) y la retirada del grupo protector hidroxi (si
fuera necesario) proporciona el compuesto 11 que es un compuesto de Férmula (1).

Usos, Formulacién y Administracion
Composiciones farmacéuticamente aceptables

En un aspecto de la presente invencion, se proporcionan composiciones farmacéuticamente aceptables, en las que
estas composiciones comprenden cualquiera de los compuestos tal como se describen en el presente documento, y
opcionalmente comprenden un excipiente, adyuvante o vehiculo farmacéuticamente aceptables. Ademas, en
determinadas realizaciones, estas composiciones comprenden opcionalmente uno o mas agentes terapéuticos
adicionales.

También se observara que determinados compuestos de la presente invencién pueden existir en forma libre para
tratamiento, o cuando sea apropiado, en forma de un derivado o un profarmaco farmacéuticamente aceptable del
mismo. Ademas, se observara que determinados compuestos de la presente invencidon pueden existir en forma libre
para tratamiento, o cuando sea apropiado, como un derivado farmacéuticamente aceptable profarmaco del mismo.
De acuerdo con la presente invencion, un derivado o un profarmaco farmacéuticamente aceptable incluye, pero no
se limita a, sales farmacéuticamente aceptables, ésteres, sales de dichos ésteres, o cualquier otro aducto o derivado
que después de la administracién a un paciente con necesidad es capaz de proporcionar, directa o indirectamente,
un compuesto tal como se describe de otro modo en el presente documento, o un metabolito o resto del mismo.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion "sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a las sales
que, dentro del alcance del criterio médico bien fundado, son adecuadas para uso en contacto con los tejidos de
seres humanos y animales inferiores sin toxicidad, irritacion, respuesta alérgica excesivas y similares, y estan de
acuerdo con una relacion razonable de beneficio/riesgo. Una "sal farmacéuticamente aceptable" se refiere a
cualquier sal no téxica o sal de un éster de un compuesto de la presente invencidon que, después de la
administraciéon a un receptor, es capaz de proporcionar, directa o indirectamente, un compuesto de la presente
invencion o un metabolito inhibitoriamente activo o resto del mismo.

Las sales farmacéuticamente aceptables son bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, S. M. Berge, et al. describen
sales farmacéuticamente aceptables en detalle en J. Pharmaceutical Sciences, 1977, 66, 1-19, que se incorporan en
el presente documento por referencia. Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos de la presente
invencion incluyen las derivadas de acidos y bases inorganicos y organicos adecuados. Ejemplos de sales de
adicién acida no toxicas, farmacéuticamente aceptables son sales de un grupo amino formadas con acidos
inorganicos, tales como acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido fosférico, acido sulfarico y acido perclérico o con
acidos organicos tales como acido acético, acido oxalico, acido maleico, acido tartarico, acido citrico, acido succinico
o acido maldnico o mediante el uso de otros métodos usados en la técnica tales como intercambio iénico.

Otras sales farmacéuticamente aceptables incluyen sales de adipato, alginato, ascorbato, aspartato,
bencenosulfonato, benzoato, bisulfato, borato, butirato, alcanforato, alcanforsulfonato, citrato,
ciclopentanopropionato, digluconato, dodecilsulfato, edisilato (etanodisulfonato), etanosulfonato, formiato, fumarato,
glucoheptonato, glicerofosfato, gluconato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, yodhidrato, 2-hidroxi-etanosulfonato,
lactobionato, lactato, laurato, lauril sulfato, malato, maleato, malonato, metanosulfonato, 2-naftalenosulfonato,
nicotinato, nitrato, oleato, oxalato, palmitato, pamoato, pectinato, persulfato, 3-fenilpropionato, fosfato, picrato,
pivalato, propionato, estearato, succinato, sulfato, tartrato, tiocianato, p-toluenosulfonato, undecanoato, valerato, y
similares. Las sales derivadas de bases apropiadas incluyen sales de metal alcalino, metal alcalinotérreo, amonio y
N*(alquilo C14)s. La presente invencién también concibe la cuaternizacién de cualquier grupo basico que contiene
nitrégeno de los compuestos que se desvelan en el presente documento. Mediante dicha cuaternizacion se pueden
obtener productos solubles o dispersables en agua o en aceite. Las sales representativas de metal alcalino o
alcalinotérreo incluyen sodio, litio, potasio, calcio, magnesio, y similares. Las sales adicionales farmacéuticamente
aceptables incluyen, cuando sea apropiado, cationes amonio, cuaternario amonio, y amina no toxicos formados
usando contraiones tales como haluro, hidréxido, carboxilato, sulfato, fosfato, nitrato, sulfonato de alquilo inferior y
sulfonato de arilo.
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Tal como se ha descrito anteriormente, las composiciones farmacéuticamente aceptables de la presente invencion
comprenden adicionalmente un excipiente, adyuvante o vehiculo farmacéuticamente aceptable que, tal como se usa
en el presente documento, incluye todos y cada uno de los disolventes, diluyentes, u otro vehiculo liquido,
adyuvantes de dispersidbn o suspension, agentes tensioactivos, agentes isoténicos, agentes espesantes o
emulgentes, conservantes, aglutinantes sélidos, lubricantes y similares, tal como sea adecuado para la forma de
dosificacion deseada en particular. Remington’s Pharmaceutical Sciences, Decimosexta Edicion, E. W. Martin (Mack
Publishing Co., Easton, Pa., 1980) desvela diversos vehiculos usados en la formulacion de composiciones
farmacéuticamente aceptables y técnicas conocidas para la preparacion de las mismas. Excepto en la medida en
que cualquier medio de vehiculo convencional sea incompatible con los compuestos de la invencion, tal como
mediante la producciéon de cualquier efecto biolégico no deseado o interactuando de otro modo de una manera
perjudicial con cualquier otro componente o componentes de la composicion farmacéuticamente aceptable, estando
su uso esta contemplado dentro del alcance de la presente invencion. Algunos ejemplos de materiales que pueden
servir como vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, intercambiadores i6nicos,
alumina, estearato de aluminio, lecitina, proteinas de suero, tal como albumina de suero humano, sustancias tampén
tales como fosfatos, glicina, acido soérbico, o sorbato potasico, mezclas parciales de glicéridos de acidos grasos
vegetales saturados, agua, sales o electrolitos, tales como sulfato de protamina, hidrogenofosfato disddico,
hidrogenofosfato potasico, cloruro sédico, sales de cinc, silice coloidal, trisilicato de magnesio, polivinil pirrolidona,
poliacrilatos, ceras, polimeros de bloque de polietileno-polioxipropileno, lanolina, azucares tales como lactosa,
glucosa y sacarosa; almidones tales como almidén de maiz y almidon de patata; celulosa y sus derivados tales como
carboximetil celulosa sdédica, etil celulosa y acetato de celulosa; tragacanto en polvo; malta; gelatina; talco;
excipientes tales como manteca de cacao y ceras para supositorio; aceites tales como aceite de cacahuete, aceite
de semilla 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 como oleato de etilo y laurato de etilo; agar; agentes
de tamponamiento tales como hidroxido de magnesio e hidroxido de aluminio; acido alginico; agua sin pirdgenos;
solucion salina isotonica; solucidon de Ringer; alcohol etilico, y soluciones de tampoén de fosfato, asi como otros
lubricantes compatibles no téxicos tales como lauril sulfato sddico y estearato de magnesio, asi como agentes
colorantes, agentes de liberacion, agentes de revestimiento, agentes edulcorantes, saborizantes y perfumantes,
conservantes y antioxidantes también pueden estar presentes en la composicion, de acuerdo con el criterio del
formulador.

Usos de Compuestos y Composiciones Farmacéuticamente Aceptables

Ademas en otro aspecto, la presente invencién proporciona un método para tratar o disminuir la gravedad de una
afeccion, enfermedad, o trastorno implicado con la mutaciéon de CFTR. En determinadas realizaciones, la presente
invencion proporciona un método para tratar una afeccion, enfermedad, o trastorno implicado con una deficiencia de
la actividad de CFTR, método que comprende la administracién de una composiciéon que comprende un compuesto
de Formula (I) a un sujeto, preferentemente un mamifero, con necesidad del mismo.

En determinadas realizaciones, la presente invencién proporciona un método para tratar enfermedades asociadas
con la funcién de CFTR reducido debido a mutaciones en la codificacion genética de CFTR o a factores ambientales
(por ejemplo, humo). Estas enfermedades incluyen, fibrosis quistica, bronquitis crénica, bronquitis recurrente,
bronquitis aguda, infertilidad masculina causada por ausencia bilateral congénita de los conductos deferentes
(CBAVD), infertilidad femenina causada por ausencia congénita del Utero y de la vagina (CAUV), pancreatitis cronica
idiopatica (ICP), pancreatitis idiopatica recurrente, pancreatitis idiopatica aguda, rinosinusitis crénica, colangitis
esclerosante primaria, aspergilosis broncopulmonar alérgica, diabetes, ojo seco, estrefiimiento, aspergilosis
broncopulmonar alérgica (ABPA), enfermedades éseas (por ejemplo, osteoporosis), y asma.

En determinadas realizaciones, la presente invencién proporciona un método para tratar enfermedades asociadas
con la funcién de CFTR normal. Estas enfermedades incluyen, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC),
bronquitis crénica, bronquitis recurrente, bronquitis aguda, rinosinusitis, estrefiimiento, pancreatitis que incluye
pancreatitis cronica, pancreatitis recurrente, y pancreatitis aguda, insuficiencia pancreatica, infertilidad masculina
causada por ausencia bilateral congénita de los conductos deferentes (CBAVD), enfermedad pulmonar leve,
pancreatitis idiopatica, enfermedad hepatica, enfisema hereditario, calculos biliares, enfermedad de reflujo
gastroesofagico, neoplasias gastrointestinales, enfermedad intestinal inflamatoria, estrefiimiento, diabetes, artritis,
osteoporosis, y osteopenia.

En determinadas realizaciones, la presente invencién proporciona un método para tratar enfermedades asociadas
con la funciéon de CFTR normal que incluye hemocromatosis hereditaria, deficiencias de coagulacion-fibrindlisis, tales
como deficiencia de proteina C, angioedema hereditario de Tipo 1, deficiencias de procesamiento de lipidos, tales
como hipercolesterolemia familiar, quilomicronemia de tipo 1, abetalipoproteinemia, enfermedades de
almacenamiento lisosémico, tales como enfermedad de células |/Pseudo-Hurler, mucopolisacaridosis, Sandhof/Tay-
Sachs, Crigler-Najjar de tipo Il, poliendocrinopatia/hiperinsulinemia, Diabetes mellitus, enanismo de Laron,
deficiencia de mieloperoxidasa, hipoparatiroidismo primario, melanoma, glucanosis CDG de tipo |, hipertiroidismo
congénito, osteogénesis imperfecta, hipofibrinogenemia hereditaria, deficiencia de ACT, Diabetes insipida (DI), DI
neurofiseal, DI nefrogénica, sindrome de Charcot-Marie Tooth, enfermedad de Perlizaeus-Merzbacher,
enfermedades neurodegenerativas tales como enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis
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lateral amiotrofica, paralisis supranuclear progresiva, enfermedad de Pick, diversos trastornos neuroldgicos de la
poliglutamina tales como Huntington, ataxia espinocerebelosa de tipo |, atrofia muscular espinal y bulbar, atrofia
dentatorrubo palidoluisiana, y distrofia miotdnica, asi como encefalopatias espongiformes, tales como enfermedad
de Creutzfeldt-Jakob hereditaria (debido a defectos de procesamiento de proteinas pridnicas), enfermedad de Fabry
Gerstmann, 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 lisosdmico, sindrome de Angelman, Disquinesia Ciliar Primaria
(PCD), PCD con situs inversus (también conocida como Sindrome de Kartagener), PCD sin situs inversus y aplasia
ciliar, o enfermedad de Sjogren, que comprende la etapa que administrar a dicho mamifero una cantidad eficaz de
una composicion que comprende un compuesto de la presente invencion.

De acuerdo con una realizacion preferente alternativa, la presente invencién proporciona un método para tratar
fibrosis quistica que comprende la etapa que administrar a dicho mamifero una composiciéon que comprende la etapa
que administrar a dicho mamifero una cantidad eficaz de una composicién que comprende un compuesto de la
presente invencion.

De acuerdo con la invencion, una "cantidad eficaz" del compuesto o composicién farmacéuticamente aceptable es la
cantidad eficaz para tratar o disminuir la gravedad de una o mas de las enfermedades, trastornos o afecciones tal
como se ha mencionado anteriormente.

Los compuestos y composiciones, de acuerdo con el método de la presente invencién, se pueden administrar
usando cualquier cantidad que cualquier via de administracion eficaz para tratar o disminuir la gravedad de una o
mas enfermedades, trastornos afecciones tal como se ha mencionado anteriormente.

En determinadas realizaciones, los compuestos y composiciones de la presente invencion son Utiles para tratar o
disminuir la gravedad de fibrosis quistica en pacientes que presentan actividad residual de CFTR en la membrana
apical de epitelios respiratorios y no respiratorios. La presencia de actividad residual de CFTR en la superficie
epitelial se puede detectar faciimente usando métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, técnicas
convencionales electrofisioldgicas, bioquimicas, o histoquimicas. Dichos métodos identifican la actividad de CFTR
usando técnicas electrofisioldgicas in vivo o ex vivo, medida de las concentraciones de CI" en sudor o saliva, o
técnicas bioquimicas o histoquimicas ex vivo para controlar la densidad de la superficie celular. Usando dichos
métodos, la actividad residual de CFTR se puede detectar facilmente en pacientes heterocigotos u homocigotos para
distintas mutaciones, incluyendo a pacientes homocigotos o heterocigotos para la mutaciéon mas comun, AF508.

En otra realizacion, los compuestos y composiciones de la presente invencion son Utiles para tratar o disminuir la
gravedad de la fibrosis quistica en pacientes que tienen actividad residual de CFTR inducida o aumentada usando
métodos farmacoldgicos o terapia genética. Dichos métodos aumentan la cantidad de CFTR presente en la
superficie celular, induciendo de este modo a una actividad de CFTR ausente hasta ahora en un paciente o
aumentando el nivel existente de actividad residual de CFTR en un paciente.

En una realizacion, los compuestos y composiciones de la presente invencion son Utiles para tratar o disminuir la
gravedad de la fibrosis quistica en pacientes dentro de determinados genéticos que presentan actividad residual de
CFTR, por ejemplo, mutaciones de clase lll (regulacion o apertura y cierre alteradas), mutaciones de clase IV
(conductancia alterada), o mutaciones de clase V (sintesis reducida) (Lee R. Choo-Kang, Pamela L., Zeitlin, Type |,
I, 1, IV, and V cystic fibrosis Tansmembrane Conductance Regulator Defects and Opportunities of Therapy; Current
Opinion in Pulmonary Medicine 6:521 - 529, 2000). Otros genotipos de pacientes que presentan actividad residual de
CFTR incluyen pacientes homocigotos para una de estas clases o heterocigotos con cualquier otra clase de
mutacion, que incluye mutaciones de clase |, mutaciones de clase I, o una mutacion que carece de clasificacion.

En una realizacion, los compuestos y composiciones de la presente invencion son Utiles para tratar o disminuir la
gravedad de la fibrosis quistica en pacientes dentro de determinados fenotipos clinicos, por ejemplo, un fenotipo
clinico de moderado a leve que por lo general se corresponde con la cantidad de actividad residual de CFTR en la
membrana apical de los epitelios. Dichos fenotipos incluyen pacientes que presentan insuficiencia pancreatica o
pacientes diagnosticados con pancreatitis idiopatica y ausencia bilateral congénita de los conductos deferentes, o
enfermedad pulmonar leve.

La cantidad exacta necesaria variara de sujeto a sujeto, dependiendo de las especies, edad, y estado general del
sujeto, la gravedad de la infeccion, el agente en particular, su modo de administracion, y similares. Los compuestos
de la invencion se formulan preferentemente en forma de dosificacion unitaria para facilitar la administracion y la
uniformidad de la dosificaciéon. La expresion "forma unitaria de dosificacién" tal como se usa en el presente
documento se refiere a una unidad fisicamente separada de agente apropiado para el paciente a tratar. Sin
embargo, se entenderd, que el uso diario total que los costos y composiciones de la presente invencion los decidira
el médico que prescribe dentro del alcance de juicio médico razonable. El nivel especifico de dosis eficaz para
cualquier paciente u organismo en particular dependera de diversos factores que incluyen el trastorno que se esta
tratando y la gravedad del trastorno; la actividad del compuesto especifico usado; la composicion especifica usada;
la edad, peso corporal, salud en general, sexo y dieta del paciente; el tiempo de administracion, via de
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administracion, y tasa de excrecion del compuesto especifico usado; la duracion del tratamiento; farmacos usados
en combinacién o simultaneos con el compuesto especifico usado, y factores similares bien conocidos en las
técnicas médicas. El término "paciente", tal como se usa en el presente documento, se refiere a un animal,
preferentemente un mamifero, y lo mas preferentemente un ser humano.

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

Las formas de dosificacion liquida para administracion oral incluyen, pero no se limitan a, emulsiones,
microemulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas de los
compuestos activos, las formas de dosificacion liquida pueden contener diluyentes inertes usados habitualmente en
la técnica tales como, por ejemplo, agua u otros disolventes, agentes de solubilizacion y emulgentes tales como
alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol de bencilo, benzoato de bencilo,
propilenglicol, 1,3-butilenglicol, dimetilformamida, aceites (en particular, aceites de semilla de algodén, cacahuete,
maiz, germen, oliva, ricino, y sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurfurilico, polietilenglicoles y ésteres de acidos
grasos de sorbitan, y mezclas de los mismos. Ademas de diluyentes inertes, las composiciones orales también
pueden incluir adyuvantes tales como agentes humectantes, emulgentes y agentes de suspension, edulcorantes,
saborizantes, y agentes perfumantes.

Las preparaciones inyectables, por ejemplo, suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables estériles se pueden
formular de acuerdo con la técnica conocida usando agentes dispersantes o humectantes y agentes de suspension
adecuados. La preparacion inyectable estéril también puede ser una solucidn, suspensién o emulsion inyectable
estéril en un diluyente o disolvente parenteralmente aceptable no téxico, por ejemplo, en forma de una solucién en
1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que se pueden usar estan agua, soluciéon de Ringer,
U.S.P. y solucion isotonica de cloruro sddico. Ademas, convencionalmente se usan aceites fijos, estériles como un
medio disolvente o de suspension. Para este fin, se puede usar cualquier aceite fijo suave incluyendo mono- o
diglicéridos sintéticos. Ademas, en la preparacion de inyectables se usan acidos grasos, tales como acido oleico.

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

Para prolongar el efecto de un compuesto de la presente invencion, a menudo es deseable ralentizar la absorcion
del compuesto a partir de inyeccidon subcutanea o intramuscular. Esto se puede conseguir mediante el uso de una
suspension liquida de material cristalino o amorfo con escasa solubilidad en agua. La tasa de absorcion del
compuesto depende a continuacion de su velocidad de disolucién que, a su vez, puede depender del tamano del
cristal y de la forma cristalina. Como alternativa, la absorcién retardada de una forma de compuesto administrado por
via parenteral se consigue por disolucion o suspension del compuesto en un vehiculo oleoso. Las formas inyectables
de liberaciéon prolongada se preparan mediante la formacion de matrices microencapsuladas del compuesto en
polimeros biodegradables tales como polilactida-poliglicélido. Dependiendo de la relacion de compuesto a polimero y
de la naturaleza del polimero usado en particular, se puede controlar la velocidad de liberaciéon del compuesto.
Ejemplos de otros polimeros biodegradables incluyen poli(ortoésteres) y poli(anhidridos). Las formulaciones
inyectables de liberacion prolongada también se preparan atrapando el compuesto en liposomas o microemulsiones
que son compatibles con los tejidos corporales.

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

Las formas de dosificacion sdélida para administracion oral incluyen capsulas, comprimidos, pildoras, polvos, y
granulos. En dichas formas de dosificacion sélida, el compuesto activo se mezcla con al menos un excipiente o
vehiculo farmacéuticamente aceptable tal como citrato sédico o fosfato dicalcico y/o a) cargas o diluyentes tales
como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol, y acido silicico, b) aglutinantes tales como, por ejemplo,
carboximetilcelulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidinona, sacarosa, y goma arabiga, c) humectantes tales como
glicerol, d) agentes disgregantes tales como agar--agar, carbonato de calcio, almidén de patata o de tapioca, acido
alginico, determinados silicatos, y carbonato sodico, €) agentes retardantes de la disolucion tales como parafina, f)
aceleradores de la absorcion 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)
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lubricantes tales como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles sélidos, lauril sulfato
sodico, y mezclas de los mismos. En el caso de capsulas, comprimidos y pildoras, la forma de dosificacién también
puede comprender agentes de tamponamiento.

Las composiciones soélidas de un tipo similar también se pueden usar como cargas en capsulas de gelatina rellenas
blandas y duras usando dichos excipientes tales como lactosa o azucar de la leche asi como polietilenglicoles de
alto peso molecular y similares. Las formas de dosificacion sélidas de comprimidos, grageas, capsulas, pildoras, y
granulos se puede preparar con revestimientos y cubiertas tales como revestimientos entéricos y otros
revestimientos bien conocidos en la técnica de la formulacion farmacéutica. Pueden contener opcionalmente agentes
de opacificidad y también pueden ser de una composiciéon de modo que liberen solamente el principio o principios
activos, o preferentemente, en una determinada parte del tracto intestinal, opcionalmente, de una forma retardada.
Ejemplos de composiciones de inclusidon que se pueden usar incluyen sustancias poliméricas y ceras. Las
composiciones solidas de un tipo similar también se pueden usar como cargas en capsulas de gelatina rellenas
blandas y duras usando dichos excipientes tales como lactosa o azucar de la leche asi como polietilenglicoles de
alto peso molecular y similares.

Los compuestos activos también pueden estar en forma microencapsulada con uno o mas excipientes tal como se
ha indicado anteriormente. Las formas de dosificacion sdélidas de comprimidos, grageas, capsulas, pildoras, y
granulos se pueden preparar con revestimientos y cubiertas tales como revestimientos entéricos, revestimientos
para el control de la liberacioén y otros revestimientos bien conocidos en la técnica de la formulacién farmacéutica. En
dichas formas de dosificacion sdlida, el compuesto activo se puede mezclar con al menos un diluyente inerte tal
como sacarosa, lactosa o almidén. Dichas formas de dosificacion también pueden comprender, como es una
practica habitual, sustancias adicionales distintas de diluyentes inertes, por ejemplo, lubricantes para formacion de
comprimidos y otros adyuvantes para formaciéon 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 de tamponamiento. Pueden contener opcionalmente agentes de opacificidad y también pueden
ser de una composicién que libere solamente el principio o principios activos, o preferentemente, en una
determinada parte del tracto intestinal, opcionalmente, de una forma retardada. Ejemplos de composiciones de
inclusién que se pueden usar incluyen sustancias poliméricas y ceras.

Las formas de dosificacion para administracion tépica o transdérmica de un compuesto de la presente invencion
incluyen pomadas, pastas, cremas, lociones, geles, polvos, soluciones, pulverizaciones, agentes para inhalaciéon o
parches. El componente activo se mezcla en condiciones estériles con un vehiculo farmacéuticamente aceptable y
cualquier conservante o tampoén necesario tal como sea necesario. Dentro del alcance de la presente invencion
también se contemplan formulaciones oftalmicas, gotas para los oidos, y gotas oculares. Ademas, la presente
invencion contempla el uso de parches transdérmicos, que tienen la ventaja afiadida de proporcionar la
administracion controlada de un compuesto en el organismo. Dichas formas de dosificacion se preparan por
disolucién o dispersion del compuesto en el medio apropiado. También se pueden usar potenciadores de la
absorcion para aumentar el flujo del compuesto a través de la piel. La velocidad se puede controlar proporcionando
una membrana para el control de la velocidad o por dispersion del compuesto en una matriz polimérica o gel.

La actividad de un compuesto usado en la presente invencién como un modulador de CFTR se puede someter a
ensayo de acuerdo con métodos que se describen generalmente en la técnica y en los Ejemplos en el presente
documento.

Ademas, se observara que los compuestos y composiciones farmacéuticamente aceptables de la presente invencion
se pueden usar en terapias de combinacion, es decir, los compuestos y composiciones farmacéuticamente
aceptables se pueden administrar simultaneamente con, antes de, o posteriormente a, uno u otros procedimientos
terapéuticos o meédicos deseados mas. La combinacién de terapias en particular (agentes terapéuticos o
procedimientos) a usar en un régimen de combinacién tendran en cuenta la compatibilidad de los agentes
terapéuticos y/o procedimientos deseados y el efecto terapéutico deseado a conseguir. También se observara que
las terapias usadas pueden conseguir un efecto deseado para el mismo trastorno (por ejemplo, un compuesto de la
invencion se puede administrar simultdneamente con otro agente usado para tratar el mismo trastorno), o pueden
conseguir efectos diferentes (por ejemplo, control de cualquier efecto adverso). Tal como se usa en el presente
documento, los agentes terapéuticos adicionales que se administran normalmente para tratar o prevenir una
enfermedad, o afeccion en particular, se conocen como "apropiados para la enfermedad, o afeccién, que se esta
tratando".

En una realizacion, el agente adicional se selecciona entre un agente mucolitico, un broncodilatador, un antibiético,
un agente antiinfeccioso, un agente antiinflamatorio, un modulador de CFTR distinto de un compuesto de la presente
invencion, o un agente nutricional. Ademas en una realizacion, el agente adicional es un modulador de CFTR distinto
de un compuesto de la presente invencion.

En una realizacion, el agente adicional es un antibidtico. Los antibidticos a modo de ejemplo Utiles en el presente

documento incluyen tobramicina, incluyendo polvo para inhalar de tobramicina (TIP), azitromicina, aztreonam,
incluyendo la forma en aerosol de aztreonam, amikacina, incluyendo formulaciones liposomales de la misma,
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ciprofloxacina, incluyendo formulaciones de la misma adecuadas para administracion por inhalacion, levoflaxacina,
incluyendo formulaciones en aerosol de la misma, y combinaciones de dos antibidticos, por ejemplo, fosfomicina y
tobramicina.

En otra realizacion, el agente adicional es un mucolitico. Los mucoliticos a modo de ejemplo utiles en el presente
documento incluyen Pulmozyme®.

En otra realizacion, el agente adicional es un broncodilatador. Los broncodilatadores a modo de ejemplo incluyen
albuterol, sulfato de metaprotenerol, acetato de pirbuterol, salmeterol, o sulfato de tetrabulina.

En otra realizacién, el agente adicional es eficaz para restaurar el liquido superficial de las vias respiratorias del
pulmén. Dichos agentes mejoran el movimiento de sal dentro y fuera de las celdas, lo que permite que la mucosidad
en la via respiratoria del pulmon se hidrate mas y, por lo tanto, se aclare mas facilmente. Dichos agentes a modo de
ejemplo incluyen soluciéon salina hipertonica, denufosol tetrasodio (hidrogenofosfato de [[(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-illmetoxi-hidroxifosforilJoxi-hidroxifosforilo]), o bronquitol (formulacién de manitol inhalado).

En otra realizacion, el agente adicional es un agente antiinflamatorio, es decir, un agente que puede reducir la
inflamacion en los pulmones. Dichos agentes a modo de ejemplo utiles en el presente documento incluyen
ibuprofeno, acido docosahexanoico (DHA), sildenafilo, glutation inhalado, pioglitazona, hidroxicloroquina, o
simavastatina.

En otra realizacion, el agente adicional reduce la actividad del bloqueador del canal de sodio epitelial (ENaC)
directamente mediante el bloqueo del canal o indirectamente mediante modulacién de proteasas que conducen a un
aumento de la actividad de ENaC (por ejemplo, serina proteasas, proteasas de activacion de canales). Dichos
agentes a modo de ejemplo incluyen camostat (un inhibidor de proteasas de tipo tripsina), QAU145, 552-02, GS-
9411, INO-4995, Aerolitico, y amilorida. Agentes adicionales que reducen la actividad del bloqueador del canal de
sodio epitelial (ENaC) se pueden encontrar, por ejemplo en la Publicacion de PCT N° W0O2009/074575.

Entre otras enfermedades que se describen en el presente documento, combinaciones de moduladores de CFTR,
tales como compuestos de Férmula |, y agentes que reducen la actividad de ENaC se usan para tratar el sindrome
de Liddle, una afeccion inflamatoria o alérgica que incluye fibrosis quistica, Disquinesia Ciliar Primaria, bronquitis
cronica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, asma, infecciones del tracto respiratorio, carcinoma de pulmoén,
xerostomia y queratoconjuntivitis sire, infecciones del tracto respiratorio (agudas y crénicas; viricas y bacterianas) y
carcinoma de pulmon.

Las combinaciones de moduladores de CFTR, tales como compuestos de Férmula |, y agentes que reducen la
actividad de ENaC tales utiles para tratar enfermedades mediadas por el bloqueo del canal de sodio epitelial y
también incluyen enfermedades otras enfermedades diferentes de las enfermedades respiratorias que se asocian
con la regulacion de andmala de fluidos a través de un epitelio, implicando quiza a la fisiologia anémala de los
liquidos protectores de superficie en su superficie, por ejemplo, xerostomia (boca seca) o queratoconjuntivitis sire
(ojo seco). Ademas, el bloqueo del canal de sodio epitelial en el rifion se podria usar para promover la diuresis y por
lo tanto inducir un efecto hipotensor.

El asma incluye asma tanto 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 la
infeccion bacteriana. Ademas, se debe entender que el tratamiento del asma incluye el tratamiento de sujetos, por
ejemplo, en menos de 4 o 5 afos de edad, que presentan sintomas de sibilancias y que se diagnostica no se pueden
diagnosticar como "nifios con sibilancias", una categoria de pacientes establecida como de preocupacién médica
principal y que en la actualidad se identifican a menudo como asmaticos incipientes o en fase temprana. (Por
conveniencia, esta afeccion asmatica en particular se denomina "sindrome del nifio sibilante"). La eficacia profilactica
en el tratamiento del asma se pondra en evidencia mediante la frecuencia reducida o la gravedad del ataque
sintomatico, por ejemplo, de ataque asmatico o broncoconstrictor agudo, mejora de la funcion pulmonar o mejora de
la hiperreactividad de las vias respiratorias. Ademas, se puede poner de evidencia mediante la necesidad reducida
de otra terapia sintomatica, es decir terapia para o destinada a restringir o a abortar el ataque sintomatico cuando se
produce, por ejemplo, antiinflamatorio (por ejemplo, corticosteroides) o broncodilatador. El beneficio profilactico en el
asma, en particular, puede ser evidente en sujetos propensos a "depresion matutina”. La "depresién matutina" es un
sindrome asmatico reconocido, comun a un porcentaje sustancial de asmaticos y que se caracteriza por ataque de
asma, por ejemplo, entre las obras de aproximadamente 4-6 am, es decir, normalmente en un punto temporal
basicamente alejado de una terapia para el asma sintomatica administrada previamente.

La enfermedad pulmonar obstructiva crénica incluye bronquitis crénica o disnea asociada con la misma, enfisema,
asi como intensificacion de la hiperreactividad de las vias respiratorias consecuente con otra terapia farmacolégica,
en particular, con otra terapia farmacolégica inhalada. En algunas realizaciones, las combinaciones de moduladores
de CFTR, tales como compuestos de Férmula I, y agentes que reducen la actividad de ENaC son utiles para
tratamiento de bronquitis de cualquier tipo o génesis que incluye , por ejemplo, bronquitis aguda, araquidica, catarral,
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crupal, crénica o ftinoidea.

En otra realizacion, el agente adicional es un modulador de CFTR distinto de un compuesto de formula |, es decir, un
agente que tiene el efecto de modular la actividad de CFTR. Dichos agentes a modo de ejemplo incluyen ataluren
("PTC124®"; acido 3-[5-(2-fluorofenil)-1,2,4-oxadiazol-3-illbenzoico), sinapultida, lancovutida, depelestat (un inhibidor
de la elastasa neutrdfila recombinante humana), cobiprostona (acido 7-{(2R, 4aR, 5R, 7aR)-2-[(3S)-1,1-difluoro-3-
metilpentil]-2-hidroxi-6-oxooctahidro-ciclopenta[b]piran-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 realizacién, el agente
adicional es el acido (3-(6-(1-(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-il)ciclopropanocarboxamido)-3-metilpiridin-2-
illbenzoico.

En otra realizacion, el agente adicional es un agente nutricional. Dichos agentes a modo de ejemplo incluyen
pancrelipasa (reemplazo de enzimas pancreaticas), que incluye Pancrease®, Pancreacarb®, Ultrase®, o Creon®,
Liprotomase® (anteriormente Trizytek®), Aquadeks®, o inhalacién de glutation. En una realizacion, el agente
nutricional adicional es pancrelipasa.

La cantidad de agente terapéutico adicional presente en las composiciones de la presente invencion no sera superior
a la cantidad que se administre normalmente en una composiciéon que comprende ese agente terapéutico como el
Unico agente activo. Preferentemente, la cantidad de gente terapéutico adicional en las composicién es que se
desvelan en la actualidad variara de aproximadamente un 50 % a un 100 % de la cantidad normalmente presente en
una composicion que comprende ese agente como el Unico agente terapéuticamente activo.

Los compuestos de la presente invencidon o composiciones farmacéuticamente aceptables de los mismos también se
pueden incorporar en composiciones para el revestimiento de un dispositivo médico implantable, tal como proétesis,
valvulas artificiales, injertos vasculares, endoprétesis vasculares y catéteres. Por consiguiente, la presente invencion,
en otro aspecto, incluye una composicion para revestir un dispositivo implantable que comprende un compuesto de
la presente invencion tal como generalmente se ha descrito anteriormente, y en clases y subclases en el presente
documento, y un vehiculo adecuado para revestir dicho dispositivo implantable. Ademas en otro aspecto, la presente
descripcion incluye un dispositivo implantable revestido con una composicion que comprende un compuesto de la
presente invencion tal como generalmente se ha descrito anteriormente, y en clases y subclases en el presente
documento, y un vehiculo adecuado para revestir dicho dispositivo implantable. Los revestimientos adecuados y la
preparacion general de dispositivos implantables revestidos se describen en las Patentes de Estados Unidos N°
6.099.562; N° 5.886.026; y N° 5.304.121. Por lo general, los revestimientos son materiales poliméricos
biocompatibles tales como un polimero de hidrogel, polimetildisiloxano, policaprolactona, polietilenglicol, acido
polilactico, etileno vinil acetato, y mezclas de los mismos. Los revestimientos adicionalmente pueden estar
opcionalmente cubiertos con una capa final adecuada de fluorosilicona, polisacaridos, polietilenglicol, fosfolipidos o
combinaciones de los mismos para transmitir caracteristicas de liberacién controlada en la composicion.

Otro aspecto de la invencion se refiere a la modulacion de la actividad del CTFR en una muestra bioldgica (in vitro),
método que comprende poner en contacto dicha muestra bioldgica con un compuesto de Formula (I) o una
composicion que comprende dicho compuesto. La expresion "muestra bioldgica”, tal como se usa en el presente
documento, incluye, sin limitacion, cultivos celulares o extractos de los mismos; material biopsiado 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 modulacion de la actividad del CTFR en una muestra bioldgica es util para diversos fines que son conocidos por
un experto en la materia. Los ejemplos de dichos fines incluyen, pero no se limitan a, el estudio del CTFR en
fendmenos bioldgicos y patolégicos; y la evaluacion comparativa de nuevos moduladores del CTFR.

Ademas, en otra realizacion, se proporciona un método para modular la actividad de un canal aniénico in vivo, que
comprende la etapa de poner en contacto dicho canal con un compuesto de Férmula (I). En realizaciones
preferentes, el canal anidnico es un canal de cloruro o un canal de bicarbonato. En otras realizaciones preferentes,
el canal aniénico es un canal de cloruro.

De acuerdo con la realizacién alternativa, la presente invencion proporciona un método in vitro para aumentar el
numero de CFTR funcionar en una membrana de una célula, que comprende la etapa de poner en contacto dicha
célula con un compuesto de Formula (1).

De acuerdo con otra realizacion preferente, la actividad del CFTR se mide mediante la medida del potencial de
voltaje transmembrana. Los medios para medir el potencial de voltaje a través de una membrana en la muestra
biolégica pueden usar cualquiera de los métodos conocidos en la técnica, tales como ensayo del potencial de
membrana optica u otros métodos electrofisioldgicos.

El ensayo del potencial de membrana optica usa sensores de FRET sensibles al voltaje que se describen en

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, y Gonzalez, J. E. y R. Y. Tsien (1997) "Improved indicators of cell
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membrane potential that use fluorescence resonance energy transfer" Chem Biol 4 (4): 269-77) en combinacion con
instrumentacion para medir cambios de fluorescencia tales como el Lector de Sonda de Voltaje/lones (VIPR) (Véase,
Gonzalez, J. E., K. Oades, et al. (1999) "Cell-based assays and instrumentation for screening ion-channel targets"
Drug Discov Today 4 (9): 431-439).

Estos ensayos sensibles al voltaje se basan en el cambio en la transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia (FRET) entre el colorante sensible al voltaje, soluble en la membrana, DiISBAC»(3), y un fosfolipido
fluorescente, CC2-DMPE, que esta unido a la hoja mas externa de la membrana plasmatica y actia como un dador
de FRET. Los cambios en el potencial de membrana (Vi) provocan que el DiISBAC,(3) cargado negativamente se
redistribuya a través de la membrana plasmatica y que la cantidad de transferencia de energia desde CC2-DMPE
cambie en consecuencia. Los cambios en la emisiéon de fluorescencia se pueden controlar usando VIPR™ II, que es
un manipulador de liquidos y detector fluorescente integrados disefiado para realizar identificaciones sistematicas a
base de células en placas de microtitulacion de 96 o 384 pocillos.

En otro aspecto, la presente invencidén proporciona un kit para uso en la medida de la actividad del CTFR o un
fragmento del mismo en una muestra bioldgica in vitro o in vivo que comprende (i) una composicidon que comprende
un compuesto de Formula (I) 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 CTFR o un fragmento del mismo.
En una realizacion, el kit puede comprender adicionalmente instrucciones para a) poner en contacto una
composicion adicional con la muestra bioldgica; b) medir la actividad de dicho CTFR o un fragmento del mismo en
presencia de dicho compuesto adicional, y c) comparar la actividad del CTFR en presencia del compuesto adicional
con la densidad del CTFR en presencia de una composicion de Férmula (l). En realizaciones preferentes, el kit se
puede usar para medir la densidad de CFTR.

Para que la invenciéon que se describe en el presente documento se pueda entender mas completamente, se
exponen los siguientes ejemplos. Se deberia entender que estos ejemplos son solamente para fines ilustrativos y no
se deben interpretar como limitantes de la presente invencion de ninguna manera.

Procesos y Compuestos Intermedios para Preparar Compuestos de Férmula (I)

Otro aspecto de la invencion se refiere a un proceso para preparar un compuesto de Férmula (Ic):

R

&

(Ic)

\
[
£

o sales farmacéuticamente aceptables del mismo, en el que el proceso comprende:

(a) hacer reaccionar el acido de férmula 1d con una amina de férmula 2c para proporcionar un
compuesto de Formula (Ic)

R 9 © N LA
R.‘i et -
o A
N HN 1 R?
R
1d 2c ('ic)

en la que:

el Anillo A se selecciona entre:
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n’-"% [ [ R _H \_ore
N :
Yy Tqu ,OE“Q

(a) () (d)

a (b) c

en la que

R' es -CF3, -CN, 0 -C=ECCH,N(CHs)z;

R%es hidrégeno, -CHs, -CF3, -OH, o -CH>0H;

R® es hidrégeno, -CHs, -OCHs, o -CN; con la condicién de que tanto R? como R® no sean simultaneamente
hidrégeno, y

R? es hidrogeno o un grupo protector de sililo seleccionado entre el grupo que consiste en trimetilsililo (TMS),
terc-butildifenilsillo  (TBDPS), terc-butildimetilsillo ~ (TBDMS), triisopropilsilio  (TIPS), 'y [2-
(trimetilsilil)etoxilmetilo (SEM).

En una realizacion, la reaccién del acido de féormula 1d con la amina de férmula 2c se produce en un disolvente en
presencia de hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N’,N-tetrametiluronio (HATU) y trietilamina o en un
disolvente en presencia de anhidrido ciclico del acido propil fosfonico (T3P®) y piridina. Mas particularmente, el
disolvente comprende N,N-dimetil formamida, acetato de etilo, o 2-metiltetrahidrofurano.

En otra realizacion, R? es hidrégeno o TBDMS.

En otra realizacion, R* es TBDMS.

En otra realizacion, el proceso comprende una etapa de desproteccion adicional; por ejemplo, cuando el anillo A es

R H
3N
©
4]
ORs
N
@

en el que R? es un grupo protector de sililo, para generar un compuesto de Férmula (Ic), en el que el anillo A es

HOH

©
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Por lo general, la retirada de un grupo protector de sililo requiere tratamiento con acido tal como acido acético o un
acido mineral diluido o similar, aunque se pueden usar otros reactivos, tales como una fuente de ién fluoruro (por

ejemplo, fluoruro de tetrabutilamonio).

En el proceso, la amina de férmula 2c¢ se prepara a partir de un compuesto de férmula 2a que comprende las etapas
de:

(a) hacer reaccionar el compuesto de férmula 2a con una amina de férmula 3 para proporcionar
el compuesto de férmula 2b
en la que:

.-.., FL g

A A
-—-———l-
O.N" ; O,N
R
2a b
HalesF,Cl, Br,ol;y
la amina de férmula 3 es
RO

OR®
HN
HN g I'W% HMQ’

(b) reducir el compuesto de férmula 2b a la amina de férmula 2c.

y

En una realizacion del proceso para preparar la amina de féormula 2c, la amina de férmula 3 en la etapa (a) se
genera in situ a partir de las sal de amonio cuaternario correspondiente, tal como una sal de clorhidrato de amina,
aunque también se pueden usar otras sales de amonio (por ejemplo, la sal de trifluoracetato).

En una realizacion de la etapa (a) para formar la amina de férmula 2c, cuando la amina de formula 3 es
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RO H
H OR:
HN HNQ’
o ' ’
R? es hidrégeno o TBDMS. Mas particularmente, R* es TBDMS.

En otra realizacién, la etapa (a) se produce en un disolvente aprético polar en presencia de una base de amina
terciaria. Ejemplos de aminas terciarias que se pueden usar incluyen trietilamina, diisopropiletii amina, 1,5-
diazabiciclo[4.3.0lnon-5-eno  (DBN), 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jlundec-7-eno (DBU), 1,4- diazabiciclo[2.2.2]octano
(DABCO) y piridina. Ejemplos de disolventes que se pueden usar incluyen N,N-dimetil formamida, sulféxido de
dimetilo o acetonitrilo.

En una realizacion, la base de amina terciaria es trietilamina.
En otra realizacion, la etapa (a) se produce en acetonitrilo en presencia de trietilamina.

En otra realizacion, la temperatura de reaccién en la etapa (a) estda entre aproximadamente 75 °C y
aproximadamente 85 °C.

En otra realizacion, el tiempo de reaccion para la etapa (a) esta entre aproximadamente 2 y aproximadamente 30
horas.

En una realizacion del proceso para preparar la amina de féormula 2c, la etapa (b) se produce en un disolvente
prético polar o una mezcla de disolventes proéticos polares en presencia de un catalizador de paladio. Cuando el
catalizador es el paladio, el disolvente en la etapa (b) por lo general es un disolvente prético polar tal como un
alcohol. Mas particularmente, comprende metanol o etanol.

En otra realizacion, la etapa (b) se produce en un disolvente prético polar, tal como agua, en presencia de Fe y
FeSO4 0 Zn y AcOH.

Otro aspecto de la invencion se refiere un proceso para preparar un compuesto de Formula (Ic):

-
R
'

A

R, O O ¥
R, N
I H Ry
()

o sales farmacéuticamente aceptables del mismo, que comprende las etapas de:

(a) hacer reaccionar un compuesto de férmula 2a con una amina de formula 3 para proporcionar un compuesto
de formula 2b

Hal ka": ;~..,::
3 .
o.N ON
R, 9
2a 2b .

(b) convertir el compuesto de férmula 2b en la amina de formula 2c a través de reduccion
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(c) hacer reaccionar la amina de férmula 2c con un acido de formula 1d para proporcionar
un compuesto de Formula (Ic)

R 0 O | O A

RY

S AP S S ¥ e o
N HN
H R‘l
1d - 2c (lc)

enelque Hales F, Cl, Br,o0 |;
la amina de férmula 3 es

RO
URH
HN
HN G HNQ" HNQ,

y
el anillo A se selecciona entre:

% H A _ore

(a) (b) (c) (d)

en la que

R es - CF3, CN o-C= CCHzN(CH3)2,

R es hidroégeno, -CHjs, -CF3, -OH, o -CH;OH;

R3es hidrégeno, -CHs, -OCHgs, o -CN;

con la condicién de que tanto R? como R® no sean simultaneamente hidrégeno, y

R? es hidrogeno o un grupo protector de sililo seleccionado entre el grupo que consiste en trimetilsililo (TMS),
terc-butildifenilsillo ~ (TBDPS), terc-butildimetilsillo ~ (TBDMS), triisopropilsillo  (TIPS), y [2-
(trimetilsilil)etoxilmetilo (SEM).

En una realizacion, la amina de férmula 3 en la etapa (a) se genera in situ a partir de la sal de amonio cuaternario
correspondiente, tal como una sal de clorhidrato de amina, aunque también se pueden usar otras sales de amonio
(por ejemplo, la sal de trifluoroacetato).

En una realizacion de la etapa (a) para formar la amina de féormula 2c, cuando la amina de formula 3 es
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H OR?
HH HN
o
, R? es hidrégeno o TBDMS. Mas particularmente, R* es TBDMS.
En otra realizacién, la etapa (a) se produce en un disolvente aprético polar en presencia de una base de amina
terciaria. Los ejemplos de aminas terciarias que se pueden usar incluyen trietilamina, diisopropiletii amina, 1,5-
diazabiciclo[4.3.0]non-5-eno  (DBN), 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno  (DBU), 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano
(DABCO) y piridina.
En una realizacion, la base de amina terciaria es trietilamina.

En otra realizacion, la etapa (a) se produce en acetonitrilo en presencia de trietilamina.

En otra realizacion, la temperatura de reaccion en la etapa (a) estd en que aproximadamente 75 °C y
aproximadamente 85 °C.

En otra realizacion, el tiempo de reaccion para la etapa (a) esta entre aproximadamente 2 y aproximadamente 30
horas.

En una realizacion del proceso para preparar la amina de féormula 2c, la etapa (b) se produce en un disolvente
prético polar o una mezcla de disolventes proticos polares en presencia de un catalizador de paladio. Cuando el
catalizador es el paladio, el disolvente en la etapa (b) por lo general es un disolvente prético polar tal como un
alcohol. Mas particularmente, el disolvente comprende metanol o etanol.

En otra realizacion, la etapa (b) se produce en un disolvente prético polar, tal como agua, en presencia de Fe y
FeSO4 0 Zn y AcOH.

En una realizacién de la etapa (c), la reaccion del acido de formula 1d con la amina de férmula 2c se produce en un
disolvente en presencia de hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N’,N-tetrametiluronio (HATU) y
trietilamina o en un disolvente en presencia de anhidrido ciclico del acido propil fosfénico (T3P®) y piridina. Mas
particularmente, el disolvente comprende N,N-dimetil formamida, acetato de etilo, o 2-metiltetrahidrofurano.

En otra realizacion, R? es hidrégeno o TBDMS.

En otra realizacion, R* es TBDMS.

En otra realizacion, el proceso comprende una etapa de desproteccion adicional; por ejemplo, cuando el anillo A es

HﬂDH

(c)

oRe
N

(d)

en el que R? es un grupo protector de sililo, para generar un compuesto de Formula (1), en el que el anillo A es
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Por lo general, la retirada de un grupo protector de sililo requiere tratamiento con acido tal como acido acético o un
acido mineral diluido o similar, aunque se pueden usar otros reactivos, tales como una fuente de ién fluoruro (por

ejemplo, fluoruro de tetrabutilamonio).

Otro aspecto de la invencion se refiere a un compuesto que es

; A:':
ON
Ry ,
en el que el anillo A es
N% R2 H X OR?
- N N
Y ¥ ‘.k ¥ ¥ 0
(a) (b) (c) (d)

en el que
R' es -CF3, -CN, 0 -CECCH,N(CHs)z, y
R* es un grupo protector de sililo seleccionado entre el grupo que consiste en trimetilsililo (TMS), terc-
butildifenilsililo (TBDPS), terc-butildimetilsillo (TBDMS), triisopropilsillo (TIPS), y [2-(trimetilsilil)etoxilmetilo
(SEM).

Otro aspecto de la invencion se refiere a un compuesto que es

en el que el anillo A es
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A ﬁq

(a) (€) (d)

en la que
5 R' es -CF3, -CN, 0 -CECCH,N(CHs)a, ¥
R* es un grupo protector de sililo seleccionado entre el grupo que consiste en trimetilsililo (TMS), terc-
butildifenilsililo (TBDPS), tferc-butildimetilsillo (TBDMS), triisopropilsillo (TIPS), y [2-(trimetilsilil)etoxilmetilo
(SEM).

10 Otro aspecto de la invencion se refiere a un compuesto de Férmula (1A):

1&5* Q
(IAL

o sales farmacéuticamente aceptables del mismo, en la que:
15

se selecciona entre

RO H H oRe
T A
(c) , 0 )

en la que

20 R es - CF3, CN o-C= CCHzN(CH3)2,
R es hidroégeno, -CHjs, -CF3, -OH, o -CH,OH;
R3es hidrégeno, -CHs, -OCHgs, o -CN;
con la condicién de que tanto R? como R® no sean simultaneamente hidrégeno, y
R* es un grupo protector de sililo seleccionado entre el grupo que consiste en trimetilsililo (TMS), terc-
25 butildifenilsililo (TBDPS), tferc-butildimetilsillo (TBDMS), triisopropilsillo (TIPS), y [2-(trimetilsilil)etoxilmetilo
(SEM).

Otro aspecto de la invencion se refiere a un compuesto de Férmula (1)

29



ES 2 483 690 T3

PA
Re Y
" I N
"
N
H
@3
o sales farmacéuticamente aceptables del mismo, en el que:
5 el Anillo A se selecciona entre:
N% N &s
ig Y e o %
(a) (b) (c) (d)
en la que
10

R' es -CF3, -CN, 0 -C=ECCH,N(CHs)z;

R%es hidrégeno, -CHs, -CF3, -OH, o -CH>0H;

R3es hidrégeno, -CHs, -OCHs, o -CN;

con la condicién de que tanto R? como R® no sean simultaneamente hidrégeno; preparado mediante cualquiera
15 de los procesos que se desvelan en el presente documento.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un compuesto seleccionado entre el grupo que consiste en:

= )

Aoy o .;’Hiﬂ_' n|=
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preparado mediante cualquiera de los procesos que se desvelan en el presente documento.

Compuesto Intermedio 1: acido 4-oxo-5-(trifluorometil)-1,4-dihidroquinolina-3-carboxilico (17). La sintesis del

compuesto del titulo se representa en el Esquema 4.
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Preparacion de 2-((2-cloro-5-(trifluorometil)fenilamino)metilen)malonato de dietilo (14). 2-Cloro-5-
(trifluorometil)anilina 12 (200 g, 1,023 mol), 2-(etoximetilen)malonato de dietilo 13 (276 g, 1,3 mol) y tolueno (100 ml)
se combinaron en una atmadsfera de nitrégeno en un matraz de fondo redondo de 1 |, de tres bocas equipado con un
condensador Dean-Stark. La solucién se calentd con agitacion a 140 °C y la temperatura se mantuvo durante 4 h. La
mezcla de reaccién se enfrié a 70 °C y se afnadio lentamente hexano (600 ml). La suspension resultante se agité y
se permitié que calentara a temperatura ambiente. El sélido se recogi6 por filtracion, se lavo con acetato de etilo al
10 % en hexano (2 x 400 ml) y a continuacién se seco al vacio para proporcionar un soélido de color blanco (350 g,
rendimiento de un 94 %) como el producto de condensacion deseado de 2-((2-cloro-5-(trifluorometil)fenilamino)
metilen) malonato de dietilo 14. RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 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 (¢, J = 7,1 Hz, 2 H),
1,27 (m, 6H).

Preparacion de 8-cloro-4-oxo-5-(trifluorometil)-1,4-dihidroquinolina-3-carboxilato de etilo (15). Un matraz de 1
I, de 3 bocas se cargdé con Dowtherm® (200 ml, 8 ml/g), que se desgasificé a 200 °C durante 1 h. El disolvente se
calent6 a 260 °C y se cargo en porciones durante 10 min con 2-((2-cloro-5-(trifluorometilfenilamino)metilen)malonato
de dietilo 14 (25 g, 0,07 mol). La mezcla resultante se agité a 260 °C durante 6,5 horas (h) y el producto secundario
de etanol resultante se retird por destilacion. La mezcla se dejé enfriar lentamente a 80 °C. Se afiadié hexano (150
ml) lentamente durante 30 minutos (min), seguido de una cantidad adicional de 200 ml de hexano afiadidos en una
porcién. La suspension se agitd hasta que hubo alcanzado temperatura ambiente. El solido se filtrd, se lavd con
hexano (3 x 150 ml), y a continuacién se sec6 al vacio para proporcionar 8-cloro-4-oxo-5-(trifluorometil)-1,4-
d|h|drqu|noI|na -3-carboxilato de etilo 15 en forma de un sélido de color castafio (13,9 g, rendimiento de un 65 %).
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=7,1Hz, 2H), 1,29 (t, J= 7,1 Hz, 3H).

Preparacion de 4-oxo-5-(trifluorometil)-1H-quinolina-3-carboxilato de etilo (16). Un matraz de 5 |, de 3 bocas se
cargd con 8-cloro-4-oxo-5-(trifluorometil)-1,4-dihidroquinolina-3-carboxilato de etilo 15 (100 g, 0,3 mol), etanol (1250
ml), 12,5 ml/g) y trietilamina (220 ml, 1,6 mol). El recipiente se cargé a continuacién con 10 g de Pd al 10 %/C
(humedo al 50 %) a 5 °C. La reaccion se agit6 vigorosamente en la atmdsfera de hidrogeno durante 20 h a 5 °C, en
otros al cual la mezcla de reaccioén se concentré hasta un volumen de aproximadamente 150 ml. El producto, 4-oxo-
5-(trifluorometil)-1H-quinolina-3-carboxilato de etilo 16, en forma de una suspension con Pd/C, se llevo directamente
a la siguiente etapa.

Preparacion de acido 4-oxo-5-(trifluorometil)-1,4-dihidroquinolina-3-carboxilico (17). 4-Oxo-5-(trifluorometil)-
1H-quinolina-3-carboxilato de etilo 16 (58 g, 0,2 mol, suspensiéon de reaccion en bruto que contiene Pd/C) se
suspendié en NaOH (814 ml de 5 M, 4,1 mol) en un matraz de 1 | con un condensador de reflujo y se calenté a 80 °C
durante 18 h, seguido de asentamiento adicional a 100 °C durante 5 h. La reaccion se filtré caliente a través de
Celite compactado para retirar Pd/C y el Celite se aclaré con NaOH 1 N. El filtrado se acidificé a aproximadamente
pH 1 para obtener un precipitado de color blanco, espeso. El precipitado se filtrd y a continuacion se aclaré con agua
y acetonitrilo frio. A continuacién, el sélido se secé al vacio para proporcionar acido 4-oxo-5-(trifluorometil)-1 4-
dihidroquinolina-3-carboxilico 17 en forma de un solido de color blanco (48 g, rendimiento de un 92 %). RMN 'H
(400,0 MHz, DMSO-dg) 6 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).

Compuesto Intermedio 2: 4-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-(trifluorometil)anilina (21). La sintesis del
compuesto del titulo se representa en el Esquema 5.
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Esquema 5
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Preparacion de 7-[4-nitro-3-(trifluorometil)fenil]-7-azabiciclo[2.2.1]heptano (20). A un matraz que contiene
clorhidrato de 7-azabiciclo[2.2.1]heptano 7a (4,6 g, 34,43 mmol, obtenido en Tyger Scientific Inc., 324 Stokes
Avenue, Ewing, NJ, 08638 Estados Unidos de América, en una atmoésfera de nitrégeno se afiadié una solucion de 4-
fluoro-1-nitro-2-(trifluorometil)lbenceno 18 (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 calenté a 80 °C en una atmosfera de nitrégeno durante 16 h. La mezcla
de reaccion se dejo enfriar y después se repartié entre agua y diclorometano. La fase organica se lavé con HCI 1 M,
se secO sobre Na»SO., se filtré y se concentré a sequedad. La purificacion por cromatografia sobre gel de silice
(acetato de etilo al 0-10 % en hexanos) proporciond 7-[4-nitro-3- (trlfluorometll)fenll] -7-azabiciclo[2.2.1]heptano 19
(7,2 g, rendimiento de un 88 %) en forma de un sdlido 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).

Preparacion de 4-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-(trifluorometil)anilina (20). Un matraz cargado con 7-[4-nitro-
3-(trifluorometil)fenil]-7-azabiciclo[2.2.1]heptano 19 (7,07 g, 24,70 mmol) y Pd al 10 %/C (0,71 g, 6,64 mmol) se
evacuo y a continuacion se lavé abundantemente con nitrégeno. Se afiadié etanol (22 ml) y el matraz de reaccion se
equip6 con un globo de hidrogeno. Después de agitar vigorosamente durante 12 h, la mezcla de reaccion se purgd
con nitrogeno y Pd/C se retird por filtracion. El filtrado se concentré hasta un aceite de color oscuro a presion
reducida y el residuo se purificd por cromatografia sobre gel de silice (acetato de etilo al 0-15 % en hexanos) para
proporcionar 4-(7-azabiciclo[2.2.1] heptan -7-il)-2-(trifluorometil)anilina 20 en forma de un soélido de color purpura
(5,76 g, rendimiento de un 91 %). RMN 'H (400,0 MHz, DMSO-ds) 5 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) and 1,35 (d, J = 6,8 Hz, 4H).

Compuesto Intermedio 3: 2-amino-5-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)benzonitrilo (23). La sintesis del compuesto
del titulo se representa en el Esquema 6.

Esquema 6

H g“

D‘EH' Eﬂ"‘G. dh 01“ HE‘}Hi 15 min Hﬂq
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M N N
Fy | 7a 2 23

Preparacion de 5-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-nitrobenzonitrilo (22). A una solucion de 5-fluoro-2-
nitrobenzonitrilo 21 (160 mg, 0,96 mmol) en acetonitrilo (1 ml) se afadié lentamente clorhidrato de 7-
azabiciclo[2,2.1]heptano 7a (129 mg, 0,96 mmol) y trietilamina (244 mg, 335,7 pl, 2,41 mmol). La reaccion se agitd a
60 °C durante 4 h. La reaccion se interrumpié con agua, se acidific6 con HCI 1 N a pH 1, y se extrajo con
diclorometano (3 x 10 ml). Las fases organicas combinadas se lavaron con agua, se seco sobre MgSOy, se filtrd y se
concentrd para proporcionar 5-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-nitrobenzonitrilo 22 (205 mg, rendimiento de un 87
%). LCIMS m/z 244,3 [M+H]", tiempo de retencién 1,69 min (RP-C1g, CH3CN al 10-99 %/TFA al 0,05 % durante 3
min).

Preparacion de 2-amino-5-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)benzonitrilo (23). Un matraz cargado con 5-(7-
azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-nitrobenzonitrilo 22 (205 mg, 0,8427 mmol) y Pd al 10 %/C (41 mg, 0,39 mmol) se lavé
abundantemente con nitrégeno y a continuacion se evacu6 al vacio. Se afiadio metanol (4 ml) en una atmédsfera de
nitrégeno y el matraz se equipo con un globo de hidrogeno. Después de agitar durante 15 min, el Pd/C se retiré por
filtracion y el disolvente se retird6 a presion reducida para proporcionar 2-amino-5-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-
il)benzonitrilo 23 (170 mg, rendimiento de un 95 %). RMN 'H (400,0 MHz, DMSO-ds) & 7,02 (dd, J = 2,8, 9,0 Hz, 1H),
6,87 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 6,68 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 5,36 (s, 2H), 4,09 (s, 2H), 1,59 (d, J = 6,8 Hz, 4H), 1,34 (d, J= 6,8
Hz, 4H).
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Compuesto Intermedio 4: 4-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-(3-(dimetilamino)prop-1-inil)anilina (27). La
sintesis del compuesto del titulo se representa en el Esquema 7.

Esquema 7
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Preparacion de 7-(3-bromo-4-nitrofenil)-7-azabiciclo[2.2.1]heptano (25). A una solucién de 2-bromo-4-fluoro-1-
nitro-benceno 24 (1,1 g, 4,8 mmol) y K,COs (2,0 g, 14,3 mmol) en DMSO (8,400 ml) se afadi6 7-
azabiciclo[2.2.1]heptano 7a (765,4 mg, 5,7 mmol) en porciones. La reaccion se agité a 80 °C durante 24 h. La
reaccion se diluy6 con agua para precipitar el producto. El solido se disolvié de nuevo en diclorometano, se lavé con
HCI 1,0 N, se secdé sobre MgSO. se filir6 y se concentrd6 para proporcionar 7-(3-bromo-4-nitrofenil)-7-
azabiciclo[2.2.1]heptano 25 (1,1 g, rendimiento de un 78 %). El producto en bruto se usé directamente en la
siguiente etapa. LC/MS m/z 299,1 [M+H]", tiempo de retencién 1,97 min (RP-C1g, CH3CN al 10-99 %/ TFA al 0,05 %
durante 3 min).

Preparacion de 3-[5-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-nitro-fenil]-N,N-dimetil-prop-2-in-1-amina (26). A 7-(3-
bromo-4-nitro-fenil)-7-azabiciclo[2.2.1]heptano 25 (500 mg, 1,683 mmol), Pd(PPhs).Cl, (59 mg, 0,08 mmol) y
yoduro cuproso (9,616 mg, 1,708 ul, 0,05049 mmol) se afadié una solucion de N,N-dimetilprop-2-in-1-amina (420
mg, 538 ul, 5,05 mmol) en DMF desgasificada (5 ml) y trietilamina (5 ml). La mezcla de reaccion se calenté en
microondas en atmédsfera de N2 durante 10 min a 100 °C. La reaccion se diluyd con acetato de etilo, se lavé con una
solucion saturada de bicarbonato sédico al 50 % (2 x 20 ml), agua, y salmuera. La solucion se sec6 sobre NaxSO4
anhidro y se filtrd, proporcionando un sélido de color rojo. La purificacion por cromatografia sobre gel de silice
(diclorometano al 0-50 % en acetato de etilo) proporcionéd 3-[5-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-nitro-fenil]-N,N-
dimetil-prop-2-in-1-amina 26 (400 mg, rendimiento de un 79 %). LC/MS m/z 300,5 [M+H]", tiempo de retencion 1,11
min (RP-C+s, CH3CN al 10-99 %/TFA al 0,05 % durante 3 min).

Preparacion de 4-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-(3-dimetilaminoprop-1-inil)anilina (27). 3-[5-(7-
Azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-nitro-fenil]-N,N-dimetil-prop-2-in-1-amina 26 (340 mg, 1,14 mmol), hierro (634 mg,
11,36 mmol) y heptahidrato de sulfato ferroso (316 mg, 1,136 mmol) se suspendieron en agua (1 ml) y se calent6 a
reflujo durante 20 min. La reaccion se filtr6 y el sélido se lavé con metanol y diclorometano. El filtrado se concentro6 y
se purificd por cromatografia sobre gel de silice usando (metanol al 0-5 % en diclorometano) para proporcionar 4-(7-
azabiciclo[2.2.1]hep-tan-7-il)-2-(3-dimetilaminoprop-1-inil)anilina 27 (148 mg, rendimiento de un 48 %). LC/MS m/z
270,3 [M+H]", tiempo de retencién 0,25 min (RP-C1s, CH3CN al 10-99 %/TFA al 0,05 % durante 3 min).

Compuesto Intermedio 5: exo-4-(2-(terc-butildimetilsililoxi)-7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-
(trifluorometil)anilina (30). La sintesis del compuesto del titulo se representa en el Esquema 8.
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Preparacion de exo-7-[4-nitro-3-(trifluorometil)fenil]-7-azabiciclo[2.2.1] heptan-5-ol (28). A un matraz que
contiene exo-7-azabiciclo[2.2.1]heptan-2-ol 7b (0,86 g, 5,74 mmol) en una atmdsfera de nitrégeno se afiadié una
solucién de 4-fluoro-1-nitro-2-(trifluorometil)benceno 18 (1 g, 4,78 mmol) y trietilamina (1,45 g, 2,0 ml, 14,35 mmol)
en acetonitrilo (8 ml). La reaccién se calentd a 84 °C en una atmodsfera de nitrégeno durante 22 h. La mezcla de
reaccion se dejo enfriar y después se repartio entre agua y acetato de etilo. Las fases se separaron y la fase acuosa
se extrajo dos veces con acetato de etilo. Las fases organicas combinadas se secaron sobre Na,SOy, se filtro, y se
concentr6 a sequedad. La purificacion por cromatografia sobre gel de silice (acetato de etilo al 0-50 % en hexanos)
proporciond exo-7-[4-nitro-3-(trifluorometil)fenil]-7-azabiciclo[2.2.1]heptan-5-ol 28 en forma de un sdlido de color
amarillo (0,67 g, rendimiento de un 46 %). LC/MS m/z 303,3 [M+H]", tiempo de retencion 1,51 min (RP-C1g, CH3CN
al 10-99 %/TFA al 0,05 % durante 3 min).

Preparacion de exo-terc-butil-dimetil-[[7-[4-nitro-3-(trifluorometil)fenil]-7-azabiciclo[2.2.1]hep-tan-5-
ilJoxi]silano 29. Terc-butil-cloro-dimetil-silano (197 mg, 1,267 mmol) se afadié a una solucién de 4H-imidazol (144
mg, 2,171 mmol) en DMF (0,5 ml). Cuando se detuvo el burbujeo de la solucién, se afnadid exo-7-[4-nitro-3-
(trifluorometil)fenil]-7-azabiciclo[2.2.1]heptan-5-ol 28 (255 mg, 0,84 mmol) en forma de una solucién en DMF (0,6 ml)
y se agitd a temperatura ambiente durante 14 h. La reaccion se interrumpi6 con agua y se extrajo dos veces con éter
dietilico, se seco sobre MgSQ., se filtrd y se concentré hasta un aceite incoloro. La purificacion por cromatografia
sobre gel de silice (diclorometano al 0-40 % en hexanos) proporciond exo-terc-butil-dimetil-[[7-[4-nitro-3-
(trifluorometiI)feniI]-7-azabicicIo¥2.2.1]heptan-5-il]oxi]silano 29 (318 mg, rendimiento de un 90 %) en forma de un
aceite de color amarillo. RMN 'H (400,0 MHz, DMSO- dg) 6 8,01 (d, J = 9,2 Hz, 1H), 7,29 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 7,19
(dd, J =2,6, 9,2 Hz, 1H), 4,60 (t, J = 4,4 Hz, 1H), 4,47 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 4,07 (dd, J = 2,0, 6,8 Hz, 1H), 1,94 (dd, J =
6,4, 12,8 Hz, 1H), 1,71 - 1,47 (m, 3H), 1,39 - 1,32 (m, 2H), 0,65 (s, 9H), 0,03 (s, 6H).

Preparacion de exo-4-[5-terc-butil(dimetil)sililloxi-7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il]-2-(trifluorometil)anilina (30).
Un matraz que contiene paladio sobre carbono activado (10 % en peso, 30 mg, 0,28 mmol) se evacud, se purgd con
N2, y se cargd con una solucion de exo-terc-butil-dimetil-[[7-[4-nitro-3-(trifluorometil )fenil]-7-azabiciclo[2.2.1]heptan-5-
ilJoxi]silano 29 (301 mg, 0,72 mmol) en etanol (3 ml). El matraz se evacud y a continuacion se equip6 con un globo
de Hy y se agitd durante 4 h a temperatura ambiente. La mezcla se filtr6 y se concentré a sequedad para producir
exo-4-[5-[terc-butil(dimetil)sililJoxi-7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il]-2-(trifluorometil)anilina 30 (268 mg, rendimiento de
un 96 %) en forma de un solido de color blanquecino. RMN H (400,0 MHz, DMSO-dg) 6 6,92 (dd, J = 2,4, 8,8 Hz,
1H), 6,77 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 6,70 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 4,84 (s, 2H), 4,11 (t, J = 4,4 Hz, 1H), 3,91 - 3,89 (m, 2H), 1,82
(dd, J=7,1,12,3 Hz, 1H), 1,54 - 1,39 (m, 3H), 1,20 -1,16 (m, 2H), 0,79 (s, 9H), 0,02 (s, 6H).

Compuesto Intermedio 6: endo-4-(2-(terc-butildimetilsililoxi)-7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-
(trifluorometil)anilina (34). La preparacion del compuesto del titulo se representa la en el Esquema 9.
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Preparacion de 7-azabiciclo[2.2.1]heptan-5-ona (31). A una solucion de dicloruro de oxalilo (165 mg, 113 pl, 1,27
mmol) en diclorometano (3 ml) en una atmdsfera de nitrégeno a -78 °C se afadié una solucion de DMSO (199 mg,
180 pl, 2,54 mmol) en diclorometano (0,7 ml) gota a gota. La mezcla de reaccion se dejé en agitacion durante 30 min
y a continuacion una solucién de exo-7-[4-nitro-3-(trifluorometil)fenil]-7-azabiciclo[2.2.1]heptan-5-ol 28 (320 mg, 1,06
mmol) en diclorometano (2,5 ml) se afiadié gota a gota. La reaccién se agit6 durante un periodo adicional de una
hora a -78 °C, y a continuacion ftrietilamina (536 mg, 738 ul, 5,30 mmol) se afiadié gota a gota y la reaccion se
calento a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se diluyé con diclorometano, se repartié entre diclorometano
y agua, y las fases se separaron. La fase acuosa se extrajo una vez more con diclorometano. Las fases organicas
combinadas se secaron sobre Na,SOy, se filtrd y se concentrd hasta un aceite de color amarillo. La purificaciéon por
cromatografia sobre gel de silice (acetato de etilo al 0-30 % en hexanos) proporcioné 7-[4-nitro-3-(trifluorometil)fenil]-
7-azabiciclo[2.2.1]heptan-5-ona 31 (266 mg, rendimiento de un 84 %) en forma de un solido de color amarillo. RMN
'H (400,0 MHz, DMSO- dg) 5 8,06 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 7,47 (d, J = 2,4 Hz, 1H), 7,39 (dd, J = 2,6, 9,1 Hz, 1H), 4,98 (t,
J=4,5Hz, 1H), 4,84 (d, J = 5,4 Hz, 1H), 2,44 (d, J = 3,1 Hz, 1H), 2,23 (d, J = 16 Hz, 1H), 2,00 - 1,92 (m, 1H), 1,88 -
1,70 (m, 2H), 1,66 - 1,60 (m, 1H).

Preparacion de endo-7-[4-nitro-3-(trifluorometil)fenil]-7-azabiciclo[2.2.1] heptan-5-ol (32). A una solucién de 7-
[4-nitro-3-(trifluorometil)fenil]-7-azabiciclo[2.2.1]heptan-5-ona 31 (261 mg, 0,87 mmol) en THF (11 ml) a -55 °C en
una atmdsfera de nitrégeno se afiadié una solucion de trisec-butil-borohidruro de litio (1,04 ml de 1 M, 1,04 mmol)
gota a gota. Después de 30 min, la mezcla de reaccion se transfiri6 a un bafio de agua enfriada con hielo y se
continud con la agitacion. La mezcla de reaccion se inactivé con metanol (1,2 ml) a 0 °C. La mezcla de reaccién se
repartié entre diclorometano/agua, se separd y la fase acuosa se extrajo dos veces mas con diclorometano. Las
fases organicas se combinaron, se seco sobre Na;SO., se filtrd, y se concentré a sequedad. La purificacion por
cromatografia sobre gel de silice (acetato de etilo al 0-50 % en hexanos) proporciond endo-7-[4-nitro-3-
(trifluorometil)fenil]-7-azabiciclo[2.2.1] heptan-5-ol 32 (222 mg, rendimiento de un 84 %) en forma de un sélido de
color amarillo. RMN "H (400,0 MHz, DMSO- ds) 5 8,01 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 7,27 (d, J = 3,0 Hz, 1H), 7,22 (dd, J = 2,6,
9,1 Hz, 1H), 5,17 (d, J = 4,4 Hz, 1H), 4,49 (t, J = 4,9 Hz, 1H), 4,44 (t, J =4,5 Hz, 1H), 4,16 - 4,10 (m, 1H), 2,20 - 2,06
(m, 2H), 1,67 - 1,44 (m, 3H), 1,09 (dd, J = 3,5, 12,4 Hz, 1H).

Preparacion de endo-terc-butil-dimetil-[[7-[4-nitro-3-(trifluorometil)fenil]-7-azabiciclo[2.2.1]heptan-5-
ilJoxi]silano (33). Terc-butilclorodimetilsilano (168 mg, 1,08 mmol) se afadié a una solucién de 4H-imidazol (122
mg, 1.80 mmol) en DMF (425,3 pl). Cuando se detuvo el burbujeo de la solucion, se afiadié endo-7-[4-nitro-3-
(trifluorometil)fenil]-7-azabiciclo[2.2.1]heptan-5-ol 32 (217 mg, 0,72 mmol) en forma de una soluciéon en DMF (1 ml) y
se agité a temperatura ambiente durante 14 h. La reaccion se interrumpié con agua y se extrajo dos veces con éter
dietilico, se seco sobre MgSO,, se filtrd, y se concentrd hasta un aceite incoloro. La purificacién por cromatografia
sobre gel de silice (diclorometano al 0-40 % en hexanos) proporciond endo-terc-butil-dimetil-[[7-[4-nitro-3-
(trifluorometiI)feniI]-7-azabicicIo;2.2.1]heptan-5-il]oxi]silano 33 (251 mg, rendimiento de un 84 %) en forma de un
aceite de color amarillo. RMN 'H (400,0 MHz, DMSO-ds) & 8,01 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 7,32 (d, J = 2,3 Hz, 1H), 7,26
(dd, J = 2,5, 9,1 Hz, 1H), 4,54-4,51 (m, 2H), 4,29 - 4,26 (m, 1H), 2,20-2,11 (m, 2H), 1,67 - 1,45 (m, 3H), 1,08 (dd, J =
3,2, 12,4 Hz, 1H), 0,88 (s, 9H), 0,07 (d, J = 2,6 Hz, 6H).

Preparacion de endo-4-[5-[terc-butil(dimetil)sililJoxi-7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il]-2-(trifluorometil)anilina
(34). Un matraz que contiene paladio sobre carbono activado (10 % en peso, 24 mg, 0,23 mmol) se evacud y a
continuacion se purgé en una atmdsfera de nitrogeno. A esto se afiadioé una solucién de endo-terc-butil-dimetil-[[7-[4-
nitro-3-(trifluorometil)fenil]-7-azabiciclo[2.2.1]heptan-5-il]oxi]silano 33 (240 mg, 0,58 mmol) en etanol (5 ml). La
mezcla de reaccion se evacud, a continuacion se equipd con un globo de H, y se agitdé durante 4 h a temperatura
ambiente. La mezcla se filtr6 y se concentré a sequedad para producir endo-4-[5-[terc-butil(dimetil)sililJoxi-7-

36



10

15

20

25

30

ES 2 483 690 T3

azabiciclo[2.2.1]heptan- 7 -il]-2-(trifluorometil)anilina 34 (222 mg, rendimiento de un 100 %) en forma de un sdlido de
color blanquecino. RMN 'H (400,0 MHz, DMSO- ds) 5 6,95 (dd, J = 2,4, 8,8 Hz, 1H), 6,79 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 6,72 (d,
J =8,8 Hz, 1H), 4,91 (s, 2H), 4,24 - 4,19 (m, 1H), 4,06 - 4,03 (m, 2H), 2,12 - 1,99 (m, 2H), 1,55 - 1,53 (m, 1H), 1,42 -
1,36 (m, 2H), 0,96 (dd, J = 3,2, 12,2 Hz, 1H), 0,87 (s, 9H), 0,05 (s, 6H).

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

La preparacion del compuesto del titulo se representa en el Esquema 10.

Esquema 10
& N’—Q
Tap, piridina
o ST Q
H e
CF3
17 20 Compuesto Ejemplo 3

A una solucién de acido 4-oxo-5-(trifluorometil)-1H-quinolina-3-carboxilico 17 (9,1 g, 35,39 mmol) y 4-(7-
azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-(trifluorometil)anilina 20 (9,2 g, 35,74 mmol) en 2-metiltetrahidrofurano (91,00 ml) se
afadié anhidrido ciclico del acido propil fosfénico (T3P, solucion 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 una atmosfera de nitrogeno. Después de enfriar a temperatura ambiente, la reaccion se diluyé a continuacion con
acetato de etilo y se interrumpié con solucion saturada de Na.COs3 (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 seco sobre
NazSO., se filtrd y se concentrd hasta un solido de color marrén. El producto soélido en bruto se suspendié en acetato
de etilo/éter dietilico (2:1), se recogi6 por filtracion al vacio, y se lavd dos veces mas con acetato de etilo/éter dietilico
(2:1) para proporcionar el producto en forma de un polvo cristalino de color amarillo claro. El polvo se disolvio en
caliente acetato de etilo y se absorbi6 sobre Celite. La purificacion por cromatografia sobre gel de silice (acetato de
etilo al 0-50 % en diclorometano) proporcioné N-(4-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-(trifluorometil)fenil)-4-oxo-5-
(trifluorometil)-1,4-dihidroquinolina-3-carboxamida en forma de un sdlido cristalino de color blanco (13,5 g,
rendimiento de un 76 %). LC/MS mlz 496,0 [M+H]’, tiempo de retencién 1,48 min (RP-C1s, CH3CN al 10-99 %/TFA al
0,05 % durante 3 min). RMN "H (400,0 MHz, DMSO-dg) & 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).

Sal de HCI en Forma A del Compuesto Ejemplo 3 clorhidrato de N-(4-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-
(trifluorometil)fenil)-4-oxo-5-(trifluorometil)-1,4-dihidroquinolina-3-carboxamida (Forma A-HCI).

F DMSO g& i. PAIC, Hg (9) &
/@’ - N 2-MeTHF thCI
OzN L Lb o 2N/© ii. HCI () |, :N/@
3

19 20 HCI
CFy O OH
: I [o} N .HC
N 17
T3P, piridina, 2-MeTHF CF; O HN

ii. HCI {g) r CFy
M
H

Compuesto Efemplo 3
Sal de Clorhidrato de Forma A
{Forma A-HCI)
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Preparacion de 7-[4-nitro-3-(trifluorometil)fenil]-7-azabiciclo[2.2.1]heptano (19). 4-fluoro-1-nitro-2-
(trifluorometil)benceno (18) (901 g) se afiadié en un recipiente con camisa de 30 |. Se afadieron carbonato sédico
(959,1 g) y 5| de dimetilsulfoxido (DMSO) y la mezcla se agité en una atmdsfera de nitrégeno. Se afiadié clorhidrato
de 7-azabiciclo[2.2.1]heptano (7a) (633,4 g) al recipiente en porciones. La temperatura de la mezcla se elevo
gradualmente hasta 55 °C, y la reaccion se controlé por HPLC. Cuando el sustrato era menor de un 1 % del AUC, la
reaccion se consideré completa. A continuacion, la mezcla se diluyd con 10 vol. de 2-metiltetrahidrofurano y se lavo
con 5,5 vol. de agua tres veces esta que no quedaba DMSO en la fase acuosa tal como se determina por HPLC,
para dar 7-[4-nitro-3-(trifluorometil)fenil]-7-azabiciclo[2.2.1]heptano (19) en 2-metiltetrahidrofurano (rendimiento de
aproximadamente un 95 %).

Preparacion de sal de clorhidrato de 4-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-(trifluorometil)anilina (20 HCI). Paladio
sobre carbono (150 g, 5 % en p/p) se cargd en un Hidrogenador Buchi (20 | de capacidad) en una atmdsfera de
nitrégeno, seguido de la adicién de 7-[4-nitro-3-(trifluorometil)fenil]-7-azabiciclo[2.2.1]heptano (19) (1500 g) y 2-
metiltetrahidrofurano (10,51, 7 vol). Se cargé gas hidrégeno en el hidrogenador cerrado a una presion de 50 kPa. Se
aplicé un vacio durante aproximadamente 2 min, seguido de la introduccién del gas hidrégeno a una presion de 50
kPa. Este proceso se repitio 2 veces. El gas hidrégeno se cargo a continuacion de forma continua a la mezcla a una
presion de 50 kPa. A continuacion, la mezcla se agité a una temperatura entre 18 y 23 °C por enfriamiento de la
camisa del recipiente. Se aplicé un vacio al recipiente cuando no se consumia mas hidrégeno y cuando no se
presentaba una exotermia adicional. A continuacion, se cargo el gas nitrogeno en el recipiente a 50 kPa y se volvié a
aplicar un vacio, seguido de una segunda carga de 50 kPa de gas nitrégeno. Cuando la HPLC de una alicuota
filtrada mostr6 que no permanecia nada del 7-[4-nitro-3-(trifluorometil)fenil]-7-azabiciclo[2.2.1]heptano (19) (por
ejemplo, < 0,5 %), la mezcla de reaccidn se transfiri6 a un matraz de recepcidon en una atmdsfera de nitrogeno a
través de un embudo de filtracion usando un filtro de Celite. La torta de filtro de Celite se lavd con 2-
metiltetrahidrofurano (3 I, 2 vol). Los lavados vy el filtrado se cargaron en un recipiente equipado con agitacion, control
de temperatura, y una atmésfera de nitrégeno. Se afiadié HCI 4 M en 1,4-dioxano (1 vol) continuamente durante 1 h
en el recipiente a 20 °C. La mezcla se agité durante un periodo adicional de 10 h (o durante una noche), se filtro, y
se lavo con 2-metiltetrahidrofurano (2 vol) y se sec6é para generar 1519 g de la sal de clorhidrato de 4-(7-
azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-(trifluorometil)anilina (20-HCI) en forma de un sélido cristalino de color blanco
(rendimiento de aproximadamente un 97 %).

Preparacion alternativa de sal de clorhidrato de 7-[4-amino-3-(trifluorometil)fenil]-7-azabiciclo[2.2.1]heptano (20-HCI).

% i) 5% PAIC, Hz (g). N%
HCI
CF.

N 2-MeTHF)
iy HC1 4 N en 1.4-dioxano
'DZN - HaN

CF; 2
19 20-HCI

En un Hidrogenador Buchi (20 | de capacidad), se introdujo paladio sobre carbono (al 5 % en p/p) (150 g) en
atmosfera de nitrégeno seguido de la adicion de 7-[4-nitro-3-(trifluorometil)fenil]-7-azabiciclo[2.2.1]heptano 19 (1500
g) y 2-metil-tetrahidrofurano (10,5 |, 7 vol). Se cargd gas hidrégeno en el recipiente a una presion 50 kPa. Se aplico
brevemente un vacio (2 min), seguido de la introduccién de gas hidrégeno a una presion de 50 kPa. Este proceso se
repitié 2 veces mas, y a continuacion se cargé el gas hidrogeno al hidrogenador de forma continua a 50 kPa, y
comenzo la agitacion. La temperatura de la mezcla de reaccion se mantuvo de 18 a 23 °C por enfriamiento de la
camisa del recipiente. Se aplicd un vacio al recipiente cuando no se consumia mas gas hidrégeno y a continuacion
no se observaba ninguna exotermia adicional. A continuacion, se cargd gas nitrégeno al recipiente, y se volvié a
aplicar un vacio, seguido de una carga de gas nitrégeno a 50 kPa. La reaccién se consideré completa cuando una
HPLC de una alicuota filtrada mostrd que no se detectaba 7-[4-nitro-3-(trifluorometil)fenil]-7-azabiciclo[2.2.1]heptano
(= 0,5 %). A continuacion, la mezcla de reaccion se filtré a través de Celite. La suspension restante se transfirié a un
matraz de recepcion en atmosfera de gas nitrégeno a través de un embudo de filtracion que contiene filtro de Celite.
La torta de Celite se lavé con 2-metiltetrahidrofurano (3 I, 2 vol). El filtrado y las aguas de lavado se transfirieron a un
recipiente equipado con un mecanismo de agitacion, control de temperatura, y una atmdésfera de gas nitrégeno. Se
afnadié HCI 4 M en 1,4-dioxano (1 vol) continuamente durante 1 h al recipiente a 20 °C. La mezcla resultante se agité
durante un periodo adicional de 10 h, se filtré y se lavd con 2-metiltetrahidrofurano (2 vol) y se sec6 para generar
1519 g de clorhidrato de 7-[4-amino-3-(trifluorometil) fenil]-7-azabiciclo[2.2.1]heptano (20-HCI) en forma de un sélido
cristalino de color blanco.

Clorhidrato de N-(4-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-(trifluorometil)fenil)-4-oxo-5-(trifluorometil)-1,4-

dihidroquinolina-3-carboxamida (Forma A-HCI). 2-Metiltetrahidrofurano (0,57 |, 1,0 vol) se cargd en un recipiente
de reactor con camisa de 30 |, seguido de la adicion de la sal de clorhidrato de 4-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-

38



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 483 690 T3

(trifluorometil)anilina (20-HCI) (791 g, 2,67 mol) y acido 4-oxo-5-(trifluorometil)-1,4-dihidroquinolina-3-carboxilico (17)
(573 g, 2,23 mol) y un volumen adicional de 5,2 | (9,0 vol) de 2-metiltetrahidrofurano. Comenzada la agitacion, y se
afnadié T3P en 2-metiltetrahidrofurano (2,84 kg, 4,46 mol) a la mezcla de reaccion durante 15 min. A continuacion, se
afadié piridina (534,0 g, 546,0 ml, 6,68 mol) mediante un embudo de adicién gota a gota durante 30 min. La mezcla
se calent6 a 45 °C durante aproximadamente 30 min y se agité durante 12-15 h. El analisis de HPLC indicé que el
acido 4-oxo-5-(trifluorometil)-1,4-dihidroquinolina-3-carboxilico estaba presente en una cantidad inferior a un 2 %. La
mezcla se enfrié a continuacion a temperatura ambiente. Se afiadié 2-metiltetrahidrofurano (4 vol, 2,29 |) seguido de
agua (6,9 vol, 4 1), mientras que la temperatura se mantuvo por debajo de 30 °C. La fase acuosa se retird y la fase
organica se lavé cuidadosamente dos veces con solucion acuosa saturada de NaHCOs. La fase organica se lavo a
continuacion con acido citrico al 10 % en p/p (5 vol) y por ultimo con agua (7 vol). La mezcla se filtré finamente y se
transfirié a otro recipiente seco. Se afiadieron cristales de siembra de clorhidrato de N-(4-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-
7-il)-2-(trifluorometil)fenil)-4-oxo-5-(trifluorometil)-1,4-dihidroquinolina-3-carboxamida (Forma A-HCI) (3,281 g, 5,570
mmol) a partir de un lote anterior. Se burbujeé HCI (g) (10 equiv.) durante 2 h y la mezcla se agit6 durante una
noche. La suspension resultante se filtrd, se lavo con 2-metiltetrahidrofurano (4 vol), seco por succion y se seco en
horno a 60 °C pasta pesada constante que genera 868 g de clorhidrato de N-(4-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-
(trifluorometil)fenil)-4-oxo-5-(trifluorometil)-1,4-dihidroquinolina-3-carboxamida (Forma A-HCI).

Sal de HCI en Forma B del Compuesto Ejemplo 3 clorhidrato de N-(4-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-
(trifluorometil)fenil)-4-oxo-5-(trifluorometil)-1,4-dihidroquinolina-3-carboxamida (Forma B-HCI).

HCI : I HCI

2-MaTHF,
o H H,0 O HN
M
H
Compuesto Ejemplo 3 Compuesto Ejemploe 3
Sal de Clorhidrato de Forma A Sal de Clorhidrato de Forma B
{Forma A-HCI} {Forma B-HCI)

2-Metiltetrahidrofurano (100 ml) se cargé en un matraz de 3 bocas con una atmoésfera de nitrégeno equipado con un
agitador. La Forma A-HCI del Compuesto Ejemplo 3 (Ejemplo 3B, 55 g, 0,103 mol) se afiadié al matraz, seguido de
349 ml de 2-metiltetrahidrofurano, y comenzé la agitacion. Se afiadieron 28 ml de agua al matraz y el matraz se
calento a una temperatura interna de 60 °C y se agité durante 48 h. El matraz se enfri6 a temperatura ambiente y se
agité durante 1 h. La mezcla de reaccion se filtré al vacio hasta que la torta de filtro estaba seca. La torta de filtro
soélida se lavo con 2-metiltetrahidrofurano (4 vol) dos veces. La torta de filtro sélida permanecié en succién al vacio
durante un periodo de aproximadamente 30 minutos y se transfiri6 a una bandeja de secado. La torta de filtro se
seco hasta una pesada constante al vacio a 60 °C, para dar la Forma B-HCI del Compuesto Ejemplo 3 en forma de
un solido cristalino de color blanco (49 g) (rendimiento de aproximadamente un 90 %).

Compuesto Ejemplo 6: Preparacion de N-(4-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-cianofenil)-5-metil-4-oxo0-1,4-

dihidroquinolina-3-carboxamida. La preparacién del compuesto del titulo se representa en el Esquema 11.

Esquema 11
X
OH Nfg T3P, piridina M
l * &
" | U N I
N H N
» B Compuesto Ejemplo 6

A una solucion del acido 5-metil-4-oxo-1,4-dihidroquinolina-3-carboxilico 35 (162 mg, 0,80 mmol) y 2-amino-5-(7-
azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)benzonitrilo 23 (170 mg, 0,80 mmol) en 2-metiltetrahidrofurano (1,5 ml) se afadié
anhidrido ciclico del acido propil fosfonico (solucion al 50 % en acetato de etilo, 949,5 pl, 1,605 mmol) y piridina (126
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mg, 129 pl, 1,60 mmol) . La reaccién se tapo y se calentd a 100 °C durante 65 min con radiacion de microondas. La
reaccion se enfrié a temperatura ambiente, se diluyé con acetato de etilo (10 ml), y se interrumpié con solucion
saturada de Na;COs3 (6 ml). La fase organica se secd sobre Na;SO., se filtrd y se concentré. La purificacion por
cromatografia sobre gel de silice (acetato de etilo al 0-35 % en diclorometano) proporciond N-(4-(7-
azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2- C|anofen|I) -5-metil-4-oxo-1,4-dihidroquinolina-3-carboxamida (157 mg, rendimiento de
un 49 %). LC/MS m/z 399.3 [M+H]", tiempo de retencién 1,47 min (RP-C4s, CH3CN al 10-99 %/TFA al 0,05 %
durante 3 min). RMN "H (400,0 MHz, DMSO-ds) 5 12,77 (s, 1H), 12,75 (s, 1H), 8,77 (s, 1H), 8,11 (d, J = 9,1 Hz, 1H),
7,64 - 7,60 (m, 1H), 7,55 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,34 (d, J = 2,8 Hz, 1H), 7,27 (dd, J = 2,8, 9,1 Hz, 1H), 7,23 (d, J = 7,2
Hz, 1H), 4,32 (s, 2H), 2,91 (s, 3H), 1,65 (d, J = 7,2 Hz, 4H), 1,42 (d, J = 6,8 Hz, 4H).

Compuesto Ejemplo 13: N-[4-(7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-(3-dimetilaminoprop-1-inil)fenil]-4-oxo-5-
(trifluorometil)-1H-quinolina-3-carboxamida. La preparacion del compuesto del titulo se representa en el
Esquema 12.

Fa

Iz

Esquema 12
) Ho, N% TaP, |}|r|{||na
HaN 2. MeTHF
I
-
N7 'f

17 ' 27 Compuesto Ejemplo 13

A una soluciéon del acido 4-oxo-5-(trifluorometil)-1H-quinolina-3-carboxilico 17 (19 mg, 0,07 mmol) y 4-~(7-
azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-(3-dimetilaminoprop-1-inil)anilina 27 (20 mg, 0,07 mmol) en 2-metiltetrahidrofurano
(190,9 pl) se afiadié T3P (118 mg, 0,19 mmol) y piridina (12 mg, 12 ul, 0,15 mmol). La reaccion se calenté a 100 °C
durante 30 min en radiacion de microondas. La reaccion se diluyd con EtOAc y se interrumpid con soluciéon acuosa
saturada de NaHCOs3; (50 ml). Las fases se separaron, y la fase acuosa se extrajo dos veces con EtOAc. Los
extractos organicos combinados se lavaron una vez con agua, se seco sobre Na;SOu, se filtra y se concentré. El
residuo se purific6 por HPLC de fase inversa (CH3CN al 0-99 %/TFA al 0,05 %) para dar N-[4-(7-
azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il)-2-(3-dimetilaminoprop-1- |n||)fen|I]-4 oxo-5-(trifluorometil)-1H-quinolina-3-carboxamida (8
mg, rendimiento de un 17 %). LC/MS m/z 509,7 [M+H]", tiempo de retencién 1,06 min (RP-C4s, CH3CN al 10-99
%/TFA al 0,05 % durante 3 min). RMN "H (400,0 MHz, DMSO-ds) 5 13,23 (d, J = 6,8 Hz, 1H), 12,40 (s, 1H), 10,31 (s,
1H), 8,96 (d, J = 6,6 Hz, 1H), 8,40 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 8,08 - 8,06 (m, H), 8,07 (dd, J = 1,5 Hz, 8,1 Hz, 1H), 8,00 -
7,95 (m, 2H), 7,15 - 7,09 (m, 2H), 4,49 (s, 2H), 4,29 (s, 2H), 2,94 (s, 6H), 1,67 (d, J = 7,2 Hz, 4H), 1,44 (d, J = 7,0 Hz,
4H).

Compuesto Ejemplo 5: Endo-N-(4-[(5S)-5-[terc-butil(dimetil)sililJoxi-7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il]-2-
(trifluorometil)fenil]-4-oxo-5-(trifluorometil)-1H-quinolina-3-carboxamida. La preparacién del compuesto del
titulo se representa en el Esquema 13.

Esquema 13
CFy O
| OH

H on
OTBEOMS N 17 go
" 1. HATU, EtN GFa N
2 MaTHF
62°C, 16h o
H

CF 2. HCL al 1% EIOH N CFa
’ 16h H
a4

HaM

Compuesto Ejemplo 5
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Preparacion de endo-N-[4-[(5S)-5-[terc-butil(dimetil)sililjJoxi-7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il]-2-
(trifluorometil)fenil]-4-oxo-5-(trifluorometil)-1H-quinolina-3-carboxamida. A una solucion del acido 4-oxo-5-
(trifluorometil)-1H-quinolina-3-carboxilico 17 (148 mg, 0,58 mmol), Hexafluorofosfato O-(7-azabenzotriazol-1-il)-
N,N,N’,N’-tetrametiluronio (HATU) (306 mg, 0,81 mmol) en 2-metiltetrahidrofurano (2,2 ml) se afiadié endo-4-[5-[terc-
butil(dimetil)sililJoxi-7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il]-2-(trifluorometil)anilina 34 (222 mg, 0,58 mmol) seguido de
trietilamina (146 mg, 201 pl, 1,44 mmol). La mezcla de reaccion se calenté a 62 °C durante 16 h. La mezcla de
reaccion se dejo enfriar a temperatura ambiente, y se repartié entre 2-metiltetrahidrofurano/agua, se separé y la fase
acuosa se extrajo una vez mas con 2-metiltetrahidrofurano, las fases organicas se combinaron, se secaron sobre
NazSO., se filtrd y se concentrd a sequedad. La purificacion por cromatografia sobre gel de silice (acetato de etilo al
0-30 % en diclorometano) proporciond endo-N-[4-[(5S)-5-[terc-butil(dimetil)sililJoxi-7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il]-2-
(trifluorometil)fenil]-4-oxo-5-(trifluorometil)-1H-quinolina-3-carboxamida (285 mg, rendimiento de un 79 %). RMN 'H
(400,0 MHz, DMSO-dg) 6 13,07 (s, 1H), 12,16 (s, 1H), 8,88 (s, 1H), 8,04 (dd, J =2,2, 7,3 Hz, 1H), 7,95 - 7,89 (m, 3H),
7,22 (dd, J = 2,4, 8,9 Hz, 1H), 7,16 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 4,29 (m, 3H), 2,16 - 2,07 (m, 2H), 1,62 - 1,43 (m, 3H), 1,05 -
1,01 (m, 1H), 0,89 (s, 9H), 0,08 (d, J = 1,4 Hz, 6H).

Preparacion de endo-N-[4-[(5S)-5-hidroxi-7-azabiciclo[2.2.1]heptan-7-il]-2-(trifluorometil)fenil]-4-oxo-5-
(trifluorometil)-1H-quinolina-3-carboxamida. Endo-N-[4-[(5S)-5-[terc-butil(dimetil}sililJoxi-7-azabiciclo[2.2.1]heptan-
7-il]-2-(trifluorometil )fenil]-4-oxo-5-(trifluorometil)- 1H-quinolina-3-carboxamida (281 mg, 0,45 mmol) se disolvid en
solucion de HCI al 1 %/Etanol (2 ml de un 1 % en p/p) se permitié la agitacion a temperatura ambiente durante 16 h,
dando como resultado en un precipitado de color blanco. La reaccion se diluyd con éter dietilico y se filtr6. El sélido
recogido se disolvidé en acetato de etilo/soluciéon acuosa saturada de NaHCOs. Las fases se separaron y la fase
acuosa se extrajo una vez mas con acetato de etilo. Las fases organicas se lavaron dos veces con agua, se seco
sobre Na;SO., se filtré y se concentré a sequedad para producir endo-N-[4-[(5S)-5-hidroxi-7-azabiciclo[2.2.1]heptan-
7-il]-2-(trifluorometilfenil]-4-oxo-5-(trifluorometil}-1H-quinolina-3-carboxamida (190 mg, 83 %). RMN "H (400,0 MHz,
DMSO-dg) & 13,07 (s, 1H), 12,15 (s, 1H), 8,88 (s, 1H), 8,04 (dd, J = 2,2, 7,4 Hz, 1H), 7,95 - 7,88 (m, 3H), 7,19 (dd, J
=2,4,9,0 Hz, 1H), 7,12 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 5,00 (d, J = 4,2 Hz, 1H), 4,25 - 4,13 (m, 1H), 4,21 - 4,19 (m, 1H), 4,16 -
4,13 (m, 1H), 2,15 - 2,08 (m, 2H), 1,61 - 1,55 (m, 1H), 1,47 - 1,44 (m, 2H) and 1,03 (dd, J = 3,4, 12,3 Hz, 1H).

Los datos analiticos para los compuestos de la Tabla 1 se muestran a continuacién:

Tabla 2

Compuesto a
. LC/MS LC/RT
Eje;}lplo M+1 minutos RMN

"H NMR (400,0 MHz, DMSO-ds) 5 12,94 (d, J = 6,1 Hz, 1H), 12,36 (s, 1H),
8,80 (d, J = 6,8 Hz, 1H), 8,13 (s, 1H), 7,98 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 7,68-7,63

1 456,50 1,76 | (m, 2H), 7,10 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,01 (s, 1H), 4,28 (s, 2H), 2,48 (s, 3H),
2,02 - 2,00 (m, 2H), 1,86 - 1,77 (m, 5H), 1,45 - 1,42 (m, 1H), 1,31 (d, J =
11,1 Hz, 2H).

"H NMR (400,0 MHz, DMSO-ds) & 12,89 (s, 1H), 12,43 (s, 1H), 8,79 (s,
1H), 8,00 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 7,72 - 7,68 (m, 2H), 7,44 (dd, J = 2,9, 9,0 Hz,
1H), 7,22 (dd, J = 2,5, 9,0 Hz, 1H), 7,15 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 4,33 (s, 2H),
3,91 (s, 3H), 1,67 (d, J = 6,9 Hz, 4H), 1,43 (d, J = 6,9 Hz, 4H).

2 458,20 1,20

"H NMR (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).

3 496,0 1,48

"H NMR (400,0 MHz, DMSO-ds) & 13,12 (d, J = 6,7 Hz, 1H), 12,50 (s, 1H),
8,78 (d, J = 6,8 Hz, 1H), 8,10 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 7,78 - 7,72 (m, 3H), 7,65
(d, J=7,7 Hz, 1H), 7,39 (d, J = 7,3 Hz, 1H), 7,33 (s, 1H), 5,20 (s, 2H), 4,47
(s, 2H), 1,74 (d, J = 6,7 Hz, 4H), 1,51 (d, J = 7,1 Hz, 4H).

4 458,50 1,22

"H NMR (400,0 MHz, DMSO-ds) 5 13,07 (s, 1H), 12,15 (s, 1H), 8,88 (s,
1H), 8,04 (dd, J = 2,2, 7,4 Hz, 1H), 7,95 - 7,88 (m, 3H), 7,19 (dd, J = 2,4,
9,0 Hz, 1H), 7,12 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 5,00 (d, J = 4,2 Hz, 1H), 4,25 - 4,13
(m, 1H), 4,21 - 4,19 (m, 1H).

5 512,50 1,55

4,16 - 4,13 (m, 1H), 2,15 - 2,08 (m, 2H), 1,61 - 1,55 (m, 1H), 1,47 - 1,44 (m,

2H) y 1,03 (dd, J = 3,4, 12,3 Hz, 1H).
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"H NMR (400,0 MHz, DMSO-de) 5 12,77 (s, 1H), 12,75 (s, 1H), 8,77 (s,
1H), 8,11 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 7,64 - 7,60 (m, 1H), 7,55 (d, J = 8,0 Hz, 1H),

6 399,30 1,47 7,34 (d, J=2,8Hz, 1H), 7,27 (dd, J= 2,8, 9,1 Hz, 1H), 7,23 (d, J = 7,2 Hz,
1H), 4,32 (s, 2H), 2,91 (s, 3H), 1,65 (d, J = 7,2 Hz, 4H), 1,42 (d, J = 6,8 Hz,
4H).

"H NMR (400,0 MHz, DMSO-ds) & 13,28 (d, J = 6,4 Hz, 1H), 12,07 (s, 1H),
8,95 (d, J = 6,5 Hz, 1H), 8,69 (s, 1H), 8,16 (dd, J = 1,5, 8,7 Hz, 1H), 8,01
(d, J = 8,8 Hz, 1H), 7,91 (d, J = 8,7 Hz, 1H), 7,28 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,22
(s, 1H), 4,38 (s, 2H), 1,69 (d, J = 6,4 Hz, 4H), 1,46 (d, J = 6,9 Hz, 4H),

7 453,0 1,62

"H NMR (400,0 MHz, DMSO- dg) & 13,07 (s, 1H), 12,13 (s, 1H), 8,88 (s,
1H), 8,05 - 8,02 (m, 1H), 7,95 - 7,86 (m, 3H), 7,18 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 7,12
8 512,10 1,35  |(d, J=2,5Hz, 1H), 4,74 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 4,33 (m, 1H), 4,11 (m, 1H),
3,77 (m, 1H), 1,82 (dd, J = 7,3, 12,5 Hz, 1H), 1,56 - 1,48 (m, 3H), 1,25 (m,
2H).

"H NMR (400,0 MHz, DMSO-ds) & 12,84 (s, 1H), 12,43 (s, 1H), 8,81 (s,
1H), 8,12 (s, 1H), 8,00 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 7,64 (m, 2H), 7,21 (dd, J =
2,5,9,0 Hz, 1H), 7,15 (d, J = 2,6 Hz, 1H), 4,32 (s, 2H), 2,47 (s, 3H), 1,67 (d,
J=7,4Hz, 4H), 1,43 (d, J = 6,9 Hz, 4H).

9 442,10 1,20

"H NMR (400,0 MHz, DMSO-ds) & 12,68 (s, 1H), 12,41 (s, 1H), 8,75 (s,
1H), 7,94 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 7,63 - 7,60 (m, 1H), 7,54 (d, J = 7,8 Hz, 1H),
7,23 -7,20 (m, 2H), 7,15 (d, J = 2,7 Hz, 1H), 4,33 (s, 2H), 2,89 (s, 3H), 1,67
(d, J= 6,7 Hz, 4H), 1,44 (d, J = 6,9 Hz, 4H).

10 442,10 1,40

"H NMR (400,0 MHz, DMSO-ds) & 13,55 (s, 1H), 13,31 (d, J = 7,2 Hz, 1H),
11,58 (s, 1H), 8,86 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 8,01 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 7,66 (t, J =
11 4440 1,30 |8,2 Hz, 1H), 7,29 (d, J = 8,8 Hz, 1H), 7,23 (s, 1H), 7,17 (d, J = 7,7 Hz, 1H),
6,80 (d, J = 7,5 Hz, 1H), 4,39 (s, 2H), 1,69 (d, J = 7,3 Hz, 4H), 1,46 (d, J =
7,0 Hz, 4H).

"H NMR (400,0 MHz, DMSO-ds) & 13,16 (d, J = 5,7 Hz, 1H), 12,07 (s, 1H),
8,87 (d, J = 6,6 Hz, 1H), 8,05 (dd, J = 2,1, 7,3 Hz, 1H), 7,96 - 7,92 (m, 2H),
7,87 (d, J=9,0 Hz, 1H), 7,09 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 7,00 (s, 1H), 4,28 (s, 2H),
2,02 - 2,00 (m, 2H),

12 510,5 1,95

1,88 - 1,73 (m, 5H), 1,45 - 1,42 (m, 1H), 1,31 (d, J = 11,6 Hz, 2H).

"H NMR (400,0 MHz, DMSO-ds) & 13,23 (d, J = 6,8 Hz, 1H), 12,40 (s, 1H),
10,31 (s, 1H), 8,96 (d, J = 6,6 Hz, 1H), 8,40 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 8,08 - 8,06
13 509,7 1,06  |(m, H), 8,07 (dd, J = 1,5 Hz, 8,1 Hz, 1H), 8,00-7,95 (m, 2H), 7,15 - 7,09 (m,
2H), 4,49 (s, 2H), 4,29 (s, 2H), 2,94 (s, 6H), 1,67 (d, J = 7,2 Hz, 4H), 1,44
(d, J = 7,0 Hz, 4H).

"H NMR (400,0 MHz, DMSO-ds) & 12,63 (s, 2H), 8,75 (s, 1H), 8,38 (d, J =
8,8 Hz, 1H), 7,62 - 7,58 (m, 1H), 7,52 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,21 (d, J = 7,2
Hz, 1H), 6,96 - 6,93 (m, 2H), 4,24 (s, 2H), 3,70 (s, 2H), 2,92 (s, 3H), 2,28
(s, 6H), 1,65 (d, J = 7,0 Hz, 4H), 1,39 (d, J = 6,8 Hz, 4H).

14 455,7 1,04

@ Tiempo de Retencidn

Ensayos para Detectar y Medir Propiedades de Correccion de AF508-CFTR de Compuestos

Métodos dpticos de potencial de membrana para someter a ensayo propiedades de modulacién de AF508-CFTR de
compuestos

El ensayo usa colorantes fluorescentes para la deteccion del voltaje para medir los cambios en el potencial de
membrana usando un lector de placa fluorescente (por ejemplo, FLIPR Ill, Molecular Devices, Inc.) como una lectura
para el aumento de AF508-CFTR funcional en células NIH 3T3. La fuerza impulsora para la respuesta es la creacion
de un gradiente de i6n cloruro en conjunto con la activacion del canal mediante una sola etapa de adicion de liquido
después de que las células se hayan tratado previamente con compuestos y posteriormente cargado con un
colorante para la deteccion del voltaje.
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Identificacion de Compuestos Potenciadores

Para identificar potenciadores de AF508-CFTR, se desarroll6 un formato de ensayo de HTS de adicion doble. Este
ensayo de HTS usa colorantes fluorescentes para la deteccion del voltaje para medir cambios en el potencial de
membrana en el FLIPR Il como una medida para aumentar la apertura y cierre (conductancia) de AF508 CFTR en
células NIH 3T3 de AF508 CFTR corregidas con temperatura. La fuerza impulsora para la respuesta es la creacion
de un gradiente de ién cloruro en conjunto con la activacion del canal con forskolina en una sola etapa de adicién de
liqguido usando un lector de placa fluorescente tal como FLIPR Ill después de que las células se hayan tratado
previamente con compuestos potenciadores (o control de vehiculo de DMSQ) y posteriormente cargado con un
colorante de redistribucion.

Soluciones

Solucion de Bafio N° 1: (en mM) NaCl 160, KCI 4,5, CaCl, 2, MgCl, 1, HEPES 10, pH 7,4 con NaOH.
Solucién de bafio sin cloruro: Las sales de cloruro en la Solucién de Bafio N° 1 se sustituyen con sales de gluconato.

Cultivo Celular

Fibroblastos de ratén NIH3T3 que expresan de forma estable AF508-CFTR se usan para medidas o6pticas del
potencial de membrana. Las células se mantienen a 37 °C en CO; al 5 % y una humedad de un 90 % en medio de
Eagle modificado con Dulbecco complementado con glutamina 2 mM, suero bovino fetal al 10 %, 1 X NEAA, B-ME, 1
X pen/estrep, y HEPES 25 mM en matraces para cultivo de 175 cm?. Para todos los ensayos opticos, las células se
sembraron a ~20.000/pocillo en placas revestidas con matrigel de 384 pocillos y se cultivaron durante 2 horas a 37
°C antes de su cultivo a 27 °C durante 24 horas para el ensayo de potenciador. Para los ensayos de correccion, las
células se cultivan a 27 °C o 37 °C con y sin compuestos durante 16 - 24 horas. Ensayos Electrofisiolégicos para
someter a ensayo las propiedades de modulacion de AF508-CFTR de compuestos

Ensayo de Camara de Ussing

Se realizaron experimentos de camara de Ussing en células epiteliales polarizadas que expresaban AF508-CFTR
para caracterizar adicionalmente los moduladores de AF508-CFTR identificados en los ensayos opticos. Se aislaron
epitelios de las vias respiratorias de no FQ y FQ a partir de tejido bronquial, se cultivaron tal como se ha descrito
anteriormente (Galietta, L.J.V., Lantero, S., Gazzolo, A., Sacco, O., Romano, L., Rossi, G.A., y Zegarra-Moran, O.
(1998) In Vitro Cell. Dev. Biol. 34, 478-481), y se sembraron en filtros Costar® Snapwell™ que se revistieron
previamente con medios acondicionados con NIH3T3. Después de cuatro dias, los medios apicales se retiraron y las
células se cultivaron en una superficie de contacto de aire liquido durante > 14 dias antes de su uso. Esto dio como
resultado una monocapa de células columnares totalmente diferenciadas que eran ciliadadas, elementos que son
caracteristicos de epitelios de las vias respiratorias. HBE de no FQ se aislaron a partir de no fumadores que no
presentaban ninguna enfermedad pulmonar conocida. Se aislaron FQ-HBE de pacientes homocigotos para AF508-
CFTR.

HBE cultivadas en insertos de cultivo celular de Coster® Snapwell™ se montaron en una camara de Ussing
(Physiologic Instruments, Inc., San Diego, CA), y la resistencia transepitelial y la corriente de cortocircuito en
presencia de un gradiente de CI" de basolateral a apical (Isc) se midieron usando un sistema de fijaciéon de voltaje
(Departmento de Bioingenieria, Universidad de lowa, IA). En resumen, se examinaron HBE en condiciones de
registro de fijacion de voltaje (Vpronunciada = 0 mV) a 37 °C. La solucion basolateral contenia (en mM) NaCl 145,
KoHPO, 0,83, KH,PO, 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).

Identificacion de Compuestos Potenciadores

El protocolo habitual usaba un gradiente de concentracion de ClI" de membrana basolateral a apical. Para establecer
este gradiente, se usd solucién de Ringer normal en la membrana basolateral, mientras que el NaCl apical se
reemplazo con gluconato sédico equimolar (valorado a pH 7,4 con NaOH) para dar un gradiente de concentracion de
CI grande a través del epitelio. Forskolina (10 uM) y todos los compuestos de ensayo se afiadieron al lado apical de
los insertos del cultivo celular. La eficacia de los supuestos potenciadores de AF508-CFTR se comparé con los del
potenciador conocido, genisteina.

Registros de Pinzamiento Zonal

La corriente total de CI" en células AF508-NIH3T3 se controlé6 usando la configuracién de registro de parche
perforado tal como se ha descrito anteriormente (Rae, J., Cooper, K., Gates, P., y Watsky, M. (1991) J. Neurosci.
Methods 37, 15-26). Los registros de fijacion de voltaje se realizaron a 22 °C usando un amplificador de pinzamiento
zonal Axopatch 200B (Axon Instruments Inc., Foster City, CA). La solucion de la pipeta contenia (en mM) N-metil-D-
glucamina (NMDG)-CI 150, MgCl, 2, CaCl, 2, EGTA 10, HEPES 10, y 240 pg/ml de anfotericina-B (pH ajustado a
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7,35 con HCI). El medio de cultivo extracelular contenia (en mM) NMDG-CI 150, MgCl, 2, CaCl, 2, HEPES 10 (pH
ajustado a 7,35 con HCI). La generacion del pulso, adquisicién de datos, y analisis se realizaron usando un PC
equipado con una interfaz Digidata 1320 A/D en conjunto con Clampex 8 (Axon Instruments Inc.). Para activar
AF508-CFTR, se afadieron al bafio forskolina 10 uM y genisteina 20 uM y la relacion de corriente-voltaje se controld
cada 30 segundos.

Identificacién de Compuestos Potenciadores

La capacidad de los potenciadores de AF508-CFTR para aumentar la corriente macroscopica de CI" de AF508-CFTR
(larso0s) en células NIH3T3 que expresaban de forma estable AF508-CFTR también se investigé usando técnicas de
registro de parche perforado. Los potenciadores identificados a partir de los ensayos 6pticos evocaron un aumento
dependiente de la dosis en Iars0s con potencia y eficacia similar observada en los ensayos 6pticos. En todas las
células examinadas, el potencial de inversion antes y durante la aplicacion del potenciador era de aproximadamente
-30 mV, que es el Ec calculado (-28 mV).

Cultivo Celular

Fibroblastos de raton NIH3T3 que expresan AF508-CFTR de forma estable se usan para los registros de células
enteras. Las células se mantienen a 37 °C en COz al 5 % y una humedad de un 90 % en medio de Eagle
complementado con Dulbecco con glutamina 2 mM, suero bovino fetal al 10 %, 1 X NEAA, B-ME, 1 X pen/estrep, y
HEPES 25 mM en matraces para cultivo de 175 cm?. Para los registros de células enteras, se sembraron 2.500 —
5.000 células en cubreobjetos de vidrio revestidos con poli-L-lisina y se cultivaron durante 24 - 48 horas a 27 °C
antes de usarlos para someter a ensayo la actividad de los potenciadores; y se incubd con o sin el compuesto de
correccion a 37 °C para medir la actividad de los correctores.

Registros de canal Unico

La actividad de apertura y cierre de wt-CFTR y AF508-CFTR corregido con la temperatura expresados en células
NIH3T3 se observé usando registros de parches de membrana extirpada de dentro a fuera tal como se han descrito
anteriormente (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) usando un amplificador de pinzamiento zonal 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 escision, CFTR tanto wt como AF508 se activaron
mediante la adicion de Mg-ATP 1 mM, 75 nM de la subunidad catalitica de proteina quinasa dependiente de cAMP
(PKA; Promega Corp. Madison, WI), y NaF 10 mM para inhibir las proteina fosfatasas, que evitaban el deterioro. El
potencial de la pipeta se mantuvo a 80 mV. La actividad del canal se analizé para parches de membrana que
contenian < 2 canales activos. El nimero maximo de aperturas simultaneas determiné el nimero de canales activos
durante el transcurso de un experimento. Para determinar la amplitud de la corriente de canal Unico, los datos
registrados a partir de 120 segundos de la actividad de AF508-CFTR se filtraron "fuera de linea" a 100 Hz y a
continuacién se usaron para construir histogramas de amplitud de todos los puntos que se ajustaron con funciones
multigaussianas usando el software Bio-Patch Analysis (Bio-Logic Comp. Francia). La corriente microscopica total y
la probabilidad abierta (P,) se determinaron a partir de 120 segundos de actividad del canal. La P, se determino
usando el software Bio-Patch o a partir de la relacién P, = l/i(N), en la que | = corriente media, i = amplitud de la
corriente de canal Unico, y N = numero de canales activos en el parche.

Cultivo Celular

Fibroblastos de ratén NIH3T3 que expresan de forma estable AF508-CFTR se usan para registros de pinzamiento
zonal de membrana escindida. Las células se mantienen a 37 °C en CO; al 5 % y una humedad de un 90 % medio
de Eagle modificado con Dulbecco complementado con glutamina 2 mM, suero bovino fetal al 10 %, 1 X NEAA, B-
ME, 1 X pen/estrep, y HEPES 25 mM en matraces para cultivo de 175 cm?. Para registros de canal Unico, se
sembraron 2.500 — 5.000 células sobre cubreobjetos de vidrio revestidos con poli-L-lisina y se cultivaron durante 24 -
48 horas a 27 °C antes de su uso.

Los compuestos de la invencion son utiles como moduladores de transportadores de casete de uniéon a ATP.
Ejemplos de actividades y eficacias de los compuestos de Formula (l) se muestran a continuacién en la Tabla 3. La
actividad del compuesto se ilustra con "+++" si se media que la actividad era inferior a 2,0 M, "++" si se media que
la actividad era de 2 yM a 5,0 uyM, "+" si se media que la actividad sera superior a 5,0 uyM, y "-" si los datos no
estaban disponibles. La eficacia se ilustra con "+++" si se calculaba que la eficacia era superior a un 100 %, "++" si
se calculaba que la eficacia era de un 100 % a un 25 %, "+" si se calculaba que la eficacia era inferior a un 25 %, y "-
" si los datos no estaban disponibles. Se deberia indicar que una eficacia de un 100 % es la respuesta maxima
obtenida con 4-metil-2-(5-fenil-1H-pirazol-3-il)fenol.
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Tabla3
Compuesto del Ejemplo N° [ CEso de la actividad (um) | % de Eficacia

1 +++ ++
2 +++ ++
3 +++ ++
4 +++ ++
5 +++ +++
6 +++ +++
7 +++ ++
8 +++ ++
9 +++ ++
10 +++ +++
11 +++ ++
12 +++ ++
13 +++ ++
14 +++ ++

1. Un compuesto de Férmula (1):

{a%
S
ﬁ| N
. I;
o sales farmacéuticamente aceptables del mismo, en la que:
el anillo A se selecciona entre:
10
ALK
3’"%, ot T
(a) (b) (c) (d)
en la que:
15 R' es -CF3, -CN, 0 -CECCH,N(CHs)z;

R%es hidrégeno, -CHs, -CF3, -OH, o -CH>0H;
R3es hidrégeno, -CHs, -OCHs, 0 -CN;
con la condicién de que tanto R? como R® no sean simultaneamente hidrégeno.

20 2. El compuesto de acuerdo con la clausula 1, en el que el anillo A es
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’r"g
(a).

3. El compuesto de acuerdo con la clausula 1, en el que el anillo A es

N
Y
(b).

4. El compuesto de acuerdo con la clausula 1, en el que el anillo A es

A

¥
(c).

5. El compuesto de acuerdo con la clausula 1, en el que el anillo A es

H

X
(d).

6. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 2-5, en el que R es -CFs.
7. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 2-5, en el que R es -CN.
8. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 2-5, en el que R es -C=CCHzN(CHj3)..
9. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 6-8, en el que R? es hidrégeno.

10. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 6-8, en el que R es -CHs.

11. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 6-8, en el que R? es -CFa.

12. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 6-8, R es -OH.

13. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 6-8, en el que R? es -CH.0OH.

14. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 10-13, en el que R es hidrogeno.
15. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 9-13, en el que R es -CHs.

16. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 9-13, en el que R es -OCHs.

17. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 9-13, en el que R®es -CN.

18. Un compuesto seleccionado entre
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L7 4 Y

-

19. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1-
18 y un vehiculo o adyuvante farmacéuticamente aceptable.

20. La composicion farmacéutica de acuerdo con la clausula 19, que ademas comprende un agente adicional
seleccionado entre un agente mucolitico, un broncodilatador, un antibiético, un agente antiinfeccioso, un agente
antiinflamatorio, un modulador de CFTR distinto de un compuesto de Férmula (1), o un agente nutricional.

21. La composiciéon farmacéutica de acuerdo con la clausula 20, en la que dicho agente adicional es un modulador
de CFTR distinto de un compuesto de Férmula (l).

22. Un método para tratar o disminuir la gravedad de una enfermedad en un paciente, en el que dicha enfermedad
se selecciona entre fibrosis quistica, asma, EPOC inducida por tabaquismo, bronquitis crénica, rinosinusitis,
estrefiimiento, pancreatitis, insuficiencia pancreatica, infertilidad masculina causada por ausencia bilateral congénita
de los conductos deferentes (CBAVD), enfermedad pulmonar leve, pancreatitis idiopatica, aspergilosis
broncopulmonar alérgica (ABPA), enfermedad hepatica, enfisema hereditario, hemocromatosis hereditaria,
deficiencias de coagulacion-fibrindlisis, tales como deficiencia de proteina C, angioedema hereditario de Tipo 1,
deficiencias de procesamiento de lipidos, tales como hipercolesterolemia familiar, quilomicronemia de tipo |,
abetalipoproteinemia, enfermedades de almacenamiento lisosémico, tales como enfermedad de células I/pseudo-
Hurler, mucopolisacaridosis, Sandhof/Tay-Sachs, Crigler-Najjar de tipo Il, poliendocrinopatia/hiperinsulinemia,
Diabetes mellitus, enanismo de Laron, deficiencia de mieloperoxidasa, hipoparatiroidismo primario, melanoma,
glucanosis CDG de tipo I, hipertiroidismo congénito, osteogénesis imperfecta, hipofibrinogenemia hereditaria,
deficiencia de ACT, Diabetes insipida (DI), DI neurofiseal, DI nefrogénica, sindrome de Charcot-Marie Tooth,
enfermedad de Perlizaeus-Merzbacher, enfermedades neurodegenerativas tales como enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica, paralisis supranuclear progresiva, enfermedad de Pick,
diversos trastornos neurolégicos de la poliglutamina tales como Huntington, ataxia espinocerebelosa de tipo |, atrofia
muscular espinal y bulbar, atrofia dentatorrubo palidoluisiana, y distrofia miotdnica, asi como encefalopatias
espongiformes, tales como enfermedad de Creutzfeldt-Jakob hereditaria (debido a defectos de procesamiento de
proteinas prionicas), enfermedad de Fabry, sindrome de Straussler-Scheinker, EPOC, enfermedad del ojo seco,
insuficiencia pancreatica, 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 lisosémico, sindrome de Angelman, Disquinesia Ciliar
Primaria (PCD), PCD con situs inversus (también conocida como Sindrome de Kartagener), PCD sin situs inversus y
aplasia ciliar, o enfermedad de Sjogren, comprendiendo dicho método la etapa de administrar a dicho paciente una
cantidad eficaz de un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1-18.

23. El método de acuerdo con la clausula 22, en el que dicha enfermedad es fibrosis quistica.

24. Un método para tratar o disminuir la gravedad de una enfermedad en un paciente, en el que dicha enfermedad
esta asociada con la funciéon de CFTR reducido debido a mutaciones en los genes que codifican CFTR o factores
ambientales, comprendiendo dicho método la etapa de administrar a dicho paciente una cantidad eficaz de un
compuesto de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1-18.

25. El método de la clausula 24, en el que la enfermedad es fibrosis quistica, bronquitis crénica, bronquitis
recurrente, bronquitis aguda, infertilidad masculina causada por ausencia bilateral congénita de los conductos
deferentes (CBAVD), infertilidad femenina causada por ausencia congénita del Utero y de la vagina (CAUV),
pancreatitis cronica idiopatica (ICP), pancreatitis idiopatica recurrente, pancreatitis idiopatica aguda, rinosinusitis
cronica, colangitis esclerosante primaria, aspergilosis broncopulmonar alérgica, diabetes, ojo seco, estrefiimiento,
aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA), enfermedades 6seas, y asma.

26. Un método para tratar o disminuir la gravedad de una enfermedad en un paciente, en el que dicha enfermedad
esta asociada con la funcién de CFTR normal, comprendiendo dicho método la etapa de administrar a dicho
paciente una cantidad eficaz de un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1-18.

27. El método de la clausula 26, en el que la enfermedad es enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC),
bronquitis crénica, bronquitis recurrente, bronquitis aguda, rinosinusitis, estrefiimiento, pancreatitis croénica,
pancreatitis recurrente, y pancreatitis aguda, insuficiencia pancreatica, infertilidad masculina causada por ausencia
bilateral congénita de los conductos deferentes (CBAVD), enfermedad pulmonar leve, pancreatitis idiopatica,
enfermedad hepatica, enfisema hereditario, calculos biliares, enfermedad de reflujo gastroesofagico, neoplasias
gastrointestinales, enfermedad intestinal inflamatoria, estrefiimiento, diabetes, artritis, osteoporosis, y osteopenia.

28. El método de la clausula 26, en el que la enfermedad es hemocromatosis hereditaria, deficiencias de
coagulacion-fibrindlisis, tales como deficiencia de proteina C, angioedema hereditario de Tipo 1, deficiencias de
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procesamiento de lipidos, tales como hipercolesterolemia familiar, quilomicronemia de tipo |, abetalipoproteinemia,
enfermedades de almacenamiento lisosémico, tales como enfermedad de células |/pseudo-Hurler,
mucopolisacaridosis, Sandhof/Tay-Sachs, Crigler-Najjar de tipo Il, poliendocrinopatia/hiperinsulemia, Diabetes
mellitus, enanismo de Laron, deficiencia de mieloperoxidasa, hipoparatiroidismo primario, melanoma, glucanosis
CDG de tipo 1, hipertiroidismo congénito, osteogénesis imperfecta, hipofibrinogenemia hereditaria, deficiencia de
ACT, Diabetes insipida (DI), DI neurofiseal, DI nefrogénica, sindrome de Charcot-Marie Tooth, Perlizaeus-
Merzbacher disease, enfermedades neurodegenerativas tales como enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica, paralisis supranuclear progresiva, enfermedad de Pick, diversos trastornos
neurolégicos de la poliglutamina tales como Huntington, ataxia espinocerebelosa de tipo |, atrofia muscular espinal y
bulbar, atrofia dentatorrubo palidoluisiana, y distrofia miotdnica, asi como encefalopatias espongiformes, tales como
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob hereditaria (debido a defectos de procesamiento de proteinas pridnicas),
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 Ill, enfermedad de Dent, hiperekplexia,
epilepsia, hiperekplexia, enfermedad de almacenamiento lisosémico, sindrome de Angelman, Disquinesia Ciliar
Primaria (PCD), PCD con situs inversus (también conocida como Sindrome de Kartagener), PCD sin situs inversus y
aplasia ciliar, o enfermedad de Sjogren.

29. Un kit para uso en la medida de la actividad de CFTR o un fragmento del mismo en una muestra biolégica in vitro
0 in vivo, que comprende:

(i) una composicion que comprende un compuesto de Férmula (1) de acuerdo con la clausula 1;
(ii) instrucciones para:

a) poner en contacto la composicién con la muestra bioldgica;
b) medir la actividad de dicho CFTR o un fragmento del mismo.

30. El kit de la clausula 29, que comprende adicionalmente instrucciones para:
a) poner en contacto una composicién adicional con la muestra biologica;
b) medir la actividad de dicho CTFR o un fragmento del mismo en presencia de dicho compuesto adicional, y
c) comparar la actividad del CTFR en presencia del compuesto adicional con la densidad del CTFR en presencia
de una composicion of Formula (1).
31. Un método para modular la actividad de CFTR en una muestra biolégica que comprende la etapa de poner en

contacto dicho CFTR con un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las clausulas 1-18.
32. Un proceso para preparar un compuesto de Formula (1):

#

(c)
o sales farmacéuticamente aceptables del mismo, en el que el proceso comprende:

(a) hacer reaccionar el acido de férmula 1d con una amina de férmula 2c para proporcionar un
compuesto de Formula (1)

R o o " i A
R RE 0 ©
I OH - J— Ra ”
N Hz“ | H R‘I
H R N
H
1d 2c I

enlaque:

el anillo A se selecciona entre:
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% | [ R2 H 4 OR®
M N =M N
L S Q o X 4_3
(a) (b) (c) (d)
en la que

R' es -CF3, -CN, 0 -C=ECCH,N(CHs)z;

R%es hidrégeno, -CHs, -CF3, -OH, o -CH>0H;

R3es hidrégeno, -CHs, -OCHs, o -CN;

con la clausula de que tanto R? como R® no sean simultaneamente hidrégeno, y

R® es hidrégeno o un grupo protector de sililo seleccionado entre el grupo que consiste en

trimetilsililo (TMS), terc-butildifenilsililo(TBDPS), terc-butildimetilsililo (TBDMS) triisopropilsililo (TIPS)

y [2-(trimetilsilil)etoxi]metilo (SEM).
33. El proceso de la clausula 32, en el que la reaccién del acido de formula 1d con la amina de férmula 2c se
produce en un disolvente en presencia de hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio
(HATU) y trietilamina o en un disolvente en presencia de anhidrido ciclico del acido propil fosfonico (T3P®) y piridina.
34. El proceso de la clausula 33, en el que el disolvente comprende N,N-dimetil formamida, acetato de etilo, o 2-
metil-tetrahidrofurano.
35. El proceso de la clausula 32, en el que R? es hidrogeno o TBDMS.

36. El proceso de la clausula 32, en el que R* es TBDMS.
37. El proceso de la clausula 32 que comprende adicionalmente una etapa de desproteccién para retirar el grupo

protector de sililo cuando el anillo A es
H
OR®
%N wN

H
(c) , 0 (d) W

en los que R? es un grupo protector de sililo, para generar un compuesto de Férmula (1), en el que el anillo A es

Hog _H
:.!':
, ©

LS

H
OH
A
@

38. El proceso de la clausula 32, en el que la amina de férmula 2c se prepara a partir de un compuesto de férmula
2a que comprende las etapas de:

(a) hacer reaccionar el compuesto de férmula 2a con una amina de formula 3 para proporcionar el compuesto de
férmula 2b
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ﬁ d
Hat - —
3
ne on

en la que:

Hales F,Cl, Br,ol;y
la amina de féormula 3 es 'y

R20 H
H a
thﬁ( pz A Z OR
HM% H HHQI
, . o .

(b) reducir el compuesto de férmula 2b a la amina de férmula 2c.

i PRt
¥ “ A '
]

A A

ON HoN
Ry
2b

Ry
2c

39. El proceso de la clausula 38, en el que la amina de formula 3 en la etapa (a) se genera in situ a partir de la sal de
clorhidrato de amina.

40. El proceso de la clausula 38, en el que R?® es hidrogeno o TBDMS.

41. El proceso de la clausula 38, en el que R® es TBDMS.

42. El proceso de la clausula 38, en el que la etapa (a) se produce en un disolvente aprético polar en presencia de
una base de amina terciaria.

43. El proceso de la clausula 42, en el que la etapa (a) se produce en acetonitrilo en presencia de trietilamina.

44. El proceso de la clausula 38, en el que la temperatura de reaccién en la etapa (a) esta entre aproximadamente
75 °C y aproximadamente 85 °C.

45. El proceso de la clausula 38, en el que el tiempo de reaccién es de entre aproximadamente 2 vy
aproximadamente 30 horas.

46. El proceso de la clausula 38, en el que la etapa (b) se produce en un disolvente prético polar en presencia de un
catalizador de paladio.

47. El proceso de la clausula 46, en el que el disolvente de la etapa (b) comprende metanol o etanol.

48. El proceso de la clausula 38, en el que la etapa (b) se produce en un disolvente prético polar en presencia de Fe
y de FeSO4 0 Zn y AcOH.

49. El proceso de la clausula 48, en el que el disolvente proético polar es agua.

50. Un proceso para preparar un compuesto de Férmula (Ic),

S
M L

' A’,‘
R2 s (o) Q\._-
R;
Nl
N 1
H

(fe)

o sales farmacéuticamente aceptables del mismo, que comprende las etapas de:
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(a) hacer reaccionar un compuesto de férmula 2a con una amina de férmula 3 para proporcionar un
compuesto de formula 2b

Ty Jad
Hal HMN .- ".._-"
2
ON ON
2a 2b

(b) convertir el compuesto de férmula 2b en la amina de férmula 2c a través de reduccion

H A {

..
2N
Ry
2b

(c) hacer reaccionar la amina de férmula 2c con un acido de férmula 1d para proporcionar un compuesto de
Férmula (Ic)

R o o { A ;
- oA R 0 O
I H + -_—» R3 N
u HzN j H
R1

1d 2¢ {c)

y

enlaque Hales F, Cl, Br,o |;
la amina de férmula 3 es

B

y
el anillo A se selecciona entre:

A «Qw‘f—:( wqﬂ

(a) (c)

en la que
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R' es -CF3, -CN, 0 -C=ECCH,N(CHs)z;

R%es hidrégeno, -CHs, -CF3, -OH, o -CH>0H;

R%es hidrégeno, -CHs, -OCHgs, o -CN;

con la clausula de que tanto R? como R® no sean simultaneamente hidrégeno, y

R® es hidrégeno o un grupo protector de sililo seleccionado entre el grupo que consiste en

trimetilsililo (TMS), terc-butildifenilsililo (TBDPS), terc-butildimetilsililo (TBDMS), triisopropilsililo (TIPS),
y [2-(trimetilsilil)etoxi]metilo (SEM).

51. El proceso de la clausula 50, en el que la amina de formula 3 en la etapa (a) se genera in situ a partir de la sal de
clorhidrato de amina.

52. El proceso de la clausula 51, en el que R? es hidrogeno o TBDMS.

53. El proceso de la clausula 52, en el que R* es TBDMS.

54. El proceso de la clausula 50, en el que la etapa (a) se produce en un disolvente aproético polar en presencia de
una base de amina terciaria.

55. El proceso de la clausula 54, en el que la etapa (a) se produce en acetonitrilo en presencia de trietilamina.

56. El proceso de la clausula 50, en el que la temperatura de reaccion en la etapa (a) esta entre aproximadamente
75 °C y aproximadamente 85 °C.

57. El proceso de la clausula 50, en el que el tiempo de reaccion es de entre aproximadamente 2 y
aproximadamente 30 horas.

58. El proceso de la clausula 50, en el que la etapa (b) se produce en un disolvente proético polar en presencia de un
catalizador de paladio.

59. El proceso de la clausula 58, en el que el disolvente en la etapa (b) comprende metanol o etanol.

60. El proceso de la clausula 50, en el que la etapa (b) se produce en un disolvente prético polar en presencia de Fe
y FeSO4 0 Zn y AcOH.

61. El proceso de la clausula 50, en el que el disolvente proético polar es agua.

62. El proceso de la clausula 50, en el que ta etapa (c) se produce en un disolvente en presencia de
hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio (HATU) y trietilamina o en un disolvente en
presencia de anhidrido ciclico del acido propil fosfénico (T3P®) y piridina.

63. El proceso de la clausula 62, en el que el disolvente en la etapa (c) comprende N,N-dimetil formamida (DMF),
acetato de etilo, o 2-metiltetrahidrofurano.

64. El proceso de la clausula 62, en el que R? es hidrégeno o TBDMS.

65. El proceso de la clausula 64, en el que R* es TBDMS.

66. El proceso de la clausula 50 que comprende adicionalmente una reaccion de desproteccion cuando el anillo A es

R0 H H
WiV
© o (d)

en el que R? es un grupo protector de sililo, para generar un compuesto de Formula (1), en la que el anillo A es

HQ K A on
S

(©) (d)

O

67. Un compuesto que es

en el que el anillo A es
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Nﬂ R H " _ore
A LT 4
(a)

a (b) ) (d)

en el que
R' es -CF3, -CN, 0 -CECCH,N(CH3),. y
R® es hidrogeno o un grupo protector de sililo seleccionado entre el grupo que consiste en trimetilsililo (TMS),
terc-butildifenilsililo (TBDPS), terc-butildimetilsililo (TBDMS), triisopropilsililo (TIPS), y [2-(trimetilsilil)etoxiimetilo
(SEM).

68. Un compuesto que es

H:N
Ry

en el que el anillo A es

Nﬂ "
A o ] ad{

(a) (b) (c) @

en el que
R' es -CF3, -CN, 0 -CECCH,N(CHs)a, y
R? es hidrégeno o un grupo protector de sililo seleccionado entre el grupo que consiste en trimetilsililo (TMS),
terc-butildifenilsililo (TBDPS), terc-butildimetilsililo (TBDMS) triisopropilsililo (TIPS), y [2-(trimetilsilil)etoxiimetilo
(SEM).

69. Un compuesto de Formula (1A):

(I1A);

o sales farmacéuticamente aceptables del mismo, en la que:
el anillo A se selecciona entre
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en la que

R' es -CF3, -CN, 0 -C=ECCH,N(CHs)z;

R%es hidrégeno, -CHs, -CF3, -OH, o -CH>OH;

R3es hidrégeno, -CHs, -OCHs, 0 -CN;

con la clausula de que tanto R? como R® no sean simultaneamente hidrégeno, y

R® es un grupo protector de sililo seleccionado entre el grupo que consiste en trimetilsililo

(TMS), terc-butildifenilsillo (TBDPS), terc-butildimetilsilio (TBDMS), triisopropilsillo (TIPS), y [2-
(trimetilsilil)etoxilmetilo (SEM).

70. Un compuesto de Férmula (1)

=
. .

:A‘u
RR O O *
R l N
y "

@y

.
o sales farmacéuticamente aceptables del mismo, en la que:
el anillo A se selecciona entre:

v”%, ¥ T ¥
(a)

-

¥

(b) () (d)

en la que
R' es -CF3, -CN, 0 -C=ECCH,(CHa)z;
R%es hidrégeno, -CHs, -CF3, -OH, o -CH>0H;
R3es hidrégeno, -CHs, -OCHs, o -CN;
con la clausula de que tanto R? como R® no sean simultaneamente hidrégeno;
preparado con el proceso que cualquiera de las clausulas 45-61.

71. Un compuesto que se selecciona entre el grupo que consiste en
4
! r i
F ]
P F N0
o~ F
N F

* * L]
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preparado con el proceso de cualquiera de las clausulas 50-66.

5
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de Férmula (1):

R O
R3

Ir=

o sales farmacéuticamente aceptables del mismo, en |

el anillo A se selecciona entre:

*{"%, *{”ﬁ, *{”ﬁH

O

I=

(0

a que:

(a) (b)

en las que:

R' es -CF3, -CN 0 -C=CCH2N(CHs)y;
R%es hidrégeno, -CHs, -CF3, -OH o -CH,0H;
R3es hidrégeno, -CHs, -OCHs; o -CN;

(c)

con la condicién de que tanto R? como R® no sean simultaneamente hidrégeno.

2. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el anillo A es

’r"g

(a).

3. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el anillo A es

¥

N

(b).

4. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el anillo A es

Y

HO, H
puy

(c).
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5. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el anillo A es

H

X
(d).

6. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-5, en el que R' es -CFa.

7. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-5, en el que R' es -CN.

8. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2-5, en el que R'es -C=CCH,N(CHsa)a.
9. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6-8, en el que R? es hidrégeno.

10. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6-8, en el que R? es -CHs.

11. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6-8, en el que R? es -CFa.

12. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6-8, R es -OH.

13. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6-8, en el que R? es -CH,OH.

14. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10-13, en el que R®es hidrégeno.
15. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9-13, en el que R® es -CHs.

16. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9-13, en el que R® es -OCHs.

17. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9-13, en el que R®es -CN.

18. El compuesto de de la reivindicacién 1, en el que el compuesto se selecciona entre:

E H
F i F FH th
M
o 0 /@ o 0
M ﬁ ] C_&H
H
S %
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19. El compuesto de acuerdo con la reivindicacién 18, en donde el compuesto es:

FFFH tn
TS

20. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-19 y un vehiculo o un adyuvante farmacéuticamente aceptables.

21. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 20, que ademas comprende un agente adicional
seleccionado entre un agente mucolitico, un broncodilatador, un antibiético, un agente antiinfeccioso, un agente
antiinflamatorio, un modulador de CFTR distinto de un compuesto de Férmula (1) o un agente nutricional.

22. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 21, en la que dicho agente adicional es un
modulador de CFTR distinto de un compuesto de Férmula (l).

23. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-19 para uso en el tratamiento o la
disminucion de la gravedad de una enfermedad en un paciente, en donde dicha enfermedad se selecciona entre
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fibrosis quistica, asma, EPOC inducida por tabaquismo, bronquitis crénica, rinosinusitis, estrefiimiento, pancreatitis,
insuficiencia pancreatica, infertilidad masculina causada por ausencia bilateral congénita de los conductos
deferentes (CBAVD), enfermedad pulmonar leve, pancreatitis idiopatica, aspergilosis broncopulmonar alérgica
(ABPA), enfermedad hepatica, enfisema hereditario, hemocromatosis hereditaria, deficiencias de coagulacion-
fibrindlisis, tales como deficiencia de proteina C, angioedema hereditario de tipo 1, deficiencias del procesamiento de
lipidos, tales como hipercolesterolemia familiar, quilomicronemia de tipo |, abetalipoproteinemia, enfermedades de
almacenamiento lisosémico, tales como enfermedad de células I/pseudo-Hurler, mucopolisacaridosis, Sandhof/Tay-
Sachs, Crigler-Najjar de tipo Il, poliendocrinopatia/hiperinsulinemia, diabetes mellitus, enanismo de Laron, deficiencia
de mieloperoxidasa, hipoparatiroidismo primario, melanoma, glucanosis CDG de tipo 1, hipertiroidismo congénito,
osteogénesis imperfecta, hipofibrinogenemia hereditaria, deficiencia de ACT, diabetes insipida (DI), DI neurofiseal,
DI nefrogénica, sindrome de Charcot-Marie Tooth, enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher, enfermedades
neurodegenerativas tales como enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica,
paralisis supranuclear progresiva, enfermedad de Pick, diversos trastornos neurolégicos de la poliglutamina tales
como Huntington, ataxia espinocerebelosa de tipo |, atrofia muscular espinal y bulbar, atrofia dentatorrubro
palidoluisiana y distrofia miotonica, asi como encefalopatias espongiformes, tales como enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob hereditaria (debido a defectos de procesamiento de proteinas prionicas), enfermedad de Fabry, sindrome de
Gerstmann-Straussler-Scheinker, EPOC, enfermedad del 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, enfermedad de almacenamiento
lisosémico, sindrome de Angelman, disquinesia ciliar primaria (PCD), PCD con situs inversus (también conocida
como Sindrome de Kartagener), PCD sin situs inversus y aplasia ciliar o enfermedad de Sjogren.

24. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 23, en el que dicha enfermedad es fibrosis quistica.

25. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 23, en el que dicha enfermedad esta asociada con la
funcién de CFTR reducido debido mutilaciones en la codificacion genética de CFTR o factores ambientales, en el
que la enfermedad es fibrosis quistica, bronquitis cronica, bronquitis recurrente, bronquitis aguda, infertilidad
masculina causada por ausencia bilateral congénita de los conductos deferentes (CBAVD), infertilidad femenina
causada por ausencia congénita del Utero y de la vagina (CAUV), pancreatitis crénica idiopatica (ICP), pancreatitis
idiopatica recurrente, pancreatitis idiopatica aguda, rinosinusitis cronica, colangitis esclerosante primaria, aspergilosis
broncopulmonar alérgica, diabetes, ojo seco, estrefiimiento, aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA),
enfermedades éseas o asma.

26. El compuesto para uso de la reivindicacion 23, en el que dicha enfermedad esta asociada con la funcién de
CFTR normal.

27. El compuesto para uso de la reivindicacion 26, en el que la enfermedad es enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC), bronquitis crénica, 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 (CBAVD), enfermedad pulmonar leve, pancreatitis
idiopatica, enfermedad hepatica, enfisema hereditario, calculos biliares, enfermedad de reflujo gastroesofagico,
neoplasias gastrointestinales, enfermedad intestinal inflamatoria, estrefiimiento, diabetes, artritis, osteoporosis u
osteopenia.

28. El compuesto para uso de la reivindicacién 26, en el que la enfermedad es hemocromatosis hereditaria,
deficiencias de coagulacion-fibrindlisis, tales como deficiencia de proteina C, angioedema hereditario de Tipo 1,
deficiencias de procesamiento de lipidos, tales como hipercolesterolemia familiar, quilomicronemia de tipo |,
abetalipoproteinemia, enfermedades de almacenamiento lisosémico, tales como enfermedad de células I/pseudo-
Hurler, mucopolisacaridosis, Sandhof/Tay-Sachs, Crigler-Najjar de tipo Il, poliendocrinopatia/hiperinsulinemia,
diabetes mellitus, enanismo de Laron, deficiencia de mieloperoxidasa, hipoparatiroidismo primario, melanoma,
glucanosis CDG de tipo 1, hipertiroidismo congénito, osteogénesis imperfecta, hipofibrinogenemia hereditaria,
deficiencia de ACT, diabetes insipida (Dl), DI neurofiseal, DI nefrogénica, sindrome de Charcot-Marie Tooth,
enfermedad de Perlizaeus-Merzbacher, enfermedades neurodegenerativas tales como enfermedad de Alzheimer,
enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica, paralisis supranuclear progresiva, enfermedad de Pick,
varios trastornos neuroldgicos de la poliglutamina tales como Huntington, ataxia espinocerebelosa de tipo I, atrofia
muscular espinal y bulbar, atrofia dentatorrubro palidoluisiana, y distrofia miotonica, asi como encefalopatias
espongiformes, tales como enfermedad de Creutzfeldt-Jakob hereditaria (debido a defectos de procesamiento de
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 lll,
enfermedad de Dent, hiperekplexia, epilepsia, enfermedad de almacenamiento lisosémico, sindrome de Angelman,
disquinesia ciliar primaria (PCD), PCD con situs inversus (también conocida como Sindrome de Kartagener), PCD
sin situs inversus y aplasia ciliar o enfermedad de Sjogren.

29. Un kit para uso en la medicion de la actividad de CFTR o un fragmento del mismo en una muestra bioldgica in
vitro o in vivo, que comprende:
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(i) una composicion que comprende un compuesto de Férmula (I) de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1-19;
(ii) instrucciones para:

5 a) poner en contacto la composicién con la muestra bioldgica;
b) medir la actividad de dicho CFTR o un fragmento del mismo.

30. El kit de la reivindicaciéon 29, que comprende adicionalmente instrucciones para:

10 a) poner en contacto una composicién adicional con la muestra biologica;
b) medir la actividad de dicho CTFR o un fragmento del mismo en presencia de dicho compuesto adicional, y
c) comparar la actividad del CTFR o fragmento del mismo en presencia del compuesto adicional con la densidad
del CTFR o fragmento del mismo en presencia de una composicion of Férmula (1) de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 1-18.
15
31. El kit de la reivindicacion 30, en el que la etapa de comparar la actividad de dicho CTFR o fragmento del mismo
proporciona una medida de la densidad del CTFR o fragmento del mismo.

32. Un método in vitro para modular la actividad de CFTR en una muestra bioldgica que comprende la etapa de
20 poner en contacto dicho CFTR con un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-19.

33. Un proceso para preparar un compuesto de Férmula (Ic),

#

i A ‘-
H2 0 e a?
R
\ BT
(c)
25
o sales farmacéuticamente aceptables del mismo, que comprende las etapas de:
(a) hacer reaccionar un compuesto de férmula 2a con una amina de féormula 3 para proporcionar un
compuesto de formula 2b
30
T Pl
Al OO
Hal M-
3
—
o.M O,
R1 R'|
2a 2b .
E
(b) convertir el compuesto de férmula 2b en la amina de férmula 2c a través de reduccion
',"'-.‘\1 J,"'-."-\.
VA . 1A
CsN HaM
R; Ry
hY
2b 2c .
¥
35
y

(c) hacer reaccionar la amina de férmula 2c con un acido de formula 1d para proporcionar un
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compuesto de Férmula (Ic)
R 0 0O CA LA
R2 R 0 O
| OH + e Ra
N
HaN | H

5 enlaque HalesF, Cl,Brol;
la amina de férmula 3 es

e T

10 y
el anillo A se selecciona entre:

A N/Qwi(;( wi:(w

(a) (c)

15 en las que

R es - CF3, -CNo-C= CCHzN(CH3)2,
R es hidrogeno, -CHjs, -CF3, -OH o -CH,OH;
R3es hidrégeno, -CHs, -OCH3 o -CN;

20 con la condicién de que tanto R? como R® no sean simultaneamente hidrégeno, y
R® es hidrogeno o un grupo protector de sililo seleccionado entre el grupo que consiste en trimetilsililo (TMS),
terc-butildifenilsililo (TBDPS), terc-butildimetilsililo (TBDMS), triisopropilsililo (TIPS) y [2-(trimetilsilil)etoxilmetilo
(SEM).

25 34. El proceso de la reivindicacion 33, en el que la amina de féormula 3 en la etapa (a) se genera in situ a partir de la
sal de clorhidrato de amina.

35. El proceso de la reivindicacién 34, en el que R* es TBDMS.
30 36. El proceso de la reivindicacion 35, en el que la etapa (a) se produce en acetonitrilo en presencia de trietilamina.

37. El proceso de la reivindicacion 33, en el que la etapa (b) se produce en presencia de un catalizador de paladio,
en el que el disolvente comprende metanol o etanol.

35 38. El proceso de la reivindicacion 33, en el que la etapa (b) se produce en agua en presencia de Fe y FeSO4 0 Zny
AcOH.

39. El proceso de la reivindicacion 33, en el que la etapa (c) se produce en un disolvente en presencia de
hexafluorofosfato de O-(7-azabenzotriazol-1-il)-N,N,N’,N’-tetrametiluronio (HATU) y trietilamina o en un disolvente en
40 presencia de anhidrido ciclico del acido propil fosfénico (T3P®) y piridina.

40. El proceso de la reivindicacion 39, en el que el disolvente en la etapa (c) comprende N,N-dimetil formamida
(DMF), acetato de etilo o 2-metiltetrahidrofurano.
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41. El proceso de la reivindicacion 40, en el que R* es TBDMS.

42. El proceso de la reivindicacion 33 que comprende adicionalmente una reaccién de desproteccién cuando el anillo

Aes

R3 H H CORe
© @

en el que R® es un grupo protector de sililo, para generar un compuesto de Formula (1), en el que el anillo A es;

43. Un compuesto que es

en el que el anillo A es

en el que

HO H
H OH

N N

© @)

e

O,N

R?0

H
H OR®
HN% fN 37{” h”
PR N Q ) Q
(d)

(a) (b) ()

R' es -CF3, -CN 0 -C=CCH2N(CHa),, y

R® es hidrogeno o un grupo protector de sililo seleccionado entre el grupo que consiste en trimetilsililo (TMS),
terc-butildifenilsililo (TBDPS), terc-butildimetilsililo (TBDMS), triisopropilsililo (TIPS) y [2-(trimetilsilil)etoximetilo

(SEM).

44. Un compuesto que es
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H,N

en el que el anillo A es

R0 H
H OR®
%;’”% *{”g ?‘f“g %“Q
k] H . n
@

(@) (b) (©

en el que
R' es -CF3, -CN, 0 -CECCH,N(CHs)y, si
R® es hidrogeno o un grupo protector de sililo seleccionado entre el grupo que consiste en trimetilsililo (TMS),

terc-butildifenilsililo (TBDPS), terc-butildimetilsililo (TBDMS) triisopropilsililo (TIPS) y [2-(trimetilsilil)etoxiimetilo
(SEM).

45. Un compuesto de Formula (1A):

-

POA
R, O O e
R
R
N 1
H
(TA);
o sales farmacéuticamente aceptables del mismo, en la que:
el anillo A se selecciona entre
ReO H
H ORa

&N W N

© o (d)

en las que

R' es -CF3, -CN 0 -C=CCH2N(CHs)y;

R%es hidrégeno, -CHs, -CF3, -OH o -CH,0H;

R3es hidrégeno, -CHs, -OCHs; o -CN;

con la condicién de que tanto R? como R® no sean simultaneamente hidrégeno, y

R* es un grupo protector de sililo seleccionado entre el grupo que consiste en trimetilsililo (TMS), terc-
butildifenilsililo (TBDPS), terc-butildimetilsililo (TBDMS), triisopropilsililo (TIPS) y [2-(trimetilsilil)etoxi]metilo (SEM).
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