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DESCRIPCION
Nuevas composiciones para prevenir y/o tratar trastornos de almacenamiento lisosomal
Campo de la invencion

La presente invenciéon proporciona nuevos compuestos, conocidos como chaperonas farmacolégicas, asi como
también métodos que las usan para prevenir y/o tratar trastornos de almacenamiento lisosomal. En particular, la
presente invencion proporciona métodos para prevenir y/o tratar la enfermedad de Gaucher.

Antecedentes de la invencion

Los trastornos de almacenamiento lisosomal son causados por un defecto en la funcién lisosomal que resulta en la
acumulacion de sustancias dentro de los lisosomas de las células. Este defecto generalmente es consecuencia de la
deficiencia de una Unica enzima necesaria para el metabolismo de lipido, glucdégeno, glicoproteina o
mucopolisacarido. La enfermedad de Gaucher, el trastorno de almacenamiento lisosomal mas comun, se caracteriza
por la acumulacién del glicolipido glucocerebrésido (también conocido como glucosilceramida). Los sintomas de la
enfermedad de Gaucher incluyen hipertrofia del bazo e higado, disfuncion hepatica, trastornos esqueléticos y
lesiones 6seas que pueden ser dolorosas, complicaciones neurolégicas agudas, hinchazén de los ganglios linfaticos
y (ocasionalmente) articulaciones adyacentes, abdomen distendido, una tonalidad amarronada en la piel, anemia,
plaquetas bajas y depositos grasos amarillos escleréticos. Adicionalmente, las personas que padecen la enfermedad
de Gaucher pueden ser también mas susceptibles a infecciones.

Existe la necesidad de métodos para prevenir y/o tratar trastornos de almacenamiento lisosomal que proporcionen a
los pacientes una mejor calidad de vida y logren un mejor resultado clinico. En particular, existe la necesidad de
métodos para prevenir y/o tratar la enfermedad de Gaucher que proporcionen a los pacientes una mejor calidad de
vida y logren un mejor resultado clinico.

El documento Faugeroux et al., Organic and Biomolecular Chemistry, 4(24), 4437-4439 (2006) se refiere a
compuestos que se consideran inhibidores de la glucosilceramida-sintasa y en particular describe la N-butil-1-
desoxinojirimicina (Miglustat).

El documento US2004/082641 describe derivados de piperidina que se consideran utiles en el tratamiento de
enfermedades cardiacas y cardiovasculares precoces.

Los documentos US2008/009516 y EP1860101 describen ambos el uso de isofagomina y sus derivados para el
tratamiento de trastornos de almacenamiento lisosomal.

Compendio de la invencion

La presente invencién proporciona nuevos compuestos, asi como también composiciones y métodos que los
utilizan, para prevenir y/o tratar un trastorno de almacenamiento lisosomal en un paciente con riesgo de desarrollar o
de que se le diagnostique esta enfermedad que incluye administrar al paciente que lo necesita una cantidad efectiva
de un compuesto descrito en la presente.

Los expertos en la técnica comprenderan que R? R® y R* en las Férmulas I y lll siguientes no se seleccionaran de
forma tal que resulte una molécula inestable.

En un aspecto, se proporciona un compuesto de Férmula Il

OH
R7
R1
R8
T R6
N

R5
en donde:

R" es C(R*)(R})(RY);
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R es hidrogeno, -OH o haldgeno;

R es hidrogeno, -OH, halégeno o —CHs;

R es halogeno —CHj, fenilo, fluorofenilo, metilfenilo, ciclohexilmetilo, en donde cuando R* es un halégeno,
R y R no pueden ser hidrogeno;

R® y R* pueden juntarse con el atomo de carbono al que estan unidos para formar un anillo cicloalquilo, que
puede estar opcionalmente sustituido por uno o mas atomos de halégeno;

R® es hidrégeno o fenilalquilo;

Z es opcional, cuando esta presente Z es —(CHz)—, —C(=0) —, -S(=0)2NH-, —S(=0)2—, —S(=0)—CH>, C(=0)-
NH— -S(=0)2NR°-, —C(=S)-NH- 0 -C(=0),—CH,

R es hidrégeno o CH3,

R es hidrogeno o aminofenilalquilo;

R es —OH o halégeno; y

R® es hldrogeno halogeno 0 —CHjs;

S|empre que R? y R® no sean ambos hidrégeno cuando R* sea halégeno, Z no esté presente, R’ sea —OH,
R® R® y R® sean hidrégeno;

o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de este;

para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de un trastorno de almacenamiento lisosomal en un
paciente con riesgo de desarrollar o que se le diagnostique dicho trastorno.

En otro aspecto, se proporciona un compuesto definido por la Férmula lI:

20

; OH
R

et lf

o

en donde:

25

30

HO

HO

F
N
H
OH
T
H

R' es C(R*)(R*)(R%);

R es hidrogeno, -OH o haldgeno;

R es hidrogeno, -OH, halégeno o —CHg;

R es halogeno —CHj, fenilo, fluorofenilo, metilfenilo, ciclohexilmetilo, en donde cuando R* es un halégeno,
R y R no pueden ser hidrégeno;

R® y R* pueden juntarse con el atomo de carbono al que estan unidos para formar un anillo cicloalquilo, que
puede estar opcionalmente sustituido por uno o mas atomos de halégeno;

R es —OH o halégeno; y

R® es hidrégeno, halégeno o —CHg;

siempre que R? y R® no sean ambos hidrégeno cuando R* sea un halégeno, R’ sea —OH y R® y R® sean
hidrégeno;

para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de un trastorno lisosomal en un paciente con riesgo de
desarrollar o que se le diagnostique dicho trastorno.

OH F
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o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de este, o cualquier combinaciéon de dos o mas de estos.
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En una realizacién, el compuesto es (3R,4R,5S)-5-(difluorometil)piperidina-3,4-diol, (3R,4R,5S)-5-bencilpiperidina-
3,4-diol, o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de estos. En una realizacion, el compuesto es (3R,4R,5S)-
5-(difluorometil)piperidina-3,4-diol, o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de este. En una realizacion, el
compuesto es (3R,4R,5S)-5-bencilpiperidina-3,4-diol, o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de este.

En una realizacion, el trastorno de almacenamiento lisosomal esta asociado con la acumulacién de al menos un
glicolipido. En una realizacion, el trastorno de almacenamiento lisosomal esta asociado con la acumulacion de al
menos un glicoesfingolipido. En una realizacion, el trastorno de almacenamiento lisosomal esta asociado con la
acumulacioén de glucocerebrosido. En una realizacion, el trastorno de almacenamiento lisosomal esta asociado con
una deficiencia en la glucocerebrosidasa. En una realizacion, el trastorno de almacenamiento lisosomal esta
asociado con una mutacion en la glucocerebrosidasa. En una realizacion, la enfermedad de almacenamiento
lisosomal es la enfermedad de Niemann-Pick. En una realizacién, la enfermedad de almacenamiento lisosomal es la
enfermedad de Gaucher. En una realizacién, el compuesto puede ser administrado con una cantidad efectiva de al
menos otro agente terapéutico. En una realizacién, el o los otros agentes terapéuticos son imiglucerasa o 1,5-
(butilimino)-1,5-didesoxi-D-glucitol.

La presente invencion también proporciona compuestos como los definidos anteriormente o una sal o solvato
farmacéuticamente aceptable de estos para prevenir y/o tratar la enfermedad de Gaucher en un paciente con riesgo
de desarrollar o que se le diagnostique la misma.

En una realizacién, el compuesto es (3R,4R,5S)-5-(difluorometil)piperidina-3,4-diol, (3R,4R,5S)-5-bencilpiperidina-
3,4-diol, o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de estos. En una realizacion, el compuesto es (3R,4R,5S)-
5-(difluorometil)piperidina-3,4-diol, o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de este. En una realizacion, el
compuesto es (3R,4R,5S)-5-bencilpiperidina-3,4-diol, o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de este.

En una realizacion, el compuesto se administra con una cantidad efectiva de al menos otro agente terapéutico. En
una realizacion, el o los otros agentes terapéuticos son imiglucerasa o 1,5-(butilimino)-1,5-didesoxi-D-glucitol.

La presente invencién también proporciona kits que comprenden:

e un recipiente que tiene una cantidad efectiva de un compuesto de férmula:
OH F
HOL_~
F

N
H

e 0 una sal o solvato farmacéuticamente acetable de este; e
e instrucciones para usarlo para prevenir y/o tratar un trastorno de almacenamiento lisosomal.

En una realizacion, el trastorno de almacenamiento lisosomal es la enfermedad de Gaucher.

La presente invencion también proporciona 5-(fluorometil)piperdina-3,4-diol, 5-(clorometil)piperdina-3,4-diol, o una
sal o solvato farmacéuticamente aceptable de estos, o cualquier combinacién de dos 0 mas de estos para su uso en
un método para mejorar la actividad de la glucocerebrosidasa en una célula ex vivo.

Descripcion detallada de la invencién

Tal como se utilizan en la presente, los siguientes términos tendran las definiciones establecidas mas abajo.

Tal como se utiliza en la presente, el término “tratar” significa mejorar uno o mas de los sintomas asociados al
trastorno de referencia.

Tal como se utiliza en la presente, el término “prevenir” significa mitigar un sintoma del trastorno de referencia.

Tal como se utiliza en la presente, la frase "una cantidad efectiva" significa una cantidad efectiva para prevenir y/o
tratar un paciente con riesgo de desarrollar o de que se le diagnostique el trastorno de referencia y asi producir el
efecto terapéutico deseado.

Tal como se utiliza en la presente, el término “paciente” significa un mamifero (por ejemplo, un humano).

Tal como se usa en la presente la frase “trastorno de almacenamiento lisosomal” se refiere a cualquiera de un grupo
de enfermedades resultantes del metabolismo anormal que resulta en la acumulacién de un sustrato en el lisosoma.
La Tabla 1 contiene una lista no taxativa de trastornos de almacenamiento lisosomal ejemplares y su enzima
defectuosa asociada.

TABLA 1 Trastornos de almacenamiento lisosomal
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Trastorno de almacenamiento lisosomal Enzima defectuosa

Enfermedad de Pompe o-Glucosidasa acida

Enfermedad de Gaucher B—Glucosidasa acida o Glucocerebrosidasa

Enfermedad de Fabry o-Galactosidasa A

Gwmi-gangliosidosis B-Galactosidasa acida

Enfermedad de Tay-Sachs B-Hexosaminidasa A

Enfermedad de Sandhoff B-Hexosaminidasa B

Enfermedad de Niemann-Pick Esfingomielinasa acida

Enfermedad de Krabbe Galactocerebrosidasa

Enfermedad de Farber Ceramidasa acida

Leucodistrofia metacromatica Arilsulfatasa A

Enfermedad de Hurler-Scheie o-L-lduronidasa

Enfermedad de Hunter Iduronato-2-sulfatasa

Enfermedad de Sanfilippo A Heparan N-sulfatasa

Enfermedad de Sanfilippo B o-N-Acetilglucosaminidasa

Enfermedad de Sanfilippo C Acetil-CoA: a-glucosaminida
N-acetiltransferasa

Enfermedad de Sanfilippo D N-Acetilglucosamina-6-sulfato sulfatasa

Enfermedad de Morquio A N-Acetilglucosamina-6-sulfato sulfatasa

Enfermedad de Morquio B B-galactosidasa acida

Enfermedad de Maroteaux-Lamy Avrilsulfatasa B

Enfermedad de Sly B-Glucuronidasa

alfa.-Mannosidosis o-Mannosidasa acida

beta.-Mannosidosis B-Mannosidasa acida

Fucosidosis o-L-fucosidasa acida

Sialidosis Sialidasa

Enfermedad de Schindler-Kanzaki a-N-acetilgalactosaminidasa

El trastorno de almacenamiento lisosomal mas comun, la enfermedad de Gaucher, se caracteriza por la acumulacion
del glicolipido glucocerebrésido (también conocido como glucosilceramida). Se han descrito tres fenotipos para la
enfermedad de Gaucher que se indican por la ausencia (tipo 1) o presencia de participacion neurolégica durante la
infancia (tipo 2) o la adolescencia (tipo 3). Por ejemplo, ver Grabowski, Gaucher’s disease. Adv Hum Genet 1993;
21:377-441.

Los tres tipos de enfermedad de Gaucher se heredan en un modo autosémico recesivo. Ambos padres deben ser
portadores para afectar al nifio. Si ambos padres son portadores, hay una en cuatro, o 25%, de posibilidades en
cada embarazo de afectar al nifio. Se recomienda asesoramiento genético y pruebas genéticas a las familias que
pueden ser portadoras de mutaciones. Cada tipo esta ligado a mutaciones particulares. En total, hay
aproximadamente 80 mutaciones conocidas que conducen a la enfermedad de Gaucher (ver, por ejemplo,
McKusick, V.A.: Mendelian Inheritance in Man. A Catalog of Human Genes and Genetic Disorders. Baltimore: Johns
Hopkins University Press, 1998 (12.2 edicion)).

La enfermedad de Gaucher Tipo 1 es panétnica, pero es especialmente frecuente entre personas de ascendencia
judia ashkenazi, con una tasa de portadores de 1 en 17 judios ashkenazi. Las mutaciones N370S y 84GG son las
mutaciones mas frecuentes en el gen glucocerebrosidasa entre los judios ashkenazi, con tasas de 1 en 17,5 para
N370S y 1 en 400 para 84GG en la poblacion ashkenazi general sana y estan asociadas con la enfermedad de
Gaucher leve y aguda, respectivamente. La mutacion 84GG ocurre casi exclusivamente entre los judios ashkenazi.
Otras variantes raras del gen glucocerebrosidasa identificadas en pacientes de ascendencia ashkenazi con la
enfermedad de Gaucher incluyen L444P, IVS2+1G—A, V394L y R496H. A diferencia de la presentacion de la
enfermedad de Gaucher Tipo 1 en los judios ashkenazi, la enfermedad de Gaucher Tipo 1 tiende a ser aguda y
progresiva en pacientes japoneses (ver, Ida et al., Type 1 Gaucher Disease Patients: Phenotypic Expression and
Natural History in Japanese Patients, Blood Cells, Molecules and Diseases, 1984, 24(5):73-81). Adicionalmente, la
enfermedad de Gaucher Tipo 3, asociada con una o dos copias de la variante L444P del gen glucocerebrosidasa es
frecuente en pacientes suecos de la region de Norrbotten.

Un diagnostico definitivo de la enfermedad de Gaucher se hace con pruebas genéticas. Como hay numerosas
mutaciones diferentes, a veces es necesaria la secuenciacion del gen glucocerebrosidasa para confirmar el
diagndstico. El diagnéstico prenatal esta disponible y es util cuando hay un factor de riesgo genético conocido. Sin
embargo, un diagndstico de la enfermedad de Gaucher también puede suponerse por anormalidades bioquimicas
tales como altos niveles de fosfatasa alcalina, enzima conversora de angiotensina (ACE) e inmunoglobulina, o
mediante un analisis celular que muestre un citoplasma con aspecto de "papel arrugado" y macréfagos cargados de
glicolipidos. Particularmente, la enfermedad de Niemann-Pick es similar en que se caracteriza por la acumulacion de
Gwmez-gangliésidos y Gu1-gangliosidos, ademas del glucocerebrésido (Vanier et al., Brain Pathology. 1998; 8: 163-74).

Los sintomas de la enfermedad de Gaucher incluyen los siguientes:
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Hepatomegalia y esplenomegalia indoloras (el tamafio del bazo puede ser 1500-3000 ml, en comparacion
con el tamafio normal de 50-200 ml)
Hiperesplenismo: la destruccion rapida y prematura de células sanguineas que conduce a anemia,
neutropenia y trombocitopenia (con un riesgo aumentado de infeccidon y hemorragia)
Cirrosis del higado, aunque rara
Los sintomas neuroldgicos ocurren solo en algunos tipos de Gaucher (ver a continuacion):

o Tipo ll: convulsiones graves, hipertonia, retardo mental, apnea.

o Tipo lll: espasmos musculares conocidos como mioclono, convulsiones, demencia, apraxia

muscular ocular.

Osteoporosis: 75% desarrollan anormalidades éseas visibles debido a la acumulacién de glucosilceramida.
Se describe comunmente una deformidad del fémur distal en la forma de un matraz Erlenmeyer.
Pigmentacion amarillenta-marrén de la piel

Compuestos

A continuacién se proporcionan nuevos compuestos de la presente invencion:

I
O

T T T I
O] O O O
Y . I= Iz al
IZC%_ C; 2 I{é
. M

OH F (3R,4R,5S)-5-(difluorometil)piperidina-3,4-diol

(3R,4R,5S)-5-bencilpiperidina-3,4-diol

OH OH (3R,4R,5R)-5-(1-hidroxietil)piperidina-3,4-diol

(3R,4R,5R)-5-(1-hidroxietil)piperidina-3,4-diol

1Q
T
(@)
T

(estereoisdomero A)

o IT=

(3R,4R,5R)-5-(1-hidroxietil)piperidina-3,4-diol

T
o
T

(estereoisdbmero B)

(3R,4R,5S)-5-(1-fluoroetil)piperidina-3,4-diol

O
I
-

T
(@)

I
O

(3R,4R,5S)-5-(1-fluoroetil)piperidina-3,4-diol (estereoisémero A)

e}
.
M

Iz
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(3R,4R,5S)-5-(1-fluoroetil)piperidina-3,4-diol (estereoisémero B)

(3R,4R,5S)-5-etilpiperidina-3,4-diol

(3R,4R,5S)-5-isopropilpiperidina-3,4-diol

(3R,4R,5S)-5-(2-hidroxipropan-2-il)piperidina-3,4-diol

(4R,5R)-3,3-difluoro-5-(hidroximetil)piperidin-4-ol

(4R,5R)-5-(hidroximetil)-3-metilpiperidina-3,4-diol

(3R,4R,5S)-5-(1,1-difluoroetil)piperidina-3,4-diol

(3R,4R,5S)-5-(trifluorometil)piperidina-3,4-diol

(3R,4R,5S)-5-ciclopropilpiperidina-3,4-diol

11
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(3R,4R,5S)-5-(2,2-difluorociclopropil )piperidina-3,4-diol

(3R,4R,5S)-1-bencil-5-(difluorometil)piperidina-3,4-diol

(3R,4R,5R)-5-((S)-hidroxi(fenilo)metil)piperidina-3,4-diol

(3R,4R,5S)-5-(difluorometil)-1-(metilsulfonilo)piperidina-3,4-diol

(3R,4R,5R)-5-((4-fluorofenilo)(hidroxi)metil)piperidina-3,4-diol

(3R,4R,5S)-5-(4-metilbencil)piperidina-3,4-diol

(3S,4R,5R)-3-(difluorometil)-4,5-dihidroxi-N-fenilpiperidina-1-
carboxamida

12
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(3S,4R,5R)-3-(difluorometil)-4,5-dihidroxi-N,N-dimetilpiperidina-1-
sulfonamida

(3R,4R,5R)-5-(2-ciclohexil-1-hidroxietil )piperidina-3,4-diol

(3R,4R,5S)-5-(2-ciclohexil-1-fluoroetil)piperidina-3,4-diol

(3R,4R,5S)-5-(4-fluorobencil)piperidina-3,4-diol

(3R,4R,5R)-5-((3,5-difluorofenilo)(hidroxi)metil)piperidina-3,4-diol

(3R,4R,5S)-5-((3,5-difluorofenilo)fluorometil)piperidina-3,4-diol

1-((3S,4R,5R)-3-(difluorometil)-4,5-dihidroxipiperidin-1-il)etanona

(3R,4R,5S)-5-(fluorometil)piperidina-3,4-diol clorhidrato

13
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OH E

(3R,4R,5S)-5-((R)-1-fluoropropil)piperidina-3,4-diol clorhidrato

(3R,4R,5S)-5-((S)-1-fluoropropil)piperidina-3,4-diol clorhidrato

Proceso quimico

Las composiciones de la presente invencion pueden obtenerse de acuerdo con uno o mas de los siguientes
esquemas.

Esquema de proceso 1:

\
0

\ \ \o/‘/"\"
0 o) 9 OH

AN and \o o 0
0o 1Pd(OHR H2 [ ©  OH KyCO3;

0 N ——> ‘o
Ij 2. HCl BnCl

BnO® O N HCl

NK@
3
\
) AN W
AN Lo I, N
O%/k o O/(k‘? i OH F
T O~ :
Swern 0 DAST \(j)\F 1. HCI Ho\(j)\F
B LALLEE o —_—
N
N Hcl

N N 2. Pd(OH)y; H,
O » 6
4 5

((28,3S,4aR,8R,8aR)-2,3-Dimetoxi-2,3-dimetiloctahidro-[1,4]dioxino[2,3-c]piridin-8-il)metanol clorhidrato (2).
Se combiné una solucién de 1 (20,0 g, 55,0 mmol) en MeOH (500 mL) con Pd(OH)2 (4-6 g) y formiato de amonio (14
g, 220 mmol) y la mezcla se calenté a 50-55°C. Se agregaron cantidades adicionales (3x100,0 mmol) de formiato de
amonio en las siguientes 8 hrs. Después de la adicion final, la mezcla de reaccion se agité adicionalmente y se
calentd otras 16 hrs a 50-55°C. El catalizador se retir6 mediante filtracion y el filirado se evaporé al vacio. El
producto bruto se disolvié en acetona (150 mL), se filtré y se agregé HCI en 2-PrOH. Después de sembrar y luego
enfriar en un bafio de hielo, el producto se recogié como un sélido cristalino blanco (11,0 g, 71%). 'H RMN (DMSO-
de) 9,45 (s, 2H), 4,80 (t, 1H, ex), 3,85 (m, 1H), 3,0-3,75 (m, 11H), 2,8 (q, 2H), 1,95 (m, 1H), 1,2 (2, 6H).

((28,3S,4aR,8R,8aR)-6-Bencil-2,3-dimetoxi-2,3-dimetiloctahidro-[1,4]dioxino[2,3-c]piridin-8-il)metanol (3). A
una solucién de 2 (14,85 g, 50,0 mmol) en DMF (200 mL) se agregd K>COs3 (17,25 g, 125 mmol) y la mezcla se agité
a 40°C durante aproximadamente 4 hrs. En este momento se agregé BnClI (5,7 mL, 50,0 mmol) en una porcién y la
reaccion se agité a 40°C durante toda la noche. El disolvente se evaporé al vacio y el residuo se suspendié en agua
(600 mL) y se agregd HCI para disolver el residuo. La solucion se lavo con Et20 y luego se basificé con Na,COs. La
solucion se extrajo con EtOAc (2x) y los extractos combinados se lavaron con agua y luego con salmuera y luego se
secaron sobre MgSO.. La solucion se filtro y el filirado se evapordé al vacio para proporcionar el compuesto del titulo
(17,2 g, >95%) como un aceite viscoso incoloro a amarillo palido que se utilizé sin purificacion adicional. "H RMN
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(CDCls) 7,3 (m, 5H), 3,6-3,8 (m, 2H), 3,5 (s, 3H), 3,4 (t, 1H), 3,26 (s, 3H), 3,268 (s, 3H), 2,9 (m, 2H), 2,2 (br s, 1H),
2,05 (m, 1H), 1,85 (t, 1H), 1,28 (s, 3H), 1,26 (s, 3H).

((28,3S,4aR,8R,8aR)-6-Bencil-2,3-dimetoxi-2,3-dimetiloctahidro-[1,4]dioxino[2,3-c]piridin-8-il)carboxaldehido
(Procedimiento General A) (4). A una solucién de DMSO (7,3 g, 96,9 mmol) en CH.Cl, (150 mL) enfriada hasta
alcanzar -78°C se agreg6 una solucion de cloruro de oxalilo (6,1 mL, 72,8 mmol) en CH2Cl» gota a gota. Después de
que se completo la adicion la mezcla de reaccion se agitdé durante 30 min adicionales, momento en el cual se agrego
gota a gota una solucion de 3 (17,0 g, 48,4 mmol) en CH,Cl,. Una vez completada la adicién, la reaccion se agitd
durante 1 hr a -78°C y luego se agreg6 gota a gota diisopropiletilamina (34,4 mL, 193 mmol). Una vez completada
esta adicion se retiré el bafio de enfriamiento y la mezcla de reaccion se dejo entibiar hasta alcanzar 0°C, momento
en el cual se agregdé NaHCO3 saturado. La mezcla se diluy6 con algo de CH,Cl, adicional y luego la capa organica
se separd y se seco sobre MgSO4. Después de filtrar, el disolvente se evapord al vacio y el producto bruto se
purificé mediante cromatografla en gel de silice (Hex/EtOAc) para proporcionar el compuesto del titulo (12,7 g, 75%)
como un aceite viscoso. 'H RMN (CDCls) 9,73 (s, 1H), 7,2 (m, 5H), 3,75 (m, 2H), 3,5 (g, 2H), 3,2 (2s, 6H), 2,7-3,0
(m, 3H), 2,05 (m, 2H), 1,25 (2s, 6H).

((28,3S,4aR,8S,8aR)-6-Bencil-8,8-difluorometil-2,3-dimetoxi-2,3-dimetiloctahidro-[1,4]dioxino[2,3-c]piridina
Clorhidrato (Procedimiento General B) (5). A una solucion de DAST (1,4 mL, 10,3 mmol) en CH2Cl» (50 mL)
enfriada hasta alcanzar -15°C se agreg6 una solucion de 4 (2,4 g, 6,9 mmol) gota a gota. Después de 10 minutos se
retiré el bafio de hielo y la reaccion se agitd a temperatura ambiente durante la noche. En este momento la mezcla
de reaccion se enfri6 nuevamente en un bafio de hielo y la reaccion se aplacé mediante adicion de NaHCOs3;
saturado (gota a gota al comienzo dado que esto produce una leve exotermia). La capa organica se separd y se
seco sobre NaxSOy, se filtrd y el disolvente se evapor6 al vacio para proporcionar un aceite amarillo. El residuo se
purificod mediante cromatografla en gel de silice (Hex/EtOAc) para proporcionar el compuesto del titulo (1,6 g, 62%)
como un aceite incoloro. "H RMN (CDCls) 7,2 (m, 5H), 6,0 (dt, 1H), 3,75 (m, 1H), 3,55 (m, 3H), 3,2 (2s, 6H), 2,95 (m,
1H), 2,85 (m, 1H), 2,3 (m, 2H), 1,5 (br s, 1H), 1,2 (2s, 6H).

(3R,4R, 5S)-5-(Difluorometil)piperdina 3,4-diol Clorhidrato (Procedimiento General C) (6). EI compuesto 5 (1,6
g, 4,3 mmol) se calentd a reflujo en una mezcla de EtOH/H20/HCI (40 mL/40 mL/5 mL) y la reaccion se controld
mediante HPLC hasta que el material de partida ya no pudo detectarse. El disolvente se evapor6 al vacio y luego se
coevapord 2x con EtOH. El residuo se disolvié en MeOH y se hidrogené sobre Pd(OH)2. Cuando se completo, el
catalizador se retir6 mediante filtracion y el filirado se evapor6 al vacio. El residuo se recristalizd a partir de EtOH (50
mL) para obtener el compuesto del titulo (0,55 g, 66%) como un sdlido blanco (pf 168-170°C). 'H RMN (D20) 6,15
(dt, 1H), 4,3-4,8 (m, 2H), 3,0 (t, 1H), 2,85 (t, 1H), 2,3 (m, 1H).
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(R)y(S)-1-((2S,3S,4aR,8R,8aR)-6-Bencil-2,3-dimetoxi-2,3-dimetiloctahidro-[1,4]dioxino[2,3-c]piridin-8-il)etanol
Procedimiento General D (15/16). A una solucion de 4 (7,0 g, 20,0 mmol) en THF seco (100 mL) se agrego
MeMgBr (20,0 mL, 1,4 M en 3:1 THF/tolueno) y la reaccién se agitdé durante toda la noche a temperatura ambiente.
La reaccion se aplaco con NH4CI saturado y la mezcla se extrajo con EtOAc (2x) Los extractos combinados se
lavaron con salmuera, se secaron sobre Na;SO, y el filtrado se evaporé al vacio. El residuo se purificd medlante
cromatografia en gel de silice (hexano/2-PrOH) para proporcionar el isomero principal (15) (1,6 g, 24,6%). 'H RMN
(CDCl3),7,3 (m, 5H), 4,15 (m, 1H), 3,5-3,9 (m, 3H), 3,3 (2s, 6H), 2,85 (m, 2H), 2,0 (2m, 4H), 1,3 (2s, 6H), 1,2 (d, 3H).
También se aisl6 el isémero menor (16) (0,55 g, 7,5%) 7,3 (m, 5H), 3,75 (m, 2H), 3,5 (m, 2H), 3,2 (2s, 6H), 2,8 (m,
2H), 2,0 (t, 1H), 1,75 (m, 2H), 1,2 (2s, 6H), 1,0 (d, 3H).

(3R,4R, 5R)-5((R)-1-Hidroxietil)piperdina 3,4-diol (17). Se agit6é el compuesto 15 (0,55 g, 1,5 mmol) en una mezcla
de 9/1 TFA:H20 (20 mL) hasta que el material de partida ya no pudo detectarse mediante HPLC. Los volatiles se
retiraron y el residuo se coevaporé 2-3x con EtOH y luego se disolvié en EtOH y se traté con K;COs3 sélido. Después
de filtrar el sdlido, el filtrado se evaporé al vacio y el residuo se convirti6 en una sal HCI y se hidrogené sobre
Pd(OH).. El catalizador se filtr6 y el filirado se evapor6 al vacio. El producto bruto se purifico utilizando una resina de
intercambio i6nico (Dowex 50WX8-200) eluyendo con NH4OH 0, 1 N. Las fracciones apropiadas se combinaron y
liofilizaron para proporcionar el compuesto del titulo (0,12 g, 50%). 'H RMN (D20) 4,2 (q, 1H), 3,65 (m, 1H), 3,45 (m,
3H), 2,8 (m, 2H), 1,65 (m, 1H), 1,15 (d, 3H).

(3R,4R, 5R)-5((S)-1-Hidroxietil)piperdina 3,4-diol (10). El compuesto 16 (0,34 g, 0 93 mmol) se desprotegié como
se describié anteriormente para proporcionar el compuesto del titulo (0,11 g, 75%). 'H RMN (D20) 4,15 (m, 2H), 3,5
(m, 1H), 3,35 (t, 1H), 3,15 (m, 2H), 1,8 (m, 1H), 1,1 (d, 3H).

((28,3S,4aR,8R,8aR)-6-Bencil-8(S)-(1-fluoroetil)-2,3-dimetoxi-2,3-dimetiloctahidro-[1,4]dioxino[2,3-c]piridina
(11). El compuesto 15 (1,8 g, 5,0 mmol) se fluoré utilizando el Procedlmlento General B. La cromatografia en gel de
silice (Hex/EtOAc) proporciond el compuesto del titulo (0,42 g, 23%). "H RMN (CDCl3) 7,25 (m, 5H), 4,7-4,9 (dq, 1H),
3,75 (m, 2H), 3,4 (m, 2H), 3,2 (2s, 6H), 2,8 (m, 2H), 2,0 (m, 3H), 1,35 (dd, 3H), 1,2 (2s, 6H).

(3R,4R, 5R)-5((S)-1-Fluoroetil)piperdina 3,4-diol Clorhidrato (13). El compuesto 11 (0,42 g, 1,14 mmol) se
desprotegié6 como se describe en el Procedimiento General C. Después de retirar el catalizador, el filtrado se
evaporo al vacio y luego se coevaporé con EtOH (2x). El residuo resultante se trituré con acetona para proporcionar
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el compuesto del titulo (0,20 g, 88%) como un sélido blanco. "H RMN (DMSO0-d6) 9,0 (br s, 2H), 5,6 (d, 1H, ex), 5,4
(d, 1H, ex), 5,0-5,2 (dq, 1H), 3,55 (m, 1H), 3,2 (m, 2H), 2,9 (t, 1H), 2,7 (t, 1H), 2,2 (m, 1H), 1,3 (dd, 3H).

((28,3S,4aR,8R,8aR)-6-Bencil-8(R)-(1-fluoroetil)-2,3-dimetoxi-2,3-dimetiloctahidro-[1,4]dioxino[2,3-c]piridina
(12). El compuesto 16 (0,55 g, 1, 5 mmol) se fluoré utilizando el Procedimiento General B para proporcionar el
compuesto del titulo (0,22 g, 40%). '"H RMN (CDCl3) 7,3 (m, 5H), 5,0 (dq, 1H), 3,8 (m, 1H), 3,5-3,75 (m, 3H), 3,3 (2s,
6H), 3,0 (d, 1H), 2,9 (m, 1H), 2,1 (m, 2H), 1,85 (m, 1H), 1,3 (2s, 6H).

(3R,4R, 5R)-5((R)-(1-Fluoroetil)piperdina 3,4-diol Clorhidrato (1H). EI compuesto 12 (0,22 g, 0,6 mmol) se
desprotegié como se describe en el Procedimiento General C. Después de retirar el catalizador, el filtrado se
evaporo al vacio y luego se coevaporé con EtOH (2x). El reS|duo resultante se trituré con acetona para proporcionar
el compuesto del titulo (0,08 g, 67%) como un sdlido blanco. "H RMN (D20) 5,1 (dq, 1H), 3,5 (m, 4H), 2,8 (m, 2H),
1,8 (m, 1H), 1,3 (dd, 3H).

Esquema de proceso 2:

\
(0]
AN Lond
\ 0.
(0] O

O OH
AN o o (@] :
O}\/kg 1.Pd(OH). Hzo' OH K,COs3;
Oa~ON ——— > O\(j/ — N
Ij 2. HCl BnCl
HCI

2
\
\
(0] AN O,\\\
\ L Ol,. O
O, 0 /O 1 e F (:)H F
Swern O\Kj/ DAST F 1. HC HOﬁF
[ . - —_—
N 2. Pd(OH),; H
N (OH); Ha H Hel
0 6

5

((2S,3S,4aR,8R,8aR)-2,3-Dimetoxi-2,3-dimetiloctahidro-[1,4]dioxino[2,3-c]piridin-8-il)metanol Clorhidrato (2).
Una solucion de 1 (20,0 g, 55,0 mmol) en MeOH (500 mL) se combiné con Pd(OH); (4-6 g) y formiato de amonio (14
g, 220 mmol) y la mezcla se calenté a 50-55°C. Se agregaron cantidades adicionales (3x100,0 mmol) de formiato de
amonio en las siguientes 8 hrs. Después de la adicion final, la mezcla de reaccion se agité adicionalmente y se
calentd otras 16 hrs a 50-55°C. El catalizador se retir6 mediante filtracion y el filtrado se evaporé al vacio. El
producto bruto se disolvioé en acetona (150 mL), se filtré y se agregdé HCI en 2-PrOH. Después de afadir gérmenes
crlstallnos y luego enfriar en un bafio de hielo, el producto se recogié como un sélido cristalino blanco (11,0 g, 71%).
'H RMN (DMSO-ds) 9,45 (s, 2H), 4,80 (t, 1H, ex), 3,85 (m, 1H), 3,0-3,75 (m, 11H), 2,8 (q, 2H), 1,95 (m, 1H), 1,2 (2,
6H).

((2S,3S,4aR,8R,8aR)-6-Bencil-2,3-dimetoxi-2,3-dimetiloctahidro-[1,4]dioxino[2,3-c]piridin-8-il)metanol (3). A
una solucién de 2 (14,85 g, 50,0 mmol) en DMF (200 mL) se agregd K>COs3 (17,25 g, 125 mmol) y la mezcla se agité
a 40°C durante aproximadamente 4 hrs. En este momento se agregé BnClI (5,7 mL, 50,0 mmol) en una porcién y la
reaccion se agité a 40°C durante toda la noche. El disolvente se evaporé al vacio y el residuo se suspendié en agua
(600 mL) y se agregd HCI para disolver el residuo. La solucién se lavo con Et;0 y luego se basificé con Na,COs. La
solucion se extrajo con EtOAc (2x) y los extractos combinados se lavaron con agua y luego con salmuera y luego se
secaron sobre MgSO.. La solucion se filtro y el filtrado se evapord al vacio para proporcionar el compuesto deI titulo
(17,2 g, >95%) como un aceite viscoso incoloro a amarillo palido que se utilizé sin purificacién adicional. 'H RMN
(CDCl3) 7,3 (m, 5H), 3,6-3,8 (m, 2H), 3,5 (s, 3H), 3,4 (t, 1H), 3,26 (s, 3H), 3,268 (s, 3H), 2,9 (m, 2H), 2,2 (br s, 1H),
2,05 (m, 1H), 1,85 (t, 1H), 1,28 (s, 3H), 1,26 (s, 3H).
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((2S,3S,4aR,8R,8aR)-6-Bencil-2,3-dimetoxi-2,3-dimetiloctahidro-[1,4]dioxino[2,3-c]piridin-8-il)carboxaldehido
(Procedimiento General A) (4). A una solucién de DMSO (7,3 g, 96,9 mmol) en CHxCl, (150 mL) enfriada hasta
alcanzar -78°C se agreg6 una solucion de cloruro de oxalilo (6,1 mL, 72,8 mmol) en CH2Cl» gota a gota. Después de
que se completo la adicion la mezcla de reaccion se agitdé durante 30 min adicionales, momento en el que se agregd
gota a gota una solucién de 3 (17,0 g, 48,4 mmol) en CH,Cl,. Una vez completada la adicién, la reaccion se agitd
durante 1 hr a -78°C y luego se agreg6 gota a gota diisopropiletilamina (34,4 mL, 193 mmol). Una vez completada
esta adicion, el bafio de enfriamiento se retird y la mezcla de reaccion se dejé entibiar hasta alcanzar 0°C, momento
en el que se agregd NaHCO3 saturado. La mezcla se diluyé con algo de CHCl, adicional y luego la capa organica
se separd y se secd sobre MgSO,. Después de filtrar, el disolvente se evapord al vacio y el producto bruto se
purificé mediante cromatografla en gel de silice (Hex/EtOAc) para proporcionar el compuesto del titulo (12,7 g, 75%)
como un aceite viscoso. 'H RMN (CDCls) 9,73 (s, 1H), 7,2 (m, 5H), 3,75 (m, 2H), 3,5 (g, 2H), 3,2 (2s, 6H), 2,7-3,0
(m, 3H), 2,05 (m, 2H), 1,25 (2s, 6H).

((2S,3S,4aR,8S,8aR)-6-Bencil-8,8-difluorometil-2,3-dimetoxi-2,3-dimetiloctahidro-[1,4]dioxino[2,3-c]piridina
Clorhidrato (Procedimiento General B) (5). A una solucion de DAST (1,4 mL, 10,3 mmol) en CH2Cl» (50 mL)
enfriada hasta alcanzar -15°C se agreg6 una solucion de 4 (2,4 g, 6,9 mmol) gota a gota. Después de 10 minutos se
retiré el bafio de hielo y la reaccion se agité a temperatura ambiente durante la noche. En este momento la mezcla
de reaccion se enfri6 nuevamente en un bafio de hielo y la reaccion se aplacé mediante adicion de NaHCOs;
saturado (gota a gota al comienzo ya que esto produce una leve exotermia). La capa organica se separd y se seco
sobre NazSOy, se filtrd y el disolvente se evapor6 al vacio para proporcionar un aceite amarillo. El residuo se purificd
mediante cromatografla en gel de silice (Hex/EtOAc) para proporcionar el compuesto del titulo (1,6 g, 62%) como un
aceite incoloro. "H RMN (CDCls) 7,2 (m, 5H), 6,0 (dt, 1H), 3,75 (m, 1H), 3,55 (m, 3H), 3,2 (2s, 6H), 2,95 (m, 1H), 2,85
(m, 1H), 2,3 (m, 2H), 1,5 (br s, 1H), 1,2 (2s, 6H).

(3R,4R, 5S)-5-(Difluorometil)piperdina 3,4-diol Clorhidrato (Procedimiento General C) (6). El compuesto 5 (1,6
g, 4,3 mmol) se calent6 a reflujo en una mezcla de EtOH/H>O/HCI (40 mL/40 mL/5 mL) y la reaccion se controld
mediante HPLC hasta que el material de partida no pudo detectarse. El disolvente se evapor6 al vacio y luego se
coevaporé 2x con EtOH. El residuo se disolvié en MeOH y se hidrogené sobre Pd(OH),. Cuando se completo, el
catalizador se retir6 mediante filtracion y el filirado se evapor6 al vacio. El residuo se recristalizé a partir de EtOH (50
mL) para obtener el compuesto del titulo (0,55 g, 66%) como un sdlido blanco (pf 168-170°C). "H RMN (D0) 6,15
(dt, 1H), 4,3-4,8 (m, 2H), 3,0 (t, 1H), 2,85 (t, 1H), 2,3 (m, 1H).

OH F OH F
HOA_— . R%X; K,CO3 HON_— .
HCI N
H R5
6 7(a-e)

(3R,4R, 5S)-1.Butil-5-(difluorometil)piperdina 3,4-diol (Procedimiento General D) (7a; R® = Bu). Una mezcla de
6 (0,30 g, 1,4 mmol), K2COs3 (0,48 g, 3,5 mmol) y BuBr (0,20 g, 1,4 mmol) se combiné en DMF (10 mL) y se calent6
durante toda la noche a 60°C. El disolvente se evapor6 al vacio y el residuo se disolvié en EtOAc, se lavo con agua
y luego con salmuera y se secd sobre Na;SO,4. Después de la filtracion, el filtrado se evapord al vacio para
proporcionar el producto bruto que se purific6 mediante cromatografia (CHZCIZ/(Q 1) MeOH/NH4;OH) para
proporcionar el compuesto del titulo (0,25 g, 80%) como un jarabe incoloro. MH" = 224. "H RMN (DMSO-ds) 6,2 (t,
1H, J =57 Hz), 5,13 (d, 1H, ex), 4,91 (d, 1H, ex), 3,3 (m, 1H), 3,1 (m,1H), 2,9 (m, 2H), 2,3 (m, 2H), 1,95 (m, 2H), 1,75
(t, 1H), 1,2-1,5 (2 m, 4H), 0,9 (t, 3H).

(3R,4R, 5S)-1.Alil-5-(difluorometil)piperdina 3,4-diol (7b; R® = alilo). Siguiendo el Procedimiento General D
ut|||zando bromuro de alilo (0,17 g, 1,4 mmol) se obtuvo el compuesto del titulo como un solido blanco (0,22 g, 76%).
MH* = 208. "H RMN (DMSO-de) 6,2 (t, 1H, J = 57 Hz), 5,8 (m, 1H), 5,2 (m, 3H), 4,92 (d, 1H), 3,3 (m, 1H), 3,1 (1H),
2,95 (d, 2H), 2,85 (d, 2H), 1,9 (br m, 2H), 1,75 (t, 1H).

(BR.4R, 58)-5-(Dif|uorometil)-1-(4-f|uorobencil)piperdina 3,4-diol (7c; R® = 4-fluorobencilo). Siguiendo el
Procedimiento General D, excepto que la reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente y utilizando bromuro de
4-fluorobencilo (0,26 g, 1,4 mmol) se obtuvo el compuesto del titulo como un sélido blanco (0,22 g, 56%). MH" = 276.
'H RMN (DMSO-de) 7,4 (m, 2H), 7,15 (m, 2H), 6,2 (t, 1H, J = 57 Hz), 5,2 (d, 1H, ex), 4,9 (d, 1H, ex), 3,5 (q, 2H), 3,3
(m, 1H), 3,1 (m, 1H), 2,8 (m, 2H), 2,0 (m, 2H), 1,8 (t, 1H).
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(BR.4R, 58)-5-(Dif|uorometil)-1-(4-meti|bencil)piperdina 3,4-diol (7d; R® = 4-metilbencilo). Siguiendo el
Procedimiento General D, excepto que la reaccion se llevd a cabo a temperatura ambiente y utilizando bromuro de
4 metilbencilo (0,26 g, 1,4 mmol) el compuesto del titulo se obtuvo como un sélido blanco (0,30, 81%). MH* = 272.
H RMN (DMSO-de) 7,2 (m, 4H), 6,2 (t, 1H, J = 57 Hz), 5,2 (d, 1H, ex), 4,9 (d, 1H, ex), 3,5 (q, 2H), 3,3 (1H), 3,05 (m
H), 2,8 (m, 2H), 2,5 (s, 3H), 1,95 (m, 2H), 1,8 (t, 1H).

(BR.4R, 58)-5-(Dif|uorometil)-1-(4-metoxibencil)piperdina 3,4-diol (7e; R® = 4-metoxibencilo). Siguiendo el
Procedimiento General D, excepto que la reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente y utilizando cloruro de 4-
metOX|benC|Io (0,26 g, 1,4 mmol) se obtuvo el compuesto del titulo como un jarabe incoloro (0,19 g, 49%). MH*
288. '"H RMN (DMSO-ds) 7,3 (m, 1H), 6,85 (m, 3H) 6,2 (t, 1H, J = 57 Hz), 5,2 (d, 1H, ex), 4,9 (d, 1H, ex), 3,75 (s, 3H)
3,5(q, 2H), 3,4 (m, 1H), 3,1 (m, 1H), 2,85 (m, 2H), 1,95 (m, 2H), 1,8 (t, 1H).

OH F OH F
HOW - - R5ZX; K,CO4 HO .

N HCI N

H Zos

6 8(a-c)

1-((3S,4R, 5R)-3-(Difluorometil)-4,5-dihidroxipiperdina-1-il)pentano-1-ona (8a; Z = CO; R® = butilo). Siguiendo el
Procedimiento General D, excepto que la reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente y utilizando cloruro de
pentanoilo (0,17 g, 1,4 mmol), el compuesto del titulo se obtuvo como un solido blanco (0,26 g, 71%). MH* ~252. 'H
RMN (DMSO-dg) 5,9-6,5 (dt, 1H), 5,35 (m, 1H, ex), 5,25 (m, 1H), ex), 4,2 (dd, 1H), 3,75 (dd, 1H), 3,35 (m, 2H), 3,1
(m, 1H), 2,85 (m, 1H), 2,3 (t, 2H), 1,9 br m, 1H), 1,4 (m, 2H), 1,25 (m, 2H), 0,85 (t, 3H).

(3R,4R, 58)-5-(Difluorometil)-1- (metanosuIfonilo)piperdina 3,4-diol (8b; Z = SO, R® = Me) Siguiendo el
Procedimiento General D, excepto que la reaccién se llevé a cabo a temperatura ambiente y utilizando cloruro de
metanosulfonilo (0,16 g, 1,4 mmol), el compuesto del titulo se obtuvo como un sélido blanco (0,17 g, 51%). 'H RMN
(DMSO-ds) 6,2 (t, 1H, J = 53 Hz), 5,43 (d, 1H, ex), 5,38 (d, 1H, ex), 3,2-3,7 (m, 4H), 2,95 (s, 3H) 2,85 (m, 1H), 2,7 (t,
1H), 2,1 (br s, 1H). (3R,4R, 5S)-5- (leluorometll) 1-tosilpiperdina 3,4-diol (8b; Z = SO,; R’ = Ph) Siguiendo el
Procedimiento General D, excepto que la reaccién se llevé a cabo a temperatura ambiente y utilizando cloruro de
toluenosulfonilo (0,26, 1,4 mmol), el compuesto del titulo se obtuvo como un sélido blanco (0,35 g, 67%). 'H RMN
(DMSO-ds) 7,6 (d, 2H), 7,45 (d, 2H), 6,25 (t, 1H, J = 53 Hz), 5,4 (2d, 2H, ex), 3,3-3,55 (m, 4H), 3,2 (m, 1H), 2,5 (m,
3H), 2,4 (t, 1H), 2,1 (m, 1H).

OH F 5 OH F
: R5NCX :
HO . HO .
N N
H A
X~ "NHR®
6 9(a-e)

(3S, 4R 5R)-3-(Difluorometil)-4,5-dihidroxi-N-propilpiperdina-1-carboxamida (Procedimiento General E) (9a; X
= 0; R® = propilo). A una solucién de 6 (base libre) (0,29 g, 1,2 mmol) en DMF seco (5 mL), se agregé isocianato de
propilo (0,10 g, 1,2 mmol) y la reaccion se agitd a temperatura ambiente durante la noche. El disolvente se evaporé
al vacio y el residuo se purificd medlante cromatografla (CH2Cly/ MeQOH) para proporcionar el compuesto del titulo
como un solido blanco (0,14 g, 48%). MH" = 253. '"H RMN (DMSO-ds) 6,7 (t, 1H), 6,22 (t, 1H, J = 53 Hz), 5,25 (d, 1H,
ex), 5,15 (d, 1H, ex), 4,05 (d, 1H), 3,9 (d, 1H), 3,3 (m, 2H), 3,0 (q, 2H), 2,5 (m, 1H), 1,8 (br d, 1H), 1,4 (m, 2H), 0,85
(t, 3H).

(3S,4R, 5R)-3-(Difluorometil)-4,5-dihidroxi-N-fenilpiperdina-1-carboxamida (9b; X = O; R’ = fenilo). Siguiendo el
Procedimiento General E y ut|||zando |so<:|anato de fenilo (0,14 g, 1,2 mmol) el compuesto del titulo se obtuvo como
un solido blanco (0,21 g, 62%). MH* = 287. '"H RMN (DMSO-ds) 8,7 (s, 1H), 7,45 (d, 2H), 7,3 (t, 2H), 6,95 (t, 1H), 6,3
(t, 1H, J =53 Hz), 5,35 (d, 1H), 5,25 (d, 1H), 4,1 (t, 2H), 3,3 (m, 2H), 2,85 (t, 1H), 2,75 (t, 1H), 1,95 (br d, 1H).

(3S,4R, 5R)-3-(Difluorometil)-4,5-dihidroxi-N-butilpiperdina-1-carboxamida (9c; X = O; R® = butilo). Siguiendo el
Procedimiento General E y utilizando isocianato de butilo (0,12 g, 1,2 mmol) el compuesto del titulo se obtuvo como
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un sélido blanco (0,24 g, 76%). MH" = 267. 'H RMN (DMSO-ds) 6,6 (t, 1H), 6,2 (t, 1H, J = 53 Hz), 5,25 (d, 1H), 5,1
(d, 1H), 4,05 (d, 1H), 3,9 (d, 1H), 3,35 (m, 2H), 3,05 (q, 2H), 2,65 (t, 1H), 2,45 (m, 1H), 1,8 (brd, 1H), 1,2-1,4 (2 m,
4H), 0,85 (t, 3H).

(3S,4R, 5R)-3-(Difluorometil)-4,5-dihidroxi-N-butilpiperdina-1-carbotioamida (9d; X = S; R® = butilo). Siguiendo
el Procedimiento General E y utilizando isotiocianato de butilo (0,14 g, 1,2 mmol) el compuesto del titulo se obtuvo
como un jarabe incoloro (0,21 g, 63%). MH" = 283. '"H RMN (DMSO-ds) 7,85 (t, 1H), 6,25 (t, 1H), 5,35 (2d, 2H), 4,8
(d, 1H), 4,45 (d, 1H), 3,45 (m, 2H), 3,25 (m, 1H), 3,05 (t, 1H), 2,8 (t, 1H), 1,85 (br d, 1H), 1,4 (m, 2H), 1,35 (m, 2H),
1,1 (m, 1H), 0,95 (t, 3H).

(3S,4R, 5R)-3-(Difluorometil)-4,5-dihidroxi-N-fenilpiperdina-1-carbotioamida (9e; X = S; R® = fenilo). Siguiendo
el Procedimiento General E y utilizando isotiocianato de fenilo (0,16 g, 1,2 mmol) el compuesto del titulo se obtuvo
como un sélido blanco (0,31 g, 86%). MH" = 303. '"H RMN (DMSO-dg) 9,5 (s, 1H), 7,3 (m, 4H), 7,1 (t, 1H), 6,35 (t,
1H), 5,35 (2d, 2H), 4,85 (d, 1H), 4,55 (d, 1H), 3,45 (m, 2H), 3,2 (t, 1H), 3,0 (t, 1H), 2,05 (br d, 1H).

Los expertos en la técnica también podran obtener compuestos de la presente invencién mediante el uso de los
siguientes esquemas generales:
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Esquema 7

Sales, solvatos y profarmacos

Los compuestos de la presente invencion incluyen sales, solvatos farmacéuticamente aceptables de los compuestos
divulgados en la presente. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen sales derivadas de bases inorganicas
tales como Li, Na, K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn; sales de bases organicas tales como [Nu],[Nu]'-diacetiletiliendiamina,

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2555533 T3

glucamina, trietilamina, colina, hidréxido, diciclohexilamina, metformina, bencilamina, trialquilamina, tiamina; bases
quirales como alquilfenilamina, glicinol, fenil glicinol, sales de aminoacidos naturales tales como glicina, alanina,
valina, leucina, isoleucina, norleucina, tirosina, cistina, cisteina, metionina, prolina, hidroxi prolina, histidina, omitina,
lisina, arginina, serina; aminoacidos no naturales tales como D-isdbmeros o aminoacidos sustituidos; guanidina,
guanidina sustituida en donde los sustituyentes se seleccionan de nitro, amino, alquilo, alquenilo, alquinilo, amonio o
sales de amonio sustituido y sales de aluminio. Las sales pueden incluir sales de adicién acida, cuando
corresponda, que son, clorhidratos, sulfatos, nitratos, fosfatos, percloratos, boratos, hidrohaluros, acetatos, tartratos,
maleatos, citratos, succinatos, palmoatos, metanosulfonatos, benzoatos, salicilatos, bencenosulfonatos, ascorbatos,
glicerofosfatos, cetoglutaratos. En una realizacion, la sal farmacéuticamente aceptable de los compuestos
divulgados en la presente es la sal de clorhidrato.

“Solvato” denota una asociacion fisica de un compuesto con una o mas moléculas de disolvente. Esta asociacion
fisica implica variar los grados de unién i6énica y covalente, incluida la unién de hidrogeno. En determinados casos,
el solvato sera capaz de aislarse, por ejemplo, cuando una o mas moléculas de disolvente se incorporan en la
estructura de cristal del solido cristalino. “Solvato” comprende tanto solvatos de fase de solucién como aislables.
“Hidrato” es un solvato en donde la molécula de disolvente es H»O. Otros ejemplos no taxativos de solvatos
adecuados incluyen alcoholes (por ejemplo, etanolatos, metanolatos y similares).

Todos los estereoisomeros (por ejemplo, isomeros geométricos, isdbmeros opticos y similares) de los compuestos
que se revelan en la presente (incluidos aquellos de las sales, solvatos y profarmacos de estos compuestos asi
como también las sales y solvatos de los profarmacos), tales como aquellos que existen debido a carbonos
asimétricos en varios sustituyentes, incluidas las formas enantioméricas (que pueden existir aun en ausencia de
carbonos asimétricos), formas rotaméricas, atropisomeros y formas diastereoméricas se contemplan dentro del
alcance de la presente invencion. Los estereoisdmeros individuales de estos compuestos pueden, por ejemplo, estar
sustancialmente libres de otros isémeros, o pueden mezclarse, por ejemplo, como racematos o con todos los otros
estereoisdmeros u otros seleccionados. Los centros quirales de los compuestos anteriores pueden tener una
configuracion S o R como se define en las Recomendaciones IUPAC 1974. El uso de los términos “sal’, "solvato”,
“profarmaco” y similares, se aplica equitativamente a la sal, solvato y profarmaco de los enantiémeros,
estereoisdmeros, rotameros, tautdmeros, racematos o profarmacos de los compuestos de la presente invencién que
se describen en la presente.

Formulaciones

Los agentes terapéuticos pueden formularse para que sean adecuados para cualquier via de administracion,
incluida, por ejemplo, la via oral en forma de comprimidos o capsulas o liquido o en una solucién acuosa estéril para
inyeccion. Cuando los agentes terapéuticos se formulan para administracion oral, los comprimidos o capsulas
pueden prepararse mediante medios convencionales con excipientes farmacéuticamente aceptables tales como
agentes de unién (por ejemplo, almidén de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o hidroxipropilmetilcelulosa);
rellenos (por ejemplo, lactosa, celulosa microcristalina o fosfato de hidrogeno de calcio); lubricantes (por ejemplo,
estearato de magnesio, talco o silice); desintegrantes (por ejemplo, almidén de papa o glicolato de almidon de
sodio); o agentes humectantes (por ejemplo, laurilsulfato de sodio). Los comprimidos pueden recubrirse mediante
procedimientos bien conocidos en la técnica. Las preparaciones liquidas para la administracion oral pueden
formularse, por ejemplo, como soluciones, jarabes o suspensiones, o pueden presentarse como un producto seco
para constitucion con agua u otro vehiculo antes de su uso. Dichas preparaciones liquidas pueden prepararse
mediante medios convencionales con aditivos farmacéuticamente aceptables tales como agentes de suspension
(por ejemplo, jarabe de sorbitol, derivados de celulosa o grasas comestibles hidrogenadas); agentes emulsionantes
(por ejemplo, lecitina o acacia); vehiculos no acuosos (por ejemplo, aceite de almendra, ésteres oleosos, alcohol
etilico o aceites vegetales fraccionados); o conservantes (por ejemplo, metil o propil-p-hidroxibenzoatos o acido
sorbico). Las preparaciones liquidas también pueden contener sales amortiguadoras, agentes saborizantes,
colorantes y edulcorantes segun sea apropiado. Las preparaciones para administracion oral pueden formularse de
forma adecuada para proporcionar una liberacion controlada o liberacion sostenida de los agentes terapéuticos.

En determinadas realizaciones de la presente invencion, los agentes terapéuticos se administran en una forma de
dosificacion que permite la absorcion sistémica, de forma tal que los agentes terapéuticos puedan cruzar la barrera
hematoencefalica con el fin de ejercer efectos sobre células neuronales. Por ejemplo, las formulaciones
farmacéuticas de los agentes terapéuticos adecuados para uso parenteral/inyectable generalmente incluyen
soluciones acuosas estériles (que son solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion
improvisada de las soluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los casos, la forma debe ser estéril y
debe ser fluida hasta el punto que pueda administrarse mediante jeringa con facilidad. Debe ser estable en las
condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe conservarse contra la accion contaminante de
microorganismos tales como bacterias y hongos. El portador puede ser un medio disolvente o de dispersién que
contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol, por ejemplo, glicerol, propilenglicol o polietilenglicol y similares), mezclas
adecuadas de estos y aceites vegetales. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de
un recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de
dispersion y mediante el uso de surfactantes. La prevencion de la accion de los microorganismos puede lograrse
mediante varios agentes antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, alcohol
bencilico, acido soérbico y similares. En muchos casos, sera razonable incluir agentes isoténicos, por ejemplo,
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azucares o cloruro de sodio. La absorcién prolongada de las composiciones inyectables puede lograrse mediante el
uso en las composiciones de agentes que retrasen la absorcién, por ejemplo, monoestearato de aluminio o gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando los agentes terapéuticos en la cantidad necesaria en
el disolvente apropiado con varios de los otros ingredientes que se enumeraron anteriormente, segun se requirio,
seguido de filtro o esterilizacion terminal. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando los diversos
ingredientes activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersion basico y los otros
ingredientes necesarios de aquellos enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion
de soluciones inyectables estériles, los métodos de preparacion preferidos son secado al vacio y la técnica de
secado por refrigerado que proporcionan un polvo del ingrediente activo mas cualquier otro ingrediente deseado de
la solucién anteriormente filirada estéril de este.

La formulacién puede contener un excipiente. Excipientes farmacéuticamente aceptables que pueden incluirse en la
formulacion son soluciones amortiguadoras tales como solucion amortiguadora de citrato, solucion amortiguadora de
fosfato, solucion amortiguadora de acetato y solucién amortiguadora de bicarbonato, aminoacidos, urea, alcoholes,
acido ascorbico, fosfolipidos, proteinas, tales como albumina de suero, colageno y gelatina; sales tales como EDTA
o EGTA y cloruro de sodio; liposomas; polivinilpirrolidona; aztcares, tales como dextrano, manitol, sorbitol y glicerol;
propilenglicol y polietilenglicol (por ejemplo, PEG-4000, PEG-6000); glicerol; glicina u otros aminoacidos; y lipidos.
Los sistemas de solucién amortiguadora para utilizar con las formulaciones incluyen citrato; acetato; bicarbonato y
soluciones amortiguadoras de fosfato. La solucién amortiguadora de fosfato es una realizacion preferida.

La formulacién también puede contener un detergente no idnico. Los detergentes no idnicos preferidos incluyen
Polisorbato 20, Polisorbato 80, Tritén X-100, Tritdon X-114, Nonidet P-40, Octil a-glucésido, Octil B-glucésido, Brij 35,
Pluronic y Tween 20.

Vias de administracion

Los agentes terapéuticos pueden administrarse por via oral o parenteral, incluidas via intravenosa, subcutanea,
intraarterial, intraperitoneal, oftalmica, intramuscular, bucal, rectal, vaginal, intraorbital, intracerebral, intradérmica,
intracraneana, intraespinal, intraventricular, intratecal, intracisternal, intracapsular, intrapulmonar, intranasal,
transmucal, transdérmica o por inhalacién. En una realizacion preferida, los agentes terapéuticos se administran
oralmente.

La administracion de los agentes terapéuticos puede ser mediante inyecciones periédicas de un bolo de la
formulacién, o puede administrarse mediante administracion intravenosa o intraperitoneal de un recipiente externo
(por ejemplo, una bolsa intravenosa) o interno (por ejemplo, un implante bioerosionable). Ver, por ejemplo, las
Patentes de los Estados Unidos Nos. 4.407,957 y 5.798.113. Los métodos y sistemas de administracion
intrapulmonar se describen, por ejemplo, en las Patentes de los Estados Unidos Nos. 5.654.007, 5.780.014 y
5.814.607. Otros sistemas de administracion parenteral utiles incluyen particulas de copolimero de acetato de
etileno-vinilo, bombas osméticas, sistemas de infusion implantables, administracion por bomba, administracion
celular encapsulada, administracion lisosomal, inyeccion administrada por aguja, inyeccion sin aguja, nebulizador,
aerosolizador, electroporacion y parche transdérmico. Los dispositivos de inyector sin aguja se describen en las
Patentes de los Estados Unidos Nos. 5.879.327; 5.520.639; 5.846.233 y 5.704.911. Cualquiera de las formulaciones
descritas anteriormente puede administrarse utilizando estos métodos.

Las inyecciones subcutaneas tienen las ventajas de permitir la autoadministracion, mientras que también resultan en
una semivida en plasma prolongada en comparacion con la administracion intravenosa. Asimismo, pueden utilizarse
una variedad de dispositivos disefiados a conveniencia del paciente, tales como lapiceras de inyeccion recargables y
dispositivos de inyeccidon sin aguja, con las formulaciones de la presente invencion, como se describe en la
presente.

Dosificacion

Una preparacion farmacéutica adecuada es en una forma de dosificacion unitaria. En dicha forma, la preparacion se
subdivide en dosis unitarias en tamafos adecuados que contienen cantidades apropiadas del componente activo,
por ejemplo, una cantidad efectiva para lograr el objetivo deseado. En ciertas realizaciones, los agentes terapéuticos
se administran en una o mas dosis diarias (por ejemplo, una vez al dia, dos veces al dia, tres veces al dia). En
determinadas realizaciones, los agentes terapéuticos se administran intermitentemente.

Los regimenes de dosificacion ejemplares se describen en la solicitud de patente internacional PCT/US08/61764
publicada como WO 2008/134628 el 11 de junio de 2008 y la solicitud de patente provisional de los Estados Unidos
61/108,192, presentada el 24 de octubre de 2008. En una realizacion, los agentes terapéuticos se administran en un
régimen de dosificacion intermitente que incluye una “dosis de carga” inicial que se proporciona a diario, seguida de
un periodo de dosificacion en intervalos no diarios.

La cantidad de agentes terapéuticos eficaces para evitar o tratar el trastorno al que se hace referencia puede ser
determinada caso a caso por los expertos en la técnica. La cantidad y frecuencia de administracion de los agentes
terapéuticos se regulara de acuerdo con el criterio del médico tratante (profesional de la salud) considerando
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factores tales como la edad, afeccion y tamario del paciente, asi como también el riesgo de desarrollar el trastorno o
la gravedad de los sintomas del trastorno tratado al que se hace referencia.

Terapia de farmacos combinada

Los agentes terapéuticos de la presente invenciéon pueden administrarse en combinacion con al menos otro agente
terapéutico. Se comprende que la administracion de los agentes terapéuticos de la presente invencion con al menos
otro agente terapéutico comprende la administracion que es secuencial o concurrente. En una realizacion, los
agentes terapéuticos se administran en formas de dosificacion separadas. En otra realizacion, dos o mas agentes
terapéuticos se administran conjuntamente en la misma forma de dosificacion.

En determinadas realizaciones, los agentes terapéuticos de la presente invenciéon se administran en combinacion
con al menos otro agente terapéutico que es un agente antidisquinesia (por ejemplo, Carbidopa, Levodopa), un
agente antiinfeccioso (por ejemplo, Miglustat), un agente antineoplasico (por ejemplo, Busulfan, Ciclofosfamida), un
agente gastrointestinal (por ejemplo, Metilprednisolona), un micronutriente (por ejemplo, Calcitriol, Colecalciferol,
Ergocalciferoles, Vitamina D), un agente vasoconstrictor (por ejemplo, Calcitriol). En una realizacion preferida, los
otros agentes terapéuticos mencionados anteriormente se administran cuando el trastorno es enfermedad de
Gaucher.

En determinadas realizaciones, los agentes terapéuticos de la presente invencidon se administran en combinacion
con alopregnanolona, una dieta baja en colesterol o agentes de disminucién de colesterol tales como estatinas (por
ejemplo, Lipitor®); fibratos tales como fenofibrato (Lipidil®); niacina; y/o resinas de unién tales como colestiramina
(Questran®).

En una realizacion, los agentes terapéuticos de la presente invencion se administran en combinacién con terapia de
genes. La terapia de genes se contempla tanto con genes de reemplazo tales como glucocerebrosidasa como con
ARN inhibitorio (ARNsi) para el gen SNCA. La terapia de genes se describe en mas detalle en la Patente de los
Estados Unidos No. 7.446.098 presentada el 17 de febrero de 2004.

En una realizacion, los agentes terapéuticos de la presente invencion se administran en combinacion con al menos
otro agente terapéutico que es un agente antiinflamatorio (por ejemplo, ibuprofeno u otro AINES).

En una realizacion, los agentes terapéuticos de la presente invencién se administran en combinacién con un
inhibidor de sustrato para glucocerebrosidasa, tal como N-butil-desoxinojirimicina (Zavesca®; miglustat disponible de
Actelion Pharmaceuticals, EUA, Inc., San Francisco del Sur, CA, EE. UU.).

También se contemplan las combinaciones de los agentes terapéuticos de la presente invencion con al menos otro
agente terapéutico que es un agente terapéutico para una o mas enzimas lisosomales. La Tabla 2 contiene una lista
no taxativa de agentes terapéuticos para enzimas lisosomales.

Tabla 2

ENZIMA LISOSOMAL

AGENTE TERAPEUTICO

a-Glucosidasa
No. de acceso de GenBank Y00839

1-desoxinojirimicina (DNJ)
a-homonojirimicina
castanospermina

B-Glucosidasa acida (B-glucocerebrosidasa)
No. de acceso de GenBank J03059

isofagomina

C-bencil isofagomina y derivados
N-alquil (C9-12)-DNJ
Glucoimidazol (y derivados)
C-alquil-IFG (y derivados)
N-alquil-B-valeinaminas
Flufenozina

calisteginas As, B1, B2y Cq

a-Galactosidasa A
No. de acceso de GenBank NM000169

1-desoxigalactonojirimicina (DGJ)
a-alo-homonoijirimicina
a-galacto-homonoijirimicina
B-1-C-butil-desoxinojirimicina
calisteginas Az y Bz

N-metil calisteginas A2 y B,

B-Galactosidasa acida
No. de acceso de GenBank M34423

4-epi-isofagomina
1-desoxigalactonojirimicina

Galactocerebrosidasa (3-Galactosidasa acida)
No. de acceso de GenBank D25283

4-epi-isofagomina
1-desoxigalactonojirimicina

a-Manosidasa acida
No. de acceso de GenBank U68567

1-desoximanojirimicina
Swainsonina
Manostatina A
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B-Manosidasa acida
No. de acceso de GenBank U60337

2-hidroxi-isofagomina

a-L-fucosidasa acida
No. de acceso de GenBank NM_000147

1-desoxifuconojirimicina
B-homofuconojirimicina
2,5-imino-1,2,5-tridesoxi-L-glucitol
2,5-desoxi-2,5-imino-D-fucitol
2,5-imino-1,2,5-tridesoxi-L-altritol

a-N-Acetilglucosaminidasa
No. de acceso de GenBank U40846

1,2-didesoxi-2-N-acetamido-nojirimicina

a-N-Acetilgalactosaminidasa
No. de acceso de GenBank M62783

1,2-didesoxi-2-N-acetamido-galactonojirimicina

B-Hexosaminidasa A
No. de acceso de GenBank NM_000520

2-N-acetilamino-isofagomina
1,2-didesoxi-2-acetamido-nojirimicina
Nagstatina

B-Hexosaminidasa B
No. de acceso de GenBank NM_000521

2-N-acetamido-isofagomina
1,2-didesoxi-2-acetamido-nojirimicina
Nagstatina

a-L-lduronidasa
No. de acceso de GenBank NM_000203

1-desoxiduronojirimicina
2-carboxi-3,4,5-tridesoxipiperidina

B-Glucuronidasa
No. de acceso de GenBank NM_ 000181

6-carboxi-isofagomina
2-carboxi-3,4,5-tridesoxipiperidina

Sialidasa
No. de acceso de GenBank U84246

acido 2,6-didesoxi-2,6, imino-sialico
Siastatina B

Iduronato sulfatasa
No. de acceso de GenBank AF 011889

2,5-anhidromanitol-6-sulfato

esfingomielinasa acida
No. de acceso de GenBank M59916

desipramina, fosfatidilinositol-4,5-difosfato

En determinadas realizaciones, los agentes terapéuticos de la presente invenciéon se administran en combinacion
con al menos un agente terapéutico que es un agente antidisquinesia (por ejemplo, Carbidopa, Levodopa), un
agente antiinfeccioso (por ejemplo, Ciclosporina, Miglustat, Pirimetamina), un agente antineoplasico (por ejemplo,
Alemtuzumab, Azatioprina, Busulfan, Clofarabina, Ciclofosfamida, Melfalan, Metotrexato, Rituximab), un agente
antireumatico (por ejemplo, Rituximab), un agente gastrointestinal (por ejemplo, Metilprednisolona), un
micronutriente (por ejemplo, Calcitriol, Colecalciferol, Ergocalciferoles, Acido fdlico, Vitamina D), un agente de control
reproductivo (por ejemplo, Metotrexato), un agente del sistema respiratorio (por ejemplo, Tetrahidrozolina), un
agente vasoconstrictor (por ejemplo, Calcitriol, Tetrahidrozolina).

En determinadas realizaciones, los agentes terapéuticos de la presente invencion se administran en combinacion
con al menos un agente terapéutico que es un agente terapéutico para B-hexosaminidasa A y/o un agente
terapéutico para (-galactosidasa acida. En determinadas realizaciones, los agentes terapéuticos de la presente
invencion se administran en combinacién con al menos un agente terapéutico que es un agente antiinfeccioso (por
ejemplo, Miglustat), un agente antineoplasico (por ejemplo, Alemtuzumab, Busulfan, Ciclofosfamida), un agente
gastrointestinal (por ejemplo, Metilprednisolona). En una realizacion, la combinacion mencionada anteriormente se
administra a sujetos en riesgo o diagnosticados con la enfermedad de Niemann-Pick (por ejemplo, enfermedad de
Niemann-Pick tipo C).

Ejemplos

La presente invencion se describe también por medio de los ejemplos que se presentan a continuacion. El uso de
dichos ejemplos es Unicamente ilustrativo y de ningin modo limita el alcance y significado de la invencion o de
cualquier término ejemplificado. De este modo, la invencidon no esta limitada a ninguna realizaciéon particular
preferida descrita en la presente. De hecho, muchas modificaciones y variaciones de la invencion seran evidentes
para los expertos en la técnica luego de leer la presente memoria descriptiva. Por lo tanto, la invencion debe estar
limitada Unicamente por los términos de las reivindicaciones adjuntas junto con el alcance completo de los
equivalentes a los cuales se refieren las reivindicaciones.

Ejemplo 1: Determinacion de constantes de inhibicion

La afinidad de unién (definida aqui mediante la constante de unién Kj) de GCasa para nuevos compuestos de la
presente invencion se determind empiricamente utilizando ensayos de inhibicion enzimatica. Brevemente, los
ensayos de inhibicion enzimatica utilizados monitorearon la capacidad de un compuesto de prueba de unir y evitar la
hidrdlisis de un sustrato fluorogénico en un modo dependiente de la concentracion. Especificamente, la actividad
enzimatica de GCasa humana recombinante, (GCasa hr; Cerezime®, Genzyme Corp.) se midié utilizando sustrato
fluorogénico de 4-metilumbeliferil-3-D-glucopiranosida (4-MU-B-D-Glc) en ausencia o en presencia de diversas
cantidades de cada compuesto de prueba. Los datos resultantes se analizaron comparando todas las muestras de
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prueba con la muestra testigo sin inhibicion (sin compuesto; corresponde al 100% de actividad enzimatica) para
determinar la actividad enzimatica residual en presencia de un compuesto de prueba. Los datos de actividad
residual normalizada se graficaron posteriormente (sobre el eje y) en relacion con la concentracion del compuesto
de prueba (sobre el eje x) para extrapolar la concentracion del compuesto de prueba que conduce al 50% de
inhibicién de la actividad enzimatica (definida como Clsp). El valor de Clso para cada compuesto de prueba se inserté
luego en la ecuacion de Cheng-Prusoff (que se detalla a continuacién) para derivar en la constante de inhibicién
absoluta K que refleja con precision la afinidad de unién de GCasa para el compuesto de prueba. Los ensayos de
inhibicién enzimatica se realizaron en 7,0 de pH (pH del reticulo endoplasmico) y en 5,2 de pH (pH lisosomal) para
obtener una percepcion sobre la afinidad de unién (es decir, potencia) de los compuestos para GCasa en el reticulo
endoplasmico y lisosoma.

Ensayo in vitro

Se prepararon diversas concentraciones de compuestos de prueba en la solucién amortiguadora “M" que consiste
en 50 mM de solucion amortiguadora de fosfato de sodio con taurocolato de sodio al 0,25% en 7,0 de pH y 5,2 de
pH. La enzima (Cerezima®, una forma recombinante de la enzima B-glucocerebrosidasa humana) también se diluyé
en la misma solucion amortiguadora “M” en 7,0 de pH y 5,2 de pH. La solucion de sustrato consistia en 3 mM de 4-
metilumbeliferona B-D-glucopiranosida en solucion amortiguadora “M” con Tritén X-100 al 0,15% en ambos pH. Se
agregaron cinco microlitros de enzima diluida a 15 pl de las diversas concentraciones de inhibidor o solucion
amortiguadora “M” sola y se incubd a 37°C durante 1 hora con 50 pl de la preparacion de sustrato para evaluar la
actividad de B-glucosidasa en 7,0 de pH y 5,2 de pH. Las reacciones se detuvieron mediante la adicion de un
volumen igual de 0,4 de M glicina, pH 10,6. La fluorescencia se midi6 sobre un lector de placa durante 1 seg/pocillo
utilizando 355 nm de excitacion y 460 nm de emision. Las incubaciones sin enzima agregada o sin inhibidores
agregados se utilizaron para definir la actividad sin enzima y la actividad maxima, respectivamente, y normalizar el %
de inhibiciéon para un ensayo dado. Los resultados de dichos ensayos de inhibicion in vitro para el compuesto de
referencia IFG-tartrato y diversos compuestos de prueba se resumen a continuacion en Tabla 2A.

Tabla 2A: Determinacion in vitro de las constantes de inhibiciéon

Cto.

No.

Nombre de compuesto

Clso (M)
pH 5,2

K1 (M)
pH 5,2

Clso (UM)
pH7,0

K1 (M)
pH7,0

(3R,4R,5S8)-5-
(difluorometil)-piperidina-
3,4-diol

0,0259+0,0014

0,0136+0,0008

0,0058+0,00023

0,00306+0,00012

13

(3R,4R,5S8)-5-(1-
fluoroetil)-piperidina-3,4-
diol*

0,0946+0,0028

0,0498+0,0015

0,0171+0,0008

0,009+0,0004

(3R,4R,5R)-5-(1-
hidroxietil)-piperidina-
3,4-diol*

0,107+0,0041

0,044+0,0017

0,020+0,0008

0,010+0,0004

10

(3R,4R,5R)-5-(1-
hidroxietil)-piperidina-
3,4-diol*

0,343+0,021

0,142+0,0088

0,066+0,0041

0,035+0,0021

14

(3R,4R,58)-5-(1-
fluoroetil)-piperidina-3,4-
diol*

0,038+0,0016

0,016+0,0007

0,007+0,0003

0,004+0,0001

Ninguno

Clorhidrato (3R,4R,5S)-
5-((R)-1-fluoropropil)-
piperidina-3,4-diol

0,291+0,006

0,121+0,0026

0,060+0,0029

0,031+0,0015

Ninguno

(3R,4R,5S)-5-bencil-
piperidina-3,4-diol

0,659+0,028

0,273+0,012

0,127+0,01

0,067+0,005

Ninguno

(3R,4R,5R)-5-((S)-
hidroxi(fenil)metil)-
piperidina-3,4-diol

3,29+0,25

1,36+0,10

0,017+0,0035

0,0089+0,0018

Ninguno

(3R,4R,5S)-5-(2-
hidroxipropan-2-

0,234+0,0037

0,097+0,0015

0,029+0,0013

0,015+0,0007
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il)piperidina-3,4-diol

Ninguno | Tartrato de IFG 0,049+0,0029 0,026+0,0015 0,0074+0,00007 0,0039+0,000037

Notas:

* Estereoisomero A y/o B

Ensayo in situ

El efecto de los compuestos nuevos de la presente invencion sobre la actividad lisosomal de GCasa se ensayo in
situ utilizando fibroblastos establecidos de un sujeto normal. Las células sembradas en placas de 48 pocillos se
incubaron con las concentraciones indicadas de compuesto durante 16-24 horas. Para los ensayos de respuesta a
dosis, las células se incubaron in situ con el sustrato 5-(pentafluorobenzoilamino)fluoresceina di-B-D-glucopiranosida
(PFBFDBGIu) durante 1 hora y posteriormente se lisaron para determinar el alcance de la hidrolisis de sustrato en
presencia del compuesto. El ensayo empled un rango de 12 concentraciones que comprenden 5 o6rdenes de
magnitud, centrados en el Clso. Especificamente, se emplearon lo siguientes rangos de concentracion: (3R,4R,5S)-
5-(difluorometil)piperidina-3,4-diol, (3R,4R,5S)-5-(1-fluoroetil)piperidina-3,4-diol, (3R,4R,5R)-5-(1-hidroxietil)-
piperidina-3,4-diol, clorhidrato (3R,4R,5S)-5-((R)-1-fluoropropil)piperidina-3,4-diol, y (3R,4R,5S)-5-bencilpiperidina-
3,4-diol: 1,0 x 10 a 3,0 x 10° M; (3R,4R,5R)-5-(1-hidroxietil)-piperidina-3,4-diol: 1,0 x 10* a 3,0 x 10" M; y
(3R,4R,5R)-5-(1-fluoroetil)-piperidina-3,4-diol: 1,0 x 10% a 3,0 x 10 M; en donde el compuesto se diluyé en serie
1:3 a partir de la concentracion mas alta en los rangos especificados. La inhibicion se determindé como la relacion
entre la actividad en presencia de compuesto y la actividad en ausencia de compuesto. Para los ensayos de lavado,
las células se trataron con compuesto durante 16-24 horas a una concentracion igual a Clgg. Las células se lavaron
profusamente y se incubaron en un medio libre de farmaco para permitir que el compuesto neto fluyera de las
células. Luego se evaluo la actividad de GCasa lisosomal de las células en intervalos de 2 horas en un periodo total
de 8 horas después de la eliminacion del compuesto. El aumento en la actividad con el tiempo se ajusté con una
funcién exponencial Unica para determinar el tiempo de lavado del compuesto. Los resultados de dichos ensayos de
inhibicién in situ para el compuesto de referencia IFG-tartrato y diversos compuestos de prueba se resumen a
continuacion en la Tabla 2B.

Tabla 2B: Determinacion in situ de las constantes de inhibicion
Cto. Compuesto
Clsoin situ lavado in situ
No. Nombre (uM) (hr) CEso (M) Emax (%)
(3R,4R,5S)-5-
(difluorometil)- 0,408 + 0,046 2,1+0,30 0,018 + 0,008 105,6 £ 8,7
6 piperidina-3,4-diol
(3R,4R,5S)-5-(1-
fluoroetil)-piperidina- 0,650 + 0,172 2,7+0,12 0,044 + 0,005 92,8 +6,6
13 3,4-diol*
(3R,4R,5R)-5-(1-
hidroxietil)-piperidina- 0,518 + 0,022 10,5+1,75 0,49 + 0,06 83,7129
9 3,4-diol*
(3R,4R,5R)-5-(1-
hidroxietil)-piperidina- 0,798 + 0,043 12+ 1,65 1,06 £ 0,12 99,3149
10 3,4-diol*
(3R,4R,5S)-5-(1-
fluoroetil)-piperidina- 0,061 + 0,019 3,7+0,63 0,026 + 0,003 89,7+35
14 3,4-diol*
(3R,4R,5S)-5-((R)-1-
fluoropropil)-piperidina- | 0,972 + 0,201 SD 0,086 + 0,002 84,0+4,1
ninguno | 3,4-diol clorhidrato
. (3R4R,5S)-5-bencil- | 4 59940323 | 12+0,13 0,18 + 0,01 98,0 + 4,5
ninguno | piperidina-3,4-diol
ninguno | (BR4R,5R)-5-((S)- SD SD 4,99 + 0,86 72,1+3,5
hidroxi(fenil)metil)-
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piperidina-3,4-diol

(3R,4R,5S)-5-(2-
hidroxipropan-2- SD SD 0,791 £ 0,162 109,3+ 3,6
ninguno | il)piperidina-3,4-diol

ninguno | Tartrato de IFG 0,271 £ 0,012 8,2+0,04 0,31 + 0,11 105,5+ 12,8

Notas:

* Estereoisomero A y/o B

Ecuacién de Cheng-Prusoff: Ki = Clso / (1+ [S)/Km)

donde [S] = concentracion de sustrato; se utilizé 2,5 mM de 4-MU-B-D-Glc

Km = constante de Michaelis que define la afinidad del sustrato; 1,8 + 0,6 mM para 4-MU-B-D-Glc (Liou et

al., (2006) J Biol. Chem. 281 (7), 4242-53)

Cuando se compara con el compuesto de referencia IFG-tartrato, se observa lo siguiente: se encontré que (i) los
compuestos de prueba (3R,4R,5S)-5-(difluorometil)piperidina-3,4-diol, (3R,4R,5S)-5-(1-fluoroetil)piperidina-3,4-diol,
(3R,4R,5R)-5-(1-hidroxietil)-piperidina-3,4-diol,  (3R,4R,5S)-5-((R)-1-fluoropropil)piperidina-3,4-diol  clorhidrato vy
(3R,4R,5S)-5-bencilpiperidina-3,4-diol causan un aumento dependiente de concentracion en la actividad de GCasa y
actividad enzimatica mejorada al mismo nivel maximo que el compuesto de referencia IFG-tartrato en una
concentracion mucho mas baja; (ii) los compuestos de prueba (3R,4R,5S)-5-(difluorometil)piperidina-3,4-diol,
(3R,4R,5S)-5-(1-fluoroetil)piperidina-3,4-diol y (3R,4R,5S)-5-bencilpiperidina-3,4-diol se lavaron del compartimiento
lisosomal (lavado in situ) considerablemente mas rapido que el compuesto de referencia IFG-tartrato; y (iii), los
compuestos de prueba (3R,4R,5S)-5-(difluorometil)piperidina-3,4-diol, (3R,4R,5S)-5-(1-fluoroetil)piperidina-3,4-diol,
(3R,4R,5R)-5-(1-hidroxietil)-piperidina-3,4-diol, (3R,4R,5R)-5-(1-hidroxietil)-piperidina-3,4-diol, (3R,4R,5S)-5-((R)-1-
fluoropropil)piperidina-3,4-diol clorhidrato y (3R,4R,5S)-5-bencilpiperidina-3,4-diol inhibieron la actividad de GCasa.

Ejemplo 2: Penetracion en la barrera sangre-cerebro

Se ensayo la penetracion en la barrera sangre-cerebro (BBB) del compuesto de referencia IFG-tartrato y diversos
compuestos de la presente invencion (es decir, (3R,4R,5S)-5-(difluorometil)piperidina-3,4-diol, (3R,4R,5S)-5-(1-
fluoroetil)piperidina-3,4-diol, (3R,4R,5R)-5-(1-hidroxietil)-piperidina-3,4-diol, (3R,4R,5S)-5-((R)-1-
fluoropropil)piperidina-3,4-diol clorhidrato y (3R,4R,5S)-5-bencilpiperidina-3,4-diol) después de la administracion oral
a ratones. A estos efectos, a ratones (57BL/6) macho tipo salvaje de 8 semanas de edad se les administré una Unica
dosis oralmente de 30 mg/kg (equivalente de base libre) del compuesto de referencia o de prueba por sonda (n =3
ratones por punto de tiempo). Las soluciones de dosificacion se prepararon en agua. Después de la dosificacion, los
ratones se sacrificaron con CO; en lo siguientes puntos de tiempo: 0, 0,5, 1 y 4 horas después de la dosis. Después
de la sacrificacion se recolectd sangre entera de la vena cava inferior en tubos con heparina de litio. De manera
similar, se recolectaron los cerebros de cada raton. El plasma se derivdo mediante centrifugado de sangre entera a
2.700 x g durante 10 minutos a 4°C seguido de almacenamiento sobre hielo seco. Los cerebros enteros se lavaron
en PBS frio para eliminar la sangre contaminante, se secaron, se congelaron sobre hielo seco y finalmente se
almacenaron a -80°C hasta el andlisis. Para preparar las muestras de cerebro para analisis, se homogenizaron 50-
100 mg de tejido en 400 pl de agua/mg de tejido. Las muestras se clarificaron luego mediante centrifugacion. A
continuacion, se combinaron 25 pl del sobrenadante de homogenado de cerebro o 25 pl de plasma con 25 ul de
acetonitrilo:agua (95/5). Esto se complementd con 25 pl de acetonitrilo y 50 uL de estandar interno (100 ng/mL de
IFG-tartrato 13C2-15N en &cido férmico al 0,5% en (70:30) acetonitrilo:metanol). Las muestras se clarificaron
mediante centrifugacion y se combinaron 75 pl del sobrenadante con 75 pl de acetonitrilo. Se analizaron luego los
niveles de compuesto mediante LC-MS/MS en PPD Inc. (3230 Deming Way, Middleton, WI 53562). En breve, se
empled una columna de 5 p de 50 x 3mm de Silice-100 Thermo Betasil, equilibrada con una mezcla de fase mévil
que consistia en 5 mM de formato de amonio y acido formico al 0,05% en (A) 95:5 de acetonitrilo:agua o (B)
70:20:10 metanol:agua:acetonitrilo. Se inyectaron entre 20 y 30 ul de muestra para analisis. Para calcular las
concentraciones de farmaco, los datos sin procesar para plasma (ng/mL) y cerebro (ng/g) se convirtieron a nM
utilizando el peso molecular de los respectivos compuestos y asumiendo que 1 g de tejido es equivalente a 1 mL de
volumen. La concentracion en funcion de tiempo se grafico en GraphPad Prism version 4.02.

Los niveles en plasma y los niveles en cerebro detectados en los ratones a los que se le administré una dosis Unica
de 30 mg/kg (equivalente de base libre) oralmente del compuesto de referencia (es decir, IFG-tartrato) o el
compuesto de prueba (es decir, (3R,4R,5S)-5-(difluorometil)piperidina-3,4-diol, (3R,4R,5S)-5-(1-fluoroetil)piperidina-
3,4-diol, (3R,4R,5R)-5-(1-hidroxietil)-piperidina-3,4-diol, (3R,4R,5S)-5-((R)-1-fluoropropil)piperidina-3,4-diol
clorhidrato o (3R,4R,5S)-5-bencilpiperidina-3,4-diol) reflejan que (3R,4R,5S)-5-(difluorometil)piperidina-3,4-diol,
(3R,4R,5S)-5-(1-fluoroetil)piperidina-3,4-diol,  (3R,4R,5S)-5-((R)-1-fluoropropil)piperidina-3,4-diol  clorhidrato vy
(3R,4R,5S)-5-bencilpiperidina-3,4-diol cruzaron la barrera de sangre-cerebro mas facilmente en comparacion con el
IFG-tartrato. Adicionalmente, se detectaron en el cerebro niveles mas altos de (3R,4R,5S)-5-(difluorometil)piperidina-
3,4-diol, (3R,4R,5S)-5-(1-fluoroetil)piperidina-3,4-diol, (3R,4R,5S)-5-((R)-1-fluoropropil)piperidina-3,4-diol clorhidrato
y (3R,4R,5S)-5-bencilpiperidina-3,4-diol que los que se observaron tras la administracion de IFG-tartrato.
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Ejemplo 3: Mejora de GCasa

Se evalué en ratones la capacidad de los compuestos de prueba administrados oralmente (3R,4R,5S)-5-
(difluorometil)piperidina-3,4-diol, (3R,4R,5S)-5-(1-fluoroetil)piperidina-3,4-diol, (3R,4R,5S)-5-((R)-1-
fluoropropil)piperidina-3,4-diol clorhidrato o (3R,4R,5S)-5-bencilpiperidina-3,4-diol de elevar los niveles de GCasa. A
estos efectos, a ratones (57BL/6) macho tipo salvaje de 8 semanas de edad se les administré una Unica dosis
oralmente (por sonda) de un compuesto de la presente invencion (es decir, (3R,4R,5S)-5-(difluorometil)piperidina-
3,4-diol, (3R,4R,5S)-5-(1-fluoroetil)piperidina-3,4-diol, (3R,4R,5S)-5-((R)-1-fluoropropil)piperidina-3,4-diol clorhidrato
o (3R,4R,5S)-5-bencilpiperidina-3,4-diol). Los detalles de la dosis administrada para cada compuesto se
proporcionan en las Tablas 3A y 3B. Las soluciones de dosificacién se prepararon en agua. Los compuestos se
administraron en 2 semanas de la siguiente forma: semana 1, lun-vie (con administracion), sab-dom (sin
administracion); semana 2, lun-jue (con administracion); necropsia el viernes. Por lo tanto, se proporcion6 un total de
9 dosis (soluciones de dosificacion preparadas todos los dias) a cada ratén, con un lavado de 24 horas entre la
Ultima dosis y la necropsia.

Después de completarse la dosificacion, los ratones se sacrificaron con CO, y se extrajo sangre entera en tubos con
heparina de litio de la vena cava inferior. Se recolectd plasma mediante centrifugacion de la sangre a 2700g durante
10 minutos a 4°C. Se retiraron tejidos de higado, bazo, pulmén y cerebro, se lavaron en PBS frio, se secaron, se
congelaron sobre hielo seco y se almacenaron a -80°C hasta el analisis. Los niveles de GCasa se midieron
homogenizando aproximadamente 50 mg de tejido en 500 uL de solucion amortiguadora Mcllvane (MI) (100 mM de
citrato de sodio, 200 mM de fosfato de sodio dibasico, taurocolato de sodio al 0,25%, y Tritén X-100 al 0,1%, pH 5,2)
a 5,2 de pH durante 3-5 segundos sobre hielo con un microhomogenizador. Los homogenados se incubaron luego a
temperatura ambiente sin y con 2,5 mM de condutirol-B-epdxido (CBE) durante 30 min. Finalmente, se agregaron
3,7 mM de sustrato 4-metilumbeliferril-3-glucosido (4-MUG) y se incubaron a 37°C durante 60 min. Las reacciones
se detuvieron mediante la adicion de 0,4 M de glicina, pH 10,6. La fluorescencia se midié sobre un lector de placas
durante 1seg/pocillo utilizando 355 nm de excitaciéon y 460 nm de emision. Se determind la proteina total en lisados
utilizando el kit MicroBCA de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Una curva estandar de 4-
metilumbeliferona (4-MU) en el rango de 1,0 nM a 50 uM se ejecutod en paralelo para la conversion de los datos de
fluorescencia brutos en la actividad absoluta de GCasa (en presencia y ausencia de CBE) y se expresé en
nanomoles de 4-MU liberados por miligramo de proteina por hora (nmol/mg proteina/hora). Los niveles de GCasa y
los niveles de proteina se calcularon utilizando Microsoft Excel (Redmond, WA) y GraphPad Prism version 4.02.

Las Tablas 3A y 3B resumen la dosis administrada para cada compuesto examinado en ratones como se describe
anteriormente, asi como también el nivel resultante de mejora de GCasa en cerebro y bazo, respectivamente, la
concentracion de compuesto en tejido, la concentracion de compuesto en ensayo de GCasa y la constante de
inhibicion (Ki).

Tabla 3A: Mejora de GCasa en cerebro

Dosis

(mg/kg) Concentracion | Concentracion

Ensayo Aumento | de compuesto | de compuesto

de sangre | de GCasa | en tejido 2,2 | en ensayo de
Nombre del compuesto entera (veces) nmol/kg GCasa (pM) Ki pH 5,2 (uM)
(3R,4R,5S)-5-
(difluorometil)-piperidina- 0,0136+0,0008
3,4-diol 10 2,1 55 0,0002
(3R,4R,5S)-5-
(difluorometil)-piperidina-
3,4-diol 100 2,6 301 0,0010
(3R,4R,5S)-5-(1-fluoroetil)-
piperidina-3,4-diol* 10 15 50 0,0002 0,049810,0015
(3R,4R,5S)-5-(1-fluoroetil)-
piperidina-3,4-diol* 100 24 415 0,0014
(3R,4R,5S)-5-(1-
hidroxietil)-piperidina-3,4- 0,044+0,0017
diol* SD SD SD SD
(3R,4R,5R)-5-(1- SD SD SD SD 0,142+0,0088
hidroxietil)-piperidina-3,4-
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diol*

(3R,4R,5S)-5-(1-fluoroetil)-
piperidina-3,4-diol*

10

1,5

BLQ (1)

BLQ

0.016+0,0007

(3R,4R,5S)-5-(1-fluoroetil)-
piperidina-3,4-diol*

100

2,2

41

0,0001

Clorhidrato (3R,4R,5S)-5-
((R)-1-fluoropropil)-
piperidina-3,4-diol

10

0,9

BLQ (2)

BLQ

0,121+0,0026

Clorhidrato (3R,4R,5S)-5-
((R)-1-fluoropropil)-
piperidina-3,4-diol

100

1.1

38

0,0001

(3R,4R,5S)-5-bencil-
piperidina-3,4-diol

10

1,2

SD

SD

0,273+0,012

(3R,4R,5S)-5-bencil-
piperidina-3,4-diol

100

1,4

SD

SD

(3R,4R,5R)-5-((S)-
hidroxi(fenil)metil)-
piperidina-3,4-diol

SD

SD

SD

SD

1,36+0,10

(3R,4R,5S)-5-(2-
hidroxipropan-2-
il)piperidina-3,4-diol

SD

SD

SD

SD

0,097+0,0015

Notas:

* Estereoisomero A y/o B

(1) BQL (Debajo del limite de cuantificacion) < 7,4 nmol/kg; (2) BQL < 2,2 nmol/kg

SD: Sin determinar

Tabla 3B: Mejora de GCasa en bazo

Dosis

(mg/kg) Concentracion

Ensayo Aumento | Concentracion de compuesto

de sangre | de GCasa | de compuesto | en ensayo de
Nombre del compuesto entera (veces) en tejido GCasa Ki pH 5,2 (uM)
(3R,4R,5S)-5-
(difluorometil)-piperidina- 0,0136+0,0008
3,4-diol 10 1,9 100 0,0003
(3R,4R,5S)-5-
(difluorometil)-piperidina-
3,4-diol 100 2,4 435 0,0015
(3R,4R,5S)-5-(1-fluoroetil)-
piperidina-3,4-diol* 10 1,0 BLQ (1) BLQ 0,0495£0,0015
(3R,4R,5S)-5-(1-fluoroetil)-
piperidina-3,4-diol* 100 1,5 948 0,0032
(3R,4R,5R)-5-(1-
hidroxietil)-piperidina-3,4- 0,044+0,0017
diol* SD SD SD SD
(3R,4R,5R)-5-(1- SD SD SD SD 0,142+0,0088

hidroxietil)-piperidina-3,4-
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diol*

(3R,4R,5S)-5-(1-fluoroetil)- 0,01640,0007

piperidina-3,4-diol* 10 1,6 BLQ (2) BLQ
(3R,4R,5S)-5-(1-fluoroetil)-

piperidina-3,4-diol* 100 2,3 99 0,0003

Clorhidrato (3R,4R,5S)-5-

((R)-1-fluoropropil)- 0,121+0,0026
piperidina-3,4-diol 10 0,7 21 0,0001

Clorhidrato (3R,4R,5S)-5-
((R)-1-fluoropropil)-
piperidina-3,4-diol 100 0,7 60 0,0002

(3R,4R 5S)-5-bencil-

piperidina-3,4-diol 10 1,0 SD sD 0,273+0,012

(3R,4R,5S)-5-bencil-
piperidina-3,4-diol 100 1,2 SD SD

(3R,4R,5R)-5-((S)-
hidroxi(fenil)metil)- 1,36+0,10
piperidina-3,4-diol SD SD SD SD

(3R,4R,5S)-5-(2-
hidroxipropan-2- 0,097+0,0015
il)piperidina-3,4-diol SD SD SD SD

Notas:

* Estereoisomero A y/o B

(1) BLQ < 6,8 nmol/kg; (2) BLQ < 7,9 nmol/kg
SD: Sin determinar

Como se refleja en las Tablas 3A y 3B, los ratones a los que se les administro (3R,4R,5S)-5-(difluorometil)piperidina-
3,4-diol, (3R,4R,5S)-5-(1-fluoroetil)piperidina-3,4-diol o (3R,4R,5S)-5-bencilpiperidina-3,4-diol demostraron una
mejora significativa de Gcasa en cerebro y bazo.

Ejemplo 4: Farmacocinética de rata

Los datos de farmacocinética (PK) se obtuvieron en ratas para evaluar la biodisponibilidad del compuesto de prueba.
En particular, se calcularon los siguientes parametros de PK: biodisponibilidad medida por area bajo la curva de
Concentraciéon/Tiempo (AUC), fraccion de dosis disponible (%F; se define también a continuacién), aclaramiento
(CL), volumen de distribucion (Vd) y semivida (t'2). A estos efectos, a ratas macho Sprague-Dawley de 8 semanas
de edad se les proporcioné una Unica dosis intravenosa (IV) equivalente a 3 mg/kg de dosis de base libre o dosis
oral (por sonda) unica en aumento del compuesto de prueba equivalente a 10, 30, y 100 mg/kg de base libre. Se
utilizaron tres ratas por grupo de dosificacion. Se recolecté la sangre en un periodo de 24 horas. Los puntos de
tiempo para la recoleccion de sangre después de la administracion intravenosa fueron: 0, 2,5, 5, 10, 15, 30, 45 min,
1, 2, 4, 8, 12y 24 hrs; los puntos de tiempo para la recoleccion de sangre después de las administraciones orales
fueron: 0, 5, 15, 30, 45 min, 1, 2, 3, 4, 8, 12 y 24 hrs. Se analizaron los niveles de compuesto de las muestras en
plasma mediante LC-MS/MS en PPD. Los datos sin procesar se analizaron mediante analisis no compartimental en
Win-nonLin para calcular Vp, %F, CL y ty,

Los parametros farmacocinéticos para (3R,4R,5S)-5-(difluorometil)piperidina-3,4-diol, (3R,4R,5S)-5-(1-
fluoroetil)piperidina-3,4-diol y (3R,4R,5S)-5-bencilpiperidina-3,4-diol en base al estudio antemencionado se detallan
a continuacion en las Tablas 4A-D.

Tabla 4A: PK de rata para (3R,4R,5S)-5-(difluorometil)-piperidina-3,4-diol-HCI

Dosis (mg/kg)

Base AUCast Crax CL Vb
Sal libre Via (hr*ng/ml) %F ti2 (h) (ng/mL) (mL/hr/kg) (mL/kg)

33




ES 2555533 T3

* Estereoisomero A y/o B

AUCo.12 nr 1,1+ 2323 + 2612 +
3,65 3 v 2044 + 294 N/C 0,05 348 1555 + 218 269
AUCo.12nr 106 £ 2,58 + 3363 £
12,18 10 oral 6714 £ 524 8,6 0,78 219 N/C N/C
AUCo.24nr 101 + 2,75+ 10037 *
36,54 30 oral 21685 £ 1515 6,9 0,36 865 N/C N/C
AUCo.24nr 121 + 2,41 + 33200 +
121,81 100 oral 79389 + 8570 12,9 0,16 4990 N/C N/C
Notas:
Valores medios del andlisis no compartimental (N=3 ratas)
BLD Debajo del limite de deteccion (0,5ng/mL)
BLQ Debajo del limite de cuantificacion
%F = AUC oral X 100 dosis normalizada
i AUC IV
AUC,.s: = Area bajo Ila curva de Concentracion/Tiempo hasta el dltimo punto de datos
Tabla 4B: PK de rata para (3R,4R,5S)-5-(1-fluorometil)-piperidina-3,4-diol-HCI*
Dosis (mg/kg)
Base AUCast Crax CL Vb
Sal libre Via (hr*ng/ml) %F ti2 (h) (ng/mL) (mL/hr/kg) (mL/kg)
AUCo.24nr 26+ 2328 + 9774 £
3,67 3 v 1421 + 188,1 N/C 0,64 373 2708 £ 410 1551
AUCo.24nr 148 + 2,8+ 2680 +
12,23 10 oral 7097 + 606 12,5 0,50 167 N/C N/C
AUCo.24nr 155 + 2,7+ 6917 +
36,70 30 oral 21664 £ 1708 12,2 0,12 451 N/C N/C
AUCo.24nr 142 + 25+ 19433 +
122,34 | 100 oral 59481 + 1005 2,5 0,19 3031 N/C N/C
Nota:
* Estereoisomero A y/o B
Tabla 4C: PK de rata para (3R,4R,5S)-5-(1-fluorometil)-piperidina-3,4-diol-HCI*
Dosis (mg/kg)
Base AUCast Crax CL Vb
Sal libre Via (hr*ng/ml) %F ti2 (h) (ng/mL) (mL/hr/kg) (mL/kg)
AUCo.24nr 2,06 + 2427 + 6304 +
3,67 3 v 1370 £ 109 N/C 0,47 192 2188 £ 173 927
AUCo.24nr 98 + 3,0+
12,23 10 oral 4251 + 88 1,85 0,22 1127 £ 60 N/C N/C
AUCo.24nr 104 + 2,6 4680 +
36,70 30 oral 14229 + 127 0,88 0,16 369 N/C N/C
AUCo.24nr 104 + 2,4 + 15733 +
122,34 | 100 oral 50946 + 713 1,5 0,16 622 N/C N/C
Nota:
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Tabla 4D: PK de rata para (3R,4R,5S)-5-bencilpiperidina-3,4-diol-HCI

Dosis (mg/kg)

Base AUC, a5t Chmax CL Vb
Sal libre Via (hr*ng/ml) %F ti2 (h) (ng/mL) (mL/hr/kg) (mL/kg)
AUCq.12n 592 1,7+ 12570 +
3,53 3 v +60,9 N/C 1,5 969 + 104 | 5145 + 532 1792
AUCo.24nr 61,7 £ 3,86
11,76 10 oral 1200 + 46,4 2,4 0,6 641 + 48,7 N/C N/C
AUCo.24nr 62,3 + 3,8+ 1703 +
35,28 30 oral 3690 + 71,5 1,2 0,19 133 N/C N/C
AUCo.24nr 68,3 + 29+ 7140 +
117,59 100 oral 13519 + 2177 10,8 0,11 1357 N/C N/C

Como se refleja en las Tablas 4A-D, (3R,4R,5S)-5-(difluorometil)piperidina-3,4-diol, (3R,4R,5S)-5-(1-
fluoroetil)piperidina-3,4-diol y (3R,4R,5S)-5-bencilpiperidina-3,4-diol tienen perfiles farmacocinéticos favorables para
el desarrollo de farmacos. En particular, (3R,4R,5S)-5-(difluorometil)piperidina-3,4-diol, (3R,4R,5S)-5-(1-
fluoroetil)piperidina-3,4-diol y (3R,4R,5S)-5-bencilpiperidina-3,4-diol muestran una excelente biodisponibilidad oral
(aproximadamente 50-100%) y proporcionalidad de dosis, una semivida de 1,0 a 4,0 horas y un volumen de
distribucion que sugiere una penetracion adecuada en tejidos periféricos.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de Férmula Il

OH
R7
R1
R8
T R6
N
R5

en donde:

R' es C(R*)(R*)(RY);
R%es hidrégeno, -OH o halégeno;
R3es hidrégeno, -OH, halégeno o —CHs;

R* es halégeno, —CHjs, fenilo, fluorofenilo, metilfenilo, ciclohexilmetilo, en donde cuando R* esun halégeno,
R? y R no pueden ser hidrégeno;

R® y R* pueden juntarse con el atomo de carbono al que estan unidos para formar un anillo cicloalquilo, que
puede estar opcionalmente sustituido por uno o mas atomos de halégeno;

R® es hidrégeno o fenilalquilo;

Z es opcional, cuando esta presente Z es —(CHz)—, —C(=0) —, -S(=0)2NH-, —S(=0)2—, —S(=0),—CHz—,
C(=0)-NH-, —S(=0):NR’-, —C(=S)-NH- 0 -C(=0)2—CHz—,

R%es hidrogeno o CHj;

R® es hidrégeno o aminofenilalquilo;
R’ es —OH o halégeno; y

R®es hidrégeno, halégeno o —CHg;

siempre que R? y R® no sean ambos hidrégeno cuando R* sea halégeno, y cuando Z no esté presente, R’
sea —OH, R5, R® y R® sean hidrégeno;

o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de este;

para su uso en la prevencion y/o el tratamiento de un trastorno de almacenamiento lisosomal en un
paciente con riesgo de desarrollar o que se le diagnostique dicho trastorno

2. Un compuesto para su uso segun la reivindicacion 1, en donde el compuesto es de Formula 1ll:
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en donde:
R" es C(R*)(R)(R");
R%es hidrégeno, -OH o halégeno;
5 R3es hidrégeno, -OH, halégeno o —CHs;

R* es halégeno, —CHjs, fenilo, fluorofenilo, metilfenilo, ciclohexilmetilo, en donde cuando R* es un halégeno,
R? y R no pueden ser hidrégeno;

R® y R* pueden juntarse con el atomo de carbono al que estan unidos para formar un anillo cicloalquilo, que
puede estar opcionalmente sustituido por uno o mas atomos de haldgeno;

10 R’ es —OH; R® es hidrégeno y
R®es hidrégeno;

siempre que R? y R® no sean ambos hidrogeno cuando R*sea un halégeno.
3. Un compuesto seleccionado de:

OH F
HO\_~

HO

T
g ’

OH OH
HO

o
.
1 IO
.

HO
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saninnl O
T
settbl T

HO

0 una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de estos, o cualquier combinaciéon de dos o mas de estos; para su
uso en la prevencion y/o el tratamiento de un trastorno de almacenamiento lisosomal en un paciente con riesgo de
desarrollar o que se le diagnostique dicho trastorno.

4. Un compuesto para su uso segun la reivindicacion 3, en donde el compuesto es:

OH F
HO\_~

N
H

o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de este.

5. Un compuesto para su uso segun la reivindicacion 3, en donde el compuesto es:
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o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de este.

6. Un compuesto para su uso segun la reivindicacion 3, en donde el compuesto es:
OH F
HO : -

N
H

o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de este.

7. Un compuesto para su uso segun la reivindicacion 3, en donde el compuesto es:
(:)H F
HO :

N
H

0 una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de este.

8. Un compuesto para su uso segun la reivindicacion 3, en donde el compuesto es:

OH

HO\(j/\@
N

H

0 una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de este.

9. Un compuesto para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el trastorno de
almacenamiento lisosomal es la enfermedad de Niemann-Pick.

10. Un compuesto para su uso segun cualquiera de la reivindicaciones 1-8, en donde el trastorno de
almacenamiento lisosomal es la enfermedad de Gaucher.

11. Un compuesto para su uso segun cualquiera de la reivindicaciones 1-10, en combinacion con al menos otro
agente terapéutico.

12. Un compuesto para su uso segun la reivindicacion 11, en donde el o los otros agentes terapéuticos son
imiglucerasa o 1,5-(butilimino)-1,5-didesoxi-D-glucitol.
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13. Un kit que comprende:

e un recipiente que tiene una cantidad efectiva de un compuesto de Férmula:

OH F

‘HO
N
H ;

o una sal o solvato farmacéuticamente aceptable de este; e

e instrucciones para usarlo para prevenir o tratar un trastorno de almacenamiento lisosomal.
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