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DESCRIPCION

Compuestos de acido 1,2,4-oxadiazol benzoico y su uso para la supresion sin sentido y el tratamiento de
enfermedades

1. Campo de la invencién

La invencion se refiere a un compuesto de acido 1,2,4-oxadiazol benzoico, una composicidon que comprende el
compuesto y el compuesto para su uso en métodos para tratar o prevenir enfermedades asociadas con mutaciones sin
sentido de ARNm.

2. Antecedentes de la invencion

La expresion génica en células depende de los procesos secuenciales de transcripcion y traduccion. Juntos, estos
procesos producen una proteina a partir de la secuencia de nucleétidos de su gen correspondiente.

La transcripcion implica la sintesis de ARNm a partir de ADN por ARN polimerasa. La transcripcién empieza en una
region promotora del gen y contintia hasta que se indice la terminacion, tal como por la formacién de una estructura de
tronco-bucle en el ARN naciente o la unién del producto génico rho.

La proteina después se produce a partir del ARNm por el proceso de traduccion, que sucede en el ribosoma con la
ayuda de ARNt, ARNt sintetasas y otras diversas proteinas y especies de ARN. La traduccion comprende las tres
fases de inicio, elongacion y terminacion. La traduccion se inicia por la formacién de un complejo de inicio que consiste
en factores proteicos, ARNm, ARNt, co-factores y las subunidades ribosémicas que reconocen sefiales en el ARNm
que dirigen la maquinaria de traduccion para comenzar la traduccion del ARNm.

Una vez formado el complejo de inicio, el crecimiento de la cadena polipeptidica sucede por la adicion repetitiva de
aminoacidos por la actividad peptidil transferasa del ribosoma asi como ARNt y ARNt sintetasas. La presencia de uno
de los tres codones de terminacion (UAA, UAG, UGA) en el sitio A del ribosoma sefializa a los factores de liberacion de
cadena polipeptidica (RF) a unirse y reconocer la sefial de terminacion. Posteriormente, el enlace éster entre el
nucledtido 3' del ARNt localizado en el sitio P del ribosoma y la cadena polipeptidica naciente se hidroliza. La cadena
polipeptidica completada se libera, y las subunidades del ribosoma se reciclan para otra ronda de traduccion.

Las mutaciones de la secuencia de ADN en que se altera la cantidad de bases se clasifican como mutaciones de
insercion y delecién (mutaciones de desplazamiento de fase) y pueden provocar alteraciones principales del genoma.
Las mutaciones del ADN que cambian una base por otra se llaman mutaciones sin sentido y se subdividen en las
clases de transiciones (una purina por otra purina, o una pirimidina por otra pirimidina) y transversiones (una purina por
una pirimidina, o una pirimidina por una purina).

Todas las inserciones, deleciones, mutaciones de transicion y transversion pueden provocar una mutacion sin sentido,
0 una mutacién de terminacioén de cadena, en que la mutacién de bases o mutacion de desplazamiento de fase cambia
un codén de aminoacidos por uno de los tres codones de parada. Estos codones de parada prematuros pueden
producir proteinas aberrantes en células como resultado de terminacion prematura de la traduccién. Una mutacion sin
sentido en un gen esencial puede ser letal y también puede provocar varias enfermedades tales como, canceres,
trastornos de almacenamiento lisosémico, distrofias musculares, fibrosis quistica y hemofilia, por nombrar unas pocas.

En cepas bacterianas y eucarioticas con mutaciones sin sentido, la supresion de la mutacién sin sentido puede surgir
como resultado de una mutacion en una de las moléculas de ARNt de modo que el ARNt mutante puede reconocer el
codon sin sentido, como resultado de mutaciones en proteinas que estan implicadas en el proceso de traduccion,
como resultado de mutaciones en el ribosoma (el ARN ribosémico o proteinas ribosémicas), o por la adicion de
compuestos que se sabe que alteran el proceso de traduccion (por ejemplo, cicloheximida o antibidticos
aminoglucosidicos). El resultado es que se incorporara un aminoacido en la cadena polipeptidica en el sitio de la
mutacion sin sentido, y la traduccion no se terminara de forma prematura en el codoén sin sentido. El aminoacido
insertado no sera necesariamente idéntico al aminoacido original de la proteina de tipo silvestre; sin embargo, muchas
sustituciones de aminoacidos no provocan un efecto grande sobre la estructura o funcién de la proteina. Por tanto, una
proteina producida por la supresion de una mutacioén sin sentido probablemente poseeria actividad cercana a la de la
proteina de tipo silvestre. Este escenario proporciona una oportunidad para tratar enfermedades asociadas con
mutaciones sin sentido evitando la terminaciéon prematura de la traduccion a través de la supresion de la mutacion sin
sentido.

La capacidad de los antibiéticos aminoglucosidicos de promover la lectura de codones de parada eucariotas ha atraido
interés en estos farmacos como agentes terapéuticos potenciales en enfermedades humanas causadas por
mutaciones sin sentido. Una enfermedad para la cual dicha estrategia terapéutica puede ser viable es lipofuscinosis
ceroide neuronal infantil tardia clasica (LINCL), una enfermedad neurodegenerativa infantil fatal actualmente sin
tratamiento eficaz. Las mutaciones del codén de parada prematuro en el gen CLNZ2, que codifica la tripeptidil-peptidasa
| lisosomal (TPP-I), estan asociadas con enfermedad en aproximadamente la mitad de los nifios diagnosticados con
LINCL. Se ha examinado la capacidad del aminoglucdsido gentamicina de restaurar la actividad TPP-I en lineas
celulares LINCL. En una linea celular derivada de pacientes que era homocigotica para una mutacion sinsentido
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habitualmente observada (Arg208Stop) y una mutacion sin sentido rara diferente, aproximadamente el 7% de los
niveles normales de TPP-I se restauraban al maximo con tratamiento con gentamicina. Estos resultados sugieren que
la supresién farmacoldgica de mutaciones sin sentido por aminoglucdsidos o agentes farmacéuticos funcionalmente
similares puede tener potencial terapéutico en LINCL (Sleat et. al, Eur. J. Fed. Neurol. 5:Suppl A 57-62 (2001)).

En células cultivadas que tienen codones de parada prematuros en el gen del regulador de la conductancia
transmembrana de fibrosis quistica (CFTR), el tratamiento con aminoglucésidos condujo a la produccion de CFTR de
longitud completa (Bedwell et. al, Nat. Med. 3:1280-1284 (1997); Howard et. al. Nat. Med. 2: 467-469 (1996)). En un
modelo de ratéon para distrofia muscular de Duchenne, se observé que el sulfato de gentamicina suprimia la
terminacion de la traduccién en un codon de parada prematuro que producia distrofina de longitud completa
(Barton-Davis et. al, J. Clin. Invest. 104:375-381 (1999)). Un pequefio aumento en la cantidad de distrofina de longitud
completa proporciond proteccion contra el dafo inducido por la contraccidon en los ratones mdx. El aminoacido
insertado en el sitio del codon sin sentido no se determind en estos estudios.

Agentes terapéuticos o profilacticos de molécula pequefia que suprimen la terminacién prematura de la traduccion
mediando la lectura errénea del codén sin sentido serian Utiles para el tratamiento de varias enfermedades. El
descubrimiento de que farmacos de molécula pequefia, particularmente farmacos biodisponibles por via oral, puede
conducir a la introduccion de un amplio espectro de agentes terapéuticos selectivos que pueden usarse contra
enfermedades causadas por mutacion sin sentido.

El documento WO 97/44333 describe 1,2,4-oxadiazoles como inhibidores de la union de fibrinégeno al receptor
correspondiente y para el tratamiento de trombosis, osteoporosis, enfermedades tumorales, apoplejia, infarto
cardiaco, isquemia, inflamaciones, arteriosclerosis y enfermedades osteoliticas.

3. Compendio de la invencion

La invencion abarca un compuesto, una composicion farmacéutica y el compuesto para su uso en métodos de
tratamiento. El compuesto, la composicion y el compuesto para su uso en métodos se basan, en parte, en la
modulacion de la terminacion prematura de la traduccion y/o el deterioro del ARNm con mediacion sin sentido que
desempefia una tarea en una diversidad de enfermedades. Dichas enfermedades pueden aparecer debido a la
cantidad disminuida de proteina activa producida como resultado de terminacién prematura de la traduccion. El
compuesto de la invenciéon permite que la traduccién de ARNm continle pasada la mutacion sin sentido provocando la
produccion de proteina de longitud completa. Por tanto, la invenciéon abarca un compuesto, una composicion y el
compuesto para su uso en métodos para tratar y prevenir una diversidad de enfermedades, en particular
enfermedades genéticas.

Esta invencion, abarca el compuesto acido 3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico, que tiene la estructura:

W

(0] OH

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La invencion se refiere adicionalmente a una composicion farmacéutica que comprende el compuesto segun la
reivindicacion 1 y un vehiculo, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion preferida, la composicion farmacéutica comprende de 0,1 mg a 2000 mg de acido
3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una realizacion preferida mas, la composicion farmacéutica comprende de 5 mg a 500 mg de acido
3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

La composicion farmacéutica se prepara para administracion oral, parenteral, a la mucosa, nasal, bucal, sublingual,
transdérmica o tépica.

En una realizacion preferida, la composicion farmacéutica es un polvo, un granulo, un comprimido, una capsula o una
suspension, en donde la suspension opcionalmente es acuosa.
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La composicion farmacéutica puede ser un sélido estéril o una forma de dosificacién parenteral estéril.

La invencién también se refiere a una forma de dosificaciéon unitaria individual que comprende el compuesto; o la
composicion farmacéutica.

La invencién abarca adicionalmente el compuesto para su uso en métodos para tratar o prevenir una enfermedad
mejorada por la modulacion de la terminacion prematura de la traduccion o el deterioro de ARNm con mediacion sin
sentido, o mejorando uno o mas sintomas asociados con los mismos que comprende administrar a un paciente que lo
necesita una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz del compuesto y sales farmacéuticamente aceptables del
mismo. realizacion, la enfermedad es una enfermedad genética; una enfermedad del SNC; una enfermedad
inflamatoria; una enfermedad neurodegenerativa; una enfermedad autoinmune; una enfermedad proliferativa, en
particular cancer; una enfermedad cardiovascular; o una enfermedad pulmonar; mas preferiblemente la enfermedad
incluye, pero sin limitarse a, amiloidosis, LINCL, hemofilia, enfermedad de Alzheimer, aterosclerosis, gigantismo,
enanismo, hipotiroidismo, hipertiroidismo, fibrosis quistica, envejecimiento, obesidad, enfermedad de Parkinson,
enfermedad de Niemann Pick, fibrosis quistica, hipercolesterolemia familiar, retinitis pigmentosa, distrofia muscular de
Duchenne, o sindrome de Marfan.

La invencion abarca adicionalmente el compuesto para su uso en métodos para tratar o prevenir, 0 mejorar una
enfermedad genética, o uno o mas sintomas asociados con manifestaciones de una enfermedad genética, que
comprende administrar a un paciente que lo necesita una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz del
compuesto y sales farmacéuticamente aceptables del mismo. En una realizacién preferida, la enfermedad es una
enfermedad del SNC; una enfermedad inflamatoria; una enfermedad neurodegenerativa; una enfermedad
cardiovascular; una enfermedad autoinmune; cancer; mas preferiblemente, la enfermedad genética incluye, pero sin
limitarse a, amiloidosis, LINCL, hemofilia, enfermedad de Alzheimer, aterosclerosis, gigantismo, enanismo,
hipotiroidismo, hipertiroidismo, fibrosis quistica, envejecimiento, obesidad, enfermedad de Parkinson, enfermedad de
Niemann Pick, fibrosis quistica, hipercolesterolemia familiar, retinitis pigmentosa, distrofia muscular de Duchenne, o
sindrome de Marfan.

La invencién abarca el compuesto para su uso en un método para tratar o prevenir una enfermedad asociada con una
ausencia de expresion de un gen como resultado de un codén de parada prematuro, en donde dicha enfermedad
asociada con una ausencia de la expresion de un gen como resultado de un codén de parada prematuro es una
enfermedad de almacenamiento lisosémico, una enfermedad cardiovascular, una enfermedad pulmonar, una
enfermedad cardiaca, una enfermedad autoinmune, una enfermedad sanguinea, una enfermedad de colageno,
diabetes, una enfermedad inflamatoria, una enfermedad del sistema nervioso central, una enfermedad renal, una
distrofia muscular, retinitis pigmentosa, amiloidosis, gigantismo, enanismo, hipotiroidismo, hipertiroidismo,
envejecimiento u obesidad.

En una realizaciéon preferida, la enfermedad de almacenamiento lisosémico es esclerosis tuberosa,
mucopolisacaridosis tipo [lIA, mucopolisacaridosis tipo VI, mucopolisacaridosis tipo VI, leucodistrofia metacromatica,
enfermedad de Niemann Pick o enfermedad de Sandhoff; o en donde la enfermedad autoinmune es una
inmunodeficiencia, artritis reumatoide o enfermedad de injerto contra hospedador; o en donde la enfermedad
inflamatoria es artritis; o en donde la enfermedad del sistema nervioso central es esclerosis multiple, lipofuscinosis
ceroide neuronal infantil tardia, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Tay Sachs, una enfermedad
neurodegenerativa o enfermedad de Parkinson; o en donde la enfermedad sanguinea es hemofilia, enfermedad de
Von Willebrand, ataxia-telangiectasia o b-talasemia; o en donde la enfermedad renal es calculos renales; o en donde la
enfermedad de colageno es osteogénesis imperfecta, sindrome de Marfan o cirrosis; o en donde la enfermedad
pulmonar es fibrosis quistica; o en donde la distrofia muscular es distrofia muscular de Duchenne; o en donde la
enfermedad cardiovascular es hipercolesterolemia familiar o aterosclerosis.

La invencion se refiere adicionalmente al compuesto para su uso en métodos para tratar, prevenir o mejorar el cancer
0 uno o mas sintomas asociados con o manifestaciones del cancer, que comprende administrar a un paciente que lo
necesita una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz del compuesto y sales farmacéuticamente aceptables del
mismo.

La invencion se refiere al compuesto para su uso en un método para tratar, prevenir o mejorar el cancer o uno o mas
sintomas asociados con o manifestaciones del cancer asociadas con un codén de parada prematura en un gen
supresor tumoral, en donde el gen supresor tumoral se selecciona de APC, ATM, BRAC1, BRAC2, MSH1, pTEN, Rb y
p53.

En una realizacion preferida, el cancer es de cabeza y cuello, ojo, piel, boca, garganta, eséfago, pecho, hueso, pulmén,
colon, seno sigmoideo, recto, estdbmago, prostata, mama, ovarios, rifidén, higado, pancreas, cerebro, intestino, corazon,
o glandulas suprarrenales, en donde el cancer es un tumor sélido seleccionado entre sarcoma, carcinoma,
fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma, condrosarcoma, sarcoma osteogénico, cordoma, angiosarcoma,
endoteliosarcoma, linfangiosarcoma, linfangioendoteliosarcoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing,
leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, carcinoma de células escamosas, carcinoma de células basales,
adenocarcinoma, carcinoma de glandulas sudoriparas, carcinoma de glandulas sebaceas, carcinoma papilar,
adenocarcinomas papilares, cistadenocarcinoma, carcinoma medular, carcinoma broncogénico, carcinoma de células



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2624 610T3

renales, hepatoma, carcinoma del conducto biliar, coriocarcinoma, seminoma, carcinoma embrionario, tumor de
Wilms, cancer cervical, tumor testicular, carcinoma pulmonar, carcinoma pulmonar microcitico, carcinoma de vejiga,
carcinoma epitelial, glioma, astrocitoma, meduloblastoma, craneofaringioma, ependimoma, sarcoma de Kaposi,
pinealoma, hemangioblastoma, neuroma acustico, oligodendroglioma, menangioma, melanoma, neuroblastoma,
retinoblastoma, tumor de origen sanguineo, leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfoblastica aguda de células B,
leucemia linfoblastica aguda de células T, leucemia mieloblastica aguda, leucemia promielocitica aguda, leucemia
monoblastica aguda, leucemia eritroleucémica aguda, leucemia megacarioblastica aguda, leucemia mielomonocitica
aguda, leucemia no linfocitica aguda, leucemia indiferenciada aguda, leucemia mielocitica crénica, leucemia linfocitica
cronica, leucemia de células capilares, o mieloma muiltiple.

En una realizacion preferida de la invencion, el paciente en un mamifero, mas preferiblemente un humano susceptible
a o en riesgo de adquirir una enfermedad genética. En una realizacion alternativa, el paciente ha experimentado un
proceso de exploracion para determinar la presencia de una mutacién sin sentido que comprende las etapas de
explorar a un sujeto o células extraidas del mismo por un ensayo de exploracion de mutaciones sin sentido aceptable.
En una realizacion relacionada, la terapia esta personalizada porque el paciente se explora para un ensayo de
exploracion de mutaciones sin sentido y se trata por la administracién de un compuesto de la invencion;
particularmente, el paciente puede tratarse con un compuesto particularmente adecuado para las mutaciones en
cuestion, por ejemplo, dependiendo del tipo de enfermedad, tipo celular, y el gen en cuestion. En una realizacion
adicional, el paciente es un bebé o nifio. En ofra realizacion mas, la invencion abarca el tratamiento de mujeres
embarazadas o del feto directamente.

En una realizacion preferida mas de la invencion, el compuesto se administra por via parenteral, transdérmica, en la
mucosa, nasal, bucal, sublingual, u oral; mas preferiblemente el compuesto se administra por via oral, mas
preferiblemente el compuesto se administra por via oral en forma de un comprimido, capsula o liquido.

El compuesto es util para su administracion en una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz de 1 mg a 2000 mg
por dia.

En una realizacién preferida, el compuesto es para su administracion en una cantidad terapéutica o profilacticamente
eficaz de 5 mg a 500 mg por dia.

En una realizacién preferida mas, el compuesto es para su administracién en una cantidad terapéutica o
profilacticamente eficaz de 10 mg a 200 mg por dia.

La invencioén abarca el compuesto para su uso en métodos para modular la terminacién prematura de la traduccion y/o
el deterioro del ARNm con mediacion sin sentido. La invencién abarca adicionalmente el compuesto para su uso en un
método para suprimir la terminacién prematura de la traduccion y/o el deterioro del ARNm con mediacion sin sentido
en una célula que comprende poner en contacto una célula que muestra terminacion prematura de la traduccion y/o
deterioro del ARNm con mediacién sin sentido. La invencién abarca adicionalmente el compuesto para su uso en un
método para inducir la supresioén sin sentido en una célula que comprende poner en contacto una célula que muestra
una mutacion sin sentido con una cantidad eficaz del compuesto. Un codén sin sentido puede estar presente en el
ADN o ARN de cualquier tipo de célula y puede surgir de forma natural o como resultado de mutagénesis. Por
consiguiente, las células abarcadas por los métodos incluyen células animales, células de mamifero, células
bacterianas, células vegetales y células infectadas por virus. En una realizacion, el codon sinsentido estaba presente
en el ADN progenitor. En otra realizacion, el codon sin sentido resultaba de mutagénesis.

Sin limitarse a teoria particular alguna, la capacidad del compuesto de promover la lectura de codones de parada lo
hace util en el tratamiento o prevencion de cualquier enfermedad que esté causada por completo o en parte por una
mutacioén sin sentido. Dichas enfermedades pueden suceder debido a la cantidad disminuida de proteina activa
producida como resultado de terminacion prematura de la traduccion. Sin limitarse a teoria particular alguna, el
compuesto permite que la traducciéon del ARNm continte pasada la mutacion sin sentido provocando la produccién de
proteina de longitud completa. Un aspecto poderoso de la invencién es que la actividad terapéutica del compuesto no
es necesariamente especifica de enfermedad, sino que es eficaz para tratar o prevenir cualquier enfermedad asociada
con una mutacién sin sentido. Ademas, la invencién puede ser especifica de paciente. Es decir, puede explorarse un
paciente para determinar si esta enfermedad esta asociada con una mutacion si sentido. Si lo esta, puede tratarse con
un compuesto de la invencion.

El compuesto es util para tratar o prevenir enfermedades genéticas. Las enfermedades genéticas que pueden tratarse
o prevenirse por el compuesto incluyen cancer, enfermedad autoinmune, enfermedad sanguinea, enfermedad de
colageno, diabetes, enfermedades inflamatorias o una enfermedad del sistema nervioso central.

3.1 Definiciones

Como se emplea en la presente memoria, "terminacion prematura de la traducciéon” se refiere al resultado de una
mutacion que cambia un codén correspondiente a un aminoacido por un codén de parada.

Como se emplea en la presente memoria, "deterioro del ARNm con mediacion sin sentido" se refiere a cualquier
mecanismo que media el deterioro del ARNm que contiene un codén de terminacion prematura de la traduccion.
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Como se emplea en la presente memoria, un "codén de terminacién prematura” o "codén de parada prematura” se
refiere a la existencia de un codén de parada donde deberia estar un codén correspondiente a un aminoacido.

Como se emplea en la presente memoria, una "mutacioén sin sentido" es una mutacién puntual que cambia un codén
correspondiente a un aminoacido por un codén de parada.

Como se emplea en la presente memoria, "supresion sin sentido" se refiere a la inhibicidon o supresion de terminacion
prematura de la traduccion y/o el deterioro de ARNm con mediacion sin sentido.

Como se emplea en la presente memoria, "modulaciéon de terminaciéon prematura de la traduccion y/o deterioro de
ARNmM con mediacion sin sentido" se refiere a la regulacion de la expresion génica alterando el nivel de supresion sin
sentido. Por ejemplo, si es deseable aumentar la produccion de una proteina defectuosa codificada por un gen con un
codon de parada prematura, es decir, para permitir la lectura del coddn de parada prematura del gen de enfermedad
de modo que pueda suceder la traduccion del gen, entonces la modulacién de la terminacion prematura de la
traduccion y/o el deterioro del ARNm con mediacién sin sentido implica la regulaciéon positiva de la supresion sin
sentido. A la inversa, si es deseable promover la degradacion de un ARNm con un coddn de parada prematura,
entonces la modulacién de la terminacién prematura de la traduccién y/o el deterioro del ARNm con mediacion sin
sentido implica regulacién negativa de supresion sin sentido.

Como se emplea en la presente memoria, el término "paciente” significa un animal (por ejemplo, vaca, caballo, oveja,
cerdo, pollo, pavo, codorniz, gato, perro, raton, rata, conejo, cobaya, etc.), preferiblemente un mamifero tal como un no
primate y un primate (por ejemplo, mono y ser humano), mas preferiblemente un ser humano. En ciertas realizaciones,
el paciente es un bebé, nifio, adolescente o adulto. En una realizacion, se ha determinado a través de pre-exploracion
que el paciente posee una mutacion sin sentido. En otra realizacién, se ha determinado a través de pre-exploracién la
mutacion sin sentido que tiene el paciente (es decir, UAA, UGA, o UAG). En ofra realizacion, el paciente esta infectado
con células bacterianas (por ejemplo, Pseudomonas aeruginosa). En otra realizacion, las células del paciente estan
infectadas por virus.

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, el término "sustituido" significa un grupo
sustituido por uno a cuatro o mas sustituyentes, tal como, halo, trifluorometilo, trifluorometoxi, hidroxi, alcoxi,
cicloalcoxi, heterociclooxi, oxo, alcanoilo, alquilcarbonilo, cicloalquilo, arilo, ariloxi, aralquilo, alcanoiloxi, ciano, azido,
amino, alquilamino, arilamino, aralquilamino, cicloalquilamino, heterocicloamino, amino mono y disustituido en que los
dos sustituyentes en el grupo amino se seleccionan entre alquilo, arilo, aralquilo, alcanoilamino, aroilamino,
aralcanoilamino, alcanoilamino sustituido, arilamino sustituido, aralcanoilamino sustituido, tiol, alquiltio, ariltio,
aralquiltio, cicloalquiltio, heterociclotio, alquiltiono, ariltiono, aralquiltiono, alquilsulfonilo, arilsulfonilo, aralquilsulfonilo,
sulfonamido (por ejemplo, SO2NH>), sulfonamido sustituido, nitro, carboxi, carbamilo (por ejemplo, CONHy), carbamilo
sustituido (por ejemplo, CONH alquilo, CONH arilo, CONH aralquilo o casos donde hay dos sustituyentes en el
nitrégeno seleccionados entre alquilo, arilo o aralquilo), alcoxicarbonilo, arilo, arilo sustituido, guanidino y heterociclo,
tal como, indolilo, imidazolilo, furilo, tienilo, tiazolilo, pirrolidilo, piridilo, pirimidilo y similares. Cuando, como se ha
indicado anteriormente, los propios sustituyentes estan adicionalmente sustituidos, dichos sustituyentes adicionales se
seleccionan del grupo que consiste en haldégeno, alquilo, alcoxi, arilo y aralquilo. En una realizacion particular, el
término sustituido no significa ciano.

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, el término "alquilo" significa un
hidrocarburo de no ciclico saturado de cadena lineal o ramificada que tiene de 1 a 20 atomos de carbono,
preferiblemente 1-10 atomos de carbono y mucho mas preferiblemente 1-4 atomos de carbono. Los alquilos saturados
representativos de cadena lineal incluyen -metilo, -etilo, -n-propilo, -n-butilo, -n-pentilo, -n-hexilo, -n-heptilo, -n-octilo,
-n-nonilo y -n-decilo; mientras que los alquilos ramificados saturados incluyen -isopropilo, -sec-butilo, -isobutilo,
-terc-butilo, -isopentilo, 2-metilbutilo, 3-metilbutilo, 2-metilpentilo, 3-metilpentilo, 4-metilpentilo, 2-metilhexilo,
3-metilhexilo, 4-metilhexilo, 5-metilhexilo, 2,3-dimetilbutilo, 2,3-dimetilpentilo, 2,4-dimetilpentilo, 2,3-dimetilhexilo,
2,4-dimetilhexilo, 2,5-dimetilhexilo, 2,2-dimetilpentilo, 2,2-dimetilhexilo, 3,3-dimetilpentilo, 3,3-dimetilhexilo,
4 ,4-dimetilhexilo, 2-¢etilpentilo, 3-etilpentilo, 2-etilhexilo, 3-etilhexilo, 4-etilhexilo, 2-metil-2-etilpentilo,
2-metil-3-etilpentilo, 2-metil-4-etilpentilo, 2-metil-2-etilhexilo, 2-metil-3-etilhexilo, 2-metil-4-etilhexilo, 2,2-dietilpentilo,
3,3-dietilhexilo, 2,2-dietilhexilo, 3,3-dietilhexilo y similares. Un grupo alquilo puede estar sin sustituir o sustituido. Los
grupos alquilo insaturados incluyen grupos alquenilo y grupos alquinilo, que se analizan a continuacion.

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, la expresion "grupo alquenilo” significa
un hidrocarburo no ciclico de cadena lineal o ramificada que tiene de 2 a 20 atomos de carbono, mas preferiblemente
2-10 atomos de carbono, mucho mas preferiblemente 2-6 atomos de carbono, y que incluye al menos un doble enlace
carbono-carbono. Los alquenilos de cadena lineal y ramificada (C2-C10) representativos incluyen -vinilo, -alilo,
-1-butenilo, -2-butenilo, -isobutilenilo, -1-pentenilo, -2-pentenilo, -3-metil-1-butenilo, -2-metil-2-butenilo,
-2,3-dimetil-2-butenilo, -1-hexenilo, -2-hexenilo, -3-hexenilo, -1-heptenilo, -2-heptenilo, -3-heptenilo, -1-octenilo,
-2-octenilo, -3-octenilo, -1-nonenilo, -2-nonenilo, -3-nonenilo, -1-decenilo, -2-decenilo, -3-decenilo y similares. El doble
enlace de un grupo alquenilo puede estar sin conjugar o conjugado con otro grupo insaturado. Un grupo alquenilo
puede estar sin sustituir o sustituido.

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, la expresion "grupo alquinilo" significa un
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hidrocarburo no ciclico de cadena lineal o ramificada que tiene de 2 a 20 atomos de carbono, mas preferiblemente 2-10
atomos de carbono, mucho mas preferiblemente 2-6 atomos de carbono, y que incluye al menos un triple enlace
carbono-carbono. Los alquinilos de cadena lineal y ramificada (C2-C10) representativos incluyen -acetilenilo,
-propinilo, -1-butinilo, -2-butinilo, -1-pentinilo, -2-pentinilo, -3-metil-1-butinilo, -4-pentinilo, -1-hexinilo, -2-hexinilo,
-5-hexinilo, -1-heptinilo, -2-heptinilo, -6-heptinilo, -1-octinilo, -2-octinilo, -7-octinilo, -1-noninilo, -2-noninilo, -8-noninilo,
-1-decinilo, -2-decinilo, -9-decinilo, y similares. El triple enlace de un grupo alquinilo puede estar sin conjugar o
conjugado con otro grupo insaturado. Un grupo alquinilo puede estar sin sustituir o sustituido.

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, el término "halégeno" o "halo" significa
fldor, cloro, bromo, o yodo.

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, la expresion "alquil sulfonilo” significa
-alquil-SO3H o -SOs-alquilo, en donde alquilo se define como anteriormente, incluyendo -SO2-CHs, -SO2-CH2CHj,
-SOz-(CHz)zCH3, -SOz-(CH2)3CH3, -SOz-(CH2)4CH3, -SOz-(CH2)5CH3, Yy similares.

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, el término "carboxilo" y "carboxi"
significan -COOH.

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, el término "alcoxi" significa -O-(alquilo),
en donde alquilo se definié anteriormente, incluyendo -OCHs, -OCH2CHj3, -O(CH2)2CHa, -O(CH3)3CH3 -O(CH2)4sCHs,
-O(CHz)5CHa, y similares.

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, el término "alcoxicarbonilo" significa
-C(=0)O-(alquilo), en donde alquilo se defini6 anteriormente, incluyendo -C(=0)O-CHs, -C(=0)O-CH.CHs,
-C(=0)0-(CH>)2CH3, -C(=0)0-(CHz)3CHs, -C(=0)O-(CH2)4CH3, -C(=0)O-(CH.)sCHs3, y similares. En una realizacion
preferida, los éteres son biohidrolizables (es decir, el éster se hidroliza en un acido carboxilico in vitro o in vivo).

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, el término "alcoxialquilo" significa
-(alquil)-O-(alquilo), en donde cada "alquilo" es independientemente un grupo alquilo como se definié anteriormente,
incluyendo -CHzOCH3, -CHzOCHzCH3, -(CHz)zoCH2CH3, -(CHz)zo(CH2)2CH3, y similares.

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, el término "arilo" significa un anillo
aromatico carbociclico que contiene de 5 a 14 atomos en el anillo. Los atomos en el anillo de un grupo arilo carbociclico
son todos atomos de carbono. Las estructuras de anillo arilo incluyen compuestos que tienen una o mas estructuras de
anillo tales como compuestos mono-, bi-, o triciclicos asi como restos carbociclicos benzo-condensados tales como
5,6,7,8-tetrahidronaftilo y similares. Preferiblemente, el grupo arilo es un anillo monociclico o anillo biciclico. Los
grupos arilo representativos incluyen fenilo, tolilo, antracenilo, fluorenilo, indenilo, azulenilo, fenantrenilo y naftilo. Un
grupo arilo carbociclico puede estar sin sustituir o sustituido.

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, el término "heteroarilo” significa un anillo
aromatico carbociclico que contiene de 5 a 14 atomos en el anillo y los atomos en el anillo contiene al menos un
heteroatomo, preferiblemente 1 a 3 heteroatomos, independientemente seleccionados entre nitrégeno, oxigeno, o
azufre. Las estructuras de anillo heteroarilo incluyen compuestos que tienen una o mas estructuras de anillo tales
como compuestos mono-, bi-, o triciclicos asi como restos heterociclo condensados. Son heteroarilos representativos
triazolilo, tetrazolilo, oxadiazolilo, piridilo, furilo, benzofuranilo, tiofenilo, benzotiofenilo, benzoisoxazolilo,
benzoisotiazolilo, quinolinilo, pirrolilo, indolilo, oxazolilo, benzoxazolilo, imidazolilo, bencimidazolilo, tiazolilo,
benzotiazolilo, isoxazolilo, pirazolilo, isotiazolilo, piridazinilo, pirimidinilo, pirazinilo, triazinilo, cinnolinilo, ftalazinilo,
quinazolinilo, benzoquinazolinilo, acridinilo, pirimidilo y oxazolilo. Un grupo puede estar sin sustituir o sustituido.

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, el término "ariloxi" significa grupo
-O-arilo, en donde arilo es como se definié anteriormente. Un grupo ariloxi puede estar sin sustituir o sustituido.

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, el término "arilalquilo" significa
-(alquil)-(arilo), en donde alquilo y arilo se han definido anteriormente, incluyendo, pero sin limitarse a -(difenilo,
-(CHa)fenilo, -(CHa)sfenilo, -CH(fenilo), -CH(fenilo)s, -(CH>)tolilo, -(CH.)antracenilo, -(CHz)fluorenilo, -(CHz)indenilo,
-(CHz)azulenilo, -(CHz)naftilo, y similares.

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, el término "heteroarilalquilo” significa
-(alquil)-(heteroarilo), en donde alquilo y heteroarilo se han definido anteriormente, incluyendo, pero sin limitarse a
-(CHp)piridilo,  -(CHa)gpiridilo, -(CHgz)spiridilo, -CH(piridilo)2, -C(piridilo)s, -(CHa)triazolilo, -(CH>)tetrazolilo,
-(CHz)oxadiazolilo, -(CHz)furilo, -(CH2)benzofuranilo, -(CHy)tiofenilo, -(CHz)benzotiofenilo, y similares.

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, el término "arilalquiloxi" significa
-O-(alquil)-(arilo), en donde alquilo y arilo se han definido anteriormente, incluyendo, pero sin limitarse a
-O-(CHo>)fenilo, -O-(CH_y)sfenilo, -O-CH(fenilo), -O-CH(fenilo)s, -O-(CHy)tolilo, -O-(CHz)antracenilo,
-O-(CHoy)fluorenilo, -O-(CHy)indenilo, -O-(CHz)azulenilo, -O-(CHz)naftilo, y similares.

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, el término "cicloalquilo" significa un anillo
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saturado monociclico o policiclico que comprende atomos de carbono e hidrégeno y que no tiene enlaces multiples
carbono-carbono. Un grupo cicloalquilo puede estar sin sustituir o sustituido. Ejemplos de grupos cicloalquilo incluyen,
pero sin limitarse a, grupos cicloalquilo (Cs-C7), incluyendo ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo, y
cicloheptilo, y terpenos ciclicos y biciclicos saturados. Un grupo cicloalquilo puede estar sin sustituir o sustituido.
Preferiblemente, el grupo cicloalquilo es un anillo monociclico o anillo biciclico.

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, el término "heterociclilo" significa un
anillo monociclico o policiclico que comprende atomos de carbono e hidrégeno, que tiene opcionalmente 1 a 4 enlaces
multiples, y los atomos en el anillo contiene al menos un heteroatomo, preferiblemente 1 a 3 heteroatomos,
independientemente seleccionados entre nitrégeno, oxigeno, y azufre. Las estructuras de anillo heterociclilo incluyen
compuestos que tienen una o mas estructuras de anillo tales como compuestos mono-, bi-, o triciclicos.
Preferiblemente, el grupo heterociclilo es un anillo monociclico o anillo biciclico. Heterociclos representativos incluyen,
pero sin limitarse a morfolinilo, pirrolidinonilo, pirrolidinilo, piperidinilo, hidantoinilo, valerolactamilo, oxiranilo, oxetanilo,
tetrahidrofuranoilo, tetrahidropiranilo, tetrahidropiridinilo, tetrahidroprimidinilo, tetrahidrotiofenilo, tetrahidrotiopiranilo, y
similares. Un anillo heterociclilo puede estar sin sustituir o sustituido.

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, el término "cicloalquiloxi" significa
-O-(cicloalquilo), en donde cicloalquilo se definio anteriormente.

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, el término "cicloalquilalquiloxi" significa
-O-(alquil)-(cicloalquilo), en donde cicloalquilo y alquilo se han definido anteriormente, incluyendo, pero sin limitarse a
-O-ciclopropilo, -O-ciclobutilo, -O-ciclopentilo, -O-ciclohexilo, -O-cicloheptilo y similares.

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, el término "aminoalcoxi" significa
-O-(alquil)-NHz, en donde alquilo se defini6 anteriormente, incluyendo, pero sin limitarse a -O-CH,-NH,
-O-(CHz)z-NHz, -O-(CH2)3-NH2, -O-(CH2)4-NH2, -O-(CH2)5-NH2, Yy similares.

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, el término "alquilamino" significa
-NH(alquilo) o -N(alquil)(alquilo), en donde alquilo se definié anteriormente, incluyendo, pero sin limitarse a NHCHs,
-NHCH,CHs, -NH(CH2)2CHa, -NH(CH2)3CHa, -NH(CH2)4CHa, -NH(CH2)5CHa, -N(CH3)2, -N(CH2CHa)2, -N((CH2)2.CHz)2,
-N(CH3)(CH2CHj3), y similares.

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, el término "arilamino" significa
-NH(arilo), en donde arilo se defini6 anteriormente, incluyendo, pero sin limitarse a -NH(fenilo), -NH(tolilo),
-NH(antracenilo), -NH(fluorenilo), -NH(indenilo), -NH(azulenilo), -NH(piridinilo), -NH(naftilo), y similares.

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, el término "arilalquilamino" significa
-NH-(alquil)-(arilo), en donde alquilo y arilo se han definido anteriormente, incluyendo -NH-CH.-(fenilo),
-NH-CH.-(tolilo), -NH-CH.-(antracenilo), -NH-CHoa-(fluorenilo), -NH-CHoa-(indenilo), -NH-CHa-(azulenilo),
-NH-CHa-(piridinilo), -NH-CHz-(naftilo), -NH-(CHz)2-(fenilo) y similares.

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, el término "cicloalquilamino” significa
-NH-(cicloalquilo), en donde cicloalquilo se defini6 anteriormente, incluyendo -NH-ciclopropilo, -NH-ciclobutilo,
-NH-ciclopentilo, -NH-ciclohexilo, -NH-cicloheptilo, y similares.

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, el término "aminoalquilo" significa
-(alquil)-NH., en donde alquilo se definié anteriormente, incluyendo -CH,-NH,, -(CH3)2-NHa, -(CH2)3-NHa, -(CH2)s-NHo,
-(CH2)5-NH_ y similares.

Como se emplea en la presente memoria, salvo que se especifique otra cosa, el término "alquilaminoalquilo” significa
-(alquil)-NH(alquilo) o -(alquil)-N(alquil)(alquilo), en donde cada "alquilo" es independientemente un grupo alquilo
definido anteriormente, incluyendo -CHy-NH-CHs, -CH>-NHCH2CHs, -CH2-NH(CH2).CHs, -CH2-NH(CH2)3CHs,
-CH2-NH(CHz2)4CHs, -CH2-NH(CH2)sCHs, -(CH2)>-NH-CHs, -CH2-N(CHs)2, -CH2-N(CH2CHs)z, -CH2-N((CH2)2CHz)o,
-CHz-N(CH3)(CH2CH3), -(CHz)z-N(CH3)2, y similares.

Como se emplea en la presente memoria, una "cantidad terapéuticamente eficaz" se refiere a la cantidad del
compuesto de la invencion u otro ingrediente activo suficiente para proporcionar un beneficio terapéutico en el
tratamiento o control de la enfermedad o para retardar o minimizar los sintomas asociados con la enfermedad.
Ademas, una cantidad terapéuticamente eficaz con respecto a un compuesto de la invencion significa esa cantidad de
agente terapéutico en solitario, o en combinacién con otras terapias, que proporciona un beneficio terapéutico en el
tratamiento o control de la enfermedad. Usado en relacién con una cantidad de un compuesto de la invencion, el
término puede abarcar una cantidad que mejora la terapia global, reduce o evita los sintomas o causas de la
enfermedad, o potencia la eficacia terapéutica de o logra sinergia con otro agente terapéutico.

Como se emplea en la presente memoria, una "cantidad profilacticamente eficaz" se refiere a esa cantidad de un
compuesto de la invencion u otro ingrediente activo suficiente para provocar la prevencion, reaparicion o propagacion
de la enfermedad. Una cantidad profilacticamente eficaz puede referirse a la cantidad suficiente para prevenir la
enfermedad inicial o la reaparicion o propagacion de la enfermedad o la aparicion de la enfermedad en un paciente,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2624 610T3

incluyendo pero sin limitarse a aquellos predispuestos a la enfermedad. Una cantidad profilacticamente eficaz puede
referirse también a la cantidad que proporciona un beneficio profilactico en la prevencién de la enfermedad. Ademas,
una cantidad profilacticamente eficaz con respecto a un compuesto de la invencion significa esa cantidad en solitario,
0 en combinacién con otros agentes, que proporciona un beneficio profilactico en la prevencion de la enfermedad.
Usado en relacién con una cantidad de un compuesto de la invencién, el término puede abarcar una cantidad que
mejora la profilaxis global o potencia la eficacia profilactica de o logra sinergia con otro agente profilactico.

Como se emplea en la presente memoria, un "protocolo terapéutico” se refiere a un régimen de coordinacion y
dosificacion de uno o mas agentes terapéuticos.

Como se emplea en la presente memoria, un "protocolo profilactico" se refiere a un régimen de coordinacion y
dosificacion de uno o mas agentes profilacticos.

Como se emplea en la presente memoria, un "protocolo" incluye programas de dosificacion y regimenes de
dosificacion.

Como se emplea en la presente memoria, "en combinacion” se refiere al uso de mas de un agente profilactico y/o
terapéutico.

Como se emplea en la presente memoria, los términos "controlar”, "de control" y "control" se refieren a los efectos
beneficiosos que un sujeto obtiene de un agente profilactico o terapéutico, que no provoca cura de la enfermedad. En
ciertas realizaciones, se administra a un sujeto uno o mas agentes profilacticos o terapéuticos para "controlar" una
enfermedad para prevenir el progreso o empeoramiento de la enfermedad.

Como se emplea en la presente memoria, los términos "prevenir”, "de prevencion" y "prevencion” se refieren a la
prevencion de la aparicion, reaparicion o propagacion de la enfermedad en un sujeto provocada por la administracion
de un agente profilactico o terapéutico.

Como se emplea en la presente memoria, los términos "tratar", "de tratamiento" y "tratamiento" se refieren a la
erradicacion o mejora de la enfermedad o sintomas asociados con la enfermedad. En ciertas realizaciones, dichos
términos se refieren a minimizar la propagacion o empeoramiento de la enfermedad provocada por la administracion
de uno o mas agentes profilacticos o terapéuticos a un sujeto con dicha enfermedad.

Como se emplea en la presente memoria, la expresion "sales farmacéuticamente aceptables" se refiere a sales
preparadas a partir de acidos o bases no toxicas farmacéuticamente aceptables incluyendo acidos y bases inorganicas
y acidos y bases organicas. Las sales de adicion de bases farmacéuticamente aceptables adecuadas para el
compuesto de la presente invencion incluyen, pero sin limitarse a, sales metalicas preparadas a partir de aluminio,
calcio, litio, magnesio, potasio, sodio y zinc o sales organicas preparadas a partir de lisina, N,N’-dibenciletilendiamina,
cloroprocaina, colina, dietanolamina, etilendiamina, meglumina (N-metilglucamina) y procaina. Los acidos no toxicos
adecuados incluyen, pero sin limitarse a, acidos inorganicos y organicos tales como acidos aceético, alginico,
antranilico, bencenosulfénico, benzoico, canforsulfénico, citrico, etenosulfénico, férmico, fumarico, furoico,
galacturdnico, glucénico, glucurénico, glutamico, glicélico, bromhidrico, clorhidrico, isetidnico, lactico, maleico, malico,
mandélico, metanosulfénico, mucico, nitrico, pamoico, pantoténico, fenilacético, fosférico, propidnico, salicilico,
estearico, succinico, sulfanilico, sulfurico, tartarico, y acido p-toluenosulfénico. Los acidos no tdxicos especificos
incluyen acidos clorhidrico, bromhidrico, fosférico, sulfurico, y metanosulfénico. Ejemplos de sales especificas por
tanto incluyen sales clorhidrato y mesilato. Otros ejemplos de sales son bien conocidos en la técnica, véase, por
ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 ed., Mack Publishing, Easton PA (1990).

Como se emplea en la presente memoria y salvo que se indique ofra cosa, el término "profarmaco" significa un
derivado de un compuesto que puede hidrolizarse, oxidarse, o reaccionar de otro modo en condiciones bioldgicas (in
vitro o in vivo) para proporcionar un compuesto activo, particularmente un compuesto de la invencion. Ejemplos de
profarmacos incluyen, pero sin limitarse a, derivados y metabolitos de un compuesto de la invenciéon que incluyen
restos biohidrolizables tales como amidas biohidrolizables, ésteres biohidrolizables, carbamatos biohidrolizables,
carbonatos biohidrolizables, ureidas biohidrolizables, y analogos de fosfato biohidrolizables. Preferiblemente, los
profarmacos de compuestos con grupos funcionales carboxilo son los ésteres de alquilo inferior del acido carboxilico.
Los ésteres carboxilato se forman convenientemente esterificando cualquiera de los restos de acido carboxilico
presentes en la molécula. Los profarmacos tipicamente pueden prepararse usando métodos bien conocidos, tales
como los descritos por Burger’s Medicinal Chemistry and Drug Discovery 62 ed. (Donald J. Abraham ed., 2001, Wiley)
y Design and Application of Prodrugs (H. Bundgaard ed., 1985, Harwood Academic Publishers Gmfh).

Como se emplea en la presente memoria y salvo que se indique ofra cosa, la expresiones "amida biohidrolizable",
"éster biohidrolizable", "carbamato biohidrolizable", "carbonato biohidrolizable", "ureida biohidrolizable", "fosfato
biohidrolizable" significan una amida, éster, carbamato, carbonato, ureida, o fosfato, respectivamente, de un
compuesto que: 1) no interfiere con la actividad biolégica del compuesto pero puede conferir sobre ese compuesto
propiedades ventajosas in vivo, tales como captacion, duracion de accion, o inicio de accion; o 2) es bioldgicamente
inactivo pero se convierte in vivo en el compuesto biolégicamente activo. Ejemplos de ésteres biohidrolizables
incluyen, pero sin limitarse a, ésteres de alquilo inferior, ésteres alcoxiaciloxi, ésteres de alquil acilamino alquilo, y
ésteres de colina. Ejemplos de amidas biohidrolizables incluyen, pero sin limitarse a, amidas de alquilo inferior, amidas
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de a-aminoacido, alcoxiacil amidas, y alquilaminoalquilcarbonil amidas. Ejemplos de carbamatos biohidrolizables
incluyen, pero sin limitarse a, aminas de alquilo inferior, etilendiaminas sustituidas, aminoacidos, hidroxialquilaminas,
aminas heterociclicas y heteroaromaticas, y poliéter aminas.

Como se emplea en la presente memoria y salvo que se indique ofra cosa, la expresion "6pticamente puro” o
"estereoméricamente puro" significa que el estereoisomero de un compuesto esta sustancialmente libre de los otros
estereoisomeros de ese compuesto. Por ejemplo, un compuesto estereoméricamente puro que tiene un centro quiral
estara sustancialmente libre del enantidmero opuesto del compuesto. Un compuesto estereoméricamente puro que
tiene dos centros quirales estara sustancialmente libre de otros diastereémeros del compuesto. Un compuesto
estereoméricamente puro tipico comprende mas del 80% en peso de un estereoisomero del compuesto y menos de
aproximadamente el 20% en peso de otros estereoisomeros del compuesto, mas preferiblemente mas de
aproximadamente el 90% en peso de un estereoisdmero del compuesto y menos de aproximadamente el 10% en peso
de los otros estereoisémeros del compuesto, incluso mas preferiblemente mas de aproximadamente el 95% en peso
de un estereoisémero del compuesto y menos de aproximadamente el 5% en peso de los otros esterecisdémeros del
compuesto, y mucho mas preferiblemente mas de aproximadamente el 97% en peso de un esterecisdmero del
compuesto y menos de aproximadamente el 3% en peso de los otros esterecisdmeros del compuesto.

Como se emplea en la presente memoria y salvo que se indique otra cosa, la expresion "enantioméricamente puro"”
significa una composicion estereoméricamente pura de un compuesto que tiene un centro quiral.

Debe apreciarse que si existe alguna discrepancia entre una estructura representada y un nombre dada a esa
estructura, se le concedera mayor peso a la estructura representada. Ademas, si la estereoquimica de una estructura
0 una parte de una estructura no esta indicada con, por ejemplo, lineas negritas o discontinuas, la estructura o parte de
la estructura debe interpretarse como abarcando todos los estereoisémeros de la misma.

4. Descripcion detallada
4.1 Compuestos

Esta invencion, abarca el compuesto acido 3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico, que tiene la estructura:

il’}*{ )

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
En la presente memoria también se describen compuestos de acido 1,2,4-oxadiazol benzoico de férmula I:
R? N/O

RS I / z

R* R®
o) OR'
o sales, hidratos, solvatos, clatratos, profarmacos, polimorfos, estereoisémeros, incluyendo enantiomeros, racematos

0 mezclas de estereoisémeros, de los mismos farmacéuticamente aceptables, en donde:

Z es arilo sustituido o sin sustituir, heteroarilo sustituido o sin sustituir, cicloalquilo sustituido o sin sustituir, alquilo
sustituido o sin sustituir, alquenilo sustituido o sin sustituir, heterociclo sustituido o sin sustituir, arilalquilo sustituido o
sin sustituir;

R'es hidrégeno, alquilo sustituido o sin sustituir, cicloalquilo sustituido o sin sustituir, heterocicloalquilo sustituido o sin
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sustituir, arilo sustituido o sin sustituir, heteroarilo sustituido o sin sustituir, -(CH2CH,),OR6 o cualquier grupo
biohidrolizable;

R2, R3, R4, R® y R® son independientemente hidrégeno, alquilo sustituido o sin sustituir, alquenilo sustituido o sin
sustituir, alquinilo sustituido o sin sustituir; cicloalquilo sustituido o sin sustituir, heterocicloalquilo sustituido o sin
sustituir, arilo sustituido o sin sustituir, heteroarilo sustituido o sin sustituir, alcoxi, ariloxi, heteroariloxi, halégeno, CFs3,
OCF3, OCHF5, CN, COOH, COOR’, SO;R’, NO2, NH2 0 N(R")y;

cada vez que aparece R’ es independientemente hidrégeno, alquilo sustituido o sin sustituir, alquenilo sustituido o sin
sustituir, alquinilo sustituido o sin sustituir; cicloalquilo sustituido o sin sustituir, heterocicloalquilo sustituido o sin
sustituir, arilo sustituido o sin sustituir, heteroarilo sustituido o sin sustituir, alcoxi, ariloxi, heteroariloxi, halégeno o CFs3;

n es un nimero enterode 1a 7.

En la presente memoria se describe un compuesto de Formula | en donde, cuando R1, R2, R3, R* y RS son hidroégeno,
Z no es metilo, 2-carboxietilo, 3-(4-piridinil)propilo o 2-(4-piperidinil)etilo.

Se describe un compuesto de Férmula | en donde R'es H.
Se describe un compuesto de Férmula | en donde R'es cualquier grupo biohidrolizable diferente de H.

En la presente memoria se describen adicionalmente compuestos de acido 1,2,4-oxadiazol benzoico de férmula Il

N/O

R\\ l N/ z

I F

O OH

o sales, hidratos, clatratos o estereoisomeros de los mismos farmacéuticamente aceptables de los mismos

Z es arilo sustituido o sin sustituir, heteroarilo sustituido o sin sustituir, cicloalquilo sustituido o sin sustituir, alquilo
sustituido o sin sustituir, alquenilo sustituido o sin sustituir, heterociclo sustituido o sin sustituir, arilalquilo sustituido o
sin sustituir; y R es hidrégeno o halégeno.

R puede ser el halégeno flior. R puede ser hidrégeno.

Se describe un compuesto de Formula | o Il en donde Z es p-tolilo; (4-clorometil-fenilo); (2-cloro-priridil-3-ilo);
(2-fluoro-fenilo); (3,4-difluoro-fenilo); (4-metoxi-fenilo); benzo[1,3]dioxolilo; (4-etil-fenilo); o-tolilo; (2-cloro-fenilo);
(3-metil-tiofen-2-ilo); benzo[b]tiofen-2-ilo; (3-fluoro-fenilo); (4-terc-butil-fenilo); (2-metoxi-fenilo); (2-difluoro-fenilo);
tiofen-2-ilo; (2,4-difluoro-fenilo); (3-cloro-fenilo); m-tolilo; (4-trifluorometil-fenilo); (4-fluoro-fenilo); (3-metoxi-fenilo);
fenilo;  (2,6-difluoro-fenilo);  (2-dimetil-furan-3-ilo);  (4-pirrol-1-il-fenilo);  (3-dimetilamino-fenilo);  bifenil-4-ilo;
(4-dimetilamino-fenilo); benzo[1,2,5]oxadiazol-ilo; m-tolilo; (2-trifluorometil-fenilo); (6-cloro-pridin-3-ilo);
(3-bis-trifluorometil-fenilo); furan-2-ilo; (4-nitro-fenilo); (3,4-dimetoxi-fenilo); (3-trifluorometoxi-fenilo); naftalen-1-ilo;
ciclohexilo;  piridin-3-ilo;  piridin-4-ilo;  ciclopentilo;  ciclopropilo;  (4-pentiloxi-fenilo);  (3,4-trimetoxi-fenilo);
(4-isobutil-fenilo); ciclobutilo; (1-acetil-piperidin-4-ilo); isoxazolilo; [(2-cloro-6-fluoro-fenil)-metil-isoxazol-4-ilo] o
[(2-cloro-fenil)-metil-isoxazol-4-ilo]; mas preferiblemente Z es (3-fluoro-fenilo), mas preferiblemente Z es
(4-fluoro-fenilo), incluso mas preferiblemente Z es (2-fluoro-fenilo).

Se describe un compuesto de Féormula | o Il en donde Z no es 4-ciano-fenilo.
Los compuestos descritos incluyen, pero sin limitarse a,

acido 3-(5-p-tolil-[1,2,4]oxadiazol-3-il}-benzoico;

acido 3-[5-(4-clorometil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-[5-(2-cloro-piridin-3-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-[5-(3,4-difluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-[5-(4-metoxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
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acido 3-(5-benzo[1,3]dioxol-5-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico;
acido 3-[5-(4-etil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-(5-o-tolil-[1,2,4]oxadiazol-3-il}-benzoico;

acido 3-[5-(2-cloro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-[5-(3-metil-tiofen-2-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 3-(5-benzo[bltiofen-2-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico;
acido 3-[5-(3-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-[5-(4-terc-butil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 3-[5-(2-metoxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 3-[5-(2,5-difluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 3-(5-tiofen-2-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico;

acido 3-[5-(2,4-difluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 3-[5-(3-cloro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-(5-m-tolil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico;

acido 3-[5-(4-trifluorometil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 3-[5-(4-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-[5-(3-metoxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 3-(5-fenil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico;

acido 3-[5-(2,6-difluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 3-[5-(2,5-dimetil-furan-3-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 3-[5-(4-pirrol-1-il-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 3-[5-(3-dimetilamino-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 3-(5-bifenil-4-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico;

acido 3-[5-(4-dimetilamino-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-(5-benzo[1,2,5]oxadiazol-5-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico;

acido 3-(5-m-tolil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico;
acido 3-[5-(2-trifluorometil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-[5-(6-cloro-piridin-3-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-[5-(3,5-bis-trifluorometil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-(5-furan-2-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico;

acido 3-[5-(4-nitro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-[5-(3,4-dimetoxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 3-[5-(3-trifluorometoxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 3-(5-naftalen-1-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico;

acido 3-(5-ciclohexil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico;

acido 3-(5-piridin-3-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il}-benzoico;

acido 3-(5-piridin-4-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il}-benzoico;
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acido 3-(5-ciclopentil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico;

acido 3-(5-ciclopropil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico;

acido 3-[5-(4-pentiloxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 3-[5-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 3-[5-(4-isobutil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-(5-ciclobutil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico;

acido 3-[5-(1-acetil-piperidin-4-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-(5-isoxazol-5-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico;

acido 3-{5-[3-(2-cloro-6-fluoro-fenil)-5-metil-isoxazol-4-il]-[1,2,4]oxadiazol-3-il}-benzoico;

acido 3-(5-isopropil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico;

acido 3-(5-terc-butil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico;

acido 3-(5-butil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico;

acido 3-(5-propenil-[1,2,4]oxadiazol-3-il}-benzoico;

acido 3-[5-(4-cloro-bencil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-[5-(4-cloro-fenoximetil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 3-(5-bencil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico;

acido 3-(5-metoximetil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico;

acido 3-[5-(1-fenil-propil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-[5-(4-fluoro-bencil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-[5-(3-cloro-fenoximetil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 3-[5-(6-cloro-piridin-3-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 3-(5-ciclopentilmetil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico;

acido 3-[5-(4-metoxi-bencil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-[5-(2,3-difluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 3-[5-(2-fluoro-5-metil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 3-[5-(2-metilsulfanil-piridin-3-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 3-[5-(2,2-difluoro-benzo[1,3]dioxol-5-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 4-fluoro-3-[5-(4-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 2-fluoro-5-[5-(4-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 3-[5-(4-cloro-2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 3-[5-(4-bromo-2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-[5-(3-fluoro-bifenil-4-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-{5-[3-(2-cloro-fenil)-5-metil-isoxazol-4-il]-[1,2,4]oxadiazol-3-il}-benzoico;

acido 3-[5-(4-ciano-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

sal sédica del acido 3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
éster metilico del acido 3-[5-(4-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 5-[5-(4-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-2-metoxi-benzoico;
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acido 3-[5-(4-bromo-2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-[5-(3-fluoro-bifenil-4-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-[5-(6-pirrolidin-1-il-piridin-3-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-[5-(6-morfolin-4-il-piridin-3-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-[5-(3,4,5,6-tetrahidro-2H-[1,2"bipiridinil-5'-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-[5-(2-fluoro-6-hidroxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

éster metilico del acido 3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

2-metoxi-etil éster del acido 3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

2-(2-metoxi-etoxi)-etil éster del acido 3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etil éster del acido 3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
2-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etil éster del acido 3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
2-(2-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-etil éster del acido 3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

2-[2-(2-{2-[2-(2-hidroxi-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-etoxi]-etil éster del acido
3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;

acido 3-[5-(4-amino-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico;
acido 3-[5-(4-azido-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico; y
acido 3-[5-(4-benciloxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

y sales, hidratos, solvatos, clatratos y estereoisomeros farmacéuticamente aceptables de los mismos.

El compuesto de la invencién se representa en la siguiente Tabla la:
Tabla la

Compuesto Nombre del compuesto Actividad

N acido 3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico ek
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Se representan compuestos ejemplares en la siguiente Tabla I:

Tabla I: Compuesto Nombre del compuesto Actividad

N-Q
I

A
N
Cl acido 3-[5-(3-cloro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico ek
~H
O” 0

01
N-Q /D
I N@O
acido 3-[5-(4-pentiloxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico
O OH
02
N-O O
=
N
acido 3-(5-naftalen-1-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico ek
0% ~OH
03
-0
I,
N
acido 3-(5-p-tolil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico ek
O~ OH
04
-0
30
N F
acido 3-[5-(4-fluoro-fenil)-[1,2,4]Joxadiazol-3-il]-benzoico ek
O~ "OH
05
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Tabla I: Compuesto Nombre del compuesto Actividad

H acido 3-(5-bifenil-4-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico ek
06

N-Q

I 4

N
acido 3-[5-(4-isobutil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico >

H
0~ O
07

N’O
L)
N
acido 3-(5-fenil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico ol
JH
0O~ O
08

*kkk

acido 3-(5-ciclohexil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico

O O’H
09
\
0 O
Nf
I, O/
N acido 3-(5-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]- e
0 benzoico
/
O O’H
10
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N-Q
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0]
_H
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11
N-Q
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0] O’H
12

N-Q
Iy
N
O O'H
13
-0
N
OJ
0] O’H
14
N-Q
| />~<
N
O O’H
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Nombre del compuesto

acido 3-[5-(4-nitro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

acido 3-[5-(4-metoxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

acido 3-[5-(o-tolil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

acido 3-(5-benzo[1,3]dioxol-5-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-
benzoico

acido 3-(5-isopropil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico
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Nombre del compuesto

acido 3-[5-(3,5-bis-trifluorometil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-
benzoico

acido 3-[5-(4-trifluorometil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-
benzoico

acido 3-[5-(4-dimetilamino-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-
benzoico

acido 3-[5-(2-metoxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

acido 3-[5-(3-metoxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico
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Nombre del compuesto

acido 3-(5-furan-2-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico

acido 3-(5-terc-butil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico

acido 3-(5-benzo[1,2,5]oxadiazol-5-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-
benzoico

acido
3-[5-(4-clorometil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

acido 3-[5-(4-terc-butil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

acido 3-(5-butil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico
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Nombre del compuesto

acido 3-(5-ciclopropil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico

acido 3-(5-tiofen-2-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico

acido 3-(5-propenil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico

acido 3-(5-ciclopentil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico

acido 3-(5-tiofen-2-iimetil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico

20

Actividad

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk

*kkk



ES 2624 610T3

Tabla I: Compuesto Nombre del compuesto

Cl
N-Q
I 4
N acido 3-[5-(4-cloro-bencil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico
_H
0~ O
33
0 o
| N/
acido 3-[5-(4-cloro-fenoximetil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-
benzoico
H
o~ O
34
R F
F
N-O
I 4
N
acido 3-[5-(2-trifluorometil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-
4 benzoico
o~ "0
35
F
N-Q
Iy
N .
acido
F 3-[5-(2,6-difluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico
_H
0~ O
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N-Q F
I 4
N
acido 3-[5-(3-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico
_H
Oo” O
37
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Tabla I: Compuesto Nombre del compuesto Actividad
N-QO
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acido 3-[5-(4-etil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico Rk
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acido 3-(5-m-tolil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico ol
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H acido 3-[5-(4-pirrol-1-il-fenil)-[1,2,4]Joxadiazol-3-il]-benzoico ~ ****
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acido 3-(5-bencil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico e

22



Tabla I: Compuesto

N-QO o—

| p—
N

43

N-Q
y.
N

-0

9*”/

ES 2624 610T3

Nombre del compuesto

acido 3-(5-metoximetil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico

acido
3-[5-(2,5-difluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

acido 3-[5-(1-fenil-propil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

acido 3-[5-(2-cloro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

acido 3-[5-(3-trifluorometoxi-fenil)-[1,2,4]Joxadiazol-3-il]-
benzoico
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Nombre del compuesto

acido 3-[5-(4-fluoro-bencil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

acido 3-[5-(2,5-dimetil-furan-3-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-
benzoico

acido

3-[5-(3-metil-tiofen-2-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

acido 3-[5-(3-cloro-fenoximetil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-
benzoico

acido 3-(5-isoxazol-5-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico
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Nombre del compuesto Actividad

acido 3-[5-(6-cloro-piridin-3-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]- Tk
benzoico

acido 3-{5-[3-(2-cloro-fenil)-5-metil-isoxazol-4-il]-[1,2,4]
oxadiazol-3-il}-benzoico

acido 3-{5-[3-(2-cloro-6-fluoro-fenil)-5-metil-isoxazol-4-il]-
[1,2,4]oxadiazol-3-il}-benzoico

*kk

acido 3-(5-ciclopentilmetil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico

acido *kkk
3-[5-(2,4-difluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico
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Nombre del compuesto

acido 3-(5-piridin-3-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico

acido 3-(5-piridin-4-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico

acido 3-(5-ciclobutil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico

acido 3-[5-(4-metoxi-bencil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

acido
3-[5-(3,4-dimetoxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

26
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Nombre del compuesto

acido 3-[5-(2-cloro-piridin-3-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-
benzoico

acido 3-[5-(1-acetil-piperidin-4-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-
benzoico

acido
3-(5-benzo[b]tiofen-2-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico

acido 3-[5-(3-dimetilamino-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-
benzoico

acido
3-[5-(2,3-difluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

27
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Nombre del compuesto

acido 3-[5-(2-fluoro-5-metil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-

benzoico

acido 3-[5-(2-metilsulfanil-piridin-3-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-

benzoico

acido 3-[5-(2,2-difluoro-benzo[1,3]dioxol-5-il)-[1,2,4]

oxadiazol-3-il]-benzoico

acido 4-fluoro-3-[5-(4-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-

benzoico

acido 2-fluoro-5-[5-(4-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-

benzoico

28
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Tabla I: Compuesto
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i

76

acido 3-[5-(4-cloro-2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-

benzoico

acido 3-[5-(4-bromo-2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-

benzoico

acido 3-[5-(3-fluoro-bifenil-4-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-

benzoico

acido 5-[5-(4-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-2-metoxi-

benzoico

acido 3-[5-(4-ciano-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico
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Tabla I: Compuesto Nombre del compuesto Actividad
F
N-O
I
N sal sddica del acido .
3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico
_Na+
o7 0O
78
N—0O
! .
N
éster metilico del acido o
F 3-[5-(4-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico
o~ O
I
79

0
O N
H. o l N/ F acido 5-[5-(4-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-2-metoxi- .

benzoico
~o
80
N-
) O F
-
N
o acido 3-[5-(3-fluoro-bifenil-4-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]- o
oO—H O benzoico
81
N-Q =
L0
N acido 3-[5-(6-pirrolidin-1-il-piridin-3-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]- ..
benzoico
H.
O 0]
82
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Tabla I: Compuesto Nombre del compuesto Actividad

acido 3-[5-(6-morfolin-4-il-piridin-3-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]- .

benzoico
H\O 0
83
e =
i N )
N \ N
acido 3-[5-(3,4,5,6-tetrahidro-2H-[1,2"bipiridinil-5™-il)-[1,2,4]  sxsx
oxadiazol-3-il]-benzoico
H‘O e}
84
- ~H
/N o o
H N » o . .
\ acido 3-[5-(2-fluoro-6-hidroxi-fenil)-[1,2,4]Joxadiazol-3-il]- o
o 9 E benzoico
85
N-Q
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N
F
éster metilico del acido x
o - 3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico
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F
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N
2-metoxi-etil éster del acido o
3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico
0 O/\/O\
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Tabla I: Compuesto Nombre del compuesto Actividad
F
N-O
Iy
N
2-(2-metoxi-etoxi)-etil éster del acido -

3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

o O/\/O\/\ O/

88

N-Q
I 4
N

F
2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etil éster del acido -
3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

0O O/\/O\/\O/\/O\

89

2-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etil éster del acido o
3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

F
N—O
[ /Hi >
N 2-(2-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-etil éster del

acido 3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

91
.
N-Q, ’
At . 2-[2-(2-{2-[2-(2-hidroxi-etoxi)-etoxi]-etoxi}-etoxi)-etoxi]-etil
g éster del acido e
PO g O g O H 3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico
92
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Tabla I: Compuesto Nombre del compuesto Actividad

I;\l O
N/)\-@\ H
I\\IH acido 3-[5-(4-amino-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico
O

H\
O
93
N-O
i N/>\©\
!
H, N*
O o) N_ acido 3-[5-(4-azido-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico ek
94
A
N/
0]

0O O/\© acido 3-[5-(4-benciloxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazo[-3-il]-benzoico *

95

Las mediciones de actividad en la Tabla lay en la Tabla | se realizaron en un ensayo indicador de luciferasa basado en
células (como se describe en la Seccion 4.2) que comprende una construccion indicadora de luciferasa que contiene
un codon de terminacion prematura UGA que se introdujo por transfeccion de forma estable en células renales
embrionarias humanas 293T. Se uso una molécula pequefia, acido
3-[3-(4-isopropil-fenil)-2,5-dioxo-imidazolidin-1-ill-benzoico, que se sabe que permite leer codones de terminacion
prematura como patrén interno. Las mediciones de actividad se basan en la relacién cualitativa entre la concentracion
minima de compuesto requerida para producir una proteina dada en una célula (potencia) y la cantidad maxima de
proteina producida por la célula (eficacia). Las actividades de potencia y la eficacia se clasifican como
extremadamente elevadas, muy elevadas o significativas. La combinacién de estas actividades se usa para determinar
la clasificacion de la actividad. Los compuestos que se encontré que tenian tanto potencia extremadamente elevada
como eficacia extremadamente elevada de sintesis de proteina se clasifican como "*****". Los compuestos que se
encontré que tenian potencia extremadamente elevada de sintesis de proteina y eficacia muy elevada se clasificaron
como "****" Los compuestos que se encontré que tenian potencia muy elevada de sintesis de proteina y eficacia
extremadamente elevada se clasificaron como "****". Los compuestos que se encontré que tenian potencia muy
elevada y eficacia muy elevada de sintesis de proteina se clasifican como "***". Los compuestos que se encontré que
tenian potencia muy elevada de sintesis de proteina y eficacia significativa se clasificaron como "**". Los compuestos
que se encontrd que tenia potencia significativa de sintesis de proteina y eficacia muy elevada se clasificaron como
" Asimismo, los compuestos que se encontré que tenia potencia y eficacia significativa de sintesis de proteina se
clasificaron como "*" (véase la siguiente tabla).
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Potencia Eficacia Clasificacion

*kkkk

Extremadamente elevada Extremadamente elevada

*kkk

Extremadamente elevada Muy elevada

Muy elevada Extremadamente elevada il
Muy elevada Muy elevada e
Muy elevada Significativa >
Significativa Muy elevada >
Significativa Significativa *

Los compuestos que tienen potencia o eficacia menos que significativa de sintesis de proteina o ambas en el ensayo
de luciferasa basado en células se clasificaron sin asteriscos. No obstante, se cree que estos compuestos tienen
utilidad en los métodos in vivo.

La presente invencién abarca el uso in vitro de un compuesto de la invencion, el compuesto de la invencion para su uso
en métodos in vivo, y la incorporacién de un compuesto de la invenciéon en composiciones farmacéuticas y formas
monodosis individuales utiles en el tratamiento y prevencion de una diversidad de enfermedades y trastornos. Las
enfermedades y trastornos especificos incluyen aquellos mejorados por la supresion de una mutacion sin sentido en el
ARN mensajero.

Las composiciones farmacéuticas que incluyen formas de dosificacion de la invencion, que comprenden un compuesto
de la invencién o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, pueden usarse en los métodos.

Sin limitarse a teoria alguna, se cree que un compuesto de la invencion puede modular la terminacién prematura de la
traduccion y/o deterioro del ARNm con mediaciéon sin sentido. Por consiguiente, una primera realizacion de la
invencion se refiere a un compuesto de la invencién para su uso en un método para modular la terminaciéon prematura
de la traduccion y/o el deterioro del ARNm con mediacion sin sentido que comprende poner en contacto una célula que
muestra una mutacién sin sentido con una cantidad eficaz de un compuesto de la invencién, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo. En una realizaciéon particular, la invencién se refiere a un compuesto de la
invencion para su uso en un método para inducir supresion sin sentido que comprende poner en contacto una célula
que muestra una mutacion sin sentido con una cantidad eficaz de un compuesto de la invencién, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

4.2 Ensayos biolégicos y estudios en animales

Los compuestos que modulan la terminacion prematura de la traduccioén y/o el deterioro del ARNm con mediacion sin
sentido pueden identificarse por varias técnicas. Por ejemplo, se describen métodos para seleccionar compuestos que
modulen la expresion post-transcripcional de cualquier gen con un codon de parada prematura de la traduccion en la
publicacién de patente internacional N° WO 01/44516 A2. En una realizacion preferida, se traduce un ARNm con un
codon de terminacion prematura in vitro y se usa para explorar una biblioteca de compuestos de ensayo. En una
realizacion preferida, el ARNm con un coddén de terminacion prematura es un gen indicador con un codon de
terminacion prematura.

Se desarrollaron dos ensayos para su uso en exploraciones de alto rendimiento para identificar moléculas pequenas
que promuevan la supresion sin sentido. Cada ensayo utilizé luciferasa porque es un ensayo de gen indicador
funcional (se produce luz solamente si la proteina es funcional) y es extremadamente sensible (la intensidad de luz es
proporcional a la concentracion de luciferasa en el intervalo nM). El primer ensayo es un ensayo indicador de luciferasa
basado en células y el segundo es un ensayo bioquimico que consiste en lisado de reticulocitos de conejo y un ARNm
indicador de luciferasa que contiene sin sentido. En el ensayo basado en células, se introduce por transfeccion de
forma estable una construccién indicadora de luciferasa que contiene un codén de terminacién prematura UGA en
células renales embrionarias humanas 293T. En el ensayo bioquimico, se us6 ARNm que contenia un codon de
terminacion prematura UGA como indicador en una reaccion de traduccion in vitro usando lisado de reticulocitos de
conejo suplementado con ARNt, hemina, creatina quinasa, aminoacidos, KOAc, Mg(OAc),, y fosfato de creatina. La
traduccion del ARNm se inicié en una secuencia lider derivada de virus, lo que redujo significativamente el coste del
ensayo porque no se requeria ARN con capuchoén. EI ARNm sintético se preparo6 in vitro usando el promotor T7 y el kit
de transcripcion in vitro MegaScript (Ambion). Tanto en el ensayo bioquimico como en el ensayo basado en células, la
adicion de una molécula pequefia que se sabe que permite la lectura de codones de terminacién prematura, acido
3-[3-(4-isopropil-fenil)-2,5-dioxo-imidazolidin-1-ill-benzoico, provocé actividad luciferasa aumentada y se uso, por lo
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tanto, como patrén interno.

También pueden usarse los sistemas de modelo animal para demostrar la seguridad y eficacia del compuesto. El
compuesto puede ensayarse para la actividad biolégica usando modelos animales para una enfermedad, afeccion, o
sindrome de interés. Estos incluyen animales modificados por ingenieria para que contengan el elemento diana de
ARN acoplado con un sistema de lectura funcional, tal como un ratén transgénico.

Ejemplos de modelos animales para fibrosis quistica incluyen, pero sin limitarse a, ratones cftr(-/-) (véase, por ejemplo,
Freedman et al., 2001, Gastroenterology 121(4):950-7), ratones cftr(tm1HGU/tm1HGU) (véase, por ejemplo, Bernhard
et al., 2001, Exp Lung Res 27(4):349-66), ratones CFTR-deficientes con conductancia mediada por AMPc C1(-)
defectuosa (véase, por ejemplo, Stotland et al., 2000, Pediatr Pulmonol 30(5):413-24), y ratones knockout
C57BL/6-Cftr( m1UNC)/Cftr(m1UNC) (véase, por ejemplo, Stotland et al., 2000, Pediatr Pulmonol 30(5):413-24).

Ejemplos de modelos animales para distrofia muscular incluyen, pero sin limitarse a, ratones, hamsters, gatos, perros,
y C. elegans. Ejemplos de modelos de ratén para distrofia muscular incluyen, pero sin limitarse a, el raton dy-/- (véase,
por ejemplo, Connolly et al., 2002, J Neuroimmunol 127(1-2):80-7), una mutacion de raton de distrofia muscular con
miositis (mdm) (véase, por ejemplo, Garvey et al., 2002, Genomics 79(2):146-9), el ratdbn mdx (véase, por ejemplo,
Nakamura et al., 2001, Neuromuscul Disord 11(3):251-9), el ratdon knockout para utrofina-distrofina (dko) (véase, por
ejemplo, Nakamura et al., 2001, Neuromuscul Disord 11(3):251-9), el raton dy/dy (véase, por ejemplo, Dubowitz et al.,
2000, Neuromuscul Disord 10(4-5):292-8), el modelo de ratén mdx(Cv3) (véase, por ejemplo, Pillers et al., 1999
Laryngoscope 109(8):1310-2), y los ratones mutantes ADR-MDX miotoénicos (véase, por ejemplo, Kramer et al., 1998,
Neuromuscul Disord 8(8):542-50). Ejemplos de modelos de hamster para distrofia muscular incluyen, pero sin limitarse
a, hamsters deficientes en sarcoglicano (véase, por ejemplo, Nakamura et al., 2001, Am J Physiol Cell Physiol
281(2):C690-9) y el hamster distréfico BIO 14.6 (véase, por ejemplo, Schlenker y Burbach, 1991, J Appl Physiol 71 (5):
1655-62). Un ejemplo de un modelo felino para distrofia muscular incluye, pero sin limitarse a, el modelo felino
hipertrofico de distrofia muscular (véase, por ejemplo, Gaschen y Burgunder, 2001, Acta Neuropathol (Berl)
101(6):591-600). Modelos caninos para distrofia muscular incluyen, pero sin limitarse a, distrofia muscular de
perdiguero dorado (véase, por ejemplo, Fletcher et al., 2001, Neuromuscul Disord 11(3):239-43) y la distrofia muscular
canina ligada al X (véase, por ejemplo, Valentine et al., 1992, Am J Med Genet 42(3):352-6). Se describen ejemplos de
modelos de C. elegans para distrofia muscular en Chamberlain y Benian, 2000, Curr Biol 10(21):R795-7 y Culette y
Sattelle, 2000, Hum Mol Genet 9(6):869-77.

Ejemplos de modelo animales para hipercolesterolemia familiar incluyen, pero sin limitarse a, ratones que carecen de
genes funcionales del receptor LDL (véase, por ejemplo, Aji et al., 1997, Circulation 95(2):430-7), ratas Yoshida
(véase, por ejemplo, Fantappie et al., 1992, Life Sci 50(24):1913-24), la rata JCR:LA-cp (véase, por ejemplo,
Richardson et al., 1998, Atherosclerosis 138(1):135-46), cerdos (véase, por ejemplo, Hasler-Rapacz et al., 1998, Am J
Med Genet 76(5):379-86), y el conejo hiperlipidémico hereditario de Watanabe (véase, por ejemplo, Tsutsumi ef al.,
2000, Arzneimittelforschung 50(2):118-21; Harsch et al., 1998, Br J Pharmacol 124(2):227-82; y Tanaka et al., 1995,
Atherosclerosis 114(1):73-82).

Un ejemplo de un modelo animal para cancer humano en general incluye, pero sin limitarse a, tumores de aparicion
espontanea de animales de compafia (véase, por ejemplo, Vail y MacEwen, 2000, Cancer Invest 18(8):781-92).
Ejemplos de modelos animales para cancer de pulmon incluyen, pero sin limitarse a, modelos animales de cancer de
pulmoén descritos por Zhang y Roth (1994, In Vivo 8(5):755-69) y un modelo de ratdn transgénico con funciéon p53
alterada (véase, por ejemplo, Morris et al., 1998, J La State Med Soc 150(4):179-85). Un ejemplo de un modelo animal
para cancer de mama incluye, pero sin limitarse a, un ratén transgénico que sobre-expresa la ciclina D1 (véase, por
ejemplo, Hosokawa et al., 2001, Transgenic Res 10(5):471-8). Un ejemplo de un modelo animal para cancer de colon
incluye, pero sin limitarse a, un ratén doble knockout para TCRbeta y p53 (véase, por ejemplo, Kado et al., 2001,
Cancer Res 61(6):2395-8). Ejemplos de modelos animales para cancer pancreatico incluyen, pero sin limitarse a, un
modelo metastasico de adenocarcinoma pancreatico murino Panc02 (véase, por ejemplo, Wang et al., 2001, Int J
Pancreatol 29(1):37-46) y ratones nu-nu generados en tumores pancreaticos subcutaneos (véase, por ejemplo,
Ghaneh et al., 2001, Gene Ther 8(3): 199-208). Ejemplos de modelos animales para linfoma no Hodgkin incluyen, pero
sin limitarse a, un ratén de inmunodeficiencia combinada severa ("SCID") (véase, por ejemplo, Bryant et al., 2000 Lab
Invest 80(4):553-73) y un ratén transgénico IgHmu-HOX11 (véase, por ejemplo, Hough et al., 1998, Proc Natl Acad Sci
USA 95(23):13853-8). Un ejemplo de un modelo animal para cancer esofagico incluye, pero sin limitarse a, un raton
transgénico para el oncogén E7 de papilomavirus humano tipo 16 (véase, por ejemplo, Herber et al., 1996, J Virol
70(3):1873-81). Ejemplos de modelos animales para carcinomas colorrectales incluyen, pero sin limitarse a, modelos
de ratéon Apc (véase, por ejemplo, Fodde y Smits, 2001, Trends Mol Med 7(8):369-73 y Kuraguchi et al., 2000,
Oncogene 19(50):5755-63). Un ejemplo de un modelo animal para neurofibromatosis incluye, pero sin limitarse a,
ratones NFI mutantes (véase, por ejemplo, Cichowski et al., 1996, Semin Cancer Biol 7(5):291-8). Ejemplos de
modelos animal para retinoblastoma incluyen, pero sin limitarse a, ratones transgénicos que expresan el antigeno T
del virus de simio 40 en la retina (véase, por ejemplo, Howes et al., 1994, Invest Oftalmol Vis Sci 35(2):342-51 y Windle
et al., 1990, Nature 343(6259):665-9) y ratas endogamicas (véase, por ejemplo, Nishida et al., 1981, Curr Eye Res
1(1):53-5 y Kobayashi et al., 1982, Acta Neuropathol (Berl) 57(2-3):203-8). Ejemplos de modelos animales para tumor
de Wilms incluyen, pero sin limitarse a, ratones knockout WTI (véase, por ejemplo, Schamhorst et al., 1997, Cell
Growth Differ 8(2): 133-43), una sublinea de rata con una elevada incidencia de nefroblastoma (véase, por ejemplo,
Mesfin y Breech, 1996 Lab Anim Sci 46(3):321-6), y una rata Wistar/Furth con tumor de Wilms (véase, por ejemplo,
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Murphy et al., 1987, Anticancer Res 7(4B):717-9).

Ejemplos de modelos animales para retinitis pigmentosa incluyen, pero sin limitarse a, la rata Royal College of
Surgeons ("RCS") (véase, por ejemplo, Vollrath et al., 2001, Proc Natl Acad Sci USA 98(22); 12584-9 y Hanitzsch et al.,
1998, Acta Anat (Basel) 162(2-3): 119-26), un raton knockout para rodopsina (véase, por ejemplo, Jaissle et al., 2001,
Invest Oftalmol Vis Sci 42(2):506-13), y ratas Wag/Rij (véase, por ejemplo, Lai et al., 1980, Am J Padiol 98(1):281-4).

Ejemplos de modelos animales para cirrosis incluyen, pero sin limitarse a, ratas expuestas a CCly (véase, por ejemplo,
Kloehn et al., 2001, Horm Metab Res 33(7):394-401) y modelos de roedor promovidos por componentes celulares
bacterianos o colitis (véase, por ejemplo, Vierling, 2001, Best Pract Res Clin Gastroenterol 15(4):591-610).

Ejemplos de modelos animales para hemofilia incluyen, pero sin limitarse a, modelos de roedor para hemofilia A
(véase, por ejemplo, Reipert et al., 2000, Thromb Haemost 84(5):826-32; Jarvis et al, 1996; Thromb Haemost
75(2):318-25; y Bi et al., 1995, Nat Genet 10(1):119-21), modelos caninos para hemofilia A (véase, por ejemplo,
Gallo-Penn et al, 1999, HumGeneTher 10(11):1791-802 y Connelly et al., 1998, Blood 91(9);3273-81), modelos
murinos para hemofilia B (véase, por ejemplo, Snyder et al., 1999, Nat Med 5(1):64-70; Wang et al., 1997, Proc Natl
Acad Sci USA 94(21):11563-6; y Fang et al., 1996, Gene Ther 3(3):217-22), modelos caninos para hemofilia B (véase,
por ejemplo, Mount et al., 2002, Blood 99(8):2670-6; Snyder et al., 1999, Nat Med 5(1):64-70; Fang et al., 1996, Gene
Ther 3(3):217-22); y Kay et al., 1994, Proc Natl Acad Sci USA 91(6):2353-7), y un modelo de macaco rhesus para
hemofilia B (véase, por ejemplo, Lozier et al., 1999, Blood 93(6):1875-81).

Ejemplos de modelos animales para enfermedad de von Willebrand incluyen, pero sin limitarse a, una cepa
endogamica de raton RIIS/J (véase, por ejemplo, Nichols et al., 1994, 83(11):3225-31 y Sweeney et al., 1990,
76(11):2258-65), ratas a las que se ha inyectado con botrocetina (véase, por ejemplo, Sanders et al., 1988 Lab Invest
59(4):443-52), y modelos porcinos para enfermedad de von Willebrand (véase, por ejemplo, Nichols et al., 1995, Proc
Natl Acad Sci USA 92(7):2455-9; Johnson y Bowie, 1992, J Lab Clin Med 120(4):553-8); y Brinkhous et al., 1991, Mayo
Clin Proc 66(7):733-42).

Ejemplos de modelos animales para b-talasemia incluyen, pero sin limitarse a, modelos murinos con mutaciones en
genes de globina (véase, por ejemplo, Lewis et al, 1998, Blood 91(6):2152-6; Raja et al., 1994, Br J Haematol
86(1):156-62; Popp et al., 1985, 445:432-44; y Skow et al., 1983, Cell 34(3):1043-52).

Ejemplos de modelos animales para calculos renales incluyen, pero sin limitarse a, ratas hipercalciuricas genéticas
(véase, por ejemplo, Bushinsky et al., 1999, Kidney Int 55(1):234-43 y Bushinsky et al., 1995, Kidney Int
48(6):1705-13), ratas tratadas quimicamente (véase, por ejemplo, Grases et al., 1998, Scand J Urol Nephrol
32(4):261-5; Burgess et al., 1995, Urol Res 23(4):239-42; Kumar et al., 1991, J Urol 146(5):1384-9; Okada et al., 1985,
Hinyokika Kiyo 31(4):565-77; y Bluestone et al., 1975 Lab Invest 33(3):273-9), ratas hiperoxaluricas (véase, por
ejemplo, Jones et al., 1991, J Urol 145(4):868-74), cerdos con nefroscopia flexible retrégrada unilateral (véase, por
ejemplo, Seifmah et al., 2001, 57(4):832-6), y conejos con un conducto unitario superior obstruido (véase, por ejemplo,
Itatani et al., 1979, Invest Urol 17(3):234-40).

Ejemplos de modelos animales para ataxia-telangiectasia incluyen, pero sin limitarse a, modelos murinos de
ataxia-telangiectasia (véase, por ejemplo, Barlow et al., 1999, Proc Natl Acad Sci USA 96(17):9915-9 e Inoue et al.,
1986, Cancer Res 46(8):3979-82).

Ejemplos de modelos animales para enfermedades de almacenamiento lisosémico incluyen, pero sin limitarse a,
modelos de ratén para mucopolisacaridosis tipo VIl (véase, por ejemplo, Brooks et al., 2002, Proc Natl Acad Sci USA.
99(9):6216-21; Monroy et al., 2002, Bone 30(2):352-9; Vogler et al., 2001, Pediatr Dev Pathol. 4(5):421-33; Vogler et
al., 2001, Pediatr Res. 49(3):342-8; y Wolfe et al., 2000, Mol Ther. 2(6):552-6), un modelo de ratén para leucodistrofia
metacromatica (véase, por ejemplo, Matzner et al., 2002, Gene Ther. 9(1):53-63), un modelo de raton de enfermedad
de Sandhoff (véase, por ejemplo, Sango et al., 2002, Neuropathol Appl Neurobiol. 28(1):23-34), modelos de raton para
mucopolisacaridosis tipo Il A (véase, por ejemplo, Bhattacharyya et al., 2001, Glycobiology 11(1):99-10 y Bhaumik et
al., 1999, Glycobiology 9(12): 1389-96), ratones arilsulfatasa A (ASA)-deficientes (véase, por ejemplo, D'Hooge et al.,
1999, BrainRes. 847(2):352-6 y D’'Hooge et al., 1999, Neurosci Lett. 273(2):93-6); ratones con una mutacion de
aspartilglucosaminuria (véase, por ejemplo, Jalanko et al., 1998, Hum Mol Genet. 7(2):265-72); modelos felinos de
mucopolisacaridosis tipo VI (véase, por ejemplo, Crawley et al., 1998, J Clin Invest. 101(1):109-19 y Norrdin et al.,
1995, Bone 17(5):485-9); un modelo felino de enfermedad de Niemann-Pick tipo C (véase, por ejemplo, March et al.,
1997, Acta Neuropathol (Berl). 94(2):164-72); ratones deficientes en acido esfingomielinasa (véase, por ejemplo,
Otterbach y Stoffel, 1995, Cell 81(7):1053-6), y manosidosis bovina (véase, por ejemplo, Jolly et al., 1975, Birth Defects
Orig Arctic Ser. 11(6):273-8).

Ejemplos de modelos animales para esclerosis tuberosa ("TSC") incluyen, pero sin limitarse a, un modelo de raton de
TSC1 (véase, por ejemplo, Kwiatkowski et al., 2002, Hum Mol Genet. 11(5):525-34), un ratdon knockout para Tsc1
(homdlogo de TSC1) (véase, por ejemplo, Kobayashi et al., 2001, Proc Natl Acad Sci U S A. 2001 Jul 17;
98(15):8762-7), un modelo de rata mutante para el gen TSC2 gene (Eker) (véase, por ejemplo, Hino 2000, Nippon
Rinsho 58(6):1255-61; Mizuguchi et al., 2000, J Neuropathol Exp Neurol. 59(3):188-9; y Hino et al., 1999, Prog Exp
Tumor Res. 35:95-108); y ratones Tsc2(+/-) (véase, por ejemplo, Onda et al., 1999, J Clin Invest. 104(6):687-95).
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4.3 Sintesis y preparacion

Los compuestos pueden obtenerse mediante metodologia sintética convencional bien conocida, véase por ejemplo
March, J. Advanced Organic Chemistry; Reactions Mechanisms, and Structure, 42 ed., 1992. Los materiales de partida
Utiles para preparar los compuestos e intermedios de los mismos, estan disponibles en el mercado o pueden
prepararse a partir de materiales disponibles en el mercado usando métodos sintéticos y reactivos conocidos.

Los compuestos pueden sintetizarse usando la sintesis representada en los siguientes esquemas A y B. Los
compuestos de la presente invencion pueden prepararse por los métodos analizados en la siguiente seccion.

Los compuestos pueden prepararse usando la metodologia representada en el Esquema A.

Esquema A.
CN
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La resina inestable a acido A1 disponible en el mercado tal como resina de tritilo, resina de cloruro de 2-clorotritilo,
resina de fenilacetamidometilo (PAM), y resina de p-alcoxibencil alcohol puede usarse en esta invencion. El
acoplamiento del compuesto de acido benzoico A2 y la resina de tritilo (aqui X = cloruro de 2-clorotritilo) puede
realizarse en un disolvente adecuado tal como diclorometano, dimetilformamida, tolueno en presencia de un reactivo
de amina terciaria tal como diisopropiletilamina o trietilamina. En un método alternativo, la resina acilada A3 se prepara
de forma convencional usando condiciones convencionales de formacion de enlaces éster usando
diisopropilcarbodiimida (para resina de fenilacetamidometilo y resina p-alcoxibencil alcohol) o equivalentes tales como
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hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris-pirrolidino-fosfonio (PyBOP), hexafluorofosfato de
bromo-tris-pirrolidino-fosfonio (PyBrOP), clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) sin o con
diisopropiletilamina en dimetilformamida. El éster cianobenzoico unido a resina puede tratarse con hidroxilamina en un
disolvente inerte tal como etanol, tetrahidrofurano, dioxano y dimetilformamida o mezclas con o sin diisopropiletilamina
para producir el compuesto hidroxiamidina A4. La resina de hidroxiamidina A4 puede usarse como enlazador comun
para la sintesis de compuestos de la biblioteca 1,2,4-oxadiazol con variacion del resto del compuesto de estructura |
como se muestra en el Esquema A. El compuesto hidroxiamidina unido a resina se acila con un reactivo A5, en donde
el grupo Y representa algunos grupos salientes, tales como halo, imidazoilo, p-nitrofenol, etc. en presencia de un
reactivo de base, tal como diisopropiletilamina o trietlamina, en un disolvente inerte tal como diclorometano,
tetrahidrofurano y dimetilformamida o mezclas. En un método alternativo, la acilacion se realiza convenientemente con
un reactivo 5, en donde el grupo Y representa hidroxi, usando diisopropilcarbodiimida o equivalentes tales como
hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris-pirrolidino-fosfonio, hexafluorofosfato de bromo-tris-pirrolidino-fosfonio,
clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida sin o con diisopropiletiiamina en dimetilformamida. El
compuesto acilado unido a resina A6 se escinde en condiciones acidas tales como acido trifluoroacético 2 molar en
diclorometano, o acido acético 3 molar en diclorometano, para producir el compuesto deseado A7. Puede realizarse
una reaccion de cierre de anillo en compuesto acido libre A7 mediante reflujo en un disolvente inerte tal como tolueno,
tetrahidrofurano, dioxano y dimetilformamida o mezclas con o sin un reactivo de base tal como diisopropiletilamina,
trietilamina o fluoruro de tetrabutilamonio para producir el compuesto | de 1,2,4-oxdiazol. Puede realizarse una
reaccion alternativa de cierre de anillo por deshidrociclizacién del compuesto unido a resina A6 (Esquema A). Esta
transformacion puede realizarse con o sin un reactivo de base tal como trietilamina, diisopropiletilamina, o fluoruro de
tetrabutilamonio en un disolvente inerte tal como tolueno, tetrahidrofurano, dioxano y dimetilformamida o mezclas. Las
temperaturas de la reaccion varian de ambiente a reflujo del disolvente.

La quimica en fase sélida descrita anteriormente puede aplicarse a la sintesis en fase de soluciéon de compuestos de
estructura I. Esto se describe en el siguiente Esquema B.

Esquema B
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El compuesto ciano B1 se hidroxiamida con hidroxil amina. Esta reaccién se realiza habitualmente en presencia de un
reactivo de base, tal como trietil amina, carbonato potasico o diisopropiletilamina, en un disolvente tal como metanol,
etanol, terc-butanol, tetrahidrofurano o dimetilformamida, y temperaturas que varian de temperatura ambiente a reflujo
del disolvente elegido. El compuesto hidroxiamidina B2 se acila con un reactivo B3, en donde el grupo Y representa
algunos grupos salientes, tales como halo, imidazoilo, p-nitrofenol, etc. La reaccion se realiza habitualmente con un
reactivo de base, tal como trietil amina o diisopropiletilamina, en un disolvente tal como diclorometano, tetrahidrofurano
o dimetilformamida. En un método alternativo, la acilacion se realiza convenientemente en reacciones habituales de
formacion de enlaces éster, en donde el grupo Y representa hidroxi, usando diisopropilcarbodiimida o equivalentes
tales como hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris-pirrolidino-fosfonio, hexafluorofosfato de
bromo-tris-pirrolidino-fosfonio, clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida sin o con diisopropiletilamina.
El cierre de anillo en el compuesto acilado B4 puede realizarse con o sin un reactivo de base tal como trietil amina o
diisopropiletilamina, en un disolvente tal como diclorometano, tetrahidrofurano, tolueno o dimetilformamida, y
temperaturas que varian de temperatura ambiente a reflujo del disolvente elegido.
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4.4 Compuesto para su uso en métodos

La invencion abarca el compuesto de la invencion para su uso en métodos para tratar y prevenir enfermedades o
trastornos mejorados por la supresion de terminacion prematura de la traduccion y/o deterioro del ARNm con
mediacioén sin sentido en un paciente que comprenden administrar a un paciente que necesite dicho tratamiento o
prevencion una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la invencion, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

En una realizacion, la presente invencion abarca el tratamiento o prevencion de cualquier enfermedad que esté
asociada con un gen que muestre terminacion prematura de la traduccion y/o deterioro del ARNm con mediacion sin
sentido. En una realizacién, la enfermedad se debe, en parte, a la ausencia de expresion del gen como resultado de un
codon de parada prematura. Ejemplos especificos de genes que pueden mostrar terminacion prematura de la
traduccion y/o deterioro del ARNm con mediacion sin sentido y enfermedades asociadas con terminacion prematura
de la traduccion y/o deterioro del ARNm con mediacion sin sentido se encuentran en la solicitud de patente de Estados
Unidos N° 60/390.747, titulada: Methods For Identifying Small Molecules That Modulate Premature Translation
Termination And Nonsense Mediated mRNA Decay, presentada el 21 de junio de 2002.

Las enfermedades mejoradas por la supresion de la terminacion prematura de la traduccion y/o el deterioro del ARNm
con mediacidon sin sentido incluyen, pero sin limitarse a: una enfermedad genética, cancer, una enfermedad
autoinmune, una enfermedad sanguinea, una enfermedad de colageno, diabetes, una enfermedad
neurodegenerativa, una enfermedad proliferativa, una enfermedad cardiovascular, una enfermedad pulmonar, una
enfermedad inflamatoria o enfermedad del sistema nervioso central.

Enfermedades genéticas especificas dentro del alcance de los métodos de la invencién incluyen, pero sin limitarse a,
amiloidosis, hemofilia, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Tay Sachs, aterosclerosis, gigantismo, enanismo,
hipotiroidismo, hipertiroidismo, envejecimiento, obesidad, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Niemann Pick,
fibrosis quistica, distrofia muscular, enfermedad cardiaca, calculos renales, ataxia-telangiectasia, hipercolesterolemia
familiar, retinitis pigmentosa, enfermedad de almacenamiento lisosémico, esclerosis tuberosa, distrofia muscular de
Duchenne, y sindrome de Marfan. Se incluyen tanto tumores sélidos como otros canceres dentro de los métodos de la
invencion.

En otra realizacion, la enfermedad genética es una enfermedad autoinmune. En una realizacion preferida, la
enfermedad autoinmune es artritis reumatoide o enfermedad de injerto contra hospedador.

En ofra realizacion, la enfermedad genética es una enfermedad sanguinea. En una realizacion preferida, la
enfermedad sanguinea es hemofilia, enfermedad de Von Willebrand, ataxia-telangiectasia, b-talasemia o calculos
renales.

En ofra realizacion, la enfermedad genética es una enfermedad de colageno. En una realizacion, la enfermedad de
colageno es osteogénesis imperfecta o cirrosis.

En otra realizacion, la enfermedad genética es diabetes.

En otra realizacion, la enfermedad genética es una enfermedad inflamatoria. En una realizaciéon preferida, la
enfermedad inflamatoria es artritis.

En ofra realizacion, la enfermedad genética es una enfermedad del sistema nervioso central. En una realizacion la
enfermedad del sistema nervioso central es una enfermedad neurodegenerativa. En una realizacion preferida, la
enfermedad del sistema nervioso central es esclerosis multiple, distrofia muscular, distrofia muscular de Duchenne,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Tay Sachs, lipofuscinosis ceroide neuronal infantil tardia (LINCL) o
enfermedad de Parkinson.

En otra realizacion, la enfermedad genética es cancer. En una realizacion preferida, el cancer es de cabeza y cuello,
ojo, piel, boca, garganta, eséfago, pecho, hueso, pulmoén, colon, seno sigmoideo, recto, estémago, préstata, mama,
ovarios, rifidn, higado, pancreas, cerebro, intestino, corazén o glandulas suprarrenales.

En otra realizacion preferida, el cancer esta asociado con genes supresores tumores (véase por ejemplo Garinis et al.
2002, Hum Gen 111:115-117; Meyers et al., 1998, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 95: 15587-15591; Kung et al. 2000,
Nature Medicine 6(12): 1335-1340. Dichos genes supresores tumorales incluyen, pero sin limitarse a, APC, ATM,
BRAC1, BRAC2, MSH1, pTEN, Rb y p53.

En una realizacion particularmente preferida, el gen supresor tumoral es el gen p53. Se han identificado mutaciones
sin sentido en el gen p53 y se han implicado en cancer. Se han identificado varias mutaciones sin sentido en el gen p53
(véase, por ejemplo, Masuda et al., 2000, Tokai J Exp Clin Med. 25(2):69-77; Oh et al., 2000, Mol Cells 10(3):275-80; Li
et al., 2000 Lab Invest. 80(4):493-9; Yang et al., 1999, Zhonghua Zhong Liu Za Zhi 21(2):114-8; Finkelstein et al., 1998,
Mol Diagn. 3(1):37-41; Kajiyama et al., 1998, Dis Esophagus. 11(4):279-83; Kawamura et al., 1999, Leuk Res.
23(2):115-26; Radig et al., 1998, Hum Pathol. 29(11):1310-6; Schuyer et al., 1998, Int J Cancer 76(3):299-303;
Wang-Gohrke et al., 1998, Oncol Rep. 5(1):65-8; Fulop et al., 1998, J Reprod Med. 43(2):119-27; Ninomiya et al., 1997,
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J Dermatol Sci. 14(3):173-8; Hsieh et al., 1996, Cancer Lett. 100(1-2):107-13; Rall et al., 1996, Pancreas. 12(1):10-7;
Fukutomi et al., 1995, Nippon Rinsho. 53(11):2764-8; Frebourg et al., 1995, Am J Hum Genet. 56(3):608-15; Dove et
al., 1995, Cancer Surv. 25:335-55; Adamson et al., 1995, Br J Haematol. 89(1):61-6; Grayson et al., 1994, Am J Pediatr
Hematol Oncol. 16(4):341-7; Lepelley et al., 1994, Leukemia. 8(8):1342-9; Mclintyre et al, 1994, J Clin Oncol.
12(5):925-30; Horio et al., 1994, Oncogene. 9(4):1231-5; Nakamura et al., 1992, Jpn J Cancer Res. 83(12):1293-8;
Davidoff et al., 1992, Oncogene. 7(1): 127-33; e Ishioka et al., 1991, Biochem Biophys Res Commun. 177(3):901-6.
Cualquier enfermedad asociada con un gen p53 que codifique un codén de traduccion prematuro incluyendo, pero sin
limitarse a, las mutaciones sin sentido descritas en las referencias citadas anteriormente, puede tratarse o prevenirse
mediante el compuesto. Sin limitarse a teoria alguna el compuesto median la terminacién prematura de la traduccion
y/o el deterioro del ARNm con mediacion sin sentido.

En otras realizaciones, las enfermedades a tratar o prevenir mediante la administraciéon a un paciente que lo necesite
una cantidad eficaz del compuesto incluyen tumor sdlido, sarcoma, carcinomas, fibrosarcoma, mixosarcoma,
liposarcoma, condrosarcoma, sarcoma osteogénico, cordoma, angiosarcoma, endoteliosarcoma, linfangiosarcoma,
linfangioendoteliosarcoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing, leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, carcinoma
de colon, cancer pancreatico, cancer de mama, cancer de ovario, cancer de préstata, carcinoma de células
escamosas, carcinoma de células basales, adenocarcinoma, carcinoma de glandulas sudoriparas, carcinoma de
glandulas sebaceas, carcinoma papilar, adenocarcinomas papilares, cistadenocarcinoma, carcinoma medular,
carcinoma broncogénico, carcinoma de células renales, hepatoma, carcinoma del conducto biliar, coriocarcinoma,
seminoma, carcinoma embrionario, tumor de Wilms, cancer cervical, tumor testicular, carcinoma pulmonar, carcinoma
pulmonar microcitico, carcinoma de vejiga, carcinoma epitelial, glioma, astrocitoma, meduloblastoma,
craneofaringioma, ependimoma, sarcoma de Kaposi, pinealoma, hemangioblastoma, neuroma acustico,
oligodendroglioma, menangioma, melanoma, neuroblastoma, retinoblastoma, tumor de origen sanguineo, leucemia
linfoblastica aguda, leucemia linfoblastica aguda de células B, leucemia linfoblastica aguda de células T, leucemia
mieloblastica aguda, leucemia promielocitica aguda, leucemia monoblastica aguda, leucemia eritroleucémica aguda,
leucemia megacarioblastica aguda, leucemia mielomonocitica aguda, leucemia no linfocitica aguda, leucemia
indiferenciada aguda, leucemia mielocitica crénica, leucemia linfocitica crénica, leucemia de células capilares, o
mieloma multiple. Véase, por ejemplo, Harrison’s Principles of Internal Medicine, Eugene Braunwald et al., eds., pag.
491-762 (152 ed. 2001).

En una realizacion preferida, la invencién abarca el compuesto de la invencién para su uso en un método para tratar o
prevenir una enfermedad mejorada por la modulacién de la terminacién prematura de la traduccion y/o el deterioro del
ARNmM con mediacion sin sentido, o mejorar uno o mas sintomas asociados con la misma que comprende poner en
contacto una célula con una cantidad eficaz del compuesto. Las células abarcadas por los presentes métodos incluyen
células animales, células de mamifero, células bacterianas, células vegetales y células infectadas por virus. En una
realizacion, el codon sin sentido estaba presente en el ADN progenitor. En ofra realizacion, el codén sin sentido
resultaba de mutagénesis.

En ciertas realizaciones, el compuesto, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, se administra a un
paciente, preferiblemente un mamifero, mas preferiblemente un ser humano, como medida preventiva contra una
enfermedad asociada con la terminacion prematura de la traduccion y/o el deterioro del ARNm con mediacion sin
sentido.

En una realizacion preferida, primero se determina que el paciente padece una enfermedad asociada con terminacion
prematura de la traduccion y/o deterioro del ARNm con mediacion sin sentido. En otra realizacién, el paciente ha
experimentado un proceso de exploracion para determinar la presencia de una mutacion sin sentido que comprende
las etapas de exploracién de un sujeto, o células extraidas del mismo, mediante un ensayo aceptable de exploracién
mutaciones sin sentido. En una realizacién preferida, el ADN del paciente pude secuenciarse o someterse a
transferencia de Southern, reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR), uso del andlisis de repeticiones cortas en
tandem (STR), o fragmentos de restriccion polimérficos de longitud (RFLP) para determinar si una mutacion sin sentido
esta presente en el ADN del paciente. Como alternativa, puede determinarse si se expresan niveles alterados de la
proteina con la mutacion sin sentido en el paciente por transferencia de western u otros inmunoensayos. En otra
realizacién, el paciente es un bebé no nato que ha experimentado exploracion in utero para la presencia de una
mutacion sin sentido. La administracién del compuesto puede suceder antes o después del nacimiento. En una
realizacion relacionada, la terapia esta personalizada ya que se explora al paciente para un ensayo de exploracion de
mutaciones sin sentido y se trata mediante la administracion de un compuesto de la invencion; particularmente, el
paciente puede tratarse con un compuesto particularmente adecuado para las mutaciones en cuestion; por ejemplo,
dependiendo el tipo de enfermedad, tipo celular, y el gen en cuestion. Dichos métodos son bien conocidos para un
experto en la técnica.

En ofra realizacion, las células (por ejemplo, células animales, células de mamifero, células bacterianas, células
vegetales y células infectadas con virus) se exploran para la terminacién prematura de la traduccion y/o el deterioro del
ARNmM con mediacion sin sentido con un método tal como el descrito anteriormente (es decir, el ADN de la célula
puede secuenciarse o someterse a transferencia de Southern, reaccidon en cadena la polimerasa (PCR), uso del
analisis de repeticiones cortas en tandem (STR), o fragmentos de restriccion polimérficos de longitud (RFLP) para
determinar si esta presente una mutacion sin sentido en el ADN de la célula).
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Métodos especificos comprenden adicionalmente la administracion de un agente terapéutico adicional (es decir un
agente terapéutico diferente a un compuesto de la invencion). En ciertas realizaciones de la presente invencion, los
compuestos de la invencion pueden usarse en combinacion con al menos otro agente terapéutico. Los agentes
terapéuticos incluyen, pero sin limitarse a analgésicos no opioides; agentes anti-inflamatorios no esteroideos;
antieméticos; bloqueantes B-adrenérgicos; anticonvulsivos; antidepresivos; bloqueantes de canales de Ca2+; agentes
antineoplasicos y mezclas de los mismos.

En ciertas realizaciones, el compuesto puede administrarse o formularse en combinacion con agentes antineoplasicos.
Los agentes antineoplasicos adecuados incluyen, pero sin limitarse a, agentes alquilantes; mostazas de nitrégeno;
antagonistas de folato; antagonistas de purina; antagonistas de pirimidina; toxicos del huso; inhibidores de
topoisomerasa; agentes que inducen apoptosis; inhibidores de la angiogénesis; podofilotoxinas; nitrosoureas;
cisplatino; carboplatino; interferén; asparginasa; tamoxifeno; leuprolida; flutamida; megestrol; mitomicina; bleomicina;
doxorrubicina; irinotecano y taxol.

En ciertas realizaciones, el compuesto puede administrarse o formularse en combinacién con antibiéticos. En ciertas
realizaciones, el antibidtico es un macrélido (por ejemplo, tobramicina (Tobi®)), una cefalosporina (por ejemplo,
cefalexina (Keflex®), cefradina (Velosef®), cefuroxima (Ceftin®), cefprozilo (Cefzil®), cefaclor (Ceclor®), cefixima
(Suprax®) o cefadroxilo (Duricef®)), una claritromicina (por ejemplo, claritromicina (Biaxin®)), una eritromicina (por
ejemplo, eritromicina (EMycin®)), una penicilina (por ejemplo, penicilina V (V-Cillin K® o Pen Vee K®)) o una quinolona
(por ejemplo, ofloxacina (Floxin®), ciprofloxacina (Cipro®) o norfloxacina (Noroxin®)). En una realizacién preferida, el
antibiotico es activo contra Pseudomonas aeruginosa.

Los compuestos de la invencion y los otros agentes terapéuticos pueden actuar de forma aditiva o, mas
preferiblemente, de forma sinérgica. En una realizacion preferida, una composicion que comprende un compuesto de
la invencién se administra de forma concurrente con la administracion de otro agente terapéutico, que puede ser parte
de la misma composicion o estar en una composicion diferente de la que comprende los compuestos de la invencién.
En otra realizacion, un compuesto de la invencion se administra antes o después de la administracion de otro agente
terapéutico.

La magnitud de una dosis profilactica o terapéutica de un ingrediente activo particular de la invencion en el control
agudo o crénico de una enfermedad o afeccion variara, sin embargo, con la naturaleza y gravedad de la enfermedad o
afeccion, y la via por la cual se administra el ingrediente activo. La dosis, y quiza la frecuencia de dosis, también
variaran de acuerdo con la edad, peso corporal, y respuesta del paciente individual. Los expertos en la técnica pueden
seleccionar facilmente regimenes de dosificacion adecuados con la debida consideracion de dichos factores. En
general, el intervalo de dosis diaria recomendada para las afecciones descritas en la presente memoria recae dentro
del intervalo de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 2000 mg por dia, dada como una Unica dosis una vez al
dia, preferiblemente como dosis divididas en todo un dia. En una realizacion, la dosis diaria se administra en una Unica
dosis o en dosis divididas equitativamente. Especificamente, un intervalo de dosis diaria debe ser de
aproximadamente 5 mg a aproximadamente 500 mg por dia, mas especificamente, entre aproximadamente 10 mg y
aproximadamente 200 mg por dia. En el control del paciente, la terapia debe iniciarse a una dosis inferior, quizas de
aproximadamente 1 mg a aproximadamente 25 mg, y aumentarse si fuera necesario hasta aproximadamente 200 mg
a aproximadamente 2000 mg por dia como una Unica dosis o dosis divididas, dependiendo de la respuesta global del
paciente.

Puede ser necesario usar dosificaciones del ingrediente activo fuera de los intervalos descritos en la presente memoria
en algunos casos, como sera evidente para los expertos en la técnica. Ademas, se aprecia que el clinico o médico
tratante conocera el modo y el momento de interrumpir, ajustar, o terminar la terapia en relacion a la respuesta
individual del paciente.

Las expresiones "cantidad terapéuticamente eficaz", "cantidad profilacticamente eficaz" y "cantidad terapéutica o
profilacticamente eficaz", como se emplean en la presente memoria abarcan las cantidades de dosificacion y
programas de frecuencia de dosis descritos anteriormente. Pueden ser aplicables diferentes cantidades
terapéuticamente eficaces para diferentes enfermedades y afecciones, como sabran facilmente los expertos en la
técnica. Asimismo, también se abarca cantidades suficientes para tratar o prevenir dichas enfermedades, pero
insuficientes para causar, o suficientes para reducir, efectos adversos asociados con terapias convencionales por las
cantidades de dosificacion y programas de frecuencia de dosis descritos anteriormente.

4.5 Composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas y formas monodosis individuales que comprenden un compuesto de la invencion, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, también se abarcan por la invencién. Las formas individuales de
dosificacion de la invencion pueden ser adecuadas para administracion oral, a la mucosa (incluyendo sublingual,
bucal, rectal, nasal, o vaginal), parenteral (incluyendo subcutanea, intramuscular, inyeccién en embolada, intra-arterial,
o intravenosa), transdérmica, o topica.

Las composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion de la invencién comprenden un compuesto de la invencion,
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Las composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion de la
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invencion tipicamente también comprenden uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

Una composicion farmacéutica particular abarcada por esta realizacién comprende un compuesto de la invencion, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y al menos un agente terapéutico adicional. Ejemplos de agentes
terapéuticos adicionales incluyen, pero sin limitarse a: farmacos antineoplasicos y terapias anti-inflamatorias
incluyendo, pero sin limitarse a, los enumerados anteriormente.

Las formas monodosis individuales de la invencion son adecuadas para administracion oral, a la mucosa (por ejemplo,
nasal, sublingual, vaginal, bucal, o rectal), parenteral (por ejemplo, subcutanea, intravenosa, inyeccion en embolada,
intramuscular, o intra-arterial), o transdérmica a un paciente. Ejemplos de formas de dosificacion incluyen, pero sin
limitarse a: comprimidos; comprimidos oblongos; capsulas, tales como capsulas de gelatina elastica blanda; obleas;
trociscos; grageas; dispersiones; supositorios; pomadas; cataplasmas (emplastos); pastas; polvos; apositos; cremas;
emplastes; soluciones; parches; aerosoles (por ejemplo, pulverizadores nasales o inhaladores); geles; formas liquidas
de dosificacién adecuadas para administracion oral o a la mucosa a un paciente, incluyendo suspensiones (por
ejemplo, suspensiones liquidas acuosas o no acuosas, emulsiones de aceite-en-agua, o emulsiones liquidas de
agua-en-aceite), soluciones, y elixires; formas liquidas de dosificacion adecuadas para administracion parenteral a un
paciente; y solidos estériles (por ejemplo, solidos cristalinos o0 amorfos) que pueden reconstituirse para proporcionar
formas liquidas de dosificacion adecuadas para administracién parenteral a un paciente.

La composicion, forma, y tipo de las formas de dosificacion de la invencion tipicamente variaran dependiendo de su
uso. Por ejemplo, una forma de dosificacion usada en el tratamiento agudo de inflamacién o una enfermedad
relacionada puede contener cantidades mas grandes de uno o mas de los ingredientes activos que las que comprende
una forma de dosificacién usada en el tratamiento crénico de la misma enfermedad. Asimismo, una forma parenteral
de dosificacion puede contener cantidades mas pequefias de uno o mas de los ingredientes activos que las que
comprende una forma oral de dosificacién usada para tratar la misma enfermedad o trastorno. Estas y otras maneras
en que variaran las formas especificas de dosificacion abarcadas por la invencion entre si seran muy evidentes para
los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 ed., Mack Publishing,
Easton PA (1990).

Las composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion tipicas comprenden uno o mas vehiculos, excipientes o
diluyentes. Los excipientes adecuados son bien conocidos para los expertos en la técnica de la farmacia, y se
proporcionan en la presente memoria ejemplos no limitantes de excipientes adecuados. Que un excipiente particular
sea adecuado para su incorporacién en una composiciéon farmacéutica o forma de dosificacion depende de una
diversidad de factores bien conocidos en la técnica incluyendo, pero sin limitarse a, el modo en que se administrara la
forma de dosificacion a un paciente. Por ejemplo, las formas orales de dosificacion tales como comprimidos pueden
contener excipientes no adecuados para su uso en formas parenterales de dosificaciéon. La idoneidad de un excipiente
particular también puede depender de los ingredientes activos especificos en la forma de dosificacion.

Esta invencion abarca adicionalmente composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion anhidras que
comprenden ingredientes activos, ya que el agua puede facilitar la degradacion de algunos compuestos. Por ejemplo,
la adicion de agua (por ejemplo, 5%) esta ampliamente aceptada en las técnicas farmacéuticas como medio para
simular el almacenamiento a largo plazo para determinar caracteristicas tales como el periodo de validez o la
estabilidad de formulaciones en el tiempo. Véase, por ejemplo, Jens T. Carstensen, Drug Stability: Principles &
Practice, 22 Ed., Marcel Dekker, NY, NY, 1995, pag. 379-80. En efecto, el agua y el calor aceleran la descomposicion
de algunos compuestos. Por tanto, el efecto del agua en una formulacion puede ser de gran importancia ya que el
humedecimiento y/o la humedad estan habitualmente presentes durante la fabricacién, manipulacién, envasado,
almacenamiento, transporte, y uso de las formulaciones.

Las composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion anhidras de la invencidon pueden prepararse usando
ingredientes anhidros o de bajo contenido en humedad y condiciones de bajo humedecimiento o baja humedad. Las
composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion que comprenden lactosa y al menos un ingrediente activo que
comprende una amina primaria o secundaria son preferiblemente anhidras si se espera un contacto sustancial con
humedecimiento y/o humedad durante la fabricacién, envasado, y/o almacenamiento.

Una composiciéon farmacéutica anhidra debe prepararse y almacenarse de tal modo que se mantenga su naturaleza
anhidra. Por consiguiente, las composiciones anhidras se envasan preferiblemente usando materiales que se sabe
que evitan la exposicién al agua de modo que puedan incluirse en kits adecuados de formulacién. Ejemplos de
envasados adecuados incluyen, pero sin limitarse a, laminas metalicas selladas herméticamente, plasticos, recipientes
monodosis (por ejemplo, viales), envases blister, y envases extraibles.

La invencion abarca adicionalmente composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion que comprenden uno o
mas compuestos que reducen la tasa a la cual se descompondra un ingrediente activo. Dichos compuestos, que se
mencionan en la presente memoria como "estabilizantes”, incluyen, pero sin limitarse a, antioxidantes tales como
acido ascérbico, tampones de pH, o tampones salinos.

Al igual que las cantidades vy tipos de excipientes, las cantidades y tipos especificos de ingredientes activos en una
forma de dosificacion pueden diferir dependiendo de factores tales como, pero sin limitarse a, la via por la cual se tiene
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que administra a los pacientes. Sin embargo, las formas tipicas de dosificacion de la invencion comprenden un
compuesto de la invencion, o una sal, solvato, clatrato, hidrato, polimorfo o profarmaco del mismo farmacéuticamente
aceptable dentro del intervalo de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 2000 mg por dia, dado como una Unica
dosis una vez al dia en la mafhana pero preferiblemente como dosis divididas durante todo el dia tomadas con
alimento. Mas especificamente, la dosis diaria se administra dos veces al dia en dosis divididas equitativamente.
Especificamente, un intervalo de dosis diaria debe ser de aproximadamente 5 mg a aproximadamente 500 mg por dia,
mas especificamente, entre aproximadamente 10 mg y aproximadamente 200 mg por dia. En el control del paciente, la
terapia debe iniciarse a una dosis inferior, quizas de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 25 mg, y aumentarse
si fuera necesario hasta aproximadamente 200 mg a aproximadamente 2000 mg por dia como una dosis Unica o dosis
divididas, dependiendo de la respuesta global del paciente.

4.5.1 Formas orales de dosificacion

Las composiciones farmacéuticas de la invencién que son adecuadas para administracién oral pueden presentarse
como formas discretas de dosificacion, tales como, pero sin limitarse a, comprimidos (por ejemplo, comprimidos
masticables), comprimidos oblongos, capsulas, y liquidos (por ejemplo, jarabes aromatizados). Dichas formas de
dosificacion contienen cantidades predeterminadas de ingredientes activos, y pueden prepararse por métodos de
farmacia bien conocidos para los expertos en la técnica. Véase en lineas generales, Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 182 ed., Mack Publishing, Easton PA (1990).

Las formas orales tipicas de dosificacion de la invencion se preparan combinado el ingrediente o ingredientes activos
en una mezcla intima con al menos un excipiente de acuerdo con técnicas convencionales de composicion
farmacéutica. Los excipientes pueden adoptar una amplia diversidad de formas dependiendo de la forma de
preparacion deseada para la administracion. Por ejemplo, excipientes adecuados para su uso en formas orales de
dosificacion en liquido o aerosol incluyen, pero sin limitarse a, agua, glicoles, aceites, alcoholes, agentes
aromatizantes, conservantes, y agentes colorantes. Ejemplos de excipientes adecuados para su uso en formas oral
soélidas de dosificacion (por ejemplo, polvos, comprimidos, capsulas, y comprimidos oblongos) incluyen, pero sin
limitarse a, almidones, azucares, celulosa microcristalina, diluyentes, agentes de granulacién, lubricantes,
aglutinantes, y agentes disgregantes.

Las preparaciones liquidas para administracion oral pueden adoptar la forma de, por ejemplo, soluciones, jarabes o
suspensiones, o pueden presentarse como un producto seco para su constitucion con agua u otro vehiculo adecuado
antes de su uso. Dichas preparaciones liquidas pueden prepararse por 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 gorma arabiga);
vehiculos no acuosos (por ejemplo, aceite de almendra, ésteres oleosos, alcohol etilico o aceites vegetales
fraccionados); y conservantes (por ejemplo, metil o propil-p-hidroxibenzoatos o acido sérbico). Las preparaciones
también pueden contener sales tamponantes, agentes aromatizantes, colorantes y edulcorantes segun sea apropiado.

A causa de su facilidad de administracion, los comprimidos y las capsulas representan una forma monodosis oral
ventajosa, en cuyo caso se emplean excipientes solidos. Si se desea, los comprimidos pueden recubrirse por técnicas
acuosas y no acuosas convencionales. Dichas formas de dosificacion pueden prepararse por cualquiera de los
métodos de farmacia. En general, las composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion se preparan mezclando
de forma uniforme e intima los ingredientes activos con vehiculos liquidos, vehiculos sélidos finamente divididos, o
ambos, y después conformando el producto en la presentacion deseada si fuera necesario.

Por ejemplo, un comprimido puede prepararse por compresion o moldeo. Los comprimidos por compresion pueden
prepararse comprimiendo en una maquina adecuada los ingredientes activos en una forma de flujo libre tal como polvo
o granulos, opcionalmente mezclados con un excipiente. Los comprimidos moldeados pueden prepararse moldeando
en una maquina adecuada una mezcla del compuesto en polvo humedecida con un diluyente liquido inerte.

Ejemplos de excipientes que pueden usarse en formas oral de dosificacion de la invencion incluyen, pero sin limitarse
a, aglutinantes, cargas, disgregantes, y lubricantes. Los aglutinantes adecuados para su uso en composiciones
farmacéuticas y formas de dosificacion incluyen, pero sin limitarse a, almidon de maiz, almidon de patata, o otros
almidones, gelatina, gomas naturales y sintéticas tales como goma arabiga, alginato sddico, acido alginico, otros
alginatos, tragacanto en polvo, goma guar, celulosa y sus derivados (por ejemplo, etil celulosa, acetato de celulosa,
carboximetil celulosa de calcio, carboximetil celulosa sddica), polivinil pirrolidona, metil celulosa, almidén
pre-gelatinizado, hidroxipropil metil celulosa, (por ejemplo, N° 2208, 2906, 2910), celulosa microcristalina, y mezclas
de los mismos.

Ejemplos de cargas adecuadas para su uso en las composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion descritas en
la presente memoria incluyen, pero sin limitarse a, talco, carbonato de calcio (por ejemplo, granulos o polvo), celulosa
microcristalina, celulosa en polvo, dextratos, caolin, manitol, acido silicico, sorbitol, almidén, almidén pre-gelatinizado,
y mezclas de los mismos. El aglutinante o carga en composiciones farmacéuticas de la invencion esta tipicamente
presente en de aproximadamente el 50 a aproximadamente el 99 por ciento en peso de la composiciéon farmacéutica o
forma de dosificacion.

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2624 610T3

Las formas adecuadas de celulosa microcristalina incluyen, pero sin limitarse a, los materiales comercializados como
AVICEL-PH-101, AVICEL-PH-103 AVICEL RC-581, AVICEL-PH-105 (disponibles en FMC Corporation, American
Viscose Division, Avicel Sales, Marcus Hook, PA), y mezclas de los mismos. Un aglutinante especifico es una mezcla
de celulosa microcristalina y carboximetil celulosa sédica comercializada como AVICEL RC-581. Excipientes o aditivos
anhidros o de baja humedad adecuados incluyen AVICEL-PH-103™ y Starch 1500 LM.

Se usan disgregantes en las composiciones de la invencion para proporcionar comprimidos que se desintegren
cuando se expongan a un entorno acuoso. Los comprimidos que contienen demasiado disgregante pueden
desintegrarse en almacenamiento, mientras que aquellos que contienen demasiado poco pueden no desintegrarse a
la tasa deseada o en las condiciones deseadas. Por tanto, debe usarse una cantidad suficiente de disgregante que no
sea demasiado grande ni demasiado pequefia para alterar de forma nociva la liberacién de los ingredientes activos
para formar formas orales sdlidas de dosificacion de la invencion. La cantidad de disgregante usada varia en base al
tipo de formulacion, y la pueden discernir facilmente los expertos en la técnica. Las composiciones farmacéuticas
tipicas comprenden de aproximadamente el 0,5 a aproximadamente el 15 por ciento en peso de disgregante,
especificamente de aproximadamente el 1 a aproximadamente el 5 por ciento en peso de disgregante.

Los disgregantes que pueden usarse en composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion de la invencion
incluyen, pero sin limitarse a, agar-agar, acido alginico, carbonato de calcio, celulosa microcristalina, croscarmelosa
sodica, crospovidona, polacrilina potasio, almidén glicolato sdédico, almidon de patata o tapioca, almidén
pre-gelatinizado, otros almidones, arcillas, otras alginas, otras celulosas, gomas, y mezclas de los mismos.

Los lubricantes que pueden usarse en composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion de la invencion incluyen,
pero sin limitarse a, estearato de calcio, estearato de magnesio, aceite mineral, aceite mineral ligero, glicerina, sorbitol,
manitol, polietilenglicol, otros glicoles, acido estearico, lauril sulfato soédico, talco, aceite vegetal hidrogenado (por
ejemplo, aceite de cacahuete, aceite de algodén, aceite de girasol, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz, y
aceite de soja), estearato de zinc, oleato de etilo, laureato de etilo, goma de agar, y mezclas de los mismos. Los
lubricantes adicionales incluyen, por ejemplo, un gel de silice siloide (AEROSIL 200, fabricado por W.R. Grace Co. De
Baltimore, MD), un aerosol coagulado de silice sintético (comercializado por Degussa Co. De Plano, TX), CAB-O-SIL
(un producto de didxido de silicio pirogénico comercializado por Cabot Co. De Boston, MA), y mezclas de los mismos.
Si se usa alguno, lubricantes se usan tipicamente en una cantidad de menos de aproximadamente el 1 por ciento en
peso de las composiciones farmacéuticas o formas de dosificaciéon en que se incorporan.

4.5.2 Formas de dosificacion de liberacion retardada

Los ingredientes activos de la invencion pueden administrarse por medios de liberacion controlada o por dispositivos
de suministro que son bien conocidos para los expertos en la técnica. Ejemplos incluyen, pero sin limitarse a, los
descritos en las patentes de Estados Unidos N°: 3.845.770; 3.916.899; 3.536.809; 3.598.123; y 4.008.719, 5.674.533,
5.059.595, 5.591.767, 5.120.548, 5.073.543, 5.639.476, 5.354.556, y 5.733.566. Dichas formas de dosificacion
pueden usarse para proporcionar una liberacion lenta o controlada de uno o mas ingredientes activos usando, por
ejemplo, hidroxipropilmetil celulosa, otras matrices poliméricas, geles, membranas permeables, sistemas osméticos,
recubrimientos de multiples capas, microparticulas, liposomas, microesferas, o una combinacion de los mismos para
proporcionar el perfil deseado de liberacién en proporciones variables. Las formulaciones de liberacién controlada
adecuadas conocidas para los expertos en la técnica, incluyendo aquellas descritas en la presente memoria, pueden
seleccionarse facilmente para su uso con los ingredientes activos de la invencion. La invencion por tanto abarca
formas monodosis individuales adecuadas para administracion oral tal como, pero sin limitarse a, comprimidos,
capsulas, capsulas de gel, y comprimidos oblongos que estan adaptados para liberacién controlada.

Todos los productos farmacéuticos de liberacion controlada tienen un objetivo comin de mejorar la terapia con
farmacos sobre lo conseguido por sus equivalentes no controlados. De forma ideal, el uso de una preparacion de
liberacién controlada disefiada de forma déptima en tratamiento médico se caracteriza por un minimo de sustancia de
farmaco que se emplea para curar o controlar la afeccién en una cantidad minima de tiempo. Las ventajas de las
formulaciones de liberacion controlada incluyen actividad prolongada del farmaco, frecuencia reducida de dosificacion,
y conformidad aumentada del paciente. Ademas, las formulaciones de liberacién controlada pueden usarse para
afectar al tiempo de inicio de la accién u otras caracteristicas, tales como niveles sanguineos del farmaco, y por tanto
pueden afectar a la aparicion de efectos secundarios (por ejemplo, adversos).

La mayoria de las formulaciones de liberaciéon controlada estan disefiadas para liberar inicialmente una cantidad de
farmaco (ingrediente activo) que produzca rapidamente el efecto terapéutico deseado, y liberar gradual y
continuamente otras cantidades de farmaco para mantener este nivel de efecto terapéutico o profilactico sobre un
periodo prolongado de tiempo. Para mantener este nivel constante de farmaco en el organismo, el farmaco debe
liberarse desde la forma de dosificacion a una tasa que remplazara la cantidad de farmaco que se metaboliza y excreta
del organismo. La liberacion controlada de un ingrediente activo puede estimularse mediante diversas condiciones
incluyendo, pero sin limitarse a, pH, temperatura, enzimas, agua, u otras condiciones fisiolégicas o compuestos.

4.5.3 Formas parenterales de dosificacion

Las formas parenterales de dosificacion pueden administrarse a pacientes por diversas vias incluyendo, pero sin
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limitarse a, subcutanea, intravenosa (incluyendo inyeccién en embolada), intramuscular, y intra-arterial. Como su
administracion tipicamente esquiva las defensas naturales de los pacientes contra contaminantes, las formas
parenterales de dosificacion son preferiblemente estériles o se pueden esterilizar antes de su administracion a un
paciente. Ejemplos de formas parenterales de dosificacion incluyen, pero sin limitarse a, soluciones listas para
inyeccion, productos secos listos para disolverse o suspenderse en un vehiculo farmacéuticamente aceptable para
inyeccion, suspensiones listas para inyeccion, y emulsiones.

Los vehiculos adecuados que pueden usarse para proporcionar formas parenterales de dosificacion de la invencion
son bien conocidos para los expertos en la técnica. Ejemplos incluyen, pero sin limitarse a: agua para inyeccion USP;
vehiculos acuosos tales como, pero sin limitarse a, inyeccion de cloruro sédico, inyeccion de Ringer, inyeccion de
dextrosa, inyeccion de dextrosa y cloruro sédico, e inyeccion de lactato Ringer; vehiculos miscibles en agua tales
como, pero sin limitarse a, alcohol etilico, polietilenglicol, y polipropilenglicol; y vehiculos no acuosos tales como, pero
sin limitarse a, aceite de maiz, aceite de algodon, aceite de cacahuete, aceite de sésamo, oleato de etilo, miristato de
isopropilo, y benzoato de bencilo.

También pueden incorporarse compuestos que aumentan la solubilidad de uno o mas de los ingredientes activos
descritos en la presente memoria en las formas parenterales de dosificacion de la invencion.

4.5.4 Formas transdérmicas y topicas de dosificacion

Las formas transdérmicas y topicas de dosificacion de la invencion incluyen, pero sin limitarse a, cremas, lociones,
pomadas, geles, soluciones, emulsiones, suspensiones, o otras formas conocidas para los expertos en la técnica.
Véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 eds., Mack Publishing, Easton PA (1990); e
Introduction to Pharmaceutical Dosage Forms, 42 ed., Lea y Febiger, Philadelphia (1985). Las formas transdérmicas de
dosificacion incluyen parches de "tipo depésito” o "tipo matriz", que pueden aplicarse a la piel y llevarse durante un
periodo especifico de tiempo para permitir la penetracion de una cantidad deseada de ingredientes activos.

Los excipientes adecuados (por ejemplo, vehiculos y diluyentes) y otros materiales que pueden usarse para
proporcionar formas transdérmicas y topicas de dosificacion abarcadas por esta invencion son bien conocidos para los
expertos en las técnicas farmacéuticas, y dependen del tejido particular al cual se aplicara una composicion
farmacéutica o forma de dosificacion dada. Con ese hecho en mente, los excipientes tipicos incluyen, pero sin limitarse
a, agua, acetona, etanol, etilenglicol, propilenglicol, butano-1,3-diol, miristato de isopropilo, palmitato de isopropilo,
aceite mineral, y mezclas de los mismos para formar lociones, linimentos, cremas, emulsiones, geles o pomadas, que
son no toxicos y farmacéuticamente aceptables. También pueden afadirse agentes de humedad o humectantes a
composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion si se desea. Ejemplos de dichos ingredientes adicionales son
bien conocidos en la técnica. VVéase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 eds., Mack Publishing,
Easton PA (1990).

Dependiendo del tejido especifico a tratar, pueden usarse componentes adicionales antes de, junto con, o después del
tratamiento con ingredientes activos de la invencion. Por ejemplo, pueden usarse potenciadores de penetracion para
ayudar al suministro de los ingredientes activos al tejido. Los potenciadores de penetracion adecuados incluyen, pero
sin limitarse a: acetona; diversos alcoholes tales como etanol, oleilo, y tetrahidrofurilo; alquil sulféxidos tales como
dimetilsulfoxido; dimetil acetamida; dimetil formamida; polietilenglicol; pirrolidonas tales como polivinilpirrolidona;
calidades Kollidon (Povidona, Polividona); urea; y diversos ésteres de azucar solubles o insolubles en agua tales como
Tween 80 (polisorbato 80) y Span 60 (monoestearato de sorbitan).

El pH de una composicién farmacéutica o forma de dosificacion, o del ejido al cual se aplica la composicion
farmacéutica o forma de dosificacion, también puede ajustarse para mejorar el suministro de uno o mas ingredientes
activos. Asimismo, la polaridad de un vehiculo disolvente, su fuerza idnica, o tonicidad pueden ajustarse para mejorar
el suministro. También pueden afiadirse compuestos tales como estearatos a composiciones farmacéuticas o formas
de dosificacion para alterar ventajosamente la hidrofilicidad o lipofilicidad de uno o mas ingredientes activos para
mejorar el suministro. A este respecto, los estearatos pueden servir como vehiculo lipidico para la formulacién, como
agente emulsionante o tensioactivo, y como agente potenciador del suministro o potenciador de la penetracion.
Pueden usarse diferentes sales, hidratos o solvatos de los ingredientes activos para ajustar adicionalmente las
propiedades de la composicién resultante.

4.5.5 Formas de dosificacion a la mucosa

Las formas de dosificacion a la mucosa de la invencion incluyen, pero sin limitarse a, soluciones oftalmicas,
pulverizadores y aerosoles, u otras formas conocidas para los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Remington’s
Pharmaceutical Sciences, 182 eds., Mack Publishing, Easton PA (1990); e Introduction to Pharmaceutical Dosage
Forms, 4? ed., Lea y Febiger, Philadelphia (1985). Las formas de dosificacion adecuadas para tratar tejidos mucosos
dentro de la cavidad oral pueden formularse como elixires bucales o como geles orales. En una realizacion, el aerosol
comprende un vehiculo. En otra realizacion, el aerosol esta libre de vehiculo.

El compuesto también puede administrarse directamente al pulmén por inhalacién (véase por ejemplo, Tong et al.,
solicitud PCT, WO 97/39745; Clark et al, solicitud PCT, WO 99/47196. Para la administracién por inhalacion, el
compuesto puede suministrarse convenientemente al pulmon por varios dispositivos diferentes. Por ejemplo, puede
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usarse un inhalador de dosis medida ("MDI") que utiliza cartuchos que contienen un propulsor adecuado de baja
ebullicion, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro
gas adecuado para suministrar el compuesto directamente al pulmén. Los dispositivos MDI estan disponibles de varios
proveedores tales como 3M Corporation, Aventis, Boehringer Ingleheim, Forest Laboratories, Glaxo-Wellcome,
Schering Plough y Vectura.

Como alternativa, puede usarse un dispositivo de inhalador de polvo seco (DPI) para administrar el compuesto al
pulmon (véase, por ejemplo, Raleigh et al., Proc. Amer. Assoc. Cancer Research Annual Meeting, 1999, 40, 397). Los
dispositivos DPI tipicamente usan un mecanismo tal como una explosién de gas para crear una nube de polvo seco
dentro de un recipiente, que después puede inhalarse por el paciente. Los dispositivos DPI también son bien
conocidos en la técnica y pueden adquirirse de varios proveedores que incluyen, por ejemplo, Fisons,
Glaxo-Wellcome, Inhale Therapeutic Systems, ML Laboratories, Qdose y Vectura. Una variacion popular es el sistema
DPI de dosis multiple ("MDDPI"), que permite el suministro de mas de una dosis terapéutica. Los dispositivos MDDPI
estan disponibles en empresas tales como AstraZeneca, GlaxoWellcome, IVAX, Schering Plough, SkyePharma y
Vectura. Por ejemplo, pueden formularse capsulas y cartuchos de gelatina para su uso en un inhalador o insuflador
que contienen una mezcla en polvo del compuesto y una base en polvo adecuada tal como lactosa o almidon para
estos sistemas.

El dispositivo que puede usarse para suministrar el compuesto al pulmén es un dispositivo de pulverizacion de liquidos
suministrado, por ejemplo, por Aradigm Corporation. Los sistemas de pulverizaciéon de liquidos usan orificios de
boquilla extremadamente pequefios para formar aerosoles de formulacion liquidas de farmaco que después pueden
inhalarse directamente en el pulmon.

En una realizacién preferida, se usa un dispositivo nebulizador para suministrar el compuesto al pulmén. Los
nebulizadores crean aerosoles a partir de formulaciones liquidas de farmaco usando, por ejemplo, energia ultrasénica
para formar particulas finas que pueden inhalarse facilmente (véase, por ejemplo, Verschoyle et al., British J Cancer,
1999, 80, Supl. 2, 96). Ejemplos de nebulizadores incluyen dispositivos suministrados por Sheffield/Systemic
Pulmonary Delivery Ltd. (véase, Armer et al., patente de Estados Unidos N° 5.954.047; van der Linden et al., patente
de Estados Unidos N° 5.950.619; van der Linden et al., patente de Estados Unidos N° 5.970.974), Aventis y Batelle
Pulmonary Therapeutics. El compuesto inhalado, suministrado por dispositivos nebulizadores, esta actualmente en
investigacion como tratamiento para cancer del tracto aerodigestivo (Engelke et al., Poster 342 en la American
Association of Cancer Research, San Francisco, Calif., Abr. 1-5, 2000) y cancer de pulmon (Dahl et al., Poster 524 en
la American Association of Cancer Research, San Francisco, Calif., Abril 1-5, 2000).

En una realizacion particularmente preferida, se usa un dispositivo de aerosol electrohidrodinamico ("EHD") para
suministrar el compuesto al pulmén. Los dispositivos de aerosol EHD usan energia eléctrica para formar aerosol de
soluciones o suspensiones liquidas de farmaco (véase, por ejemplo, Noakes et al., patente de Estados Unidos N°
4.765.539; Coffee, patente de Estados Unidos N°, 4.962.885; Coffee, solicitud PCT, WO 94/12285; Coffee, solicitud
PCT, WO 94/14543; Coffee, solicitud PCT, WO 95/26234, Coffee, solicitud PCT, WO 95/26235, Coffee, solicitud PCT,
WO 95/32807). Las propiedades electroquimicas de la formulacion del compuesto pueden ser parametros importantes
a optimizar cuando se suministra este farmaco al pulmén con un dispositivo de aerosol EHD y dicha optimizacion la
realizan de forma rutinaria los expertos en la técnica. Los dispositivos de aerosol EHD pueden suministrar de forma
mas eficaz farmacos al pulmon que las tecnologias existentes de suministro pulmonar. Otros métodos de suministro
intra-pulmonar del compuesto seran conocidos para los expertos en la técnica y estan dentro del alcance de la
invencion.

Las formulaciones liquidas de farmaco adecuadas para su uso con nebulizadores y dispositivos de pulverizacion de
liquidos y dispositivos de aerosol EHD tipicamente incluiran el compuesto con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Preferiblemente, el vehiculo farmacéuticamente aceptable es un liquido tal como alcohol, agua,
polietilenglicol o un perfluorocarbono. Opcionalmente, puede afadirse otro material para alterar las propiedades del
aerosol de la solucién o suspensién del compuesto. Preferiblemente, este material es liquido tal como un alcohol,
glicol, poliglicol o un acido graso. Otros métodos para formular soluciones liquidas de farmaco o suspensiones
adecuadas para su uso en dispositivos de aerosol son conocidos para los expertos en la técnica (véanse, por ejemplo,
Biesalski, las patentes de Estados Unidos N° 5.112.598; Biesalski, 5.556.611). El compuesto también puede
formularse en composiciones rectales o vaginales tales como supositorios o enemas de retencién, por ejemplo, que
contienen bases convencionales de supositorio tales como manteca de cacao u otros glicéridos.

Ademas de las formulaciones descritas previamente, el compuesto también puede formularse como una preparacion
de deposito. Dichas formulaciones de larga accion pueden administrarse por implante (por ejemplo subcutaneo o
intramuscular) o por inyeccion intramuscular. Por tanto, por ejemplo, los compuestos pueden formularse con
materiales poliméricos o hidréfobos adecuados (por ejemplo, como una emulsiéon en un aceite aceptable) o resinas de
intercambio idnico, o como derivados escasamente solubles, por ejemplo, como una sal escasamente soluble.

Como alternativa, pueden emplearse otros sistemas de suministro farmacéutico. Los liposomas y emulsiones son
ejemplos bien conocidos de vehiculos de suministro que pueden usarse para suministrar el compuesto. También
pueden emplearse ciertos disolventes organicos tales como dimetilsulféxido, aunque habitualmente a costa de una
mayor toxicidad. El compuesto también puede suministrarse en un sistema de liberacion controlada. En una

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2624 610T3

realizacion, puede usarse una bomba (Sefton, CRC Crit. Ref Biomed Eng., 1987, 14, 201; Buchwald et al., Surgery,
1980, 88, 507; Saudek et al., N. Engl. J Med, 1989, 321, 574). En otra realizacion, pueden usarse materiales
poliméricos (véase Medical Applications of Controlled Release, Langer y Wise (eds.), CRC Pres., Boca Raton, Fla.
(1974); Controlled Drug Bioavailability, Drug Product Design and Performance, Smolen y Ball (eds.), Wiley, Nueva
York (1984); Ranger y Peppas, J Macromol. Sci. Rev. Macromol. Chem., 1983, 23, 61; véase también Levy et al.,
Science 1985, 228,190; During et al., Ann. Neurol., 1989, 25, 351; Howard et al., 1989, J. Neurosurg. 71,105). En otra
realizacién mas, puede colocarse un sistema de liberacién controlada en proximidad a la diana de los compuestos de
la invencion, por ejemplo, el pulmon, requiriendo de este modo solamente una fraccién de la dosis sistémica (véase,
por ejemplo, Goodson, en Medical Applications of Controlled Release, supra, vol. 2, pag. 115 (1984)). Puede usarse
otro sistema de liberacion controlada (véase por ejemplo Langer, Science, 1990, 249, 1527).

Los excipientes adecuados (por ejemplo, vehiculos y diluyentes) y otros materiales que pueden usarse para
proporcionar formas de dosificaciéon a la mucosa abarcadas por esta invencién son bien conocidos para los expertos
en las técnicas farmacéuticas, y dependen del sitio particular o método en que se administrara una composicion
farmacéutica o forma de dosificacion dada. Con ese hecho en mente, los excipientes tipicos incluyen, pero sin limitarse
a, agua, etanol, etilenglicol, propilenglicol, butano-1,3-diol, miristato de isopropilo, palmitato de isopropilo, aceite
mineral, y mezclas de los mismos, que son no toxicos y farmacéuticamente aceptables. Ejemplos de dichos
ingredientes adicionales son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences,
18?2 eds., Mack Publishing, Easton PA (1990).

El pH de una composicion farmacéutica o forma de dosificacion, o del tejido al cual se aplica la composicion
farmacéutica o forma de dosificacion, también puede ajustarse para mejorar el suministro de uno o mas ingredientes
activos. Asimismo, la polaridad de un vehiculo disolvente, su fuerza idnica, o tonicidad pueden ajustarse para mejorar
el suministro. También pueden afiadirse compuestos tales como estearatos a composiciones farmacéuticas o formas
de dosificacion para alterar ventajosamente la hidrofilicidad o lipofilicidad de uno o mas ingredientes activos para
mejorar el suministro. A este respecto, los estearatos pueden servir como vehiculo lipidico para la formulacién, como
agente emulsionante o tensioactivo, y como agente potenciador del suministro o potenciador de la penetracion.
Pueden usarse diferentes sales, hidratos o solvatos de los ingredientes activos para ajustar adicionalmente las
propiedades de la composicién resultante.

5. Ejemplos

Los siguientes ejemplos emplean metodologia que puede usarse para preparar el compuesto de la invencién y todos
los compuestos descritos en la presente memoria, con la condicion de que se utilicen reactivos y sustratos apropiados,
y se mantengan variaciones minoritarias de las condiciones descritas. Dichas variaciones las realizarian faciimente los
expertos en la técnica sin experimentacion excesiva dada la siguiente descripcion.

5.1 Ejemplo 1: preparacion de acido 3-[5-(4-fluoro-fenil)-[1,2,4]Joxadiazol-3-il]-benzoico

N-Q
Iy
N>\©\F

0 O’H

Se suspendieron 40 g de resina de cloruro de 2-clorotritilo (Rapp polimere, Alemania), en dimetilformamida en polvo
(200 ml) durante 10 min. y se drend el disolvente. A la resina se afiadioé una solucién de acido 3-cianobenzoico (12,71
g, 96,4 mmol) en 300 ml de dimetilformamida y se agité 4 h a temperatura ambiente. Los disolventes se drenaron y la
resina se lavo con diclorometano (3 x 200 ml x 1 min), dimetilformamida (3 x 200 ml x 1 min), metanol (3 x 200 ml x 1
min), y diclorometano (3 x 200 ml x 1 min). La resina se seco al vacio durante 4 h. El producto deseado se analizé por
escision de una pequefia cantidad de la resina reaccionada con ftrietilsilano/acido trifluoroacético/diclorometano
(10/50/40). LC/MS (ESI) m/z 148 [M+H]" y pureza del 97%.

La resina de tritilo 3-cianobenzoico en etanol (300 ml) se agité durante 10 min. a temperatura ambiente, y después se
drend el disolvente. A una solucion de clorhidrato de hidroxi amina (35,81 g, 516 mmol) en etanol (200 ml) se afiadié
diisopropiletilamina (89,3 ml, 516 mmol) y se agité 5 min. a temperatura ambiente. A la resina se afiadi6 la mezcla de
reaccion y se agitdé 24 h a 40°C. Los disolventes se drenaron, y la resina se lavé con diclorometano (3 x 200 ml x 10
min), dimetilformamida (3 x 200 ml x 10 min), metanol (3 x 200 ml x 10 min), y diclorometano (3 x 200 ml x 10 min). La
resina se seco al vacio durante 4 h. El producto deseado se analizé por escisién de una pequefia cantidad de la resina
reaccionada con trietilsilano/acido trifluoroacético/diclorometano (10/50/40). LC/MS (ESI) m/z 181 [M+H]" y pureza del
90%.

A una suspension de resina de hidroxiamidina (500 mg, 0,4 mmol) en diclorometano anhidro (3 ml) se afiadié cloruro
de 4-fluorobenzoilo (95 ul, 0,8 mmol) y diisopropiletilamina (138 ul, 0,8 mmol). La mezcla de reaccién se agité durante
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una noche a temperatura ambiente. Los disolventes se drenaron, y la resina se lavé con diclorometano (3 x 10 ml x 10
min), dimetilformamida (3 x 10 ml x 10 min), metanol (3 x 10 ml x 10 min), y diclorometano (3 x 10 ml x 10 min). La
resina se seco al vacio durante 4 h. El producto deseado se analizé por escisién de una pequefia cantidad de la resina
reaccionada con trietilsilano/acido trifluoroacético/diclorometano (10/50/40). LC/MS (ESI) m/z 303 [M+H]" y pureza del
65%.

A una suspension de resina acilada en diclorometano anhidro (1,5 ml) se afiadio acido trifluoroacético al 50% en
diclorometano (1,5 ml). La mezcla de reaccion se agitdé 2 h a temperatura ambiente. La resina se retird y el filirado se
concentro a presion reducida. El residuo se disolvié en dimetilformamida al 10% en tolueno (4 ml) y después se agité
durante 2 h a 130°C. Los disolventes se retiraron y el producto deseado se purificé por LC/MS preparativa. LC/MS
(ESI) m/z 285 [M+H]" y pureza del 98%.

Los siguientes compuestos se preparan usando los procedimientos descritos anteriormente.

Los compuestos se analizan por LC/MS usando ionizacion por electropulverizacion (ESI).

Tabla 2: Compuesto Nombre del compuesto [M + H]"

N-Q

| 4
N acido 3-[5-(3-cloro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico  301,7
Cl
_H
o~ 0O

)
N/>\©\O acido 353,4
3-[5-(4-pentiloxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico ’

N-Q O
B3
N acido 3-(5-naftalen-1-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico 317,3

acido 3-(5-p-tolil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico 281,3
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Tabla 2: Compuesto Nombre del compuesto [M + H]"

L0

acido 3-(5-bifenil-4-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico 343,3

H‘O O

N-QO
I 4
N
_H
0”7 "0

acido 303 4
3-[5-(4-isobutil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico ’
N-Q
1y
N
acido 3-(5-fenil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico 267,3
_H
O O

N-Q

L=
N
acido 3-(5-ciclohexil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico 273,3
H
0~ O
\
0 ]
N’
I 4 O/
N acido 3-[5-(3,4,5-trimetoxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]- 3573
> benzoico ’
/
(0] O’H

N-Q o
LK
N \b
acido 3-[5-(4-nitro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico  312,2
0] O’H
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Tabla 2: Compuesto

N-Q

) /
gN@‘O
O O’H

N-Q
I
N
O O’H
-0
N
OJ
O O’H
N-Q
! />\<
N
(@) O’H
R F
N-Q F
I 4
N F
F
O O'H
N’O F F
L
N
F
0”01
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Nombre del compuesto

acido
3-[5-(4-metoxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

acido 3-[5-(o-tolil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

acido 3-(5-benzo[1,3]dioxol-5-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-
benzoico

acido 3-(5-isopropil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico

acido
3-[5-(3,5-bis-trifluorometil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-
benzoico

acido 3-[5-(4-trifluorometil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-
benzoico
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[M +H]"

297,3

281,3

311,3

233,2

403,2

335,2
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Tabla 2: Compuesto Nombre del compuesto [M + H]"

N-Q
] )\Q\N/
N \ acido 3-[5-(4-dimetilamino-fenil)-[1,2,4]Joxadiazol-3-il]- 3103
O O/H

benzoico

N-Q
| 4
N 4cido 297 3
o] 3-[5-(2-metoxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico ’
\
_H
O~ 0

\
@]
N-Q
i »\G acido
N 3-[5-(3-metoxi-fenil)-[1,2,4Joxadiazol-3-il]-benzoico 297.3
_H
O O

acido 3-(5-furan-2-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico 257,2
H
O O
N-Q
I ,>~3<
N
acido 3-(5-terc-butil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico 247.,3
_H
0” O
N.
N’O 74 'O
I 4 =N
N acido
3-(5-benzo[1,2,5]oxadiazol-5-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)- 309,2
benzoico
_H
0] O
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Tabla 2: Compuesto Nombre del compuesto [M + H]"

N-Q C
L 4
N .
acido 315.7
3-[5-(4-clorometil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico ’
sH
O~ O

N-Q
L~
N acido 3934
3-[5-(4-terc-butil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico ’
_H
0~ 0O

-0
| N/>I\
acido 3-(5-butil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico 247.,3
H
O~ O
N-O
! )\q
N
acido 3-(5-ciclopropil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico 231,2
_H
O~ O
3¢
U
acido 3-(5-tiofen-2-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico 273,3
H
0~ O
-0
|
N\
acido 3-(5-propenil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico 231,2
~H
(O ¢)
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Tabla 2: Compuesto

N-Q
L~
N
O O/H

N-Q

1y
N
_H
O O

s -

O O’H
i _H
o~ O

N-O.
|

V.
N

F
N—-Q
|

/4
N

S
N-Q, \\
I 4

£ N
o) O’H
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Nombre del compuesto

acido 3-(5-ciclopentil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico

acido
3-(5-tiofen-2-ilmetil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico

acido
3-[5-(4-cloro-bencil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

acido 3-[5-(4-cloro-fenoximetil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-
benzoico

acido 3-[5-(2-trifluorometil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-
benzoico

acido
3-[5-(2,6-difluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

53

[M +H]"

259,3

287,3

315,7

331,7

335,3

303,2



Tabla 2: Compuesto

N-QO
|

o O.H
o)
| 4
N
_H
(0] (@]
N-Q  O—
[ 4
N
_H
O O

|
o) O’H

ES 2624 610T3

Nombre del compuesto

acido 3-[5-(4-etil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

acido
3-[5-(3,4-difluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

acido 3-(5-m-tolil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico

acido

3-[5-(4-pirrol-1-il-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

acido 3-(5-bencil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico

acido 3-(5-metoximetil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico

54

[M +H]"

296,3

304,2

281,3

332,0

281,3

235,2



Tabla 2: Compuesto

F
N-Q
|

V
; N
o” o

N-Q
!

V/
N
_H
0" O

Cl
N-Q
]

O
N
O O’H

RF
FJ(
0

N-Q
I
N
_H
O (0]
F
N-Q
4
N
(@) O’H

N-Q
I

O
l V/, //
3 :/”
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Nombre del compuesto

acido
3-[5-(2,5-difluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

acido
3-[5-(1-fenil-propil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

acido 3-[5-(2-cloro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

acido 3-[5-(3-trifluorometoxi-fenil)-[1,2,4]Joxadiazol-3-il]-
benzoico

acido
3-[5-(4-fluoro-bencil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

acido 3-[5-(2,5-dimetil-furan-3-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-
benzoico
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[M +H]"

303,2

309,3

301,7

351,2

299,3

285,3
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Tabla 2: Compuesto Nombre del compuesto [M + H]"

N-Q 8 \
I 4
N>§
acido 287 3
3-[5-(3-metil-tiofen-2-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico ’
(0] O’H

C
N- O
| ) \g
N acido 3-[5-(3-cloro-fenoximetil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]- 3317
benzoico ’

acido 3-(5-isoxazol-5-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico 258,2

4
N \ /¢ acido

3-[5-(6-Cloro-piridin-3-il)-[1,2,4Joxadiazol-3-il-benzoico 2027
(¢
N-Q =N L . . - .
I, \ acido 3-{5-[3-(2-cloro-fenil)-5-metil-isoxazol-4-il]-[1,2,4] 3828
N \§¥o) oxadiazol-3-il}-benzoico ’
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Tabla 2: Compuesto Nombre del compuesto [M + H]"

F Ci
I, N (l) gmdo 3-{5-[3-(2-cloro'-6- Iuoro-. enil)-5-metil-isoxazol-4- 4000
N il]-[1,2,4]oxadiazol-3-il}-benzoico
_H
O O

N-O
I,
N
acido 2733
3-(5-ciclopentilmetil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico ’
_H
O O
N-Q
Iy
N@‘F .
acido 303.2
F 3-(5-(2,4-difluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico ’
_H
(@]

.
V/
ey
acido 3-(5-piridin-3-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico 268,2
_H
O~ O

N-Q =
by
acido 3-(5-piridin-4-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico 268,2
H
0" O

acido 3-(5-ciclobutil-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico 2452
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Tabla 2: Compuesto

\
O
o)
oy
N
O O’H
%
0
L0
v/
N O
O O’H
Cl
r‘O =N
/
NN\ /
O O’H
N-Q
O
N
O
O O'H
-0 s
/
0] O'H
\
N~
N-Q
I
N
0”0
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Nombre del compuesto

acido

3-[5-(4-metoxi-bencil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

acido

3-(5-(3,4-dimetoxi-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

acido

3-[5-(2-cloro-piridin-3-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

acido 3-[5-(1-acetil-piperidin-4-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-

benzoico

acido

3-(5-benzo[b]tiofen-2-il-[1,2,4]oxadiazol-3-il)-benzoico

acido 3-[5-(3-dimetilamino-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-

benzoico
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[M +H]"

311,3

327,3

302,7

316,3

323,3

310,3
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+

Tabla 2: Compuesto Nombre del compuesto [M+H]

F
N-Q
Iy

N>\© acido 303.2
3-[5-(2,3-difluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico ’
_H
O~ 0O

F
N-Q
I,
N
acido 3-[5-(2-fluoro-5-metil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]- 299 3
H benzoico ’
o~ "o
/
S
N-Q =N
N / 3-[5-(2-Metilsulfanil-piridin-3-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]- 3143
benzoico ’
H
o~ O

[ =
O 1
N-Q wI/F
I, 0
N acido

3-[5-(2,2-difluoro-benzo[1,3]dioxol-5-il)-[1,2,4]oxadiazol  347,2
-3-il]-benzoico

N-O

O
F
?)\N acido 2-fluoro-5-[5-(4-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]- 303.2
benzoico ’
F
_H
o~ O
F
HOLC, ';l Q acido
N/ 3-[5-(4-bromo-2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]- 364,1
Br benzoico
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+

Tabla 2: Compuesto Nombre del compuesto [M+H]
F
HOLC Q
Y
N O acido 3613
O 3-[5-(3-fluoro-bifenil-4-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico ’
F
N-Q
Iy
N
acido 285 2
3-[5-(3-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico ’
O O'H

K
N-Q "
[ 4 o
N acido 303.2

3-[5-(2,3-difluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

H
O~ 0O
F
N-O
I
N acido 3-[5-(2-fluoro-5-metil-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]- 299 3
benzoico ’
_H
O~ 0
S/
N-Q =N
[ 4 \ p acido
N 3-[5-(2-metilsulfanil-piridin-3-il)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]- 314,3
benzoico
_H
o~ O
F
N-Q ON-F
I 4 o) L . . .
N acido 3-(5-(2,2-difluoro-benzo[1,3]dioxol-5-il)-[1,2,4] 3472
oxadiazol-3-il]-benzoico ’
_H
O~ 0O
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Tabla 2: Compuesto Nombre del compuesto [M + H]"
F
N-Q
2 -
N acido 2851
3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico ’
_H
o 0
N-Q
|
N F
acido 2852
H 3-[5-(4-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico ’
“0” “OH
-0
| -
acido
3-[5-(4-ciano-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico 292,08
H
o~ O
F
N-Q
Ly
N sal sddica del acido 306.04
3-[5-{2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico ’
_Na+
8% o

Q

Na
Iy
N éster metilico del acido 299 08
F 3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico ’
o” o~
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5.2 Ejemplo 2: preparacion de acido 3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico

o) O/H

A una solucién de acido 3-cianobenzoico (44,14 g, 300 mmol) en DMF (0,6 1) se afiadié K.CO3 (62,19 g, 450 mmol) y
después se agité durante 30 min. a temperatura ambiente. A la suspension se afiadié yoduro de metilo (28 ml, 450
mmol) durante 20 min., y la mezcla de reaccién se agité adicionalmente 4 h a temperatura ambiente. La mezcla de
reaccion se vertio a 1,2 | de agua en hielo y se agité durante 30 min., y el precipitado se retird por filtracion. La torta
blanca se disolvié en metanol (70 ml), y después se volvid a precipitar en agua fria. El producto deseado se obtuvo en
forma de un polvo blanco con rendimiento del 79% (38 g, pureza del 99% por LC/UV). "H RMN (CDCl3) & 8,85 (2H),
8,28 (1H), 8,02 (1H), 4,17 (3H).

A una solucién de éster metilico del acido 3-cianobenzoico (50 g, 310 mmol) en etanol (500 ml) se afiadié hidroxilamina
acuosa al 50% (41 ml, 620 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se agitoé durante 1 h a 100°C y los
disolventes se retiraron a presion reducida. El residuo oleoso se disolvio en etanol/tolueno 20/80 (50 ml x 2) y después
se concentro de nuevo. El éster deseado (61 g, rendimiento cuan.) se obtuvo en forma de un polvo blanco con pureza
del 98% (LC/UV). "H RMN (CDCl3) § 9,76 (1H), 8,24 (1H), 7,82 (2H), 7,51 (1H), 5,92 (2H), 3,82 (3H).

A una solucion de éster metilico del acido 3-(N-hidroxicarbamimidoil)-benzoico (60 g, 310 mmol) en THF anhidro (200
ml) se afadié diisopropiletilamina (75 ml, 434 mmol) a 5°C, y después a la mezcla se afiadié cloruro de
2-fluorobenzoilo (48,1 ml, 403 mmol) durante 20 min. La mezcla de reaccion se agité6 durante 1 h a temperatura
ambiente. El precipitado se retir6 por filtracion y el filtrado se concentrd a presién reducida. El residuo se disolvio en
acetato de etilo (400 ml) y después se calentd con agua (200 ml x 2). El disolvente se retird a presion reducida y el
producto deseado se cristalizé en acetato de etilo al 60% en hexano para producir el producto deseado (81 g,
rendimiento del 83%) en forma de un solido blanco. "H RMN (CDCl3) & 8,18 (1H), 8,03 (2H), 7,48 (2H), 7,18 (2H), 5,61
(2H), 3,82 (3H).

Se calentaron 44 g de éster metilico del acido 3-(N-2-fluorobenzoilcarbamimidoil)-benzoico en tolueno (500 ml) a
reflujo durante 4 h a 130°C usando un aparato Dean-Stark. La mezcla de reaccion se agitd a 5°C durante 18 h. El
precipitado blanco se retird por filtracion y el filtrado se concentrd, se cristalizd de nuevo en tolueno. El oxadiazol
deseado (38 g, rendimiento del 92%) se obtuvo en forma de un sélido blanco con pureza del 99% (LC/UV). 'H RMN
(CDCIs) 6 8,91 (1H), 8,38 (1H), 8,15 (2H), 7,62 (2H), 7,35 (2H), 3,95 (3H).

A una solucién de éster metilico del acido 3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico (33 g, 111 mol) en THF
(400 ml) se afadio NaOH acuoso 1,5 M (100 ml, 144 mmol). La mezcla de reaccién se calent6 a reflujo durante 2 h a
100°C. El disolvente organico se retird a presion reducida y la solucion acuosa se agitdé 2 h a 5°C. El precipitado blanco
se retird por filtracion y el filtrado se concentré y precipitd de nuevo en agua. La torta blanca se lavé con agua fria y
después se seco usando un liofilizador. La sal deseada (33 g, rendimiento del 96%) se obtuvo en forma de un polvo
blanco con pureza del 98,6% (LC/UV).

A una solucién de éster metilico del acido 3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico (3,3 g, 11 mmol) en THF
(40 ml) se afiadid NaOH acuoso 1,5 M (10 ml, 14 mmol). La mezcla de reaccién se calent6 a reflujo durante 2 h a
100°C. El disolvente organico se retird y la solucion acuosa se diluyé con agua (50 ml), y después se acidificé con HCI
acuoso.

El precipitado blanco se retiré por filtracion y la torta blanca se lavé con agua fria y después se sec6 usando un
liofilizador. El acido deseado (3,0 g, rendimiento del 96%) se obtuvo en forma de un polvo blanco con pureza del 98%
(LC/UV). Punto de fusién 242°C; IR v 3000 (C-H aromatico), 1710 (C=0); 'H RMN (Ds-DMSO) & 8,31 (1H), 8,18 (2H),
8,08 (1H), 7,88 (2H), 7,51 (2H); "°C RMN (Ds-DMSO) & 172,71, 167,38, 166,48, 161,25, 135,80, 132,24, 131,79,
131,79, 131,08, 130,91, 129,81, 127,76, 125,48, 117,38, 111,70; *F-RMN (Ds-DMSO) & 109,7.

Los siguientes compuestos se preparan usando los procedimientos descritos anteriormente.
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Tabla 3: Compuesto Nombre del compuesto M+ HJ
-0
’ N/>\©‘F
acido 3-[5-(4-fluoro-fenil)-[1,2,4]
. . ; 285,2
oxadiazol-3-il]-benzoico
0] OH
F
N-Q
I,
N acido 3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]
. . ; 285,1
oxadiazol-3-il]-benzoico
_H
o” O
N-Q i
| )\Q
N acido 3-[5-(3-fluoro-fenil)-[1,2,4]
. . ; 285,2
oxadiazol-3-il]-benzoico
=H
0~ O
E -0
Iy
N>\©‘F acido
4-fluoro-3-[5-(4-fluoro-fenil)- 303,2
[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico
_H
0~ O
o NI.O .
H, 4 acido 5-[5-(4-fluoro-fenil)-[1,2,4]
OJUKN oxadiazol-3-il]-2-metoxi-benzoico 315,3
~
O
N-O 1\
HO,C. A acido
2 3-[5-(4-cloro-2-fluoro-fenil)-[1,2,4] 319,7
N cl oxadiazol-3-il]-benzoico
F
HO,C. N-Q .
- acido
N O 3-[5-(3-fluoro-bifenil-4-il)-[1,2,4] 361,3
O oxadiazol-3-il]-benzoico
F
acido
3-[5-(4-bromo-2-fluoro-fenil)- 364,1

[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico
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Tabla 3: Compuesto Nombre del compuesto M+ HJ
N—O
! 2
N
éster metilico del acido
F 3-[5-(4-fluoro-fenil)-[1,2,4] 299,08
o 0 oxadiazol-3-il]-benzoico
I
o,
O N
H [ 7 a
~O N acido 5-[5-(4-fluoro-fenil)-[1,2,4]
. . . ; 339,13
oxadiazol-3-il]-2-metoxi-benzoico
~
O
F
N-Q
! N/ Br acido
3-[5-(4-bromo-2-fluoro-fenil)- 365,05
[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico
H
O~ O
N~
A 6 F
N/ acido
3-[5-(3-fluoro-bifenil-4-il)-[1,2,4] 361,16
O oxadiazol-3-il]-benzoico
o-H
=0 _—
I
N%Q‘N\/:] 4cido
3-[5-(6-pirrolidin-1-il-piridin-3-il)- 337,20
[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico
H
~O @]
N-C. — /~\
L7\ 7N 0
N N acido
3-(5-(6-morfolin-4-il-piridin-3-il)- 353,18
[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico
H\O 0O
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I

Tabla 3: Compuesto Nombre del compuesto M+ H]
N/O —
I \ 4 N .
N N acido
3-(5-(3,4,5,6-tetrahidro-2H-[1,2'] 351 18
bipiridinil-5'-il)-[1,2,4]oxadiazol-3- ’
il]-benzoico
H\O 0O
N~ ~H
) 9 O .
L acido
H N 3-[5-(2-fluoro-6-hidroxi-fenil)- 301,18
o) [1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico
o) F
F
N-Q
I N/ 2-metoxi-etil éster del acido
3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4] 343,16
oxadiazol-3-il]-benzoico
A5 _AD
O~ O ~
F
-0
I N/ 2-(2-metoxi-etoxi)-etil éster del
acido 3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4] 387,49
oxadiazol-3-il]-benzoico
O
GF g S
F
N-O
) 2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-etil
N éster del acido
3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4] 431,31
oxadiazol-3-il]-benzoico
o) O/\/O\/\O/\/O\
F
N-O . . .
I 2-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-
V. . 0oz P
N etoxi}-etil éster del acido 475.26

3-[5-(2-Fluoro-fenil)-[1,2,4]
oxadiazol-3-il]-benzoico
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Tabla 3: Compuesto Nombre del compuesto M+ HJ
F
'f'o/>\© 2-(2-{2-[2-(2-metoxi-etoxi)-etoxi]-
N etoxi}-etoxi)-etil éster del acido 519 33
3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4] ’
oo OO oxadiazol-3-il]-benzoico
E
N-Q . . .
) %@ 2-[2-(2-{2-[2-(2-hidroxi-etoxi)-
N etoxi]-etoxi}-etoxi)-etoxi]-etil éster
del &cido 549,35
070" OO O 3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]
oxadiazol-3-il]-benzoico
N-O
/ 7~
N H acido 3-[5-(4-amino-fenil)-[1,2,4]
l\\l oxadiazol-3-il]-benzoico 282,20
H H
o O
N-O
! 2
N N acido 3-[5-(4-azido-fenil)-[1,2,4] 309.20
\T\\l - oxadiazol-3-il]-benzoico ’
H\O W
e NH
N~
/ O
N~ acido
o 3-[5-(4-benciloxi-fenil)-[1,2,4] 373,16
e O oxadiazol-3-il]-benzoico

5.3 Ejemplo 3: identificacion y caracterizacion de compuestos que promueven la supresién sin sentido y/o
modulan la terminaciéon de la traducciéon

Los ensayos descritos anteriormente en la seccion 4.2 se usaron en dos exploraciones de alto rendimiento. Los
compuestos se exploraron en los ensayos basado en células y bioquimico. Los compuestos se ensayaron,
re-sintetizaron y ensayaron de nuevo para confirmar las estructuras quimicas. La sal soédica del acido
3-[2-(4-Isopropil-3-metil-fenoxi)-acetilamino] benzoico se caracterizd adicionalmente con el ensayo de supresion sin
sentido de luciferasa in vitro. Para asegurar que la actividad de supresion sin sentido observada de los compuestos
seleccionados no estaba limitada al sistema de ensayo de reticulocitos de conejo, se preparoé extracto de células HelLa
y se optimiz6 (Lie y Macdonald, 1999, Development 126(22):4989-4996 y Lie y Macdonald, 2000, Biochem. Biophys.
Res. Commun. 270(2):473-481).

5.4 Ejemplo 4: caracterizacion de compuestos que aumentan la supresiéon sin sentido y producen proteina
funcional

Se demostré previamente que el compuesto de la invencién aumenta el nivel de supresion sin sentido en el ensayo
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bioquimico de tres a cuatro veces sobre los extractos sin tratar. Para determinar si los compuestos también funcionan
in vivo, se tratd una linea celular estable que albergaba el gen de luciferasa que contenia UGA sin sentido con células
seleccionadas cultivadas en medio convencional suplementado con penicilina-estreptomicina (P/S) al 1% y suero
bovino fetal (FBS) al 10% hasta una confluencia del 70% y se dividieron 1:1 el dia antes del tratamiento. En el siguiente
dia, las células se trataron con tripsina y se afiadieron 40.000 células a cada pocillo de una placa de cultivo tisular de
96 pocillos. Se prepararon diluciones en serie de cada compuesto para generar una curva de respuesta a dosis de seis
puntos que abarca 2 log (30 uM a 0,3 uM). La concentracion final del disolvente DMSO permanecié constante al 1% en
cada pocillo. Las células tratadas con DMSO al 1% sirvieron como patron de fondo, y las células tratadas con
gentamicina sirvieron como control positivo.

5.5 Ejemplo 5: la sal sédica del acido 3-[2-(4-lsopropil-3-metil-fenoxi)-acetilamino] benzoico altera la
accesibilidad de los agentes modificadores quimicos a nucleétidos especificos en el ARNr 28S

Estudios previos han demostrado que la gentamicina y otros miembros de la familia de aminoglucésidos que
disminuyen la fidelidad de la traduccidon se unen al sitio A del ARNr 16S. Mediante huella genética quimica,
entrecruzamiento UV y RMN, se ha demostrado que la gentamicina se une al sitio A (compuesto por los nucleétidos
1400-1410y 1490-1500, numeracion de E. coli) del ARNr en los nucleotidos 1406,1407,1494, y 1496 (Moazed y Noller,
1987, Nature 327(6121):389-394; Woodcock et al., 1991, EMBO J. 10(10):3099-3103; y Schroeder et al., 2000, EMBO
J. 19:1-9).

Se incubaron ribosomas preparados a partir de células HeLa con las moléculas pequefias (a una concentracion de 100
puM), seguido por tratamiento con agentes modificadores quimicos (dimetil sulfato [DMS] y ketoxal [KE]). Después de la
modificacién quimica, el ARNr se extrajo con fenol-cloroformo, se precipité en etanol, se analizé en reacciones de
extension de cebador usando oligonucledtidos marcados en el extremo que hibridan con diferentes regiones de los
tres ARNr y se resolvieron en geles de poliacrilamida al 6%. Las sondas usadas para la extension de cebador cubren
los ARNr completos 18S (7 cebadores oligonucleotidicos), 28S (24 cebadores oligonucleotidicos), y 5S (un cebador).
Los controles en estos experimentos incluyen DMSO (un control para cambios en la accesibilidad del ARNr inducida
por DMSO), paromomicina (un marcador para la union de ARNr 18S), y anisomicina (un marcador para la union de
ARNr 28S).

Los resultados de estos experimentos de huella genética indicaron que la sal sodica del acido
3-[2-(4-Isopropil-3-metil-fenoxi)-acetilamino] benzoico altera la accesibilidad de los agentes modificadores quimicos a
nucledtidos especificos en el ARNr 28S. Mas especificamente, las regiones protegidas por la sal sédica del acido
3-[2-(4-Isopropil-3-metil-fenoxi)-acetilamino] benzoico incluyen: (1) una regidn conservada en las cercanias del centro
peptidil transferasa (dominio V) implicado en la formacién de enlaces peptidicos y (2) una regiéon conservada en el
dominio Il que puede interaccionar con el centro peptidil transferasa en base a la unién de vernamicinina B a estas dos
areas.

5.6 Ejemplo 6: lectura de codones de terminacién prematura en modelos de enfermedad basados en células

Para abordar los efectos de los compuestos supresores sin sentido en ARNm alterados en enfermedades hereditarias
especificas, se tratd una linea celular epitelial bronquial que alberga un codon sin sentido en el aminoacido 1282
(W1282X) con sal sodica del acido 3-[2-(4-Isopropil-3-metil-fenoxi)-acetilamino] benzoico (20 uM) y se controld la
funcion CFTR como un canal de cloruro activado por AMPc usando el ensayo SPQ (Yang et al., 1993, Hum Mol Genet.
2(8):1253-1261 y Howard et al., 1996, NatMed. 2(4):467-469). Estos experimentos demostraron que el tratamiento con
AMPc de estas células provocé un aumento en la fluorescencia SPQ, coherente con la estimulacion del flujo saliente
de haluro mediado por CFTR. No se observé aumento en la fluorescencia cuando las células no se trataban con
compuesto o si las células no se estimulaban con AMPc. Estos resultados indican que el CFTR de longitud completa
expresado a partir de este alelo que contiene una mutacién sin sentido después de tratamiento con compuesto
también funciona como canal de aniones estimulado por AMPc, demostrando de este modo que las lineas celulares de
fibrosis quistica aumentan la actividad del canal de cloruro cuando se tratan con sal sdédica del acido
3-[2-(4-Isopropil-3-metil-fenoxi)-acetilamino] benzoico.

5.7 Ejemplo 7: las células primarias del ratdn mdx que contienen mutacion sin sentido expresan proteina
distrofina de longitud completa cuando se tratan con sal sodica del acido
3-[2-(4-isopropil-3-metil-fenoxi)-acetilamino]benzoico

La mutacion del ratén mdx con terminacion prematura del polipéptido de distrofina de 427 kDa ha demostrado ser una
transicion C a T en la posicion 3185 en el exdn 23 (Sicinski et al, 1989, Science. 244(4912):1578-1580). Se prepararon
cultivos de musculo esquelético primario de ratéon derivados de ratones mdx de 1 dia de edad como se ha descrito
previamente (Barton-Davis et al., 1999, J Clin Invest. 104(4):375-381). Las células se cultivaron durante 10 dias en
presencia de sal sodica del acido 3-[2-(4-Isopropil-3-metil-fenoxi)-acetilamino] benzoico (20 uM). El medio de cultivo se
reemplazé cada cuatro dias y se detectd la presencia de distrofina en cultivos de mioblastos por inmunotincién como
se ha descrito previamente (Barton-Davis et al., 1999, J Clin Invest. 104(4):375-381). Se us6 un anticuerpo monoclonal
primario contra el extremo C-terminal de la proteina distrofina (F19A12) sin diluir y se uso anticuerpo anti-IgG de ratén
conjugado con rodamina como anticuerpo secundario. El anticuerpo F19A12 detectara la proteina de longitud
completa producida por supresion del coddn sin sentido. La tincion se observd usando un microscopio Leica DMR,
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camara digital, y software de imagenes asociado en la Universidad de Pensilvania.

5.8 Ejemplo 8: lectura de codones de terminacién prematura en el ratén mdx

Como se ha descrito previamente (Barton-Davis et al., 1999, J Clin Invest. 104(4):375-381), se suministré el
compuesto por bombas osméticas Alzet implantadas bajo la piel de ratones anestesiados. Se administraron dos dosis
de sal sédica del acido 3-[2-(4-Isopropil-3-metil-fenoxi)-acetilamino] benzoico. La gentamicina sirvi6 como control
positivo y bombas cargadas solamente con disolvente sirvieron como control negativo. Las bombas se cargaron con
compuesto apropiado de modo que las dosis calculadas a las cuales se expuso el tejido fueran 10 uM y 20 uM. La
concentracion de gentamicina se calculd para conseguir una exposicion tisular de aproximadamente 200 puM. En el
experimento inicial, los ratones se trataron durante 14 dias, después de lo cual se anestesié a los animales con
quetamina y se exanguinaron. Después se escindié el musculo tibial anterior (TA) de los animales experimentales, se
congeld, y se us6 para analisis de inmunofluorescencia de incorporacion de distrofina en el musculo estriado. La
presencia de distrofina en musculos TA se detectd por inmunotincion, como se ha descrito previamente (Barton-Davis
etal., 1999, J Clin Invest. 104(4):375-381).

5.9 Ejemplo 9: capsula de dosificacion de 200 mg

La Tabla 3 ilustra una formulacion de lote y una formulacion monodosis para una unidad de dosis individual de 200 mg,
es decir, aproximadamente un 40% en peso.

Tabla 3. Formulacién para capsula de 200 mg.

Material Porcentaje en peso Cantidad (mg/comprimido) Cantidad (kg/lote)
Compuesto de la invencion 40,0% 200 mg 16,80 kg

Almidén de maiz pre-gelatinizado, NF5 9,5% 297,5 mg 24,99 kg
Estearato de magnesio 0,5% 2,5mg 0,21 kg

Total 100,0% 500 mg 42,00 kg

Los componentes de almidon de maiz pre-gelatinizado (SPRESS B-820) y el compuesto de la invencién se pasan a
través de un tamiz de 710 um y después se cargan en una mezcladora de difusién con un inserto deflector y se
mezclan durante 15 minutos. El estearato de magnesio se pasa a través de un tamiz de 210 um y se afiade a la
mezcladora de difusion. La mezcla después se encapsula en una capsula de tamafio n°0, 500 mg por capsula (tamafio
de lote de 8400 capsulas) usando una maquina de llenado de capsulas de tipo Dosator.

5.10 Ejemplo 10: forma de dosificacion oral de 100 mg

La Tabla 4 ilustra una formulacién de lote y una formulacién monodosis individual que contiene 100 mg de un
compuesto de la invencion.

Tabla 4. Formulacion para comprimido de 100 mg

Material Porcentaje en peso Cantidad (mg/comprimido) Cantidad (kg/lote)
Compuesto de la invencion  40% 100,00 20,00

Celulosa microcristalina, NF 53,5% 133,75 26,75
Tensioactivo Pluronic F-68 4,0% 10,00 2,00
(Nllr:oscarmelosa sodica tipo A’2,0% 5.00 1,00

Estearato de magnesio, NF 0,5% 1,25 0,25

Total 100,0% 250,00 mg 50,00 kg

Los componentes de celulosa microcristalina, croscarmelosa sodica, y compuesto de la invencion se pasan a través de
un tamiz de malla n°30 (de aproximadamente 430 p a aproximadamente 655 p). El tensioactivo Pluronic F-68®
(fabricado por JRH Biosciences, Inc. de Lenexa, KS) se pasa a través de un tamiz de malla n°20 (de aproximadamente
457 n a aproximadamente 1041 ). El tensioactivo Pluronic F-68® y los 0,5 kg de croscarmelosa sédica se cargan en
una mezcladora de volteo en uve de 16 gt y se mezclan durante aproximadamente 5 minutos. La mezcla después se
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transfiere a una mezcladora de volteo en uve de 3 pies cubicos donde se afiade la celulosa microcristalina y se mezcla
durante aproximadamente 5 minutos. El compuesto se afiade y se mezcla durante 25 minutos adicionales. Esta
pre-mezcla se pasa a través de un compactador de rodillo con un molino de martillo fijado a la descarga del
compactador de rodillo y se lleva de vuelta a la mezcladora de tambor. La croscarmelosa sodica restante y el estearato
de magnesio se afiaden a la mezcladora de tambor y se mezclan durante aproximadamente 3 minutos. La mezcla final
se comprime en una prensa rotatoria de comprimidos con 250 mg por comprimido (tamafio de lote de 200.000
comprimidos).

5.11 Ejemplo 11: forma de dosificacién en aerosol

Se prepara un concentrado combinando un compuesto de la invencién, y una porcion de 12,6 kg del
tricloromonofluorometano en un recipiente de acero inoxidable sellado equipado con una mezcladora de alta cizalla. La
mezcla se realiza durante aproximadamente 20 minutos. La suspension a granel entonces se prepara en el recipiente
sellado combinando el concentrado con el equilibrio de los propulsores en un tanque de producto a granel que tiene la
temperatura controlada de 21°C a 27°C y la presion controlada de 2,8 a 4,0 bares. Recipientes de aerosol de 17 ml que
tienen una valvula contadora que esta disefiada para proporcionar 100 inhalaciones de la composicién de la invencion.
Cada recipiente se proporciona con lo siguiente:

compuesto de la invencion 0,0141¢g
tricloromonofluorometano 1,6939 g
diclorodifluorometano 3,7028 g
diclorotetrafluoroetano 1,5766 g
total 7,0000 g
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto acido 3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico, que tiene la estructura:

W

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Una composicién farmacéutica que comprende el compuesto segun la reivindicacion 1 y un vehiculo, excipiente o
diluyente farmacéuticamente aceptable.

3. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 2, que comprende de 0,1 mg a 2000 mg de &cido
3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

4. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 3, que comprende de 5 mg a 500 mg de acido
3-[5-(2-fluoro-fenil)-[1,2,4]oxadiazol-3-il]-benzoico o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

5. La composicion farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4 preparada para administracién oral,
parenteral, a la mucosa, nasal, bucal, sublingual, transdérmica o tépica.

6. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 5, en donde la composicion es un polvo, un granulo, un
comprimido, una capsula o una suspension, en donde la suspension opcionalmente es acuosa.

7. La composicién farmacéutica de una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en donde la composicién es un sélido
estéril o una forma de dosificacién parenteral estéril.

8. Una forma de dosificacion unitaria individual que comprende:
el compuesto segun la reivindicacion 1; o
la composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7.

9. El compuesto de la reivindicacién 1 para su uso en un método para tratar o prevenir una enfermedad asociada con
una ausencia de expresion de un gen como resultado de un codén de parada prematura, en donde dicha enfermedad
asociada con una ausencia de expresion de un gen como resultado de un codén de parada prematura es una
enfermedad de almacenamiento lisosémico, una enfermedad cardiovascular, una enfermedad pulmonar, una
enfermedad cardiaca, una enfermedad autoinmune, una enfermedad sanguinea, una enfermedad de colageno,
diabetes, una enfermedad inflamatoria, una enfermedad del sistema nervioso central, una enfermedad renal, una
distrofia muscular, retinitis pigmentosa, amiloidosis, gigantismo, enanismo, hipotiroidismo, hipertiroidismo,
envejecimiento, u obesidad.

10. El compuesto para el uso de la reivindicacion 9, en donde la enfermedad de almacenamiento lisosdmico es
esclerosis tuberosa, mucopolisacaridosis tipo IlIA, mucopolisacaridosis tipo VI, mucopolisacaridosis tipo VI,
leucodistrofia metacromatica, enfermedad de Niemann Pick, o enfermedad de Sandhoff; o

en donde la enfermedad autoinmune es una inmunodeficiencia, artritis reumatoide o enfermedad de injerto
contra hospedador; o

en donde la enfermedad inflamatoria es artritis; o

en donde la enfermedad del sistema nervioso central es esclerosis multiple, lipofuscinosis ceroide neuronal
infantil tardia, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Tay Sachs, una enfermedad neurodegenerativa o
enfermedad de Parkinson; o

en donde la enfermedad sanguinea es hemdfilia, enfermedad de Von Willebrand, ataxia-telangiectasia o
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b-talasemia; o

en donde la enfermedad renal es calculos renales; o

en donde la enfermedad de colageno es osteogénesis imperfecta, sindrome de Marfan, o cirrosis; o
en donde la enfermedad pulmonar es fibrosis quistica; o

en donde la distrofia muscular es distrofia muscular de Duchenne; o

en donde la enfermedad cardiovascular es hipercolesterolemia familiar o aterosclerosis.

11. El compuesto de la reivindicacion 1 para su uso en un método para tratar, prevenir o mejorar el cancer o uno o mas
sintomas asociados con o manifestaciones del cancer asociadas con un codén de parada prematura en un gen
supresor tumoral, en donde el gen supresor tumoral se selecciona de APC, ATM, BRAC1, BRAC2, MSH1, pTEN, Rby
p53.

12. El compuesto para el uso de la reivindicacion 11, en donde dicho cancer es de cabeza y cuello, ojo, piel, boca,
garganta, esofago, pecho, hueso, pulmon, colon, seno sigmoideo, recto, estbmago, prostata, mama, ovarios, rifion,
higado, pancreas, cerebro, intestino, corazén, o glandulas suprarrenales, en donde el cancer es un tumor sélido
seleccionado entre sarcoma, carcinoma, fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma, condrosarcoma, sarcoma
osteogénico, cordoma, angiosarcoma, endoteliosarcoma, linfangiosarcoma, linfangioendoteliosarcoma, sinovioma,
mesotelioma, tumor de Ewing, leiomiosarcoma, rabdomiosarcoma, carcinoma de células escamosas, carcinoma de
células basales, adenocarcinoma, carcinoma de glandulas sudoriparas, carcinoma de glandulas sebaceas, carcinoma
papilar, adenocarcinomas papilares, cistadenocarcinoma, carcinoma medular, carcinoma broncogénico, carcinoma de
células renales, hepatoma, carcinoma del conducto biliar, coriocarcinoma, seminoma, carcinoma embrionario, tumor
de Wilms, cancer cervical, tumor testicular, carcinoma pulmonar, carcinoma pulmonar microcitico, carcinoma de
vejiga, carcinoma epitelial, glioma, astrocitoma, meduloblastoma, craneofaringioma, ependimoma, sarcoma de
Kaposi, pinealoma, hemangioblastoma, neuroma acustico, oligodendroglioma, menangioma, melanoma,
neuroblastoma, retinoblastoma, tumor de origen sanguineo, leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfoblastica aguda
de células B, leucemia linfoblastica aguda de células T, leucemia mieloblastica aguda, leucemia promielocitica aguda,
leucemia monoblastica aguda, leucemia eritroleucémica aguda, leucemia megacarioblastica aguda, leucemia
mielomonocitica aguda, leucemia no linfocitica aguda, leucemia indiferenciada aguda, leucemia mielocitica crénica,
leucemia linfocitica crénica, leucemia de células capilares, o mieloma multiple.

13. El compuesto para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, en donde el paciente es un mamifero.

14. El compuesto para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, en donde el compuesto es para
administracion parenteral, topica, transdérmica, a la mucosa, nasal, bucal, sublingual, u oral.

15. El compuesto para el uso de la reivindicaciéon 14, en donde el compuesto es para administracién oral.

16. El compuesto para el uso de la reivindicacion 15, en donde el compuesto es para administracion oral en una forma
de polvo, granulo, comprimido, liquido o capsula.

17. El compuesto para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, en donde el compuesto es para
administracion en una cantidad terapéutica o profilacticamente eficaz de 1 mg a 2000 mg por dia.

18. El compuesto para el uso de la reivindicaciéon 17, en donde el compuesto es para administraciéon en una cantidad
terapéutica o profilacticamente eficaz de 5 mg a 500 mg por dia.

19. El compuesto para el uso de la reivindicacion 18, en donde el compuesto es para administraciéon en una cantidad
terapéutica o profilacticamente eficaz de 10 mg a 200 mg por dia.
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