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DESCRIPCION
Estabilizadores de transtiretina y su uso para inhibir amiloidosis por transtiretina e interacciones proteina-proteina
REFERENCIA CRUZADA

INTRODUCCION

La agregacion proteica subyace a una gran cantidad de trastornos humanos, que incluyen algunas de las
enfermedades mas comunes observadas en la poblacion que envejece, que incluyen amiloidosis sistémica y del
SNC (Selkoe y col., Nat Cell Biol 6: 1054-1061 (2004); Falk et al., N. Engl. J. Med. 337: 898-909 (1997)).
Recientemente, este proceso también ha sido implicado como un mecanismo importante en la senescencia celular
(Haigis et al., Mol Cell 40: 333-344 (2010)). La agregacion de péptidos o proteinas asociadas a la enfermedad puede
ocurrir en diferentes compartimentos subcelulares y afectar tejidos especificos o diseminarse sistémicamente
(Stefani et al., Biochimica et biophysica acta 1739: 5-25 (2004)). Los datos de los modelos biofisicos, celulares y
animales indican que una serie de factores genéticos y ambientales contribuyen al plegamiento incorrecto, la
agregacion y la formacioén de fibrillas amiloides (amiloidogénesis) in vivo de proteinas. Se cree que el plegamiento
incorrecto de proteinas y la formacion de amiloide estan intimamente relacionados con los mecanismos patolégicos
de las enfermedades amiloides humanas basadas en la citotoxicidad demostrada de la proteina agregada in vitro.
Una serie de observaciones en pacientes también indican que la formacion de amiloide esta intimamente ligada a la
patogénesis de la enfermedad. Dichas observaciones incluyen: niveles mas bajos de amiloide observados en el SNC
de controles emparejados por edad en relacion con pacientes con enfermedad de Alzheimer y la correlacién de
mejoria de la salud con el aclaramiento de amiloide en pacientes con polineuropatia amiloide familiar (FAP), tras un
trasplante hepético para reemplazar el TTR mutante por TTR salvaje. Por lo tanto, hay un gran interés en identificar
formas de prevenir los cambios conformacionales que resultan en la formacion de fibrillas de amiloide.

La transtiretina (TTR o prealbimina) es una de mas de 30 proteinas cuya agregaciéon puede causar enfermedad
(Selkoe et al., Nature 426: 900-904 (2003); Reixach y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101: 2817-2822 (2004)). TTR
es una proteina de 127 aminodcidos, rica en laminas 3, que forma un homotetramero que se sintetiza principalmente
en el higado y se secreta en la sangre. Usando superficies de unién ortogonales, TTR se une tanto a la tiroxina (T4)
como a la proteina de union a holo retinol (RBP). TTR es el principal transportador de RBP, pero debido a la
presencia de otras dos proteinas de transporte T4, es solo un soporte de respaldo para T4 en humanos (<1% de T4
unido). Las dos bolsas de unién a T4, que permanecen en gran medida desocupadas en humanos, estan formadas
por la interfaz dimero-dimero mas débil (Connelly et al., Curr Opin Struct Biol 20: 54-62 (2010)). Cada uno de los dos
sitios de enlace T4 creados por la interfaz dimero-dimero del homotetramero TTR constan de un subsitio de unién
externa, un subsitio de unién interna y una interfaz intermedia que se compone de pares de depresiones
hidrofébicas simétricas denominadas bolsillos de unién de halégeno (HBP), en los que residen los atomos de yodo
de T4 (Wojtczak y col., Acta Crystallogr D Biol Crystallogr, 52 pp 758-765 (1996)). La disociacion del tetramero de
TTR en la interfase de unién a T4, que genera dimeros que se disocian rapidamente en monémeros amiloidogénicos,
es la etapa limitante de la velocidad durante el plegamiento incorrecto de TTR y la formacién de amiloide.

Hay mas de 100 mutaciones amiloidogénicas conocidas en TTR, que se segregan en grupos étnicos y geograficos
(Saraiva et al., Hum Mutat 5: 191-196 (1995); Connors et al., Amyloid 10: 160-184 (2003)). . Mutaciones puntuales
en TTR promueve la amiloidogénesis de TTR disminuyendo la estabilidad termodinamica de TTR o disminuyendo la
barrera cinética para la disociacién de tetrameros, o ambas (Connelly et al., Curr Opin Struct Biol 20: 54-62 (2010)).
Estas mutaciones conducen a amiloidosis TTR hereditaria, como la polineuropatia amiloidea familiar (FAP) y la
miocardiopatia amiloidea familiar (FAC), que son condiciones autosémicas dominantes con diferentes edades de
aparicion y penetrancia segun el origen étnico. Una de las mutaciones de TTR causantes de FAP clinicamente mas
importantes es la desestabilizacion termodinamica de Val30Met TTR (V30M) (Coelho Curr Opin Neurol 9: 355-359
(1996)). Sin embargo, la lenta velocidad de disociacién tetramera (comparable a la de TTR de tipo salvaje) limita la
concentracion en estado estacionario del monémero amiloidogénico desestabilizado, lo que podria explicar la
penetrancia incompleta de la mutaciéon V30M en poblaciones no portuguesas. La variante de TTR mas comun con
afectacion cardiaca casi exclusiva es la mutacion V122| cinéticamente desestabilizadora. Aunque el mondémero
V122I-TTR tiene una estabilidad similar al monémero de tipo silvestre (WT-TTR), el tetrdmero se disocia 3 veces
mas rapido bajo condiciones fisiolégicas y pueden explicar la mayor penetraciéon de la mutacion V1211 (Jiang y col.,
Proc Natl Acad Sci USA 98: 14943-14948 (2001)). Este alelo ocurre en 3-4% de los afroamericanos (~1,3 millones
de personas) y se presume que contribuye a la mayor prevalencia de insuficiencia cardiaca entre los afroamericanos
(Jacobson et al., N Engl J Med 336: 466-473 (1997), Connors y col., Am Heart J 158: 607-614 (2009); Buxbaum y
col., Am Heart J 159: 864-870 (2010)). La agregacion WT-TTR subyace al desarrollo de la amiloidosis sistémica
senil (SSA), un estado que afecta hasta 10-20% de la poblacién mayor de 65 afios.

Las interacciones proteina-proteina (PPI) son un mecanismo regulador clave para una serie de procesos celulares
fisiolégicos y patolégicos que los convierten en objetivos principales para la intervencion terapéutica. Aunque los
anticuerpos terapéuticos que bloquean los IBP son el segmento de mayor crecimiento del mercado de
medicamentos recetados, no se han aprobado terapias de moléculas pequefias para esta importante clase objetivo.
La mayoria de los PPI involucran interfaces grandes, en muchos casos mas grandes de 1.500 A? (hasta 4.500 /3\2) en
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el que la afinidad se obtiene por una multitud de interacciones a menudo débiles. Como consecuencia estas
interacciones ampliamente espaciadas son dificiles de imitar con moléculas pequefias. La antagonizacion de los PPI
con compuestos organicos pequefios es un desafio por varias razones: 1) una superficie grande, a menudo plana,
esta enterrada a cada lado de la interfaz, 2) la falta de cavidades profundas, 3) la naturaleza de bibliotecas de
pequefias moléculas. Por lo tanto, muchos PPI han llegado a ser considerados "no drogable". Muchos objetivos de
PPI extracelulares han sido validados mediante el uso de anticuerpos u otros antagonistas de proteinas, algunos de
los cuales se han convertido en farmacos de gran éxito. Los ejemplos son TNFa, IL2, IL4, IL13, VEGF, IFNa, SDF-1,
CD4, MET, HER1 y 2.

El desarrollo de biosensores fluorescentes y/o luminiscentes se ha convertido en una poderosa herramienta para el
monitoreo de biomoléculas in vitro e in vivo. La transferencia de energia de resonancia de Forster (FRET) es un
método que mide la transferencia de energia dependiente de la distancia entre dos cromdforos, uno el donante y el
otro el aceptor. El donante, después de la excitacién por la luz, puede transmitir energia al aceptor a través de una
interaccion de dipolo inducida por dipolo inducido. La eficiencia de la transferencia de energia depende de la sexta
potencia de la distancia entre los tintes. En general, el aceptor debe estar a una distancia de 10-80 A del donante
para una transferencia de energia eficiente. FRET es una técnica Util porque las mediciones pueden estar bajo
condiciones fisiolégicas y es uno de los mecanismos de deteccion mas ampliamente utilizados para sondas
fluorescentes ratiométricas. Permite la investigacion de las interacciones proteina/proteina y ha demostrado ser un
método robusto para la investigacién de la dindmica de la composicién del complejo proteico y estequiometria.

SUMARIO

En la presente memoria se describen compuestos y composiciones de los mismos, que encuentran uso para
aumentar la estabilidad de proteinas, particularmente proteinas que pueden plegarse mal y formar agregados.
También se proporcionan en la presente memoria métodos para usar estos compuestos y composiciones para
aumentar la estabilidad de las proteinas y, por lo tanto, disminuir la formacién de agregados por estas proteinas.
También se describen en la presente memoria compuestos heterobifuncionales que incluyen un compuesto de union
a TTR conectado a un resto objetivo a través de un enlazador, para uso en la interrupcion de los PPI de una proteina
diana. También se describe en la presente memoria compuestos marcados que se unen a la bolsa T4 de TTR, que
se usan para determinar la concentracion de TTR estabilizado y/o tetramérico, por cualquiera de las dos mediciones
la etiqueta retenida y/o medicion de la transferencia de energia dependiente de la distancia entre el compuesto
etiqguetado unido a la bolsa de union de T4 y un compuesto y/o péptido y/o proteina marcados unidos a una
superficie de unién ortogonal en el tetrdmero de TTR.

En la presente memoria se proporcionan métodos para usar los compuestos descritos para aumentar la estabilidad
de TTR y/o TTR tetramérico, evitando asi que se plegue mal y forme fibrillas de amiloide TTR.

Los estabilizadores de TTR descritos en la presente memoria se pueden usar para disminuir la formacion de
amiloide de TTR y/o para disminuir la disfuncion celular y/o muerte asociada con la formacién de amiloide de TTR.
Los estabilizadores de TTR se pueden usar para disminuir la formacion de amiloide TTR in vitro en un sistema libre
de células, in vitro, intra o extracelularmente en cultivo celular, e in vivo, como TTR encontrados en fluidos
corporales que incluyen, pero no se limitan a, sangre, suero, liquido cefalorraquideo, tejido y érganos incluidos, entre
otros, el corazoén, el rifidn, nervios periféricos, meninges, el sistema nervioso central, el ojo (incluida la retina y el
fluido vitreo) ) de un sujeto. Como tales, los métodos para usar los compuestos descritos incluyen administrar los
compuestos descritos in vitro, ex vivo 0 a un sujeto in vivo para aumentar la estabilidad de TTR encontrada en
fluidos corporales que incluyen, pero no se limitan a, sangre, suero, fluido cerebroespinal, tejidos y 6rganos
incluyendo pero no restringido al corazén, el rifion, nervios periféricos, meninges, el sistema nervioso central, los
0jos.

También se proporciona en la presente memoria un compuesto para usar en un método para el tratamiento,
prevencion, retraso o mejora de uno o mas sintomas de amiloidosis de TTR asi como el método que implica la
administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto proporcionado en la presente memoria. En
una realizacién, el compuesto evita la disociacion de un tetramero de transtiretinas mediante la estabilizacion
cinética del tetramero de TTR. Las enfermedades de amiloide TTR incluyen, pero no estan limitadas a polineuropatia
amiloide familiar, miocardiopatia amiloide familiar, amiloide leptomeningeo, amiloidosis oculoleptomengial,
amiloidosis sistémica senil, amiloidosis vitrea, amiloidosis del SNC, hipertiroxinemia eutiroidea familiar. Otras
enfermedades amiloides incluyen, pero no se limitan a, amiloidosis ocular, amiloidosis gastrointestinal, amiloidosis
neuropatica, amiloidosis no neuropatica, nefropatia, amiloidosis no hereditaria, amiloidosis reactiva/secundaria,
amiloidosis cerebral, enfermedad de Alzheimer, encefalopatia espongiforme (es decir, enfermedad de Creutzfeldt
Jakob , GSS, insomnio familiar fatal), demencia frontotemporal, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral
amiotréfica (ELA), sindrome de Down, esclerosis multiple, polineuropatia, sindrome de Guillain-Barré, degeneracion
macular, opacidades vitreas, glaucoma, diabetes tipo Il y carcinoma medular tiroideo.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS.
La figura 1 ilustra la evaluacion de la unién de ligandos (compuesto Vlic, compuesto A y tafamidis) a TTR en
tampdn mediante polarizacion de fluorescencia. La figura 1 representa ligandos TTR (10 mM) que desplazan
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competitivamente la sonda FP 5 (0,2 mM) desde TTR (0,4 mM) a través de la union a los sitios de unién a T4
(cuanto menor es la unién de la sonda, mayor es la afinidad de union del ligando de TTR).

La figura 2 representa la competencia de la sonda FP 5 a partir de TTR aumentando las concentraciones
(0,003 a 100 mM) del compuesto Vlic (Kapp = 193 nM, R® = 0,994) y tafamidis (Kapp = 247 nM, R? = 0,990).
Cada punto muestra la media +/- SD de tres réplicas

La figura 3 representa la evaluacion de la afinidad de uniéon del compuesto Vlic, compuesto A y tafamidis a
TTR mediante calorimetria de valoracién isotérmica. (A) Titulacion calorimétrica del compuesto Vlic contra
TTR (K1 = 4,8 nM y Kg2 = 314 nM). (B) Titulacion calorimétrica del compuesto A frente a TTR (Kq1 = 58 nM y
Ka2 = 500 nM). (C) Titulacién calorimétrica de tafamidis frente a TTR (Ka1 = 4,4 nM y Kg2 = 280 nM). Datos
brutos (arriba) y calores integrados (abajo) de la titulacién de TTR (2 mM) con compuestos de prueba (25
HM).

La figura 4 representa el cambio de fluorescencia debido a la modificacion de TTR en suero humano
mediante la sonda covalente 6. (A) Monitorizada durante 6 h en presencia de sonda sola (circulos negros) o
sonda y ligandos TTR (compuesto Vllc, compuesto A y tafamidis) (colores). (B) Porcentaje de sonda
covalente 6 que se une a TTR en presencia de ligandos (compuesto Vlic, compuesto A y tafamidis) medido
después de 6 horas de incubacién, con respecto a la sonda sola (cuanto menor sea la unién de la sonda,
mayor sera la selectividad de unién del ligando a TTR). Cada barra muestra la media +/- SD de tres réplicas.
La figura 5 representa la estabilizacion de WT-TTR en suero frente a la desnaturalizacion mediada por acido
en (A) la presencia de 10 microM compuesto Vlic, compuesto A y tafamidis, (B) la presencia del intervalo de
concentraciéon (0,1 a 10 microM) de compuesto Vlic y tafamidis. Las muestras de suero se incubaron en
tampon de acetato (pH 4,0), con DMSO o 10 uM del compuesto de prueba, durante el periodo de tiempo
deseado (0 y 72 horas) antes del entrecruzamiento, SDS-PAGE e inmunotransferencia. La densidad de todas
las bandas TTR (tetramero TTR, punta de flecha y TTR unido a RBP, flecha sélida) se cuantificé utilizando un
sistema de imagenes infrarrojas Odyssey (LI-COR Bioscience, Lincoln, NE) y se informé como % tetramero
TTR = 100 x [(tetrdmero & tetramero + densidad RBP, 72 h) / (tetramero y tetramero + densidad RBP de
DMSO, 0 h)]. Cada barra muestra la media +/- SD de tres réplicas.

Las figuras 6A-6B ilustran la estabilizacién de V122I-TTR en suero de dos pacientes con FAC frente a la
desnaturalizacién mediada por acido en presencia de compuesto Vlic y tafamidis. Las muestras de suero se
incubaron en tampon de acetato (pH 4,0), con DMSO o 10 pM de tafamidis y compuesto Vlic, durante el
periodo de tiempo deseado (0 y 72 horas) antes del entrecruzamiento, SDS-PAGE e inmunotransferencia.
Cada barra muestra la media +/- SD de tres réplicas.

La figura 7 representa la evaluacién de la citotoxicidad del compuesto Vlic, compuesto A y tafamidis en
concentraciones de 1 a 100 uM, en cuatro lineas celulares diferentes: Hep3B: linea celular de hepatoma
humano; Jurkat: linea celular de linfocitos T; MCF7: linea celular de cancer de mama Hela: linea celular de
cancer de cuello uterino; La viabilidad celular se evalu6 usando el ensayo de MTT después de 24 h. Los
resultados de viabilidad celular se informan en relaciéon con las células tratadas solo con vehiculo (100% de
viabilidad celular). Cada barra muestra la media +/- SD de tres réplicas.

La figura 8 muestra la afinidad de unién y la selectividad de los compuestos de prueba a TTR por su
capacidad para competir por sonda 6 covalente que se une a TTR en suero humano.

DEFINICIONES

"En combinacién con" como se usa en la presente memoria se refiere a usos en los que, por ejemplo, se administra
el primer compuesto durante todo el curso de administracion del segundo compuesto; donde el primer compuesto se
administra durante un periodo de tiempo que se solapa con la administracion del segundo compuesto, p. €j. donde la
administracion del primer compuesto comienza antes de la administracion del segundo compuesto y la
administracion del primer compuesto finaliza antes de que termine la administracion del segundo compuesto; donde
la administracion del segundo compuesto comienza antes de la administracion del primer compuesto y la
administracion del segundo compuesto finaliza antes del final de la administracion del primer compuesto; donde
comienza la administracion del primer compuesto antes de que comience la administracion del segundo compuesto
y la administracion del segundo compuesto finaliza antes de que termine la administracion del primer compuesto;
donde comienza la administracién del segundo compuesto antes de que comience la administracion del primer
compuesto y la administracion del primer compuesto finaliza antes de que termine la administracion del segundo
compuesto. Como tal, "en combinacion" también se puede referir a un régimen que implica la administraciéon de dos
0 mas compuestos. "En combinacion con" como se usa en la presente memoria también se refiere a la
administracion de dos o mas compuestos que pueden administrarse en la misma formulacién o en diferentes
formulaciones, por la misma de diferentes rutas, y en el mismo o diferente tipo de forma de dosificacion.

El término "compuesto aislado” significa un compuesto que se ha separado significativamente de otros compuestos
con los que se produce en la naturaleza o durante la sintesis quimica, o esta enriquecido con respecto a ellos. Los
compuestos aislados son usualmente al menos aproximadamente 80% puros, 0 al menos aproximadamente 90%
puros, al menos aproximadamente 98% puros, o al menos aproximadamente 99% puros, en peso. La presente
invencion pretende abarcar diasteredmeros asi como sus formas racémicas y resueltas, enantioméricamente puras y
sus sales farmacéuticamente aceptables.
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"Tratar" o "tratamiento” de una afeccidén o enfermedad incluye: (1) prevenir, mejorar o alterar al menos un sintoma de
las afecciones de una manera beneficiosa, es decir, causar un sintoma clinico que no se desarrolle
significativamente en un mamifero que pueda ser expuesto o predispuesto a la enfermedad, pero adn no
experimenta o muestra sintomas de la enfermedad, (2) inhibir la enfermedad, es decir, detener o reducir el desarrollo
de la enfermedad o sus sintomas, o (3) aliviar la enfermedad, es decir, provocar la regresion de la enfermedad o sus
sintomas clinicos. Como se usa en la presente memoria, la mejora de los sintomas de un trastorno particular
mediante la administracion de un compuesto o composicion farmacéutica particular se refiere a cualquier
disminucion, ya sea permanente o temporal, duradera o transitoria que puede atribuirse o asociarse con la
administracion de la composicion.

Una "cantidad terapéuticamente efectiva" o "cantidad eficaz" significa la cantidad de un compuesto que, cuando se
administra a un mamifero u otro sujeto para tratar una enfermedad, es suficiente para efectuar dicho tratamiento
para la enfermedad. La "cantidad terapéuticamente efectiva”" variara dependiendo del compuesto, la enfermedad y
su gravedad y la edad, peso, etc., del sujeto a tratar.

Los términos "sujeto” y "paciente" significan un mamifero que puede necesitar los métodos, las composiciones y los
tratamientos farmacéuticos descritos en la presente memoria. Los sujetos y pacientes incluyen por lo tanto, sin
limitacion, primates (incluidos humanos), caninos, felinos, ungulados (por ejemplo, equino, bovino, porcino (por
ejemplo, cerdo)) y otros sujetos. Los seres humanos y los animales no humanos que tienen importancia comercial
(por ejemplo, ganado y animales domésticos) son de particular interés.

"Mamifero" significa un miembro o miembros de cualquier especie de mamifero, e incluye, a modo de ejemplo,
caninos; felinos; equinos; bovinos; ovinos; roedores, etc. y primates, particularmente humanos. Modelos de animales
no humanos, en particular mamiferos, p. €. primates, murinos, lagomorfos, etc. pueden usarse para investigaciones
experimentales.

El término "forma de dosificacion unitaria", como se usa en la presente memoria, se refiere a unidades fisicamente
discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para sujetos humanos y animales, conteniendo cada unidad una
cantidad predeterminada de compuestos de la presente invencion calculado en una cantidad suficiente para producir
el efecto deseado en asociacion con un diluyente, vehiculo o vehiculo farmacéuticamente aceptable. Las
especificaciones para las nuevas formas de dosificacién unitaria de la presente invencion dependen del compuesto
particular empleado y del efecto a lograr, y la farmacodinamia asociada con cada compuesto en el huésped.

El término "condiciones fisioloégicas" pretende abarcar aquellas condiciones compatibles con células vivas, por
ejemplo, condiciones predominantemente acuosas de una temperatura, pH, salinidad, etc. que son compatibles con
las células vivas.

Un ‘"excipiente farmacéuticamente aceptable”, “"diluyente farmacéuticamente aceptable”, "vehiculo
farmacéuticamente aceptable" y "adyuvante farmacéuticamente aceptable" significa un excipiente, diluyente,
vehiculo y adyuvante que son Utiles para preparar una composicién farmacéutica que generalmente son seguros, no
téxicos, ni bioldgicamente ni de otro modo indeseables, e incluyen un excipiente, diluyente, transportador y
adyuvante que son aceptables para uso veterinario, asi como uso farmacéutico humano. "Un excipiente, diluyente,
vehiculo y adyuvante farmacéuticamente aceptable” como se usa en la memoria descriptiva y reivindicaciones
incluye tanto uno como mas de uno de tales excipientes, diluyentes, vehiculos y adyuvantes.

Como se usa en la presente memoaria, una "composicion farmacéutica” pretende abarcar una composicion adecuada
para la administraciébn a un sujeto, tal como un mamifero, especialmente un ser humano. En general, una
"composicién farmacéutica" es preferiblemente estéril, y esta libre de contaminantes que son capaces de provocar
una respuesta indeseable dentro del sujeto (por ejemplo, el (los) compuesto (s) en la composicion farmacéutica es
de calidad farmacéutica). Las composiciones farmacéuticas se pueden disefiar para administracion a sujetos o
pacientes que lo necesiten a través de varias rutas de administracion diferentes que incluyen oral, bucal, rectal,
parenteral, intraperitoneal, intradérmica, intratraqueal y similares.

Como se usa en el presente documento, los "derivados farmacéuticamente aceptables” de un compuesto de la
invencion incluyen sales, ésteres, enol éteres, enolésteres, acetales, cetales, ortoésteres, hemiacetales,
hemicetales, acidos, bases, solvatos, hidratos o profarmacos de los mismos. Dichos derivados se pueden preparar
facilmente por los expertos en esta técnica usando métodos conocidos para tal derivatizacion. Los compuestos
producidos se pueden administrar a animales o humanos sin efectos toxicos significativos y son farmacéuticamente
activos o son profarmacos.

Como se usa en la presente memoria, los derivados farmacéuticamente aceptables de un compuesto incluyen sales,
ésteres, enol éteres, enol ésteres, acetales, cetales, ortoésteres, hemiacetales, hemicetales, solvatos, hidratos o
profarmacos de los mismos. Tales derivados se pueden ser preparar facilmente por los expertos en esta técnica
usando métodos conocidos para tal derivatizacion. Los compuestos producidos se pueden administrar a animales o
humanos sin efectos toxicos sustanciales y son farmacéuticamente activos o son profarmacos.
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Una "sal farmacéuticamente aceptable" de un compuesto significa una sal que es farmacéuticamente aceptable y
gue posee la actividad farmacoldgica deseada del compuesto original. Dichas sales incluyen: (1) sales de adicién de
acido, formada con acidos inorganicos tales como acido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulfirico, acido nitrico,
acido fosférico y similares; o formada con acidos organicos tales como acido acético, acido propionico, acido
hexanoico, acido ciclopentanopropionico, acido glicélico, acido piravico, acido lactico, acido malbnico, acido
succinico, acido malico, acido maleico, acido fumarico, acido tartarico, acido citrico, benzoico éacido, acido 3- (4-
hidroxibenzoil) benzoico, acido cinamico, acido mandélico, acido metanosulfénico, acido etanosulfénico, acido 1,2-
etanodisulfonico, &cido 2-hidroxietanosulfénico, acido bencenosulfénico, acido 4-clorobenceno nesulfénico, acido 2-
naftalenosulfénico, acido 4-tolueno sulfénico, acido canforsulfénico, acido glucoheptonico, acido 4,4'-metilenolen- (3-
hidroxi-2-eno-1-carboxilico), acido 3-fenilpropiénico, acido trimetilacético, acido butilacético terciario, acido
laurilsulfdrico, acido glucénico, acido glutamico, acido hidroxinaftoico, acido salicilico, acido estearico, acido
muconico y similares; o (2) sales formadas cuando un protén acido presente en el compuesto original o bien se
reemplaza por un ion metalico, por ejemplo, un ion de metal alcalino, un ion alcalinotérreo o un ion de aluminio; o se
coordina con una base organica como la etanolamina, dietanolamina, trietanolamina, trometamina, N-metilglucamina
y similares.

Sales farmacéuticamente aceptables también pueden incluir, pero sin limitacion, sales de amina, tales como, pero
sin limitarse a ellas, N, N'-dibenciletiiendiamina, cloroprocaina, colina, amoniaco, dietanolamina y otras
hidroxialquilaminas, etilendiamina, N-metilglucamina, procaina, N- bencilfenetilamina, 1-para-clorobencil-2-pirrolidin-
1'-ilmetilo-bencimidazol, dietilamina y otras alquilaminas, piperazina y tris (hidroximetil) aminometano; sales de
metales alcalinos, tales como, pero sin limitacion, litio, potasio y sodio; sales de metales alcalinotérreos, tales como,
pero sin limitacion, bario, calcio y magnesio; sales de metales de transicion, tales como, pero sin limitacion, zinc; y
otras sales metalicas, tales como, aunque sin limitacién, hidrogenofosfato de sodio y fosfato de disodio; y también
incluyendo, pero no limitado a, sales de minerales acidos, tales como, pero sin limitacion, hidrocloruros y sulfatos; y
sales de acidos organicos, tales como, entre otros, acetatos, lactatos, malatos, tartratos, citratos, ascorbatos,
succinatos, butiratos, valeratos y fumaratos. Otras sales farmacéuticamente aceptables incluyen sales acidas tales
como acetato, adipato, alginato, aspartato, benzoato, bencenosulfonato, bisulfato, butirato, citrato, canforato,
canforsulfonato, ciclopentanopropionato, digluconato, dodecilsulfato, etansulfonato, fumarato, glucoheptanoato,
glicerofosfato, hemisulfato, heptanoato, hexanoato, hidrocloruro, hidrobromuro, hidruroyoduro,  2-
hidroxietanosulfonato, lactato, maleato, metanosulfonato, 2-naftalenosulfonato, nicotinato, oxalato, pamoato,
pectinato, persulfato, 3-fenil-propionato, picrato, pivalato, propionato, succinato, tartrato, tiocianato, sintalato y
undecanoato; sales basicas que incluyen sales de amonio, sales de metales alcalinos, tales como sales de sodio y
potasio, sales de metales alcalinotérreos, tales como sales de calcio y magnesio, sales con bases organicas, tales
como sales de diciclohexilamina, N-metil-D-glucamina y sales con aminoacidos tales como arginina, lisina, etc.
Ademas, grupos que contienen bases nitrogenadas se pueden cuaternizar con agentes tales como haluros de
alquilo inferior, tales como cloruro, bromuros y yoduros de metilo, etilo, propilo y butilo; dialquil sulfatos, tales como
dimetil, dietil, dibutil y diamil sulfatos, haluros de cadena larga tales como cloruros, bromuros y yoduros de decilo,
laurilo, miristilo y estearilo, haluros de aralquilo, tales como bromuros de bencilo y fenetilo y otros. De este modo se
obtienen productos solubles o dispersables en agua o aceite.

Esteres farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no estan limitados a, ésteres de alquilo, alquenilo, alquinilo y
cicloalquilo de grupos acidos, que incluyen, pero no se limitan a, acidos carboxilicos, acidos fosféricos, acidos
fosfinicos, acidos sulfonicos, acidos sulfinicos y acidos borénicos.

Enoléteres farmacéuticamente aceptables incluyen, pero sin limitacién, derivados de formula C=C(OR) donde R es
hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo o cicloalquilo. Los enolésteres farmacéuticamente aceptables incluyen, pero
sin limitacion, derivados de formula C=C(OC(O)R) donde R es hidrégeno, alquilo, alquenilo, alquinilo o cicloalquilo.
Solvatos e hidratos farmacéuticamente aceptables son complejos de un compuesto con una o mas moléculas de
disolvente 0 agua, de 1 a aproximadamente 100, o de 1 a aproximadamente 10, o de 1 a aproximadamente 2, 3 0 4,
moléculas de disolvente o agua.

Un "solvato o hidrato farmacéuticamente aceptable” de un compuesto de la invencién significa un complejo de
solvato o hidrato que es farmacéuticamente aceptable y que posee la actividad farmacologica deseada del
compuesto precursor, e incluye, pero no se limita a, complejos de un compuesto de la invencién con una o mas
moléculas de disolvente o agua, o de 1 a aproximadamente 100, o de 1 a aproximadamente 10, o de 1 a
aproximadamente 2, 3 0 4, moléculas de disolvente o agua.

El término "grupo organico" y "radical organico" como se usa en este documento significa cualquier grupo que
contiene carbono, que incluye grupos hidrocarbonados que estan clasificados como un grupo alifatico, grupo ciclico,
grupo aromatico, derivados funcionalizados del mismo y/o varias combinaciones de los mismos. El término "grupo
alifatico” significa un grupo hidrocarburo lineal o ramificado saturado o insaturado y abarca grupos alquilo, alquenilo
y alquinilo, por ejemplo. El término "grupo alquilo" significa un grupo o cadena de hidrato de carbono lineal o
ramificado saturado, sustituido o no sustituido (por ejemplo, C1 a C8) que incluye, por ejemplo, metilo, etilo,
isopropilo, terc-butilo, heptilo, isopropilo, n-octilo, dodecilo, octadecilo, amilo, 2-etilhexilo, y similares. Sustituyentes
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adecuados incluyen carboxi, carboxi protegido, amino, amino protegido, halo, hidroxi, hidroxi protegido, nitro, ciano,
amino monosustituido, amino monosustituido protegido, amino disustituido, alcoxi C1 a C7, acilo C1 a C7, aciloxi C1
a C7 y similares. El término "alquilo sustituido" significa el grupo alquilo definido anteriormente sustituido de una a
tres veces por un hidroxi, hidroxi protegido, amino, amino protegido, ciano, halo, triflorometilo, amino monosustituido,
amino di-sustituido, alcoxi inferior, alquiltio inferior, carboxi, carboxi protegido, o un carboxi, amino, y/o sal hidroxi.
Como se usa en conjuncién con los sustituyentes para los anillos de heteroarilo, los términos "(cicloalquil) alquilo
sustituido” y "cicloalquilo sustituido" son como se definen a continuacién sustituidos con los mismos grupos que se
enumeran para grupo "alquilo sustituido”. El término "grupo alquenilo” significa un grupo hidrocarbonado insaturado,
lineal o ramificado con uno o mas dobles enlaces carbono-carbono, como un grupo vinilo. El término "grupo
alquinilo" significa un grupo hidrocarbonado lineal o ramificado insaturado con uno o mas triples enlaces carbono-
carbono. El término "grupo ciclico" significa un grupo hidrocarbonado de anillo cerrado que se clasifica como un
grupo aliciclico, grupo aromatico o grupo heterociclico. El término "grupo aliciclico” significa un grupo hidrocarbonado
ciclico que tiene propiedades que se asemejan a las de los grupos alifaticos. El término "grupo aromatico" o "grupo
arilo" significa un grupo hidrocarburo aromatico mono o policiclico, y puede incluir uno o0 mas heteroatomos, y se
definen con mas detalle a continuacion. El término "grupo heterociclico” significa un hidrocarburo de anillo cerrado
en el que uno o mas de los atomos en el anillo son un elemento distinto de carbono (por ejemplo, nitrégeno,
oxigeno, azufre, etc.), y se definen adicionalmente a continuacion.

Los "grupos organicos" pueden ser funcionales o comprender funcionalidades adicionales asociadas con el grupo
organico, tales como carboxilo, amino, hidroxilo y similares, que pueden estar protegidos o no protegidos. Por
ejemplo, la frase "grupo alquilo" pretende incluir no solo sustituyentes alquilo de hidrocarburo saturados de cadena
abierta puros, tales como metilo, etilo, propilo, t-butilo y similares, pero también sustituyentes alquilo que llevan
sustituyentes adicionales conocidos en la técnica, tales como hidroxi, alcoxi, alquilsulfonilo, atomos de halégeno,
ciano, nitro, amino, carboxilo, etc. Por lo tanto, "grupo alquilo" incluye éteres, ésteres, haloalquilos, nitroalquilos,
carboxialquilos, hidroxialquilos, sulfoalquilos, etc.

Los términos "halo" y "halégeno"” se refieren a los grupos fluoro, cloro, bromo o yodo. Puede haber uno o mas
halégeno, que son iguales o diferentes. Los halégenos de particular interés incluyen grupos fluoro, cloro y bromo.

El término "haloalquilo” se refiere a un grupo alquilo como se definié anteriormente que esta sustituido con uno o
mas atomos de halégeno. Los atomos de halégeno pueden ser iguales o diferentes. El término "dihaloalquilo” se
refiere a un grupo alquilo como se describié anteriormente que esta sustituido por dos grupos halo, que pueden ser
iguales o diferentes. El término "trihaloalquilo" se refiere a un grupo alquilo como se describe arriba, que esta
sustituido por tres grupos halo, que pueden ser iguales o diferentes. El término "perhaloalquilo” se refiere a un grupo
haloalquilo como se defini6é anteriormente en el que cada atomo de hidrégeno en el grupo alquilo se ha reemplazado
por un atomo de halégeno. El término "perfluoroalquilo” se refiere a un grupo haloalquilo como se definio
anteriormente en el que cada atomo de hidrégeno en el grupo alquilo se ha reemplazado por un grupo fluoro.

El término "cicloalquilo” significa un anillo saturado mono-, bi- o triciclico que esta completamente saturado o
parcialmente insaturado. Los ejemplos de dicho grupo incluyen ciclodextrilo, ciclobutilo, ciclopentilo, ciclohexilo,
cicloheptilo, adamantilo, ciclooctilo, cis o trans decalina, biciclo [2.2.1] hept-2-eno, ciclohex-1-enilo, ciclopent-1-enilo,
1,4-ciclooctadienilo, y similares.

El término "(cicloalquil) alquilo” significa el grupo alquilo definido anteriormente sustituido por uno de los anillos de
cicloalquilo anteriores. Los ejemplos de dicho grupo incluyen (ciclohexil) metilo, 3-(ciclopropil)-n-propilo, 5-
(ciclopentil) hexilo, 6- (adamantil) hexilo y similares.

El término "fenilo sustituido" especifica un grupo fenilo sustituido con uno o mas restos, y en algunos casos uno, dos
0 tres restos, elegidos entre los grupos que consisten en haldégeno, hidroxi, hidroxi protegido, ciano, nitro,
trifluorometilo, C; a C; alquilo, C; a C7 alcoxi, C1 a C; acilo, C; a Cy aciloxi, carboxi, oxicarboxi, carboxi protegido,
carboximetilo, carboximetilo protegido, hidroximetilo, hidroximetilo protegido, amino, amino protegido, amino
(monosustituido), amino protegido (monosustituido), amino (disustituido), carboxamida, carboxamida protegida, N-
(alquilo C; a Cg) carboxamida, N- (alquilo C; a Cg) carboxamida protegida, N, N-di (alquilo C; a Cs) carboxamida,
trifluorometilo, N - ((alquilo C; a Cs) sulfonilo) amino, N- (fenilsulfonil) amino o fenilo, sustituido o no sustituido, de
manera que, por ejemplo, resulta un grupo bifenilo o naftilo.

Los ejemplos del término "fenilo sustituido" incluyen un grupo mono- o di (halo) fenilo tal como 2, 3 o 4-cloro-fenilo,
2,6-diclorofenilo, 2,5-diclorofenilo, 3,4-diclorofenilo, 2, 3 o 4-bromofenilo, 3,4-dibromofenilo, 3-cloro-4-fluorofenilo, 2,
3 0 4-fluorofenilo y similares; un grupo mono o di (hidroxi) fenilo tal como 2, 3 o 4-hidroxifenilo, 2,4-dihidroxifenilo, los
derivados hidroxi protegidos de los mismos y similares; un grupo nitrofenilo tal como 2, 3 o0 4- nitrofenilo; un grupo
cianofenilo, por ejemplo, 2, 3 0 4-cianofenilo; un grupo mono- o di (alquil) fenilo tal como 2, 3 o 4-metilfenilo, 2,4-
dimetilfenilo, 2, 3 o 4- (iso-propil) fenilo, 2, 3 o 4-etilfenilo, 2 , 3 0 4-(n-propil) fenilo y similares; un grupo mono o di
(alcoxi) fenilo, por ejemplo, 2,6-dimetoxifenilo, 2, 3 o 4- (isopropoxi) fenilo, 2, 3 o 4-(t-butoxi) fenilo, 3-etoxi-4-
metoxifenilo y similares; 2, 3 o 4-trifluorometilfenilo; un grupo mono o dicarboxifenilo o (carboxi) fenilo protegido tal
como 2, 3 o 4-carboxifenilo o 2,4-di (carboxi) fenilo protegido; un mono- o di (hidroximetil) fenilo o (hidroximetil
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protegido) fenilo tal como 2, 3 o 4-(hidroximetil protegido) fenilo o 3,4- di (hidroximetil) fenilo; un mono- o di
(aminometil) fenilo o (aminometil) fenilo protegido tal como 2, 3 0 4- (aminometil) fenilo o 2,4- (aminometil protegido)
fenilo; o un mono- o di (N- (metilsulfonilamino)) fenilo tal como 2, 3 o 4- (N- (metilsulfonilamino)) fenilo. Ademas, el
término "fenilo sustituido" representa grupos fenilo disustituidos en los que los sustituyentes son diferentes, por
ejemplo, 3-metil-4-hidroxifenilo, 3-cloro-4-hidroxifenilo, 2-metoxi-4- bromofenilo, 4-etil-2 -hidroxifenilo, 3-hidroxi-4-
nitrofenilo, 2-hidroxi-4-clorofenilo y similares.

El término "(fenil sustituido) alquilo” significa uno de los grupos fenilo sustituidos anteriores unidos a uno de los
grupos alquilo descritos anteriormente. Los ejemplos incluyen grupos tales como 2-fenil-1-cloroetilo, 2- (4'-
metoxifenil) etilo, 4- (2 ', 6'-dihidroxifenil) n-hexilo, 2- (5'-ciano-3'-metoxifenil) n-pentilo, 3- (2', 6'-dimetilfenil) n-propilo,
4- cloro-3- aminobencilo, 6- (4'-metoxifenil) -3-carboxi (n-hexil), 5- (4'-aminometilfenil) -3- (aminometil) n-pentilo, 5-
fenil-3-oxo- n-pent-1-il, (4-hidroxinapth-2-il) metilo y similares.

Como se indicé anteriormente, el término "aromatico" o "arilo" se refiere a anillos carbociclicos de seis miembros.
También como se indicé anteriormente, el término "heteroarilo" denota anillos de cinco miembros o seis miembros
opcionalmente sustituidos que tienen de 1 a 4 heteroatomos, tales como atomos de oxigeno, azufre y/o nitrégeno,
en particular nitrégeno, ya sea solo o junto con atomos de anillo de azufre u oxigeno.

Ademas, los anillos de cinco miembros o seis miembros opcionalmente sustituidos pueden fusionarse opcionalmente
a un sistema de anillo aromatico de 5 miembros o 6 miembros. Por ejemplo, los anillos se pueden fusionar
opcionalmente a un sistema de anillo aromatico de 5 miembros o 6 miembros, tal como un sistema de piridina o
triazol, y preferiblemente a un anillo de benceno.

Los siguientes sistemas de anillo son ejemplos de los radicales heterociclicos (ya sean sustituidos o no sustituidos)
indicados por el término "heteroarilo": tienilo, furilo, pirrolilo, pirrolidinilo, imidazolilo, isoxazolilo, triazolilo, tiadiazolilo,
oxadiazolilo, tetrazolilo, tiatriazolilo, oxatriazolilo, piridilo, pirimidilo, pirazinilo, piridazinilo, oxazinilo, triazinilo,
tiadiazinil tetrazol, 1,5- [b] piridazinilo y purinilo, asi como derivados benzocondensados, por ejemplo, benzoxazolilo,
benzotiazolilo, bencimidazolilo e indolilo.

Los sustituyentes para los anillos heteroarilo opcionalmente sustituidos anteriores son de uno a tres halo,
trihalometilo, amino, amino protegido, sales amino, amino mono-sustituido, amino di-sustituido, carboxi, carboxi
protegido, sales de carboxilato, hidroxi, hidroxi protegido, sales de un grupo hidroxi, alcoxi inferior, alquiltio inferior,
alquilo, alquilo sustituido, cicloalquilo, cicloalquilo sustituido, (cicloalquil) alquilo, sustituido (cicloalquil) alquilo, fenilo,
fenilo sustituido, fenilalquilo, y (fenil sustituido) alquilo. Los sustituyentes para el grupo heteroarilo son como se han
definido anteriormente, o en el caso de trihalometilo, pueden ser trifluorometilo, triclorometilo, tribromometilo o
triyodometilo. Como se usa junto con el anteriores sustituyentes para anillos heteroarilo, "alcoxi inferior" significa un
grupo alcoxi C; a C4, de manera similar, "alquiltio inferior" significa un grupo alquiltio C; a Ca.

El término "amino (monosustituido)" se refiere a un grupo amino con un sustituyente elegido del grupo que consiste
en fenilo, fenilo sustituido, alquilo, alquilo sustituido, acilo C; a C4, alquenilo C; a Cy, alquenilo sustituido C; a Cy,
alquinilo C; a Cy, alquilarilo C7 a Css, alquilarilo sustituido C7 a Ci6 y grupo heteroarilo. EI amino (monosustituido)
puede tener adicionalmente un grupo protector de amino tal como se engloba en el término "amino protegido
(monosustituido)”. El término "amino (disustituido)" se refiere a grupos amino con dos sustituyentes elegidos del
grupo que consiste en fenilo, fenilo sustituido, alquilo, alquilo sustituido, acilo C; a Cy, alquenilo C; a C, alquinilo C;
a Cy, alquilarilo C7 a Ci6, alquilarilo sustituido C; a Cis Yy heteroarilo. Los dos sustituyentes pueden ser iguales o
diferentes.

El término "heteroarilo (alquilo)" denota un grupo alquilo como se definié anteriormente, sustituido en cualquier
posicion por un grupo heteroarilo, como se definié anteriormente.

"Opcional" u "opcionalmente" significa que el evento, circunstancia, caracteristica o elemento posteriormente
descrito puede, pero no es necesario que suceda, y que la descripcion incluye instancias donde ocurre el evento o
circunstancia y casos en los que no ocurre. Por ejemplo, "grupo heterociclo opcionalmente mono o disustituido con
un grupo alquilo" significa que el alquilo puede estar presente, aunque no es necesario, y la descripcion incluye
situaciones en las que el grupo heterociclo esta mono- o disustituido con un grupo alquilo y situaciones donde el
grupo heterociclo no estéa sustituido con el grupo alquilo.

Compuestos que tienen la misma féormula molecular pero difieren en la naturaleza o secuencia de unién de sus
atomos o la disposicion de sus atomos en el espacio se denominan "isémeros". Los is6meros que difieren en la
disposicién de sus atomos en el espacio se denominan "estereoisomeros”. Los estereoisémeros que no son
imagenes especulares entre si se denominan "diastereomeros" y los que son imagenes especulares no
superponibles entre si se denominan "enantiomeros". Cuando un compuesto tiene un centro asimétrico, por ejemplo,
esta unido a cuatro grupos diferentes, es posible un par de enantidmeros. Un enantiomero puede caracterizarse por
la configuracion absoluta de su centro asimétrico y se describe mediante las reglas de secuencia Ry S de Cahny
Prelog, o por la forma en que la molécula gira el plano de la luz polarizada y se designa como dextrogira o levégira
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(es decir, como isémeros (+) o (-) -, respectivamente). Un compuesto quiral puede existir como enantibmero
individual o como una mezcla de los mismos. Una mezcla que contiene proporciones iguales de los enantiomeros se
denomina "mezcla racémica".

Los compuestos de esta invencién pueden poseer uno 0 mas centros asimétricos; tales compuestos pueden, por lo
tanto, producirse como estereoisémeros individuales (R) - 0 (S) - o como mezclas de los mismos. A menos que se
indique lo contrario, la descripcién o la denominacién de un compuesto particular en la memoria descriptiva y en las
reivindicaciones pretende incluir tanto enantidomeros individuales como mezclas racémicas o de otro tipo, de los
mismos. Los métodos para la determinacion de la estereoquimica y la separacién de esterecisémeros son bien
conocidos en la técnica (véase, por ejemplo, la discusion en el capitulo 4 de "Advanced Organic Chemistry”, 42
edicién J. March, John Wiley and Sons, Nueva York, 1992).

Salvo que se indique lo contrario, los métodos y técnicas de las presentes realizaciones generalmente se realizan
segun métodos convencionales bien conocidos en la técnica y como se describe en diversas referencias generales y
mas especificas que se citan y discuten a lo largo de la presente memoria descriptiva. Véase, por ejemplo, Loudon,
Organic Chemistry, Forth Edition, Nueva York: Oxford University Press, 2002, pp. 360-361, 1084-1085; Smith y
March, Advanced Organic Chemistry, March’s Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms, and Structure,
Fifth Edition, Wiley-Interscience, 2001.

Muchas referencias generales que proporcionan esquemas y condiciones sintéticos quimicos comunmente
conocidos Utiles para la sintesis de los compuestos descritos esta disponible (ver, por ejemplo, Smith and March,
Advanced Organic Chemistry: Reactions, Mechanisms, and Structure, Fifth Edition, Wiley-Interscience, 2001, o
Vogel, A Textbook of Organic Organic Chemistry, including Qualitative Organic Analysis, Forth Edition, Nueva York:
Longman, 1978).

Los compuestos como se describen en la presente memoria se pueden purificar por cualquiera de los medios
conocidos en la técnica, incluyendo medios cromatograficos, tales como cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), cromatografia en capa fina preparativa, cromatografia de columna instantdnea y cromatografia de
intercambio i6nico. Se puede usar cualquier fase estacionaria adecuada, incluidas las fases normales e inversas, asi
como las resinas idnicas. Véase, por ejemplo, Introduction to Modern Liquid Chromatography, 2nd Edition, ed. L.R.
Snyder y J. J. Kirkland, John Wiley and Sons, 1979; y Thin Layer Chromatography, ed. E. Stahl, Springer-Verlag,
Nueva York, 1969.

Durante cualquiera de los procesos para la preparacion de los compuestos de la presente divulgacién, puede ser
necesario y/o deseable proteger grupos sensibles o reactivos en cualquiera de las moléculas en cuestion. Esto se
puede lograr por medio de grupos protectores convencionales como se describe en las obras estandar, tales como
TW Greene y PGM Wuts, "Protective Groups in Organic Synthesis", Forth Edition, Wiley, Nueva York, 2006. Los
grupos protectores se pueden eliminar en una etapa posterior conveniente usando métodos conocidos de la técnica.

Los compuestos descritos en este documento pueden contener uno o mas centros quirales y/o enlaces dobles y, por
lo tanto, pueden existir como estereoisébmeros, tales como isdmeros de doble enlace (es decir, isomeros
geomeétricos), enantiémeros o diasteredmeros. Por consiguiente, todos los posibles enantidmeros y estereocisémeros
de los compuestos que incluyen la forma estereocisoméricamente pura (por ejemplo, geométricamente pura,
enantioméricamente pura o diastereoméricamente pura) y las mezclas enantioméricas y estereoisoméricas se
incluyen en la descripcion de los compuestos de la presente invencién. Las mezclas enantioméricas y
estereoisoméricas se pueden resolver en sus componentes enantidmeros o estereoisdmeros usando técnicas de
separacion o técnicas de sintesis quiral bien conocidas por los expertos en la técnica. Los compuestos también
pueden existir en varias formas tautoméricas que incluyen la forma endlica, la forma ceto y mezclas de las mismas.
Por consiguiente, las estructuras quimicas representadas en este documento abarcan todas las posibles formas
tautoméricas de los compuestos ilustrados. Los compuestos descritos también incluyen compuestos marcados
isotépicamente en los que uno o mas atomos tienen una masa atomica diferente de la masa atomica
convencionalmente encontrada en la naturaleza. Los ejemplos de isétopos que pueden incorporarse en los
compuestos descritos en la presente memoria incluyen, pero no se limitan a, °H, °H, *'C, **c, **c, N, *°0, 70, etc.
Los compuestos pueden existir en formas no solvatadas asi como en formas solvatadas, Incluyendo formas
hidratadas. En general, los compuestos pueden hidratarse o solvatarse. Ciertos compuestos pueden existir en
multiples formas cristalinas o amorfas. En general, todas las formas fisicas son equivalentes para los usos
contemplados en la presente memoria y estan destinadas a estar dentro del alcance de la presente descripcion.

DESCRIPCION DETALLADA

Antes de que la presente invencién se describa adicionalmente, debe entenderse que esta invencién no esta
limitada a las realizaciones particulares descritas, como tales pueden, por supuesto, variar. También debe
entenderse que la terminologia utilizada en la presente memoria tiene el propdsito de describir realizaciones
particulares solamente, y no pretende ser limitativa, ya que el alcance de la presente invencién estara limitado solo
por las reivindicaciones adjuntas.
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Cuando se proporciona un intervalo de valores, se entiende que cada valor intermedio, hasta el décimo de la unidad
del limite inferior a menos que el contexto indique claramente lo contrario, entre el limite superior e inferior de ese
intervalo y cualquier otro valor establecido o intermedio en ese intervalo indicado, esta abarcado dentro de la
invencion. Los limites superior e inferior de estos intervalos mas pequefios pueden incluirse independientemente en
los intervalos mas pequefios, y también estan abarcados dentro de la invencion, sujetos a cualquier limite
especificamente excluido en el intervalo establecido. Cuando el intervalo indicado incluye uno o ambos limites, los
intervalos que excluyen uno o ambos de los limites incluidos también se incluyen en la invencion.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en este documento tienen el
mismo significado que comdnmente entiende un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion. Aunque
cualquier método y material similar o equivalente a los descritos en la presente memoria también se puede usar en
la practica o prueba de la presente invencion, los métodos y materiales preferidos se describen a continuacion.
Todas las publicaciones mencionadas en este documento se incorporan aqui como referencia para divulgar y
describir los métodos y/o materiales en relacion con los cuales se citan las publicaciones.

Debe sefialarse que, y en las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un”, "uno" y "el" incluyen referencias
plurales a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por lo tanto, por ejemplo, la referencia a "un
método” incluye una pluralidad de dichos métodos y equivalentes de los mismos conocidos por los expertos en la
técnica, y asi sucesivamente. Se observa ademas que las reivindicaciones pueden redactarse para excluir cualquier
elemento opcional. Como tal, esta declaraciéon tiene la intencion de servir como base previa para el uso de
terminologia exclusiva como "Unicamente", "solo" y similares en relaciébn con la recitacion de elementos
reivindicados, o uso de una limitacion "negativa".

Se aprecia que ciertas caracteristicas de la invencién, que, por claridad, se describen en el contexto de realizaciones
separadas, también se pueden proporcionar en combinacidbn en una Unica realizacién. A la inversa, varias
caracteristicas de la invencion, que, por brevedad, se describen en el contexto de una Unica realizacion, también se
pueden proporcionar por separado o en cualquier subcombinacion adecuada. Todas las combinaciones de las
realizaciones pertenecientes a Ios gru1pos Elmlcos re resentados por las varlables (Eor eJempIo -J =W-, -X— =Y-, -

7= 'Q _RV1 -RV2 _RV3 _RV4 -R _ R P R _RRA -L _ -M R -R R _RJl -R RJ3’
RJ4 B Rl J 32X J2XX _ N RJJJ LJJJ RPZ, -RPS, -RP4, -RPS, -RPG, -RPZR, _RF’ZRA _RPSR _PRSRA _RP4R

’ ’ 1
P4RA PSR P5RA P6R P6RA JAK
R, -R™, -RTT -R R -RT,

etc.) estan especificamente abarcados por la presente invencion y se
describen en este documento como si todos y cada uno de la combinacién se describe individual y explicitamente,
en la medida en que tales combinaciones abarcan compuestos que son compuestos estables (es decir, compuestos
que se pueden aislar, caracterizar y ensayar para la actividad biolégica). Ademas, todas las subcombinaciones de
los grupos quimicos enumerados en las realizaciones que describen tales variables también estan especificamente
abarcadas por la presente invencion y se describen en la presente memoria como si todas y cada una de tales
subcombinaciones de grupos quimicos se divulgaran individual y explicitamente.

Las publicaciones discutidas en la presente memoria se proporcionan Unicamente para su divulgacion antes de la
fecha de presentacion de la presente solicitud. Nada en la presente memoria se debe interpretar como una admision
de que la presente invencién no tiene derecho a anteceder a dicha publicacion en virtud de la invencion anterior.
Ademas, las fechas de publicacion proporcionadas pueden ser diferentes de las fechas de publicaciones reales que
pueden necesitar confirmacion independiente.

GENERAL

La presente descripcion se basa en la identificacion de compuestos que se unen a un tetramero de TTR en
presencia de un ligando de TTR que se sabe que se une y estabiliza el tetramero de TTR. Estos compuestos
estabilizan los tetrameros de TTR y de ese modo reducen la formacion de fibrillas de amiloide TTR. Estos
compuestos también encuentran uso para determinar el nivel de TTR estabilizado y/o tetramérico. Ademas, estos
compuestos encuentran uso en la preparacion de compuestos heterobifuncionales que reclutan TTR para su uso en
la disrupcion de PPI.

COMPOSICIONES

Se proporcionan en la presente memoria compuestos que se pueden usar para estabilizar los tetrameros de TTR
reduciendo la formacion de fibrillas de amiloide TTR. Estos compuestos se pueden incorporar en una variedad de
formulaciones para administraciéon terapéutica por una variedad de rutas, que incluyen pero no se limitan a
administracion oral, parenteral, transdérmica, intratecal, oftalmica, tépica, pulmonar, nasal, rectal o de depésito.

Mas particularmente, los compuestos descritos en la presente memoria se pueden formular en composiciones
farmacéuticas por combinacién con vehiculos, diluyentes, excipientes y/o adyuvantes farmacéuticamente aceptables
apropiados.

Compuestos

Un compuesto de la invencion es de la estructura del compuesto Vlla:

10
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Ra

HsC,
—N
\
O o NH

CH, (VIIa)
donde R® es OH, CHO, COOH, CONH_, CONH (OH), COOR®, CONHR®; y R® es alquilo lineal o ramificado de 1-3

atomos de carbono; o una sal, éster, enol-éter, enol-éster, amida, acetal, cetal, ortoéster, hemiacetal, hemicetal
5 farmacéuticamente aceptables, hidrato o solvato de los mismos.

En algunas realizaciones, un compuesto de la invencion es de la estructura del compuesto VIib:

Ra

HsC,
—N
\
O > NH

CHy  (VIIb)
10

donde R* es COOH, CONH,, CONH(OH), COOR®, CONHR?; y R® es alquilo lineal o ramificado de 1-3 atomos de

carbono; o una sal, éster, enol-éter, enol-éster, amida, acetal, cetal, ortoéster, hemiacetal, hemicetal
farmacéuticamente aceptables, hidrato o solvato de los mismos.

15 En algunas realizaciones, un compuesto de la invencion es de la estructura del compuesto Vlic:

CH, (VIIc)

0 una sal, éster, enol éter, enol éster, amida, acetal, cetal, ortoéster, hemiacetal

, hemicetal farmacéuticamente
20 aceptables, hidrato o solvato de los mismos.

En algunas realizaciones, un compuesto de la invencion es de la estructura del compuesto VIig:

o

HN—N (Vllg)
25
0 una sal, éster, enol éter, enol éster, amida, acetal, cetal, ortoéster, hemiacetal, hemicetal farmacéuticamente
aceptables, hidrato o solvato de los mismos.
En algunas realizaciones, un compuesto de la invencién es de la estructura del compuesto Vlli:
30

11
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0

N (VIL)

0 una sal, éster, enol éter, enol éster, amida, acetal, cetal, ortoéster, hemiacetal, hemicetal farmacéuticamente
aceptables, hidrato o solvato de los mismos.

En algunas realizaciones, un compuesto de la invencion es de la estructura del compuesto VIlk:
O/
Cl
O
/

HN—N (VIIK)

10 0 una sal, éster, enol éter, enol éster, amida, acetal, cetal, ortoéster, hemiacetal, hemicetal farmacéuticamente
aceptables, hidrato o solvato de los mismos.

En algunas realizaciones, un compuesto de la invencion es de la estructura del compuesto VIIm:

Q
i—OH
F o]

0 una sal, éster, enol-éter, enol-éster, amida, acetal, cetal, ortoéster, hemiacetal, hemicetal farmacéuticamente
aceptables, hidrato o solvato de los mismos.

15 (VIIm)

20 En algunas realizaciones, un compuesto de la invencion es de la estructura del Compuesto Vllo:

0
OH
cl
%
HN— (Vo)

12
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0 una sal, éster, enol-éter, enol-éster, amida, acetal, cetal, ortoéster, hemiacetal, hemicetal farmacéuticamente
aceptables, hidrato o solvato de los mismos.

Formulacion de composiciones farmacéuticas

Las composiciones farmacéuticas proporcionadas en este documento contienen cantidades terapéuticamente
eficaces de uno o mas de los compuestos proporcionados en este documento que son utiles en la prevencion,
tratamiento 0 mejora de uno o mas de los sintomas de enfermedades o trastornos asociados con el plegamiento
erroneo de transtiretina (TTR), o en cuyo despliegue incorrecto de TTR esta implicito, en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Las enfermedades o trastornos asociados con el mal plegamiento de TTR incluyen,
entre otros, polineuropatia amiloide familiar, miocardiopatia amiloide familiar, amiloidosis sistémica senil,
enfermedad de Alzheimer, encefalopatia espongiforme (es decir, enfermedad de Creutzfeldt Jakob GSS, insomnio
familiar fatal), demencia frontotemporal, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotréfica (ELA), sindrome de
Down, esclerosis mdltiple, polineuropatia, sindrome de Guillain-Barré, degeneracién macular, opacidades vitreas ,
glaucoma, diabetes tipo Il o carcinoma medular de la tiroides. Los vehiculos farmacéuticos adecuados para la
administracion de los compuestos proporcionados en la presente memoria incluyen cualquiera de dichos vehiculos
conocidos por los expertos en la técnica que sean adecuados para el modo de administracion particular.

Ademas, los compuestos se pueden formular como el Unico ingrediente farmacéuticamente activo en la composicion
0 se pueden combinar con otros ingredientes activos.

Las composiciones contienen uno o mas compuestos proporcionados en este documento. Los compuestos son, en
una realizacion, formulados en preparaciones farmacéuticas adecuadas tales como disoluciones, suspensiones,
tabletas, tabletas dispersables, pildoras, capsulas, polvos, formulaciones de liberacién sostenida o elixires, para
administracion oral o en disoluciones o suspensiones estériles para administracion parenteral, asi como preparacion
de parche transdérmico e inhaladores de polvo seco. En una realizacién, los compuestos descritos anteriormente se
formulan en composiciones farmacéuticas usando técnicas y procedimientos bien conocidos en la técnica (véase,
por ejemplo, Ansel Introduction to Pharmaceutical Dosage Forms, Fourth Edition 1985, 126). En ciertas realizaciones
preferibles, los compuestos se formulan en preparaciones farmacéuticas adecuadas para administracion oral a un
sujeto.

En las composiciones, las concentraciones efectivas de uno o mas compuestos o sus derivados farmacéuticamente
aceptables se mezclan con un vehiculo farmacéutico adecuado. Los compuestos se pueden derivatizar como los
correspondientes sales, ésteres, enoléteres o ésteres enol, acetales, cetales, ortoésteres, hemiacetales,
hemicetales, acidos, bases, solvatos, hidratos o profarmacos antes de la formulacién, como se describid
anteriormente. Las concentraciones de los compuestos en las composiciones son eficaces para el suministro de una
cantidad, tras la administracion, que trata, previene o mejora uno o mas de los sintomas de enfermedades o
trastornos asociados con el mal plegamiento de TTR o en los que esta implicado el plegamiento incorrecto de TTR.

En ciertas realizaciones, las composiciones se formulan para administracién de dosis Unica. Para formular una
composicion, la fraccion en peso del compuesto se disuelve, suspende, dispersa o mezcla de otro modo en un
vehiculo seleccionado a una concentracién eficaz tal que la condicién tratada se alivia, previene, 0 uno o mas
sintomas mejoran.

El compuesto activo se incluye en el vehiculo farmacéuticamente aceptable en una cantidad suficiente para ejercer
un efecto terapéuticamente Util en ausencia de efectos secundarios indeseables en el paciente tratado. La
concentracion terapéuticamente eficaz se puede determinar empiricamente probando los compuestos en sistemas in
vitro e in vivo descritos y luego extrapolarlo para dosificaciones para humanos.

La concentracion del compuesto activo en la composicion farmacéutica dependera de las velocidades de absorcion,
inactivacion y excrecion del compuesto activo, las caracteristicas fisicoquimicas del compuesto, el programa de
dosificacién y la cantidad administrada, asi como otros factores conocidos por los expertos en la técnica. Por
ejemplo, la cantidad que se entrega es suficiente para mejorar uno 0 mas de los sintomas de enfermedades o
trastornos asociados con el mal plegamiento de TTR o en el que esta implicado el plegamiento incorrecto de TTR,
como se describe en la presente memoria.

En una realizacion, una dosificacion terapéuticamente eficaz deberia producir una concentracion sérica de
ingrediente activo de aproximadamente 0,1 ng/ml a aproximadamente 50-100 pg/ml. Las composiciones
farmacéuticas, en otra realizacién, deberian proporcionar una dosificacion de aproximadamente 0,001 mg a
aproximadamente 2.000 mg de compuesto por kilogramo de peso corporal por dia. Las formas de dosificaciéon
farmacéutica se preparan para proporcionar desde aproximadamente 0,01 mg, 0,1 mg o 1 mg hasta
aproximadamente 500 mg, 1.000 mg o 2.000 mg, y en una realizacion de aproximadamente 10 mg a
aproximadamente 500 mg del ingrediente activo o una combinacion de ingredientes esenciales por forma de unidad
de dosificacion.
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El ingrediente activo se puede administrar de una vez, o se puede dividir en varias dosis mas pequefias para
administrar a intervalos de tiempo. Se entiende que la dosificacion precisa y la duracion del tratamiento es una
funcién de la enfermedad que se esta tratando y se puede determinar empiricamente usando protocolos de prueba
conocidos o mediante extrapolacién de datos de pruebas in vivo o in vitro. Debe observarse que las concentraciones
y los valores de dosificacién también pueden variar con la gravedad de la afecciéon que se va a aliviar. Debe
entenderse ademas que para cualquier sujeto particular, los regimenes de dosificacién especificos se deben ajustar
a lo largo del tiempo de acuerdo con la necesidad individual y el juicio profesional de la persona que administra o
supervisa la administracion de las composiciones, y que los intervalos de concentracién establecidos aqui son a
modo de ejemplo solamente y no estan destinados a limitar el alcance o la practica de las composiciones
reivindicadas.

En casos en los que los compuestos exhiben una solubilidad insuficiente, se pueden usar métodos para solubilizar
compuestos. Dichos métodos son conocidos por los expertos en la técnica e incluyen, aunque sin limitacion, el uso
de tensioactivos, tales como TWEEN™, o la disolucién en bicarbonato de sodio acuoso. Los derivados de los
compuestos, tales como los profarmacos de los compuestos, también se pueden usar para formular composiciones
farmacéuticas eficaces.

Al mezclar o agregar el (los) compuesto (s), la mezcla resultante puede ser una disolucién, suspensién, emulsién o
similares. La forma de la mezcla resultante depende de una serie de factores, que incluyen el modo de
administracion previsto y la solubilidad del compuesto en el vehiculo o transporte seleccionado. La concentracién
eficaz es suficiente para mejorar los sintomas de la enfermedad, trastorno o condicion tratada y puede determinarse
empiricamente.

Las composiciones farmacéuticas se proporcionan para la administracién a humanos y animales en formas de
dosificacién unitarias, tales como tabletas, capsulas, pildoras, polvos, granulos, disoluciones o suspensiones
parenterales estériles, y disoluciones orales o suspensiones, y emulsiones de aceite y agua que contienen
cantidades adecuadas de los compuestos o derivados farmacéuticamente aceptables de los mismos. Los
compuestos farmacéuticamente activos terapéuticamente y sus derivados son, en una realizacién, formulados y
administrados en formas de dosificacién unitaria o formas de dosificacion multiple. Las formas de dosis unitarias
como se usan en la presente memoria se refieren a unidades fisicamente discretas adecuadas para sujetos
humanos y animales y empaquetadas individualmente como se conoce en la técnica. Cada dosis unitaria contiene
una cantidad predeterminada del compuesto terapéuticamente activo suficiente para producir el efecto terapéutico
deseado, en asociacién con el transporte, diluyente o vehiculo farmacéutico requerido. Los ejemplos de formas de
dosis unitarias incluyen ampollas y jeringas y tabletas o capsulas individualmente envasadas. Las formas de dosis
unitaria pueden administrarse en fracciones o mudltiplos de las mismas. Una forma de dosis multiple es una
pluralidad de formas de dosificacion unitaria idénticas empaquetadas en un Unico recipiente para administrarse en
forma de dosis unitaria segregada. Ejemplos de formas de dosis miltiples incluyen viales, botellas de tabletas o
capsulas o botellas de pintas o galones. Por lo tanto, la forma de dosis multiple es un multiplo de dosis unitarias que
no estan segregados en el envasado.

Las composiciones liquidas administrables farmacéuticamente pueden, por ejemplo, prepararse disolviendo,
dispersando o mezclando de otro modo un compuesto activo como se defini6 anteriormente y adyuvantes
farmacéuticos opcionales en un vehiculo, tal como, por ejemplo, agua, disolucién salina, dextrosa acuosa, glicerol,
glicoles, etanol, y similares, para formar de ese modo una disolucién o suspension. Si se desea, la composicién
farmacéutica a administrar también puede contener cantidades menores de sustancias auxiliares no téxicas tales
como agentes humectantes, emulsionantes, solubilizantes, tamponantes del pH y similares, por ejemplo, acetato,
citrato de sodio, derivados de ciclodextrina, monolaurato de sorbitan, acetato de trietanolamina sédica, oleato de
trietanolamina y otros agentes similares.

Se pueden preparar formas de dosificacion o composiciones que contienen ingrediente activo en el intervalo de
0,005% a 100% con el resto constituido por un vehiculo no téxico. Los métodos para la preparacion de estas
composiciones son conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, las composiciones objeto pueden
contener 0,001% -100% de ingrediente activo, en una realizacion 0,1-95%, en otra realizacion 75-85%.

Composiciones para administracion oral

Las formas de dosificacion farmacéutica oral pueden ser soélidas, en gel o liquidas. En ciertas realizaciones, las
formas de dosificacion soélidas son tabletas, capsulas, granulos y polvos a granel. Los tipos de tabletas orales
incluyen comprimidos, pastillas masticables y tabletas que pueden ser entéricas, recubiertas de azlcar o recubiertas
con pelicula. Las capsulas pueden ser capsulas de gelatina dura o blanda, los granulos y polvos se pueden
proporcionar en forma no efervescente o efervescente con la combinacién de otros ingredientes conocidos por los
expertos en la técnica.

Composiciones solidas para administracion oral
En ciertas realizaciones, las formulaciones son formas de dosificacion sdlidas, en una realizacion, capsulas o
tabletas. Las tabletas, pildoras, cépsulas, trociscos y similares pueden contener uno o mas de los siguientes
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ingredientes, 0 compuestos de naturaleza similar: un aglutinante; un lubricante; un diluyente; un deslizador un
agente disgregante; un agente colorante; un agente edulcorante; un agente aromatizante; un agente humectante; un
recubrimiento emético; y un recubrimiento de pelicula. Los ejemplos de aglutinantes incluyen celulosa
microcristalina, goma tragacanto, disolucion de glucosa, mucilago de acacia, disolucién de gelatina, melaza,
polinilpirrolidona, povidona, crospovidonas, sacarosa y pasta de almidén. Los lubricantes incluyen talco, almidén,
estearato de magnesio o calcio, lycopodium y acido estearico. Los diluyentes incluyen, por ejemplo, lactosa,
sacarosa, almidén, caolin, sal, manitol y fosfato dicalcico. Los deslizantes incluyen, pero no se limitan a, diéxido de
silicio coloidal. Los agentes desintegrantes incluyen croscarmelosa sddica, almidén glicolato sédico, acido alginico,
almidén de maiz, almidon de patata, bentonita, metilcelulosa, agar y carboximetilcelulosa. Los agentes colorantes
incluyen, por ejemplo, cualquiera de los colorantes FD y C solubles en agua certificados aprobados, mezclas en
esto; y colorantes FD y C insolubles en agua suspendidos sobre hidrato de alimina. Los agentes edulcorantes
incluyen sacarosa, lactosa, manitol y agentes edulcorantes artificiales tales como sacarina, y cualquier cantidad de
sabores secados por pulverizacién. Los agentes aromatizantes incluyen aromatizantes naturales extraidos de
plantas tales como frutas y mezclas sintéticas de compuestos que producen una sensacion agradable, tales como,
entre otros, menta y salicilato de metilo. Los agentes humectantes incluyen monoestearato de propilenglicol,
monooleato de sorbitan, monolaurato de dietilenglicol y éter laural de polioxietileno. Los recubrimientos eméticos
incluyen acidos grasos, grasas, ceras, shellac, shellac amoniacal y ftalatos de acetato de celulosa. Los
recubrimientos de pelicula incluyen hidroxietilcelulosa, carboximetilcelulosa sédica, polietilenglicol 4000 y acetato
ftalato de celulosa.

El compuesto, o derivado farmacéuticamente aceptable del mismo, podria proporcionarse en una composiciéon que
lo proteja del entorno acido del estbmago. Por ejemplo, la composicion puede formularse en un recubrimiento
entérico que mantenga su integridad en el estémago y libere el compuesto activo en el intestino. La composicién
también se puede formular en combinacién con un antiacido u otro ingrediente similar.

Cuando la forma de la unidad de dosificacion es una capsula, puede contener, ademas del material del tipo anterior,
un vehiculo liquido tal como un aceite graso. Ademas, las formas de unidades de dosificacién pueden contener otros
diversos materiales que modifican la forma fisica de la unidad de dosificacién, por ejemplo, recubrimientos de azucar
y otros agentes entéricos. Los compuestos también pueden administrarse como un componente de un elixir,
suspension, jarabe, oblea, espolvoreo, goma de mascar o similares. Un jarabe puede contener, ademas de los
compuestos activos, sacarosa como agente edulcorante y ciertos conservantes, tintes y colorantes y sabores. Los
materiales activos también se pueden mezclar con otros materiales activos que no perjudiquen la accion deseada, o
con materiales que complementen la accién deseada, como antiacidos, bloqueadores H2 y diuréticos. El ingrediente
activo es un compuesto o derivado farmacéuticamente aceptable del mismo como se describe en este documento.
Se pueden incluir concentraciones mas altas, hasta aproximadamente 98% en peso del ingrediente activo.

En todas las realizaciones, las formulaciones de comprimidos y cépsulas pueden recubrirse como conocen los
expertos en la técnica con el fin de modificar o sostener la disolucion del ingrediente activo. Por lo tanto, por ejemplo,
pueden recubrirse con un revestimiento convencional digerible entéricamente, tal como fenilalicilato, ceras y ftalato
de acetato de celulosa.

Composiciones liquidas para administracion oral

Las formas liquidas de dosificacion oral incluyen disoluciones acuosas, emulsiones, suspensiones, disoluciones y/o
suspensiones reconstituidas a partir de granulos no efervescentes y preparaciones efervescentes reconstituidas a
partir de granulos efervescentes. Las disoluciones acuosas incluyen, por ejemplo, elixires y jarabes. Las emulsiones
son aceite en agua 0 agua en aceite.

Los elixires son preparaciones hidroalcoholicas claras y endulzadas. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables
usados en elixires incluyen disolventes. Los jarabes son disoluciones acuosas concentradas de un azucar, por
ejemplo, sacarosa, y pueden contener un conservante. Una emulsién es un sistema de dos fases en el que un
liquido se dispersa en forma de pequefios globulos a través de otro liquido. Los vehiculos farmacéuticamente
aceptables utilizados en emulsiones son liquidos no acuosos, agentes emulsionantes y conservantes. Las
suspensiones usan agentes de suspension y conservantes farmacéuticamente aceptables. Las sustancias
farmacéuticamente aceptables usadas en granulos no efervescentes, para ser reconstituidas en una forma de
dosificacion oral liquida, incluyen diluyentes, edulcorantes y agentes humectantes. Las sustancias
farmacéuticamente aceptables usadas en granulos efervescentes, para ser reconstituidas en una forma de
dosificacién oral liquida, incluyen acidos organicos y una fuente de diéxido de carbono. Los agentes colorantes y
saborizantes se usan en todas las formas de dosificacion anteriores.

Los disolventes incluyen glicerina, sorbitol, alcohol etilico y jarabe. Los ejemplos de conservantes incluyen glicerina,
metil y propilparabeno, acido benzoico, benzoato de sodio y alcohol. Los ejemplos de liquidos no acuosos utilizados
en emulsiones incluyen aceite mineral y aceite de semilla de algoddn. Los ejemplos de agentes emulsionantes
incluyen gelatina, goma ardbiga, tragacanto, bentonita y tensioactivos tales como monooleato de
polioxietilensorbitan. Los agentes de suspension incluyen carboximetilcelulosa sédica, pectina, tragacanto, Veegum
y acacia. Los agentes edulcorantes incluyen sacarosa, jarabes, glicerina y agentes edulcorantes artificiales tales

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2683994 T3

como sacarina. Los agentes humectantes incluyen monoestearato de propilenglicol, monooleato de sorbitan,
monolaurato de dietilenglicol y lauril éter de polioxietileno. Los acidos organicos incluyen &cido citrico y tartarico. Las
fuentes de dioxido de carbono incluyen bicarbonato de sodio y carbonato de sodio. Los agentes colorantes incluyen
cualquiera de los tintes FD y C solubles en agua aprobados y certificados y mezclas de los mismos. Los agentes
aromatizantes incluyen sabores naturales extraidos de plantas tales como frutas, y mezclas sintéticas de
compuestos que producen una agradable sensacion de sabor.

Para una forma de dosificacién sélida, la disolucidon o suspension, en, por ejemplo, carbonato de propileno, aceites
vegetales o triglicéridos, se encapsula en una realizacion en una capsula de gelatina. Dichas disoluciones, y la
preparacion y encapsulacién de las mismas, se describen en las patentes de EEUU n° 4.328.245; 4.409.239; y
4.410.545. Para una forma de dosificacion liquida, la disolucion, por ejemplo, en un polietilenglicol, se puede diluir
con una cantidad suficiente de un vehiculo liquido farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, agua, para medir
facilmente la administracion.

Alternativamente, se pueden preparar formulaciones orales liquidas o semisdlidas disolviendo o dispersando el
compuesto activo o la sal en aceites vegetales, glicoles, triglicéridos, ésteres de propilenglicol (por ejemplo,
carbonato de propileno) y otros vehiculos similares, y encapsulando estas disoluciones o suspensiones en conchas
de gelatina dura o blanda. Otras formulaciones Utiles incluyen las expuestas en la patente de EEUU n°® RE28.819 y
4.358.603. Brevemente, tales formulaciones incluyen, pero no se limitan a, aquellas que contienen un compuesto
proporcionado en la presente memoria, un mono- o polialquilenglicol dialquilado, que incluye, pero no limitado a, 1,2-
dimetoximetano, diglima, triglima, tetraglima, polietilenglicol-350-dimetiléter, polietilenglicol-550-dimetiléter,
polietilenglicol-750-dimetiléter, en donde 350, 550 y 750 se refieren a el peso molecular medio aproximado del
polietilenglicol y uno o mas antioxidantes, tales como hidroxitolueno butilado (BHT), hidroxianisol butilado (BHA),
galato de propilo, vitamina E, hidroquinona, hidroxicumarinas, etanolamina, lecitina, cefalina, acido ascorbico, acido
malico, sorbitol, acido fosférico, acido tiodipropiénico y sus ésteres, y ditiocarbamatos.

Otras formulaciones incluyen, pero no se limitan a, disoluciones alcohdlicas acuosas que incluyen un acetal
farmacéuticamente aceptable. Los alcoholes usados en estas formulaciones son cualquier solvente miscible en agua
farmacéuticamente aceptable que tenga uno o mas grupos hidroxilo, que incluyen, pero no se limitan a,
propilenglicol y etanol. Los acetales incluyen, pero no se limitan a, di (alquilo inferior) acetales de aldehidos de
alquilo inferiores tales como acetaldehido dietil acetal.

Inyectables, disoluciones y emulsiones

En la presente memoria también se contempla la administracion parenteral, en una realizaciéon caracterizada por
inyeccion, ya sea por via subcutanea, intramuscular o intravenosa. Los inyectables se pueden preparar en formas
convencionales, ya sea como disoluciones liquidas o suspensiones, formas sélidas adecuadas para disolucion o
suspension en liquido antes de la inyeccién, o como emulsiones. Los inyectables, disoluciones y emulsiones también
contienen uno o mas excipientes. Los excipientes adecuados son, por ejemplo, agua, disolucién salina, dextrosa,
glicerol o etanol. Ademas, si se desea, las composiciones farmacéuticas a administrar también pueden contener
cantidades menores de sustancias auxiliares no toxicas tales como agentes humectantes o emulsionantes, agentes
tamponantes del pH, estabilizantes, potenciadores de la solubilidad y otros agentes similares, tales como por
ejemplo, acetato de sodio, monolaurato de sorbitan, trietanolamina oleato y ciclodextrinas.

La implantacion de un sistema de liberacion lenta o de liberaciéon sostenida, de manera que se mantenga un nivel
constante de dosificacién también se contempla en la presente memoria. Brevemente, un compuesto proporcionado
en la presente memoria se dispersa en una matriz interna sdlida, por ejemplo, polimetiimetacrilato,
polibutiimetacrilato, plastificado o no plastificado con poli (cloruro de vinilo), nylon plastificado, polietilentereftalato
plastificado, caucho natural, poliisopreno, poliisobutileno, polibutadieno, polietileno, copolimeros de etileno-acetato
de vinilo, cauchos de silicona, polidimetilsiloxanos, copolimeros de carbonato de silicona, polimeros hidréfilos tales
como hidrogeles de ésteres de acido acrilico y metacrilico, colageno, poli (alcohol vinilico) reticulado y acetato de
polivinilo parcialmente hidrolizado reticulado, que esta rodeado por una membrana exterior polimérica, por ejemplo,
polietileno, polipropileno, copolimeros de etileno/propileno, copolimeros de etileno/acrilato de etilo, copolimeros de
etileno/acetato de vinilo, cauchos de silicona, polidimetil siloxanos, caucho de neopreno, polietileno clorado,
policloruro de vinilo, copolimeros de cloruro de vinilo con acetato de vinilo, cloruro de vinilideno, etileno y propileno,
tereftalato de polietileno ionémero, cauchos de epiclorhidrina de caucho butilico, copolimero de etileno/alcohol
vinilico, terpolimero de etileno/acetato de vinilo/alcohol vinilico y etileno/copolimero de viniloxietanol, que es
insoluble en fluidos corporales. El compuesto se difunde a través de la membrana externa polimérica en una etapa
de liberacion de velocidad controlada. El porcentaje de compuesto activo contenido en tales composiciones
parenterales depende en gran medida de la naturaleza especifica de las mismas, asi como de la actividad del
compuesto y las necesidades del sujeto.

La administracion parenteral de las composiciones incluye administraciones intravenosa, subcutdnea e
intramuscular. Las preparaciones para administracion parenteral incluyen disoluciones estériles listas para inyeccion,
productos estériles solubles en seco, tales como polvos liofilizados, listos para combinarse con un solvente justo
antes de su uso, incluyendo tabletas hipodérmicas, suspensiones estériles listas para inyeccion, productos
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insolubles secos estériles listos para combinarse con un vehiculo justo antes del uso y emulsiones estériles. Las
disoluciones pueden ser acuosas 0 N0 acuosas.

Si se administran por via intravenosa, los vehiculos adecuados incluyen disolucion salina fisiolégica o disolucién
salina tamponada con fosfato (PBS), y disoluciones que contienen agentes espesantes y solubilizantes, tales como
glucosa, polietilenglicol y polipropilenglicol y mezclas de los mismos.

Vehiculos farmacéuticamente aceptables usados en preparaciones parenterales incluyen vehiculos acuosos,
vehiculos no acuosos, agentes antimicrobianos, agentes isoténicos, tampones, antioxidantes, anestésicos locales,
agentes de suspension y dispersion, agentes emulsionantes, agentes secuestrantes o quelantes y otras sustancias
farmacéuticamente aceptables.

Ejemplos de vehiculos acuosos incluyen inyeccion de cloruro de sodio, inyeccion de ringer, inyeccién de dextrosa
isotonica, inyeccidn de agua estéril, dextrosa e inyeccion de ringer lactato. Los vehiculos parenterales no acuosos
incluyen aceites fijos de origen vegetal, aceite de semilla de algodén, aceite de maiz, aceite de sésamo y aceite de
mani. Los agentes antimicrobianos en concentraciones bacteriostaticas o fungistaticas se deben agregar a las
preparaciones parenterales envasadas en envases de dosis multiples que incluyen fenoles o cresoles, mercuriales,
alcohol bencilico, clorobutanol, ésteres de acido metil y propil p-hidroxibenzoico, timerosal, cloruro de benzalconio y
cloruro de bencetonio. Los agentes isotonicos incluyen cloruro de sodio y dextrosa. Los tampones incluyen fosfato y
citrato. Los antioxidantes incluyen bisulfato de sodio. Los anestésicos locales incluyen hidrocloruro de procaina. Los
agentes de suspension y dispersantes incluyen carboximetilcelulosa sddica, hidroxipropil metilcelulosa y
polivinilpirrolidona. Los agentes emulsionantes incluyen polisorbato 80 (TWEENa 80). Un agente secuestrante o
guelante de iones metdlicos incluye EDTA. Los vehiculos farmacéuticos también incluyen alcohol etilico,
polietilenglicol y propilenglicol para vehiculos miscibles en agua; e hidréxido de sodio, acido clorhidrico, acido citrico
0 acido lactico para el ajuste del pH.

La concentracion del compuesto farmacéuticamente activo se ajusta de modo que una inyeccién proporciona una
cantidad eficaz para producir el efecto farmacolégico deseado. La dosis exacta depende de la edad, el peso y la
condicion del paciente o animal como se conoce en la técnica.

Las preparaciones parenterales a dosis unitarias se envasan en una ampolla, un vial o una jeringa con una aguja.
Todas las preparaciones para administracion parenteral deben ser estériles, como se conoce y practica en la
técnica.

De manera ilustrativa, infusidon intravenosa o intraarterial de una disolucion acuosa estéril que contiene un
compuesto activo es un modo eficaz de administracién. Otra realizacion es una disolucion o suspensién acuosa u
oleosa estéril que contiene un material activo inyectado segiin sea necesario para producir el efecto farmacolégico
deseado.

Los inyectables estan diseflados para administracién local y sistémica. En una realizacion, se formula una
dosificacién terapéuticamente eficaz para que contenga una concentracion de al menos aproximadamente 0,1% p/p
hasta aproximadamente 90% p/p 0 mas, en ciertas realizaciones mas de 1% p/p del compuesto activo del tejido(s)
tratado(s).

El compuesto se puede suspender en forma micronizada u otra forma adecuada o se puede derivatizar para producir
un producto activo mas soluble o para producir un profarmaco. La forma de la mezcla resultante depende de una
serie de factores, que incluyen el modo de administracion previsto y la solubilidad del compuesto en el vehiculo o
transporte seleccionado. La concentracion eficaz es suficiente para mejorar los sintomas de la afeccién y puede
determinarse empiricamente.

Polvos liofilizados
En la presente memoria también son de interés polvos liofilizados, que pueden reconstituirse para administracion en
forma de disoluciones, emulsiones y otras mezclas. También se pueden reconstituir y formular como sélidos o geles.

El polvo estéril liofilizado se prepara disolviendo un compuesto proporcionado en la presente memoria, o un derivado
farmacéuticamente aceptable, en un disolvente adecuado. El disolvente puede contener un excipiente que mejora la
estabilidad u otro componente farmacolégico del polvo o disolucién reconstituida, preparada a partir del polvo. Los
excipientes que se pueden usar incluyen, pero no se limitan a, dextrosa, sorbital, fructosa, jarabe de maiz, xilitol,
glicerol, glucosa, sacarosa u otro agente adecuado. El disolvente también puede contener un tampén, tal como
citrato, fosfato de sodio o potasio u otro tampdn conocido por los expertos en la técnica en, en una realizacion,
aproximadamente a pH neutro. Filtracion estéril posterior de la disolucion seguida de liofilizacién en condiciones
estandar conocidas por los expertos en la técnica proporciona la formulacién deseada. En una realizacion, la
disolucién resultante se distribuird en viales para la liofilizacion. Cada vial contendra una dosis Unica o dosis
multiples del compuesto. El polvo liofilizado puede almacenarse en condiciones apropiadas, tal como de
aproximadamente 4°C a temperatura ambiente.
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La reconstitucion de este polvo liofilizado con agua para inyeccion proporciona una formulacion para uso en
administracion parenteral. Para la reconstitucion, el polvo liofiizado se agrega a agua estéril u otro vehiculo
adecuado. La cantidad precisa depende del compuesto seleccionado. Tal cantidad se puede ser determinar
empiricamente.

Administracion tépica.

Las mezclas topicas se preparan como se describe para la administracion local y sistémica. La mezcla resultante
puede ser una disolucidon, suspension, emulsiones o similares y se formulan como cremas, geles, unguentos,
emulsiones, disoluciones, elixires, lociones, suspensiones, tinturas, pastas, espumas, aerosoles, irrigaciones,
aerosoles, supositorios, vendajes, parches dérmicos o cualquier otra formulacion adecuada para administracion
topica.

Los compuestos o derivados farmacéuticamente aceptables de los mismos se pueden formular como aerosoles para
aplicacién tépica, tal como por inhalacién. Estas formulaciones para administracién al tracto respiratorio pueden
estar en forma de un aerosol o disolucién para un nebulizador, 0 como un polvo microfino para insuflacién, solo o en
combinacién con un vehiculo inerte tal como lactosa. Donde las composiciones se formulan como aerosoles para
inhalar o administrar en el tracto respiratorio, las particulas de la formulacién pueden tener diametros de 50
micrometros o menos, tales como 40 micrémetros o menos, tal como 30 micrometros o menos, tal como 25
micrémetros o menos, tal como 15 micrometros o menos, tal como 10 micrémetros o0 menos, como 5 micrémetros o
menos y que incluye tener diametros de 1 micrometro o menos.

Los compuestos pueden formularse para aplicacion local o topica, tal como para aplicacion tépica en la piel y las
membranas mucosas, como en el ojo, en forma de geles, cremas y lociones y para su aplicacién en el ojo o para
aplicacion intracisternal o intraespinal. Se contempla la administracién tépica para el suministro transdérmico y
también para la administracién a los ojos 0 a la mucosa, o para terapias de inhalacion. También se pueden
administrar disoluciones nasales del compuesto activo solo o en combinacibn con otros excipientes
farmacéuticamente aceptables.

Estas disoluciones, tales como, por ejemplo, para uso oftalmico, se pueden formular como disoluciones isoténicas al
0,01%-10%, pH de aproximadamente 5-7, con sales apropiadas.

Composiciones para otras rutas de administracion
También se contemplan en la presente memoria otras vias de administracién, tales como parches transdérmicos,
que incluyen dispositivos iontoforéticos y electroforéticos, y administracion bucal y rectal.

Los parches transdérmicos, que incluyen dispositivos ioforéticos y electroforéticos de interés, pueden incluir, entre
otros, los descritos en las patentes de EEUU n°. 6.267.983, 6.261.595, 6.256.533, 6.167.301, 6.024.975, 6.010.715,
5.985.317, 5.983.134, 5.948.433 y 5.860.957.

Por ejemplo, las formas de dosificacion farmacéutica para administracion rectal son supositorios rectales, capsulas y
tabletas para efecto sistémico. Los supositorios rectales se usan en la presente memoria como cuerpos sélidos para
la insercién en el recto que se funden o reblandecen a temperatura corporal liberando uno o mas ingredientes
farmacoldgicamente o terapéuticamente activos. Las sustancias farmacéuticamente aceptables utilizadas en
supositorios rectales son bases o vehiculos y agentes para aumentar el punto de fusién. Los ejemplos de bases
incluyen manteca de cacao (aceite de teobroma), glicerina-gelatina, carbowax (polioxietilenglicol) y mezclas
apropiadas de mono-, di- y triglicéridos de acidos grasos. Se pueden usar combinaciones de las diversas bases. Los
agentes para elevar el punto de fusion de los supositorios incluyen espermaceti y cera. Los supositorios rectales se
pueden preparar ya sea por el método comprimido o por moldeado. El peso de un supositorio rectal, en una
realizacién, es de aproximadamente 2 a 3 g.

Los comprimidos y las capsulas para administracion rectal se fabrican usando la misma sustancia
farmacéuticamente aceptable y por los mismos métodos que para las formulaciones para administracion oral.

Formulaciones dirigidas

Los compuestos proporcionados en la presente memoria, o los derivados farmacéuticamente aceptables de los
mismos, también se pueden formular para dirigirse a un tejido, receptor u otra area particular del cuerpo del sujeto a
tratar. Muchos de tales métodos de direccionamiento son bien conocidos por los expertos en la materia. Todos estos
métodos de direccionamiento se contemplan aqui para su uso en las presentes composiciones. Ejemplos de
métodos de interés de focalizacion pueden incluir, entre otros, los descritos en las patentes de EEUU n°. 6.316.652,
6.274.552, 6.271.359, 6.253.872, 6.139.865, 6.131.570, 6.120.751, 6.071.495, 6.060.082, 6.048.736, 6.039.975,
6.004.534, 5.985.307, 5.972.366, 5.900.252, 5.840.674, 5.759.542 y 5.709.874. En una realizacion, las
suspensiones liposomales, que incluyen liposomas dirigidos a tejidos, tales como liposomas dirigidos a tumores,
también pueden ser adecuados como vehiculos farmacéuticamente aceptables. Estos pueden prepararse segun los
métodos conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, las formulaciones de liposomas se pueden preparar
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como se describe en la patente de EEUU n° 4.522.811. Brevemente, liposomas tales como vesiculas multilaminares
(MLVs) se pueden formar secando fosfatidil colina de huevo y fosfatidil serina de cerebro (relacion molar 7:3) en el
interior de un matraz. Se agrega una disolucién de un compuesto proporcionado en la presente memoria en
disolucién salina tamponada con fosfato que carece de cationes divalentes (PBS) y se agita el matraz hasta que la
pelicula lipidica se dispersa. Las vesiculas resultantes se lavan para eliminar el compuesto no encapsulado, se
sedimentan por centrifugacion y luego se resuspenden en PBS.

Dosis de los compuestos de la presente descripcion

Dependiendo del sujeto y la afeccion a tratar y de la via de administracion, los compuestos en cuestion se pueden
administrar en dosis de, por ejemplo, 0,1 ug a 10 mg/kg de peso corporal por dia. El intervalo es amplio, ya que en
general, la eficacia de un efecto terapéutico para diferentes mamiferos varia ampliamente con dosis que son
tipicamente 20, 30 o incluso 40 veces mas pequeiias (por unidad de peso corporal) en el hombre que en la rata. Del
mismo modo, el modo de administracion puede tener un gran efecto sobre la dosificacion. Por lo tanto, por ejemplo,
las dosificaciones orales pueden ser aproximadamente diez veces la dosis de inyeccion. Se pueden usar dosis mas
altas para rutas de administracion localizadas.

Una dosificacion tipica puede ser una disolucién adecuada para administracion intravenosa; una tableta tomada de
una a seis veces diariamente, 0 una capsula o tableta de liberacion prolongada tomada una vez al dia y que
contiene un contenido proporcionalmente mas elevado de ingrediente activo, etc. El efecto de liberacién en el tiempo
se puede obtener mediante materiales de capsula que se disuelven a diferentes valores de pH, mediante capsulas
gue se liberan lentamente por presién osmética, o por cualquier otro medio conocido de liberacién controlada.

Los expertos en la materia apreciaran facilmente que los niveles de dosis pueden variar en funcion del compuesto
especifico, la gravedad de los sintomas y la susceptibilidad del sujeto a los efectos secundarios. Dosis preferidas
para un compuesto dado se determinan facilmente por los expertos en la técnica por una variedad de medios.

Aungue la dosificacién usada variara dependiendo de los objetivos clinicos a alcanzar, un intervalo de dosificacion
adecuado es uno que proporciona hasta aproximadamente 1 pg a aproximadamente 1.000 pg o aproximadamente
10.000 pg de la composicién sujeto para reducir un sintoma en un sujeto animal.

Se pueden proporcionar formas de dosificacion unitaria para administracién oral o rectal, como jarabes, elixires y
suspensiones en el que cada unidad de dosificacion, por ejemplo, cucharadita, cucharada, tableta o supositorio,
contiene una cantidad predeterminada de la composicidon que contiene uno o0 mas compuestos de la invencion. De
forma similar, las formas de dosificacién unitarias para inyeccién o administracion intravenosa pueden comprender el
(los) compuesto (s) en una composicion como una disoluciéon en agua estéril, disoluciéon salina normal u otro
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Como se analiza a continuacion, la presente descripcion incluye compuestos y composiciones farmacéuticas para
estabilizar transtiretina y evitar la disociacion del tetrdmero de transtiretina mediante la estabilizacién cinética del
estado nativo del tetramero de transtiretina de la TTR, como los que se encuentran en la sangre, el suero, el liquido
cefalorraquideo, los fluidos del sistema nervioso central (SNC), la retina y los ojos. Como tales, los compuestos y
composiciones farmacéuticas de interés incluyen aquellos que son compatibles con los fluidos biologicos de sangre,
suero, fluido cerebroespinal, fluidos del sistema nervioso central, retina y los ojos.

Terapia de combinacion

Para su uso en los métodos objeto, los compuestos en cuestion se pueden formular con, o administrarse de otro
modo, en combinacién con otros agentes farmacéuticamente activos, incluidos otros agentes, que pueden modular
homeostasis de proteinas intra o extracelularmente y/o estabilidad de proteinas y/o agregacion de proteinas y/o
plegamiento de proteinas, tales como resveratrol, proteinas de choque térmico, chaperonas proteinicas y sus
miméticos.

Los compuestos descritos anteriormente también pueden administrarse en combinacién con otras terapias para
enfermedades causadas por fibrillas de amiloide TTR. Las terapias para las enfermedades causadas por las fibrillas
de amiloide TTR incluyen el trasplante de corazén para la miocardiopatia TTR, el trasplante de higado, otros
estabilizadores cinéticos de TTR, el knock-down de ARN y/o métodos de interferencia de ARN y similares. El
compuesto descrito anteriormente se puede administrar antes, después o durante otra terapia para enfermedades
causadas por fibrillas de amiloide TTR.

Los compuestos descritos en la presente memoria para uso en terapia de combinacién con los compuestos de la
presente invencidn se pueden administrar por la misma via de administracion (por ejemplo, intrapulmonar, oral,
enteral, etc.) que los compuestos que se administran. En la alternativa, los compuestos para uso en terapia de
combinacion con los compuestos de la presente invencion se pueden administrar mediante una ruta de
administracion diferente que los compuestos que se administran.
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Los compuestos y composiciones proporcionados en la presente memoria se pueden administrar como el Unico
agente terapéutico 0 en combinacién con otros ingredientes activos. Por ejemplo, los compuestos y composiciones
se pueden administrar en combinacién con otros compuestos para tratar amiloidosis y trastornos amiloides, que
incluyen pero no se limitan a compuestos que se unen y estabilizan TTR y/o compuestos que se dirigen al ARN de
TTR y/o compuestos que modulan la expresion de la proteina TTR y/o compuestos que modulan la transcripcion del
gen y/o compuestos de TTR, que pueden modular la homeostasis de proteinas intra y extracelulares y/o la
estabilidad de proteinas y/o la agregacién de proteinas y/o el plegamiento de proteinas.

Otros ingredientes activos para terapia de combinacion incluyen, pero no se limitan a, compuestos para la
modificacién de la enfermedad o el tratamiento sintomatico de amiloidosis, que incluyen, entre otros, polineuropatia
amiloide familiar, miocardiopatia amiloide familiar, amiloidosis cerebral, amiloidosis leptomeningea, amiloidosis
oculoleptomengial, amiloidosis sistémica senil, amiloidosis vitrea, amiloidosis ocular, hipertiroxinemia eutiroidea
familiar, amiloidosis gastrointestinal, amiloidosis neuropatica, amiloidosis no neuropatica, nefropatia, amiloidosis no
hereditaria, amiloidoas reactiva/secundaria, enfermedad de Alzheimer, encefalopatia espongiforme (es decir,
enfermedad de Creutzfeldt Jakob, GSS, insomnio familiar fatal), sindrome de Guillain-Barre, demencia
frontotemporal, esclerosis multiple, polineuropatia, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica (ELA),
sindrome de Down, degeneracién macular, opacidades vitreas, glaucoma, diabetes tipo Il y carcinoma medular
tiroideo.

KITS

Se proporcionan kits con dosis unitarias de los compuestos sujeto, generalmente en dosis orales o inyectables. En
dichos kits, ademas de los envases que contienen las dosis unitarias, habra un prospecto informativo que describira
el uso y los beneficios concomitantes de los medicamentos en el tratamiento de la afecciéon patolégica de interés.
Los compuestos preferidos y las dosis unitarias son los descritos anteriormente en la presente memoria.

Articulos de fabricacién

Los compuestos o derivados farmacéuticamente aceptables se pueden envasar como articulos de fabricacién que
contienen material de envasado, un compuesto o derivado farmacéuticamente aceptable del mismo proporcionado
en la presente memoria, que es eficaz para modular el plegamiento de TTR, o para el tratamiento, prevencién o
mejora de uno o mas sintomas de enfermedades o trastornos mediados por TTR, o enfermedades o trastornos en
los que el plegamiento incorrecto de TTR esta implicado, dentro del material de envasado, y una etiqueta que indica
que el compuesto o composicion, o derivado farmacéuticamente aceptable del mismo, se usa para modular el
plegamiento de TTR, o para el tratamiento, prevencién o mejora de uno o mas sintomas de trastornos, o
enfermedades mediados por TTR, o enfermedades o trastornos en los que esta implicado el plegamiento incorrecto
de TTR.

Los articulos de fabricacion proporcionados en este documento contienen materiales de envasado. Ejemplos de
materiales de envasado farmacéuticos incluyen, pero no se limitan a, blisters, botellas, tubos, inhaladores, bombas,
bolsas, viales, envases, jeringas, botellas y cualquier material de envasado adecuado para una formulacion
seleccionada y el modo de administracion previsto y tratamiento. Una amplia gama de formulaciones de los
compuestos y composiciones proporcionados en la presente memoria se contemplan como son una variedad de
tratamientos para cualquier enfermedad o trastorno en el que el mal plegamiento de TTR esté implicado como
mediador o contribuyente a los sintomas o causa.

METODOS

Hay una serie de ensayos in vitro publicados y bien establecidos que se usan para evaluar la capacidad de los
compuestos de ensayo para estabilizar los tetrameros de TTR o prevenir la formacién de fibrillas TTR. Los ejemplos
incluyen, pero no se limitan a, ensayo de polarizacion de fluorescencia, ensayo de unién de sonda fluorada, ensayo
de calorimetria de titulacion isotérmica, ensayo de formacién de fibrillas, determinacién de la estructura
tridimensional del ligando unido a TTR usando cristalografia de rayos X, FRET, cinética de transtiretina disociacion
tetramera o formaciones de fibrillas, inmunoblots para evaluar el efecto estabilizador y selectividad de la unién del
compuesto a TTR en el suero.

En la presente memoria se proporcionan métodos para usar los compuestos descritos para aumentar la estabilidad
de TTR, evitando asi que se doblen mal y formen fibrillas de amiloide TTR.

Los estabilizadores de TTR descritos en la presente memoria se pueden usar para disminuir la formacion de
amiloide de TTR y/o para disminuir la disfuncion celular y/o la muerte asociada con la formacion de amiloide de TTR.
Los estabilizadores TTR se pueden usar para disminuir la formacién de amiloide TTR in vitro en un sistema libre de
células, in vitro - intra o extracelularmente en cultivo celular, e in vivo, como TTR encontrado en fluidos corporales
que incluyen, pero no se limitan a, sangre, suero, liquido cefalorraquideo, tejido y 6rganos incluyendo pero no
restringido al corazon, el rifién, los nervios periféricos, las meninges, el sistema nervioso central, el ojo (incluida la
retina y el fluido vitreo) de un sujeto. Como tales, los métodos para usar los compuestos descritos incluyen
administrar los compuestos descritos in vitro, ex vivo 0 a un sujeto in vivo para aumentar la estabilidad de TTR
encontrada en fluidos corporales que incluyen, pero no restringido a sangre, suero, liquido cefalorraquideo, tejidos y
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drganos, incluidos, entre otros, el corazén, el rifidn, los nervios periféricos, las meninges, el sistema nervioso central,
los ojos...

La formacion de fibrillas amiloides se puede determinar usando un ensayo de turbidez in vitro en un sistema libre de
células. El ensayo de turbidez puede usar un TTR de tipo salvaje o un TTR mutante con una tendencia
incrementada a formar fibrillas amiloides. Cuando se usa un TTR de tipo salvaje, la amiloidogénesis TTR se puede
iniciar por acidificacion de TTR o la adicién de urea. Cuando se usa un mutante de TTR con una tendencia
incrementada a formar fibrillas amiloides, también se puede usar acidificacion de TTR o adicién de urea.

Los estabilizadores de TTR descritos en la presente memoria se pueden usar para disminuir la formacion de
amiloide TTR en una célula, tales como las células encontradas en fluidos corporales que incluyen, pero no se
limitan a, sangre, suero, fluido cerebroespinal, tejido y 6rganos incluyendo, pero no restringidos al corazén, rifién,
nervios periféricos, meninges, el sistema nervioso central, el ojo (incluida la retina y el fluido vitreo) de un sujeto.

También se proporcionan métodos para la estabilizacion de transtiretina en un tejido o en un fluido biolégico, y de
ese modo inhiben la disociacién y/o el mal plegamiento. Generalmente, el método comprende administrar al tejido o
fluido bioldégico una composicion que comprende una cantidad estabilizante de un compuesto descrito en la presente
memoria que se une a transtiretina y evita la disociacion del tetramero de transtiretina por estabilizacion cinética del
estado nativo del tetrdmero de transtiretina. Como tal, métodos para usar los compuestos descritos incluyen
administrar al tejido o fluido biolégico una composicion que comprende una cantidad estabilizante de un compuesto
descrito en la presente memoria que se une a transtiretina y previene la disociacion del tetrdmero transitretina
mediante la estabilizacion cinética del estado nativo del tetramero transtirretina de TTR encontrado en la sangre,
suero, liquido cefalorraquideo, fluidos del sistema nervioso central, retina y los ojos. En general, el método implica la
administracion al tejido o al fluido biolégico una cantidad estabilizante de un compuesto proporcionado en la
presente memoria que se une a TTR y evita la disociacion del tetramero de TTR mediante la estabilizacién cinética
del estado nativo del tetrdmero de TTR.

Por lo tanto, los métodos que estabilizan la TTR en un tejido enfermo mejoran el mal plegamiento y disminuyen los
sintomas de una enfermedad asociada y, dependiendo de la enfermedad, pueden contribuir a la cura de la
enfermedad. También se contempla en la presente memoria la inhibicion del plegamiento erroneo de TTR en un
tejido y/o dentro de una célula. El grado de mal plegamiento y, por lo tanto, el grado de inhibicion logrado mediante
los presentes métodos, puede evaluarse mediante una variedad de métodos, tales como los que se describen en los
ejemplos y en la publicacién de solicitud de patente internacional n°. WO 2004/056315. La descripcion de la solicitud
mencionada anteriormente se incorpora en la presente memoria como referencia en su totalidad.

Por lo tanto, los métodos que estabilizan la transtiretina en un tejido enfermo mejoran el mal plegamiento y
disminuyen los sintomas de una enfermedad asociada y, dependiendo de la enfermedad, pueden contribuir a la cura
de la enfermedad. La enfermedad objetivo de los métodos de la presente descripcidon puede variar y puede incluir
aquellas enfermedades que resultan del mal plegamiento de proteinas (por ejemplo, plegamiento de TTR) o
enfermedades asociadas con una tendencia incrementada a formar fibrillas amiloides del tetrdmero de TTR
encontrado en los fluidos corporales tales como sangre, suero, liquido cefalorraquideo, fluidos del sistema nervioso
central y ojos. La invencion contempla la inhibicidn del plegamiento incorrecto de TTR en un tejido y/o dentro de una
célula. El grado de plegamiento incorrecto, y por lo tanto el grado de inhibicion logrado por los métodos presentes,
se puede evaluar mediante una variedad de métodos, tales como los que se describen en los ejemplos.

Por consiguiente, en otro aspecto, la invencién incluye un compuesto para uso en un método para tratar una
enfermedad amiloide TTR, comprendiendo el método administrar a un sujeto diagnosticado con una enfermedad
amiloide TTR una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto que estabiliza el estado nativo del tetramero
TTR.

En una realizacion, la invencion presenta un compuesto para uso en un método para tratar una enfermedad de
amiloide TTR, el método comprende administrar a un sujeto diagnosticado con una enfermedad de amiloide TTR
una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto descrito anteriormente que estabiliza el tetramero de TTR.

La enfermedad amiloide TTR puede ser, por ejemplo, polineuropatia amiloide familiar, cardiomiopatia amiloide
familiar, amiloidosis sistémica senil, amiloidosis central o amiloidosis ocular.

El sujeto tratado con compuestos para su uso en los presentes métodos puede ser un sujeto humano, aunque se
debe entender que los principios de la invencion indican que la invencion es eficaz con respecto a todos los
mamiferos.

Evaluacion de la actividad de los compuestos

Se pueden usar varias pruebas in vitro para evaluar los compuestos por su capacidad de estabilizar tetrameros TTR
o prevenir la formacién de fibrillas. Las pruebas pueden incluir un ensayo de formacion de fibrillas, un ensayo de
selectividad de plasma, determinacion de la estructura tridimensional de un complejo de TTR: complejo compuesto
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(por ejemplo, mediante cristalografia de rayos X), cinética de disociacion de tetrameros de TTR o formaciones de
fibrillas y determinacién de la estequiometria y energéticos de TTR: interacciones de compuestos, por ejemplo,
mediante centrifugacion o calorimetria.

El TTR utilizado en los métodos de deteccion puede ser TTR de tipo salvaje o TTR mutante, como una ocurrencia
natural TTR mutante se asocia de forma causal con la incidencia de una enfermedad amiloide TTR, como la
polineuropatia amiloide familiar o la miocardiopatia amiloide familiar. Ejemplos de TTRs mutantes que se dan
naturalmente incluyen, pero no se limitan a, V122I, V30M, L55P (la nomenclatura mutante describe la sustitucién en
una posicion de aminoacido enumerada, con respecto al tipo salvaje; véase, por ejemplo, Saraiva y col., Hum. Mut.
17: 493 - 503 (2001)).

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos se presentan para proporcionar a los expertos en la materia una revelacion y descripcion
completas de como hacer y usar la presente invencién, y no estan destinados a limitar el alcance de lo que los
inventores consideran como su invencion ni tienen la intencién de representar que los experimentos siguientes son
todos o el Unico experimento realizado. Se han realizado esfuerzos para garantizar la precision con respecto a los
numeros utilizados (por ejemplo, cantidades, temperatura, etc.), pero se deben tener en cuenta algunos errores y
desviaciones experimentales. A menos que se indique lo contrario, las partes son partes en peso, el peso molecular
es el peso molecular promedio en peso, la temperatura es en grados centigrados, y la presion es o cerca de la
atmosférica. Se pueden usar abreviaturas estandar, por ejemplo, bp, base par(es); kb, kilobase(s); pl, picolitro(s); s o
seg, segundo(s); min, minuto(s); h o hr, hora(s); aa, aminoacido(s); kb, kilobase(s); pb, base par(s); nt, nucleétido(s);
temperatura ambiente, TA, ta, y similares.

Materiales y métodos

Reactivos e instrumentos. La prealbimina del plasma humano (TTR humana) se adquiri6 en Sigma. Diflunisal,
tiroxina (T4) y resveratrol se adquirieron en Fisher. Todas las reacciones se llevaron a cabo bajo atmdsfera de argon
usando disolventes secos en condiciones anhidras, a menos que se indique lo contrario. Los disolventes utilizados
fueron grado ACS de Fisher. Los reactivos se compraron de Aldrich y Acros, y se usaron sin purificacion adicional.
Las reacciones se controlaron mediante cromatografia de capa fina (TLC) llevada a cabo en placas de gel de silice
POLYGRAM® SIL de 0,20 mm (Art. Nr. 805 023) con indicador fluorescente UV254 usando luz UV como agente de
visualizacion. La cromatografia en columna instantanea en fase normal se llevé a cabo usando gel de silice Davisil®
(malla 100-200, Fisher). La concentracion de TTR de tipo salvaje es el suero se midi6é en Stanford Medical School
utilizando un analizador nefelométrico (28 mg/dL 0 5 uM).

Sintesis quimica del Compuesto Vlic

o O
07 L o~ o~
3-dibromopropano Acetilacetona, DBU . Os_-CHs
F - F - CH
. 3
OH K,COs, DMF. ta., 16 horas O._~~_-Br Benceno, ta, 3 dias \ I
2

Hidrato de hidracina

@)
OH
F _N, LiOH, THF F HsC =N
Etanol, 90°C OV\L(NH Agua, ta, 14 horas OV\L(NH

CH, CHs,

Compuesto Vllc

Esquema 1

3-(3-bromopropoxi)-4-fluorobenzoato de metilo (compuesto 2); A una disolucion de 4-fluoro-3-hidroxibenzoato de
metilo 1 (3,0 g, 17,6 mmol, 1 equiv) y 1,3-dibromopropano (9,0 ml, 88,2 mmol, 5 equiv) en DMF (40 ml) se afiadio
K2COs3 (2,93 g, 21,2 mmol, 1,2 equiv). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 16 horas. La
mezcla se diluy6 con EtOAc (1,5 I), se lavo con salmuera (3 x 0,5 1) y se sec6 con Na,;SO.. La disolucion se filtré y se
concentré. El residuo se purificd por cromatografia ultrarrdpida en columna (gel de silice, 1-10% EtOAc/hexanos)
para proporcionar el compuesto 2 (4,21 g, 82% de rendimiento); 'H NMR (CD30D, 600 MHz) & 7,67-7,61 (m, 2H),
7,14-7,07 (m, 1H), 4,21 (t, 2H, J = 5,89 Hz), 3,89 (s, 3H), 3,62 (t, 2H, J = 6,38 Hz), 2,38 - 2,31 (m, 2H); (ESI") m/z:
calculado para C11H12BrFO3 + H* 290,00; encontrado 290,01 (M + H™).
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3-(3-(3,5-dimetil-1H-pirazol-4-il) propoxi)-4-fluorobenzoato de metilo (compuesto 4); una disolucién de 2 (780 mg,
2,69 mmol, 1 equiv) en benceno (3 ml) se afiadié gota a gota a una disolucién de acetil acetona (0,552 ml, 5,38
mmol, 2 equiv) y DBU (0,804 ml, 5,38 mmol, 2 equiv) en benceno (7 ml). La mezcla de reaccion se agit6 a
temperatura ambiente durante 3 dias. La mezcla se filtré y se concentrd. El residuo se purificé por cromatografia en
columna ultrarrapida (gel de silice, 1-10% EtOAc/hexanos) para proporcionar el compuesto 3 que se uso6 en la
siguiente etapa directamente. Se afadié hidrato de hidrazina (0,36 ml, 6,73 mmol, 2,5 equiv) a una disolucién 3 en
etanol (5 ml) y la reaccién se calenté a reflujo durante 4 horas. La reaccién se concentré y purificd por cromatografia
en columna ultrarrapida (gel de silice, 1-20% MeOH/CH,CI,) para proporcionar el compuesto 4 (288 mg, 35% de
rendimiento) en dos etapas; 'H NMR (CDs0D, 600 MHz) & 7,64-7,58 (m, 2H), 7,20-7,15 (m, 1H), 4,01 (t, 2H, J = 6,0
Hz), 3,86 (s, 3H), 2,58 (t, 2H, J = 7,2 Hz), 2,12 (s, 6H), 1,97-1,92 (m, 2H); HRMS (DART) m/z: calculado para
C16H19FN20 + H* 307,1458; encontrado 307,1452 M + H+).

Acido 3-(3-(3,5-dimetil-1H-pirazol-4-il) propoxi)-4-fluorobenzoico (compuesto Vlic); a una suspension de 4 (100 mg,
0,33 mmol, 1 equiv) en una mezcla de THF (3 ml) y agua (3 ml) se afiadié LiOH.H-O (27,5 mg, 0,66 mmol, 2 equiv).
La mezcla de reaccion se agitd a temperatura ambiente durante 14 horas, después de lo cual se enfri6 a 0°C y se
acidificé cuidadosamente a pH 2-3 con HCI acuoso 1N. La mezcla se extrajo con EtOAc (3 x 30 ml) y los extractos
organicos combinados se secaron sobre sulfato de sodio anhidro y se concentraron al vacio. El producto crudo se
sometié a cromatografia de columna instantanea (gel de silice, 10-50% MeOH/CH,CI,) para dar el compuesto Vlic
(68 mg, 71% de rendimiento) como un s6lido blanco (> 98% de pureza por HPLC); 'H NMR (CD30D, 600 MHz) &
7,65-7,58 (m, 2H), 7,20-7,14 (m, 1H), 4,00 (t, 2H, J = 6,0 Hz), 2,58 (t, 2H, J = 5,8 Hz), 2,12 (s, 6H), 1,97-1,92 (m, 2H);
HRMS (DART) m/z: calculado para C15H17FN203 + H* 293,1301; encontrado 293,1293 (M + H").

3-(3-(3,5-dimetil-1H-pirazol-4-il) propoxi)-4-fluorobenzamida. A una suspension de 4 (100 mg, 0,33 mmol, 1 equiv) en
una mezcla de THF (3 ml) y agua (3 ml) se afiade (23,1 mg, 0,66 mmol, 2 equiv) de NH4OH. La mezcla de reaccion
se agita a temperatura ambiente durante 14 horas, después de lo cual se enfria a 0°C y se ajusta cuidadosamente a
pH 7 con HCIl acuoso 1N. La mezcla se extrae con EtOAc (3 x 30 ml) y los extractos organicos combinados se secan
sobre sulfato de sodio anhidro y se concentran al vacio. El producto bruto se somete a cromatografia de columna
instantanea (gel de silice, 10-50% MeOH/CH.Cl;) para dar 3-(3-(3,5-dimetil-1H-pirazol-4-il) propoxi)-4-
fluorobenzamida.

N-etil 3-(3-(3,5-dimetil-1H-pirazol-4-il) propoxi)-4-fluorobenzamida. A una suspension de 4 (100 mg, 0,33 mmol, 1
equiv) en una mezcla de THF (3 ml) y agua (3 ml) se agrega (27,1 mg, 0,66 mmol, 2 equiv) de C2HsNH,. La mezcla
de reaccion se ajusta a pH 9,0 con NaOH 5N, luego se agita a temperatura ambiente durante 14 horas, después de
lo cual se enfria a 0°C y se ajusta cuidadosamente a pH 7 con HCI acuoso 1N. La mezcla se extrae con EtOAc (3 x
30 ml) y los extractos organicos combinados se secan sobre sulfato de sodio anhidro y se concentran al vacio. El
producto bruto se somete a cromatografia en columna ultrarrapida (gel de silice, 10-50% MeOH/CH,Cl,) para dar N-
etil 3-(3-(3,5-dimetil-1H-pirazol-4-il) propoxi)-4-fluorobenzamida.

Calorimetria de titulacién isotérmica (ITC)

Las valoraciones calorimétricas se llevaron a cabo en un calorimetro VP-ITC (MicroCal, Northhampton, MA). Se
preparé una disolucion del compuesto de prueba (compuesto Vlic, compuesto A y tafamidis) (25 uM en PBS pH 7,4,
KCl 100 mM, EDTA 1 mM, DMSO al 8%) y se titulé en una célula ITC que contenia 2 uM de TTR en un tampon
idéntico. Antes de cada titulacion, todas las muestras se desgasificaron durante 10 minutos. Se inyectaron 37
inyecciones de compuestos de prueba (8,0 ul cada una) en la celda de ITC (a 25°C) hasta el punto de que TTR
estaba completamente saturado con ligando. La integracion del termograma después de la resta de espacios en
blanco produjo una isoterma de unién que se ajusta mejor a un modelo de dos sitios interactivos que muestran una
cooperatividad negativa. Los datos fueron ajustados por un enfoque de minimos cuadrados no lineales con cuatro
pardmetros ajustables: Kq1, AH1, Kg2 y AH2 utilizando el médulo de andlisis de datos de ITC en el software MicroCal
ORIGIN 5.0.

Ensayos de enlace de polarizacion de fluorescencia

Determinacion del desplazamiento de la sonda FP por ligandos TTR. La afinidad de los compuestos de prueba por
TTR se determind por su capacidad para desplazar la sonda FP de TTR usando nuestro ensayo desarrollado
recientemente (Alhamadsheh y col., Science Translational Medicine (2011)). En placas negras de 384 pocillos (E &
K Scientific, n°® EK-31076), sonda FP 5 (200 nM) se incubé con TTR (400 nM) en tampdn de ensayo (PBS pH 7,4,
0,01%Triton-X100, 1% DMSO en volumenes finales de 25 pl) a temperatura ambiente. EI compuesto Viic, el
compuesto A y tafamidis se afiadieron después a los pocillos con una concentracion Unica de 10 uM. Las muestras
se dejaron equilibrar por agitacién durante 30 minutos a temperatura ambiente y se tomaron medidas de polarizacién
de fluorescencia (excitacion A 485 nm, emision A 525 nm, corte A 515 nm) usando SpectraMax M5 Microplate Reader
(Molecular Devices). Los datos se ajustaron a la siguiente ecuacion [y = (A-D) / (1+ (x / C)"B) + D] donde A = sefial
FP méaxima, B = pendiente, C = constante de unién aparente (Kapp), y D = sefial FP minima. La constante de union
aparente se iznform() como la media para los experimentos por triplicado y el mejor ajuste de datos se determiné por
el valor de R”.
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Sonda FP 5

Ensayo de selectividad TTR en suero.

La afinidad de unién y selectividad de los compuestos de prueba por TTR se determiné por su capacidad de
competir por la sonda covalente 6 (mostrada a continuacion) que se une a TTR en suero humano como se informé
previamente (Choi et al., Bioorg Med. Chem (2011)). Se mezclaron 98 ul de suero humano (Sigma-Aldrich) con 1 pl
de compuestos de prueba (disolucion patron 1,0 mM en DMSO, concentracién final: 10 uM) y 1 ml de sonda
covalente 6 (disolucion patrén 0,36 mM en DMSO: concentracion final: 3,6 uM). Los cambios de fluorescencia (Aex =
328 nm y Aem = 384 nm) se controlaron cada 10 min usando un lector de espectrofotometro de microplacas
(Molecular Devices SpectraMax M5) durante 6 h a 25°C.

Sonda covalente 6

Medicion de la estabilidad del tetrdmero W-TTR sérico frente a la desnaturalizacion acida.

Todos los compuestos fueron 10 mM de disoluciones patrén en DMSO y se diluyeron en consecuencia con DMSO
para diferentes ensayos. Se afiadieron 0,5 ul de cada compuesto a 24,5 ul de suero humano (de plasma AB humano
masculino, Sigma) para obtener la concentracion final de 10 uM. Las muestras se incubaron a 37°C durante 2 h, y
luego 10 pl de las muestras se diluyeron 1:10 con tampén de acidificacion (pH 4,0, acetato de sodio 100 mM, KCI
100 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM). Las muestras para 0 horas se entrecruzaron directamente con glutaraldehido
(concentracion final de 2,5%) durante 5 minutos, y luego se inactivo con 10 pl de disolucién de borohidruro sodico al
7% en NaOH 0,1 M; mientras que las muestras en tampén de acidificacién se incubaron a temperatura ambiente
durante 72 h y luego se reticularon y se inactivaron con el mismo protocolo. Todas las muestras se desnaturalizaron
con la adicién de 100 pl de tampdn de carga de gel SDS y se hirvieron durante 5 minutos. Se separaron 12,5 pl de
cada muestra en geles de SDS-PAGE al 12% y se analizaron por inmunotransferencia usando antisuero anti-TTR
(DAKO A0002). La normalizacién se hizo dividiendo cada valor de la intensidad de la banda del tetramero TTR por el
promedio de todos los valores en el tiempo 0.

Medicién de la estabilidad del tetramero V122I-TTR en suero frente a la desnaturalizacion &cida.

Sujetos: se obtuvieron muestras de dos pacientes con la mutacion V122I TTR (mutacidon confirmada por
secuenciacion/prueba: "titulacion de ADN de amiloidosis"): el andlisis de transferencia Western se realiz6 como se
describié anteriormente para TTR de tipo salvaje. Todo el valor de la intensidad de la banda del tetramero TTR se
normalizé mediante la muestra tratada con DMSO en el tiempo 0 que se estableci6 en 1.

Ensayo de citotoxicidad.

Se sembraron 5x10° células en 80 pl de medio de crecimiento (excepto 2,5 x 10* células Jurkat) en cada pocillo en
placas de 96 pocillos y se incubaron O/N a 37°C. Se afiadieron 20 pl de medio de crecimiento fresco que contenia
cada compuesto a cada pocillo para hacer que la concentracion final oscilase entre 1-100 uM. DMSO fue utilizado
para la normalizacion. Se ensayo la titulacion celular cada 24 horas usando el kit de ensayo de proliferacion celular
no radiactiva CellTiter 96 (Promega, Madison, W) a 560 nm de absorbancia.
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DISENO Y SINTESIS DEL COMPUESTO VIIC

4

F o
/a
HsC N
3 N
H

Compuesto A

Anteriormente se inform6 la primera pantalla de alto rendimiento (HTS) para ligandos TTR, que nos permitid
identificar una variedad de estabilizadores cinéticos de TTR potentes y estructuralmente diversos tales como el
compuesto A (Alhamadsheh y col., Science Translational Medicine, 2011). El anillo de 2-fluorofenilo del compuesto A
ocupaba la cavidad de unién externa, colocando una porcion del anillo de arilo en el bolsillo de unién a halégeno
(HBP) 1 o 1'. Con esta observacion y datos de SAR adicionales obtenidos de otros ligandos, se predijo que la
introduccion de un acido carboxilico en el anillo de 2-fluorofenilo del compuesto A permitiria a la molécula realizar
interacciones electrostaticas adicionales con K15 y 15' en la periferia del bolsillo. Nuestra hipétesis es que la
formacion de enlaces de hidrégeno e interacciones electrostaticas con TTR dentro del sitio de unién T4 daria como
resultado una mayor afinidad de unién y una mejor estabilizacion de TTR. Se sintetizaron una serie de analogos del
compuesto A, incluido el compuesto Vlic, que sondearon la posicion 6ptima del resto de acido carboxilico en el anillo
2-fluorofenilo. En comparacion con el candidato clinico tafamidis, encontramos que el compuesto Vilc es un
estabilizador altamente eficaz y selectivo de TTR tanto de WT como de V122I. El compuesto Vlic también evita la
disociacion de V122I-TTR en suero obtenido de pacientes con FAC de manera muy eficaz. EI compuesto Vlic no era
téxico en varias lineas celulares, en comparacion con el compuesto A, que mostraba toxicidad para ciertas lineas
celulares a una concentracion mas alta (>25 pM). Por lo tanto, incorporando el grupo de &acido carboxilico,
desarrollamos el compuesto Vlic, que es mas potente y menos téxico que el HTS, compuesto A. El compuesto Vlic
tiene propiedades sorprendentes en comparacion con el compuesto A. Los ensayos bioquimicos y biofisicos
revelaron importantes conocimientos sobre el mecanismo de como el compuesto Vlic puede unir V122I-TTR con alta
selectividad y estabilizar el tetramero TTR.

CARACTERIZACION DE ENERGIAS DE UNION DE COMPUESTOS VIIC A TTR

La afinidad de unién del compuesto Vlic a TTR a pH fisiolégico se determiné utilizando nuestro ensayo establecido
de polarizacion fluorescente (FP) (figuras 1 y 2). Para comparar, también probamos cuatro potentes estabilizadores
de TTR conocidos (tafamidis y diflunisal estan en ensayos clinicos para la amiloidosis TTR, T4 es un ligando natural
para TTR y resveratrol, un producto natural que se ha demostrado que previene la agregaciéon de TTR in vitro y
citotoxicidad de TTR-inducida en cultivo de tejidos) (figura 1). El ensayo de FP es un ensayo competitivo que permite
la medicion de ligandos que se unen a TTR basandose en su capacidad para desplazar una sonda fluorescente de
los sitios de uniéon de TTR T4 (sonda FP 5, anterior). Todos los compuestos de prueba fueron capaces de unirse a
TTR (purificado a partir de plasma humano) a 10 uM (figura 4). Los dos compuestos superiores, el compuesto Vlic y
las tafamidis, se analizaron a continuaciébn en un ensayo FP de dosis-respuesta multipunto (intervalo de
concentracion entre 0,003 y 100 pM). La constante de union aparente del compuesto Viic (Kapp = 193 nM, R® =
0,994) fue similar a la de tafamidis (Kapp = 247 nM, R = 0,990) (figura 2). Muchos ligandos, incluyendo tafamidis (Kq1
= 4,4 nM y Kg2 = 280 nM) (figura 3C), unen TTR con cooperatividad negativa. Utilizamos la calorimetria de titulacién
isotérmica (ITC) para determinar las constantes de uniéon del compuesto Viic a TTR y también para evaluar la
cooperatividad entre los dos sitios TTR T4. Las mediciones ITC mostraron que el Kq1 del compuesto Viic (Kq1 = 4,8
nM) era un orden de magnitud menor que el Kq; del compuesto A (Kq1 = 58 nM), lo que indica una mayor afinidad del
compuesto Vlic por TTR. El andlisis de las energias libres asociadas con el compuesto Vlic que se une a TTR
muestra una afinidad de unién alta y las constantes de disociacion indican que el compuesto Vlic se une a TTR con
co-reactividad negativa (Kq1 = 4,8 nM y Kg2 = 314 nM) (figura 3A). A pesar de las afinidades de unién similares del
compuesto Vlic y tafamidis (es decir valores de AG similares; AG; ~ -11,4 y AG; ~ -8,8), la naturaleza de union de
ambos compuestos a TTR es muy diferente. Mientras que la unién del compuesto Vlic es conducida casi en su
totalidad entalpicamente (AH1 = -13,6 kcal/mol y AH2 = -7,5 kcal/mol), la unién a tafamidis es aproximadamente
50% de entropia y 50% de entalpia (AH1 = -5,0 kcal/mol y AH2 = -3,9 kcal/mol).

COMPUESTO VIIC SE UNE CON ALTA SELECTIVIDAD A WT-TTR EN SUERO HUMANO

Para estabilizar el tetramero de TTR y asi prevenir la formacion de fibrillas amiloides y el desarrollo de infiltrados
cardiacos en pacientes con FAC y SSA, las moléculas pequefias deben ser capaces de unirse selectivamente a TTR
en presencia de mas de 4.000 otras proteinas séricas humanas. Examinamos la selectividad de unién del
compuesto Vllc a TTR en suero humano mediante un ensayo de competencia conjugado fluorescente usando una
sonda covalente 6. La sonda covalente 6 se une selectivamente a TTR en suero y modifica covalentemente K15,
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creando un conjugado fluorescente. Los ligandos que se unen con alta selectividad a TTR en suero disminuyen la
union de la sonda covalente 6 a TTR y, por lo tanto, disminuyen la fluorescencia. Todos los compuestos de ensayo
(10 pM) se incubaron con suero humano (concentraciéon de WT-TTR ~5 pM) en presencia de la sonda covalente 6
(3,6 uM) (figura 4). Curiosamente, el compuesto Vlic, que se une con alta afinidad a TTR en tampon, en
comparacioén con tafamidis y compuesto A (70,5 + 1,4% y 59,3 + 8,7% de unién a sonda, respectivamente), fue el
ligando de TTR mas selectivo en suero (3,1 + 2,9 % de unién de sonda) (figura 4B).

Nuestros experimentos muestran que tanto la selectividad como la eficacia de los estabilizadores cinéticos de TTR
se pueden aumentar enormemente cuando se optimiza la orientacion del ligando dentro del bolsillo T4. Esto se
evidencia por el compuesto VlIic que supera al compuesto A y tafamidis en la estabilizacion de TTR en
concentraciones estequiométricas en suero humano. Curiosamente, a pesar las afinidades de unién similares del
compuesto Vllc y tafamidis a TTR en tampoén, su selectividad por TTR en suero es diferente. La unién a las
proteinas séricas es un factor importante para determinar la selectividad global, la toxicidad y la farmacocinética de
un farmaco. En comparacién con tafamidis y el compuesto A, el compuesto Vlic exhibié una notable selectividad
para unirse a TTR en suero humano en presencia de mas de 4.000 proteinas séricas humanas tales como albdimina
(figuras 4-6). La selectividad de unién excepcional del compuesto Vilic a TTR sérica supera la del ligando natural de
TTR, T4, asi como la de tafamidis y compuesto A.

EL COMPUESTO VIIC AUMENTA LA ESTABILIDAD DE WT-TTR Y V122I-TTR EN SUERO HUMANO FRENTE A
LA DISOCIACION Y AMILOIDOGENESIS MEDIADAS POR ACIDO

Los compuestos se ensayaron en cuanto a su capacidad para estabilizar WT-TTR en suero humano (figura 5). La
disociacion del tetramero de TTR a monémeros y la agregacién posterior se produce de forma muy ineficiente a pH
neutro. Para medir el efecto estabilizante del compuesto Vlic, compuesto A y tafamidis hacia TTR, usamos un
ensayo de disociacion de tetramero mediado por acido. Los compuestos de prueba (10 uM) se preincubaron con
suero humano (TTR ~5 uM) y el pH se redujo a pH 4,0 para inducir la agregacion. Se trataron alicuotas, tomadas a
las 0 y 72 horas, con glutaraldehido para reticular tetrameros de TTR que permanecieron intactos en la muestra de
suero. Se usé SDS-PAGE seguido de analisis de inmunotransferencia para medir la cantidad de tetramero de TTR
intacto después de 72 horas de tratamiento con acido en presencia y ausencia de compuestos de prueba. En
ensayos clinicos de tafamidis la concentraciéon maxima media (Cmax) de tafamidis en el suero de sujetos humanos,
después de una dosis diaria de 20 mg, se estimé en alrededor de 7,4 uM (informe de evaluacion de Tafamidis
Meglumine (Vyndagel), European Medicines Agency (EMA) (2011) N° de procedimiento: EMEA/H/C/002294). A 10
MM, tafamidis estabiliz6 aproximadamente el 58% + 3% del tetramero de TTR en suero. El compuesto A proporciond
un efecto estabilizante similar al de tafamidis (61,7% + 2,1% de estabilizacién de tetramero de TTR a 10 uM). Por el
contrario, a 10 uM, el compuesto Vlic fue muy eficaz y estabilizé la mayoria (108 + 6%) de suero WT-TTR. El efecto
estabilizante drasticamente incrementado del compuesto Vllc en comparacion con el compuesto A y tafamidis fue
imprevisto y sorprendente. A 10 uM, el compuesto Vlic también fue muy eficaz para estabilizar casi todos el V122I-
TTR mutante en muestras de suero de pacientes con FAC (~100%) (figura 6). Debido a su capacidad para
estabilizar WT- y V122I-TTR, anticipamos que el compuesto Vlic sera eficaz tanto contra SSA como contra FAC.

EL COMPUESTO VIIC NO MUESTRA CITOTOXICIDAD IN VITRO
Los ensayos de citotoxicidad in vitro mostraron que no tiene citotoxicidad in vitro frente a un panel de lineas
celulares (figura 7).

El efecto del compuesto Vlic y tafamidis sobre la viabilidad y proliferacion de cuatro lineas celulares se estudié
mediante el ensayo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio bromuro (MTT) (figura 7). Los compuestos se
afnadieron al medio de cultivo a diferentes concentraciones (intervalo de concentracion de 1 a 100 uM) y las células
se incubaron durante 24 horas adicionales a 37°C. El compuesto Vllc no mostré efectos citotoxicos hacia ninguna de
las lineas celulares que se probaron, mientras el compuesto A muestra citotoxicidad a altas concentraciones (>25
MM) hacia células Hep3B y Hela (figura 7). Estos datos indican que el compuesto Vlic tiene menos citotoxicidad que
el compuesto A y sugieren un mejor perfil de seguridad del compuesto Vlic. Los resultados de citotoxicidad de
tafamidis fueron similares al compuesto Vlic, excepto hacia las células MCF7, donde los efectos citotoxicos se
observaron a concentraciones mas altas (> 50 uM).

ENSAYO DE SELECTIVIDAD DE TTR EN SUERO

La afinidad de unién y la selectividad de los compuestos de prueba para TTR se determinaron por su capacidad para
competir por la uniéon covalente de sonda 6 a TTR en suero humano como se informé anteriormente (Choi et al.,
(2011) Bioorg Med Chem. 19: 1505-1514). Se mezclé una alicuota de 98 ul de suero humano (Sigma-Aldrich) con 1
pl de compuestos de prueba (solucion patréon 1,0 mM en DMSO, concentracion final: 10 uM) y 1 ul de sonda 6
(solucién patréon 0,36 mM en DMSO: final concentracion: 3,6 uM). Los cambios de fluorescencia (Aex = 328 nm y
Aem = 384 nm) se controlaron cada 10 min usando un lector de espectrofotometro de microplacas (Molecular
Devices SpectraMax M5) durante 6 h a 25°C. Los resultados de ensayo se muestran en la figura 8.
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REIVINDICACIONES

Un compuesto (Vlla): )
«“"%%/W

|
) | P HiC,
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b
Ay, N

M (VITa)

donde R* es OH, CHO, COOH, CONH_, CONH(OH), COOR®, CONHR®; y
R® es alquilo lineal o ramificado de 1-3 atomos de carbono;

o una sal, éster, enol éter, enol éster, acetal, amida, cetal, ortoéster, hemiacetal,

farmacéuticamente aceptables, hidrato o solvato de los mismos.

Un compuesto de la reivindicacion 1, en donde

R? es COOH, CONH,, CONH(OH), COOR®, CONHR®.

3.

El compuesto de las reivindicaciones 1 o 2, representado por la estructura del compuesto (Vlic):

0
OH
HsC
F NN
0 S NH

CHs (VIIc)

hemicetal,

0 una sal, éster, enol-éter, enol-éster, acetal, amida, cetal, ortoéster, hemiacetal, hemicetal, farmacéuticamente
aceptables, hidrato o solvato de los mismos.

4,

El compuesto de la reivindicacién 3, representado por la estructura del compuesto (Vlic):

0
OH
HsC
F NN
0o ~NH

CHs (VIIc)

o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

5.

Un compuesto seleccionado del grupo que consiste en:

g 0

0 d
o o
F cl

F

0
: F; |
HN—N (Vﬂg), (VITi),  H—N (Vﬂk),
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Q
;—OH

F o

- Z

*é ,r

N (VIIm), and ~ HN—H (Vllo),

y una sal, éster, enol-éter, enol-éster, acetal, amida, cetal, ortoéster, hemiacetal, hemicetal, farmacéuticamente
aceptables, hidrato o solvato de los mismos.

6. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

7. Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 6 una composicién segun la reivindicacién 6 para
usar en el tratamiento de polineuropatia amiloide familiar, miocardiopatia amiloide familiar, amiloidosis sistémica
senil, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Creutzfeldt Jakob GSS, insomnio familiar fatal, demencia
frontotemporal, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica (ELA), sindrome de Down, esclerosis
multiple, polineuropatia, sindrome de Guillain-Barré, degeneracién macular, opacidades vitreas, glaucoma, diabetes
tipo Il o carcinoma medular de la tiroides.

8. Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 6 una composicion segun la reivindicacion 6 para
uso en el tratamiento de polineuropatia amiloidea familiar, miocardiopatia amiloide familiar, amiloidosis
leptomeningea, amiloidosis sistémica senil, amiloidosis amiloide ocular central, amiloidosis vitrea o amiloidosis del
SNC.

9. Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 6 una composicién segun la reivindicacién 6 para
uso en el tratamiento de la polineuropatia amiloide familiar.

10. Un compuesto segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 6 una composicién segun la reivindicacion 6 para
usar en el tratamiento de la miocardiopatia amiloide familiar.

11. Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 6 una compaosicién segun la reivindicacién 6 para
uso en el tratamiento de amiloidosis sistémica senil.

12. Un compuesto segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 6 una composicién segun la reivindicacion 6 para
uso en el tratamiento de la amiloidosis ocular.

13. Un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 6 una composicién segun la reivindicacion 6 para
uso en el tratamiento de la amiloidosis leptomeningea.
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Figura 2
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Figura 4
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Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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