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DESCRIPCION

Producto intermedio sintético de Formula cristalina de (R)-1(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5il)-N-(1-(2,3-
dihidroxipropil)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilpropan-2il)-1h-indol-5il)ciclopropanocarboxamida

CAMPO TECNICO DE LA INVENCION

La presente invencion, que se define en la reivindicacion adjunta, se refiere a un producto intermedio que
puede usarse en la sintesis de (R)-1-(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-il)-N-(1-(2,3-dihidroxipropil)-6-fluoro-2-(1-
hidroxi-2-metilopropan-2-il)-1H-indol-5-il)ciclopropanocarboxamida.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

RTFQ es un canal de aniones mediado por cAMP/ATP que se expresa en una variedad de tipos de células,
incluyendo absorcién y células epiteliales secretoras, donde se regula el flujo de aniones a través de la membrana,
asi como la actividad de otros canales de iones y proteinas. En las células epiteliales, el funcionamiento normal de la
RTFQ es critica para el mantenimiento de transporte de electrolitos en todo el cuerpo, incluyendo las vias
respiratorias y el tejido digestivo. RTFQ se compone de aproximadamente 1480 aminoacidos que codifican una
proteina compuesta de una repeticion en tdndem de dominios de transmembrana, cada uno con seis hélices de
transmembrana y un dominio de union a nucleétidos. Los dos dominios de transmembrana estan unidos por un (R)-
dominio grande, polar, regulador con mdltiples sitios de fosforilacién que regulan la actividad del canal y el trafico
celular.

El gen que codifica RTFQ se ha identificado y secuenciado (véase Gregory, RJ et al (1990) Nature 347:
382-386; Rich, DP et al (1990) Nature 347: 358-362), (Riordan, JR et al (1989) Science 245: 1066-1073). Un defecto
en este gen causa mutaciones en RTFQ que resultan en la fibrosis quistica (“‘FQ”), la enfermedad genética fatal mas
comun en seres humanos. La fibrosis quistica afecta a aproximadamente uno de cada 2.500 recién nacidos en los
Estados Unidos. Dentro de la poblacion general de Estados Unidos, hasta 10 millones de personas llevan una sola
copia del gen defectuoso sin efectos aparentes de enfermedad. Por el contrario, individuos con dos copias del gen
de la FQ asociada sufren los efectos debilitantes y mortales de la FQ, incluyendo la enfermedad pulmonar crénica.

En los pacientes con fibrosis quistica, las mutaciones en RTFQ endégenamente expresada en el epitelio
respiratorio producen reduccion de la secrecién de aniones apicales, causando un desequilibrio en el transporte de
iones y fluidos. La disminucién resultante en el transporte de aniones contribuye a mejorar la acumulacion de moco
en el pulmén y las infecciones microbianas acompafantes que en Ultima instancia causan la muerte en pacientes
con FQ. Ademas de las enfermedades respiratorias, los pacientes con FQ tipicamente padecen problemas
gastrointestinales e insuficiencia pancreatica que, si no se trata, da como resultado la muerte. Ademas, la mayoria
de los hombres con fibrosis quistica son infértiles y la fertilidad disminuye en las mujeres con fibrosis quistica. En
contraste con los efectos graves de dos copias del gen de FQ asociada, los individuos con una sola copia del gen
FQ asociado exhiben una mayor resistencia al célera y a la deshidratacion resultante de la diarrea - quizés para
explicar la relativamente alta frecuencia del gen de la FQ en la poblacion.

El andlisis de secuencia del gen RTFQ de cromosomas FQ ha revelado una variedad de mutaciones
causantes de enfermedad (Cutting, GR et al (1990) Nature 346: 366-369; Dean, M. et al (1990) Cell 61: 863-870; y
Kerem, BS et al (1989) Science 245: 1073-1080; Kerem, BS et al (1990) Proc Natl Acad Sci EE.UU. 87: 8.447-
8.451). Hasta la fecha, mas de 1000 mutaciones causantes de enfermedad en el gen de la FQ se han identificado
segun lo informado por la literatura cientifica y médica. La mutacién mas frecuente es una delecion de fenilalanina
en la posicion 508 de la secuencia de acido RTFQ amino, y se conoce comunmente como AF508-RTFQ. Esta
mutacién se produce en aproximadamente el 70 por ciento de los casos de fibrosis quistica y se asocia con una
enfermedad severa. Otras mutaciones incluyen la R117H y G551D.

La eliminacion de residuos 508 en AF508-RTFQ impide que la proteina naciente se pliegue correctamente.
Esto da como resultado la incapacidad de la proteina mutante para salir del ER, y el trafico a la membrana
plasmatica. Como resultado, el nimero de canales presentes en la membrana es mucho menor que el observado en
células que expresan RTFQ de tipo salvaje. Ademas del trafico de deterioro de mutacién resulta en el gating de
canal defectuoso. En conjunto, el nimero reducido de canales en la membrana y el gating defectuoso llevan a la
reduccion de transporte de aniones a través de los epitelios que conduce a transporte defectuoso de iones y fluidos.
(Quinton, P. M. (1990), AFASEB J. 4: 2709-2727). Los estudios han demostrado, sin embargo, que los numeros
reducidos de F508-RTFQ en la membrana son funcionales, aunque menos que los de tipo salvaje RTFQ. (.
Dalemans et al (1991), Nature Lond 354: 526 a 528; Denning et al, supra; Pasyk y Foskett (1995), J. Cell Biochem
270: 12347-50). Ademas de AF508-RTFQ, otra enfermedad que causa mutaciones en RTFQ que resultan en el
trafico defectuoso, sintesis, y/o gating de canal podria regularse hacia arriba y hacia abajo para alterar la secrecién
de aniones y modificar la progresién y/o gravedad de la enfermedad.

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

Estos elementos trabajan juntos para conseguir el transporte direccional a través del epitelio a través de su
expresion selectiva y la localizacion dentro de la célula. absorcion de cloruro tiene lugar mediante la actividad
coordinada de ENaC y RTFQ presentes en la membrana apical y la bomba Na*-K*-ATPasa y los canales de Cl-
expresados en la superficie basolateral de la célula. El transporte activo secundario de cloruro desde el lado luminal
conduce a la acumulacion de cloruro intracelular, que después puede dejar pasivamente la célula a través de
canales de CI, dando como resultado un transporte vectorial. La disposicién de Na*/2CI/K* co-transportador, bomba
Na*-K*-ATPasa y canales de K* de membrana basolateral en la superficie basolateral y RTFQ en el lado luminal de
coordina la secrecién de cloruro a través de RTFQ en el lado luminal. Dado que el agua probablemente nunca se
transporta activamente, su flujo a través de los epitelios depende de pequefios gradientes osmoticos transepiteliales
generados por el flujo a granel de sodio y cloruro.

Como se discutié anteriormente, se cree que la eliminacion de residuos 508 en AF508-RTFQ impide que la
proteina naciente se pliegue correctamente, lo que resulta en la incapacidad de esta proteina mutante para salir de
la sala de emergencia, y el trafico a la membrana plasmatica. Como resultado, cantidades insuficientes de la
proteina madura estan presentes en la membrana plasmatica y el transporte de cloruro dentro de los tejidos
epiteliales se reduce significativamente. De hecho, este fendémeno celular del procesamiento defectuoso reticulo
endoplasmico (ER) de unién a transportadores de ATP de casete (ABC) por la maquinaria ER, se ha demostrado
que es la base subyacente no solo para la enfermedad de FQ, pero para una amplia gama de otros aislados y
enfermedades hereditarias. Las dos formas de que la maquinaria ER pueda funcionar mal es ya sea por pérdida de
acoplamiento a la exportacion ER de las proteinas que conducen a degradacion, ya sea por la acumulacion ER de
estas proteinas defectuosas/plegadas incorrectamente [Aridor M, et al., Nature Med., 5(7), pp 745-751 (1999);
Shastry, B.S., et al., Neurochem. Internacional, 43, pp 1-7 (2003); Rutishauser, J., et al, Swiss Med WKkly, 132, pp
211-222 (2002); Morello, JP et al, TIPS, 21, pp 466- 469 (2000).; Bross P., et al., Mut Humano., 14, pp. 186-198
(1999)].

(R)-1-(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-il)-N-(1-(2,3-dihidroxipropil)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilpropan-2-il)-
1H-indol-5-il)ciclopropanocarboxamida se describe en la solicitud de patente publicada de EE.UU. US20090131492
como un modulador de la actividad de RTFQ y por tanto utiles en el tratamiento de enfermedades mediadas por
RTFQ como la fibrosis quistica. Sin embargo, hay una necesidad de formas sdélidas estables de dicho Compuesto
que se pueden utilizar facilmente en composiciones farmacéuticas adecuadas para uso como agentes terapéuticos.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a compuestos de la férmula:

HoN OBn
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0 una sal de los mismos. Este compuesto puede usarse como un producto intermedio en la sintesis de (R)-1-(2,2-
difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-il)-N-(1-(2,3-dihidroxipropil)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilpropan-2-il)-1H-indol-5-
il)ciclopropanocarboxamida (en lo sucesivo “Compuesto 1”), y formas solidas del mismos. El Compuesto 1 tiene la

estructura siguiente:
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Compuesto 1.

El Compuesto 1 y composiciones farmacéuticamente aceptables de los mismos son Utiles para tratar o
disminuir la gravedad de enfermedades mediadas por RTFQ, tales como, por ejemplo, fibrosis quistica. En un
aspecto, el Compuesto 1 estd en una forma sustancialmente libre de sal cristalina y se refiere como la Forma A
como se ha descrito y caracterizado en el presente documento. En otro aspecto de la descripcion, el Compuesto 1
esta en una forma amorfa tal como se describe y se caracteriza en el presente documento. Las propiedades de un
sélido correspondiente a su eficacia como un farmaco pueden depender de la forma del sélido. Por ejemplo, en una
sustancia de farmaco, la variacion en la forma sélida puede conducir a diferencias en las propiedades tales como
punto de fusién, velocidad de disolucion, la absorcion oral, la biodisponibilidad, los resultados de toxicologia y
resultados de los ensayos clinicos.

Los procesos descritos en la presente pueden ser utilizados para preparar las composiciones de esta
divulgacién que comprende la Forma A o amorfa del Compuesto 1, o ambas. Las cantidades y las caracteristicas de
los componentes usados en los procesos seran como se describe en la presente.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es un patrén de difraccion de polvo de rayos X del Compuesto 1.
La Figura 2 es una traza de calorimetria diferencial de barrido (DSC) del Compuesto 1.
La Figura 3 es parcela de andlisis termogravimétrico (TGA) del Compuesto 1.

La Figura 4 es un patrén de difraccion de polvo de rayos X calculado a partir de un Unico cristal de Forma A
de Compuesto 1.

La Figura 5 es un patrén de difraccién de polvo de rayos X real de la Forma A de Compuesto 1 preparado
por la técnica de suspensién (2 semanas) con DCM como disolvente.

La Figura 6 es una traza de calorimetria diferencial de barrido (DSC) de la Forma A de Compuesto 1.

La Figura 7 es un patrén de difraccién de polvo de rayos X real de Forma A de Compuesto 1 preparado por
el método de evaporacioén rapida a partir de acetonitrilo.

La Figura 8 es un patrén de difraccién de polvo de rayos X real de Forma A de Compuesto 1 preparado por
el método de lucha contra disolvente usando EtOAc y heptano.

La Figura 9 es una imagen conformacional de la Forma A de Compuesto 1 basada en el analisis de cristal
Unico de rayos X.

La Figura 10 es una imagen conformacional que muestra el orden de apilamiento de la Forma A de
Compuesto 1.

La Figura 11 es un espectro de estado solido '3C RMN (spinning 15,0 kHz) de la Forma A de Compuesto 1.
La Figura 12 es un espectro de estado solido '®F RMN (spinning 12,5 kHz) de la Forma A de Compuesto 1.

La Figura 13 es un patrén de difraccién de polvo de rayos X de la Forma A de Compuesto 1 amorfa a partir
del método de evaporacién rotatoria de evaporacion rapida.

La Figura 14 es una traza de calorimetria diferencial de barrido modulada (MDSC) de la Forma A de
Compuesto 1 amorfa preparada por el método de evaporacion rotatorio de evaporacion rapida.

La Figura 15 es un grafico de andlisis termogravimétrico (TGA) de la Forma A de Compuesto 1 amorfa
preparada por el método de evaporacion rotatorio de evaporacion rapida.

La Figura 16 es un patrén de difraccion de polvo de rayos X de la Forma A de Compuesto 1 amorfa
preparada por métodos de secado por pulverizacién.

La Figura 17 es una traza de calorimetria diferencial de barrido modulada (MDSC) de la forma amorfa de
Compuesto 1 preparada por métodos secados por pulverizacién.

La Figura 18 es un espectro de '3C RMN de estado sdlido (spinning 15,0 kHz) de la forma amorfa de
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Compuesto 1.

La Figura 19 es un espectro estado solido '°F de RMN (spinning 12,5 kHz) de la forma amorfa de Compuesto
1.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones

Tal como se usa en el presente documento, se aplicaran las siguientes definiciones a menos que se indique
lo contrario.

El término "RTFQ" como se usa en el presente documento significa regulador de conductancia de
transmembrana de fibrosis quistica o una mutacién capaz de actividad reguladora, incluyendo, pero no limitado a
AF508 RTFQ y G551D RTFQ (véase, por ejemplo, http://www.genet.sickkids.on.ca/cftr/, para mutaciones de RTFQ).

Tal como se utiliza aqui, el término "amorfo" se refiere a formas sélidas que consisten en disposiciones
desordenadas de moléculas y no poseen una red cristalina distinguible.

Como se usa aqui, "cristalino" se refiere a Compuestos o composiciones en las que las unidades
estructurales estan dispuestas en patrones o reticulas geométricas fijas, de manera que los sélidos cristalinos tienen
orden de escala larga rigida. Las unidades estructurales que constituyen la estructura cristalina pueden ser atomos,
moléculas, o iones. Los so6lidos cristalinos muestran puntos de fusion definidos.

El término "modulacién”, como se usa en este documento significa aumentar o disminuir, por ejemplo,
actividad, en una cantidad medible.

El término "quimicamente estable", como se usa aqui, significa que la forma sélida de Compuesto 1 no se
descompone en uno o mas Compuestos quimicos diferentes cuando se someten a condiciones especificadas, por
ejemplo, 40°C/75% de humedad relativa, durante un periodo de tiempo especifico, p.ej. 1 dia, 2 dias, 3 dias, 1
semana, 2 semanas 0 mas. En algunas realizaciones, menos de 25% de la forma solida del Compuesto 1 se
descompone, en algunas realizaciones, menos de aproximadamente 20%, menos de aproximadamente 15%, menos
de aproximadamente 10%, menos de aproximadamente 5%, menos de aproximadamente 3%, menos de
aproximadamente 1%, menos de aproximadamente 0,5% de la forma de Compuesto 1 se descompone en las
condiciones especificadas. En algunas formas de realizacién, ninguna cantidad detectable de la forma sélida de
Compuesto 1 se descompone.

El término "fisicamente estable", como se usa aqui, significa que la forma sélida de Compuesto 1 no cambia
en una o mas formas fisicas diferentes del Compuesto 1 (por ejemplo, formas sélidas diferentes tal como se mide
mediante XRPD, DSC, etc.) cuando se somete a condiciones especificas, por ejemplo, 40°C/75% de humedad
relativa, durante un periodo de tiempo especifico, p.ej. 1 dia, 2 dias, 3 dias, 1 semana, 2 semanas o0 mas. En
algunas realizaciones, menos de 25% de la forma sélida del Compuesto 1 se transforma en una o mas formas
fisicas diferentes cuando se someten a condiciones especificadas. En algunas realizaciones, menos de
aproximadamente 20%, menos de aproximadamente 15%, menos de aproximadamente 10%, menos de
aproximadamente 5%, menos de aproximadamente 3%, menos de aproximadamente 1%, menos de
aproximadamente 0,5% de la forma solida del Compuesto 1 se transforma en una o mas formas fisicas diferentes
del Compuesto 1 cuando se sometieron a condiciones especificadas. En algunas formas de realizacion, ninguna
cantidad detectable de la forma sélida del Compuesto 1 cambia en una o mas formas sélidas fisicamente diferentes
del Compuesto 1.

Tal como se usa en el presente documento, la frase "Compuesto 1 sustancialmente amorfo" se usa de
manera intercambiable con las frases "Compuesto 1 amorfo", "Compuesto 1 amorfo sustancialmente libre de
Compuesto 1 cristalino,” y ‘"sustancialmente amorfo (R)-1-(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-il)-N-(1-(2,3-
dihidroxipropil)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilpropan-2-il)-1H-indol-5-il)ciclopropanocarboxamida". En algunas
realizaciones, el Compuesto 1 sustancialmente amorfo tiene menos de aproximadamente 30% de Compuesto 1
cristalino, por ejemplo, menos de aproximadamente 30% de Compuesto 1 cristalino, por ejemplo, menos de
aproximadamente 25% de Compuesto 1 cristalino, menos de aproximadamente 20% de Compuesto 1 cristalino,
menos de aproximadamente 15% de Compuesto 1 cristalino, menos de aproximadamente 10% de Compuesto 1
cristalino, menos de aproximadamente 5% de Compuesto 1 cristalino, menos de aproximadamente 2% de
Compuesto 1 cristalino.

Tal como se usa aqui, la expresiéon "Forma A de Compuesto 1 sustancialmente cristalina" se usa
indistintamente con las expresiones "Forma A de Compuesto 1" y "Forma A de Compuesto 1 cristalino
sustancialmente libre del Compuesto 1 amorfo". En algunas realizaciones, Forma A de Compuesto 1
sustancialmente cristalina tiene menos de aproximadamente 30% de Compuesto 1 amorfo o en otras formas sélidas,
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por ejemplo, menos de aproximadamente 30% de Compuesto 1 amorfo o en otras formas sélidas, por ejemplo,
menos de aproximadamente 25% de Compuesto 1 amorfo o en otras formas sélidas, menos de aproximadamente
20% de Compuesto 1 amorfo o en otras formas sélidas, menos de aproximadamente 15% de Compuesto 1 amorfo o
en otras formas sélidas, menos de aproximadamente 10% de Compuesto 1 amorfo o en otras formas sélidas, menos
de aproximadamente 5% Compuesto 1 amorfo u otras formas sélidas, menos de aproximadamente 2% de
Compuesto 1 amorfo u otras formas sélidas. En algunas realizaciones, Forma A de Compuesto 1 sustancialmente
cristalina tiene menos de aproximadamente 1% de Compuesto 1 amorfo u otras formas sélidas.

El término "sustancialmente libre" (como en la frase "sustancialmente libre de la forma X") cuando se refiere
a una forma sélida designada del Compuesto 1 (por ejemplo, una forma amorfa o cristalina descrita en este
documento) significa que hay menos de 20% (en peso) de la forma designada o co-forma (por ejemplo, una forma
cristalina o amorfa del Compuesto 1) presente, mas preferentemente, no es inferior a 10% (en peso) de la forma
designada presente, mas preferentemente, no es inferior a 5% (en peso) de la forma designada presente, y lo mas
preferiblemente, hay menos de 1% (en peso) de la forma designada presente.

El término "sustancialmente puro" cuando se refiere a una forma sélida designada del Compuesto 1 (por
ejemplo, una forma de sélido amorfo o cristalino se describe en el presente documento) significa que la forma sélida
designada contiene menos de 20% (en peso) de componentes residuales tales como forma o co-forma de cristalina
alternativa polimoérfica o isomoérfica del Compuesto 1. Se prefiere que una forma soélida sustancialmente pura del
Compuesto 1 contiene menos de 10% (en peso) de formas cristalinas polimérficas o isomorficas alternativas de
Compuesto 1, mas preferiblemente menos de 5% (en peso) de formas cristalinas polimérficas o isomérficas
alternativas de Compuesto 1, y lo mas preferiblemente menos de 1% (en peso) de formas cristalinas polimérficas o
isomérficas alternativas de Compuesto 1.

Tal como se utiliza aqui, una "dispersion" se refiere a un sistema disperso en la que se distribuye una
sustancia, la fase dispersa, en unidades discretas, a través de una segunda sustancia (la fase continua o vehiculo).
El tamano de la fase dispersa puede variar (por ejemplo, particulas coloidales de dimensién nanométrica, a varios
micrometros de tamafo) considerablemente. En general, las fases dispersas pueden ser sélidas, liquidas o gases.
En el caso de una dispersién sélida, las fases dispersa y continua son soélidos. En aplicaciones farmacéuticas, una
dispersion sélida puede incluir un farmaco cristalino (fase dispersa) en un polimero amorfo (fase continua), o
alternativamente, un farmaco amorfo (fase dispersa) en un polimero amorfo (fase continuos). En algunos aspectos
una dispersion sélida amorfa incluye el polimero que constituye la fase dispersa, y el farmaco constituye la fase
continua. En algunos aspectos, la dispersion incluye Compuesto 1 amorfo o el Compuesto 1 sustancialmente
amorfo.

El término "dispersién sélida amorfa" se refiere en general a una dispersién sélida de dos o mas
componentes, por lo general un farmaco y el polimero, pero que posiblemente contiene otros componentes tales
como surfactantes u otros excipientes farmacéuticos, donde el Compuesto 1 es amorfo o sustancialmente amorfo
(por ejemplo, sustancialmente libre de Compuesto 1 cristalino), y la estabilidad fisica y/o disolucion y/o solubilidad
del farmaco amorfo se ve reforzada por los otros componentes.

Tal como se usa en el presente documento, los términos "cerca de" y "aproximadamente”, cuando se usa
en relacién con las dosis, cantidades, o porcentaje en peso de los ingredientes de una composicion o una forma de
dosificacién, significan una dosis, la cantidad o porcentaje en peso que es reconocido por expertos en la técnica
para proporcionar un efecto farmacoldgico equivalente al obtenido a partir de la dosis especificada, cantidad o
porcentaje en peso. Especificamente el término "cerca de" o "aproximadamente" significa un error aceptable para un
valor particular como se determina por un experto normal en la técnica, que depende en parte de cémo se mide o
determina el valor. En ciertas realizaciones, el término "cerca de" o "aproximadamente" significa dentro de 1, 2, 3, o
4 desviaciones estandar. En ciertas realizaciones, el término "cerca de" o "aproximadamente" significa dentro de
30%, 25%, 20%, 15%, 10%, 9%, 8%, 7%, 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, o0 0,05% de un valor o intervalo
dado.

Las abreviaturas "MTBE" y "DCM" significan éter de metilo t-butilo y diclorometano, respectivamente.

La abreviatura "XRPD" significa difraccion en polvo de rayos X.

La abreviatura "DSC" significa calorimetria diferencial de barrido.

La abreviatura "TGA" significa analisis termogravimétrico.

A menos que se indique lo contrario, las estructuras representadas en este documento también pretenden
incluir todas las formas isomeras (por ejemplo, formas enantioméricas, diastereoméricas, y geométricas (o
conformacionales)) de la estructura; por ejemplo, las configuraciones Ry S para cada centro asimétrico, isémeros de

doble enlace (Z) y (E), y isdbmeros conformacionales (Z) y (E). Por lo tanto, los isémeros estereoquimicos
individuales asi como las mezclas enantioméricas, diastereoméricas, y geométricas (0 conformacionales) de los
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presentes Compuestos estan dentro del alcance de la invencion. Todas las formas tautdmeras del Compuesto 1 se
incluyen en el presente documento. Por ejemplo, el Compuesto 1 puede existir como tautémeros, los cuales se
incluyen en el presente documento:

H
F o O N _— FXO OH mx\w
K{OH F N\\t
OH

OH
OH

Ademas, a menos que se indique otra cosa, también se pretende que las estructuras representadas en el
presente documento incluyan compuestos que difieren sélo en la presencia de uno o mas atomos isotopicamente
enriquecidos. Por ejemplo, el Compuesto 1, en el que uno o mas atomos de hidrégeno estan deuterio o tritio
reemplazados, o uno o mas atomos de carbono se sustituyen por un carbono 'C o '“C enriquecido estan dentro del
alcance de esta invencion. Tales compuestos son Utiles, por ejemplo, como herramientas de analisis, sondas en
ensayos biol6gicos, o compuestos con un mejor perfil terapéutico.

La invencion se define en la reivindicacion adjunta y se refiere a un compuesto de la férmula:

HoN -OBn

OBn

o una sal del mismo. En la presente se divulga (R)-1-(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-il)-N-(1-(2,3-dihidroxipropil)-6-
fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilpropan-2-il)-1H-indol-5-il)ciclopropanocarboxamida caracterizado como la Forma A
cristalina.

En otra realizacion, la forma A se caracteriza por uno o mas picos a 19,3 a 19,7 grados, 21,5 a 21,9 grados,
y 16,9 a 17,3 grados en un grafico de difraccién de polvo de rayos X obtenido usando radiacién alfa Cu K. En otra
realizacién, la forma A se caracteriza por uno 0 mas picos a aproximadamente 19,5, 21,7, y 17,1 grados. En otra
realizacién, la forma A se caracteriza ademas por un pico a 20,2 a 20,6 grados. En otra realizacion, la forma A se
caracteriza ademas por un pico a aproximadamente 20,4 grados. En otra realizacién, la forma A se caracteriza
ademas por un pico a 18,6 a 19,0 grados. En otra realizacion, la forma A se caracteriza ademas por un pico a
aproximadamente 18,8 grados. En otra realizacion, la forma A se caracteriza ademas por un pico a 24,5 a 24,9
grados. En otra realizacion, la forma A se caracteriza ademas por un pico a aproximadamente 24,7 grados. En otra
realizacién, la forma A se caracteriza ademas por un pico en 9,8 a 10,2 grados. En otra realizacion, la forma A se
caracteriza ademas por un pico a aproximadamente 10,0 grados. En otra realizacién, la forma A se caracteriza
ademas por un pico en 4,8 a 5,2 grados. En otra realizacion, la forma A se caracteriza ademas por un pico a
aproximadamente 5,0 grados. En ofra realizacion, la forma A se caracteriza ademas por un pico a 24,0 a 24,4
grados. En otra realizacion, la forma A se caracteriza ademas por un pico a aproximadamente 24,2 grados. En otra
realizacién, la forma A se caracteriza ademas por un pico a 18,3 a 18,7 grados. En otra realizacion, la forma A se
caracteriza ademas por un pico a aproximadamente 18,5 grados.

En otra realizacion, la forma A se caracteriza por un patron de difraccion sustancialmente similar a la de la
Figura 4. En otra realizacién, la forma A se caracteriza por un patron de difraccién sustancialmente similar a la de la
Figura 5.

En la presente se divulga una forma de cristal de (R)-1-(2,2-difluorobenzo[d] 1,3]dioxol-5-ilo)-N-(1-(2,3-
dihidroxipropilo)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilo-2-ilo)-1H-indol-5-ilo)ciclopropanocarboxamida que tiene un sistema
monoclinico cristal, un grupo espacial C2, y las siguientes dimensiones de la celda unidad: a = 21,0952 (16) A, a =
90°, b = 6,6287 (5) A, B = 95,867 (6)°, c =17,7917 (15) A, y = 90°.

En la presente se divulga una composicién farmacéutica que comprende la forma A y un portador
farmacéuticamente aceptable. En otra realizacion, la composicion farmacéutica comprende ademas un agente
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terapéutico adicional. En otra realizacion, el agente terapéutico adicional se selecciona de un agente mucolitico,
broncodialador, un agente anti-biético, un agente anti-infeccioso, un agente anti-inflamatorio, un potenciador RTFQ,
0 un agente nutricional.

En la presente se divulga un proceso de preparacion de la Forma A poniéndose en suspension que
comprende (R)-1-(2,2- difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-ilo)-N-(1-(2,3-dihidroxipropilo)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilo-2-
ilo)-1H-indol-5-ilo)ciclopropanocarboxamida en un disolvente para una cantidad eficaz de tiempo. En otra realizacion,
el disolvente es acetato de etilo, diclorometano, MTBE, acetato de isopropilo, agua/etanol, agua/acetonitrilo,
agua/metanol o agua/alcohol isopropilico. En otra realizacion, la cantidad eficaz de tiempo es de 24 horas a 2
semanas. En otra realizacién, la cantidad eficaz de tiempo es de 24 horas a 1 semana. En otra realizacion, la
cantidad eficaz de tiempo es de 24 horas a 72 horas.

En la presente se divulga un proceso de preparacién de la Forma A que comprende la disolucion de (R)-1-
(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-ilo)-N-(1-(2,3-dihidroxipropilo)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilo-2-ilo)-1H-indol-5-
ilo)ciclopropanocarboxamida en un disolvente y evaporando el disolvente. En otra realizacién, el disolvente es
acetona, acetonitrilo, metanol o alcohol isopropilico.

En la presente se divulga un proceso de preparacion de la Forma A que comprende la disolucion de (R)-1-
(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-ilo)-N-(1-(2,3-dihidroxipropilo)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilo-2-ilo)-1H-indol-5-
ilo)ciclopropanocarboxamida en un primer disolvente y la adicion de un segundo disolvente en el que (R)-1-(2,2-
difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-ilo)-N-(1-(2,3-dihidroxipropilo)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilo-2-ilo)-1H-indol-5-
ilo)ciclopropanocarboxamida no es soluble. En otra realizacion, el primer disolvente es acetato de etilo, etanol,
alcohol isopropilico, o acetona. En otra realizacién, el segundo disolvente es heptano o agua. En otra realizacién, la
adicion del segundo disolvente se realiza mientras se agitaba la solucién del primer disolvente y (R)-1-(2,2-
difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-ilo)-N-(1-(2,3-dihidroxipropilo)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilo-2-ilo)- 1H-indol-5-
ilo)ciclopropanocarboxamida.

Se describe aqui un sélido sustancialmente amorfo (R)-1-(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-ilo)-N-(1-(2,3-
dihidroxipropilo)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilo-2-ilo)-1H-indol-5-ilo)ciclopropanocarboxamida. En otro aspecto, la (R)-
1-(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-ilo)-N-(1-(2,3-dihidroxipropilo)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilo-propano-2-ilo)-1H-
indol-5-ilo)ciclopropanocarboxamida amorfa comprende menos de aproximadamente 5% cristalino (R)-1-(2,2-
difluorobenzo[d ][1,3]dioxol-5-ilo)-N-(1-(2,3-dihidroxipropilo)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilo-2-ilo)-1H-indol 5-
ilo)ciclopropanocarboxamida.

Se describe en el presente documento una composicion farmacéutica que comprende (R)-1-(2,2-
difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-ilo)-N-(1-(2,3-dihidroxipropilo)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilo-2-ilo)-1H-indol-5-
ilo)ciclopropanocarboxamida amorfa y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otro aspecto, la composicion
farmacéutica comprende ademas un agente terapéutico adicional. En otro aspecto, el agente terapéutico adicional
se selecciona de un agente mucolitico, broncodilatador, un anti-biético, un agente anti-infeccioso, un agente anti-
inflamatorio, un potenciador RTFQ, o un agente nutricional.

Se describe aqui un proceso de preparacion de (R)-1-(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-ilo)-N-(1-(2,3-
dihidroxipropilo)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilo-2-ilo)-1H-indol-5-ilo)ciclopropanocarboxamida amorfa que comprende
la disolucién de (R)-1-(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-ilo)-N-(1-(2,3-dihidroxipropilo)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilo-
2-ilo)-1H-indol-5 ilo)ciclopropanocarboxamida en un disolvente adecuado y eliminando el disolvente por evaporacién
rotatoria. En otro aspecto, el disolvente es metanol.

Se describe en el presente documento una dispersién soélida que comprende (R)-1-(2,2-
difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-ilo)-N-(1-(2,3-dihidroxipropilo)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilo-2-ilo)- 1H-indol-5-
ilo)ciclopropanocarboxamida amorfa y un polimero. En otro aspecto, el polimero es hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMC). En otro aspecto, el polimero es acetato succinato de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMCAS).

En otra realizacién, el polimero esta presente en una cantidad de 10% en peso a 80% en peso. En otra
realizacién, el polimero esta presente en una cantidad de 30% en peso a 60% en peso. En otra realizacion, el
polimero esta presente en una cantidad de aproximadamente 49,5% en peso.

En otra realizacién, la (R)-1-(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-ilo)-N-(1-(2,3-dihidroxipropilo)-6- fluoro-2-(1-
hidroxi-2-metilo-2-ilo)-1H-indol-5-ilo)ciclopropanocarboxamida esta presente en una cantidad de 10% en peso a 80%
en peso. En otra realizacién, la (R)-1-(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-ilo)-N-(1-(2,3-dihidroxipropilo)-6-fluoro-2-(1-
hidroxi-2-metilo-2-ilo)-1H-indol-5-ilo)ciclopropanocarboxamida esta presente en una cantidad de 30% en peso a 60%
en peso. En otra realizacién, la (R)-1-(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-ilo)-N-(1-(2,3-dihidroxipropilo)-6-fluoro-2-(1-
hidroxi-2-metilo-2-ilo)-1H-indol-5-ilo)ciclopropanocarboxamida esta presente en una cantidad de aproximadamente
50% en peso.

En otra realizacion, la dispersién solida comprende ademas un surfactante. En otra realizacion, el agente
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surfactante es laurilsulfato de sodio. En otra realizacién, el surfactante estd presente en una cantidad de 0,1% en
peso a 5% en peso. En otra realizacion, el agente surfactante esta presente en una cantidad de aproximadamente
0,5% en peso.

En otra realizacién, el polimero es acetato succinato de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMCAS) en la cantidad
de 49,5% en peso, el surfactante es sulfato de laurilo de sodio en la cantidad de 0,5% en peso, y el (R)-1-(2 , 2-
difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-ilo)-N-(1-(2,3-dihidroxipropilo)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilopropano-2-ilo)-1H-indol-5-ilo)
ciclopropanocarboxamida esta presente en la cantidad de 50% en peso.

Se describe en el presente documento una composicion farmacéutica que comprende la dispersion sélida y
un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otro aspecto, la composicién farmacéutica comprende ademas un
agente terapéutico adicional. En otro aspecto, el agente terapéutico adicional se selecciona de un agente mucolitico,
broncodilatador, un antibiético, un agente anti-infeccioso, un agente anti-inflamatorio, un potenciador RTFQ, o un
agente nutricional.

Se describe aqui un proceso de preparacién amorfa (R)-1-(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-ilo)-N-(1-(2,3-
dihidroxipropilo)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilo-2-ilo)-1H-indol-5-ilo)ciclopropanocarboxamida  de  secado  que
comprende la pulverizacién a secado (R)-1-(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-ilo)-N-(1-(2,3-dihidroxipropilo)-6-fluoro-
2-(1-hidroxi-2-metilpropano-2-ilo)-1H-indo1-5-ilo)ciclopropanocarboxamida.

En otro aspecto, el procedimiento comprende la combinacion de (R)-1-(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-ilo)-
N-(1-(2,3-di-hidroxipropilo)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilo-2-ilo)-1H-indol-5-ilo)ciclopropanocarboxamida y un
disolvente adecuado y después el secado por pulverizacion de la mezcla para obtener (R)-1-(2,2-
difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-ilo)-N-(1-(2,3-dihidroxipropilo)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilo-2-ilo)- 1H-indol-5-
ilo)ciclopropanocarboxamida amorfa. En otro aspecto, el disolvente es un alcohol. En otro aspecto, el disolvente es
metanol.

En otro aspecto, el procedimiento comprende: a) formar una mezcla que comprende (R)-1-(2,2-
difluorobenzol[d][1,3]dioxo1-5-ilo)-N-(1-(2,3-dihidroxipropilo)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilo-2-ilo)-1H-indol-5-ilo)
ciclopropanocarboxamida, un polimero, y un disolvente; y b) secar por pulverizaciéon la mezcla para formar una
dispersion solida.

En otra realizacion, el polimero es acetato succinato de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMCAS). En otra
realizacién, el polimero estd en una cantidad de 10% en peso a 80% en peso de la dispersion sélida. En otra
realizacién, el polimero estd en una cantidad de aproximadamente 49,5% en peso de la dispersion sélida. En otra
realizacién, el disolvente es metanol. En otra realizacién, la mezcla comprende ademas un surfactante. En otra
realizacién, el agente surfactante es laurilsulfato de sodio (SLS). En otra realizacion, el agente surfactante esta en
una cantidad de 0,1% en peso a 5% en peso de la dispersién sélida. En otra realizacién, el agente surfactante esta
en una cantidad de aproximadamente 0,5% en peso de la dispersién solida.

En otra realizacion, el polimero es succinato de acetato de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMCAS) en la
cantidad de aproximadamente 49,5% en peso de la dispersion sélida, el disolvente es metanol, y la mezcla
comprende ademas sulfato de laurilo de sodio en una cantidad de aproximadamente 0,5% en peso de la dispersion
sélida.

En la presente se divulga un método para tratar una enfermedad mediada por RTFQ en un sujeto que
comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de la Forma A, la (R)-1-(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-il)-N-
(1-(2,3-dihidroxipropil)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilpropan-2-il)-1H-indol-5-il)ciclopropanocarboxamida amorfa, o la
dispersion sdlida de (R)-1-(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-il)-N-(1-(2,3-dihidroxipropil)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-
metilpropan-2-il)-1H-indol-5-il)ciclopropanocarboxamida amorfa.

En otra realizacion, la enfermedad mediada RTFQ se selecciona de fibrosis quistica, el asma, el humo
inducido EPOC, bronquitis crénica, rinosinusitis, estrefiimiento, pancreatitis, insuficiencia pancreatica, la infertilidad
masculina causada por ausencia bilateral congénita de los vasos deferentes (CBAVD), enfermedad leve pulmonar,
pancreatitis idiopatica, aspergilosis broncopulmonar alérgica (ABPA), enfermedad del higado, enfisema hereditario,
hemocromatosis hereditaria, deficiencias de la coagulacién-fibrinolisis, deficiencia de proteina C, angioedema
hereditaria de Tipo 1, deficiencias de procesamiento de lipidos, la hipercolesterolemia familiar, quilomicronemia de
Tipo 1, abetalipoproteinemia, enfermedades de almacenamiento lisosomal, enfermedad de células I/pseudo-Hurler,
mucopolisacaridosis, Sandhof/Tay-Sachs, Crigler-Najjar de Tipo I, poliendocrinopatia/hiperinsulinemia, Diabetes
mellitus, enanismo de Laron, deficiencia de mieloperoxidasa, hipoparatiroidismo primario, melanoma , glucanosis
CDG de tipo 1, el hipertiroidismo congénito, la osteogénesis imperfecta, hipofibrinogenemia hereditaria, deficiencia
de ACT, diabetes insipida (Dl), neurohipdfisis DI, DI nefrogénica, sindrome de Charcot-Marie Tooth, enfermedad de
Pelizaeus-Merzbacher, enfermedades neurodegenerativas, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson,
esclerosis lateral amiotréfica, plasia supranuclear, enfermedad de Pick, varios trastornos neurolégicos de
poliglutamina, enfermedad de Huntington, la ataxia de espinocerebelosa de tipo I, atrofia muscular espinal y bulbar,
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palidoluisiano dentatorubal, distrofia mioténica, encefalopatias espongiformes, la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob
hereditaria (debido al defecto de procesamiento de proteina pribnica), la enfermedad de Fabry, sindrome de
Gerstmann-Straussler Scheinker, EPOC, enfermedad del ojo seco, enfermedad de Sjogren, la osteoporosis, la
osteopenia, sindrome de Gorham, canalopatias cloruro, miotonia congénita (formas Thomson y Becker), el sindrome
de Bartter tipo lll, enfermedad de Dent, hiperekplexia, epilepsia, hiperekplexia, enfermedad de almacenamiento
lisosomal, el sindrome de Angelman, discinesia ciliar primaria (DCP), trastornos heredados de la estructura y/o
funciéon de los cilios, PCD con situs inverso (también conocido como sindrome de Kartagener), PCD sin situs
inverso, o aplasia ciliar. En otra realizacién, la enfermedad mediada RTFQ es la fibrosis quistica. En otra realizacion,
el sujeto tiene receptor de transmembrana de la fibrosis quistica (RTFQ) con una mutacion AF508. En otra
realizacion, el sujeto tiene receptor de transmembrana de la fibrosis quistica (RTFQ) con una mutacién R117H. En
otra realizacion, el sujeto tiene receptor de transmembrana de la fibrosis quistica (RTFQ) con una mutacion G551D.

En otra realizacién, el método comprende la administracién de un agente terapéutico adicional. En otra
forma de realizacion, el agente terapéutico se selecciona de un agente mucolitico, broncodilatador, un anti-biético,
un agente anti-infeccioso, un agente anti-inflamatorio, un potenciador RTFQ, o un agente nutricional.

En la presente se divulga un kit que comprende la Forma A, la (R)-1-(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-il)-N-
(1-(2,3-dihidroxipropil)-6-fluoro-2-(1-hidroxi-2-metilpropan-2-il)-1H-indol-5-il)ciclopropanocarboxamida amorfa, o la
dispersion sélida que comprende la (R)-1-(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-il)-N-(1-(2,3-dihidroxipropil)-6-fluoro-2-(1-
hidroxi-2-metilpropan-2-il)-1H-indol-5-il)ciclopropanocarboxamida amorfa, e instrucciones de uso del mismo.

Meétodos de preparacion de Forma A de Compuesto 1 y la forma amorfa

El Compuesto 1 es el punto de partida y en una realizacion se puede preparar por acoplamiento de un resto
de cloruro de acido con un resto de amina de acuerdo con los Esquemas 1-4.

Esquema 1. Sintesis del resto de cloruro acidico.
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Esquema 2. Sintesis alternativa del resto de cloruro acidico.
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Esquema 3. Sintesis del resto de amina. (el compuesto de la invencién).
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Esquema 4. Formacién del Compuesto 1.
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Compuesto 1

Meétodos para la formacion de Forma A de Compuesto 1

En una realizacion, la forma A se prepara suspendiendo el Compuesto 1 en un disolvente apropiado para
una cantidad eficaz de tiempo. En otra realizacién, el disolvente adecuado es acetato de etilo, diclorometano, MTBE,
acetato de isopropilo, diversas relaciones de las soluciones de agua/etanol, diversas relaciones de las soluciones de
agua/acetonitrilo, diversas relaciones de soluciones de agua/metanol o diversas relaciones de soluciones de alcohol
agua/isopropilico. Por ejemplo, diversas relaciones de soluciones de agua/etanol incluyen agua/etanol 1:9 (vol/vol),
agua/etanol 1:1 (vol/vol), y agua/etanol 9:1 (vol/vol). Diversas relaciones de las soluciones de agua/acetonitrilo
incluyen agua/acetonitrilo 1:9 (vol/vol), agua/acetonitrilo 1:1 (vol/vol), y agua/acetonitrilo 9:1 (vol/vol). Diversas
relaciones de las soluciones de agua/metanol incluyen agua/metanol 1:9 (vol/vol), agua/metanol 1:1 (vol/vol), y
agua/metanol 9:1 (vol/vol). Diversas relaciones de las soluciones de alcohol isopropilico/agua incluyen el alcohol
agua/isopropilico 1:9 (vol/vol), alcohol agua/isopropilico 1:1 (vol/vol), y alcohol agua/isopropilico 9:1 (vol/vol).

Generalmente, cerca de 40 mg del Compuesto 1 se arrastra en aproximadamente 1,5 ml de un disolvente
apropiado (concentracion objetivo en 26,7 mg/ml) a temperatura ambiente durante una cantidad de tiempo eficaz. En
algunas formas de realizacion, la cantidad eficaz de tiempo es de aproximadamente 24 horas a aproximadamente 2
semanas. En algunas formas de realizacion, la cantidad eficaz de tiempo es de aproximadamente 24 horas a
alrededor de 1 semana. En algunas formas de realizacion, la cantidad eficaz de tiempo es de aproximadamente 24
horas a aproximadamente 72 horas. Después los sélidos se recogen.

En otra realizacién, la forma A se prepara disolviendo el Compuesto 1 en un disolvente apropiado y
después evaporando el disolvente. En una realizacion, el disolvente adecuado es aquel en el que el Compuesto 1
tiene una solubilidad de mas de 20 mg/ml. Por ejemplo, estos disolventes incluyen acetonitrilo, metanol, etanol,
alcohol isopropilico, acetona, y similares.

En general, el Compuesto 1 se disuelve en un disolvente apropiado, se filtrd, y después a la izquierda, ya
sea para la evaporacién lenta o rapida evaporacion. Un ejemplo de evaporacién lenta incluye un recipiente, tal como
un vial, que comprende la soluciéon del Compuesto 1 con parafilm que tiene un agujero. Un ejemplo de rapida
evaporacién consiste en dejar un recipiente, tal como un vial, que comprende la solucién del Compuesto 1, no
cubierto. Los soélidos se recogen después.

En la presente se divulga un proceso de preparacién de la Forma A que comprende la disolucion del
Compuesto 1 en un primer disolvente y la adicién de un segundo disolvente en el que el Compuesto 1 tiene una
pobre solubilidad (solubilidad <1 mg/ml). Por ejemplo, el primer disolvente puede ser un disolvente en el que el
Compuesto 1 tiene mas de 20 mg/ml de solubilidad, por ejemplo acetato de etilo, etanol, alcohol isopropilico, o
acetona. El segundo disolvente puede ser, por ejemplo, heptano o agua.

En general, el Compuesto 1 se disuelve en el primer disolvente y se filtrd6 para eliminar cualesquiera
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cristales de siembra. Se afiade el segundo disolvente lentamente mientras se agite. Los sélidos se precipitan y se
recogen por filtracion.

Métodos de preparacion de Compuesto 1 amorfo

A partir de Compuesto 1 o Forma A de Compuesto 1, la forma amorfa del Compuesto 1 se puede preparar
por evaporacion rotatoria o por métodos secos de pulverizacion.

La disolucion de Compuesto 1 en un disolvente apropiado como metanol y evaporacién rotatoria del
metanol para dejar una espuma produce la forma amorfa de Compuesto 1. En algunos aspectos, un bafio de agua
caliente se utiliza para acelerar la evaporacion.

La forma amorfa de Compuesto 1 también se puede preparar a partir de la Forma A de Compuesto 1
mediante métodos de pulverizacion seca. El secado por pulverizacidén es un proceso que convierte una alimentacion
liquida a una forma particulada seca. Opcionalmente, un proceso de secado secundario tal como secado en lecho
fluidizado o secado al vacio, se puede utilizar para reducir los disolventes residuales a niveles farmacéuticamente
aceptables. Tipicamente, el secado por pulverizacion implica la puesta en contacto de una suspensién altamente
dispersa liquida o solucion, y un volumen suficiente de aire caliente para producir la evaporacion y secado de las
gotas de liquido. La preparacion para el secado por pulverizacion puede ser cualquier solucion, suspension,
dispersion coloidal, o pasta que puede atomizarse usando el aparato de secado por pulverizacion seleccionada. En
un procedimiento estandar, la preparacion se pulveriza en una corriente de aire caliente filtrado que evapora el
disolvente y transporta el producto seco a un colector (por ejemplo, un ciclén). El aire gastado entonces se agota con
el disolvente, o, alternativamente, se envia el aire pasado a un condensador para capturar y reciclar potencialmente
el disolvente. Comercialmente tipos disponibles de aparato puede utilizarse para llevar a cabo el secado por
pulverizacién. Por ejemplo, secadores de pulverizacién comerciales son fabricados por Buchi Ltd. And Niro (por
ejemplo, la linea de PSD de atomizadores fabricados por Niro) (véase, US 2004/0105820, US 2003/0144257).

El secado por pulverizacién emplea tipicamente cargas de solidos de material de aproximadamente 3% a
aproximadamente 30% en peso, (es decir, farmaco y excipientes), por ejemplo de aproximadamente 4% a
aproximadamente 20% en peso, preferiblemente al menos aproximadamente 10%. En general, el limite superior de
las cargas de solidos se rige por la viscosidad de (por ejemplo, la capacidad de bombear) la solucién resultante y la
solubilidad de los componentes en la solucién. Generalmente, la viscosidad de la solucién puede determinar el
tamano de la particula en el producto en polvo resultante.

Las técnicas y métodos para el secado por pulverizacion se pueden encontrar en Perry’s Chemical
Engineering Handbook, 6° Ed., R. H. Perry, D. W. Green & J. O. Maloney, eds.), McGraw-Hill book co. (1984); y
Marshall "Atomization and Spray-Drying" 50, Chem. Eng. Prog. Monogr. Serie 2 (1954). En general, el secado por
pulverizacién se lleva a cabo con una temperatura de entrada de aproximadamente 60°C a aproximadamente
200°C, por ejemplo, de aproximadamente 95°C a aproximadamente 185°C, de aproximadamente 110°C a
aproximadamente 182°C, a partir de aproximadamente 96°C a aproximadamente 180°C, por ejemplo,
aproximadamente 145°C. El secado por pulverizacion se lleva a cabo generalmente con una temperatura de salida
de aproximadamente 30°C a aproximadamente 90°C, por ejemplo de aproximadamente 40°C a aproximadamente
80°C, aproximadamente 45°C a aproximadamente 80°C por ejemplo, aproximadamente 75°C. La velocidad de flujo
de atomizacién es generalmente de aproximadamente 4 kg/h a aproximadamente 12 kg/h, por ejemplo, de alrededor
de 4,3 kg/h a aproximadamente 10,5 kg/h, por ejemplo, aproximadamente 6 kg/h o aproximadamente 10,5 kg/h. El
caudal de alimentacion es generalmente de aproximadamente 3 kg/h a aproximadamente 10 kg/h, por ejemplo, de
alrededor de 3,5 kg/h a aproximadamente 9,0 kg/h, por ejemplo, aproximadamente 8 kg/h o aproximadamente 7,1
kg/h. La relacion de la atomizacion es generalmente de aproximadamente 0,3 a 1,7, por ejemplo, de
aproximadamente 0,5 a 1,5, por ejemplo, aproximadamente 0,8 o aproximadamente 1,5.

La eliminacién del disolvente puede requerir una etapa de secado posterior, como secado en bandejas,
secado en lecho fluido (por ejemplo, de aproximadamente temperatura ambiente a aproximadamente 100°C),
secado al vacio, secado por microondas, secado en tambor rotatorio o secado al vacio biconico (por ejemplo, de
aproximadamente temperatura ambiente a aproximadamente 200°C).

En una realizacién, la dispersién soélida se seca a lecho fluido.

En un procedimiento, el disolvente incluye un disolvente volatil, por ejemplo un disolvente que tiene un
punto de menos de aproximadamente 100°C de ebullicién. En algunos aspectos, el disolvente incluye una mezcla de
disolventes, por ejemplo una mezcla de disolventes volatiles o una mezcla de disolventes volatiles y no volatiles.
Cuando se usan mezclas de disolventes, la mezcla puede incluir uno o mas disolventes no volatiles, por ejemplo, en
el que el disolvente no volatil esta presente en la mezcla a menos de aproximadamente 15%, por ejemplo, menos de
aproximadamente 12%, menos de aproximadamente 10%, menos de aproximadamente 8%, menos de
aproximadamente 5%, menos de aproximadamente 3%, 0 menos de aproximadamente 2%.
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Los disolventes preferidos son aquellos disolventes en los que el Compuesto 1 tiene una solubilidad de al
menos aproximadamente 10 mg/ml, (por ejemplo, al menos aproximadamente 15 mg/ml, 20 mg/ml, 25 mg/ml, 30
mg/ml, 35 mg/ml, 40 mg/ml, 45 mg/ml, 50 mg/ml, o mayor). Disolventes mas preferidos incluyen aquellos en los que
el Compuesto 1 tiene una solubilidad de al menos aproximadamente 20 mg/ml.

Ejemplos de disolventes que pueden ser probados incluyen acetona, ciclohexano, diclorometano, N,N-
dimetilacetamida (DMA), N,N-dimetilformamida (DMF), 1,3-dimetilo-2-imidazolidinona (DMI), dimetilo sulféxido
(DMSO), dioxano, acetato de etilo, éter etilico, acido acético glacial (HAc), metilo etilo cetona (MEK), N-metilo-2-
pirrolidinona (NMP), éter metilo terc-butilico (MTBE), tetrahidrofurano (THF), pentano, acetonitrilo, metanol, etanol,
alcohol isopropilico, acetato de isopropilo y tolueno. Ejemplos de co-disolventes incluyen acetona/DMSO,
acetona/DMF, acetona/agua, MEK/agua, THF/agua, dioxano/agua. En un sistema de dos disolventes, los
disolventes pueden estar presentes en de aproximadamente 0,1% a aproximadamente 99,9%. En algunos aspectos
preferidos, el agua es un co-disolvente con acetona donde el agua esta presente desde aproximadamente 0,1% a
aproximadamente 15%, por ejemplo aproximadamente 9% a aproximadamente 11%, por ejemplo, aproximadamente
10%. En algunos aspectos preferidos, el agua es un co-disolvente con MEK donde el agua esta presente desde
aproximadamente 0,1% a aproximadamente 15%, por ejemplo aproximadamente 9% a aproximadamente 11%, por
ejemplo, aproximadamente 10%. En algunos aspectos la solucién de disolvente incluye tres disolventes. Por
ejemplo, la acetona y el agua se pueden mezclar con un tercer disolvente, tal como DMA, DMF, DMI, DMSO, o HAc.
En casos en los que el Compuesto 1 amorfo es un componente de una dispersion sdélida amorfa, los disolventes
preferidos disuelven tanto el Compuesto 1 como el polimero. Los disolventes adecuados incluyen los descritos
anteriormente, por ejemplo, MEK, acetona, agua, metanol, y mezclas de los mismos.

El tamafio de las particulas y el rango de temperatura de secado pueden ser modificados para preparar una
dispersion soélida 6ptima. Como se apreciaria por profesionales cualificados, un tamafo de particula pequeno
permitiria mejorar la eliminacion del disolvente. Los solicitantes han encontrado, sin embargo, que las particulas mas
pequerias pueden dar lugar a particulas esponjosas que, en algunas circunstancias no proporcionan dispersiones
sélidas 6ptimas para el procesamiento aguas abajo, como la formacién de comprimidos. A temperaturas mas altas,
se puede producir cristalizacién o degradacion quimica del Compuesto 1. A temperaturas mas bajas, una cantidad
suficiente del disolvente no puede ser eliminada. Los métodos de la presente memoria proporcionan un tamafio de
particula 6ptimo y una temperatura de secado éptimo.

En general, el tamano de particula es tal que D10 um) es menor que aproximadamente 5, por ejemplo,
menos de aproximadamente 4,5, menos de aproximadamente 4,0, o menor que aproximadamente 3,5, D50 (um) es
generalmente menor que aproximadamente 17, por ejemplo, menos de aproximadamente 16, menos de
aproximadamente 15, menos de aproximadamente 14, menos de aproximadamente 13, y D90 (um) es generalmente
menor que aproximadamente 175, por ejemplo, menos de aproximadamente 170, menos de aproximadamente 170,
menos de aproximadamente 150, menos de aproximadamente 125, menos de aproximadamente 100, menos de
aproximadamente 90, menos de aproximadamente 80, menos de aproximadamente 70, menos de aproximadamente
60, o menos de aproximadamente 50. En general, la densidad aparente de las particulas secadas por pulverizacion
es de aproximadamente 0,08 g/cc a aproximadamente 0,20 g/cc, por ejemplo, de aproximadamente 0,10 a
aproximadamente 0,15 g/cc, por ejemplo, aproximadamente 0,11 g/cc o alrededor de 0,14 g/cc. La densidad
aparente de las particulas secadas por pulverizacion generalmente varia de aproximadamente 0,08 g/cc a
aproximadamente 0,20 g/cc, por ejemplo, de aproximadamente 0,10 a aproximadamente 0,15 g/cc, por ejemplo,
aproximadamente 0,11 g/cc o alrededor de 0,14 g/cc, para 10 grifos; 0,10 g/cc a aproximadamente 0,25 g/cc, por
ejemplo, de aproximadamente 0,11 a aproximadamente 0,21 g/cc, por ejemplo, aproximadamente 0,15 g/cc,
aproximadamente 0,19 g/cc, o alrededor de 0,21 g/cc por 500 grifos; 0,15 g/cc a aproximadamente 0,27 g/cc, por
ejemplo, de aproximadamente 0,18 a aproximadamente 0,24 g/cc, por ejemplo, aproximadamente 0,18 g/cc,
aproximadamente 0,19 g/cc, aproximadamente 0,20 g/cc, o alrededor de 0,24 g/cc para 1250 grifos; y 0,15 g/cc a
aproximadamente 0,27 g/cc, por ejemplo, de aproximadamente 0,18 a aproximadamente 0,24 g/cc, por ejemplo,
aproximadamente 0,18 g/cc, aproximadamente 0,21 g/cc, aproximadamente 0,23 g/cc, o alrededor de 0,24 g/cc por
2500 grifos.

Polimeros

Las dispersiones sélidas incluyendo el Compuesto 1 amorfo y un polimero (o vehiculo en estado sélido)
también se dan a conocer en el presente documento. Por ejemplo, el Compuesto 1 esta presente como un
Compuesto amorfo como un componente de una dispersion sélida amorfa. La dispersion amorfa sélida, por lo
general incluye el Compuesto 1 y un polimero. Ejemplos de polimeros incluyen polimeros celulésicos tales como
HPMC o HPMCAS vy pirrolidona que contiene polimeros tales como PVP/VA. En algunos aspectos, la dispersion
sélida amorfa incluye uno o mas excipientes adicionales, tales como un agente surfactante.

En una realizacion, un polimero es capaz de disolverse en medios acuosos. La solubilidad de los polimeros
puede ser pH-independiente o pH-dependiente. Estos ultimos incluyen uno o mas polimeros entéricos. El término
"polimero entérico" se refiere a un polimero que es preferentemente soluble en el ambiente menos acidico del
pariente intestino al entorno mas acidico del estdémago, por ejemplo, un polimero que es insoluble en medios
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acuosos acidos, pero soluble cuando el pH es por encima de 5-6. Un polimero adecuado debe ser quimica y
biol6gicamente inerte. Con el fin de mejorar la estabilidad fisica de las dispersiones soélidas, la temperatura de
transicion vitrea (Tg) del polimero debe ser lo mas alto posible. Por ejemplo, los polimeros preferidos tienen una
temperatura de transicion vitrea por lo menos igual o mayor que la temperatura de transicion vitrea del farmaco (es
decir, el Compuesto 1). Otros polimeros preferidos tienen una temperatura de transicion vitrea que esta dentro de
aproximadamente 10 a aproximadamente 15°C del farmaco (es decir, el Compuesto 1). Ejemplos de temperaturas
de transicién vitrea adecuadas de los polimeros incluyen al menos aproximadamente 90°C, al menos
aproximadamente 95°C, al menos aproximadamente 100°C, al menos aproximadamente 105°C, al menos
aproximadamente 110°C, al menos aproximadamente 115°C, al menos aproximadamente 120°C, al menos
aproximadamente 125°C, al menos aproximadamente 130°C, al menos aproximadamente 135°C, al menos
aproximadamente 140°C, al menos aproximadamente 145°C, al menos aproximadamente 150°C, al menos
aproximadamente 155°C, al menos aproximadamente 160°C, al menos aproximadamente 165°C, al menos
aproximadamente 170°C, o al menos aproximadamente 175°C (medido en condiciones secas). Sin desear estar
limitado por la teoria, se cree que el mecanismo subyacente es que un polimero con una Tg mas alta tiene en
general una movilidad molecular inferior a temperatura ambiente, que puede ser un factor crucial en la estabilizacién
de la estabilidad fisica de la dispersién sélida amorfa.

Ademas, la higroscopicidad de los polimeros debe ser igual de baja, por ejemplo, menos de 10%. Para el
propésito de comparacién en esta solicitud, la higroscopicidad de un polimero o composicién se caracteriza en
alrededor de 60% de humedad relativa. En algunos aspectos preferidos, el polimero tiene menos de
aproximadamente 10% de absorcion de agua, por ejemplo menos de aproximadamente el 9%, menos de
aproximadamente 8%, menos de aproximadamente 7%, menos de aproximadamente 6%, menos de
aproximadamente 5%, menos de aproximadamente 4%, menos de aproximadamente 3%, 0 menos de
aproximadamente 2% de absorcion de agua. La higroscopicidad también puede afectar a la estabilidad fisica de las
dispersiones sélidas. En general, la humedad adsorbida en los polimeros se puede reducir en gran medida la Tq de
los polimeros, asi como las dispersiones soélidas resultantes, o que reducira ain mas la estabilidad fisica de las
dispersiones solidas como se describié anteriormente.

En una realizacion, el polimero es uno o mas polimero(s) soluble(s) en agua o polimero(s) parcialmente
soluble(s) en agua. Polimeros solubles en agua o parcialmente solubles en agua incluyen pero no se limitan a,
derivados de celulosa (por ejemplo, hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), hidroxipropilcelulosa (HPC)) o etilcelulosa;
polivinilpirrolidonas (PVP); polietilenglicoles (PEG); alcoholes de polivinilo (PVA); acrilatos, tales como polimetacrilato
(por ejemplo, Eudragit® E); ciclodextrinas (por ejemplo, B-ciclo-dextina) y copolimeros y derivados de los mismos,
incluyendo por ejemplo PVP-VA (acetato de polivinilpirrolidona-vinilo).

En algunas realizaciones, el polimero es hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), tal como HPMC E50,
HPMCE15, o HPMC60SH50).

Como se ha expuesto en el presente documento, el polimero puede ser un polimero entérico dependiente
del pH. Tales polimeros entéricos dependientes del pH incluyen, pero no se limitan a, derivados de celulosa (por
ejemplo, acetato ftalato de celulosa (CAP)), ftalatos de celulosa de metilo de hidroxipropilo (HPMCP), succinato de
acetato de celulosa de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMCAS), carboximetilcelulosa (CMC) o una sal del mismo (por
ejemplo, una sal de sodio tal como (CMC-Na)); trimelitato de acetato de celulosa (CAT), ftalato de acetato de
hidroxipropilcelulosa (HPCAP), ftalato de acetato de celulosa de hidroxipropilmetilcelulosa (HPMCAP), y ftalato de
acetato de metilcelulosa (MCAP), o polimetacrilatos (por ejemplo, Eudragit® S). En algunos aspectos, el polimero es
succinato de celulosa de acetato de metilo de hidroxipropilo (HPMCAS). En algunos aspectos, el polimero es
succinato de acetato de celulosa de metilo de hidroxipropilo de grado HG (HPMCAS-HG).

En otra realizacién mas, el polimero es un copolimero de polivinilpirrolidona, por ejemplo, co-polimero de
acetato de avinilpirrolidona/vinilo (PVP/VA).

En realizaciones en las que el Compuesto 1 forma una dispersion sélida con un polimero, por ejemplo con
un HPMC, HPMCAS, o polimero PVP/VA, la cantidad de polimero con respecto al peso total de los rangos de
dispersion solida varia de aproximadamente 0,1% a 99 % por peso. A menos que se especifique lo contrario, los
porcentajes de farmaco, polimero y otros excipientes como se describe dentro de una dispersion se dan en
porcentajes en peso. La cantidad de polimero es tipicamente al menos aproximadamente 20%, y preferiblemente al
menos aproximadamente 30%, por ejemplo, al menos aproximadamente 35%, al menos aproximadamente 40%, al
menos aproximadamente 45%, o aproximadamente 50% (por ejemplo, 49,5%). La cantidad es tipicamente de
aproximadamente 99% o menos, y preferiblemente de aproximadamente 80% o0 menos, por ejemplo
aproximadamente 75% o0 menos, aproximadamente 70% o0 menos, aproximadamente 65% 0 menos,
aproximadamente 60% o menos, o aproximadamente de 55% o menos. En un aspecto, el polimero esta en una
cantidad de hasta aproximadamente 50% del peso total de la dispersion (y ain mas especificamente, entre
aproximadamente 40% y 50%, tal como aproximadamente 49%, aproximadamente el 49,5%, o aproximadamente 50
%). HPMC y HPMCAS estan disponibles en una variedad de grados de ShinEtsu, por ejemplo, HPMCAS esta
disponible en un nimero de variedades, incluyendo AS-LF, AS-MF, AS-HF, AS-LG, AS-MG, AS-HG. Cada uno de
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estos grados varian con el porcentaje de sustitucion de acetato y succinato.

En algunas realizaciones, el Compuesto 1 y el polimero estan presentes en cantidades aproximadamente
iguales, por ejemplo, cada uno del polimero y el farmaco representan aproximadamente la mitad del porcentaje en
peso de la dispersion. Por ejemplo, el polimero esta presente en aproximadamente el 49,5% y esta presente en
aproximadamente 50% del farmaco.

En algunas realizaciones, el Compuesto 1 y el polimero combinado representan 1% a 20% en peso de
contenido sélido total de la dispersion no sélida antes del secado por pulverizacién. En algunos aspectos, el
Compuesto 1y el polimero combinado representan 5% a 15% en peso de contenido sélido total de la dispersion no
sélida antes del secado por pulverizacion. En algunos aspectos, el Compuesto 1 y el polimero combinado
representan alrededor del 11% en peso de contenido solido total de la dispersion no sélida antes del secado por
pulverizacién.

En algunas realizaciones, la dispersién incluye, ademas, otros ingredientes menores, tales como un agente
surfactante (por ejemplo, SLS). En algunos aspectos, el agente surfactante esta presente en menos de
aproximadamente 10% de la dispersién, por ejemplo menos de aproximadamente el 9%, menos de
aproximadamente 8%, menos de aproximadamente 7%, menos de aproximadamente 6%, menos de
aproximadamente 5%, menos de aproximadamente 4%, menos de aproximadamente 3%, menos de
aproximadamente 2%, aproximadamente 1%, o aproximadamente 0,5%.

En realizaciones que incluyen un polimero, el polimero debe estar presente en una cantidad eficaz para la
estabilizacion de la dispersion sélida. La estabilizacion incluye la inhibicién o prevencion de la cristalizacién del
Compuesto 1. Tal estabilizacion inhibiria la conversiéon del Compuesto 1 de forma amorfa a la forma cristalina. Por
ejemplo, el polimero podria evitar al menos una parte (por ejemplo, aproximadamente el 5%, aproximadamente el
10%, aproximadamente el 15%, aproximadamente el 20%, aproximadamente el 25%, aproximadamente el 30%,
aproximadamente el 35%, aproximadamente el 40%, aproximadamente el 45%, aproximadamente el 50%,
aproximadamente el 55%, aproximadamente el 60%, aproximadamente el 65%, aproximadamente el 70%,
aproximadamente el 75%, o mayor) del Compuesto 1 de la conversién de una forma amorfa a una cristalina. La
estabilizacion puede ser medida, por ejemplo, mediante la medicion de la temperatura de transicion vitrea de la
dispersion sélida, la medicion de la tasa de relajacion del material amorfo, o midiendo la solubilidad o la
biodisponibilidad del Compuesto 1.

Los polimeros adecuados para uso en combinacion con el Compuesto 1, por ejemplo para formar una
dispersion solida, tal como una dispersion soélida amorfa, debe tener una o mas de las siguientes propiedades:

La temperatura de transicion vitrea del polimero debe tener una temperatura de no menos de
aproximadamente 10-15°C mas baja que la temperatura de transicion vitrea del Compuesto 1. Preferiblemente, la
temperatura de transicion vitrea del polimero es mayor que la temperatura de transicion vitrea del Compuesto 1 vy,
en general, al menos 50°C mas alta que la temperatura de almacenamiento deseada del medicamento. Por ejemplo,
al menos aproximadamente 100°C, al menos aproximadamente 105°C, al menos aproximadamente 105°C, al menos
aproximadamente 110°C, al menos aproximadamente 120°C, al menos aproximadamente 130°C, al menos
aproximadamente 140°C, al menos aproximadamente 150°C, al menos aproximadamente 160°C, al menos
aproximadamente 160°C, o mayor.

El polimero debe ser relativamente no higroscopico. Por ejemplo, el polimero debe, cuando se almacena en
condiciones estandar, absorber menos de aproximadamente 10% de agua, por ejemplo, menos de
aproximadamente 9%, menor que aproximadamente 8%, menos de aproximadamente 7%, menos de
aproximadamente 6%, 0 menos de aproximadamente 5%, menos de aproximadamente 4%, 0 menos de
aproximadamente 3% de agua. Preferiblemente, el polimero estara sustancialmente libre de agua absorbida, cuando
se almacena en condiciones estandar.

El polimero debe tener una solubilidad similar o mejor en disolventes adecuados para los procesos de
secado por pulverizacién con relacion al del Compuesto 1. En aspectos preferidos, el polimero se disuelve en uno o
mas de los mismos disolventes o sistemas de disolventes como el Compuesto 1. Se prefiere que el polimero sea
soluble en al menos un disolvente que contiene no-hidroxi tal como cloruro de metileno, acetona, o una combinacién
de los mismos.

El polimero, cuando se combina con el Compuesto 1, por ejemplo en una dispersion sélida o en una
suspension liquida, deberia aumentar la solubilidad del Compuesto 1 en medios acuosos y fisioldgicamente relativos
ya sea con respecto a la solubilidad del Compuesto 1 en ausencia de polimero o en relacién con la solubilidad del
Compuesto 1 cuando se combina con un polimero de referencia. Por ejemplo, el polimero podria aumentar la
solubilidad del Compuesto 1 amorfo mediante la reduccién de la cantidad de Compuesto 1 amorfo que convierte a
Compuesto 1 cristalino, ya sea desde una dispersion soélida amorfa o desde una suspensién liquida.
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El polimero debe disminuir la velocidad de relajacion de la sustancia amorfa.
El polimero debe aumentar la estabilidad fisica y/o quimica del Compuesto 1.
El polimero deberia mejorar la capacidad de fabricacion del Compuesto 1.

El polimero debe mejorar una o mas de las propiedades de manipulacién, administracion o almacenamiento
del Compuesto 1.

El polimero no debe interactuar desfavorablemente con otros componentes farmacéuticos, por ejemplo,
excipientes.

La idoneidad de un polimero de candidato (u otro componente) se puede probar usando los métodos de
secado por aspersion (u otros métodos descritos en este documento) para formar una composicion amorfa. La
composicién de candidato puede compararse en términos de estabilidad, la resistencia a la formacién de cristales, u
otras propiedades, y se compar6 con una preparacion de referencia, por ejemplo, una preparacion de Compuesto 1
amorfo puro o el Compuesto 1 cristalino. Por ejemplo, una composicién candidato podria ser probada para
determinar si inhibe el tiempo de aparicion de disolvente mediada por cristalizacién, o el porcentaje de conversién en
un momento dado en condiciones controladas, por al menos 50%, 75%, 100%, o 110%, asi como la preparacién de
referencia, o una composicion candidato podria ser analizada para determinar si ha mejorado la biodisponibilidad o
la solubilidad relativa a Compuesto 1 cristalino.

Surfactantes

Una dispersién sélida u otra composicion puede incluir un agente surfactante. Un surfactante o mezcla de
surfactante en general disminuiria la tension interfacial entre la dispersion sélida y un medio acuoso. Un surfactante
adecuado o mezcla surfactante adecuada superficie también podria mejorar la solubilidad acuosa y la
biodisponibilidad del Compuesto 1 a partir de una dispersion sélida. Los surfactantes para su uso en conexién con la
presente descripcién incluyen, pero no se limitan a, ésteres de sorbitan de acidos grasos (por ejemplo, Spans®),
ésteres de acidos grasos de sorbitan de polioxietileno (por ejemplo, Tweens®), sulfato de laurilo de sodio (SLS),
dodecilbenceno de sodio sulfonato (DBSS) dioctilsulfosuccinato de sodio (docusato), sal sédica del acido dioxicolico
(DOSS), monoestearato de sorbitan, triestearato de sorbitan, bromuro de hexadeciltrimetil amonio (HTAB), sodio N-
Lauroilsarcosina, oleato de sodio, sodio de miristilo, estearato de sodio, sodio palmitato, gelucire 44/14, acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), la vitamina E d-alfa tocoferol polietileno glicol 1000 succinato (TPGS), lecitina,
677-692 MW, monohidrato monosédico de acido glutanico, labrasol, PEG 8 glicéridos caprilico/caprico, Transcutol,
éter monoetilo dietilenglicol, Solutol HS-15, polietilenglicol/hidroxiestearato, acido taurocélico, Pluronic F68, Pluronic
F108, y Pluronic F127 (o cualesquiera otros co-polimeros de polioxietileno-polioxipropileno (Pluronics) o glicéridos
poliglicolizados saturados (Gelucirs®)). Un ejemplo especifico de tales surfactantes que pueden ser utilizados en
conexion con esta invencion incluyen, pero no se limitan a Span 65, Span 25, Tween 20, Capryol 90, Pluronic F108,
sulfato de laurilo de sodio (SLS), la vitamina E TPGS, Pluronics y copolimeros. SLS se prefiere generalmente.

La cantidad del agente surfactante (por ejemplo, SLS) con respecto al peso total de la dispersion sélida
puede estar entre 0,1 a 15%. Preferiblemente, es de aproximadamente 0,5% a aproximadamente 10%, mas
preferiblemente de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 5%, por ejemplo, aproximadamente 0,5 a 4%,
aproximadamente 0,5 a 3%, aproximadamente 0,5 a 2%, aproximadamente 0,5 a 1%, o aproximadamente 0,5%.

En ciertas realizaciones, la cantidad del agente surfactante con respecto al peso total de la dispersion sélida
es al menos aproximadamente 0,1%, preferiblemente de aproximadamente 0,5%. En estas realizaciones, el
surfactante estd presente en una cantidad de no mas de aproximadamente 15%, y preferiblemente no mas de
aproximadamente 12%, aproximadamente 11%, aproximadamente 10%, aproximadamente 9%, aproximadamente
8%, aproximadamente 7%, aproximadamente 6%, aproximadamente 5%, aproximadamente 4%, aproximadamente
3%, aproximadamente 2% o aproximadamente 1%. Se prefiere una realizacion en la que el surfactante esta en una
cantidad de aproximadamente 0,5% en peso.

Los surfactantes candidatos (u otros componentes) se pueden probar para determinar su idoneidad para su
uso en la invencién de una manera similar a la descrita para los polimeros de prueba.

Usos, Formulacién y Administracion

Composiciones farmacéuticamente aceptables

En la presente se divulgan composiciones farmacéuticamente aceptables, en el que estas composiciones
comprenden Forma A de Compuesto 1 como se describe en el presente documento, y comprenden opcionalmente
un portador, adyuvante o vehiculo farmacéuticamente aceptable. En ciertas realizaciones, estas composiciones
comprenden ademas opcionalmente uno o mas agentes terapéuticos adicionales.
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Como se describié anteriormente, las composiciones farmacéuticamente aceptables de la presente
invencion, ademas, comprende un vehiculo, adyuvante o vehiculo farmacéuticamente, que, como se usa aqui,
incluye cualquiera y todos los disolventes, diluyentes, u otro vehiculo liquido, dispersién o auxiliares de suspension,
agentes surfactantes, agentes isotonicos, agentes espesantes o emulsionantes, conservantes, aglutinantes sélidos,
lubricantes y similares, adecuado para la forma de dosificaciéon particular deseada. Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 16° Edicion, E. W. Martin (Mack Publishing Co., Easton, Pa., 1980) da a conocer diversos portadores
utilizados en la formulacién de composiciones farmacéuticamente aceptables y técnicas conocidas para su
preparacion. Excepto en tanto que cualquier medio portador convencional es incompatible con los compuestos de la
invencion, tales como mediante la produccién de cualquier efecto biolégico indeseable o de otro modo interactua de
manera perjudicial con cualquier otro componente de la composicion farmacéuticamente aceptable, estando su uso
contemplado dentro del alcance de esta invencion. Algunos ejemplos de materiales que pueden servir como
vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, intercambiadores de iones, alimina,
estearato de aluminio, lecitina, proteinas del suero, tales como albimina de suero humano, sustancias tampén tales
como fosfatos, glicina, acido sérbico, o sorbato de potasio, mezclas de glicéridos parciales de acidos grasos
vegetales saturados, agua, sales o electrolitos, tales como sulfato de protamina, hidrégeno fosfato disédico, fosfato
potasico de hidrégeno, cloruro de sodio, sales de zinc, silice coloidal, trisilicato de magnesio, polivinilpirrolidona,
poliacrilatos, ceras, polimeros de polietileno-polioxipropileno de bloques, grasa de lana, azucares tales como lactosa,
glucosa y sacarosa; almidones tales como almidén de maiz y almidon de patata; celulosa y sus derivados tales
como carboximetilcelulosa sédica, etilcelulosa y acetato de celulosa; tragacanto en polvo; malta; gelatina; talco;
excipientes tales como manteca de cacao y ceras para supositorios; aceites tales como aceite de cacahuete, aceite
de semilla de algoddn; aceite de cartamo; aceite de sésamo; aceite de oliva; aceite de maiz y aceite de soja;
glicoles; tal propilenglicol o polietilenglicol; ésteres tales como oleato de etilo y laurato de etilo; agar; agentes tales
como hidréxido de magnesio e hidroxido de aluminio tamponantes; acido alginico; agua sin pir6genos; solucién
salina isotonica; solucion de Ringer; alcohol etilico, y tampén de fosfato de soluciones, asi como otros lubricantes
compatibles no toxicos tales como sulfato de lauril sédico y estearato de magnesio, asi como agentes colorantes,
agentes de liberacion, agentes de recubrimiento, edulcorantes, aromatizantes y perfumantes, conservantes y
antioxidantes pueden también estar presente en la composicion, segun el juicio del formulador.

Usos de compuestos y composiciones faracéuticamente aceptables

En la presente se divulga un método de tratamiento de una afeccion, enfermedad, o trastorno implicado por
RTFQ. En ciertas realizaciones, la presente invencion proporciona una composicién que comprende una forma en
estado sélido de la Forma A de Compuesto 1 para uso en un método de tratamiento de una afeccién, enfermedad, o
trastorno implicado por una deficiencia de la actividad de RTFQ, el método comprende la administracién de una
composicién que comprende una forma en estado sélido de la Forma A de Compuesto 1 descrito en este documento
a un sujeto, preferiblemente un mamifero, en necesidad del mismo.

Una "enfermedad mediada por RTFQ", como se usa en el presente documento es una enfermedad
seleccionada de la fibrosis quistica, el asma, el humo inducido por la EPOC, bronquitis crénica, rinosinusitis,
estrefiimiento, pancreatitis, insuficiencia pancreatica, la infertilidad masculina causada por la ausencia bilateral
congénita de los conductos deferentes (ABCCD), enfermedad pulmonar leve, pancreatitis idiopatica, aspergilosis
broncopulmonar alérgica (ABPA), enfermedad hepatica, enfisema hereditario, hemocromatosis hereditaria,
deficiencias de coagulacion-fibrinolisis, deficiencia de proteina C, angioedema hereditario de tipo 1, deficiencias de
procesamiento de lipidos, hipercolesterolemia familiar, quilomicronemia de tipo 1, abetalipoproteinemia,
enfermedades de almacenamiento lisosomal, enfermedad/pseudo-Hurler de células |, mucopolisacaridosis,
Sandhof/Tay-Sachs, Crigler-Najjar 1l de tipo Il, poliendocrinopatia/hiperinsulinemia, diabetes mellitus, enanismo de
Laron, deficiencia de mieloperoxidasa, hipoparatiroidismo primario, melanoma, glucanosis CDG de tipo 1,
hipertiroidismo congénito, osteogénesis imperfecta, hipofibrinogenemia hereditaria, deficiencia de ACT, diabetes
insipida (Dl), neurohipdfisis DI, DI nefrogénica, sindrome de Charcot-Marie Tooth, enfermedad de Pelizaeus-
Merzbacher, enfermedades neurodegenerativas, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis
lateral amiotrofica, plasy progresiva supranuclear, enfermedad de Pick, varios trastornos neurolégicos de la
poliglutamina, enfermedad de Huntington, ataxia espinocerebelosa de tipo I, atrofia muscular espinal y bulbar,
palidoluisiano dentatorubal, distrofia mioténica, encefalopatias espongiformes, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob
hereditaria (debido al defecto de procesamiento de proteina pridnica), la enfermedad de Fabry, sindrome de
Gerstmann-Straussler Scheinker, EPOC, enfermedad del ojo seco, enfermedad de Sjogren, osteoporosis,
osteopenia, sindrome de Gorham, cloruro de canalopatias, miotonia congénita (formas Thomson y Becker),
sindrome de Bartter de tipo lll, enfermedad de Dent, hiperekplexia, epilepsia, hiperekplexia, enfermedad de
almacenamiento lisosomal, sindrome de Angelman, discinesia ciliar primaria (DCP), trastornos hereditarios de la
estructura y/o funcién de los cilios, PCD con situs inverso (también conocido como sindrome de Kartagener), PCD
sin situs inverso, o aplasia ciliar.

En ciertas realizaciones, la presente divulgacién proporciona un método de tratamiento de una enfermedad

mediada por RTFQ en un ser humano que comprende la etapa de administrar a dicho ser humano una cantidad
eficaz de una composicién que comprende la Forma A de Compuesto 1 descrita en el presente documento.
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De acuerdo con una realizacion preferida alternativa, la presente divulgacion proporciona un método de
tratamiento de la fibrosis quistica en un ser humano que comprende la etapa de administrar a dicho ser humano una
composicién que comprende una Forma A del Compuesto 1 que se describe aqui.

De acuerdo con la divulgacion una "cantidad eficaz" de la Forma A de Compuesto 1 o una composicion
farmacéuticamente aceptable del mismo es la cantidad eficaz para tratar o reducir la gravedad de cualquiera de las
enfermedades citadas anteriormente.

La Forma A de Compuesto 1 o una composicion farmacéuticamente aceptable de la misma se puede
administrar usando cualquier cantidad y cualquier via de administracion eficaz para tratar o disminuir la gravedad de
una o mas de las enfermedades citadas anteriormente.

En ciertas realizaciones, la forma A de Compuesto 1 aqui descrita o una composicion farmacéuticamente
aceptable de la misma es Util para tratar o disminuir la gravedad de la fibrosis quistica en los pacientes que
presentan actividad RTFQ residual en la membrana apical de los epitelios respiratorio y no respiratorio. La presencia
de actividad RTFQ residual en la superficie epitelial se puede detectar facilmente usando métodos conocidos en la
técnica, por ejemplo, electrofisioldgicos estandares, bioquimicos, o técnicas histoquimicas. Tales métodos identifican
actividad RTFQ utilizando técnicas electrofisiolégicas in vivo o ex vivo, la medicion de sudor o concentraciones
salivales CI, o técnicas bioquimicas o histoquimicas ex vivo para controlar la densidad de la superficie celular. El
uso de tales métodos, la actividad RTFQ residual se puede detectar facilmente en pacientes heterocigotos o
homocigotos para una variedad de diferentes mutaciones, incluyendo pacientes homocigotos o heterocigotos para la
mutacion mas comun, AF508, asi como otras mutaciones tales como la mutaciéon G551D, o la mutacién R117H.

En una realizacioén, la forma A de Compuesto 1 o el Compuesto 1 amorfo descritos en la presente o una
composicion farmacéuticamente aceptable de los mismos es Util para tratar o disminuir la gravedad de la fibrosis
quistica en los pacientes dentro de ciertos genotipos que presentan actividad RTFQ residual, por ejemplo,
mutaciones de clase lll (regulacion alterada o gating), las mutaciones de clase IV (conductancia alterada), o
mutaciones de clase V (reduccion de la sintesis) (R. Lee Kang-Choo, Pamela L., Zeitlin, Tipo I, II, lll, IV, y la fibrosis
quistica reguladora de la conductancia transmembrana de defectos V y oportunidades de la terapia; Current Opinion
in Pulmonary Medicine 6: 521 - 529, 2000). Otros genotipos de pacientes que exhiben actividad RTFQ residual
incluyen pacientes homocigotos para una de estas clases o heterocigotos con cualquier otra clase de mutaciones,
incluyendo mutaciones de clase |, mutaciones de clase Il, o una mutacién que carece de clasificacion.

En una realizacion, La forma A de Compuesto 1 o el Compuesto 1 amorfo descritos en la presente o una
composicién farmacéuticamente aceptable de la misma es Util para tratar o disminuir la gravedad de la fibrosis
quistica en los pacientes dentro de ciertos fenotipos clinicos, por ejemplo, un fenotipo clinico moderado a leve que
por lo general se correlaciona con la cantidad de actividad RTFQ residual en la membrana apical de los epitelios.
Tales fenotipos incluyen pacientes que presentan insuficiencia pancreatica o pacientes con diagnostico de
pancreatitis idiopatica y la ausencia bilateral congénita de los conductos deferentes, o enfermedad pulmonar leve.

La cantidad exacta requerida variara de sujeto a sujeto, dependiendo de la especie, edad, y condicién
general del sujeto, la gravedad de la infeccion, el agente particular, su modo de administracién, y similares. Los
Compuestos de la invencion se formulan preferiblemente en forma unitaria de dosificacion para facilidad de
administracion y uniformidad de dosificacion. La expresién "forma de unidad de dosificacion" tal como se utiliza aqui,
se refiere a una unidad fisicamente discreta de agente apropiado paciente a tratar. Se entendera, sin embargo, que
el uso diario total de los compuestos y composiciones de la presente invencion sera decidido por el médico asistente
dentro del alcance del juicio médico. El nivel de dosis eficaz especifica para cualquier paciente u organismo
particular dependera de una variedad de factores incluyendo el trastorno a tratar y la gravedad del trastorno; la
actividad del compuesto especifico empleado; la composicion especifica empleada; edad, peso corporal, salud
general, sexo y dieta del paciente; tiempo de administracion, via de administracion, y velocidad de excrecién del
compuesto especifico empleado; la duracién del tratamiento; farmacos utilizados en combinacién o coincidentes con
el compuesto especifico empleado, y factores similares bien conocidos en las técnicas médicas. El término
"paciente" o "sujeto", como se usa aqui, significa un animal, preferiblemente un mamifero, y mas preferiblemente un
humano.

Las composiciones farmacéuticamente aceptables de esta invencion pueden administrarse a seres
humanos y otros animales por via oral, rectal, parenteral, intracisternal, intravaginal, intraperitoneal, t6pica (como
mediante polvos, ungiientos, o gotas), bucal, como pulverizaciéon oral o nasal, o similares, dependiendo de la
gravedad de la infeccion que se esté tratando. En ciertas realizaciones, los compuestos de la invencion se pueden
administrar por via oral o parenteral a niveles de dosificaciéon de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente
50 mg/kg y preferiblemente de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 25 mg/kg, de peso corporal del sujeto
por dia, una o mas veces al dia, para obtener el efecto terapéutico deseado.

En ciertas realizaciones, la cantidad de dosis de la Forma A de Compuesto 1 o0 el Compuesto 1 amorfo en
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la forma unitaria de dosificacién es de 100 mg a 1.000 mg. En otra realizacion, la cantidad de dosis de la Forma A de
Compuesto 1 es de 200 mg a 900 mg. En otra realizacion, la cantidad de dosis de la Forma A de Compuesto 1 es de
300 mg a 800 mg. En otra realizacion, la cantidad de dosis de la Forma A de Compuesto 1 es de 400 mg a 700 mg.
En otra realizacion, la cantidad de dosis de la Forma A de Compuesto 1 es de 500 mg a 600 mg.

Las preparaciones inyectables, por ejemplo, suspensiones acuosas u oleaginosas inyectables estériles
pueden formularse de acuerdo con la técnica conocida usando agentes de dispersion o humectantes adecuados y
agentes de suspensidn. La preparacion inyectable estéril también puede ser una solucién inyectable, suspension o
emulsion inyectable estéril en un diluyente no toxico parenteralmente aceptable o disolvente, por ejemplo, como una
solucion en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse se encuentran el
agua, solucién de Ringer, U.S.P. y solucién isotdnica de cloruro de sodio. Ademas, los aceites fijos estériles se
emplean convencionalmente como medio disolvente o de suspension. Para este propdsito cualquier aceite fijo suave
puede ser empleado incluyendo mono o diglicéridos sintéticos. Ademas, los acidos grasos tales como acido oleico
se usan en la preparacién de inyectables.

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

Las composiciones para administracién rectal o vaginal son preferiblemente supositorios que pueden
prepararse mezclando los compuestos de esta invencidn con excipientes o portadores no irritantes adecuados tales
como manteca de cacao, polietilenglicol o una cera de supositorio que son sdlidos a temperatura ambiente pero
liquidos a la temperatura corporal y por lo tanto se fundira en el recto o la cavidad vaginal y liberan el compuesto
activo.

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

Las composiciones sélidas de un tipo similar también se pueden emplear como rellenos en capsulas de
gelatina rellenas blandas y duras usando excipientes tales como lactosa o azlucar de la leche asi como
polietilenglicoles de alto peso molecular y similares. Las formas de dosificacion sélidas de comprimidos, grageas,
capsulas, pildoras y granulos pueden prepararse con recubrimientos y cubiertas tales como recubrimientos entéricos
y otros recubrimientos bien conocidos en la técnica de la formulacion farmacéutica. Pueden contener opcionalmente
agentes opacificantes y también pueden ser de una composicién tal que liberen el ingrediente activo solamente, o
preferentemente, en una cierta parte del tracto intestinal, opcionalmente, de una manera retardada. Ejemplos de
composiciones de inclusién que pueden usarse incluyen sustancias poliméricas y ceras. Las composiciones solidas
de un tipo similar también se pueden emplear como cargas en capsulas de gelatina rellenas blandas y duras usando
excipientes tales como lactosa o azlcar de la leche asi como polietilenglicoles de alto peso molecular y similares.

Los compuestos activos también pueden estar en forma microencapsulada con uno o mas excipientes
como se indicod anteriormente. Las formas de dosificacion solidas de comprimidos, grageas, capsulas, pildoras y
granulos pueden prepararse con recubrimientos y cubiertas tales como recubrimientos entéricos, recubrimientos de
liberacién controlada y otros recubrimientos bien conocidos en la técnica de la formulacion farmacéutica. En tales
formas de dosificacion soélida el compuesto activo puede mezclarse con al menos un diluyente inerte tal como
sacarosa, lactosa o almiddn. Tales formas de dosificacion también pueden comprender, como es practica normal,
sustancias adicionales distintas de los diluyentes inertes, por ejemplo, lubricantes de compresién y otros adyuvantes
para un estearato de magnesio y celulosa microcristalina. En el caso de capsulas, comprimidos y pildoras, las
formas de dosificaciéon también pueden comprender agentes tamponantes. Pueden contener opcionalmente agentes
opacificantes y también pueden ser de una composicion tal que liberen el ingrediente activo solamente, o
preferentemente, en una cierta parte del tracto intestinal, opcionalmente, de una manera retardada. Ejemplos de
composiciones de inclusion que pueden usarse, incluyen sustancias poliméricas y ceras.

También se apreciard que la Forma A de Compuesto 1 se describe en el presente documento o una

composicion farmacéuticamente aceptable del mismo se pueden emplear en terapias de combinacion, es decir, la
Forma A de Compuesto 1 se puede administrar simultdneamente con, antes de, o después de, uno 0 mas otros
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agentes terapéuticos o procedimientos médicos deseados. La combinacién particular de terapias (agentes
terapéuticos o procedimientos) a emplear en un régimen de combinacion tendra en cuenta la compatibilidad de los
agentes terapéuticos deseados y/o procedimientos y el efecto terapéutico deseado a alcanzarse. También se
apreciara que las terapias empleadas pueden lograr un efecto deseado para el mismo trastorno (por ejemplo, un
compuesto de la invencién puede administrarse simultdneamente con otro agente usado para tratar el mismo
trastorno), o pueden conseguir diferentes efectos (por ejemplo, control de cualquier efecto adverso). Tal como se
usa en el presente documento, los agentes terapéuticos adicionales que se administran normalmente para tratar o
prevenir una enfermedad particular, o condicion, son conocidos como "apropiados para la enfermedad, o condicién,
que se esta tratando".

En una realizacion, el agente adicional se selecciona de un agente mucolitico, broncodilatador, un anti-
biético, un agente anti-infeccioso, un agente anti-inflamatorio, un modulador RTFQ que no sea un compuesto de la
presente invencién, o un agente nutricional.

En una realizacion, el agente adicional es acido benzoico 3-(6-(1-(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-ilo)
ciclopropanocarboxamida)-3-metilpiridina-2-ilo). En otra realizacion, el agente adicional es N-(5-hidroxi-2,4-diterc-
butilfenilo)-4-oxo-1H-quinolina-3-carboxamida. En otra realizacion, el agente adicional se selecciona de la Tabla 1:

Tabla 1.
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En otra realizacion, el agente adicional es cualquier combinacion de los agentes anteriores. Por ejemplo, la
composicién puede comprender compuesto 1, 3-(6-(1-(2,2-difluorobenzo[d][1,3]dioxol-5-ilo)
ciclopropanocarboxamido)-3-metilpiridina-2-ilo)acido  benzoico, y N-(5-hidroxi-2,4-di-ter-butilo-fenilo)-4-oxo-1H-
quinolina-3-carboxamida. En otro ejemplo, la composicion puede comprender compuesto 1, N-(5-hidroxi-2,4-di-ter-
butilo-fenilo)-4-oxo-1H-quinolina-3-carboxamida, y uno cualquiera de los compuestos de la Tabla 1, es decir,
compuestos 1 a 14 de la Tabla 1, o cualquier combinacion de los mismos.

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

En otra realizacion, el agente adicional es un mucolito. Mucolitos ejemplares Utiles en este documento
incluyen Pulgarmozyme®.

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

En otra realizacién, el agente adicional es eficaz en la restauracion del liquido de superficie de vias
respiratorias pulmonares. Tales agentes mejoran la circulacion de sal en y fuera de las células, permitiendo que el
moco en las vias respiratorias del pulmén sea mas hidratado y, por lo tanto, se aclar6 con mas facilidad. Los
ejemplos de tales agentes incluyen la solucion salina hipertonica, de tetrasodio denufosol ([[(3S, 5R)-5-(4-amino-2-
oxopirimidina-1-ilo)-3-hidroxioxolano-2-ilo] metoxi-hidroxifosforilo][[[( 2R, 3S, 4R, 5R)-5-(2,4-dioxopirimidina-1-ilo)- 3,
4-dihidroxioxolan-2-ilo] metoxi-hidroxifosforilo] oxi-hidroxifosforilo] fosfato de hidrégeno), o bronchitol (formulacion
inhalada de manitol).

En otra realizacion, el agente adicional es un agente anti-inflamatorio, es decir, un agente que puede
reducir la inflamacién en los pulmones. Los ejemplos de tales agentes Utiles en esta invencion incluyen ibuprofeno,
acido docosahexanoico (DHA), sildenafilo, glutatién inhalado, pioglitazona, hidroxicloroquina, o simavastatina.

En otra realizacion, el agente adicional es un modulador de RTFQ diferente de la Forma | de Compuesto 1,
es decir, un agente que tiene el efecto de modular la actividad de RTFQ. Los ejemplos de tales agentes incluyen
ataluren ("PTC124®"; 3-[5-(2-fluorofenilo)-1,2,4-oxadiazol-3-ilo]benzoico), sinapultida, lancovutida, depelestat (un
inhibidor de elastasa neutréfilo humano recombinante), cobiprostona (7-{(2R, 4aR, 5R, 7aR)-2-[(3S)-1,1-difluoro-3-
metilpentilo]-2-hidroxi-6-oxooctahidrociclopenta[b]pirano-5-ilo}heptanoico), y N-(5-hidroxi-2,4-di-ter-butilo-fenilo)-4-
ox0-1H-quinolina-3-carboxamida.

En otra realizacion, el agente adicional es un agente nutricional. Agentes nutricionales ejemplares incluyen
pancrelipasa (reemplazo enzimatico pancreatina), incluyendo Pancrease®, Pancreacarb®, Ultrase®, o Creon®,
Liprotomase® (anteriormente, Trizytek®), Aquadeks®, o la inhalacion de glutation. En una realizacion, el agente
nutricional adicional es pancrelipasa.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 804 202 T3

En otra realizacién, el agente adicional es un compuesto seleccionado de gentamicina, curcumina,
ciclofosfamida, 4-fenilbutirato, miglustato, felodipino, nimodipino, filoxina B, geniestein, apigenina, moduladores
cAMP/cGMP como rolipram, sildenafilo, milrinona, tadalafilo, amrinona, isoproterenol, albuterol, y almeterol,
desoxiespergualina, inhibidores de HSP 90, inhibidores de HSP 70, proteosoma como epoxomicina, lactacistina, etc.

En otra realizacion, el agente adicional es un compuesto descrito en el documento WO 2004028480, WO
2004110352, WO 2005094374, WO 2005120497 o WO 2006101740.

En otra realizacién, el agente adicional es un derivado benzo(c)quinolizinio que muestra una actividad de
modulacion de RTFQ o un derivado de benzopirano que presenta actividad de modulaciéon de RTFQ.

En otra realizacion, el agente adicional es un Compuesto descrito en US7202262, US6992096,
US20060148864, US20060148863, US20060035943, US20050164973, WO02006110483, W02006044456,
WO02006044682, WO2006044505, WO2006044503, WO2006044502, 0 WO2004091502.

En otra realizacion, el agente adicional es un compuesto descrito en W0O2004080972, W0O2004111014,
W02005035514, WO2005049018, WO2006099256, WO2006127588, o0 WO2007044560.

Estas combinaciones son Utiles para tratar las enfermedades descritas en el presente documento
incluyendo la fibrosis quistica. Estas combinaciones son también Utiles en los kits descritos en este documento.

La cantidad de agente terapéutico adicional presente en las composiciones de esta invencién no sera mas
que la cantidad que normalmente se administraria en una composicién que comprende ese agente terapéutico como
el Unico agente activo. Preferiblemente, la cantidad de agente terapéutico adicional en las composiciones
actualmente descritas variara de aproximadamente 50% a 100% de la cantidad normalmente presente en una
composicién que comprende ese agente como el Unico agente terapéuticamente activo.

La Forma A del Compuesto 1 y la forma amorfa descritas aqui o una composicion farmacéuticamente
aceptable del mismo también se puede incorporar en composiciones para el recubrimiento de un dispositivo médico
implantable, tales como protesis, valvulas artificiales, injertos vasculares, stents y catéteres. De acuerdo con ello, la
presente invencidén, en otro aspecto, incluye una composicion para recubrir un dispositivo implantable que
comprende Forma A de Compuesto 1 o la Forma A de Compuesto 1 y la forma amorfa se describe en el presente
documento o una composicion farmacéuticamente aceptable del mismo, y en clases y subclases aqui, y un vehiculo
adecuado para el recubrimiento de dicho dispositivo implantable. En otro aspecto mas, la presente descripcion
incluye un dispositivo implantable recubierto con una composicién que comprende Forma A de Compuesto 1 o
Forma A de Compuesto 1 y la forma amorfa se describe en el presente documento o una composicién
farmacéuticamente aceptable del mismo, y un vehiculo adecuado para el recubrimiento de dicho dispositivo
implantable. Los recubrimientos adecuados y la preparacién general de dispositivos implantables revestidos se
describen en las patentes US 6.099.562; 5.886.026; y 5.304.121. Los recubrimientos son tipicamente materiales
poliméricos biocompatibles tales como un polimero de hidrogel, polimetildisiloxano, policaprolactona, polietilenglicol,
acido polilactico, acetato de etileno de vinilo, y mezclas de los mismos. Los recubrimientos pueden estar
opcionalmente cubiertos ademdas por una capa superior adecuada de fluorosilicona, polisacaridos, polietilenglicol,
fosfolipidos o combinaciones de los mismos para impartir caracteristicas de liberacién controlada en la composicién.

A fin de que la invencién aqui descrita pueda ser entendida mas completamente, los siguientes ejemplos se
exponen. Se debe entender que estos ejemplos son solo para fines ilustrativos y no se deben interpretarse como
limitantes de esta invencién de ninguna manera. La invencion se define en la reivindicacion adjunta.

EJEMPLOS
Métodos y materiales

Calorimetria diferencial modulada de barrido (MDSC) y calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Se utilizd la calorimetria diferencial de barrido modulada (MDSC) para probar la temperatura de transicion
vitrea de la forma amorfa y se sec6 por pulverizacion la dispersidon de un compuesto. Se utilizé calorimetria
diferencial de barrido (DSC) para determinar el punto de fusién de los materiales cristalinos y de discriminar entre
diferentes polimorfos. Los datos fueron recolectados a través de un calorimetro diferencial de barrido TA DSC
Q2000 (TA Instruments, New Castle, DE). El instrumento se calibré con indio. Muestras de aproximadamente 1-5 mg
se pesaron en los moldes herméticos de aluminio que fueron plegados utilizando tapas con un agujero. Para MDSC
las muestras se escanearon desde -20°C a 220°C en tasa de calentamiento 2°C/minuto con modulacion +/- 1°C
cada 60 segundos. Para DSC, las muestras se escanearon desde 25°C a 220°C a una tasa de calentamiento de
10°C/min. Los datos fueron recolectados por el software Thermal Advantage Q Series™ (versién: 2.7.0.380) y se
analizaron mediante el software de analisis universal (version: 4.4A, constructo: 4.4.0.5) (TA Instruments, New
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Castle, DE).

XRPD (Difraccién de Polvo de rayos X)

Difraccion de Polvo de Rayos X se utilizé para caracterizar la forma fisica de los lotes producidos hasta la
fecha y para caracterizar diferentes polimorfos identificados. Los datos de XRPD de un compuesto se recogieron en
un PANalytical X'pert Pro X-ray Diffractometer (Almelo, Paises Bajos). El patron de XRPD se registré a temperatura
ambiente con radiacién de cobre (1,54060 A). La radiografia se ha generado utilizando tubo sellado Cu a 45 kV, 40
mA con un filtro de supresién de niquel KB. La éptica de haz incidente se compone de una divergencia variable de
hendidura para asegurar una longitud iluminada constante sobre la muestra y en el lado de haz difractado; un
detector de estado sélido lineal rapido se utilizd con una longitud activa de 2,12 grados 2 theta medidos en el modo
de exploraciéon. La muestra de polvo estaba llena en el area dentada de un titular de silicio de fondo de cero y el
hilado se realiz6 para lograr mejores estadisticas. Una exploracion simétrica se midi6 a partir de 4 - 40 grados 2
theta con un tamafo de paso de 0,017 grados y un tiempo de paso de exploraciéon de 15,5 segundos. El software de
recopilacion de datos es X'pert Data Collector (version 2.2e). El software de andlisis de datos es X'pert Data Viewer
(version 1.2d) o X'pert Highscore (version: 2.2c¢).

Andlisis termogravimétrico (TGA)

TGA se utilizo para investigar la presencia de disolventes residuales en los lotes que se caracterizan, e
identificar la temperatura a la que ocurre la descomposicion de la muestra. Datos TGA se recogieron en un
Analizador Termogravimétrico TA Q500 (TA Instruments, New Castle, DE). Una muestra con peso de
aproximadamente 2-5 mg se escane6 de 25°C a 300°C a una velocidad de calentamiento de 10°C/min. Los datos
fueron recolectados por el software Thermal Advantage Q Series™ (version 2.5.0.255) y se analizaron mediante el
software de andlisis universal (version 4.4A, constructo 4.4.0.5) (TA Instruments, New Castle, DE).

Forma A de Compuesto 1 determinacidén de estructura cristal Unico

Los datos de difraccion fueron adquiridos en difractémetro Bruker Apex Il equipado con tubo sellado de
fuente Cu Ka y un detector CCD Apex Il. La estructura se resolvié y se refind mediante el programa SHELX
(Sheldrick, G. M., Acta Cryst., (2008) A64, 112-122). Sobre la base de las estadisticas de intensidades y ausencias
sistematicas, la estructura se resolvié y se refind en el grupo espacial C2. La configuracion absoluta se determin6
utilizando difraccién anémala. El parametro de Flack se refin6 a 0,00 (18) que indica que el modelo representa el
enantiomero correcto [(R)].

RMN de estado sélido

RMN de estado soélido se llevé a cabo en un espectrémetro de calibre ancho 400 MHz de Bruker-Biospin
equipado con una sonda Bruker-Biospin 4 mm HFX. Las muestras se envasaron en rotores de ZrO2 de 4 mm y se
centrifugan bajo condicién Magic Angle Spinning (MAS) con una velocidad de giro de 12,5 kHz. El tiempo de
relajacion de protones se midi6 utilizando experimento de relajacidon de recuperacion de saturacion 'H MAS T+ con el
fin de establecer retardo de reciclaje adecuado del experimento MAS de polarizacién cruzada '3C (CP). El tiempo de
contacto CP del experimento CPMAS de carbono se ajusta a 2 ms. Un pulso de protones CP con rampa lineal (de
50% a 100%) se empled. La combinacién Hartmann-Hahn se optimizé en muestra de referencia externa (glicina). El
espectro de flior MAS fue grabado con desacoplamiento de protones. La secuencia de desacoplamiento TPPM15
se utilizo con la intensidad de campo de aproximadamente 100 kHz tanto para adquisiciones '3C como '°F.

Vitride® (de sodio y bis (2-metoxietoxi) aluminio [0 NaAlH2 (OCH2CH20CH3)2], 65 % en peso solucion en
tolueno) se adquirié de Aldrich Chemicals.

2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-5-acido carboxilico se adquirié de Saltigo (una filial de la Lanxess Corporation).

En cualquier parte de la presente solicitud, en la que el nombre de un compuesto no describa
correctamente la estructura del Compuesto, la estructura reemplaza el nombre y gobierna.

Sintesis del Compuesto 1

Resto de acido

Sintesis de (2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-5-ilo)-metanol.
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1. Vitrida (2 equiv)
PhCH; (10 vol)

£ O 2. 10% ag (w/w) NaOH (4 equiv) £ O
X1 X o
F o CO,H £6-929 rendimliento F O

Py ]

2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-5-acido carboxilico comercialmente disponible (1,0 eq) se suspendié en
tolueno (10 vol). Se afiade Vitride® (2 eq) a través de un embudo de adicion a una tasa para mantener la
temperatura a 15-25°C. Al final de la adicion la temperatura se aumenta a 40°C durante 2 h, después 10% (en peso)
ag. Se afnadié cuidadosamente NaOH (4,0 eq) a través de un embudo de adicién manteniendo la temperatura a 40-
50°C. Después de agitarsese durante 30 minutos, las capas se dejaron separar a 40°C. La fase organica se enfrié a
20°C luego se lavo con agua (2 x 1,5 vol), se sec6 (Na=2S0a), se filtrd, y se concentrd para proporcionar (2,2-difluoro-
1,3-benzodioxol-5-ilo)-metanol crudo que se utiliza directamente en la siguiente etapa.

Sintesis de 5-clorometilo-2,2-difluoro-1,3-benzodioxol.

1. SOCl, (1.5 equiv)
DMAP (0.0]1 equiv)
MTBE (5 vol)
= 2. agua (4 vol) £ O
X T - XA
F o s FF o ci

#2-100% rendimlento

(2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-5-ilo)-metanol (1,0 eq) se disuelve en MTBE (5 vol). Se afade una cantidad
catalitica de DMAP (1% en moles) y se afade SOCIz (1,2 eq) a través de un embudo de adicién. El SOCI2 se afiade
a una tasa para mantener la temperatura en el reactor a 15-25°C. La temperatura se aumenta a 30°C durante 1 hora
y después se enfri6 a 20°C y después se anade agua (4 vol) a través de un embudo de adicion manteniendo la
temperatura a menos de 30°C. Después de agitarsese durante 30 minutos, las capas se dejaron separar. La capa
organica se agité y 10% (peso/volumen) aqg. se afiade NaOH (4,4 vol). Después de agitarse durante 15 a 20 minutos,
las capas se dejaron separar. La fase organica se secd (Na2S0Oa), se filtrd, y se concentrd para proporcionar 5-
clorometilo-2,2-difluoro-1,3-benzodioxol crudo que se utiliza directamente en la siguiente etapa.

Sintesis de (2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-5-ilo)-acetonitrilo.

1. NaCN (1.4 equiv)
DMS0 (5 vol)
30-40 degrees C

2. agua (& vol)

FXID MTBE (4 vol) FXG D\J

O5- 1 M)% rendimiento

Una solucion de 5-clorometilo-2,2-difluoro-1,3-benzodioxol (1 eq) en DMSO (1,25 vol) se afiadié a una
suspension de NaCN (1,4 eq) en DMSO (3 vol) manteniendo la temperatura entre 30-40°C. La mezcla se agitd
durante 1 hora y después con agua (6 vol) se anade seguido por MTBE (4 vol). Después de agitarse durante 30 min,
las capas se separan. La capa acuosa se extrae con MTBE (1,8 vol). Las capas organicas combinadas se lavaron
con agua (1,8 vol), se seco (Na2S0Qa), se filtré y se concentré para dar (2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-5-ilo)-acetonitrilo
crudo (95%) que se usa directamente en el siguiente paso. 'H RMN (500 MHz, DMSQ) & 7,44 (br s, 1H), 7,43 (d, J =
8,4 Hz, 1H), 7,22 (dd, J = 8,2, 1,8 Hz, 1H), 4,07 (s, 2H).
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Sintesis de (2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-5-ilo)-1-acetato de etilo-acetonitrilo

S DS PN 'S O
F o Br E10 &N NapO,, F o

Toueno , H-0, 70 °C N

En un reactor se purga con nitrégeno y se cargd con 900 ml de tolueno. El disolvente se desgasifica
mediante burbujeo de nitrégeno durante no menos de 16 h. Al reactor se cargdé entonces NasPQOas (155,7 g, 949,5
mmol), seguido de bis(dibencilidenoacetona) paladio (0) (7,28 g, 12,66 mmol). Una solucién de 10% en peso de terc-
butilfosfina en hexanos (51,23 g, 25,32 mmol) se cargd sobre 10 min a 23°C de un embudo de adicién de nitrégeno
purgado. La mezcla se dej6 en agitacion durante 50 min, momento en el que se afadié 5-bromo-2,2-difluoro-1,3-
benzodioxol (75 g, 316,5 mmol) durante 1 min. Después de agitarse durante 50 minutos adicionales, la mezcla se
carg6 con cianoacetato de etilo (71,6 g, 633,0 mmol) durante 5 min seguido de agua (4,5 ml) en una porcion. La
mezcla se calent6 a 70°C durante 40 min y se analiz6 por HPLC cada 1-2 h para el porcentaje de conversién del
reactivo en el producto. Después, se observo la conversién completa (tipicamente 100% de conversion después de
5-8 h), la mezcla se enfrid6 a 20-25°C y se filtr6 a través de una almohadilla de celite. La almohadilla de celite se
aclaré con tolueno (2 X 450 ml) y los organicos combinados se concentraron a 300 ml a vacio a 60 - 65°C. El
concentrado se cargd con 225 ml de DMSO y se concentrd a vacio a 70-80°C hasta que cesé la destilaciéon del
disolvente activo. La solucion se enfrié a 20-25°C y se diluyé a 900 ml con DMSO en la preparacion para el Paso 2.
H RMN (500 MHz, CDCI3) 8 7.16 a 7.10 (m, 2H), 7,03 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 4,63 (s, 1H), 4,19 (m, 2H), 1,23 (t, J = 7,1
Hz, 3H).

Sintesis de (2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-5-ilo)-acetonitrilo.

@)
F Q HCI 0
X 3N HC, » FX
F O OFEt DMSO0, 75 °C F o CN
CN

La solucion de DMSO de (2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-5-ilo)-1-acetato de etilo-acetonitrilo de arriba se
carg6 con 3 N HCI (617,3 ml, 1,85 mol) durante 20 min mientras se mantenia una temperatura interna <40°C. La
mezcla se calent6 después a 75°C durante 1 h y se analiz6 por HPLC cada 1-2 h para el % de conversion. Cuando
se observo una conversion de > 99% (tipicamente después de 5 a 6 h), la reaccion se enfrié a 20 -25°C y se extrajo
con MTBE (2 X 525 ml), con el tiempo suficiente para permitir la separacién de fases completa durante las
extracciones. Los extractos organicos combinados se lavaron con NaCl al 5% (2 X 375 ml). A continuacién, la
solucion se transfirié a un equipo apropiado para una destilacién al vacio 1,5 - 2,5 Torr que estaba equipado con un
matraz receptor enfriado. La solucién se concentré a vacio a <60°C para eliminar los disolventes. (2,2-difluoro-1,3-
benzodioxol-5-ilo)-acetonitrilo se destila a partir del aceite resultante a 125-130°C (temperatura del horno) y 1,5 a 2,0
Torr. (2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-5-ilo)-acetonitrilo se aislé como un aceite claro con un rendimiento del 66% a
partir de 5-bromo-2,2-difluoro-1,3-benzodioxol (2 pasos) y con una pureza HPLC de 91,5% AUC (corresponde al
ensayo en peso de 95%). 'H RMN (500 MHz, DMSO) & 7,44 (br s, 1H), 7,43 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,22 (dd, J = 8,2, 1,8
Hz, 1H), 4,07 (s, 2H).

Sintesis de (2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-5-ilo)-ciclopropanocarbonitrilo.

|-bromo-2- cloroetano (1.5 equiv)
0% KOH (5.0 equiv)
OctyNBr (0.02 equiv)

£ O 70 grados C FXD

E¥-100% rendimiento

Una mezcla de (2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-5-ilo)-acetonitrilo (1,0 eq), 50% en peso acuoso de KOH (5,0
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eq) 1-bromo-2-cloroetano (1,5 eq) y OctaNBr (0,02 eq) se calienta a 70°C durante 1 h. La mezcla de reaccion se
enfria a continuacién se traté con MTBE y agua. La fase organica se lava con agua y salmuera, después se elimina
el disolvente para producir (2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-5-ilo)-ciclopropanocarbonitrilo. 'H RMN (500 MHz, DMSO) &
7,43 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 7,40 (d, J = 1,9 Hz, 1H), 7,30 (dd, J = 8,4, 1,9 Hz, 1H), 1,75 (m, 2H), 1,53 (m, 2H).

Sintesis de 1-(2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-5-ilo)-acido ciclopropanocarboxilico.

1. 6 M NaOH (8 equiv)
EtOH (5 vol), 80 grados C

q . MTBE (10 vol) o
FX diciclohexilamina . (1 equiv) FX S
% CN  F D OH
3. MTBE (10 vol)

0% aq) écido citrico {8 vol)

P

£9%, rendimianto

(2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-5-ilo)-ciclopropanocarbonitrilo se hidroliza utilizando 6 M NaOH (8 equiv) en
etanol (5 vol) a 80°C durante la noche. La mezcla se enfria a temperatura ambiente y el etanol se evapora al vacio.
El residuo se recoge en agua y MTBE, se anadié 1 M HCl y se separan las capas. A continuacion, la capa de MTBE
se trat6 con diciclohexilamina (0,97 equiv). La suspension se enfria a 0°C, se filtr6 y se lavo con heptano para dar la
sal DCHA correspondiente. La sal se toma en &cido citrico MTBE y 10% y se agit6 hasta que todos los sélidos se
disuelven. Las capas se separaron y la capa de MTBE se lav6 con agua y salmuera. Intercambio de disolvente a
heptano seguido de filtracion produce 1-(2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-5-ilo)-acido ciclopropanocarboxilico, después
de secarse en un horno de vacio a 50°C durante la noche. ESI-MS m/z calc. 242,04, encontrado 241,58 (M+1)*; 'H
RMN (500 MHz, DMSO) 6 12,40 (s, 1H), 7,40 (d, J = 1,6 Hz, 1H), 7,30 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,17 (dd, J = 8,3, 1,7 Hz ,
1H), 1,46 (m, 2H), 1,17 (m, 2H).

Resto de amina

Sintesis de 2-bromo-5-fluoro-4-ntroanilina.

OzND\ NBS OZNJC[BF
_ =
F NH EtOAc

F NH
: 50% 2

Un matraz se cargd con 3-fluoro-4-nitroanilina (1,0 equiv) seguido de acetato de etilo (10 vol) y se agita para
disolver todos los sélidos. Se afadi6 N-bromosuccinimida (1,0 equiv) en porciones para mantener la temperatura
interna de 22°C. Al final de la reaccion, la mezcla de reaccién se concentré a vacio en un rotavapor. El residuo se
suspendié en agua destilada (5 vol) para disolver y eliminar la succinimida. (La succinimida también puede ser
eliminada por un procedimiento de tratamiento de agua). Se decant6 el agua y el sélido se suspendié en 2-propanol
(5 vol) durante la noche. La suspensién resultante se filtré y la torta himeda se lavé con 2-propanol, se seco en
horno de vacio a 50°C durante la noche con N2 sangrado hasta que se consiguié un peso constante. Se aislé un
sélido marron amarillento (rendimiento del 50%, 97,5% AUC). Otras impurezas eran un bromo-regioisomero (1,4%
AUC) y un aducto de di-bromo (1,1% AUC). '"H RMN (500 MHz, DMSO)

68,19 (1 H,d,J =8,1Hz), 7,06 (br. s, 2 H), 6,64 (d, 1 H, J = 14,3 Hz).

Sintesis de benciloglicolado-4-amonio-2-bromo-5-sal de tosilato fluoroanilina
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O
1) N_OBn

cat. Zn(Cl04)--2H,0 @

Dym& toluano | B0 o H3N:©:E|r
F NH F NH

2 2) Ha, PtE)YC
IPAC e OH
Ts0
3) TsOH-H-O OBn
DCM

Un matraz bien secado bajo N2 se cargd con los siguientes: tamices moleculares activados en polvo 4A
(50% en peso basado en 2-bromo-5-fluoro-4-nitroanilina), 2-Bromo-5-fluoro-4-nitroanilina (1,0 equiv), dihidrato
perclorato de zinc (20% mol), y tolueno (8 vol). La mezcla se agit6é a temperatura ambiente durante NMT 30 min. Por
ultimo, (R)-éter de glicidilo de bencilo (2,0 equiv) en tolueno (2 vol) se afadié en un flujo constante. La reaccion se
calenté a 80°C (temperatura interna) y se agité durante aproximadamente 7 horas o hasta 2-Bromo-5-fluoro-4-
nitroanilina era <5% AUC.

La reaccién se enfrid a temperatura ambiente y Celite (50% en peso) se afadid, seguido por acetato de
etilo (10 vol). La mezcla resultante se filtr6 para eliminar Celite y tamices y se lavé con acetato de etilo (2 vol). El
filtrado se lavé con solucién de cloruro de amonio (4 vol, 20% peso/volumen). La capa organica se lavé con solucién
de bicarbonato de sodio (4 vol x 2,5% peso/volumen). La capa organica se concentr6 a vacio en un evaporador
rotatorio. La suspension resultante se disolvié en acetato de isopropilo (10 vol) y esta solucién se transfiri6 a un
hidrogenador Buchi.

El hidrogenador se cargd con 5% en peso de Pi(S)/C (1,5% mol) y la mezcla se agitd6 bajo N2 a 30°C
(temperatura interna). La reaccion se lavé abundantemente con N2 seguido de hidrégeno. La presién de
hidrogenador se ajusté a 1 bar de hidrogeno y la mezcla se agité rapidamente (> 1200 rpm). Al final de la reaccion,
el catalizador se filir6 a través de una almohadilla de Celite y se lavé con diclorometano (10 vol). El filtrado se
concentré al vacio. Cualquier acetato de isopropilo restante fue perseguido con diclorometano (2 vol) y se concentro
en un rotavapor hasta sequedad.

El residuo resultante se disolvié en diclorometano (10 vol). Se afadié p-toluenosulfénico monohidrato de
acido (1,2 equiv) y se agité durante la noche. El producto se filtrd y se lavé con diclorometano (2 vol) y se sec6 por
succién. La torta humeda se transfiridé a bandejas de secado y en un horno de vacio y se secd a 45°C con N2
sangrado hasta que se consiguié un peso constante. Benciloglicolado-4-amonio-2-bromo-5-sal de tosilato de
fluoroanilina se aislé como un sélido de color blanquecino.

Se determiné que la pureza quiral era > 97%ee.

Sintesis de (3-cloro-3-metilbut-1-inilo)trimetilsilano.

HC| puro
OH - = Ci
0% .

El alcohol propargilico (1,0 equiv) se cargd a un recipiente. Se afadié acido clorhidrico acuoso (37%, 3,75
vol) y se comenz6 la agitacion. Durante la disolucién del alcohol soélido, se observa una endotermia modesao (5-
6°C). La mezcla resultante se agit6 durante la noche (16 h), poniéndose lentamente rojo oscuro. Un recipiente
encamisado de 30 | se carga con agua (5 vol) que se enfria a continuacion a 10°C. La mezcla de reaccion se
transfiere lentamente en el agua mediante vacio, manteniendo la temperatura interna de la mezcla por debajo de
25°C. Hexanos (3 vol) se afaden y la mezcla resultante se agita durante 0,5 h. Las fases se establecieron y la fase
acuosa (pH <1) se drené y se descartd. La fase organica se concentrd a vacio usando un evaporador rotatorio, el
suministro de producto en forma de aceite de color rojo.

TMS

Sintesis de (4-(benciloxi)-3,3-dimetilbut-1-inilo)trimetilsilano.
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)( 1. Mg
P ar p
Z 2. BnOCH,CI Z

TMS TMS OBn

Método A

Todos los descriptores equivalentes y volumen en esta parte se basan en una reaccion de 250 g. Virutas de
magnesio (69,5 g, 2,86 mol, 2,0 equiv) se cargaron en un reactor de 4 bocas de 3 L y se agitdé con un agitador
magnético en atmdsfera de nitrégeno durante 0,5 h. El reactor se sumergié en un bafo de hielo-agua. Se afiadié una
solucion del cloruro de propargilo (250 g, 1,43 mol, 1,0 equiv) en THF (1,8 L, 7,2 vol) lentamente al reactor, con
agitacion, hasta que se observé un efecto exotérmico inicial (~10°C). La formacion reactiva de Grignard se confirmo
por IPC usando espectroscopia de 'H-RMN. Una vez que la reaccion exotérmica se calmo, se afadié lentamente el
resto de la solucion, manteniendo la temperatura del lote <15°C. La adicion requirié ~3.5 h. La mezcla de color verde
oscuro resultante se decant6 en un frasco tapado de 2 1.

Todos los descriptores equivalentes y volumen en esta parte se basan en una reaccién de 500 g. Un
reactor de 22 L se cargd con una solucion de éter clorometilo de bencilo (95%, 375 g, 2,31 mol, 0,8 equiv) en THF
(1,5 L, 3 vol). El reactor se enfri6 en un bafo de hielo-agua. Dos de los cuatro lotes de reactivo de Grignard
preparado anteriormente se combinaron y después se afnadié lentamente a la solucién de éter de clorometilo de
bencilo a través de un embudo de adicién, manteniendo la temperatura del lote por debajo de 25°C. La adicién
requirié 1,5 h. La mezcla de reaccién se agitd durante la noche (16 h).

Todos los descriptores equivalentes y volumen en esta parte se basan en una reaccion de 1 kg. Una
solucion de cloruro de amonio 15% se prepard en un reactor con encamisado 30 L (1,5 kg en 8,5 kg de agua, 10
vol). La solucién se enfrié a 5°C. Las dos mezclas de reaccion de Grignard anterior se combinaron y después se
transfirieron a la solucién de cloruro de amonio a través de un recipiente de cabecera. Una exotermia se observo en
este enfriamiento rapido, que se llevo a cabo a una velocidad para mantener la temperatura interna por debajo de
25°C. Una vez que la transferencia se completa, la temperatura de recipiente encamisado se fij6 a 25°C. Se
anadieron hexanos (8 L, 8 vol) y la mezcla se agit6 durante 0,5 h. Después de establecerse las fases, la fase acuosa
(pH 9) se drend y se descarté. La fase organica restante se lavo con agua (2 L, 2 vol). La fase organica se concentrd
a vacio usando un evaporador rotatorio de 22 |, proporcionando el producto bruto como un aceite naranja.

Método B

Virutas de magnesio (106 g, 4,35 mol, 1,0 eq) se cargaron en un reactor de 22 L y después se
suspendieron en THF (760 ml, 1 vol). El recipiente se enfri6 en un bafio de agua helada de manera que la
temperatura del lote alcanzé 2°C. Se anadié una solucion del cloruro de propargilo (760 g, 4,35 mol, 1,0 equiv) en
THF (4,5 L, 6 vol) lentamente al reactor. Después se ariadid 100 ml, se detuvo la adicién y la mezcla se agit6 hasta
que se observé una exoterma de 13°C, lo que indica la iniciacién reactiva de Grignard. Una vez que la reaccion
exotérmica se calmo, se anadio otros 500 ml de la solucion de cloruro de propargilo lentamente, manteniendo la
temperatura del lote <20°C. La formacién de reactivo de Grignard fue confirmada por IPC usando espectroscopia 'H-
RMN. Se anadi6é lentamente el resto de la solucién de cloruro de propargilo, el mantenimiento de la temperatura del
lote <20°C. La adicion requiri6 ~1,5 h. La solucion de color verde oscuro resultante se agit6 durante 0,5 h. La
formacion reactiva de Grignard se confirmé por IPC usando espectroscopia de 'H-RMN. Eter de clorometilo de
bencilo puro se cargd en el embudo de adicion de reactor y después se afiadid gota a gota en el reactor,
manteniendo la temperatura del lote por debajo de 25°C. La adicion requirié 1,0 h. La mezcla de reaccion se agitd
durante la noche. El tratamiento acuoso y la concentracion se llevd a cabo utilizando el mismo procedimiento y
cantidades relativas de los materiales como en el Método A para producir el producto como un aceite naranja.

Sintesis de 4-benciloxi-3,3-dimetilbut-1-ino.

)Q KOH
MeOH %
A " Z

TMS OBn K&% superior OBn

2 pasos

Un reactor encamisado de 30 L se cargdé con metanol (6 vol) que después se enfri6 a 5°C. Se afnadié
hidroxido potasico (85%, 1,3 equiv) en el reactor. Se produjo una exotermia de 15-20°C se observd como el
hidroxido de potasio disuelto. La temperatura de la camisa se fij6 a 25°C. Se afadi6 una solucion de 4-benciloxi-3,3-
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dimetilo-1-trimetilsililbut-1-ino (1,0 equiv) en metanol (2 vol) y la mezcla resultante se agité hasta completarse la
reaccion, segun se monitoriza mediante HPLC. El tiempo de reaccion tipica a 25°C es de 3-4 h. La mezcla de
reaccion se diluyé con agua (8 vol) y después se agité durante 0,5 h. Hexanos (6 vol) se afadié y la mezcla
resultante se agité durante 0,5 h. Las fases se dejaron sedimentar y después la fase acuosa (pH 10 a 11) se drend y
se descartd. La fase organica se lavo con una solucion de KOH (85%, 0,4 equiv) en agua (8 vol) seguido de agua (8
vol). Después, la fase orgénica se concentré usando un evaporador rotatorio, produciendo el material del titulo como
un aceite amarillo-naranja. La pureza tipica de este material esta en el intervalo 80% con la presencia principalmente
de una impureza individual. '"H RMN (400 MHz, C6D6) & 7,28 (d, 2 H, J = 7,4 Hz), 7,18 (t, 2 H, J = 7,2 Hz), 7,10 (d,
1H,J=7,2Hz), 4,35 (s, 2H), 3,24 (s, 2 H), 1,91 (s, 1 H), 1,25 (s, 6 H).

Sintesis de bencilglicolado 4-amino-2-(4-benciloxi-3,3-dimetilbut-1-inilo)-5-fluoroanilina.

OBn
® OBn
H,N Br ¢)</
X o~
F NH >
o OH Pd(OAc), F NH
TsO dppb K,CO;3 OH
OBn MeCN
OBn

4-amonio-2-bromo-5-sal tosilato flouroanilina bencilglicolado se convirti6 mediante la agitacion del sélido en
EtOAc (5 vol) y solucién saturada de NaHCOs (5 vol) hasta que se consiguié la capa organica clara. Las capas
resultantes se separaron y la capa organica se lavé con solucion saturada de NaHCOs (5 vol) seguido de salmuera y
se concentr6 al vacio para obtener la 4-amonio-2-bromo-5-sal tosilato flouroanilina bencilglicolado como un aceite.

A continuacién, un matraz se cargdé con 4-amonio-2-bromo-5-sal tosilato flouroanilina bencilglicolado (base
libre, 1,0 equiv), Pd (OAc) (4,0% mol), dppb (6,0% mol) y K2COs en polvo (3,0 equiv) y se agité con acetonitrilo (6
vol) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion resultante se desgasificé durante aproximadamente 30 min
burbujeando en N2 con ventilacion. Después, se anadié 4-benciloxi-3,3-dimetilout-1-ino (1,1 equiv) disuelto en
acetonitrilo (2 vol) en una corriente rapida y se calienta a 80°C y se agité hasta que se consiguié el consumo
completo de 4-amonio-2-bromo-5-sal tosilato flouroanilina. La suspension de reaccién se enfri6 a temperatura
ambiente y se filtré a través de una almohadilla de Celite y se lavé con acetonitrilo (2 vol). El filtrado se concentr6 al
vacio y el residuo se volvié a disolver en EtOAc (6 vol). La capa organica se lavé dos veces con solucién de NH4Cl
(20% peso/volumen, 4 vol) y salmuera (6 vol). La capa organica resultante se concentré para producir un aceite
marron y se utiliza como tal en la siguiente reaccion.

Sintesis de N-bencilglicolado-5-amino-2-(2-benciloxi-1,1-dimetiletilo)-6-fluoroindol (el compuesto de Ila
invencion).

OBn

&
HN Z (MeCN),PACL, iy

> N\ OBn
F NH MeCN F N
(Q :OH L OH

OBn OBn

El petréleo crudo de bencilglicolado 4-amino-2-(4-benciloxi-3,3-dimetilbut-1-inilo)-5-fluoroanilina se disolvié
en acetonitrilo (6 vol) y se anadié (MeCN)2PdCl2 (15 mol%) a temperatura ambiente. La mezcla resultante se
desgasificd usando Nz con ventilacion durante aproximadamente 30 min. A continuacion, la mezcla de reaccion se
agitdé a 80°C bajo una capa de N2 durante una noche. La mezcla de reaccién se enfrié a temperatura ambiente y se
filtr6 a través de una almohadilla de Celite y se lavo la torta con acetonitrilo (1 vol). El filtrado resultante se concentrd
a vacio y se disolvié de nuevo en EtOAc (5 vol). Deloxano-Il THP (5% en peso basado en el rendimiento tedrico de
N-bencilglicolado-5-amino-2-(2-benciloxi-1,1-dimetiletilo)-6-fluoroindol) y se agité a temperatura ambiente durante la
noche. Después, la mezcla se filtr6 a través de una almohadilla de silice (2,5 pulgadas de profundidad, filtro de 6
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pulgadas de diametro) y se lavé con EtOAc (4 vol). El filirado se concentr6 hasta un residuo de color marrén oscuro,
y se utiliza como tal en la siguiente reaccion.

Repurificacion de N-Bencilglicolado-5-amino-2-(2-benciloxi-1,1-dimetiletilo)-6-fluoroindol crudo:

El N-Bencilglicolado-5-amino-2-(2-benciloxi-1,1-dimetiletilo)-6-fluoroindol crudo se disolvié en diclorometano (-1,5
vol) y se filtr6 a través de una almohadilla de silice usando inicialmente 30% EtOAc/heptano donde se descartaron
las impurezas. A continuaciéon, la almohadilla de silice se lavé con 50% EtOAc/heptano para aislar 5-amino-2-N-
Bencilglicolado-(2-benciloxi-1,1-dimetiletilo)-6-fluoroindol hasta que se observé el color débil en el filtrado. Este
filtrado se concentr6 a vacio para proporcionar un aceite marrén que se cristalizé en reposo a temperatura ambiente.
'"H RMN (400 MHz, DMSO) 5 7,38-7,34 (m, 4 H), 7,32-7,23 (m, 6 H), 7,21 (d, 1 H, J = 12,8 Hz), 6,77 (d, 1H, J = 9,0
Hz), 6,06 (s, 1 H), 5,13 (d, 1H, J = 4,9 Hz), 4,54 (s, 2 H), 4,46 (br. s, 2 H), 4,45 (s, 2 H), 4,33 (d, 1 H, J = 12,4 Hz), 4.9
a4.4(m,2H), 3,63 (d, 1H,J =9,2 Hz), 3,56 (d, 1H, J = 9,2 Hz), 3,49 (dd , 1H, J = 9,8, 4,4 Hz), 3,43 (dd, 1H, J = 9,8,
5,7 Hz), 1,40 (s, 6 H).

Sintesis del Compuesto 1

Sintesis de Compuesto 1 de bencilo protegido.

0 S0.Cl, o]
"X T :] i — "X i
. OH tofueno F o c

H N F.)(‘O 0
OBn o N
" = a
Kq[DH =

OBn DCM

N
O
JSOR S B O
F O F N
k_toH

OBn

1-(2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-5-ilo)-acido ciclopropanocarboxilico (1,3 equiv) se suspendié en tolueno (2,5
vol, basado en 1-(2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-5-ilo)-ciclopropanocarboxilico) y la mezcla se calenté a 60°C. Se
anadiéo SOCI2 (1,7 equiv) a través de un embudo de adicién. La mezcla resultante se agité durante 2 hr. El tolueno y
el exceso de SOCI2 se separaron por destilaciéon usando rotavop. Se afiadié tolueno adicional (2,5 vol, basado en 1-
(2,2-difluoro-1,3-benzodioxol-5-ilo)-ciclopropano-acido carboxilico) y se destila de nuevo. El cloruro de &cido bruto se
disolvi6 en diclorometano (2 vol) y se afiadi6 a través de un embudo de adiciéon a una mezcla de N-bencilglicolado-5-
amino-2-(2-benciloxi-1,1-dimetiletilo)-6-fluoroindol (1,0 equiv), y trietilamina (2,0 equiv) en diclorometano (7 vol),
mientras que se mantiene de 0-3°C (temperatura interna). La mezcla resultante se agité a 0°C durante 4 horas y
después se calenté a temperatura ambiente durante la noche. El agua destilada (5 vol) se afadi6 a la mezcla de
reaccion y se agité durante NLT 30 min y las capas se separaron. La fase organica se lavé con 20% en peso de
K2COs3 (4 vol x 2) seguido de un lavado con salmuera (4 vol) y se concentré para proporcionar Compuesto 1 de
bencilo crudo protegido como un aceite marrén espeso, que se purificé adicionalmente usando filtracion de
almohadilla de silice.

Filtracion de almohadilla de gel de silice: Compuesto protegido de bencilo en bruto 1 se disolvi6 en acetato
de etilo (3 vol) en presencia de carb6n activado Darco-G (10% en peso, basado en el rendimiento teérico de
Compuesto 1) de bencilo protegido y se agité a temperatura ambiente durante la noche. A esta mezcla se anadio
heptano (3 vol) y se filtr6 a través de una almohadilla de gel de silice (2x peso de bencilo bruto protegida Compuesto
1). La almohadilla de silice se lavé con acetato de etilo/heptano (1:1, 6 vol) o hasta que se detecté poco color en el
filtrado. El filtrado se concentré a vacio para proporcionar Compuesto 1 de bencilo protegido como aceite de marrén
rojizo viscoso, y se uso directamente en la siguiente etapa.

Repurificacion: El Compuesto 1 de bencilo protegido se disolvié de nuevo en diclorometano (1 vol, en base
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al rendimiento tedrico de Compuesto 1) de bencilo protegido y se carg6 sobre una almohadilla de gel de silice (2x
peso de Compuesto 1) de bencilo bruto protegido. La almohadilla de silice se lavd con diclorometano (2 vol, en base
al rendimiento teérico de Compuesto 1) de bencilo protegido y el filirado se descart6. La almohadilla de silice se lavo
con 30% de acetato de etilo/heptano (5 vol) y el filtrado se concentré a vacio para proporcionar Compuesto 1 de
bencilo protegido como aceite naranja rojizo viscoso, y se uso directamente en la siguiente etapa.

Sintesis del Compuesto 1.

H
0 N e
F o 0 N =
L_toH

THF
30% superior
I::)E-I'l _4 E'E_SDS
H
X on
F o O th::H

OH

Método A

Una autoclave 20 L se purg6 tres veces con gas nitrégeno y después se cargd con paladio sobre carbono
(Evonik E 101 NN/W, 5% de Pd, 60% de humedad, 200 g, 0,075 mol, 0,04 equiv). La autoclave se purgd con
nitrégeno tres veces. Una solucién de Compuesto 1 de bencilo bruto protegido (1,3 kg, de ~1,9 mol) en THF (8 L, 6
vol) se afadié a la autoclave por medio de succion. El recipiente se tap6 y después se lavd tres veces con gas
nitrégeno. Con agitacién suave, el recipiente se purgd tres veces con gas hidrégeno, evacuando a atmoésfera
mediante la diluciéon con nitrodgeno. La autoclave se presurizé a 3 bar con hidrégeno y la tasa de agitacién se
aumenté a 800 rpm. Se observé una absorcion de hidrégeno rapida (disolucion). Una vez que se calmé la captacion,
el recipiente se calent6 a 50°C.

Por razones de seguridad, el termostato se apaga al final de cada jornada de trabajo. El recipiente se
presurizé a 4 bar con hidrogeno y después se aisl6 a partir del depdsito de hidrégeno.

Después de 2 dias completos de reaccion, se afadié mas Pd/C (60 g, 0,023 mol, 0,01 equiv) a la mezcla.
Esto se hizo mediante el lavado tres veces con gas nitrégeno, afiadiendo después el catalizador a través del puerto
de adicion de sélidos. La reanudacion de la reaccion se realizé como antes. Después de 4 dias completos, la
reaccion se considerd completa por HPLC por la desaparicion de no sélo el material de partida, sino también del pico
correspondiente a un mono-bencilado intermedio.

La mezcla de reaccion se filir6 a través de una almohadilla de Celite. El recipiente y la torta de filtro se
lavaron con THF (2 L, 1,5 vol). A continuacion, la almohadilla de Celite se humedeci6 con agua y la torta se descartd
adecuadamente. El filtrado combinado y el lavado THF se concentraron usando un evaporador rotatorio,
produciendo el producto bruto como un aceite negro, 1 kg.

Los equivalentes y volimenes en la siguiente purificacion se basan en 1 kg de material bruto. El aceite
negro bruto se disolvié en 1:1 acetato-heptano de etilo. La mezcla se cargd en un lecho de gel de silice (1,5 kg, 1,5
en peso equiv.) En un embudo sinterizado que se habia saturado con 1:1 acetato-heptano de etilo. La almohadilla de
silice se lavd primero con 1:1 acetato-heptano de etilo (6 L, 6 vol) y después con acetato de etilo puro (14 L, 14 vol).
El eluyente se recogié en 4 fracciones que se analizaron por HPLC.

Los equivalentes y volimenes en la siguiente purificacién se basan en 0,6 kg de material en bruto. La
fraccion 3 se concentrd por evaporacién rotatoria para dar una espuma marrén (600 g) y después se volvié a
disolver en MTBE (1,8 L, 3 vol). La solucion marrén oscura se agité durante la noche a temperatura ambiente,
tiempo durante el cual se produjo la cristalizacion. Se afadié heptano (55 ml, 0,1 vol) y la mezcla se agité durante la
noche. La mezcla se filtr6 usando un embudo Buchner y la torta de filtro se lavé con 3:1 MTBE-heptano (900 ml, 1,5
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vol). La torta de filtracién se sec6 al aire durante 1 h y después se secdé al vacio a temperatura ambiente durante 16
h, suministrando 253 g de VXc-661 en forma de un sélido de color blanco.

Los equivalentes y los volimenes para la siguiente purificacién se basan en 1,4 kg de material bruto. Las
fracciones 2 y 3 de la filtracion por encima de gel de silice, asi como material de una reaccién anterior se
combinaron y se concentraron para dar 1,4 kg de un aceite negro. La mezcla se volvio a presentar a la filtracién en
gel de silice (1,5 kg de gel de silice, eluido con 3,5 L, 2,3 vol de 1:1 acetato-heptano de etilo a continuacion, 9 L, 6
vol de acetato de etilo puro) descrito anteriormente, dando la concentracion un sélido espumoso de color cuero (390

9):

Los equivalentes y los volimenes para la siguiente purificacién se basan en 390 g de material bruto. El
solido de color cuero era insoluble en MTBE, por lo que se disolvié en metanol (1,2 L, 3 vol). El uso de un reactor de
4 L Morton equipado con una cabeza de destilacion de recorrido largo, la mezcla se destilé hasta 2 vol. Se anadio
MTBE (1,2 L, 3 vol) y la mezcla se destilé de nuevo a 2 vol. Se afadié una segunda porcién de MTBE (1,6 L, 4 vol) y
la mezcla se destild de nuevo a 2 vol. Se afadié una tercera porciéon de MTBE (1,2 L, 3 vol) y la mezcla se destilé de
nuevo a 3 vol. El andlisis del destilado por GC reveld que consistia en ~6% de metanol. El termostato se fij6 a 48°C
(por debajo de la temperatura de ebullicion del azeétropo MTBE-metanol, que es 52°C). La mezcla se enfrié a 20°C
durante 2 h, tiempo durante el cual se produjo una cristalizacion relativamente rapida. Después de agitarse la mezcla
durante 2 h, se afadid, heptano (20 ml, 0,05 vol) y la mezcla se agité6 durante la noche (16 h). La mezcla se filtré
usando un embudo Buchner y la torta de filtro se lavo con 3:1 MTBE- heptano (800 ml, 2 vol). La torta de filtracion se
seco al aire durante 1 h y después se secé al vacio a temperatura ambiente durante 16 h, suministrando 130 g de
Compuesto 1 en forma de un sélido de color blanco.

Método B

El Compuesto 1 de bencilo protegido se disolvid y se lavé con THF (3 vol) para eliminar cualquier disolvente
residual restante. EI Compuesto 1 de bencilo protegido se volvio a disolver en THF (4 vol) y se afade al
hidrogenador que contiene 5% en peso de Pd/C (2,5% en moles, 60% humedo, Degussa E5 E101 NN/W). La
temperatura interna de la reaccion se ajusté a 50°C, y se purgd con N2 (x5), seguido por hidrégeno (x3). La presién
hidrogenadora se ajust6 a 3 bares de hidrégeno y la mezcla se agitd rapidamente (> 1100 rpm). Al final de la
reaccion, el catalizador se filtré6 a través de una almohadilla de Celite y se lavé con THF (1 vol). El filtrado se
concentrd en vacio para obtener un residuo espumoso de color marrén. El residuo resultante se disolvié en MTBE (5
vol) y se afiadieron solucion de HCI 0,5 N (2 vol) y agua destilada (1 vol). La mezcla se agit6 durante NLT 30 miny
las capas resultantes se separaron. La fase organica se lavo con solucién de 10% en peso K2COs (2 vol x2) seguido
de un lavado con salmuera. Se afnadié la fase organica a un matraz que contenia gel de silice (25% en peso),
Deloxano-THP-II (5% en peso, 75% himedo), y Na2SO4 y se agité durante la noche. La mezcla resultante se filtré a
través de un lecho de Celite y se lavé con 10% de THF/MTBE (3 vol). El filtrado se concentr6 a vacio para
proporcionar el Compuesto 1 bruto como espuma de color cuero.

Recuperacion de Compuesto 1 del licor madre: Opcion A.

La filtracion de almohadilla de gel de silice: El licor madre se concentré al vacio para obtener una espuma
de color marrén, se disolvié en diclorometano (2 vol), y se filtr6 a través de una almohadilla de silice (3 x peso del
Compuesto 1 en bruto). La almohadilla de silice se lavd con acetato de etilo/heptano (1:1, 13 vol) y el filirado se
descart6. La almohadilla de silice se lavé con 10% THF/acetato de etilo (10 vol) y el filtrado se concentré a vacio
para producir el Compuesto 1 como espuma de color cuero. El procedimiento de cristalizacion se siguié para aislar
el Compuesto 1 restante.

Recuperacion de Compuesto 1 del licor madre: Opcion B.

Cromatografia en columna de gel de silice: Después de la cromatografia sobre gel de silice (50% acetato
de etilo/hexanos a 100% de acetato de etilo), el compuesto deseado se aislé en forma de espuma de color cuero. El
procedimiento de cristalizacién se siguié para aislar el Compuesto 1 restante.

La Figura 1 muestra un patrén de difraccion de polvo de rayos X del Compuesto 1. Una traza DSC del
Compuesto 1 se muestra en la Figura 2. La traza de DSC en la Figura 2 indica que el Compuesto 1 no es una fase
sélida pura. Un pico extra en 119°C existe en comparacion con la forma A de Compuesto 1 (véase la Figura 6). Una
traza de TGA del Compuesto 1 se muestra en la Figura 3.

El Compuesto 1 también se pueden preparar por una de varias rutas sintéticas descritas en la solicitud de
patente de Estados Unidos US20090131492.

Sintesis de Forma A de Compuesto 1

Método de suspension
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Para EtOAc, MTBE, acetato de isopropilo, o DCM, se afadieron aproximadamente 40 mg de Compuesto 1
a un vial junto con 1-2 ml de cualquiera de los disolventes anteriores. La suspensién se agitd a temperatura
ambiente de 24 h a 2 semanas y la forma A de Compuesto 1 se recogid por centrifugacion de la suspensién (con
filtro). La Figura 5 describe un patrén de XRPD de la Forma A de Compuesto 1 obtenido por este método con DCM
como disolvente.

Para EtOH/soluciones de agua, se anadieron aproximadamente 40 mg de Compuesto 1 a tres viales
separados. En el primer vial, se afiadieron 1,35 ml de EtOH y 0,15 ml de agua. En el segundo vial, se afadieron 0,75
ml de EtOH y 0,75 ml de agua. En el tercer vial, se afiadieron 0,15 ml de EtOH y 1,35 ml de agua. Todos los tres
viales se agitaron a temperatura ambiente durante 24 h. Después, cada suspension se centrifugd por separado (con
filtro) para recoger Forma A de Compuesto 1.

Para las soluciones de alcohol de isopropilo/agua, se afiadieron aproximadamente 40 mg de Compuesto 1
a tres viales separados. En el primer vial, se afnadieron 1,35 ml de alcohol isopropilico y 0,15 ml de agua. En el
segundo vial, se afadieron 0,75 ml de alcohol isopropilico y 0,75 ml de agua. En el tercer vial, se afnadieron 0,15 ml
de alcohol isopropilico y 1,35 ml de agua. Todos los tres viales se agitaron a temperatura ambiente durante 24 h.
Después, cada suspension se centrifugd por separado (con filtro) para recoger Forma A de Compuesto 1.

Para las soluciones de metanol/agua, se afiadieron aproximadamente 40 mg de Compuesto 1 a un vial. Se
anadieron 0,5 ml de metanol y 1 ml de agua y la suspensién se agitd a temperatura ambiente durante 24 h. La
suspensién se centrifugd (con filtro) para recoger Forma A de Compuesto 1.

Para acetonitrilo, se afadieron aproximadamente 50 mg de Compuesto 1 a un vial junto con 2,0 ml de
acetonitrilo. La suspension se agitdé a temperatura ambiente durante 24 h y la Forma A de Compuesto 1 se recogio
por centrifugacion (con filtro).

Para las soluciones de acetonitrilo/agua, se disolvié aproximadamente 50 mg de Compuesto 1 en 2,5 ml de
acetonitrilo para producir una solucién clara después de la sonicacion. La solucién se filtro y se retir6 1 ml a un vial.
Se afadieron 2,25 ml de agua para dar una suspensién turbia. La suspension se agité a temperatura ambiente
durante 24 h y la Forma A de Compuesto 1 se recogio por centrifugacién (con filtro).

Método de evaporacion lenta

Se disolvieron aproximadamente 55 mg de Compuesto 1 en 0,5 ml de acetona para dar una solucion clara
después de la sonicacién. La solucién se filtr6 y 0,2 ml se retird a un vial. El vial se cubre con parrafiim con un
agujero y se deja reposar. La Forma A de Compuesto 1 recristalizado se recogié mediante filtracion.

Método de evaporacion rapida

Para alcohol isopropilico, se disolvi6 aproximadamente 43 mg de Compuesto 1 en 2,1 ml de alcohol
isopropilico para dar una solucién clara después de la sonicacion. La solucion se filtrd en un vial y se dejé reposar
sin cubrir. La Forma A de Compuesto 1 recristalizado se recogié mediante filtracion.

Para el metanol, se disolvié aproximadamente 58 mg de Compuesto 1 en 0,5 ml de metanol para dar una
solucidn clara después de la sonicacion. La solucion se filtrd y 0,2 ml se retir6 a un vial sin tapar y se dej6 reposar.
La Forma A de Compuesto 1 recristalizado se recogié mediante filtracion.

Para acetonitrilo, aproximadamente 51 mg de Compuesto 1 se disolvié en 2,5 ml de acetonitrilo para dar
una solucion clara después de la sonicacion. La solucién se filird y la mitad de la solucién se retir6 a un vial sin tapar
y se dej6 reposar. La Forma A de Compuesto 1 recristalizado se recogié mediante filtracién. La Figura 7 describe un
patron de XRPD de la Forma A de Compuesto 1 preparado por este método.

Método anti-disolvente

Para EtOAc/heptano, se disolvié aproximadamente 30 mg de Compuesto 1 en 1,5 ml de EtOAc para dar
una solucién clara después de sonicacion. La solucion se filtrd y se afadié 2,0 ml de heptano a la solucion filtrada,
mientras se agitaba lentamente. La solucion se agité durante 10 minutos adicionales y se dejé reposar. La Forma A
de Compuesto 1 recristalizado se recogié mediante filtracion. La Figura 8 describe un patron de XRPD de la Forma
A de Compuesto 1 preparado por este método.

Para el alcohol isopropilico/agua, se disolvio aproximadamente 21 mg de Compuesto 1 en 1,0 ml de alcohol
isopropilico para dar una solucion clara después de tratamiento con ultrasonidos. La solucion se filtrd para dar 0,8 ml
de solucion. Se afadieron 1,8 ml de agua mientras se agita lentamente. Se afadieron 0,2 ml adicionales de agua
para dar una suspension turbia. Se detuvo la agitacion durante 5 minutos para dar una solucion clara. La solucion se
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agité durante 2 minutos y se dejo reposar. La Forma A de Compuesto 1 recristalizado se recogié mediante filtracion.

Para etanol/agua, se disolvié aproximadamente 40 mg de Compuesto 1 en 1,0 ml de etanol para dar una
solucidn clara después de sonicacién. La solucion se filtrd y se afiadié 1,0 ml de agua. La solucién se agité durante 1
dia a temperatura ambiente. La Forma A de Compuesto 1 recristalizado se recogié mediante filtracién.

Para acetona/agua, se disolvié aproximadamente 55 mg de Compuesto 1 en 0,5 ml de acetona para dar
una solucion clara después de sonicacion. La solucion se filird y 0,2 ml se retir6 a un vial. Se afadieron 1,5 ml de
agua, y después un adicional 0,5 ml de agua para dar una suspension turbia. La suspension se agit6é durante 1 dia a
temperatura ambiente. La Forma A de Compuesto 1 se recogié mediante filtracion.

La Tabla 2 a continuacién resume las diversas técnicas para formar la forma A de Compuesto 1.
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Tabla 2.
Vehiculo Método de recristalizacion|Resultados de solido residual
ACN Evaporacion rapida Forma A
metanol Evaporacion rapida Forma A
Etanol No aplicable No aplicable
IPA Evaporacién rapida Forma A
Acetona Evaporacion lenta Forma A
EtOAc Suspension Forma A
DCM Suspension Forma A
MTBE Suspension Forma A
acetato de isopropilo Suspension Forma A
Agua/ Etanol 1: 9 No aplicable No aplicable
Agua / Etanol 1: 1 Suspension Forma A
Agua / Etanol 9: 1 Suspension Forma A
Agua/ACN 9: 4 Suspension Forma A
Agua / Metanol 2: 1 Suspension Forma A
Agua/IPA1:9 No aplicable No aplicable
Agua / IPA 9: 1 Suspension Forma A
Agua/IPA7:3 Suspension Forma A
Metanol / Agua 4: 3 Suspension Forma A
EtOAc / Heptano 3: 4 Anti-disolvente Forma A
IPA/Agua2:5 Anti-disolvente Forma A
Etanol / Agua 1: 1 Anti-disolvente Forma A
Acetona /agua 1:10 Anti-disolvente Forma A
Etanol / Agua 5: 6 Anti-disolvente No aplicable
Tolueno No aplicable No aplicable
MEK No aplicable No aplicable
Agua No aplicable No aplicable
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Un modelo de difraccién de rayos X calculado a partir de una sola estructura cristalina de Forma A de Compuesto 1
se muestra en la Figura 4. La Tabla 3 enumera los picos calculados para la Figura 1.
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Tabla 3.

Rango de pico[2\ Angulo [grados]|Intensidad relativa [%]
1 19,4 100,0
2 21,6 81,9
3 17,1 71,4
4 5,0 56,1
5 20,3 49,6
6 18,8 43,4
7 24,7 36,6
8 18,4 33,9
9 10,0 31,2
10 24,2 24,0
11 14,0 20,7
12 20,9 19,9
13 8,4 18,4
14 14,7 18,2
15 18,0 16,0
16 12,4 14,9

Un modelo de difraccién de polvo de rayos X real de Forma A de Compuesto 1 se muestra en la Figura 5.
La Tabla 4 enumera los picos reales de la Figura 5.

Tabla 4.

Rango de pico[2\ Angulo [grados]|Intensidad relativa [%]
1 19,5 100,0
2 21,7 88,2
3 17,1 85,1
4 20,4 80,9
5 18,8 51,0
6 247 40,8
7 10,0 40,7
8 5,0 39,0
9 24,2 35,4
10 18,5 35,0
11 18,0 29,0
12 20,9 27,0
13 14,8 19,9
14 141 19,2
15 12,4 18,2
16 8,4 14,1

La traza de DSC de la Forma A de Compuesto 1 se muestra en la Figura 6. El punto de fusion para Forma
A de Compuesto 1 se produce en aproximadamente 172-178°C.

Se obtuvieron los datos de cristal Unico para la forma A de Compuesto 1, que proporciona detalles
adicionales acerca de la estructura cristalina, incluyendo el tamano de celosia y el embalaje.

Preparacién de cristal

Los cristales de Forma A de Compuesto 1 se obtuvieron por evaporacion lenta de una solucién concentrada
de metanol (10 mg/ml). Se seleccion6 un cristal incoloro de Forma A de Compuesto 1 con unas dimensiones de 0,20
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X 0,05 X 0,05 mm, limpiado mediante el uso de aceite mineral, montado en un MicroMount y centrado en un
difractémetro Bruker APEXII. Se obtuvieron tres lotes de 40 cuadros separados en el espacio reciproco para
proporcionar una matriz de orientacién y parametros de las células iniciales. Parametros de células finales se
obtuvieron y se refinaron en base al conjunto de datos completo.

Experimental

Un conjunto de datos de difraccién de espacio reciproco se obtuvo a una resolucién de 0,83 A usando 0,5°
pasos con exposicién de 30 s de cada imagen. Los datos se recogieron a temperatura ambiente [295 (2) K]. La
integracién de intensidades y refinamiento de parametros de la célula se llevaron a cabo utilizando el software
APEXII. La observacion del cristal después de la recogida de datos no mostré signos de descomposicion.

Tabla 5. Datos de Cristal para Forma A de Compuesto 1

CogHo7F3N2Og F(000) = 1088
M= 520,50 Dx= 1,397 Mg m-3
Monoclinico, C2 Radiacion Cu Ka, A = 1,54178 A
Simbolo hall: C 2y|Parametros de célula de reflecciones 3945
a=21,0952 (16) A 0=25°
b=6,6287 (5) A g =0,97 mm-
c=17,7917 (15) A T=295K
B = 95,867 (6)° Prisma
V =2474,8 (3) A3 0,20 X 0,05 X 0,05 mm
Z=4

Geometria: Todos los esds (salvo el esd en el angulo diedro entre dos planos I.s.) se estiman utilizando la
matriz de covarianza completa. Los esds celulares se tienen en cuenta de forma individual en la estimacion de los
ESD en distancias, angulos y angulos de torsién; correlaciones entre esds en parametros celulares solamente se
utilizan cuando son definidos por la simetria del cristal. Un tratamiento aproximado (isotrépico) de esds celulares se
utiliza para estimar esds que involucran planos I.s.

Tabla 6. Parametros de recopilacién de datos para la Forma A de Compuesto 1 cristal.

Difractometro APEX Il Rint= 0,027
Fuente de radiacién: Tubo sellado de enfoque Omax = 67,8°, Bmin =
fino 2,5°
grafito h=-25-24
reflecciones medidas 8766 k=-7-7
reflecciones independientes 3945 =-19-16
reflecciones 3510 con /> 20(/)

La recoleccién de datos: Apex Il; refinamiento celular: Apex Il; reduccion de datos: Apex II; programa que se
utiliza para resolver la estructura: SHELXS97 (Sheldrick, 1990); programa que se utiliza para refinar la estructura:
SHELXL97 (Sheldrick, 1997); de graficos moleculares: Mercury; software utilizado para preparar el material para su
publicacion: publCIF.
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Tabla 7. Parametros de refinamiento para la Forma A de Compuesto 1 cristal.

Ubicacion del sitio de hidrogeno: inferido de sitios|
Refinamento en F2 vecinos

_ H tratados por una mezcla de refinamiento
Matriz cuadrada: lleno independiente y restringido

REF2 > 20(F2)] = 0.043 W = /[(0 2(Fo2) + (0.0821P)2 + 0.2233P] donde P = (Fo2

+ 2Fc2)/3
wR(F2) = 0.119 (A/o)max < 0.001
S=1.05 A)max = 0.14 e A-3
reflecciones 3945 A)max = -0.13 e A-3
parametros 443 gg*rLek?:%FIrlo.001xFizA3/sin(233(]t-l?74Ifon. SHELE
restriccion 1 Coeficiente de extincién: 0.00016 (15)
limitaci Estructura absoluta: Flack H D (1983), Acta Cryst. A39,
imitaciones 0 876-881

Ubicacion del sitio del atomo primario: métodos
directos de estructura invariante Parametro flack: 0.00 (18)

Emplazamiento secundario del atomo: diferencia Mapa
de Fourier

El refinamiento: Refinamiento de F2 contra todas las reflexiones. El wR R-factor ponderado y la aptitud del
ajuste S se basan en F?, R-factores R convencionales se basan en F, con F fijada en cero por F? negativo. La
expresion umbral de F?> 2sigma (F?) se utiliza s6lo para el calculo de factores R (gt), etc., y no es relevante para la
eleccion de las reflexiones para el refinamiento. R-factores basados en F? son estadisticamente aproximadamente
de dos veces tan grandes como los basados en F y R-factores en base a todos los datos seran aun mas grandes.

Imagenes conformacionales de la Forma A de Compuesto 1 en base a andlisis de rayos X de cristal Unico
se muestran en las Figuras 9 y 10. Los grupos -OH terminales estan conectados a través de redes de enlaces de
hidrogeno para formar un clister tetramérico con cuatro moléculas adyacentes (Figura 10) . El otro grupo hidroxilo
actua como un donador de enlace de hidrégeno para formar un enlace de hidrégeno con un grupo carbonilo de una
molécula adyacente. La estructura cristalina revela un empaquetamiento denso de las moléculas. La Forma A de
Compuesto 1 es monaclinico, grupo espacial C2, con las siguientes dimensiones de la unidad celular: a = 21,0952
(16) A, b =6,6287 (5) A,c = 17,7917 (15) A, B = 95,867 (6)°, y = 90°.

Un espectro de 'C RMN de estado sélido de Forma A de Compuesto 1 se muestra en la Figura 11. Tabla 8
proporciona desplazamientos quimicos de los picos relevantes.
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Tabla 8.
Forma A de Compuesto 1 13C Despl. Quimicos
Pea k# F1 [ppm] Intensidad

1 175,3 29

2 155,4 0,54
3 153,3 0,81
4 1443 3,35
5 143,7 4,16
6 143,0 4,24
7 139,0 2,86
8 135,8 5,19
9 128,2 5,39
10 123,3 5,68
11 120,0 4,55
12 115,8 2,66
13 1149 4.2
14 111,3 5,17
15 102,8 5,93
16 73,8 10

17 69,8 7,06
18 64,5 8,29
19 51,6 4,96
20 39,1 9,83
21 30,5 7,97
22 26,8 6,94
23 24,4 9,19
24 16,3 5,58
25 15,3 6,33

Un espectro '°F RMN de estado sdlido de la Forma A de Compuesto 1 se muestra en la Figura 12. Los
picos con un asterisco denotan bandas laterales giratorias. La Tabla 9 proporciona desplazamientos quimicos de los

picos relevantes.

Tabla 9.
Forma A de Compuesto 1 19F Despl.
Quimicos

Pea .

kit F1 [ppm] Intensidad

1 -45,9 9,48

2 -51,4 7,48

3 -53,3 4,92

4 -126,5 11,44

5 -128.,4 12,5

Sintesis de la Forma A de Compuesto 1 amorfa

Método evaporacion rotatoria
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La Forma A de Compuesto 1 amorfa también se logr6 mediante evaporacion rotatoria. EI Compuesto 1
(aproximadamente 10 g) se disolvi6 en 180 ml de MeOH y se evapord por rotaciéon en un 50°C bafo hasta una
espuma. DSC (Figura 14) y XRPD (Figura 13) confirmaron forma amorfa del Compuesto 1. La Figura 15 describe
una traza TGA de la Forma A de Compuesto 1 amorfa preparada por este método.

Método atomizado

9.95¢g de succinato de acetato de hidroxipropilmetilcelulosa de grado HG (HPMCAS-HG) se pesé en un
vaso de 500 ml, junto con 50 mg de sulfato de laurilo de sodio (SLS). MeOH (200 ml) se mezcl6 con el sélido. El
material se dejo en agitacion durante 4 h. Para asegurar la maxima disolucién, después de 2 h de agitacion, la
solucién se sonicd durante 5 minutos, a continuacion se permitié que continuase la agitacion durante las restantes 2
h. Una suspension muy fina de HPMCAS permanecié en solucién. Sin embargo, la observacion visual determiné que
ningunas partes de goma se mantuvieron en las paredes de la vasija 0 se pegaban a la parte inferior después de
inclinar el recipiente.

La Forma A de Compuesto 1 (10 g) se verti6 en el vaso de precipitados de 500 ml, y se dej6 que el sistema
siguiese agitandose.

Formulacién Descripcion: Forma A de Compuesto
Buchi Mini Spray 1/HPMCAS/SLS (50/49,5/0,5)
Entrada T (punto establecido) 145 °C

Salida T (comienzo) 75°C

Salida T (final) 55°C

Presién de nitrogeno 75 psi

Aspirador 100%

Bomba 35%

Rotametro 40 mm

Presion de filtro 65 mbar

Temp. Condensador -3°C

Tiempo de funcionamiento 1h

Se recuperd aproximadamente 16 g de la Forma A de Compuesto 1 amorfa (80% de rendimiento). Forma A
de Compuesto 1 amorfa se confirmé mediante XRPD (Figura 16) y DSC (Figura 17).

Un espectro de 3C RMN en estado solido de la Forma A de Compuesto 1 amorfa se muestra en la Figura
18. La Tabla 10 proporciona desplazamientos quimicos de los picos relevantes.

Tabla 10.
Forma amorfa de Compuesto 1 13C Despl. Quimicos
Pico # F1 [ppm] Intensidad

1 171,6 26,33
2 147,9 41,9

3 144,0 100

4 135,8 70,41
5 127,3 38,04
6 123,8 62,66
7 119,8 42,09
8 111,2 68,11
9 102,4 37,01
10 97,5 37,47
11 70,0 65,02
12 64,7 37,94
13 48,3 38,16
14 39,1 80,54
15 31,1 92,01
16 25,1 58,68
17 16,5 78,97
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Un espectro °F RMN de estado solido de la Forma A de Compuesto 1 amorfa se muestra en la Figura 19.
Los picos marcados con un asterisco denotan bandas laterales giratorias. La Tabla 11 proporciona desplazamientos
quimicos de los picos relevantes.

Tabla 11.
Forma amorfa de Compuesto 1 19F Despl. Quimicos
Pico # F1 [ppm] Intensidad
1 -46,1 100
2 -53,1 94,9
3 -139,4 76,05

La Tabla 12 a continuacion recita datos analiticos adicionales para el Compuesto 1.

Tabla 12.

N¢ de LC/MS |LC/RT

Compuesto | M+1 min NMR
1H NMR (400.0 MHz, CDsCN) d 7.69 (d, J = 7.7 Hz, 1H), 7.44 (d, J =
’ 5015 | 169 1.6 Hz, 1H), 7.39 (dd, J = 1.7, 8.3 Hz, 1H), 7.31 (s, 1H), 7.27 (d, J = 8.3
’ ’ Hz, 1H), 7.20 (d, J = 12.0 Hz, 1H), 6.34 (s, 1 H), 4.32 (d, J = 6.8 Hz,

2H), 4.15 - 4.09 (m, 1 H), 3.89 (dd, J = 6.0,

11.5 Hz, 1H), 3.63 - 3.52 (m, 3H), 3.42 (d, J = 4.6 Hz, 1H), 3.21 (dd, J =
6.2, 7.2 Hz, 1H), 3.04 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 1.59 (dd, J = 3.8, 6.8 Hz, 2H),
1.44 (s, 3H), 1.33 (s, 3H) and 1.18 (dd, J = 3.7, 6.8 Hz, 2H) ppm.

ENSAYOS

Los ensayos para la deteccion y medicion de propiedades de correcciéon AF508-RTFQ de Compuestos

Métodos opticos de potencial de membrana para propiedades de modulacién de compuestos de ensayo AF508-
RTFQ

El ensayo potencial de membrana optica utilizé6 sensores FRET sensibles al voltaje descritos por Gonzalez
y Tsien (Véase, Gonzalez, J.E. y R.Y. Tsien (1995) "Voltage sensing by fluorescence resonance energy transfer in
single cells" Biophys J 69(4): 1272-80, y Gonzélez, J.E. y R.Y. Tsien (1997) "Improved indicators of cell membrane
potential that use fluorescence resonance energy transfer" Chem Biol 4(4): 269-77) en combinacion con
instrumentacion para medir cambios de fluorescencia tales como Voltaje/Lector de sonda de ion (VIPR) (véase,
Gonzélez, J.E., K. Oades, et al (1999) "Cell-based assays and instrumentation for screening ion-channel targets"
Drug Discov Today 4(9): 431-439).

Estos ensayos sensibles a voltaje se basan en el cambio en la transferencia de energia de fluorescencia de
resonancia (FRET) entre el colorante de membrana soluble, sensible al voltaje, DiSBAC2(3), y un fosfolipido
fluorescente, CC2-DMPE, que se adjunta al foliolo exterior de la membrana plasmatica y actia como donador de
FRET. Los cambios en el potencial de membrana (Vm) provocan que el DiISBAC2(3) cargado negativamente se
redistribuya a través de la membrana plasmatica y la cantidad de transferencia de energia de CC2-DMPE cambie en
consecuencia. Los cambios en la emisién de fluorescencia se monitorearon utilizando VIPR™ |I, el cual es un
manipulador de liquidos y detector fluorescente integrado disefiado para realizar pantallas basadas en células en
placas de 96 o 384 placas de microtitulacion de pocillos.

1. Identificacion de Compuestos de Correccion

Para identificar pequefias moléculas que corrigen el defecto asociado con el trafico de AF508-RTFQ; se
desarrollé un formato de ensayo HTS de una sola adicién. Las células se incubaron en medio libre de suero durante
16 horas a 37°C en presencia 0 ausencia (control negativo) de compuesto de ensayo. Como control positivo, las

42



10

15

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 804 202 T3

células se incubaron en placas de 384 pocillos durante 16 horas a 27°C a "temperatura correcta" AF508-RTFQ. Las
células se aclararon posteriormente 3X con solucion de Krebs Ringers y se cargaron con los tintes sensibles al
voltaje. Para activar AF508-RTFQ, 10 uM de forskolina y el potenciador de RTFQ, genisteina (20 uM), se anadieron
junto con medio libre de CI- a cada pocillo. La adicion de medio libre de CI- promovi6 flujo de CI- en respuesta a la
activacion AF508-RTFQ y la despolarizacion de la membrana resultante se control6 épticamente usando los tintes
de sensor de voltaje en base a FRET.

2. Identificacion de Compuestos Potenciadores

Para identificar potenciadores de AF508-RTFQ, se desarroll6 un formato de ensayo de doble adicién de
HTS. Durante la primera adicion, un medio libre de CI con o sin compuesto de ensayo se anadié a cada pocillo.
Después de 22 segundos, una segunda adiciéon de medio libre Cl- que contiene 2 - 10 uM forskolina se afadio para
activar AF508-RTFQ. La concentracién de Cl- extracelular siguiendo ambas adiciones era de 28 mM, que promovio
flujo CI- en respuesta a la activacion AF508-RTFQ vy la despolarizacion de la membrana resultante se controlé
opticamente usando los tintes de voltaje-sensor basados en FRET.

3. Soluciones

Solucién de bafio n®1:  NaCl 160, K14.5, CaClz 2, MgClz 1, HEPES 10, pH 7,4

(en mM) con NaOH. 20
Solucién de baro libre Las sales de cloruro en la solucion de bafio n® 1 se
de cloruro: sustituyen con sales de gluconato.
CC2-DMPE: Se prepar6 como una solucién de reserva de 10 mM en
DMSO y se almacené a -20°C.
DiSBAC2(3): Se prepar6 como una reserva de 10 mM en DMSO y se 25

almacend a -20°C.

4. Cultivo de la célula

Fibroblastos de raton NIH3T3 que expresan establemente AF508-RTFQ se utilizan para las mediciones
Opticas del potencial de membrana. Las células se mantuvieron a 37°C en 5% de CO2 y 90% de humedad en medio
de Eagle modificado por Dulbecco suplementado con glutamina 2 mM, suero bovino fetal al 10%, 1 X NEAA, B-ME,
1 X pen/strep, y 25 mM HEPES en frascos de cultivo de 175 cm?. Para todos los ensayos opticos, las células se
sembraron a 30.000/pocillos en placas recubiertas de matrigel de 384 pocillos y se cultivaron durante 2 horas a 37°C
antes de cultivarse a 27°C durante 24 horas para el ensayo de potenciador. Para los ensayos de correccion, las
células se cultivan a 27°C o0 37°C con y sin compuestos durante 16 - 24 horas.

Ensayos electrofisioldgicos para ensayar las propiedades de modulacion de compuestos AF508-RTFQ

1. Ensayo de Camara de Ussing

Experimentos en camara de Ussing se realizaron en células epiteliales polarizadas que expresan AF508-
RTFQ para caracterizar adicionalmente los moduladores AF508-RTFQ identificados en los ensayos épticos. Las
células epiteliales FRTAFS08-RTFQ gyltivadas en insertos de cultivo de células Costar Snapwell se montaron en una
camara de Ussing (Physiologic Instruments, Inc., San Diego, CA), y las monocapas sufrian cortocircuitos
continuamente utilizando un sistema de fijacién de voltaje (Departamento de Bioingenieria, Universidad de lowa, IA,
y, Physiologic Instruments, Inc., San Diego, CA). La resistencia transepitelial se midié6 mediante la aplicacion de un
pulso de 2 mV. En estas condiciones, los epitelios de FRT demostraron resistencias de 4 KQ/cm? o més. Las
soluciones se mantuvieron a 27°C y se burbujearon con aire. El potencial de compensacién de electrodos y la
resistencia fluida se corrigieron usando un inserto sin células. En estas condiciones, la corriente refleja el flujo de ClI
a través de AF508-RTFQ expresado en la membrana apical. El Isc fue adquirido digitalmente usando una interfaz
MP100A-CE y el software AcqKnowledge (v3.2.6; BIOPAC Systems, Santa Barbara, CA).

2. Identificacion de los compuestos de correccion

El protocolo tipico utilizaba un gradiente de concentraciéon ClI- de membrana basolateral a apical. Para
configurar este gradiente, se usé ringer normal sobre la membrana basolateral, mientras que NaCl apical fue
reemplazado por gluconato sédico equimolar (valorado a pH 7,4 con NaOH) para producir un gran gradiente de
concentracién de Cl- a través del epitelio. Todos los experimentos se realizaron con monocapas intactas. Para
activar completamente AF508-RTFQ, forskolina (10 uM) y el inhibidor de PDE, IBMX (100 uM), se aplicaron seguido
de la adicién del potenciador RTFQ, la genisteina (50 uM).

Como se observa en otros tipos de células, la incubacion a bajas temperaturas de células FRT que
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expresan AF508-RTFQ de forma estable aumenta la densidad funcional de RTFQ en la membrana plasmética. Para
determinar la actividad de los compuestos de correccién, las células se incubaron con 10 pM del compuesto de
ensayo durante 24 horas a 37°C y posteriormente se lavaron 3X antes de la grabacién. El Isc mediado por cAMP y
genisteina en las células tratadas con el compuesto se normalizé a los controles de 27°C y 37°C y se expresaron
como porcentaje de actividad. La preincubacion de las células con el compuesto de correccion aumento
significativamente el Isc mediado por cAMP y genisteina por comparacioén con los controles de 37°C.

3. Identificacion de compuestos potenciadores

El protocolo tipico utilizaba un gradiente de concentracion CI- de la membrana basolateral a apical. Para
configurar este gradiente, ringer normales se utilizd en la membrana basolateral y se permeabilizaron con nistatina
(360 pg/ml), mientras que NaCl apical fue reemplazado por gluconato sédico equimolar (valorado a pH 7,4 con
NaOH) para dar una gran gradiente de concentracion de CI a través del epitelio. Todos los experimentos se
realizaron 30 min después de la permeabilizacion de la nistatina. Forskolina (10 mM) y todos los compuestos de
ensayo se afladen a ambos lados de los insertos de cultivo celular. La eficacia de los potenciadores putativos
AF508-RTFQ se compar6 con la del potenciador conocido, genisteina.

4. Soluciones

Solucion basolateral (en NaCl (135), CaClz (1,2), MgClz (1.2), K2HPO4 (2,4), KHPO4 (0,6), N-2-acido
mM): hidroxietilpiperazina-N'-2-acido etanosulfénico (HEPES) (10) y dextrosa
(10). La solucidn se ajustd a pH 7,4 con NaOH.

Solucion apical (en mM): Al igual que la solucién basolateral con NaCl reemplazado con Na

Gluconato (135).

5. Cultivo de la célula

Se utilizaron células Fisher epiteliales de rata (FRT) que expresan AF508-RTFQ (FRTAFS08-RTFQ) para los
experimentos de camara de Ussing para los moduladores ex F508-RTFQ putativos identificados a partir de nuestros
ensayos opticos. Las células fueron cultivadas en Costar Snapwell insertos de cultivo de células y se cultivaron
durante cinco dias a 37°C y 5% de CO2 en modificado F-12 medio de Coon de Ham suplementado con suero de
ternera fetal al 5%, 100 U/ml de penicilina, y 100 mg/ml estreptomicina. Antes de su uso para la caracterizaciéon de la
actividad potenciador de los compuestos, las células se incubaron a 27°C durante 16 - 48 horas para corregir el
AF508-RTFQ. Para determinar la actividad de los compuestos de correccion, las células se incubaron a 27°C o 37°C
con y sin los compuestos durante 24 horas.

6. Registros de células enteras

La corriente macroscopica AF508-RTFQ (larsos) en células NIH3T3 con correccién de compuestos de
prueba y temperatura que expresan establemente AF508-RTFQ se monitorearon mediante el parche perforado,
células enteras de grabacion. Brevemente, los registros de fijacion de voltaje de larsos se realizaron a temperatura
ambiente usando un amplificador de pinza de parche Axopatch 200B (Axon Instruments Inc., Foster City, CA). Todos
los registros se adquirieron a una frecuencia de muestreo de 10 kHz vy filirados a paso bajo a 1 kHz. Las pipetas
tenian una resistencia de 5-6 MQ cuando se llenaron con la solucion intracelular. Bajo estas condiciones de
grabacion, el potencial de inversion calculado para Cl(Eci1) a temperatura ambiente era de -28 mV. Todos los
registros tuvieron un sello de resistencia> 20 GQ y una resistencia en serie <15 MQ. La generacion de pulsos, la
adquisicion de datos y el andlisis se realizaron usando un PC equipado con un interfaz Digidata 1320 A/D junto con
Clampex 8 (Axon Instruments Inc.). El bafio contenia <250 pl de solucién salina y se perfundieron continuamente a
una velocidad de 2 ml/min usando un sistema de perfusién por gravedad.

7. Identificacién de compuestos de correccion

Para determinar la actividad de los compuestos de correccion para aumentar la densidad de AF508-RTFQ
funcional en la membrana plasmatica, se utilizaron las técnicas de registro de parche perforado descritas
anteriormente para medir la densidad de corriente después de un tratamiento de 24 horas con los compuestos de
correccion. Para activar completamente AF508-RTFQ, forskolina 10 uM y genisteina 20 uM se afadieron a las
células. Bajo nuestras condiciones de grabacion, la densidad de corriente después de la incubacion de 24 horas a
27°C era mayor que la observada después de la incubacién de 24 horas a 37°C. Estos resultados son consistentes
con los efectos conocidos de incubacién a baja temperatura sobre la densidad de AF508-RTFQ en la membrana
plasmatica. Para determinar los efectos de los compuestos de correccion en la densidad de corriente RTFQ, las
células fueron incubadas con 10 uM del compuesto de ensayo durante 24 horas a 37°C y la densidad de corriente se
comparé con controles de 27°C y 37°C (% de actividad). Antes del registro, las células se lavaron 3X con medio de
registro extracelular para retirar cualquier compuesto de ensayo restante. La preincubacion con 10 uM de los
compuestos de correccion aumento significativamente el cAMP y la genisteina dependiente actual en comparacion
con los controles de 37°C.
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8. Identificacion de compuestos potenciadores

La capacidad de los potenciadores AF508-RTFQ para aumentar la corriente AF508-RTFQ CI- macroscépica
(larsos) en células NIHsT3 que expresan establemente AF508-RTFQ También se investigo el uso de técnicas de
registro-parche-perforado. Los potenciadores identificados a partir de los ensayos Opticos evocaron un aumento
dependiente de la dosis en larsos con una potencia similar y eficacia observada en los ensayos 6pticos. En todas las
células examinadas, el potencial de inversion antes y durante la aplicacién de potenciador era de alrededor de -30
mV, que es el Ec1 calculado (-28 mV).

9. Soluciones

Solucién intracelular (en mM):  Cs-aspartato (90), de CsCl (50), MgClz (1), HEPES (10), y 240 mg/ml
amfotericina- B (pH ajustado a 7,35 con CsOH).

Solucion extracelular (en mM):  N-metilo-D-glucamina (NMDG)-CI (150), MgClz (2), CaClz (2), HEPES
(10) (pH ajustado a 7,35 con HCI).

10. Cultivo de la célula

Fibroblastos de ratén NIH3T3 que expresan establemente AF508-RTFQ se utilizan para los registros de
células enteras. Las células se mantuvieron a 37°C en 5% de CO2 y 90% de humedad en medio de Eagle
modificado por Dulbecco suplementado con glutamina 2 mM, suero bovino fetal al 10%, 1 X NEAA, B-ME, 1 X
pen/strep, y 25 mM HEPES en frascos de cultivo de 175 cm?2. Para registros de células enteras, 2.500 - 5.000 células
fueron sembradas en cubreobjetos de vidrio con poli-L-lisina y se cultivaron durante 24 - 48 horas a 27°C antes de
su uso para probar la actividad de los potenciadores; y se incubaron con o sin el compuesto de correccién a 37°C
para medir la actividad de los correctores.

11. Registros monocanales

Las actividades monocanales de AF508-RTFQ corregida por temperatura establemente expresadas en
células NIH3T3 y se observaron actividades de compuestos potenciadores usando parche de membrana extirpado
de dentro a fuera. Brevemente, los registros de fijacion de voltaje de la actividad monocanal se realizaron a
temperatura ambiente con un amplificador de pinza de parche Axopatch 200B (Axon Instruments Inc.). Todos los
registros se adquirieron a una frecuencia de muestreo de 10 kHz y filtrados de paso bajo a 400 Hz. Las pipetas de
parche fueron fabricadas a partir de Corning Kovar Sealing #7052 vidrio (World Precision Instruments, Inc.,
Sarasota, FL) y tenian una resistencia de 5 - 8 MQ cuando se llena con la solucién extracelular. EI AF508-RTFQ se
activo después de la escision, mediante la adicién de 1 mM Mg-ATP, y 75 nM de la proteina quinasa dependiente de
AMPc, subunidad catalitica (PKA; Promega Corp. Madison, WI). Después de la actividad del canal estabilizado, el
parche se perfundié usando un sistema de microperfusién por gravedad. La afluencia fue colocada adyacente al
parche, dando como resultado el intercambio de solucion completa dentro de 1-2 seg. Para mantener la actividad
AF508-RTFQ durante la rapida perifusion, se anadié el inhibidor de la fosfatasa F no especifica (10mM NaF) a la
solucion del bafno. Bajo estas condiciones de registro, la actividad del canal permanecié constante durante toda la
duracion del registro de parche (hasta 60 min). Las corrientes producidas por la carga positiva en movimiento de las
soluciones intra a extracelulares (aniones que se mueven en la direccion opuesta) se muestran como corrientes
positivas. El potencial de la pipeta (Vp) se mantuvo a 80 mV.

La actividad del canal se analizé a partir de parches de membrana que contienen < 2 canales activos. El
ndamero maximo de aberturas simultaneas determiné el nimero de canales activos durante el transcurso de un
experimento. Para determinar la amplitud de la corriente de un solo canal, los datos registrados a partir de 120
segundos de la actividad AF508-RTFQ se filtr6 "fuera de linea" a 100 Hz y después se utilizaron para construir
histogramas de amplitud de todos puntos que fueron equipados con funciones multigaussianas utilizando software
de andlisis Bio-Patch (Bio-Logic Comp. Francia). La probabilidad actual y abierta microscépica total (Po) se
determiné a partir de 120 segundos de la actividad del canal. El P, se determiné utilizando el software de Bio-Patch
o de la relacién P, = I/i (N), donde | = corriente media, i = amplitud de corriente monocanal, y N = nimero de canales
activos en el parche.

12. Soluciones

Solucion extracelular (en mM):  NMDG (150), acido aspartico (150), CaClz (5), MgClz (2), y HEPES
(10) (pH ajustado a 7,35 con base Tris).

Solucion intracelular (en mM):  NMDG-CI (150), MgClz (2), EGTA (5), TES (10), y base Tris (14) (pH
ajustado a 7,35 con HCI).
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13. Cultivo de célula

Fibroblastos de raton NIH3T3 que expresan establemente AF508-RTFQ se utilizan para registros de pinza
de parche de membrana extirpada. Las células se mantuvieron a 37°C en 5% de CO2 y 90% de humedad en medio
de Eagle modificado por Dulbecco suplementado con glutamina 2 mM, suero bovino fetal al 10%, 1 X NEAA, B-ME,
1 X pen/strep, y 25 mM HEPES en frascos de cultivo de 175 cm?. Para los registros de canales individuales, 2.500 -
5.000 células fueron sembradas en cubreobjetos de vidrio con poli-L-lisina y se cultivaron durante 24 - 48 horas a
27°C antes de su uso.

Usando los procedimientos descritos anteriormente, la actividad, es decir, CE50, del Compuesto 1 se ha
medido y se muestra en la Tabla 13.

Tabla 13

IC50/EC50 Agr.: +++ <=2,0< ++ <= 5,0 < +
centActividad Agr.: + <= 25,0 < ++ <= 100,0 < +++

Ne de o -
compuesto, EC50Agr.|[EficacidadMaximaAgr.

1 +++ +++
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Figura 1
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Figura 2
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Flgura 3
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Figura 4

11000
10000 -
9000 1
8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000

1000 LL
10 20

Lin (Cémpubos)

bJ

2 - Theta - Escala

51



ES 2804 202 T3

Figura 5
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Figura 7
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Figura 9

56



ES 2804 202 T3

Figura 10
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14
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Figura |5
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Figura 19
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