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DESCRIPCION
Compuestos de benzoti(di)azepina y su uso como moduladores de los acidos biliares
CAMPO TECNICO

La invencion se refiere a ciertos derivados de 1,5-benzotiazepina y 1,2,5-benzotiadiazepina tal como se definen en el
presente documento. Estos compuestos son moduladores de &cidos biliares que tienen actividad inhibidora del
transportador apical de &cidos biliares dependiente de sodio (ASBT) y/o del transporte hepético de &cidos biliares (LBAT).
La invencién también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden estos compuestos y al uso de estos
compuestos en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares, trastornos del metabolismo de los acidos grasos y de
la utilizacion de la glucosa, enfermedades gastrointestinales y enfermedades hepéticas.

FONDO

Los acidos biliares son detergentes fisiolégicos que desempefian un papel importante en la absorcién intestinal y el
transporte de lipidos, nutrientes y vitaminas. También son moléculas sefializadoras que activan los receptores nucleares
y las vias de sefializacién celular que regulan el metabolismo de los lipidos, la glucosa y la energia. Los acidos biliares
son acidos esteroideos que se sintetizan a partir del colesterol en el higado y se almacenan en la vesicula biliar en forma
de micelas mixtas. Durante la digestion, el duodeno desencadena la liberacién de hormonas que provocan la contraccion
de la vesicula biliar, liberando asi acidos biliares en el intestino delgado, donde permiten la absorcién de vitaminas
liposolubles y colesterol. Cuando llegan al ileon, los acidos biliares se reabsorben del intestino y se secretan en la sangre
portal para volver al higado a través de la circulacién venosa portal. De este modo, mas del 90% de los &cidos biliares se
reciclan y vuelven al higado. A continuacién, estos acidos biliares se transportan a través de la membrana sinusoidal de
los hepatocitos y se vuelven a segregar a través de la membrana canalicular en la bilis. En este primer paso, el 75-90%
de los acidos biliares son absorbidos por los hepatocitos, completando asi una vuelta de la circulacién enterohepatica. La
fraccién de acidos biliares que no se elimina en el higado entra en la circulacién sistémica, donde los &cidos biliares libres
son filtrados por el glomérulo renal, recuperados eficazmente en los tubulos proximales y exportados de nuevo a la
circulacién sistémica. Curiosamente, la mayor parte de los acidos biliares secretados a través de la membrana canalicular
hacia la bilis proceden del pool recirculante y menos del 10% proviene de una nueva sintesis hepatica de novo. La pequefia
fraccién de 4cidos biliares que no se reabsorbe en el ileon llega al colon. Dentro de la luz intestinal, los acidos biliares
primarios se transforman en é&cidos biliares secundarios bajo la accién de las bacterias intestinales, principalmente
mediante reacciones de deshidroxilacién simple o doble del nlcleo esteroide. Los acidos biliares que escapan a la
absorcidn intestinal se excretan posteriormente en las heces.

En general, el eficaz sistema de transporte ayuda a mantener una reserva constante de é&cidos biliares, garantizando
niveles suficientemente elevados de é&cidos biliares conjugados en el intestino para favorecer la absorcién de lipidos y
reducir la carga bacteriana del intestino delgado. El sistema también minimiza la pérdida fecal y urinaria de acidos biliares
y protege los compartimentos intestinal y hepatobiliar eliminando detergentes potencialmente citotéxicos (como revisaron
Kosters y Karpen (Xenobiotica 2008, vol. 38, p. 1043-1071); por Chiang (J. Lipid Res. 2009, vol. 50, p. 1955-1966); y por
Dawson (Handb. Exp. Pharmacol. 2011, vol. 201, p. 169-203)).

Se ha descubierto que la regulacién del tamafio de la reserva de acidos biliares desempefia un papel clave en la
homeostasis del colesterol mediante la conversién hepética del colesterol en acido biliar, que representa una via
importante para la eliminacién del colesterol del organismo. El higado desempefia un papel esencial en la eliminacién de
compuestos enddgenos y xenobibticos del organismo. La secrecién hepatobiliar y la circulacién enterohepética normales
son necesarias para eliminar del organismo compuestos enddégenos como el colesterol y la bilirrubina y sus metabolitos,
manteniendo asi la homeostasis de los lipidos y los acidos biliares. (Kosters and Karpen, Xenobiotica 2008, vol. 38, p.
1043-1071).

La reabsorcion de acidos biliares en el ileon puede inhibirse mediante compuestos inhibidores del transportador apical de
acidos biliares dependiente de sodio (ASBT). La inhibicidn de la reabsorcién de acidos biliares se ha considerado util en
el tratamiento de varias enfermedades, como la dislipidemia, la diabetes, la obesidad, el estrefiimiento, las hepatopatias
colestéasicas, la esteatohepatitis no alcohélica y otras enfermedades hepaticas. En las Ultimas décadas se han dado a
conocer varios compuestos inhibidores de ASBT, véase, p. ej.,, WO 93/16055, WO 94/18183, WO 94/18184, WO
96/05188, WO 96/08484, WO 96/16051, WO 97/33882, WO 98/03818, WO 98/07449, WO 98/40375, WO 99/35135, WO
99/64409, WO 99/64410, WO 00/47568, WO 00/61568, WO 00/38725, WO 00/38726, WO 00/38727, WO 00/38728, WO
00/38729, WO 01/66533, WO 01/68096, WO 02/32428, WO 02/50051, WO 03/020710, WO 03/022286, WO 03/022825,
WO 03/022830, WO 03/061663, WO 03/091232, WO 03/106482, WO 2004/006899, WO 2004/076430, WO 2007/009655,
WO 2007/009656, WO 2011/137135, WO 2019/234077, WO 2020/161216, WO 2020/161217, WO 2021/110883, WO
2021/110884, WO 2021/110885, WO 2021/110886, WO 2021/110887, DE 19825804, EP 864582, EP 489423, EP 549967,
EP 573848, EP 624593, EP 624594, EP 624595, EP 624596, EP 0864582, EP 1173205, EP 1535913 y EP 3210977.

Los documentos US 2019/0367467 y WO 2019/234077 divulgan derivados de 1,5-benzotiazepina y 1,2,5-
benzotiadiazepina que tienen una insaturacién en la cadena en la posicién 8 de la estructura de benzoti(di)azepina.
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A pesar del nimero de compuestos inhibidores de ASBT de los que se ha informado previamente, existe la necesidad de
compuestos moduladores de é&cidos biliares adicionales que tengan un perfil optimizado con respecto a la potencia,
selectividad y biodisponibilidad.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Se ha descubierto que ciertos derivados de benzotiazepina y benzotiadiazepina son potentes inhibidores del transportador
apical de 4cidos biliares dependiente de sodio (ASBT) y/o del transportador hepatico de 4cidos biliares (LBAT), y pueden
ser Utiles para tratar enfermedades en las que es deseable la inhibicidn de la circulacién de &cidos biliares.

En un primer aspecto, por lo tanto, la invencidn se refiere a un compuesto seleccionado del grupo que consiste en:

Acido  (8)-3-(((S)-3-butil-5-(4-fluorofenil)-3-metil-7-(metiltio)-1, 1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-
ilYoxi)-2-hidroxipropanoico;

Acido  (8)-3-(((R)-3-butil-5-(4-fluorofenil)-3-metil-7-(metiltio)-1, 1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-
ilYoxi)-2-hidroxipropanoico;

Acido  (R)-3-(((S)-3-butil-5-(4-fluorofenil)-3-metil-7-(metiltio)-1, 1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-
ilYoxi)-2-hidroxipropanoico;

Acido  (R)-3-(((R)-3-butil-5-(4-fluorofenil)-3-metil-7-(metiltio)-1, 1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-
ilYoxi) -2-hidroxipropanoico;

Acido 1-(((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1, 1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5- benzotiazepin-8-
ilYoxi)metil)ciclopropano-1-carboxilico;

Acido (8)-1-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5- benzotiazepin-8-
ilYoxi)metil)ciclopropano-1-carboxilico;

Acido (R)-1-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1, 1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5- benzotiazepin-8-
ilYoxi)metil)ciclopropano-1-carboxilico;

Acido 3-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1, 1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5- benzotiazepin-8-il)oxi)-2,2-
dimetilpropanoico;

Acido (8)-3-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1, 1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5- benzotiazepin-8-il)oxi)-
2,2-dimetilpropanoico;

Acido (R)-3-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1, 1-dioxido-2, 3,4, 5-tetrahidro-1,5- benzotiazepin-8-il)oxi)-
2,2-dimetilpropanoico;

Acido 3-((3, 3-dietil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiaze pin-8-il Joxi)-2-fluoro-2-
metilpropanoico;

Acido  (S)-3-((3,3-dietil-7-(metiltio)-1, 1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-  8-il)oxi)-2-fluoro-2-
metilpropanoico; acido (R)-3-((3,3-dietil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin- 8-
ilYoxi)-2-fluoro-2-metilpropanoico;

Acido  3-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1, 1-dioxido-2, 3,4, 5-tetrahidro-1,5-  benzotiazepin-8-il)oxi)-2-
metoxipropanoico;

Acido  3-((3,3-dibutil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-  benzotiazepin-8-iloxi)-2-
metoxipropanoico;

Acido (8)-3-((3,3-dibutil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5- benzotiazepin-8-ilJoxi)-2-
metoxipropanoico;

Acido (R)-3-((3,3-dibutil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5- benzotiazepin-8-ilJoxi)-2-
metoxipropanoico;

Acido  3-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1, 1-dioxido-2, 3,4, 5-tetrahidro-1,5-  benzotiazepin-8-il)oxi)-2-
etoxipropanoico;

Acido 3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2, 3,4, 5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2-
etoxipropanoico;

Acido  3-((3,3-dietil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2, 3,4,5-tetrahidro-1,5-  benzotiazepin-8-il)oxi)-2,2-
dimetilpropanoico; y

Acido 2-hidroxi-3-((7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-3,3-dipropil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5- benzotiazepin-8-
ilYoxi)propanoico;

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Tal como se utiliza aqui, el término "farmacéuticamente aceptable" se refiere a aquellos compuestos, materiales,
composiciones y/o formas de dosificacién que son adecuados para el uso farmacéutico humano y que son generalmente
seguros, no téxicos y ni bioldgicamente ni de otro modo indeseables.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "aproximadamente" se refiere a un valor o parametro que incluye
(y describe) realizaciones que se dirigen a ese valor o parametro per se. Por ejemplo, la descripcién que hace referencia
a "aproximadamente 20" incluye la descripciéon de "20". Los intervalos numéricos incluyen los nimeros que definen el
intervalo. En general, el término "aproximadamente" se refiere al valor indicado de la variable y a todos los valores de la
variable que estan dentro del error experimental del valor indicado (p. €j., dentro del intervalo de confianza del 95% para
la media) o dentro del 10% del valor indicado, el que sea mayor.
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Los compuestos de 1,5-benzotiazepina y 1,2,5-benzotiadiazepina de la invencién, o sus sales farmacéuticamente
aceptables, son inhibidores del transportador apical de 4cidos biliares dependiente de sodio (inhibidores ASBT), del
transportador hepatico de é&cidos biliares (inhibidores LBAT), o tanto del transportador apical de acidos biliares
dependiente de sodio como del transportador hepatico de acidos biliares (inhibidores duales ASBT/LBAT). Por lo tanto,
son Utiles en el tratamiento o la prevencién de afecciones, trastornos y enfermedades en los que es deseable inhibir la
circulacién de acidos biliares, como enfermedades cardiovasculares, trastornos del metabolismo de los acidos grasos y
de la utilizacidn de la glucosa, enfermedades gastrointestinales y enfermedades hepéticas.

Las enfermedades cardiovasculares incluyen, entre otras, la hipercolesterolemia; la diabetes mellitus de tipo 1 y de tipo
2; cataratas, enfermedades micro y macrovasculares, retinopatia, neuropatia, nefropatia y retraso en la cicatrizacién de
heridas, isquemia tisular, pie diabético, arteriosclerosis, infarto de miocardio, sindrome coronario agudo, angina de pecho
inestable, angina de pecho estable, accidente cerebrovascular, enfermedad oclusiva arterial periférica, cardiomiopatia,
insuficiencia cardiaca, trastornos del ritmo cardiaco y reestenosis vascular; resistencia a la insulina (alteracién de la
homeostasis de la glucosa), hiperglucemia, hiperinsulinemia, niveles sanguineos elevados de &cidos grasos o glicerol,
obesidad, dislipidemia, hiperlipidemia, incluida la hipertrigliceridemia, sindrome metabdlico (sindrome X), aterosclerosis e
hipertension; y para aumentar los niveles de lipoproteinas de alta densidad.

Las enfermedades y los trastornos gastrointestinales incluyen el estrefiimiento (estrefiimiento crénico, estrefiimiento
funcional, estrefiimiento idiopatico crénico (CIC), estrefiimiento intermitente/esporadico, estrefiimiento secundario a la
diabetes mellitus, estrefiimiento secundario a un accidente cerebrovascular, estrefiimiento secundario a una enfermedad
renal crénica, estrefiimiento secundario a la esclerosis multiple, estrefiimiento secundario a la enfermedad de Parkinson,
estrefiimiento secundario a la esclerosis sistémica, estrefiimiento inducido por farmacos, sindrome del intestino irritable
con estrefiimiento (IBS-C), sindrome del intestino irritable mixto (IBS-M), estrefiimiento funcional pediatrico y estrefiimiento
inducido por opiaceos); enfermedad de Crohn; malabsorcién primaria de acidos biliares; sindrome del intestino irritable
(I1BS); enfermedad inflamatoria intestinal (IBD); inflamacién ileal; y enfermedad por reflujo y sus complicaciones, como el
eso6fago de Barrett, la esofagitis por reflujo biliar y la gastritis por reflujo biliar.

Una enfermedad hepética, tal como se define en el presente documento, es cualquier enfermedad del higado y de los
organos relacionados con él, como el pancreas, la vena porta, el parénquima hepatico, el arbol biliar intrahepatico, el arbol
biliar extrahepético y la vesicula biliar. En algunos casos, se trata de una enfermedad hepatica dependiente de los acidos
biliares. Las enfermedades y trastornos hepaticos incluyen, entre otros, un trastorno metabélico hereditario del higado;
errores congénitos de la sintesis de 4cidos biliares; anomalias congénitas de las vias biliares; atresia biliar; atresia biliar
post-Kasai; atresia biliar posttrasplante de higado; hepatitis neonatal; colestasis neonatal, formas hereditarias de
colestasis; xantomatosis cerebrotendinosa; un defecto secundario de la sintesis de BA; sindrome de Zellweger;
enfermedad hepética asociada a la fibrosis quistica; deficiencia de alfal-antitripsina; sindrome de Alagilles (ALGS);
sindrome de Byler; un defecto primario de la sintesis de acidos biliares (BA); colestasis intrahepética familiar progresiva
(PFIC), incluidas PFIC-1, PFIC-2, PFIC-3 y PFIC no especificada, PFIC post-desvio biliar y PFIC post-trasplante hepético;
colestasis intrahepatica recurrente benigna (BRIC), incluidas BRIC2, LCS1 y BRIC no especificada, BRIC post-desvio
biliar y BRIC post-trasplante hepético; hepatitis autoinmune; cirrosis biliar primaria (PBC); fibrosis hepatica; enfermedad
del higado graso no alcohdlico (NAFLD); esteatohepatitis no alcohdlica (NASH); hipertensién portal; colestasis; colestasis
del sindrome de Down; colestasis inducida por farmacos; colestasis intrahepética del embarazo (ictericia durante el
embarazo); colestasis intrahepética; colestasis extrahepatica; colestasis asociada a nutricion parenteral (PNAC);
colestasis asociada a bajo contenido en fosfolipidos; sindrome de colestasis linfedematosa 1 (G4); colangitis esclerosante
primaria (PSC); colangitis asociada a inmunoglobulina G4; colangitis biliar primaria; colelitiasis (calculos biliares); litiasis
biliar; coledocolitiasis; pancreatitis por calculos biliares; enfermedad de Caroli; neoplasia maligna de las vias biliares;
neoplasia maligna que causa obstruccién del arbol biliar; estenosis biliar; colangiopatia por AIDS; colangiopatia isquémica;
prurito debido a colestasis o ictericia; pancreatitis; enfermedad hepatica autoinmune crénica que provoca colestasis
progresiva; esteatosis hepatica; hepatitis alcohélica; higado graso agudo; higado graso del embarazo; Hepatitis inducida
por farmacos; trastornos por sobrecarga de hierro; defecto congénito de la sintesis de acidos biliares tipo 1 (defecto BAS
tipo 1); lesion hepética inducida por farmacos (DILI); fibrosis hepatica; fibrosis hepatica congénita; cirrosis hepatica;
histiocitosis de células de Langerhans (LCH), colangitis esclerosante por ictiosis neonatal (NISCH); protoporfiria
eritropoyética (EPP); ductopenia idiopética del adulto (IAD); hepatitis neonatal idiopatica (INH); insuficiencia no sindrémica
de los conductos biliares interlobulares (NS PILBD); cirrosis infantil de los indios norteamericanos (NAIC); sarcoidosis
hepéatica; amiloidosis; enterocolitis necrotizante; toxicidades causadas por acidos biliares séricos, incluidas alteraciones
del ritmo cardiaco (por ej.g., fibrilacion auricular) en el contexto de un perfil anormal de acidos biliares séricos,
cardiomiopatia asociada a cirrosis hepética ("coleicardia") y atrofia muscular esquelética asociada a hepatopatia
colestasica; hepatopatia poliquistica; hepatitis virica (incluidas hepatitis A, hepatitis B, hepatitis C, hepatitis D y hepatitis
E); carcinoma hepatocelular (hepatoma); colangiocarcinoma; canceres gastrointestinales relacionados con los acidos
biliares; y colestasis causada por tumores y neoplasias del higado, del tracto biliar y del pancreas. Los compuestos de la
invencién, o sus sales farmacéuticamente aceptables, también son utiles para mejorar el tratamiento con corticosteroides
en las enfermedades hepaticas.

Otras enfermedades que pueden ftratarse o prevenirse mediante los compuestos de la invencién, o sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos, incluyen abetalipoproteinemia; hipobetalipoproteinemia familiar (FHBL);
enfermedad de retencién de quilomicrones; sitosterolemia; hipervitaminosis y osteopetrosis; hipertensién; hiperfiltracién
glomerular; poliquistosis renal (PKD), incluida la poliquistosis renal autosémica dominante (ADPKD) y la poliquistosis renal
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autosémica recesiva (ARPKD); y prurito de insuficiencia renal; Los compuestos también son Utiles en la proteccidén contra
lesiones renales asociadas a enfermedades hepéticas o metabélicas.

El transporte de acidos biliares en el cuerpo humano esta controlado por la accién de los miembros de la familia SLC10
de proteinas transportadoras de solutos, en particular por el polipéptido cotransportador de Na*-taurocolato (NTCP,
también llamado transportador hepatico de acidos biliares (LBAT); simbolo genético SLC10A1), que se expresa en la
membrana sinusoidal de los hepatocitos, y por el transportador apical de acidos biliares dependiente de sodio (ASBT,
también llamado transportador ileal de acidos biliares (IBAT), ISBT, ABAT o NTCP2; simbolo genético SLC10A2), que se
expresa en la membrana apical de los enterocitos ileales, las células del tubulo renal proximal, el epitelio biliar, los
colangiocitos grandes y las células epiteliales de la vesicula biliar. En el higado, los &cidos biliares son extraidos
eficazmente de la sangre portal por el transportador hepatico de acidos biliares (LBAT) y vueltos a secretar a través de la
membrana canalicular por la bomba de exportacidén de sales biliares (BSEP; simbolo genético ABCB11). La reabsorcién
de é&cidos biliares en el ileon corre a cargo del transportador apical de 4cidos biliares dependiente de sodio (ASBT), donde
se denomina cominmente transportador ileal de acidos biliares (IBAT). Tanto LBAT como ASBT funcionan como
cotransportadores electrogénicos de sodio-soluto que mueven dos o mas iones Na* por molécula de soluto.

Los xenobibticos y endobidticos, incluidos los &cidos biliares, son absorbidos por el higado desde la sangre portal y
secretados a la bilis por proteinas transportadoras distintas con especificidades de sustrato individualizadas. Los 4cidos
biliares conjugados con glicina y taurina existen en forma aniénica y son incapaces de atravesar las membranas por
difusién, por lo que dependen completamente de las proteinas de transporte de membrana para entrar o salir del
hepatocito (Kosters y Karpen, Xenobiotica 2008, vol. 38, p. 1043-1071). ASBT y LBAT prefieren las sales biliares
conjugadas con glicina y taurina a sus homaélogas no conjugadas y demuestran una mayor afinidad por las sales biliares
dihidroxi que por las sales biliares trihidroxi. Aln no se han identificado sustratos no acidos biliares para el ASBT, sin
embargo, se ha descubierto que el LBAT también transporta una variedad de sulfatos esteroideos, hormonas y
xenobidticos.

El LBAT no esta tan caracterizado como el ASBT en términos de requisitos de inhibicién de farmacos. Dong et al. han
identificado farmacos aprobados por la FDA que inhiben el LBAT humano y han comparado los requisitos de inhibicién
del LBAT y ASBT. Se realizaron una serie de estudios de inhibicién de LBAT con farmacos aprobados por la FDA, junto
con el desarrollo iterativo de modelos computacionales. Los estudios de cribado identificaron 27 farmacos como nuevos
inhibidores de LBAT, entre ellos irbesartan (Ki =11,9 uM) y ezetimiba (Ki = 25,0 uM). El farmacéforo de caracteristicas
comunes indicaba que dos hidréfobos y un aceptor de enlace de hidrégeno eran importantes para la inhibicion del LBAT.
De los 72 farmacos analizados in vitro, un total de 31 farmacos inhibieron el LBAT, mientras que 51 farmacos (es decir,
méas de la mitad) inhibieron el ASBT. Por lo tanto, aunque hubo solapamiento de inhibidores, el ASBT fue inesperadamente
més permisivo a la inhibicion de farmacos que el LBAT, y esto puede estar relacionado con que el LBAT posee menos
caracteristicas farmacéforas (Dong et al., Mol. Pharm. 2013, vol. 10, p. 1008- 1019).

Vaz et al. describen la identificacién de la deficiencia de LBAT como un nuevo error innato del metabolismo con un fenotipo
clinico relativamente leve. La identificacién de la deficiencia de LBAT confirma que este transportador es el principal
sistema de importacién de sales biliares conjugadas al higado, pero también indica que los transportadores auxiliares son
capaces de sostener el ciclo enterohepatico en su ausencia (Vaz et al., Hepatology 2015, vol. 61, p. 260-267). Estos
resultados apoyan la hipétesis de que la inhibicién del LBAT es un mecanismo de accién seguro, ya que los hepatocitos
siguen teniendo la posibilidad de captar la cantidad necesaria de acidos biliares.

Liu et al. describen la identificacion de un nuevo tipo de hipercolanemia que se asocia con homocigosidad para la mutacion
p.Ser267Phe en SLC10A1 (LBAT). La frecuencia alélica de esta mutacién en el gen SLC10A1 varia en las distintas
poblaciones, dandose la mayor incidencia en el sur de China (8% y 12% en los chinos Han y Dai, respectivamente) y en
Vietham (11%). Se cree que esta hipercolanemia "oculta" afecta al 0,64% de la poblacién Han del Sur, al 1,44% de la
poblacién china Dai y al 1,21% de la poblacién viethamita. También se observé un aumento de los niveles séricos de BA
conjugada y no conjugada en los individuos homocigotos. Liu et al. sugieren que lo mas probable es que este hallazgo se
deba a una reduccién del transporte de BA desde la circulacién portal a los hepatocitos. Esto apoya la hipétesis de que la
funcién fisiolégica de la circulacién enterohepatica no es solo reciclar los acidos biliares, sino también eliminarlos de la
circulacion para lograr la homeostasis (Karpen y Dawson, Hepatology 2015, vol. 61, p. 24-27). Otra posibilidad es que el
higado sintetice mayores niveles de acidos biliares para compensar la menor recirculacién enterohepética en los
portadores homocigotos. Como LBAT también transporta acidos biliares no conjugados, el aumento de los acidos biliares
no conjugados en este estudio no fue sorprendente (Liu et al., Scientific Reports 2017, 7: 9214, p. 1-7).

Se ha descubierto que el LBAT esté regulado a la baja en varias formas de lesién hepatica colestasica y colestasis,
mientras que se ha descubierto que el ASBT esta regulado a la baja en una variedad de trastornos gastrointestinales
como la enfermedad de Crohn, la malabsorciéon primaria de acidos biliares, la enfermedad inflamatoria intestinal y la
inflamacién ileal, pero regulada al alza en la colestasis. EI LBAT también funciona como receptor celular para la entrada
viral del virus de la hepatitis B (VHB) y el virus de la hepatitis D (VHD), que a su vez es la principal causa de enfermedad
hepéatica y carcinoma hepatocelular.

La inhibicién de ASBT se ha investigado para disminuir los niveles plasmaticos de colesterol y mejorar la resistencia a la
insulina, asi como para aliviar la carga hepética de acidos biliares en la enfermedad hepatica colestasica. Ademas, se ha
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descubierto que la inhibicion del ASBT restablece los niveles de insulina y la normoglucemia, lo que establece la inhibicién
del ASBT como un tratamiento prometedor para la diabetes mellitus de tipo 2. Los inhibidores del ASBT también se utilizan
para el tratamiento del estrefiimiento funcional.

Como el ASBT se expresa predominantemente en el ileon (donde a menudo se denomina IBAT), no es necesario que los
inhibidores del ASBT estén disponibles sistémicamente. Por otra parte, el ASBT también se expresa en las células del
tubulo proximal de los rifiones. Por lo tanto, los inhibidores del ASBT disponibles por via sistémica también pueden inhibir
la recaptacion de acidos biliares en los rifilones. Se cree que esto conduciria a un aumento de los niveles de acidos biliares
en la orina y a una mayor eliminacién de acidos biliares del organismo a través de la orina. Por lo tanto, se espera que los
inhibidores del ASBT disponibles sistémicamente que ejercen su efecto no sélo en el ileon sino también en los rifiones
produzcan una mayor reduccién de los niveles de acidos biliares que los inhibidores del ASBT no disponibles
sistémicamente que sélo ejercen su efecto en el ileon.

Los compuestos que tienen una elevada potencia inhibidora del ASBT son especialmente adecuados para el tratamiento
de enfermedades hepaticas que causan colestasis, como la colestasis intrahepética familiar progresiva (PFIC), el
sindrome de Alagilles, |la atresia biliar y la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH).

La atresia biliar es una enfermedad hepatica pediatrica rara que implica una obstruccién parcial o total (o incluso ausencia)
de grandes conductos biliares. Esta obstruccién o ausencia provoca colestasis que conduce a la acumulacién de acidos
biliares que dafian el higado. En algunas realizaciones, la acumulacién de acidos biliares se produce en el arbol biliar
extrahepatico. En algunas realizaciones, la acumulacion de acidos biliares se produce en el arbol biliar intrahepético. El
tratamiento estédndar actual es el procedimiento Kasai, una intervencién quirirgica que extirpa los conductos biliares
obstruidos y conecta directamente una porcién del intestino delgado con el higado. Actualmente no existen tratamientos
farmacolégicos aprobados para este trastorno.

Se proporciona aqui un compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para su uso en el
tratamiento de la atresia biliar. En algunas realizaciones, el sujeto ha sido sometido al procedimiento Kasai antes de la
administracién de un compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas
realizaciones, se administra al sujeto un compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
antes de someterlo al procedimiento Kasai. En algunas realizaciones, el tratamiento de la atresia biliar disminuye el nivel
de é4cidos biliares séricos en el sujeto. En algunas realizaciones, el nivel de acidos biliares séricos se determina mediante,
por ejemplo, un ensayo enzimético ELISA o los ensayos para la medicién de 4cidos biliares totales descritos en Danese
et al.,, PLoS One. 2017, vol. 12(6): e0179200. En algunas realizaciones, el nivel de 4cidos biliares séricos puede disminuir,
por ejemplo, del 10% al 40%, del 20% al 50%, del 30% al 60%, del 40% al 70%, del 50% al 80%, o en mas del 90% del
nivel de 4cidos biliares séricos antes de la administracién de un compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo. En algunas realizaciones, el tratamiento de la atresia biliar incluye el tratamiento del prurito.

La PFIC es un trastorno genético raro que se estima que afecta a uno de cada 100.000 a 100.000 nifios nacidos en todo
el mundo y causa una enfermedad hepatica progresiva y potencialmente mortal.

Una manifestacién de la PFIC es el prurito, que a menudo resulta en una calidad de vida gravemente disminuida. En
algunos casos, la PFIC provoca cirrosis e insuficiencia hepética. Las terapias actuales incluyen la Derivacién Biliar Externa
Parcial (DEBP) y el trasplante de higado; sin embargo, estas opciones pueden conllevar un riesgo sustancial de
complicaciones posquirlrgicas, asi como problemas psicolégicos y sociales.

Se han identificado tres defectos genéticos alternativos que se correlacionan con tres subtipos distintos de PFIC conocidos
como tipos 3y 3:

La PFIC, tipo 1, a veces denominada "enfermedad de Byler', estd causada por una secrecién biliar deficiente
debida a mutaciones en el gen ATP8B1, que codifica una proteina que ayuda a mantener un equilibrio adecuado
de grasas conocidas como fosfolipidos en las membranas celulares de los conductos biliares. Un desequilibrio
en estos fosfolipidos se asocia con colestasis y acidos biliares elevados en el higado. Los sujetos afectados por
PFIC, tipo 1 suelen desarrollar colestasis en los primeros meses de vida y, en ausencia de tratamiento quirurgico,
progresan a cirrosis y hepatopatia terminal antes de finalizar la primera década de vida.

La PFIC tipo 2, a veces denominada "sindrome de Byler", estad causada por un deterioro de la secrecién de sales
biliares debido a mutaciones en el gen ABCB11, que codifica una proteina, conocida como bomba de exportacion
de sales biliares, que desplaza los acidos biliares fuera del higado. Los sujetos con PFIC, tipo 2 suelen desarrollar
insuficiencia hepatica en los primeros afios de vida y tienen un mayor riesgo de desarrollar un tipo de céncer de
higado conocido como carcinoma hepatocelular.

La PFIC tipo 3, que suele presentarse en los primeros afios de la infancia con colestasis progresiva, esta causada
por mutaciones en el gen ABCB4, que codifica un transportador que desplaza los fosfolipidos a través de las
membranas celulares.

Ademas, se ha propuesto que las mutaciones de los genes TJP2, NR1H4 o Myo5b son causas de la PFIC. Ademas,
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algunos sujetos con PFIC no presentan una mutacién en ninguno de los genes ATP8B1, ABCB11, ABCB4, TJP2, NR1H4
o Myo5b. En estos casos, se desconoce la causa de la afeccion.

Las mutaciones ejemplares del gen ATP8B1 o de la proteina resultante se enumeran en las Tablas 3 y 3, con numeracién
basada en la proteina ATP8B1 humana de tipo salvaje (p. ej., SEQ ID N° 1) o gen (p. ej.,, SEQ ID N° 2). Las mutaciones
ejemplares del gen ABCB11 o de la proteina resultante se enumeran en las Tablas 4 y 5, con numeracién basada en la
proteina ABCB11 humana de tipo salvaje (p. ej., SEQ ID N° 3) o gen (p. ej., SEQ ID N° 4).

Como pueden apreciar los expertos en la materia, una posicién de aminoacido en una secuencia de proteina de referencia
que corresponde a una posicién de aminogcido especifica en SEQ ID N 1 é 3 puede determinarse alineando la secuencia
de la proteina de referencia con SEQ ID N° 1 6 3 (p. ej., utilizando un programa informatico como ClustalWW2). Los cambios
en estos residuos (denominados en el presente documento "mutaciones”) pueden incluir sustituciones simples o multiples
de aminoécidos, inserciones dentro de las secuencias o flanqueéndolas, y deleciones dentro de las secuencias o
flanqueandolas. Como pueden apreciar los expertos en la materia, una posiciéon de nucleétidos en una secuencia genética
de referencia que corresponde a una posicion de nucledtidos especifica en SEQ ID N° 2 6 4 puede determinarse alineando
la secuencia del gen de referencia con SEQ ID N% 2 6 4 (p. €j., utilizando un programa informéatico como Clustal\W2). Los
cambios en estos residuos (denominados en el presente documento "mutaciones") pueden incluir sustituciones simples o
multiples de nucleétidos, inserciones dentro de las secuencias o flanqueandolas, y deleciones dentro de las secuencias o
flanqueandolas. Véase también Kooistra, et al., "KLIFS: A structural kinase-ligand interaction database", Nucleic Acids
Res. 2016, vol. 44, no. DI, pp. D365- D371.

Secuencia proteica canénica de ATP8B1 (SEQ ID N 1) - Uniprot ID 043520
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Secuencia canénica de ADN para ATP8B1 (SEQ ID N°: 2)
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Tabla 2. Mutaciones ejemplares de ATP8B1
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Poaicion da aminadcide 733 {p. of, 3733
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Pasicidn de aminodaida 74 {p. aj., L74GPY
Posicion de aminvdeide 792 (0. g, PFEMR
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A
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Posigion de myinoacide O {p, g, SOMRY

Faginion de amincacido 1011 'p. el Li0TiRYie

Fosinion de amincacido 1012 LLostone

Fosinion de amincansido 1014 *p. ., RIggX

Posiciarn de arinedsido 1015 {p. el F1018LY

Posicion de aminodcide 1023 {p, el QIOF

A
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Ext Exilddel

Ex2 Exdgeldd

Ex12 Extddeid’

Exon omitido 244

Al UTR~-ax 184

“11OR T

€.
¢ SRBINAT
& 928 18deliag™

el dando hugar & una delecidn 4 bpy¥

>

G que precade al exon 18 (o,
Sesplazamiznto del marco di lectia del exvemo 8 did axdn 189

getecion 1.4 kb &

Tabla 3. Mutaciones seleccionadas de ATP8B1 asociadas con PFIC-1

dnian de amincacido ’:S {p. el P23

sicidn de aminocacide 7

8 {p. 8L, H7aqy®

1:1 o

sicidn de a

incAnidn 83 (o, 8., ABIAY

Y

sicion de am

canidu 95 (0. 8, ABEGY

sicion de aminoacide 137 {p.

ef, L127P8

Sicion de aminnacide 1687 {p. o

of. G197Lfs 101
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vaj.‘ NZOsHeY

'CJ 0iIBIs

sicion de a
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P e; CRRERW
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2., LIBESE
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SHOK
S}
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5. RESECHD
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'13 OO0

sicidn de aminoapidn 320 {p.

Sk S ET
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sicion de aminadcide 447 {p.
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2, R413PF

sicidn de aminodaide 415 {p.
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1:1 THUI000
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Y

sicidn de ami "\c\.c.du 448 i,

ef., G44€ERY
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ef.. TABBM

B0
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~;.\ EBREX PR
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iciones de aminodcide 78 v 874 (p. 8.,

H“" S
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sicidn de aminodaide 8% (n.

&l §89<4¥\§}‘?'

sicion de aminoanida 825 (i,

&}, EGOBKY
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=
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SHOKC
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%
o
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sicion de aminoacikis 883 {p, el FBE3R, FOL3KYE

icion de aminoasido 887 (p. e, RBETEYE

Posinion de amineacido 882 {p, gl GAGRYE

Po Omie &mﬂ(&éw}o 330« L1, REIOXKS, RS20

L. Rggaxy

an se ANMTIOAL xim Q’i {9\ ef,, N38ag®

iciin de aminodrido 981 {p. i, EBEIKY®

i de aminodido 894 {p. &), SBWRY

a5 ge amingacide 1414 o, n=; RIG1gxXR

o de amdinadekio 1015 (b, &, F108LE

an de andnodaciio 1023 {p. &, QIURYsYE

an de aminodaids 1040 . el GI040RY S

Gn de aminodcido 1095 {p. o, WIQERXY?

&
i
ioion de aminedcide 1047 {p. el LIGTERY
1
8L

CAIS0BRY

On de amipoackio 1208 {(p. el Y1200LK%E8)

Poaicidn de aminoacddo 1211 {p .q.‘me"
Posicion de aminoasido 1219 {p. e D121, D12133%)

RALLRORN “.ii"\ sitic de code v ampaime (VEI+1 +3deiGTiss

futacion det xiti de corte v empaime IVS324 (8

NSRS ToG

Mutacion del sifio de corte v empalme WSS+ 1G»TE

NES-G> AT

Mabackan del sitlo de core v empaime IVR17.1G»AS

Mautackon del sitlo do code v empaime RIS+ 2T>(¥

histacion del sitio de corte ¥ empalme VST +B>A¥

§.24774-42062del

o 80T

5. 230G A2

¢.828+5 G»T*

Posinion de amnodckio 208 (&, sl P208TY and ¢.825+2 G»

"f‘,{

C.FRIGRAY

c::,?-'@ﬁbT"{f‘ 4

SR+ 2 TG

?i'} GO GraAM

C.LTTT+33>CH

G.AD8T+ 2T °(ﬁv

6. 3033.30340ai

I8 GRAY

3188 +8G>TH

4 Pra ax 18¢

Ex1 Exi3dei®

Ex2 ExBdaf®

Ex1d Extddel®

SHTUTR-ex 18!

V101 +36RGVAT

G0 nue precede 2l exdn 18 (p. el dando iugar 8 una gelent

O ol 4 pbye

Dasplazamiento dal mares de leclurs del extremn § del exdn 16¥

A Una mutacién a "X" denota un codén de parada temprano
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Secuencia Proteica Canénica de ABCBII (SEQ ID N°: 3) - Uniprot ID 095342
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Secuencia Candnica de ADN de ABCBII (SEQ ID N°: 4)
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Tabla 4. Mutaciones Ejemplares de ABCB11

ES 3002777 T3

Poaicidn de aminoadsida 1 {.
Pasicion de aminodeido 4 (o,

Posision de antnoacida 8 {p. 8§
A

Pasicidn de aminodnidn 18 {7

4

Pasicion de amincacids 24 (.

Posision de aminaacisa 23 (o,

Pasicion de aminoacids 28 {(d.

Posinidn de aminoacito 38 ¢

°

L DIRe

Posicidn de aminodoide 38 (o,

(., KISRfs 24y

e

Pasicion de amincacids 42 {p.
Pogision de aminaacido 43 {o,

i Q4O

Pasicidn de aminodnidn 58 {p,

(., L30T, LBOWYY

Pasicion de amincacids 52 (o,

1 BS2WH

Posision de aminaaciso 56 (.

i, BEBLYH

Pasicidn de aminoacids 58 {p.

. DSONI®

Fosinion de aminoacidde &2 (o

§. MB2KY

Posicidn de aminoanide 88 (o,

Pasicion de aminoacides 88 {(p.

L CERy

Posision de aminoaciso 80 (o,

&,

S

Pasicidn de aminodnidn 71 (.

2.,

LA

Pasicidn de anincacids 74 {

8§

ATARYY

-~

Posicion de aminoaaida

,ej:\

PITAYS

Pasicidn de aminoacido

&,

T87RY

Fosinion de amincacido

8.,

FOOF)

Posicidn de aminoadoida

. B,

e FATNS AT ey
VEIET VAN

Pasicion de aminoacide

L&,

EREXYY

Posision de amingacido

Panicidn de aminodsikin

A

Pasigion de amincacids

4%
508

P o

Posision de aminoacido

©
&

C T

Posicidn de aminoacido

§34
®

el

L WHIERGY

oo, e,

Fosinidn de amincacido

T

£

i, M123T)

oo

Posicidn de aminodeida

o
B

L TI2THESEY

Pasicion de aminoacide

bees,

A0

L G2y

Fosinian de aminoacido

el

oy NI

Paaicidn de aminoanikidn

P

PG

rae, e,

Posinion de amincacido

L EASEKTE EELT

oo

Paogicion de aminoaaide

g«

oo,

. EIS7RY

Posicidn de aminodcido

L b,

1

UALRLCR RS

il

L YI57CF

Fosinion de amingacido

o

2]

AR

Posicidn de aminodcida

B

LV TSGR V1841

Pasicidn de aminoacide

AN

Fosinian de aminoacido

L RigI®

Poaicidn de aminoasidn

£

oo

L 1182KY

Pasigion de amineatidy

(3

L MISEVE RITEATY

P P

Posicidn de aminoacida

£

ol

R

Pasicidn de aminodaido

T

1

® 1% .0 @ i

e

i E1B8GH

5’
A1

Fosinidn de aminocacido

R

R e RS RS IR EXRE AN R P e R L S Rt RS TRy SR OO v RRCo) Sa B SR ANS RN TR LN R Rt S VRS O
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Posicidn de aminoagida
Pasicidn de aminodeids 188

AL

{ L1OBPY

Yo L i QOO0 IORION N IGU DN NG LI QI TRIIEIRIINI A b 1D T DO LD

ob
e R e

. NIBGIRT B

Posisidn de amincacide 188
Poaicidn de aminoaoidin 208

R

hors.

v A
EevEs

JN o

Fosinidn de amdnoacido 312

X4

i, A212T)7

Paaicion de aminoaoida 237 §

B

L M2ITREYS

Pasicidn de aminoadcido 225 {

20,

o TR2EP

Fosinidn de aminoacido 226 ¢

L

L, S276Ly

Posicidn de aminoaaide 232 ¢

AL

i L232CHTeY

Lo

AN 3G
238

Posicidn de aminoacido 233 {
Poaicién de aminoscido 238§

M

[ GosevEy

Pasicidn da aminoacido 242 {

2.

T 2anpT

Fosinidn de aminoacido 245 {

2

i, 124878728}
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Sasicida de aminoacids 256 (p. e)., AZSEGYF

J,‘?,

Eosinion de armincacido 80 {1 i GIagDy’

v5?

Posisién de amincaaido 258 {p. 8l Y288
Posicion de amincadide 277 {p, o AZFTEY
Posicién de aminodcido 253 {p. &), E2830)Y

Pasicionas de aminoanids 212 v 283 (p. &, A212T + 82835}": *

Posicion de aminoacido 284 (p. o), V28417 V28447

Posician de aminoacido 297 {v, &
Posicidn de aminoacidy 288 {p. g
Posision de amingacido 303 {n. &,

Pasicidn de aminoanidn 30

o
. 5.‘2

RPasicion de amincacide 3

B
A4

2,20

RESRAVER S

1

Posision de aminoacisdo 313 {p.

Pasicidn de aminpanidn 314 {p. 8.,
Posicion de amincacido 318 {p. 8l
Pogician de aminodcido 318 {p. &l
Pasicidn de aminoanidn 337 {(p. &},
Posicion de amincacido 330 {n. ai,
Posicién de aminodcide 338 {p. &l
Da cidn de aminoacide 337 {n. ef,

Posi ;m ge aminadcido 342 {p. &)
Pos cidn de aminnad 354 {p. 8.,

Pasicion de aminoeacido 381 (o, e, QBMX L Q2GR
Posisian de aminascido 388 (. g, V388WE V386N
Posicidn de aminod S8 {p. 8l ¥ \.68Rf3' 279
Fosisian de andnod 174 {p. &, GI748¥
Poaicion de aminoacidn 380 {p. g, LIBWHR1RY
Pasicidn de aninoacide 382 (o 8l ‘\" 326

A Posicionas de amincasido 382-38§¢

A Posiciones de aminodcide 383 —393~‘-’
™ 4

Pasicion de aminodcide 387 (p, of, R3ATRYE
Posision de aminaacida MQ{} {p. &, A390P‘\*‘ ?

S.'&

E\x

Si
Sisid

Posicidn de aminpdsidn 385 {p.
sict
2ic

Posicidn de amincadido 4’34 {n, 8i,
Posicidn de aminednide 410 (o, 8i.,

31

Posicidn de aminoacide 413 {n,

18

Poginian de aninoaciio 415 {p. FZ»‘{C« (}‘f-

Poaicidn de aminod 8l 181
Pasicion de aminoad e, M7

Dsision de aminaia HA23RH

Pasicidn de aminoad el
Posinion de amdnoad &,

Posicidn de aminoan 8.
Pasicion de aminogg 8, ¥

Posisidn de aninoacis

R

Poaicidn de aminoaol

8,

Pasicion de aminoacide 957 {p.

W

Pogician de aminoacide 481 {p.

Paaicidn de aminoédnide 482 (B,

8,

k]

Posinian de aminoacido 483 (p. ¢, T8N

.5?

Posicion de aminoacida 488 (. g, Q488K

Posicidn de aminoacide 370 {p. &f, REATORS R4TOXH

be

J,?..

Posinidn de aminoacido 471 (p. &f., Y472X¥

°0== cidn de aminodaide 472 {9, 8., Y4TICS¥ Y4700

g\
A

~os icidn de aminodcido 473 (. 8., D-‘-"B’”>"'~ D473VER

AUt

Posisiin de aminoacido 475 {p. SATENFE

VABLE

Pasicidn de aminodgido 481 {p.

by

D,

o

D483

Fosinldn de aminoacido 482 (p

Pogickan de aminoacide 484 {o. 8, H%BQR* 3N

81

TRABTHY, R4“?s>’*j;

Ad

Rosicidn de aminoacido 487
. Na»e.}\ o

Fosinion de amincacido 428 &,
Posicidn de aminod ALRIXE
Cu.\

Posicion dal aminoagide 488 (p. &l Dé@o\ e
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Posicion de aminoasido 428 {n.

: SRR
i, 14E8TY

332

Posician de sinineaciddo 488 {p.

&

i, G4eeey™

Posicitn de aminogpidn 501 {p.

L VERIGI

LB,

Posician de aminodcido S24 {p.

L, EB04KYY

FPosicldn de aminodaide 510 {p.

S5,

Fasicién de amimanids 512 {p.

4

v

Posicion de amineacido $15 {p.

Posinidn de aminodaida 518 {p.

Fosicién de amirmanidy 517 {p.

Posicion de amineaddo £20 (p.

24D %

Pasicion de aminoanidn 323 {p.

Posicion de aminoacido 528 (p,

o i

124

Posiciin de avdneacisia 535 {p.

Pasicion de anminodnido 540 {p.

2,

Pusicion de aminoasido 541 (p,

Posiciken de srdnoacido 548 {p.

4

Pasicion de aninodeido 548 {p.

Posicion de aminoaside 548 {n,

A

Posicien de aminoacido £54 (.

L EBEAKT

Fasicitn de aminoackdy 558 {p.

Posicion de amincaddo $58 (p.

Posinién de aninedaido 558 {p.

Fosicidn de aminoanids 382 {p.

Posicion de aminoagido 570 (.

Posioién de amineacisdo 5758 {p.

Posicién de aminoacids 580 (n.

Posiciken de ardnoacido 588 {p.

TBEBIV

Paosicion de aminodeida 887 {p.

. 5587}

Posicién de aminoacids 588 {n.

L ABBRVT ABSER

Posician de aminaacido 5§81 {p.
¥

Posicién de aninoscide 583 {p.

GBZVEL
L NS
g

Fosicion de aminoacido 587 {p,

Pogicidn de amingacide 803 (p.

Posicién de aninodaide 808 {p.

Posicion de aminoacido 818 {n.

. BTG 4EY, IINTY Y

Posicién de amineagide 815 {p.

. HE1ERFS

Fasicion de aminoanidn 818 {p,

.

., REIBGY RE1BHY

Posicion de aminoacido 818 (.

Posiciin de amineacido 823 {p.

L ADISAYE

Faosicidn de aminoanidn 825 (g

. TO2ENE'5

Posicion de aminoasido 827 (n.

87Ty

Posicidn de aminodcide 828 {p.

TR

. GRIRWIRTI

Pusicion de aminnacido 836 {p.

Pogiciin de amincacido 848 {(p.

L EB3EGH
. G388 GRaEV

Posieién de aminodoide 655 {p.

. T855H

Fasicién de aminmasidy 588 {p.

BRI

Pogicidn de aminoddido §78 (p.

— PUNPTPRY
. DRTENYY

Faosicitn de aminoanidn 877 (.

L RATANTE

Fosicién de amirmanidy 878 {p.

L ASTEVYS

Posicidn de amineacido 885 {p.

~ A ety
PRI RLCY)
.. GEBEBWF

Pasicion de aminoanidn 838 {p.

. RBGSWST RS5O

Posicion de aminoasido 898 {n.

Posioiin de sydnaaciclo 898 {p.

RAGBHIS REGAKY RAGC™
=it

Posicion de aminoanido 781 {p.

MERCRCRIURECRUETURICRU SR RICREU SRR AR RN R R IR R IR ALOREC IR AR R AL RL R

Posicion de aminoaside 702 {n.

Posiciken de srinadcido 708 {p.

Fuasicién de amimasids 710 {p.

L1
]
fone]
QO
o)

Posicidn de amincddido 712 {np.

Posinidn de aminodoide 721 ip.

Fasicion de ampmanidy 728 {p.

TSR

Posicion de aminoddido 731 {n.

beeded } S*}_‘:\

w I

Posinién de aminedaide 740 {p.

. PraApGE;

Feosicidn de amirmanids 758 (o

LRSI RURRCRR A RRCET RAUA

. B758RY

b
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Posicion de aminadcida 78€ {p.

8. BIBRI

Paosiién de aninoacido 772 (. g

XTTERP

Pusicion de aminodcikio 804 ip.

oi, AB04AY

Fosinidn de andnoacide 306 &

L&, G8Ral¥ . GRREs™)

Pasicitn de amincacido BG2 (.

o). SA0GF

Posicion de aminadcide 817 .

Ay, GR{FE

Fosinién de amincacido 8318 9

el YRTBEY

Fusicion de amincaside 824 o,

¢}, G824E ;*’

Posicidn de aminodeide 828 &,

=-3 GA25G)"

Fosision de aninoacide 820 .

Posician de aminodcido 832 {p. of,

Posioldn de andnoscide 842 ip.

ej.; {L‘Mzu}*

Pasicion de amincacido 848 (o,

o), DRI

Posicion de aminodcide 885 (p.

Posicidn de ahdnodcide 856 (.

&, TE5aRY’

Pasicion de amincasido 865 (.

8}. . ARAREY ;}?}’

Posicion de aminogcids 868 (p.

8f., SBQBARY

Posicidn de andnoacide 888 {p.

&, VBERDY

Pasicitn de amincanikie 8623 (g

o), O86IPY

Posicién de ardnudeido 875 {p.

8. ROTENT

Paskidn de aminoacido 877 (o,

e, GRS

Posicion de aminodcide 878 {p,

of., BTORI

Posioiin de stydnodcido 883 {p.

&, ARSI

Fasicion de amincacido 801 ¢

G &f, SQL R SSG‘

Posicion de aminodoide 803 ip.

& Posician de aminodcide 81w

Posjcidn de aminoasids 223 ip.

Posiciin de aminadcide 826 (p.

Posiain de aminoicido 828 &

Poalcion de aminodolde 830 ip. o

fKQAUERTA05

Posickin de aminudcida 931 {p.

Paosieidn de aminoacido 845 (o,

g}, SSHENY

Posicion de aminodcidn 843 ip,

ol RMEOP

Posicikin de sandnedeido 58 (p.

2. F9sa

Puosicion de arainoasido 268 o,

of., KUBEK) =

A Posiciones de

aninodcide §68-272°

Pasiién de aminoacido s::. [

&, T‘-B?’%Ej&‘

Posicion de aminodsikdo 878 o,

e, QRTSFS, QA78X™

Pesicikin de amineacida 9?9 ip.

2. NOTOLITT

Pasicion de aminoacido 881 (o,

e, YASIY e

Posicion de aminoasids 282 ip.

ol GOGIRPST

Fosipiones de aminoacido 144 y 982 {p. o,

VAR ¥ CHER

FPosicion de arairoasido 265 o,

2}, APREAYT

Posicion de aminedcide 1001 (o

e, RIQ0IRY?

Fosioion de aminoacido 1003 {p

. 8f., GI003Ry™

Puosicion de armiroaside 1004 {p.

&, GI0GIDYT

Y

Posicion de aminedcida 1027 (o

e}, S18EY Ry

Pasicion de amincacikio 1028 {d.

el ATO2GAT 0N AT0REEN,

Pusicion de arinodside 1028 ;Q\

.. Tge..e:.«\y

Fosloidn de aminoacido 1082 (o

ol G1032RY

Pusicitn de amincacikio 1041 {p.

tf;' '\’@C’MX

Posicion de aminadcide 1044 ip.

Posinidn de andneacido (1050 (n

Pasicidn de amincacido 1653 ¢ o.

. 105X

Posicion de aminodcelde 1085 (o

e, L105ER®

Fosinidn de amincacido 1057 (n,

ef., RIUSTXE,

Posician de aminodcide 1058 {g

el C10BGHIs 38T Q1BBERYART X

Posioiin de mydnodcido 1061 (n

ef., POV G4 ®

Fasikion de amincacido 1083 {(p

& CA0AIY Y

MO

Posicion de aminodcide 1088 :‘ S

e}, 710887

Fosioidn de avdngdcide 1080 {(n,

ef., RIGEGX¥S

Pasicitn de amincacide 1088 {p

p. &, LIDWOLIE 38

Posicion de aminodcide 11080 {p

o el STIgNQis 3T
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Pasicidn de aminoasidy 1118 sp &l

L ATHIDERY

Fosinion de amingacido 1112

i \*’3?32""%?“

Posician de amineacide 1116 {;3.

GIHIBRY, GUIIEFY GITIBEY)

Posicion de aminoddido 1130 {p.

TR m&h

‘I’., “’ 2, 5.0

Posicién de aminesdcide 1128 {p.

Pasicidn do aminnacikds 1131 {p.

<
NS

o

Pogiokdn de amincacido 1144 {p.

y S?M.\\}?

14

Posician de amingdoide 1147 (p.

Pasicidn de aminoasidy 1153 {p.

Fosicion de amingagide 1154 {p,

Pasicidn de aminpanidn 1182 {p.

,m

L »ﬂa'*xiv

A Posicién de avinodoide 1185%

Posicién de aminoseido 1 3:3* {n.

‘I’.

LOVTI84GE™T)

Pasicidn de aminnaeidn 1173 {p.

LNTITID

.

Posision de amingacido ,??5 {p.

L KII7AT RS

Posician de aminodcido 1188 {(p.

i E1i8sKY

Posicidn de aminodeids 1182 (k.

A1192E4s 50

Fosicion de amingagide 1188 {p.

.. fol QQUX \R3

Posicidn de amineacide 1187 (p.

Posiciin de amincacide 1188 {p

ARG RSO RN

Posisian de amineacisde 1204 {p.

Pasicidn da aminoacidn 1208 ¢

Posiciin de amincadide 1210 {p.

b

Posician de amingacide 1211 (b

‘3.’,

Posicidn de aminodeids 13132 {p.

Posinian de aminoacidde 12195 {p.

v

L, RI23IKES

Pasicidn de aminpanidn 1221 ip.
Posiclin de amincadido 1233 {p

e

. B1222Dy

zp

Posician de aminoacisdo 12286 {p.

L Rizaapys

Posicidn de aminoacidn 1228 {p

CAZ2EHY

..

Posiciin de amingadcide 1231 {p.

R12314
cr PN Y

®

Posicién de aminoacido 1232 (.

L ATZ320

Posicidn de aminoaeidy 1235 sp.

LRI ’-.235.»(

Foginidn de amingacide §

Pasicidn de aminpanidn 1243 ip.

o |

E2S

8>
R R L)

RPosicion de aminceadido 1248 {p.

o e 4

Posician de aminoscisdo 1256 {(p.

®

Pasicidn da aminnacids 1288 {p.

FPosiciin de amincacide 1278 {p.

b

Poaicién de aminodcido 1283 (b,

‘3.’,

Posicidn de aminogeids 1292 {p. &l
Posivian de aminadeido 1288 {p. 2., ¢
Pasicidn de aminpanidn 1302 ip. &, E’?d"} X}
Posicion de aminodcido 1311 {p. el Y1311

o

Posician de aminoacide 1316 {p.

‘?

L TI3i80s e

Pasicidn de aminoacids 1321 {p. &l

L SIS2INRY

Intrén 4 {{+3me)!

VRS- TAANTE

fubaciin ded sitio de ¢orta v smpal

Inirdn 5 ¢.3601G6 > &%

Mutacion del sitic de conte v empady

fhalacian del sitio de o2 y empalm

e 37,
1@ & infran 7 0 8111IG » AS
2

BT IG5 AT

WETeEG0AN

i\\)ff\8+§/ \ (\\

fhatacian ded sitio de corta y empaln

£ 5 Intrdn @ ¢ 508 {dels

al
Mutaeion del sific de corte ¥ ampalme

' intrén 3 e Q051G > TF

Mutacicn def sitio de cote v am

2 52 Irdn 5 0. 8081G = A
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$i5e}

e VSO + 15 > T

Y
N

KMuracion del sifio de corfe vy amapa
o

Mutacion del sitic de corte v empadive
}

e 3, Intedn 13 ¢ 143513 _1435-Bdet’
2 WS {3del-Dikcireuntinjo sobre { 3-8

i
}
i
}
futacian del sitio de corte y emipalm
i
}
{5
i

Mutacion del siffiode corte ¥ ampalme 3. Infrén 18 o, 201387 388
Mutacion del sitio de corle ¢ empaine ivn? 8-87 » M

Mutacian del sitio de corta y erpalme 57, inidn 18 e 217818 > T
Mutacion del sific re corfe ¥ ampaime § ntrdn 18 0217818 » AF
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Nuiacidn del sitio de corie v empabme & intrdn 18 0 217813 > O
Mutacion del sitic de corte v ampaime 3, Intrdn 18 ¢. 217838 > 8
Mutacion del sitic de sone v e xgkaime i\f ‘i“ + 1> A

Mutacion del sitio de corte y empalme & intrdn 18 ¢2343 + 18 > T
Mutacidn del siia de oarte y snpaine nt ot 18 ¢ 2343 + 27 »
fMhalacion del sitio de corle v empalme i‘v‘%?ﬂ + 27> CF

hMutasion del sitio de corte ¥ empalme IVS18 + 18 » A~‘*‘

Mutacion del site de corte v empaivie 3 infran 21 ¢ 281128 » T
IVI22+3AX(W

VS 238 B-A®

VS241BEAAH

Nutacion del sitio de corfe y ermpalme 5, inlrdn 29 03213146168

WEIERCIEH

Mbracion de core v empaline putative 1188-1G¢

™ S
Mulackin de corte ¥ empalroe pulalive 1816-3C »
HMutacion de cotde v empalme mdative 2178 + 135

Mtacion de corle v enpaime pulative 2244-1G »

{
futacion de corte v empalme putalive 0281124 > T¢
Mutacion de code v ampaime pidative 3213 + 1 3213 + 2dalinsAY
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G ZDRBGRA

20OBARAT

. 213R- BTN
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521781 TH
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£, 234417 T8

e AT GRAT

6.254 1oaiGH

5. 26200> T2
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G 00’36!\3 G
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ZBYCTT
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MEBARGN

349 1delTH
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Ex13 Ex17dei

Mutaciones seleccionadas de ABCB11 asociadas con PFIC-2

Tabla 5.

Posickdn de am

1adnido 1 ip. e, MIVY

Fasicidn da

am

nudcida 4 ip. e;_, SAXFE

Posicidn de a *Ef;vécirjo 18 {p.

af. GioRE

Pogicién de aminogoido 35 (p. &, S3EXNH

Pasicidn da aminndeide 28 i e, Y57 s““

Posicion de amingacido S0 {p. &

Posicion de aminoacido 52 .

Fasicidn de aminedaida 58 {p.

Posicidn de amincacido 82 {p,

Fosicion de aminodsiio BE . &, SP~€§\E>

Pasicidn da aminnddde 69 L. e; caay

Posiclon de aninoacido @ “s, . Ye3sy
Posinian de amingdckie ?C’i . e;A. Qi g
Paaictdn de aminadeide §C'? <" o, o, GIOTRY™
Posisidn de ﬂr‘*'*}vaudo 12 {p. e}, 111ETY
Fosicion de aminodoids 1 4 {n, of, WIIgR¥®
Fasicidn da am;m}acsdc« 126 {p. af, CIZONT
Posician de aminoacide 135 (p. 8], E1 ;
Poginian de aminodcido 167 (o, el A187V7
Fosicidn de aminodaide 1832 {p. o, 1182KF
Posicion de anminvacide 183 . ¢, SHENS MISITYH
Eosiclén de aminodsido 225 {p, o, TIREPY
Pasichin de aminodaide 226 . g,

Posicién de aninoacido 232 (g, 8], L2320CHK°6YP

FPosision de aminoacido 333 {p. ef., LAIZTH
Posicidn da aminndaide 238 {p. of, SR8V
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Posicidn da aminodeide 242 {p. 8.

242

Posginidn de amingacido 245 (. &,

245TF

Posicidn de aminodeldo 256 {p, & A286G i
Posicion de aminoauide 280 fp. el G800y
Posicien de aminodeide 284 (p. e, V28aLY

Pasicidn de aminndeidn 287 {p.

. BTG

Dos inion de aminoacido 303 (p. e, RA03KS, R"«G?ﬁ\ﬁg\", RANAaXITT

Posician de aminodcide 304 (.

LY ‘84‘(» &

Pasicidn de aminndeidn 312 {p.

Qatany

s

Posioidn de amincacido 313 {p.

2138y

Poaicidn da amineanidn 314 {p.

o

Pasicidn de amineddido 3

.
S
L2

KEIERBTIEF

‘Go2 £

e

VAR

*.?,

pi. Cages T

-.‘ 3, e-vp-rH}

L. W342G10

®

CR3E54XYE

HDS%&:;(‘)!\ de an ooacsdf‘ 361 {p.

L Q381X

\Ei.’, @

Posicidn de aminnacide 386 {(p.

VIBED

Fosinian ge aminoacido 388 (p. el

fe g{;x}::‘é

A Posiclones de aminoacido 383 o‘

Posicidn de aminodeide 387 (n.

Fosinion de aminoacido 380 .

Posician de aminoadeide 410 {p.

Posision de amingacido 413 {(p.

Posician de aminodckio 415 {p.

RS

Pasicidn de aminnadaido 420 {p.

CEENTY

Posisien ge aminoacido 454 {p.

Posician de aminoscide 455 {p.

Pasicidn de aminodoido 481 {p.

L KAS1ENY

Posisien de aminoacido 483 (.

{ﬁﬂi\

T483

Poaicitn de aminoscido 488 {p.

458K

Posicidn de aminddaide 470 {p.

. RATHY RI70XE

Posisian de aminodeido 472 {p.

L YS72X Ya7ECw

Posicidn de aminndeide 475 {p.

Ly “’ “’ 3 “’ “’ “’ “’ “’ “’ @ ‘i’

. CATEXE

Posiclén de amincacido 481 {(p. &l

S\'z‘; b } g }T

Posician de aminadoiio 482 {p.

D4R2GH

Pasicidn de aminndeidn 484 {p.

 FESIRETEY

o

Posicldn de amincacido 487 (p.

L R487HE R48TPHY

Posision de aminodcide 430 {p.

NaaDyY

» oo

Pasicion de aminodaido 483 {p.

ONASIXH

Posinion de amingaciio 498 {p

Poaicidn da amineaaidn 5301 {p.

Posicidn de amincacido 512 {p. 8l

Posinion de amingacido 515 {p.

Posicidn de aminodaide 518 {p,

Fosinion de & c 517 {p.

FPosinian de naachio 528 {p.

Posicion de aminnaaids 523 {(p.

Fosinion de aminoacido 528 {p.

iR
SIS}
o2
"’

33

Posician de aminoadocide 840 {p,

Pasicidn de aminogaido 541 {p.

13
£
L
[
%

Fosicion de aminoacido 548 .

Posician de aminoadoeide 548 {p.

Posicidn de aminoacido 554 {p

Posicién de aminodcide 558 {p.

3 i*\";}?z -

Posicida da aminngoide 582 {p.

. 38820

Posision de amingacido 5?"{} .

ABTOT' ASTOW

iR D “’ “’ oloioisieiole el

Posician de aminodcklo 575 {p.

. QV?\SX' FE75GH

Pasicion de aminndeida 588 D,

LB

ASS‘"‘*‘«/\

Posgision de amingacido 581 & ¢

Poaigidn de aminogcido 893 {p. &l.,

05%9

27




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3002777 T3

Posicion de aminoacids 507 {p. 8. VESTV® VSe7L™

¥ 587 {p. 8. NBG1S + ¥oe7TVY

Posickines de aminaedcida 83
Pasicitn de aminodcido 803 ¢

R,

1
(g, 8., KEO3K®
»

Posicidn de amincdcide 800 {n, of., HADGHRE 48

{
b3
{v
A

Posicion de anincacide 610 (. g, 810848

Posicidn de armiroanids 515 {n. ], ME15RI

Posicidn de amincdcide 825 {(n, o, TORENR S

FPosinicn de antinoadcide 627 0. &), IB27TY

Pasicin de aminoasido B35 (o, 8., E&38GH
Posicidn de amincdcide 888 {p, of. IBERVE

Faskidn de aminoasido 888 (g, e; R@G*‘-‘«‘

Posicionas de aminodoids 112 v 898 {p. el 11127 + RAUSHY

Posiciin de srdncacida 638 {p. & QbQQP,

Pasicién de aminoacido 788 (g e}, BT8R

Posicion de aminogcido 808 {n, ef, GRG8GEH

Posiciin de mydnaacitde 824 {(p. & G324E}

Pasicion de aminoanido 532 o, 8], REZCHE_REZ2HY

Posicion de aminndcido 842 (o, of  DOI2G }*

Posicidn de sivdneacida dSQ \o & T888RY

Pusicion de arainoasids 365 in. o}, AGSRY

Posicion de aminedcide S}’“ {n. gf., GA7TR

Posicién de anuncacido 883 {p, g, ARBIWVY

Pasicion de aminoasids 301 (o, o, SEXIRYY

Posicion de aminedcitge 803 b, e; VBOAEY

& Posicion de aminodcido 8187

FPosicion de myincacide 930 \p g, K2 DE!’S‘*?S-"\\ KAINEB 8

Posicion de amincdcide 825 {p, o, RBZ8X

Fasicion de aminoanido 345 ¢ @ e}, RB48C
Posicion de amincdcide 878 {p, &), NR7ely v

Posicion de atrdncdcine 892 {p. &, GES2R®’

Posiciones de amincacido $44 v 682 {p. &l VI44A + GRE2R

Poaicion de aminoacide 1001 ip. g Q?CG?R'

Posioiin de svincacide 1043 (n, ‘SG’*R" 4

Fosicidn de aminodacido 1804 {p.

® (R

Posiciaon de amincacida 1027 (o

»

Pasicién de aminodcido 1028 (.

Puosicion de aminodsido 1032 ¢

B 3

i

Pasicién de aminodeide 1058 (.

P
Posician de amineacida 1041 (p.
R

Posicion de aminoadids 1053 {

B im
-

Posicidn de aminedcida 1088

B

Pusicién de armiroasids 1057 {p.

[

Posician de aminedcide 1088 {

Fosloidn de aminoadite 1081 {

Fasicitn de aminoanids 1083

Posicion de amincacide 1082

1O8ALIST IR

Fosioidn de aminoddinia 10898 ¢
{ BOQFs S8

Posicion de aminedcide 11102

P

o
m»mr%oibmkgmkc_

g
P
3%
B
4
g
v
Posicidn de aminodeido 1100 {p. g, 8
2
R
P
B
P
P

i1

{p. 8. 110EY
Posicion de aminodnido 1118 {p. el T18R7, BT8R GT118EY)
Posicion de aminodeide 1128 {p. 8., RT128CY.®
Posician de mvdnadcige 1131 (p. e, DTIZNWY
Posicion de aminoazido 1144 (. ¢l ST{44RY
Posicion de aminndeldo 11 "3 {p. 8, RTIK
Posicion de amincdcige 1153 {p. g 311548V
Pasicion de aminodoido 1173 {p. el NUITDY
Posicion de amincdeido 1102 {p. e, ATTE2ERSDR
Posicion de aninodcide 1188 {p. o, HUI88RK¥
Pusicion de arooéanids 1210 {p. el T1Z10P7 TI210F)
Posicion de amincdcide *"23? {p. e, N1211DY

Posinion de aninoacide 1212 (p. el VIDIZFYS

Pusicidn de arminodsido 1231 {p. el RIZMWT R1223Q%

Posiciin de amincdcids 1232 {p. ei., Al232¥
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e;., Riz2asxy

e L i2921Y

.QdeiQ 1458 {m‘ &; ERESS RS
w :m g 1268 (p. 8], RI1ZBRQ¥Y
ge Soide 12303 i, el B1302X3¥
das m;‘mn g6, YI3TIXy

“igy
&

"k: 1318 (0. &), TIZIBLNRE4)

niron 4 {{ 3.
o
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Mutacion dgd =

{ Y-

]

3

3
ovie ¥ empaime V31 3del-1 3{circuntiein sabra
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Mutacion del

aime SIS+ fa» AN
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G 238 B.a%
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M\ua(,n.s ge vorts ¥ emnpaims putativo 118818 > X

ulacion de corte ¥ ampalime putathe 131030 > QY

futacion de corte v erpalme putative 383416 > TH

i
}
Mulacion {if; cona y empalne putalive 2178 + 16 » AY
iy
t

Rutadion ;39 w;t v ampakne pulalive 3213 + 1 3213 + 2dadingAY

CoBg > AT

cIBIBG> T8

77197 » A%

¢80 BEIelGAAAR
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C.812~18_-Sdaf{0bp®s

S 2.\\;\ » (*"“
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2O08UeAK

C.2343+ 15> T

CA1TELIG TR

C2H7G > A
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En algunas realizaciones, la mutacién en ABCB11 se selecciona entre A167T, G238V, V284L, E297G, R470Q, R470X,
D482G, R487H, A570T, N591S, A865V, G982R, R1153C y R1268Q.

En el presente documento se describen métodos para tratar la PFIC (p. ej., PFIC-1 y PFIC-2) en un sujeto que incluyen

realizar un ensayo en una muestra obtenida del sujeto para determinar si el sujeto tiene una mutacidén asociada con la
PFIC (p. ej., una mutacién ATP8B1, ABCB11, ABCB4, TJP2, NR1H4 o MyoSb), y administrar (p. €j., administrar especifica
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o selectivamente) una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, al sujeto que se ha determinado que tiene una mutacién asociada con la FICP. En algunas
realizaciones, la mutaciéon es una mutacion ATP8B1 o ABCB11. Por ejemplo, una mutacién como la proporcionada en
cualquiera de las Tablas 1-4. En algunas realizaciones, la mutacién en ATP8B1 se selecciona entre L127P, G308V,
T456M, D554N, F529del, 1661T, E665X, R930X, R952X, R1014X y G1040R. En algunas realizaciones, la mutacién en
ABCB11 se selecciona entre A167T, G238V, V284L, E297G, R470Q, R470X, D482G, R487H, A570T, N591S, A865V,
G982R, R1153C y R1268Q.

También se divulgan métodos para tratar la PFIC (p. ., PFIC-1 y PFIC-2) en un sujeto que la necesite, comprendiendo
el método: (a) detectar una mutacién asociada con la PFIC (p. ej., una mutacion ATP8B1, ABCB11, ABCB4, TJP2, NR1H4
o Myo5b) en el sujeto; y (b) administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la férmula (1)
de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas realizaciones, los métodos para tratar la
PFIC pueden incluir la administracién de una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la invencién, o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo, a un sujeto que tenga una mutacién asociada con la PFIC (p. ej., una
mutacién ATP8B1, ABCB11, ABCB4, TJP2, NR1H4 o Myo5b). En algunas realizaciones, la mutacién es una mutacién
ATP8B1 o ABCB11. Por ejemplo, una mutacién como la proporcionada en cualquiera de las Tablas 1-4. En algunas
realizaciones, la mutacion en ATP8B1 se selecciona entre L127P, G308V, T456M, D554N, F529del, 1661T, E665X,
R930X, R952X, R1014X y G1040R. En algunas realizaciones, la mutacién en ABCB11 se selecciona entre A167T, G238V,
V284L, E297G, R470Q, R470X, D482G, R487H, A570T, N591S, A865V, GO82R, R1153C y R1268Q.

En algunas realizaciones, se determina que el sujeto tiene una mutacién asociada con PFIC en un sujeto 0 en una muestra
de biopsia del sujeto mediante el uso de cualquier prueba reconocida en el arte, incluida la secuenciacién de préxima
generacién (NGS). En algunas realizaciones, se determina que el sujeto tiene una mutacién asociada con la PFIC
utilizando una prueba o ensayo aprobado por una agencia reguladora, p. ej., la FDA, para identificar una mutacién
asociada con la PFIC en un sujeto o una muestra de biopsia del sujeto, o realizando cualquiera de los ejemplos no
limitantes de ensayos descritos en el presente documento. Otros métodos de diagndstico de la PFIC se describen en
Gunaydin, M. et al., Hepat Med. 2018, vol. 10, p. 95-104).

En algunas realizaciones, el tratamiento de PFIC (p. ej., PFIC-2 o PFIC-2) disminuye el nivel de acidos biliares séricos en
el sujeto. En algunas realizaciones, el nivel de acidos biliares séricos se determina mediante, por ejemplo, un ensayo
enzimatico ELISA o los ensayos para la mediciéon de &cidos biliares totales descritos en Danese et al., PLoS One. 2017,
vol. 12(6): e0179200,. En algunas realizaciones, el nivel de &cidos biliares séricos puede disminuir, por ejemplo, del 10%
al 40%, del 20% al 50%, del 30% al 60%, del 40% al 70%, del 50% al 80%, o en mas del 90% del nivel de acidos biliares
séricos antes de la administracién de un compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
En algunas realizaciones, el tratamiento de la PFIC incluye el tratamiento del prurito.

Dado que el LBAT se expresa en los hepatocitos, las sustancias inhibidoras del LBAT y del ASBT/LBAT dual deben tener
al menos cierta biodisponibilidad y fraccién libre en sangre. Dado que los compuestos inhibidores de LBAT sélo necesitan
sobrevivir desde el intestino hasta el higado, se espera que una exposicién sistémica relativamente baja de dichos
compuestos sea suficiente, minimizando asi el riesgo potencial de cualquier efecto secundario en el resto del organismo.
Se espera que la inhibicién de LBAT y ASBT tenga al menos efectos aditivos en la disminucién de la concentracion
intrahepética de acidos biliares. También se espera que un inhibidor dual de ASBT/LBAT pueda reducir los niveles de
acidos biliares sin inducir diarrea, como se observa a veces con los inhibidores de ASBT.

Se espera que los compuestos que tienen una alta potencia inhibidora de LBAT y suficiente biodisponibilidad sean
particularmente adecuados para el tratamiento de la hepatitis. Se espera que los compuestos que tengan una potencia
inhibidora dual ASBT/LBAT y una biodisponibilidad suficiente sean especialmente adecuados para el tratamiento de la
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH).

La NASH es una enfermedad hepatica crénica comun y grave que se asemeja a la enfermedad hepatica alcohélica, pero
que ocurre en personas que beben poco o nada de alcohol. En los pacientes con NASH, la acumulacién de grasa en el
higado, conocida como enfermedad del higado graso no alcohélico (NAFLD) o esteatosis, y otros factores como el
colesterol LDL elevado y la resistencia a la insulina inducen una inflamacién crénica en el higado y pueden provocar una
cicatrizacién progresiva del tejido, conocida como fibrosis, y cirrosis, seguida finalmente de insuficiencia hepatica y muerte.
Se ha observado que los pacientes con NASH presentan concentraciones séricas totales de &cidos biliares
significativamente mas elevadas que los sujetos sanos en ayunas (aumento de 2,2 a 2,4 veces en NASH) y en todos los
momentos posprandiales (aumento de 1,7 a 2,2 veces en NASH). Estos son impulsados por el aumento de los acidos
biliares primarios y secundarios conjugados con taurina y glicina. Los pacientes con NASH mostraron una mayor
variabilidad en su perfil de 4cidos biliares en ayunas y postprandial. Estos resultados indican que los pacientes con NASH
tienen una mayor exposicién en ayunas y postprandial a los &cidos biliares, incluidas las especies secundarias mas
hidrofébicas y citotéxicas. El aumento de la exposicidén a los acidos biliares puede estar implicado en la lesién hepatica y
la patogénesis de la NAFLD y la NASH (Ferslew et al., Dig Dis Sci. 2015, vol. 60, p. 3318-3328). Por lo tanto, es probable
que la inhibicién de ASBT y/o LBAT sea beneficiosa para el tratamiento de la NASH.

La NAFLD se caracteriza por esteatosis hepatica sin causas secundarias de esteatosis hepatica, incluido el consumo
excesivo de alcohol, otras enfermedades hepaticas conocidas o el uso a largo plazo de un medicamento esteatogénico
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(Chalasani et al., Hepatology 67, vol. 1(328-357), p. 328-357). La NAFLD puede clasificarse en higado graso no alcohdlico
(NAFL) y esteatohepatitis no alcohdlica (NASH). Segun Chalasani et al., la NAFL se define como la presencia de > 5% de
esteatosis hepética sin evidencia de lesién hepatocelular en forma de abombamiento de los hepatocitos. La NASH se
define como la presencia de > 5% de esteatosis hepatica e inflamacién con lesién de los hepatocitos (p. €j,
abombamiento), con o sin fibrosis hepatica. La NASH también suele asociarse a inflamacién hepatica y fibrosis hepética,
que pueden evolucionar a cirrosis, enfermedad hepética terminal y carcinoma hepatocelular. Aunque la fibrosis hepatica
no siempre esta presente en la NASH, la gravedad de la fibrosis, cuando esta presente, puede estar relacionada con los
resultados a largo plazo.

Existen muchos enfoques utilizados para valorar y evaluar si un sujeto padece NAFLD y, en caso afirmativo, la gravedad
de la enfermedad, incluida la diferenciacion de NAFLD entre NAFL o NASH. En algunas realizaciones, la gravedad de la
NAFLD puede evaluarse utilizando el NAS. En algunas realizaciones, el tratamiento de la NAFLD puede evaluarse
utilizando el NAS. En algunas realizaciones, el NAS puede determinarse como se describe en Kleiner et al., Hepatology.
2005, 41(6):1313-1321. Véase, por ejemplo, la Tabla 6 para un esquema simplificado de NAS adaptado de Kleiner.

Tabla 6. Ejemplo de puntuacién de actividad de NAFLD (NAS) con estadio de fibrosis

Caracteristica Grado Puntuacion
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>33-58% 2
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. <3 2
nflamacion 2 focosi2liix !
Lobular 2-4 fouosi200x 2
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Frominente
Ningura &
Perisinusoidai © \
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poriatiperiportal =
Fibrosis en puente &
Cirroals 4

En algunas realizaciones, NAS se determina de forma no invasiva, por ejemplo, como se describe en la Solicitud de
Patente de EE.UU. N° 2018/0140219. En algunas realizaciones, el NAS se determina para una muestra del sujeto antes
de la administracién de un compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas
realizaciones, el NAS se determina durante el periodo de tiempo o después del periodo de tiempo de administracién de
un compuesto de la invencidén, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas realizaciones, una
puntuacién NAS mas baja durante el periodo de tiempo o después del periodo de tiempo de administracién de un
compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo en comparacién con antes de la
administracién del compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo indica el tratamiento de
NAFLD (p. )., NASH). p. €., una disminucién del NAS en 1, en 2, en 3, en 4, en 5, en 6 0 en 7 indica tratamiento de
NAFLD (p. ej., NASH). En algunas realizaciones, el NAS tras la administracién de un compuesto de la invencién, o una
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sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es 7 0 menos. En algunas realizaciones, el NAS durante el periodo de tiempo
de administracién de un compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es 5 0 menos, 4
0 menos, 3 0 menos, 0 2 0 menos. En algunas realizaciones, el NAS durante el periodo de tiempo de administracién de
un compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es 7 0 menos. En algunas realizaciones,
el NAS durante el periodo de tiempo de administracion de un compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, es 5 0 menos, 4 0 menos, 3 0 menos, 0 2 0 menos. En algunas realizaciones, el NAS tras el periodo
de tiempo de administracién de un compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es 7 o
menos. En algunas realizaciones, el NAS tras el periodo de tiempo de administracién de un compuesto de la invencién, o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es 5 0 menos, 4 0 menos, 3 0 menos, 0 2 0 Menos.

Enfoques adicionales de valoracién y evaluacién de NASH en un sujeto incluyen la determinacién de uno o mas de
esteatosis hepatica (p. ej., acumulacidén de grasa en el higado); inflamacién hepética; biomarcadores indicativos de uno o
més de dafio hepético, inflamacioén hepética, fibrosis hepatica y/o cirrosis hepatica (p. ej., marcadores séricos y paneles).
Otros ejemplos de indicadores fisiolégicos de NASH pueden incluir la morfologia hepatica, la rigidez hepética y el tamafio
o peso del higado del sujeto.

En algunas realizaciones, NASH en el sujeto se evidencia por una acumulacién de grasa hepética y la deteccién de un
biomarcador indicativo de dafio hepatico. Por ejemplo, la ferritina sérica elevada y los titulos bajos de autoanticuerpos
séricos pueden ser caracteristicas comunes de la NASH.

En algunas realizaciones, los métodos para evaluar la NASH incluyen imagenes por resonancia magnética, ya sea por
espectroscopia o por fraccién grasa de densidad de protones (MRI-PDFF) para cuantificar la esteatosis, elastografia
transitoria (FIBROSCAN®), gradiente de presion venosa hepatica (HPVG), medicion de la rigidez hepatica con MRE para
diagnosticar fibrosis hepatica significativa y/o cirrosis, y evaluar las caracteristicas histolégicas de la biopsia hepética. En
algunas realizaciones, la resonancia magnética se utiliza para detectar una o varias esteatohepatitis (NASH-RM), fibrosis
hepatica (Fibro-RM) y esteatosis. Véase, por ejemplo, Solicitud de Patente de EE.UU. N°. 2016/146715 y 2005/0215882.

En algunas realizaciones, el tratamiento de la NASH puede incluir una disminucién de uno o mas sintomas asociados con
la NASH; una reduccién de la cantidad de esteatosis hepatica; una disminucién de la NAS; una disminucién de la
inflamacién hepatica; una disminucién del nivel de biomarcadores indicativos de uno o mas de los dafios hepaticos,
inflamacioén, fibrosis hepética y/o cirrosis hepatica; y una reduccién de la fibrosis y/o cirrosis, una ausencia de progresién
adicional de la fibrosis y/o cirrosis, 0 una ralentizacién de la progresién de la fibrosis y/o cirrosis en el sujeto tras la
administracién de una o mas dosis de un compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En algunas realizaciones, el tratamiento de NASH comprende una disminucién de uno o mas sintomas asociados con
NASH en el sujeto. Algunos sintomas pueden ser: aumento del tamafio del higado, fatiga, dolor en la parte superior
derecha del abdomen, hinchazén abdominal, aumento del tamafio de los vasos sanguineos bajo la superficie de la piel,
aumento del tamafio de los senos en los hombres, aumento del tamafio del bazo, palmas de las manos enrojecidas,
ictericia y prurito. En algunas realizaciones, el sujeto es asintomético. En algunas realizaciones, el peso corporal total del
sujeto no aumenta. En algunas realizaciones, el peso corporal total del sujeto disminuye. En algunas realizaciones, el
indice de masa corporal (BMI) del sujeto no aumenta. En algunas realizaciones, el indice de masa corporal (BMI) del
sujeto disminuye. En algunas realizaciones, la proporcidén de cintura y cadera (WTH) del sujeto no aumenta. En algunas
realizaciones, la proporcién de cintura y cadera (WTH) del sujeto disminuye.

En algunas realizaciones, el tratamiento de la NASH puede evaluarse midiendo la esteatosis hepatica. En algunas
realizaciones, el tratamiento de la NASH comprende una reduccidn de la esteatosis hepética tras la administracién de un
compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como se describe en el presente
documento. En algunas realizaciones, la esteatosis hepatica se determina mediante uno 0 mas métodos seleccionados
del grupo que consiste en ultrasonografia, tomografia computarizada (TC), resonancia magnética, espectroscopia por
resonancia magnética (ERM), elastografia por resonancia magnética (ERM), elastografia transitoria (ET) (p. e€j,
FIBROSCAN®), medicién del tamafio o peso del higado, o mediante biopsia hepatica (véase, p. ej., Di Lascio et al,
Ultrasound Med Biol. 2018, vol. 44(8), p. 1585-1596; Lv et al., J Clin Transl Hepatol. 2018, vol. 6(2), p. 217-221; Reeder
et al.,, J Magn Reson Imaging. 2011, vol. 34(4), spcone; and de Ledinghen V, et al., J Gastroenterol Hepatol. 2016, vol.
31(4), p. 848-855. Un sujeto diagnosticado con NASH puede tener més de un 5% de esteatosis hepatica, por ejemplo,
méas de un 5% a un 25%, de un 25% a un 45%, de un 45% a un 65%, o mas de un 65% de esteatosis hepatica. En algunas
realizaciones, un sujeto con mas de un 5% a un 33% de esteatosis hepética tiene un estadio 1 de esteatosis hepatica, un
sujeto con més de un 33% a un 66% de esteatosis hepética tiene un estadio 2 de esteatosis hepatica, y un sujeto con
més de un 66% de esteatosis hepética tiene un estadio 3 de esteatosis hepatica.

En algunas realizaciones, la cantidad de esteatosis hepética se determina antes de la administracién de un compuesto
de la invencidn, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas realizaciones, la cantidad de esteatosis
hepatica se determina durante el periodo de tiempo o después del periodo de tiempo de administracién del compuesto de
la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas realizaciones, una reduccién de la cantidad
de esteatosis hepética durante el periodo de tiempo o después del periodo de tiempo de administracién del compuesto
de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en comparacién con antes de la administraciéon del
compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, indica el tratamiento de la NASH. Por
ejemplo, una reduccién de la cantidad de esteatosis hepatica de aproximadamente un 1% a aproximadamente un 50%,
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de aproximadamente un 25% a aproximadamente un 75% o de aproximadamente un 50% a aproximadamente un 100%
indica el tratamiento de la NASH. En algunas realizaciones, una reduccién de la cantidad de esteatosis hepatica de
alrededor del 5%, alrededor del 10%, alrededor del 15%, alrededor del 20%, alrededor del 25%, alrededor del 30%,
alrededor del 35%, alrededor del 40%, alrededor del 45%, alrededor del 50%, alrededor del 55%, alrededor del 60%,
alrededor del 65%, alrededor del 70%, alrededor del 75%, alrededor del 80%, alrededor del 85%, alrededor del 90% o
alrededor del 95% indica el tratamiento de la NASH.

En algunas realizaciones, la presencia de inflamacién hepatica se determina mediante uno o mas métodos seleccionados
del grupo que consiste en biomarcadores indicativos de inflamacién hepatica y una muestra o muestras de biopsia
hepatica del sujeto. En algunas realizaciones, la gravedad de la inflamacién hepatica se determina a partir de una(s)
muestra(s) de biopsia hepatica del sujeto. Por ejemplo, la inflamacién hepatica en una muestra de biopsia hepética puede
evaluarse como se describe en Kleiner et al., Hepatology 2005, vol. 41(6), p. 1313-1321 y Brunt et al., Am J Gastroenterol
1999, vol. 94, p. 2467-2474. En algunas realizaciones, la gravedad de la inflamacién hepatica se determina antes de la
administracién de un compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas
realizaciones, la gravedad de la inflamacion hepética se determina durante el periodo de tiempo o después del periodo
de tiempo de administracién de un compuesto de la invencidén, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En
algunas realizaciones, una disminucién de la gravedad de la inflamacién hepética durante el periodo de tiempo o después
del periodo de tiempo de administracién de un compuesto de la invencidén, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, en comparaciéon con antes de la administracién del compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, indica el tratamiento de la NASH. Por ejemplo, una disminucién de la gravedad de la inflamacion
hepéatica de alrededor del 1% a alrededor del 50%, de alrededor del 25% a alrededor del 75%, o de alrededor del 50% a
alrededor del 100% indica el tratamiento de la NASH. En algunas realizaciones, una disminucién de la gravedad de la
inflamacién hepética de alrededor del 5%, alrededor del 10%, alrededor del 15%, alrededor del 20%, alrededor del 25%,
alrededor del 30%, alrededor del 35%, alrededor del 40%, alrededor del 45%, alrededor del 50%, alrededor del 55%,
alrededor del 60%, alrededor del 65%, alrededor del 70%, alrededor del 75%, alrededor del 80%, alrededor del 85%,
alrededor del 90% o alrededor del 95% indica el tratamiento de la NASH.

En algunas realizaciones, el tratamiento de la NASH comprende el tratamiento de la fibrosis y/o cirrosis, p. €j., una
disminucién de la gravedad de la fibrosis, una ausencia de progresién adicional de la fibrosis y/o cirrosis, 0 una
ralentizacién de la progresién de la fibrosis y/o cirrosis. En algunas realizaciones, la presencia de fibrosis y/o cirrosis se
determina mediante uno o méas métodos seleccionados del grupo que consiste en elastografia transitoria (p. ej,
FIBROSCAN®), marcadores no invasivos de fibrosis hepatica y caracteristicas histolégicas de una biopsia hepatica. En
algunas realizaciones, la gravedad (p. ]., estadio) de la fibrosis se determina mediante uno o mas métodos seleccionados
del grupo que consiste en elastografia transitoria (p. ej., FIBROSCAN®), un sistema de puntuacién de la fibrosis,
biomarcadores de la fibrosis hepética (p. ej., biomarcadores no invasivos) y gradiente de presion venosa hepética (HVPG).
Ejemplos no limitantes de sistemas de puntuacién de la fibrosis incluyen el sistema de puntuacién de la fibrosis NAFLD
(véase, p. ej., Angulo et al., Hepatology 2007, vol. 45(4), p. 846-54), el sistema de puntuacién de la fibrosis en Brunt et al.,
Am. J. Gastroenterol. 1999, vol. 94, p. 2467-2474, el sistema de puntuacién de la fibrosis de Kleiner et al., Hepatology
2005, vol. 41(6), p. 1313-1321, y el sistema de puntuacién de la fibrosis ISHAK (véase Ishak et al., J. Hepatol. 1995, vol.
22, p. 696-699).

En algunas realizaciones, la gravedad de la fibrosis se determina antes de la administracién de un compuesto de la
invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas realizaciones, la gravedad de la fibrosis se
determina durante el periodo de tiempo o después del periodo de tiempo de administracién de un compuesto de la
invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas realizaciones, una disminucién de la gravedad
de la fibrosis durante el periodo de tiempo o después del periodo de tiempo de administracién de un compuesto de la
invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en comparacién con antes de la administracion del
compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, indica el tratamiento de la NASH. En
algunas realizaciones, la disminucién de la gravedad de la fibrosis, la ausencia de progresién adicional de la fibrosis y/o
cirrosis, o la ralentizaciéon de la progresion de la fibrosis y/o cirrosis indican el tratamiento de la NASH. En algunas
realizaciones, la gravedad de la fibrosis se determina utilizando un sistema de puntuacién como cualquiera de los sistemas
de puntuacién de fibrosis descritos en el presente documento, p. €j.,, la puntuacidén puede indicar el estadio de la fibrosis,
p. €j., estadio O (sin fibrosis), estadio 1, estadio 2, estadio 3 y estadio 4 (cirrosis) (véase, p. ej., Kleiner et al). En algunas
realizaciones, una disminucién del estadio de la fibrosis es una disminucién de la gravedad de la fibrosis. Por ejemplo,
una disminucién de 1, 2, 3 0 4 estadios es una disminucién de la gravedad de la fibrosis. En algunas realizaciones, una
disminucién del estadio, p. ej., del estadio 4 al estadio 3, del estadio 4 al estadio 2, del estadio 4 al estadio 1, del estadio
4 al estadio 0, del estadio 3 al estadio 2, del estadio 3 al estadio 1, del estadio 3 al estadio 0, del estadio 2 al estadio 1,
del estadio 2 al estadio 0, o del estadio 1 al estadio O indica el tratamiento de la NASH. En algunas realizaciones, el
estadio de fibrosis disminuye del estadio 4 al estadio 3, del estadio 4 al estadio 2, del estadio 4 al estadio 1, del estadio 4
al estadio 0, del estadio 3 al estadio 2, del estadio 3 al estadio 1, del estadio 3 al estadio 0, del estadio 2 al estadio 1, del
estadio 2 al estadio 0, o del estadio 1 al estadio 0 tras la administracién de un compuesto de la invencién, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en comparacidén con antes de la administracién del compuesto de la invencién,
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas realizaciones, el estadio de fibrosis disminuye del estadio
4 al estadio 3, del estadio 4 al estadio 2, del estadio 4 al estadio 1, del estadio 4 al estadio 0, del estadio 3 al estadio 2,
del estadio 3 al estadio 1, del estadio 3 al estadio 0, del estadio 2 al estadio 1, del estadio 2 al estadio 0, o del estadio 1
al estadio 0 durante el periodo de tiempo de administracién de un compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente
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aceptable del mismo, en comparacién con antes de la administracion del compuesto de la invencién, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas realizaciones, el estadio de fibrosis disminuye del estadio 4 al estadio
3, del estadio 4 al estadio 2, del estadio 4 al estadio 1, del estadio 4 al estadio 0, del estadio 3 al estadio 2, del estadio 3
al estadio 1, del estadio 3 al estadio 0, del estadio 2 al estadio 1, del estadio 2 al estadio 0, o del estadio 1 al estadio 0
tras el periodo de tiempo de administracién de un compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, en comparaciéon con antes de la administracién del compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

En algunas realizaciones, la presencia de NASH se determina mediante uno o méas biomarcadores indicativos de uno o
més de los dafios hepéticos, inflamacion, fibrosis hepatica y/o cirrosis hepatica o sistemas de puntuacién de los mismos.
En algunas realizaciones, la gravedad de la NASH se determina mediante uno o més biomarcadores indicativos de uno o
més dafios hepaticos, inflamacién, fibrosis hepatica y/o cirrosis hepatica o sistemas de puntuacién de los mismos. El nivel
del biomarcador puede determinarse, por ejemplo, midiendo, cuantificando y monitorizando el nivel de expresién del gen
o ARNm que codifica el biomarcador y/o el péptido o proteina del biomarcador. Ejemplos no limitantes de biomarcadores
indicativos de uno o més de los dafios hepaticos, inflamacion, fibrosis hepatica y/o cirrosis hepética y/o sistemas de
puntuacién de los mismos incluyen el indice de relacién aspartato aminotransferasa (AST) a plaquetas (APRI); la relacién
aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT) (AAR); la puntuacién FIB-4, que se basa en el APRI,
los niveles de alanina aminotransferasa (ALT) y la edad del sujeto (véase, p. €., McPherson et al, Gut 2010, vol. 59(9), p.
1265-9); acido hialurénico; citocinas proinflamatorias; un panel de biomarcadores compuesto por a2-macroglobulina,
haptoglobina, apolipoproteina A1, bilirrubina, gamma glutamil transpeptidasa (GGT) combinado con la edad y el sexo del
sujeto para generar una medida de la fibrosis y la actividad necroinflamatoria en el higado (p. ej.,, FIBROTEST®,
FIBROSURE®), un panel de biomarcadores compuesto por bilirrubina, gamma-glutamiltransferasa, acido hialurénico, a2-
macroglobulina combinado con la edad y el sexo del sujeto (p. ej., HEPASCORE?®; véase, p. ej., Adams et al., Clin. Chem.
2005, vol. 51(10), p. 1867-1873), y un panel de biomarcadores formado por el inhibidor tisular de la metaloproteinasa-1,
el &cido hialurénico y la a2-macroglobulina (p. ej., FIBROSPECT®); un panel de biomarcadores compuesto por el inhibidor
tisular de las metaloproteinasas 1 (TIMP-1), el propéptido aminoterminal del procolageno tipo Il (PIIINP) y el acido
hialurénico (HA) (p. €j., la puntuacién de fibrosis hepatica mejorada (ELF), véase, p. ej., Lichtinghagen R, et al., J Hepatol.
2013 Aug;59(2):236-42). En algunas realizaciones, la presencia de fibrosis se determina por uno o més de la puntuacién
FIB-4, un panel de biomarcadores consistente en a2-macroglobulina, haptoglobina, apolipoproteina A1, bilirrubina,
gamma glutamil transpeptidasa (GGT) combinado con la edad y el sexo del sujeto para generar una medida de la fibrosis
y la actividad necroinflamatoria en el higado (p. e]., FIBROTEST®, FIBROSURE®), un panel de biomarcadores compuesto
por bilirrubina, gamma-glutamiltransferasa, &cido hialurénico, a2-macroglobulina combinado con la edad y el sexo del
sujeto (p. ej., HEPASCORE®; véase, p. €., Adams et al., Clin. Chem. 2005, vol. 51(10), p. 1867-1873), y un panel de
biomarcadores compuesto por el inhibidor tisular de la metaloproteinasa-1, el acido hialurénico y la a2-macroglobulina (p.
ej., FIBROSPECT®); y un panel de biomarcadores compuesto por el inhibidor tisular de las metaloproteinasas 1 (TIMP-
1), el propéptido aminoterminal del procolageno tipo Il (PIIINP) y el &cido hialurénico (HA) (p. €j., la puntuacion de fibrosis
hepatica mejorada (ELF)). En algunas realizaciones, el nivel de aspartato aminotransferasa (AST) no aumenta. En algunas
realizaciones, el nivel de aspartato aminotransferasa (AST) disminuye. En algunas realizaciones, el nivel de alanina
aminotransferasa (ALT) no aumenta. En algunas realizaciones, el nivel de alanina aminotransferasa (ALT) disminuye. En
algunas realizaciones, el "nivel" de una enzima se refiere a la concentracién de la enzima, p. ej., en sangre. Por ejemplo,
el nivel de AST o ALT puede expresarse en Unidades/L.

En algunas realizaciones, la gravedad de la fibrosis se determina mediante uno o més de los siguientes pardmetros: la
puntuacién FIB-4, un panel de biomarcadores compuesto por a2-macroglobulina, haptoglobina, apolipoproteina A1,
bilirrubina, gamma glutamil transpeptidasa (GGT) combinado con la edad y el sexo del sujeto para generar una medida
de la fibrosis vy la actividad necroinflamatoria en el higado (p. ej, FIBROTEST® FIBROSURE®), un panel de biomarcadores
compuesto por bilirrubina, gamma-glutamiltransferasa, acido hialurénico, a2-macroglobulina combinado con la edad y el
sexo del sujeto (p. ej., HEPASCORE®; véase, p. ej., Adams et al., Clin. Chem. 2005, vol. 51(10), p. 1867-1873), y un panel
de biomarcadores compuesto por el inhibidor tisular de la metaloproteinasa-1, el acido hialurénico y la a2-macroglobulina
(p. €j., FIBROSPECT®), y un panel de biomarcadores compuesto por el inhibidor tisular de las metaloproteinasas 1 (TIMP-
1), el propéptido aminoterminal del procolageno tipo Il (PIIINP) y el &cido hialurénico (HA) (p. €j., la puntuacion de fibrosis
hepatica mejorada (ELF)).

En algunas realizaciones, la inflamacién hepética se determina por el nivel de biomarcadores de inflamacién hepatica, p.
ej., citoquinas proinflamatorias. Entre los ejemplos no limitantes de biomarcadores indicativos de inflamacién hepatica se
incluyen la interleucina-(IL) 6, la interleucina-(IL) 1B, el factor de necrosis tumoral (TNF)-a, el factor de crecimiento
transformante (TGF)-B, la proteina quimiotéctica de monocitos (MCP)-1, la proteina C reactiva (PCR), el PAI-1 y las
isoformas de colageno como Collal, Colla2 y Col4a1 (véase, p. ej.,, Neuman, et al., Can. J. Gastroenterol. Hepatol. 2014,
vol. 28(11), p. 607-618 y Patente de EE. UU. N.° 9,872,844. La inflamacién hepatica también puede evaluarse mediante
el cambio de la infiltracion de macréfagos, p. €., midiendo un cambio en el nivel de expresién de CD68. En algunas
realizaciones, la inflamacion hepética puede determinarse midiendo o controlando los niveles séricos o circulantes de una
o0 mas de las siguientes sustancias: interleucina (IL) 6, interleucina (IL) ip, factor de necrosis tumoral (TNF)-a, factor de
crecimiento transformante (TGF)-B, proteina quimiotactica de monocitos (MCP)-1 y proteina C reactiva (CRP).

En algunas realizaciones, el nivel de uno o mas biomarcadores indicativos de uno o mas de dafio hepatico, inflamacién,
fibrosis hepética y/o cirrosis hepética se determina para una muestra del sujeto antes de la administracién de un
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compuesto de la invencidn, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas realizaciones, el nivel de uno
0 mas biomarcadores indicativos de uno o més de los dafios hepéticos, inflamacién, fibrosis hepatica y/o cirrosis hepética
se determina durante el periodo de tiempo o después del periodo de tiempo de administracién de un compuesto de la
invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas realizaciones, una disminucién del nivel de uno
0 mas biomarcadores indicativos de uno o0 mas de los dafios hepéticos, inflamacién, fibrosis hepética y/o cirrosis hepatica
durante el periodo de tiempo o tras el periodo de tiempo de administracién de un compuesto de la invencién, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en comparacidén con antes de la administracién del compuesto de la invencién,
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, indica el tratamiento de la NASH. Por ejemplo, una disminucién del
nivel de uno o mas biomarcadores indicativos de uno o0 més dafios hepaticos, inflamacién, fibrosis hepatica y/o cirrosis
hepatica de al menos aproximadamente un 5%, al menos aproximadamente un 10%, al menos aproximadamente un 15%,
al menos aproximadamente un 20%, al menos aproximadamente un 25%, al menos aproximadamente un 30%, al menos
aproximadamente un 35%, al menos en un 40%, al menos en un 45%, al menos en un 50%, al menos en un 55%, al
menos en un 60%, al menos en un 65%, al menos en un 70%, al menos en un 75%, al menos en un 80%, al menos en
un 85%, al menos en un 90%, al menos en un 95%, o al menos en un 99% indica el tratamiento de la NASH. En algunas
realizaciones, la disminucién del nivel de uno o mas biomarcadores indicativos de uno o méas dafios hepaticos, inflamacion,
fibrosis hepatica y/o cirrosis hepatica tras la administracién del compuesto de la invencidn, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, es de al menos aproximadamente 5%, al menos aproximadamente 10%, al menos aproximadamente
15%, al menos aproximadamente 20%, al menos aproximadamente 25%, al menos aproximadamente 30%, al menos
aproximadamente 35%, al menos aproximadamente 40%, al menos aproximadamente 45%, al menos aproximadamente
50%, al menos aproximadamente 55%, al menos aproximadamente 60%, al menos aproximadamente 65%, al menos
aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 75%, al menos aproximadamente 80%, al menos aproximadamente
85%, al menos aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95%, o al menos aproximadamente 99%. En algunas
realizaciones, el nivel de uno o més biomarcadores indicativos de uno o mas de los dafios hepaticos, inflamacion, fibrosis
hepatica y/o cirrosis hepética durante el periodo de tiempo de administracién de un compuesto de la invencién, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, es de al menos aproximadamente 5%, al menos aproximadamente 10%, al
menos aproximadamente 15%, al menos aproximadamente 20%, al menos aproximadamente 25%, al menos
aproximadamente 30%, al menos aproximadamente 35%, al menos aproximadamente 40%, al menos aproximadamente
45%, al menos aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 55%, al menos aproximadamente 60%, al menos
aproximadamente 65%, al menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 75%, al menos aproximadamente
80%, al menos aproximadamente 85%, al menos aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95%, o al menos
aproximadamente 99%. En algunas realizaciones, el nivel de uno o mas biomarcadores indicativos de uno o mas de los
dafios hepaticos, inflamacién, fibrosis hepética y/o cirrosis hepatica tras el periodo de tiempo de administracién de un
compuesto de la invencidn, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es de al menos aproximadamente 5%, al
menos aproximadamente 10%, al menos aproximadamente 15%, al menos aproximadamente 20%, al menos
aproximadamente 25%, al menos aproximadamente 30%, al menos aproximadamente 35%, al menos aproximadamente
40%, al menos aproximadamente 45%, al menos aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 55%, al menos
aproximadamente 60%, al menos aproximadamente 65%, al menos aproximadamente 70%, al menos aproximadamente
75%, al menos aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%, al menos aproximadamente 90%, al menos
aproximadamente 95%, o al menos aproximadamente 99%.

En algunas realizaciones, el tratamiento de la NASH disminuye el nivel de acidos biliares séricos en el sujeto. En algunas
realizaciones, el nivel de acidos biliares séricos se determina mediante, por ejemplo, un ensayo enzimético ELISA o los
ensayos para la medicidén de 4cidos biliares totales descritos en Danese et al., PLoS One. 2017, vol. 12(6): e0179200. En
algunas realizaciones, el nivel de 4cidos biliares séricos puede disminuir, por ejemplo, del 10% al 40%, del 20% al 50%,
del 30% al 60%, del 40% al 70%, del 50% al 80%, o en mas del 90% del nivel de acidos biliares séricos antes de la
administracién de un compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas
realizaciones, la NASH es NASH con colestasis concomitante. En |la colestasis, la liberacién de bilis, incluidos los acidos
biliares, desde el higado esta bloqueada. Los acidos biliares pueden dafiar los hepatocitos (véase, p. ej., Perez MJ, Briz
O. World J. Gastroenterol. 2009, vol. 15(14), p. 1677-1689) que probablemente provoque o incremente la progresidén de
la fibrosis (p. ej., cirrosis) y aumente el riesgo de carcinoma hepatocelular (véase, p. ej., Sorrentino P et al., Dig. Dis. Sci.
2005, vol. 50(6), p. 1130-1135 y Satapathy SK y Sanyal AJ. Semin. Liver Dis. 2015, vol. 35, p. 3). En algunas realizaciones,
el tratamiento de la NASH incluye el tratamiento del prurito. En algunas realizaciones, el tratamiento de la NASH con
colestasis concomitante incluye el tratamiento del prurito. En algunas realizaciones, un sujeto con NASH con colestasis
concomitante presenta prurito.

En la Tabla 7 se proporcionan biomarcadores ejemplares para la NASH.
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Tabla 7. Biomarcadores de NASH ejemplares

Biomarcadores de Fikrosis Hepatica

indice de fa relacion entre Ja aspartato aminotransierasa (AST) v las plaquetas (APRD
Froporcién de aspariate amirotransferasa (AST) v alaning aminelransferasa (ALT) {ASR:
Puntuacién FiR-41

acida himturdnio {2,5%),

Clacinas profnflamalorias

Un panet que inoluye «2-macrogichuling, haplogiobina, apolipuprtainag A, bilimubinag,
gamma giutamil ranspeptidasa (33T combinada con ia edad v el saxa del sufelo

para generar una medida de la fibrosis v ia acthvidad necroinflamadonia en of higada

{p. e}, FIBROTEST &, FIBRUSURE®)

Un paned que incluye bilirrubing, gamnma-glulamiltransferasa, &oido hialurdrico. g2-
macrogiobiing combinada con la edad y 2 sevo del syjeto {p. )., HEPASCORE &

Un panad que incluye el inhihidor daular de la metaloproteinasa-1, acido hiaghurdnico v g2-
macrogiobuling (p. 8., FIBROSPECTE)

Liry panat gus peheye o inhibidor tsudar de metaloprotadnasas 1 {THIP-1}, andne-
propépiida terminal del procoiagene de ipo H {PHNP} v dcido hialurdnicn (AH} {p. ¢},

fa puntuiacion de fibrasis hepsticn myjorada (ELF

Biomarcadores de inflanmacion hepatica®

interfeusina-{L} &

imerteucina-{iL} 18

Factor de neorosis tumaral {TNF g

Faclor de cremmients ransformadar {TGF -3

Frotaina quinrdotactica de monocites (MCP1

Froteing C reactiva {(POR)

PAR

lsoformas de ouldgenoe . ., Coltal, Cottald y Coldat;

Cambio de ia inhitracion de manrdfagos {p. €., un cambin del nivel de expresion de LS8R

Referencias de la Tabla 7

T McPherson et al., Gut. 2010, vol. 59, p. 9).

2 Adams, et al. Clin Chem. 2005, vol. 51, p. 10).

3 Lichtinghagen, et al. J Hepatol. 2013, vol. 59(2), p. 236-242.

4 Neuman, et al. Can J Gastroenterol Hepatol. 2014, vol. 28, p. 11).
5 Patente de EE. UU. N.© 9.872.844.

Algunos compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, pueden mostrar una mayor
fraccién libre en plasma. En algunas realizaciones, la fraccién libre es superior a aproximadamente 0,2%, por ejemplo,
superior a aproximadamente 0,4%, por ejemplo, superior a aproximadamente 0,6%, por ejemplo, superior a
aproximadamente 0,8%, por ejemplo, superior a aproximadamente 1,0%, por ejemplo, superior a aproximadamente
1,25%, por ejemplo, superior a aproximadamente 1,5%, por ejemplo, superior a aproximadamente 1,75%, por ejemplo,
superior a aproximadamente 2,0%, por ejemplo, superior a aproximadamente 2,5%, por ejemplo, superior a
aproximadamente 3%, por ejemplo, superior a aproximadamente 4%, por ejemplo, superior a aproximadamente 5%, por
ejemplo, superior a aproximadamente 7,5%.75%, superior al 2,0%, superior al 2,5%, superior al 3%, superior al 4%,
superior al 5%, superior al 7,5%, superior al 10% o superior al 20%.

Algunos compuestos de la invencion, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, pueden excretarse en la
orina. En algunas realizaciones, la fraccién del compuesto que se excreta en la orina es mayor que aproximadamente el
0,2%, como por ejemplo mayor que aproximadamente el 0,4%, como por ejemplo mayor que aproximadamente el 0,6%,
como por ejemplo mayor que aproximadamente el 0,8%, como por ejemplo mayor que aproximadamente el 1,0%, como
por ejemplo mayor que aproximadamente el 2%, como por ejemplo mayor que aproximadamente el 3%, como por ejemplo
mayor que aproximadamente el 5%, como por ejemplo mayor que aproximadamente el 7,5%, como por ejemplo mayor
que aproximadamente el 10%, como por ejemplo mayor que aproximadamente el 15%, como por ejemplo mayor que
aproximadamente el 20%, como por ejemplo mayor que aproximadamente el 30%, o como por ejemplo mayor que
aproximadamente el 50%.
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Tras la absorcién desde el intestino, algunos compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los
mismos, pueden circular a través de la circulacién enterohepatica. En algunas realizaciones, la fraccién del compuesto
que circula a través de la circulacion enterohepatica es superior a aproximadamente el 0,1%, tal como superior a
aproximadamente el 0,2%, tal como superior a aproximadamente el 0,3%, tal como superior a aproximadamente el 0,5%,
tal como superior a aproximadamente el 1,0%, tal como superior a aproximadamente el 1,5%.5%, superior al 2%, superior
al 3%, superior al 5%, superior al 7%, superior al 10%, superior al 15%, superior al 20%, superior al 30% o superior al
50%.

Algunos compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, pueden provocar la excrecién
renal de sales biliares. En algunas realizaciones, la fracciéon de acidos biliares circulantes que se excreta por via renal es
superior a aproximadamente el 1 %, tal como superior a aproximadamente el 2 %, tal como superior a aproximadamente
el 5 %, tal como superior a aproximadamente el 7 %, tal como superior a aproximadamente el 10 %, tal como superior a
aproximadamente el 15 %, tal como superior a aproximadamente el 20 %, o tal como superior a aproximadamente el 25
%.

Algunos compuestos de la invencidén, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, pueden mostrar una
permeabilidad mejorada u 6ptima. La permeabilidad puede medirse en células Caco2, y los valores se dan como valores
Papp (permeabilidad aparente) en cm/s. En algunas realizaciones, la permeabilidad es mayor que al menos
aproximadamente 0,1 x 10 cm/s, tal como mayor que aproximadamente 0,2 x 10® cm/s, tal como mayor que
aproximadamente 0,4 x 10 cm/s, tal como mayor que aproximadamente 0,7 x 10® cm/s, tal como mayor que
aproximadamente 1,0 x 10 cm/s.0 x 10 cm/s, por ejemplo superior a aproximadamente 2 x 10% cm/s, por ejemplo
superior a aproximadamente 3 x 10 cm/s, por ejemplo superior a aproximadamente 5 x 10 crm/s, por ejemplo superior
a aproximadamente 7 x 10° cm/s, por ejemplo superior a aproximadamente 10 x 10® cm/s, por ejemplo superior a
aproximadamente 15 x 10 cm/s.

Algunos compuestos de la invencidén, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, pueden mostrar una
biodisponibilidad mejorada u 6ptima. En algunas realizaciones, la biodisponibilidad oral es superior a aproximadamente
el 5%, tal como superior a aproximadamente el 7%, tal como superior a aproximadamente el 10%, tal como superior a
aproximadamente el 15%, tal como superior a aproximadamente el 20%, tal como superior a aproximadamente el 30%,
tal como superior a aproximadamente el 40%, tal como superior a aproximadamente el 50%, tal como superior a
aproximadamente el 60%, tal como superior a aproximadamente el 70% o tal como superior a aproximadamente el 80%.
En otras realizaciones, la biodisponibilidad oral se sitia entre el 10 y el 90%, por ejemplo, entre el 20 y el 80%, entre el
30y el 70% o entre el 40 y el 60%.

Algunos compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, pueden ser un sustrato para
transportadores relevantes en el rifién.

Algunos compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, pueden dar lugar a
concentraciones de acidos biliares en el intestino, el higado y en el suero que no causan efectos gastrointestinales
adversos.

Algunos compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, pueden disminuir la
concentracién de 4cidos biliares en el higado sin causar trastornos gastrointestinales como la diarrea.

Tal como se utilizan en el presente documento, los términos "tratamiento", "tratar" y "en tratamiento" se refieren a revertir,
aliviar, retrasar la aparicién o inhibir el progreso de una enfermedad o trastorno, o uno o mas sintomas de los mismos, tal
como se describe en el presente documento. En algunas realizaciones, el tratamiento puede administrarse después de
que se hayan desarrollado uno o méas sintomas. En otros casos, el tratamiento puede administrarse en ausencia de
sintomas. Por ejemplo, el tratamiento puede administrarse a un individuo susceptible antes de la aparicién de los sintomas
(p. €., a la luz de un historial de sintomas y/o a la luz de factores genéticos u otros factores de susceptibilidad). El
tratamiento también puede continuar una vez resueltos los sintomas, por ejemplo para prevenir o retrasar su reaparicién.

Una sal farmacéuticamente aceptable adecuada de un compuesto de la invencién es, p. €j., una sal de adicién de base
de un compuesto de la invencién que es suficientemente acida, tal como una sal de metal alcalino (p. €j., una sal de sodio
o potasio), una sal de metal alcalinotérreo (p. €j., una sal de calcio 0 magnesio), una sal de amonio, o una sal con una
base organica que proporcione un catién fisioldgicamente aceptable, por ejemplo una sal con metilamina, dimetilamina,
trimetilamina, piperidina, morfolina o tris-(2-hidroxietil)amina.

Algunos compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, pueden tener centros quirales
y/o centros isoméricos geométricos (isémeros E y Z). Debe entenderse que la invencién abarcatodos los isbmeros 6pticos,
diastereoisbmeros e isbmeros geométricos que poseen actividad inhibidora de ASBT y/o LBAT. La invencién también
abarca todas y cada una de las formas tautoméricas de los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos, que poseen actividad inhibidora de ASBT y/o LBAT. Ciertos compuestos de la invencién, o
sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, pueden existir tanto en formas no solvatadas como solvatadas, tales
como, por ejemplo, formas hidratadas. Debe entenderse que la invencién abarca todas estas formas solvatadas que
poseen actividad inhibidora de ASBT y/o LBAT.
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En otro aspecto, la invencién se refiere a una composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente
eficaz de un compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y uno o mas excipientes
farmacéuticamente aceptables. Los excipientes pueden incluir, p. ej., cargas, aglutinantes, desintegrantes, deslizantes y
lubricantes. En general, las composiciones farmacéuticas pueden prepararse de manera convencional utilizando
excipientes convencionales.

Ejemplos de cargas adecuadas incluyen, pero no se limitan a, fosfato dicélcico dihidratado, sulfato de calcio, lactosa (como
lactosa monohidratada), sacarosa, manitol, sorbitol, celulosa, celulosa microcristalina, almidén seco, almidones
hidrolizados y almidén pregelatinizado.

Ejemplos de aglutinantes adecuados incluyen, pero no se limitan a, almidén, almidén pregelatinizado, gelatina, azlcares
(como sacarosa, glucosa, dextrosa, lactosa y sorbitol), polietilenglicol, ceras, gomas naturales y sintéticas (como goma de
acacia y goma tragacanto), alginato de sodio, derivados de celulosa (como hidroxipropilmetilcelulosa (o hipromelosa),
hidroxipropilcelulosa y etilcelulosa) y polimeros sintéticos (como copolimeros de é&cido acrilico y acido metacrilico,
copolimeros de acido metacrilico, copolimeros de metacrilato de metilo, copolimeros de metacrilato de aminoalquilo,
copolimeros de 4cido poliacrilico/acido polimetacrilico y polivinilpirrolidona (povidona)).

Ejemplos de desintegrantes adecuados incluyen, entre otros, almidén seco, almidén modificado (como almiddn
(parcialmente) pregelatinizado, almidén glicolato de sodio y carboximetilalmidén de sodio), acido alginico, derivados de la
celulosa (como la carboximetilcelulosa sédica, la hidroxipropilcelulosa y la hidroxipropilcelulosa de baja sustitucion (L-
HPC)) y polimeros reticulados (como la carmelosa, la croscarmelosa sédica, la carmelosa calcica y el PVP reticulado
(crospovidona)).

Ejemplos de deslizantes y lubricantes adecuados incluyen, pero no se limitan a, talco, estearato de magnesio, estearato
de calcio, 4cido esteéarico, behenato de glicerilo, silice coloidal, diéxido de silicio acuoso, silicato de magnesio sintético,
oxido de silicio granulado fino, almidén, lauril sulfato sédico, acido bérico, éxido de magnesio, ceras (como la cera de
carnauba), aceite hidrogenado, polietilenglicol, benzoato sédico, polietilenglicol y aceite mineral.

La composicién farmacéutica puede recubrirse convencionalmente con una o més capas de recubrimiento. También se
contemplan capas de recubrimiento entérico o capas de recubrimiento para la liberacién retardada o dirigida del
compuesto de la invencion, o sales farmacéuticamente aceptables del mismo. Las capas de recubrimiento pueden
comprender uno o mas agentes de recubrimiento y, opcionalmente, plastificantes y/o pigmentos (o colorantes).

Ejemplos de agentes de recubrimiento adecuados incluyen, entre otros, polimeros a base de celulosa (como etilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa (o hipromelosa), hidroxipropilcelulosa, ftalato de acetato de celulosa, succinato de acetato de
celulosa, succinato de hidroxipropilmetilcelulosa y ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa), polimeros a base de vinilo (como
el alcohol polivinilico) y polimeros a base de acido acrilico y sus derivados (como los copolimeros de acido acrilico y acido
metacrilico, los copolimeros de &cido metacrilico, los copolimeros de metacrilato de metilo, los copolimeros de metacrilato
de aminoalquilo, los copolimeros de acido poliacrilico/acido polimetacrilico).

Ejemplos de plastificantes adecuados incluyen, entre otros, citrato de trietilo, triacetato de glicerilo, citrato de ftributilo,
ftalato de dietilo, citrato de tributilo de acetilo, ftalato de dibutilo, sebacato de dibutilo y polietilenglicol.

Ejemplos de pigmentos adecuados incluyen, pero no se limitan a, diéxido de titanio, éxidos de hierro (como 6xidos de
hierro amarillo, marrén, rojo o negro) y sulfato de bario.

La composicion farmacéutica puede estar en una forma adecuada para administracién oral, para inyeccién parenteral
(incluyendo inyeccién intravenosa, subcutédnea, intramuscular e intravascular), para administracién tépica o para
administracién rectal. En una realizacién preferida, la composicién farmacéutica se presenta en una forma adecuada para
la administracién oral, como un comprimido o una capsula.

La dosis requerida para el tratamiento terapéutico o profilactico dependera de la via de administracién, la gravedad de la
enfermedad, la edad y el peso del paciente y otros factores normalmente considerados por el médico tratante, al
determinar el régimen apropiado y el nivel de dosificacién para un paciente en particular.

La cantidad del compuesto a administrar variaré en funcidn del paciente tratado, pudiendo oscilar entre aproximadamente
1 po/kg de peso corporal y unos 50 mg/kg de peso corporal al dia. Una forma de dosis unitaria, como un comprimido o
una capsula, contendrd normalmente entre 1 y 250 mg de principio activo, p. ej., entre 1 y 100 mg, o entre 1 y 50 mg, o
entre 1y 20 mg, p. €j., entre 2,5 mg, 5mg, 10 mg o0 15 mg. La dosis diaria puede administrarse como dosis Unica o dividida
en una, dos, tres o mas dosis unitarias. Una dosis diaria administrada por via oral de un modulador de 4cidos biliares es
preferiblemente de 0,1 a 250 mg, més preferiblemente de 1a100 mg, de1a5mg,de1a10mg,de1a15mgode1a
20 mg.

En otro aspecto, la invencidn se refiere a un compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
para su uso como medicamento. La invencién también se refiere al uso de un compuesto de la invencién, o una sal
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farmacéuticamente aceptable del mismo, como medicamento.

En otro aspecto, la invencidn se refiere a un compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
para su uso en el tratamiento o prevencién de cualquiera de las enfermedades aqui mencionadas.

Terapia Combinada

En un aspecto de la invencién, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se
administran en combinacién con al menos otro agente terapéuticamente activo, como con uno, dos, tres 0 méas agentes
terapéuticamente activos. El compuesto de la invencién, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y el al menos
otro agente terapéuticamente activo pueden administrarse simultdneamente, secuencialmente o por separado. Los
agentes terapéuticamente activos que son adecuados para la combinacién con los compuestos de la invencién incluyen,
agentes activos conocidos que son Utiles en el tratamiento de cualquiera de las condiciones antes mencionadas, trastornos
y enfermedades.

En una realizacién, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con otro inhibidor de ASBT. Los inhibidores de ASBT adecuados se describen en los documentos WO
93/16055, WO 94/18183, WO 94/18184, WO 96/05188, WO 96/08484, WO 96/16051, WO 97/33882, WO 98/03818, WO
98/07449, WO 98/40375, WO 99/35135, WO 99/64409, WO 99/64410, WO 00/47568, WO 00/61568, WO 00/38725, WO
00/38726, WO 00/38727, WO 00/38728, WO 00/38729, WO 01/66533, WO 01/68096, WO 02/32428, WO 02/50051, WO
03/020710, WO 03/022286, WO 03/022825, WO 03/022830, WO 03/061663, WO 03/091232, WO 03/106482, WO
2004/006899, WO 2004/076430, WO 2007/009655, WO 2007/009656, WO 2011/137135, WO 2019/234077, WO
2020/161216, WO 2020/161217, WO 2021/110883, WO 2021/110884, WO 2021/110885, WO 2021/110886, WO
2021/110887, DE 19825804, EP 864582, EP 489423, EP 549967, EP 573848, EP 624593, EP 624594, EP 624595, EP
624596, EP 0864582, EP 1173205, EP 1535913 y EP 3210977. Ejemplos particulares de inhibidores de ASBT adecuados
incluyen 1,1-dioxo-3,3-dibutil-5-fenil-7-metiltio-8-(N-{(R)-1'-fenil-1'-[N'-(carboximetil)carbamoil Jmetil}carbamoilmetoxi)-
2,3,4,5-tetrahidro-1, 5-benzotiazepina (elobixibat) y 1,1-dioxo-3,3-dibutil-5-fenil-7-metiltio-8-(N-{(R)-a-[N  -((S)-1-
carboxipropil) carbamoil]-4-hidroxibenzoil}carbamoilmetoxi)-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina (odevixibat).

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con un aglutinante de é&cidos biliares (también denominado secuestrante de acidos biliares o resina),
como colesevelam, colestiramina o colestipol. En una realizacién preferida de dicha combinacién, el aglutinante de &cidos
biliares esta formulado para su liberacién en el colon. Ejemplos de tales formulaciones se divulgan en, p. ej.,, WO
2017/138877, WO 2017/138878, WO 2019/032026 y WO 2019/032027.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con un inhibidor de DPP-IV, incluyendo gliptinas tales como sitagliptina, vildagliptina, saxagliptina,
linagliptina, gemigliptina, anagliptina, teneligliptina, alogliptina, trelagliptina, omarigliptina, evogliptina, gosogliptina y
dutogliptina, o una sal farmacéuticamente aceptable de las mismas.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con un inhibidor de la HMG CoA reductasa, como fluvastatina, lovastatina, pravastatina, simvastatina,
atorvastatina, cerivastatina pitavastatina, mevastatina, rosuvastatina, bervastatina o dalvastatina, o una sal
farmacéuticamente aceptable de los mismos.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con un inhibidor de la absorcién del colesterol, como la ezetimiba, o una sal farmacéuticamente aceptable
de la misma.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con un agonista PPAR alfa, incluidos fibratos como clofibrato, bezafibrato, ciprofibrato, clinofribrato,
clofibrida, fenofibrato, gemfibrozilo, ronifibrato y simfribrato, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con un agonista PPAR gamma, incluidas las tiazolidinedionas, como pioglitazona, rosiglitazona y
lobeglitazona, o una sal farmacéuticamente aceptable de las mismas.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con un agonista dual PPAR alfa/gamma, incluidos glitazares como saroglitazar, aleglitazar, muraglitazar
o tesaglitazar, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidén con un agonista dual PPAR alfa/delta, como el elafibranor.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con un agonista PPAR pan (es decir, un agonista PPAR que tiene actividad en todos los subtipos: a, y y
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8), como IVA337.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con moduladores del receptor X farnesoide (FXR), incluidos agonistas de FXR como cafestol, acido
quenodesoxicdlico, acido 6a-etil-quenodesoxicdlico (acido obeticblico; INT-747), fexaramina, tropifexor, cilofexor y
MET409.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con un modulador del receptor TGRS, incluyendo agonistas TGRS como el 4cido 6a-etil-777(S)-metilcdlico
(INT-777).

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidén con un agonista dual FXR/TGR5 como INT-767.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con &cido ursodesoxicélico (UDCA). En otra realizacién, los compuestos de la invencién, o sus sales
farmacéuticamente aceptables, se administran en combinacién con acido nor-ursodesoxicélico (nor-UDCA).

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con un modulador de FGF19, como NGM282.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidén con un agonista de FGF21, como BMS-986036.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidén con un inhibidor de la integrina, como PLN-1474 y PLN-1474.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con un inhibidor de CCR2/CCRS5, como cenicriviroc.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidn con un inhibidor de la proteasa caspasa, como emricasan.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidén con un inhibidor de galectina-02, como GR-MD-02.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con un inhibidor de la estearoil-CoA desaturasa (SCD), como el aramchol (4cido araquidil amido
colanoico).

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con un inhibidor de la quinasa 1 reguladora de la sefial de apoptosis (ASK1), como selonsertib.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con un inhibidor de LOXL2, como simtuzumab.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con un inhibidor de ACC, tal como GS-0976.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidén con un agonista del receptor-g de la hormona tirocidea, como MGL3196.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidén con un agonista del GLP-1 como la liraglutida.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidén con un péptido similar al glucagdn dual y agonistas del receptor de glucagén, como SAR425899.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidn con un inhibidor del transportador mitocondrial de piruvato, como MSDC-0602K.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidén con un agente antioxidante, como la vitamina E.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con un inhibidor de SGLT1, un inhibidor de SGLT2 o un inhibidor dual de SGLT1 y SGLT2. Ejemplos de
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tales compuestos son dapagliflozina, sotagliflozina, canagliflozina, empagliflozina, LIK066 y SGL5213.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con un inhibidor de la diacilglicerol O-aciltransferasa 06865571 (DGATZ2), como DGAT2RX y PF-
06865571.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidén con un inhibidor de la sintasa de &cidos grasos (FASN), como TVB-2640.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidn con un activador de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK), como PXL-770.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con un antagonista del receptor de glucocorticoides (GR), un antagonista del receptor de
mineralocorticoides (MR), o un antagonista dual GR/MR. Ejemplos de tales compuestos son MT-3995 y CORT-118335.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidén con un antagonista del receptor cannabinoide 1 (CB1), como IM102.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con un activador de Klothop (KLB) y del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR), tal
como MK-313 (anteriormente conocido como NGM-313).

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidén con un inhibidor del ligando de quimioquinas (motivo c-¢) 101 (CCL24), como CM101.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidén con un antagonista A3, como PBF-1650.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidén con un antagonista del receptor P2x7, tal como SGM 1019.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidén con agonistas del receptor P2Y13, como CER-209.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con un oxisterol sulfatado, como Dur-928.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidén con un antagonista de los receptores de leucotrieno D4 (LTD4), como MN-001.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidn con un inhibidor de células T asesinas naturales de tipo 0621 (NKT1), como GRI-0621.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidén con un compuesto anti-lipopolisacarido (LPS), como IMM-124E.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con un inhibidor de VAP1, como BI1467335.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidén con un agonista del receptor de adenosina A3, tal como CF-102.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con un activador de SIRT-20, como NS-20.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidén con un agonista del receptor 1 del 4cido nicotinico, como ARI-3037MO.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidn con un antagonista de TLR4, como JKB-121.

En otra realizacién, los compuestos de formula (1), o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidn con un inhibidor de la cetohexoquinasa, como PF-06835919.

En otra realizacién, los compuestos de formula (1), o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran

43



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3002777 T3

en combinacidén con un agonista del receptor de adiponectina, como ADP-335.

En otra realizacién, los compuestos de formula (1), o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidn con un inhibidor de autotaxina, como PAT-505 y PF8380.

En otra realizacién, los compuestos de formula (1), o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidén con un antagonista del receptor 3 de quimioquinas (motivo c-c) (CCR3), como bertilimumab.

En otra realizacién, los compuestos de formula (1), o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con un estimulador del canal de cloruro, como cobiprostona y lubiprostona.

En otra realizacién, los compuestos de formula (1), o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidén con un inhibidor de la proteina de choque térmico 47 (HSP47), como ND-L02-s0201.

En otra realizacion, los compuestos de la invencién, o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con un inhibidor del factor de transcripcién de la proteina de unién a elementos reguladores del esterol
(SREBP), como CAT-2003 y MDV-4463.

En otra realizacién, los compuestos de formula (1), o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidén con una biguanidina, como la metformina.

En otra realizacién, los compuestos de formula (1), o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con insulina.

En otra realizacién, los compuestos de formula (1), o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidén con un inhibidor de la glucégeno fosforilasa y/o un inhibidor de la glucosa-6-fosfatasa.

En otra realizacién, los compuestos de formula (1), o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con una sulfonilurea, como glipizid, glibenklamid y glimepirid.

En otra realizacién, los compuestos de formula (1), o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidén con una meglitinida, como repaglinida, nateglinida y ormiglitinida.

En otra realizacién, los compuestos de formula (1), o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidén con un inhibidor de la glucosidasa, como acarbosa o miglitol.

En otra realizacién, los compuestos de formula (1), o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacién con un inhibidor de la escualeno sintasa, como TAK-475.

En otra realizacién, los compuestos de formula (1), o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, se administran
en combinacidén con un inhibidor de PTPB1, como trodusquemina, ertiprotafib, JTT-551 y claramina.

Preparacién de compuestos

Los compuestos de la invencién pueden prepararse como un acido libre o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
mediante los procesos descritos a continuacién. A lo largo de la siguiente descripcién de dichos procesos se entiende
que, cuando sea apropiado, se afiadiran grupos protectores adecuados a los diversos reactivos e intermedios, y
posteriormente se eliminaran de los mismos, de un modo que seré facilmente comprendido por un experto en el arte de
la sintesis orgénica. Los procedimientos convencionales para utilizar tales grupos protectores asi como ejemplos de
grupos protectores convenientes se describen por ejemplo en Greene's Protective Groups in Organic Synthesis por P.G.M
Wutz y TW. Greene, 42 edicién, John Wiley & Sons, Hoboken, 2006.

Métodos generales

Todos los disolventes utilizados eran de grado analitico. Para las reacciones se utilizaron de forma rutinaria disolventes
anhidros disponibles en el mercado. Los materiales de partida procedian de fuentes comerciales o se prepararon segun
los procedimientos de la bibliografia. El 1,1-diéxido de 3,3-dibutil-8-hidroxi-7-(metiltio)-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-
benzotiazepina y el 1,1-didéxido de 8-hidroxi-7-(metiltio)-5-fenil-3,3-dipropil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepina pueden
prepararse como se describe en el documento WO 02/50051 (métodos 26 y 117, respectivamente). La 7-bromo-3,3-dietil-
8-metoxi-2,3-dihidro-1,5-benzotiazepin-4(5H)-ona y el 1,1-didxido de 3,3-dietil-8-hidroxi-7-(metiltio)-5-fenil-2,3,4,5-
tetrahidro-1,5-benzotiazepina pueden prepararse como se describe en el documento WO 2019/234077 (Intermedios 56 y
60, respectivamente). La temperatura ambiente se refiere a 20 - 25 °C. Las composiciones de las mezclas de disolventes

se indican como porcentajes o relaciones de volumen.

LCMS:
Nombre del instrumento: Agilent 1290 infinity I1.
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Método A: Fase mévil: A: 0,1% HCOOH en H>O: ACN (95:5), B: ACN; caudal: 1,5 mL/min; columna: ZORBAX XDB C-18
(50 x 4.6 mm) 3.5 um.

Método B: Fase mévil: A: 10 mM NH4HCO3 en agua, B: ACN; caudal: 1,2 mL/min; columna: XBridge C8 (50 x 4.6 mm),
3.5 um.

Método C: Fase movil: A: 0,1% HCOOH en agua: ACN (95:5), B: ACN; caudal: 1,5 mL/min; columna: ATLANTIS dC18
(50 x 4.6 mm), 5 um.

Método D: Fase mévil: A: 10 mM NH4OAc en agua, B: ACN; caudal: 1,2 mL/min; columna: Zorbax Extend C18 (50 x
4.6mm) 5 pm.

Método E: Fase mévil: A: 0,1% TFA en agua: ACN (95:5), B: 0,1% TFA en ACN; caudal: 1,5 mL/min; Columna: XBridge
C8 (50 x 4.6 mm), 3.5 um.

Método F: Fase movil: A: 0,1% TFA en agua, B: 0,1% TFA en ACN; caudal: 0,8 mL/min; columna: ZORBAX ECLIPSE
PLUS C18 (50 x 2.1 mm), 1.8 pm.

Método G: Fase mévil: A: 0,1% TFA en agua, B: 0,1% TFA en ACN; caudal: 0,8 mL/min; columna: Acquity UPLC BEH
C18 (2.1 x50 mm), 1.7 um.

Método H: Fase mévil: A: 10 mM NH4OAc, B: 100% ACN; caudal: 0,8 mL/min; Columna: Acquity UPLC BEH C18 (2.1 x
50) mm; 1.7 um.

Método I: Fase mévil: A: 0,1% HCOOH en agua: ACN (95:5), B: ACN, Caudal: 0,8 mL/min; Columna: ZORBAX ECLIPSE
PLUS C18 (2.1 x 50) mm, 1.8 pm.

Método J: Fase movil: A: 0,1% TFA en agua, B: ACN; Caudal: 1,0 mL/min; Columna: Zorbax Extend C18 (50 x 4.6 mm),
5 uM.

Método K: Fase movil: A: 0,1% TFA en agua, B: 0,1% TFA en ACN; caudal: 1,5 mL/min; Columna: XBridge C8 (50 x 4.6
mm), 3.5 uM.

Método L: Fase mévil: A: 0,1% TFA en agua, B: 100% ACN; caudal: 1,5 mL/min; Columna: XBridge C8 (50 x 4.6 mm),
3.5 uM.

UPLC:

Nombre del instrumento: waters Acquity | Class

Método A: Fase movil: A: 0,1% HCOOH en agua, B: 0,1% HCOOH en ACN; Caudal: 0,8 mL/min
Columna: Acquity UPLC HSS T3 (2.1 x 50) mm; 1.8 pm.

Nombre del instrumento: Shimadzu Nexera X2 LC / 2020 MSD
Método B: Fase mévil: A: 0,1% HCOOH en agua, B: ACN, Caudal: 0,8 mL/min; Columna: Acquity UPLC BEH C18 (2.1 x
50) mm; 1.7 um.

HPLC:

Nombre del instrumento: Instrumentos de la serie Agilent 1260 Infinity Il seglin el seguimiento mediante % con deteccidn
UV (maxplot).

Método A: Fase mévil: A: 10 mM NH4HCO3 en agua, B: ACN; caudal: 1,0 mL/min; columna: XBridge C8 (50 x 4.6 mm,
3.5 um).

Método B: Fase movil: A: 0,1% TFA en agua, B: 0,1% TFA en ACN; caudal: 2,0 mL/min; columna: XBridge C8 (50 x 4.6
mm, 3.5 pm).

Método C: Fase mévil: A 10 mM NH4OAc en agua mili-q, B: ACN; caudal: 1,0 ml/min; columna: Phenomenex Gemini
C18 (150 x 4.6 mm, 3.0 pm).

Método D: Fase moévil: A: 0,1% TFA en agua, B: ACN; caudal: 1,0 mL/min; columna: ATLANTIS dC18 (250 x 4.6 mm, 5.0
Hm).

Método E: Fase mévil: A: 0,1% TFA en agua, B: ACN, caudal: 2,0 mL/ min; columna: X-Bridge C8 (50 X 4.6 mm, 3.5 ym).

SFC Quiral:

Nombre del instrumento: PIC SFC 10 (analitico)

La proporcién entre CO» y co-disolvente oscila entre 60:40 y 80:20

Método A: Fase mévil: 0,5% de isopropilamina en IPA; caudal: 3 mL/min; columna: YMC Amylose-SA (250 x 4.6 mm, 5
Hm).

Método B: Fase mévil: 0,5% de isopropilamina en IPA; caudal: 3 mL/min; columna: Chiralpak AD-H (250 x 4.6 mm, 5 pm).
Método C: Fase mévil: 20 mM de amoniaco en metanol; caudal: 3 mL/min; columna: YMC Cellulose-SC (250 x 4.6 mm,
5 pm).

Método D: Fase movil: metanol, caudal: 3 mL/min; columna: Lux A1 (250 x 4.6 mm, 5 ym).

Método E: Fase mévil: 0,5% de isopropilamina en metanol; caudal: 5 mL/min; columna: Lux C4.

Método F: Fase mévil: 0,5% de isopropilamina en metanol; caudal: 3 mL/min; columna: YMC Cellulose-SC.

Método G: Fase mévil: 0,5% de isopropilamina en metanol; caudal: 3 mL/min; columna: Lux A1.

Método H: Fase movil: 0,5% de isopropilamina en IPA; caudal: 3 mL/min; columna: Lux A1 (250 x 4.6 mm, 5 um).
Método I: Fase movil: 0,5% de isopropilamina en metanol; caudal: 3 mL/min; columna: Chiral CCS (250 x 4.6 mm, 5 pm).
Método J: Fase moévil: 0,5% de isopropilamina en IPA; caudal: 5 mL/min; columna: YMC Cellulose-SC AD-H (250 x 4.6
mm, 5 um).

Método K: Fase mévil: 0,5% Isopropilamina en metanol; caudal: 4 mL/min; columna: (R,R)- Whelk-01 (250 x 4.6 mm, 5
Hm).

Método L: Fase mévil: 0,5% Isopropilamina en IPA; caudal: 3 mL/min; columna: Chiralcel OX-H (250 x 4.6 mm, 5 pm).
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Método M: Fase mévil: 0,5% Isopropilamina en IPA; caudal: 5 mL/min; columna: YMC Cellulose- SC (250 x 4.6 mm, 5
Hm).

Método N: Fase movil: metanol, caudal: 5 mL/min; columna: Chiralcel OX-H (250 x 4.6 mm, 5 um).

Método O: Fase moévil: 0,1% Isopropilamina en IPA:metanol (1:1), caudal: 3 mL/min; columna: Chiralpak AS-H (250 x 4.6
mm, 5 um).

Método P: Fase mévil: 0,5% Isopropilamina en metanol, caudal: 3 mL/min; columna: Chiralpak AS-H (250 x 4.6 mm, 5
pm).

Método Q: Fase mévil: IPA, caudal: 3 mL/min; columna: Lux A1 (250 x 4.6 mm, 5 pm).

Método R: Fase mévil: 0,1% Isopropilamina en IPA:metanol (1:1), caudal: 3 mL/min; columna: Lux A1 (250 x 4.6 mm, 5

Hm).
Método S: Fase mévil: 0,5% Isopropilamina en metanol, caudal: 3 mL/min; columna: Chiralpak OX-H (250 x 4.6 mm, 5
Hm).
Método T: Fase mévil: 0,5% Isopropilamina en IPA, caudal: 4 mL/min; columna: YMC Cellulose- SB (250 x 4.6 mm, 5
Hm).

Método U: Fase movil: 0,5% Isopropilamina en IPA, caudal: 3 mL/min; columna: Chiralpak AS-H (250 x 4.6 mm, 5 um).

HPLC Prep.:
Nombre del instrumento: Agilent 1290 Infinity Il

Método A: Fase movil: A: 0,1% TFA en agua; Fase mévil; B: 0,1% TFA en CAN; caudal: 2,0 mL/min; Columna: X-Bridge
C8 (50 X 4.6 mm, 3.5 uM).

Método B: Fase movil: A: 10 mM NH4OAc en agua; B: ACN; caudal: 35 mL/min; columna: X select C18 (30 x 150 mm, 5
Hm).

Método C: Fase mévil: A: 10 mM NH4HCO3 en agua, B: ACN; caudal: 1,0 mL/min; columna: XBridge C8 (50 x 4.6 mm,
3.5 um).

Método D: Fase mévil: A: 0,1% HCOOH en agua; B: ACN; caudal: 1,0 mL/min; columna: X-select C18 (30 x 150 mm, 5
Hm).

SFC Preparativa Quiral:

Nombre del instrumento: PIC SFC 100 y PSC SFC 400

La proporcién entre CO» y co-disolvente oscila entre 60:40 y 80:20

Método A: Fase moévil: 0,5% de isopropilamina en IPA; caudal: 3 mL/min; columna: YMC Amylose-SA (250 x 30 mm, 5
Hm).

Método B: Fase moévil: 0,5% de isopropilamina en IPA; caudal: 3 mL/min; columna: Chiralpak AD-H (250 x 30 mm, 5 um).
Método C: Fase mévil: 20 mM de amoniaco en metanol; caudal: 3 mL/min; columna: YMC Cellulose-SC (250 x 30 mm, 5
Hm).

Método D: Fase movil: metanol, caudal: 3 mL/min; columna: Chiral CCS (250 x 30 mm, 5 um).

Método E: Fase mévil: metanol; caudal: 3 mL/min; columna: Lux A1 (250 x 30 mm, 5 um).

Método F: Fase mévil: 0,5% de isopropilamina en IPA; caudal: 3 mL/min; columna: Lux A1 (250 x 30 mm, 5 um).
Método G: Fase mévil: 0,5% de isopropilamina en metanol; caudal: 3 mL/min; columna: Chiral CCS (250 x 30 mm, 5 pm).
Método H: Fase mévil: 0,5% Isopropilamina en IPA, caudal: 5 mL/min; columna: YMC Amylose-SC (250 x 30 mm, 5 pm).
Método J: Fase movil: 0,5% de isopropilamina en IPA; caudal: 3 mL/min; columna: Chiralcel OX-H (250 x 30 mm, 5 pm).
Método K: Fase mévil: 0,5% de isopropilamina en metanol; caudal: 5 mL/min; columna: YMC Cellulose-SC (250 x 30 mm,
5 pm).

Método L: Fase mévil: metanol; caudal: 5 mL/min; columna: Chiralcel OX-H (250 x 30 mm, 5 ym).

Método M: Fase movil: 0,5% Isopropilamina en metanol, caudal: 3 mL/min; columna: Lux A1 (250 x 30 mm, 5 ym).

Abreviaturas:

ACN Acetonitrile :

DCM  diclorometano

DBAD azodicarboxilato de di-terc-butilo

DMF Dimetilformamida

0,1% IPA alcohol isopropilico

LCMS Cromatografia Liquida Espectrometria de Masas
HPLC Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
PE éter de petréleo

SFC cromatografia de fluidos supercriticos

TFA acido trifluoroacético

THF tetrahidrofurano

TLC cromatografia en capa fina

UPLC cromatografia liquida de ultra alta resolucién

La invencidn se describira ahora mediante los siguientes ejemplos que no limitan la invencién en ninglin aspecto.

EJEMPLOS
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Intermedio 1

Acido 2-(((2-amino-4-bromo-5-metoxifenil)tio)metil)-2-metilhexanoico
¢
2

Fn
yﬁf\x ol Q”WM\«'“'()H
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A una solucién agitada de 5-bromo-6-metoxibenzo[d]tiazol-2-amina (63 g, 0,243 mol) en agua (630 mL), se afiadi6 KOH
(218,2 g, 3,89 mol) y la mezcla de reaccién se agité durante 16 horas a 120 °C. Una vez completada la reaccidn
(monitorizada por LCMS), la mezcla de reaccidn se enfrié a temperatura ambiente. A continuacién, se afiadié gota a gota
una solucidén de acido 2-(bromometil)-2-metilhexanoico (70,5 g, 6,31 mol) en THF (210 mL) y la mezcla de reaccién se
agité durante 16 horas a temperatura ambiente. Una vez completada la reaccién (monitorizada por LCMS), la mezcla de
reaccion se enfrié a 0 °C y se acidificé con HCI conc. (pH ~2). La mezcla de reaccidn se extrajo con EtOAc (2 x 350 mL)
y la capa organica combinada se lavé con agua (150 mL) y salmuera (150 mL). La parte organica se secé sobre Na;SO,4
anhidro y se concentrd al vacio. El crudo resultante se envié como tal al siguiente paso sin ninguna purificacién adicional.
Rendimiento: 75 g (crudo, goma marrén).

LCMS (Método A) 376,1(M*), 378,0 (M*+2), Rt. 2,44 min, 92,97% (Max).
Intermedio 2

7-Bromo-3-butil-8-metoxi-3-metil-2,3-dihidro-1,5-benzotiazepin-4(5H)-ona

A una solucién agitada de 4cido 2-((2-amino-4-bromo-5-metoxifeniljtio)metil)-2-metilhexanoico (Intermedio 1; 75,0 g, 0,199
mol) en EtOAc (750 mL) a 0 °C, se afladieron gota a gota trietilamina (60,4 g, 0,59 mol) y solucién de anhidrido 1-
propanofosfénico (50% en EtOAc, 95,1 g, 0,29 mol). La mezcla de reaccidn se agité durante 16 h a temperatura ambiente.
Una vez completada la reaccién (monitorizada por UPLC), la mezcla de reaccion se extinguié con agua (150 mL) y la capa
acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 200 mL). La capa organica combinada se lavéd con salmuera (150 mL) y se secé sobre
Na>SO4 anhidro. La parte organica se concentrd al vacio y el material bruto resultante se purificé mediante cromatografia
en columna lIsolera (eluyente: 10-12% EtOAc/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para obtener el compuesto base.
Rendimiento: 63% (45 g, sélido blanquecino).

1H NMR (400 MHz, DMSO-de): 8 9.62 (s, 1H), 7.33 (s, 1H), 7.13 (s, 1H), 3.83 (s, 3H), 3.17 (s, 2H), 1.46- 1.44 (m, 2H),
1.22 (s, 3H), 1.17-1.14 (m, 4H), 0.79 (t, J = 6.8 Hz, 3H). LCMS (Método A) 360.0 (M*+2), Rt. 2,64 min, 97,14% (Méx).

Intermedio 3

7-Bromo-3-butil-5-(4-fluorofenil)-8-metoxi-3-metil-2,3-dihidro-1,5-benzotiazepin-4(5H)-ona

JTFQXKM“
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A una solucién de 7-bromo-3-butil-8-metoxi-3-metil-2,3-dihidro-1,5-benzotiazepin-4(5H)-ona (Intermedio 2; 5 g, 14 mmol)
en |-bromo-4-fluorobenceno (50 mL), KoCOs seco (3.9 g, 28 mmol), Cul (0,26 g, 1,4 mmol) y tris[2-(2-metoxietoxi)etil]Jamina
(0,9 g, 2,8 mmol) y la mezcla de reaccién se calenté durante 16 horas a 135 °C. Una vez completada la reaccidn
(controlada por TLC), la mezcla de reaccién se concentré al vacio. El residuo obtenido se particioné entre agua (25 mL) y
EtOAc (25 mL). La parte acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 100 mL), y la capa orgénica combinada se lavd con agua

47



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3002777 T3

helada (100 mL) y salmuera (100 mL). La parte organica se secé sobre Na,SO4 anhidro, se filtré y se concentré al vacio.
El residuo obtenido se tritur6 con éter de petréleo. El sélido obtenido se filtr6 y se secé para obtener el compuesto base.
Rendimiento: 85% (5,5 g, sélido marrén palido).

LCMS (Método E) 451.9 (M*+H), Rt. 3,26 min, 81,86% (Max).
Intermedio 4

7-bromo-3-butil-5-(4-fluorofenil)-8-metoxi-3-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepina

A una solucidén de 7-bromo-3-butil-5-(4-fluorofenil)-8-metoxi-3-metil-2,3-dihidro-1,5-benzotiazepin-4(5H)-ona (Intermedio
3; 5,29, 11,5 mmol) en THF (50 mL) a 0 °C, se afiadié dimetilsulfuro de borano (IM en THF, 58 mL, 58 mmol) y la mezcla
de reaccién se calentd durante 16 horas a 75 °C. Una vez completada la reaccién (controlada por TLC), la mezcla de
reaccién se enfrié a 0 °C, se afiadié metanol (60 mL) y la mezcla de reaccién se calenté durante 2 horas a 60 °C. La
mezcla de reaccidn se enfrié a temperatura ambiente, se concentré al vacio y el residuo obtenido se repartié entre agua
(50 mL) y EtOAc (50 mL). La capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 100 mL), y la capa orgéanica combinada se lavé con
agua helada (100 mL) y salmuera (100 mL). La parte organica se sec6 sobre Na>SO,4 anhidro, se filtré y se concentré al
vacio para obtener el compuesto base. Rendimiento: 5,3 g (goma cruda, incolora).

LCMS (Método E) 439.9 (M*+H), Rt. 3,55 min, 87,61% (Max).
Intermedio 5

1,1-diéxido de 7-bromo-3-butil-5-(4-fluorofenil)-8-metoxi-3-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepina

A una solucién de 7-bromo-3-butil-5-(4-fluorofenil)-8-metoxi-3-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepina (Intermedio 4;
53 g, 12,1 mmol) en una mezcla de THF y agua (8:2, 55 mL), se afiadi6 oxona (37,16 g, 120,8 mmol) y la mezcla de
reaccién se agité durante 16 horas a temperatura ambiente. Una vez completada la reaccién (controlada por TLC), la capa
acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 100 mL) y la capa orgénica combinada se lavé con agua helada (100 mL) y salmuera
(100 mL). La parte organica se sec6 sobre Na>SO,4 anhidro y se concentrd al vacio. El material crudo resultante se purificd
mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: 15% EtOAC/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para obtener el
compuesto base. Rendimiento: 75% (4,3 g, sélido blanco).

1H NMR (400 MHz, DMSO-de): & 7.45 (s, 1H), 7.21 (s, 1H), 7.12-7.05 (m, 4H), 3.93 (s, 3H), 3.85-3.61 (m, 2H), 3.29 (s,
2H), 1.52-1.39 (m, 1H), 1.37-1.26 (m, 1H), 1.25-1.03 (m, 4H), 0.98 (s, 3H), 0.81-0.74 (m, 3H). LCMS (Método E) 470.1
(M*), Rt. 3,21 min, 98,04% (M&x).

Intermedio 6

1,1-diéxido de 3-butil-5-(4-fluorofenil)-8-hidroxi-3-metil-7-(metiltio)-2,3,4,5-tetra hidro-1, 5- benzotiazepina
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e

A una solucién de 1,1-diéxido de 7-bromo-3-butil-5-(4-fluorofenil)-8-metoxi-3-metil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5- benzotiazepina
(Intermedio 5; 4,3 g, 9,14 mmol) en DMF (43 mL), se afiadié tiometoxido sédico (3,2 g, 45,7 mmol) y la mezcla de reaccién
se agité durante 12 horas a 80 °C. Una vez completada la reaccién (controlada por TLC), la mezcla de reaccién se
extinguié con agua helada (25 mL) y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 50 mL). La capa organica combinada se
lavé con agua helada (50 mL) y salmuera (50 mL) y se sec6 sobre Na>SO4 anhidro. La parte orgénica se concentrd al
vacio y el material bruto resultante se purific6 mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: 30% EtOAc/PE; gel
de silice: 230-400 mesh) para obtener el compuesto base. Rendimiento: 90% (3,5 g, sélido blanquecino).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 10.57 (s, 1H), 7.31 (s, 1H), 7.04-6.98 (m, 2H), 6.92-6.88 (m, 2H), 6.71 (s, 1H), 3.81-3.65
(m, 2H), 3.34-3.20 (m, 2H), 2.20 (s, 3H), 1.55-1.39 (m, 1H), 1.38-1.05 (m, 5H), 0.99 (s, 3H), 0.81-0.77 (m, 3H). LCMS
(Método E) 424.2 (M*+H), Rt. 2,78 min, 98,08% (M&x).

Separacién de enantiomeros:

1,1-Didéxido de (S)-3-butil-5-(4-fluorofenil)-8-hidroxi-3-metil-7-(metiltio)-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepina y 1,1-
diéxido de (R)-3-butil-5-(4-fluorofenil)-8-hidroxi-3-metil-7-(metiltio)-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepina

Los dos enantibmeros del 1,1-diéxido de 3-butil-5-(4-fluorofenil)-8-hidroxi-3-metil-7-(metiltio)-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-
benzotiazepina racémico (2,8 g, 6,61 mmol) se separaron por SFC quiral (Método M). El material se concentrd al vacio a
40 °C. La primera fraccién de elucién correspondié al enantiémero 1 y la segunda fraccién de elucién correspondié al
enantibmero 2. Se desconoce la configuracidén absoluta de los dos enantidmeros.

Enantidmero 1: Rendimiento: 42% (1,2 g, solido blanco). '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 10.56 (s, 1H), 7.30 (s, 1H),
7.04-6.98 (m, 2H), 6.92-6.88 (m, 2H), 6.71 (s, 1H), 3.80-3.50 (m, 2H), 3.20-3.15 (m, 2H), 2.21 (s, 3H), 1.58-1.36 (m, 1H),
1.35-1.03 (m, 5H), 0.99 (s, 3H), 0.80 (t, J = 9.20 Hz, 3H). LCMS (Método E) 424.2 (M*+H), Rt. 2,79 min, 93,0% (Max).
HPLC: (Método B) Rt. 5,56 min, 93,77% (Max). SFC Quiral: (Método M) Rt. 1,70 min, 99,78% (Max).

Enantiomero 2: Rendimiento: 44% (1,25 g, sélido blanco). '"H NMR (400 MHz, DMSO-de): & 10.57 (s, 1H), 7.30 (s, 1H),
7.03-6.99 (m, 2H), 6.92-6.91 (m, 2H), 6.71 (s, 1H), 4.00-3.40 (m, 2H), 3.24-3.16 (m, 2H), 2.21 (s, 3H), 1.62-1.38 (m, 1H),
1.38-1.10 (m, SH), 0.99 (s, 3H), 0.80 (t, J = 8.40 Hz, 3H). LCMS (Método E) 424.2 (M*+H), Rt. 2,79 min, 98,86% (Max).
HPLC: (Método B) Rt. 5,56 min, 97,15% (Max). SFC Quiral: (Método M) Rt. 2,51 min, 99,72% (MéXx).

Intermedio 7

3-((3-Butil-5-(4-fluorofenil)-3-metil-7{(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2-
hidroxipropanoato de metilo (diastere6meros individuales)
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Diastereémeros 1y 2

A una solucién agitada del enantiémero 1 del 1,1-diéxido de 3-butil-5-(4-fluorofenil)-8-hidroxi-3-metil-7-(metiltio)-2,3,4,5-
tetrahidro-1,5-benzotiazepina (Intermedio 6; 400 mg, 0.94 mmol) en DMF (4 mL), se afiadieron porciones de Cs,CO3 (615
mg, 1,83 mol) y metil-oxirano-2-carboxilato (867 mg, 8,49 mmol) y la mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente
durante 72 horas. La mezcla de reaccién se apagé con HCI diluido (1,5 N, 5 mL) y se diluyé con agua (5 mL). La capa
acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 50 mL) y las capas organicas combinadas se lavaron con agua (10 mL) y salmuera (10
mL). La parte organica se secé sobre Na>SO4 anhidro, se filtré y se concentrd al vacio. El material crudo resultante se
purificd mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: 35% EtOAC/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para obtener
el compuesto base. Rendimiento: 50% (250 mg, goma blanca).

H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 7.34 (s, 1H), 7.07-6.99 (m, 4H), 6.71 (s, 1H), 5.90 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 4.48 (d, J = 4.8 Hz,
1H), 4.27 (s, 2H), 3.69 (s, 5H), 3.40-3.20 (m, 2H), 2.19 (s, 3H), 1.52-1.38 (m, 1H), 1.38-1.02 (m, 5H), 0.99 (s, 3H), 0.79 (t,
J'=7.20 Hz, 3H). LCMS: (Método E) 526.0 (M*+H), Rt. 2,95 min, 97,92% (Méax). HPLC: (Método B) Rt. 5,50 min, 96,34%
(Méx).

Los dos diasteredmeros (210 mg, 0,39 mmol) se separaron por SFC quiral (método G). El material se concentré al vacio
a 40 °C. La primera fraccién de elucién correspondié al diastereémero 1y la segunda fraccidén de elucién correspondié al
diasteredmero 2.

Diastereémeros 3y 4

Se obtuvo una mezcla de diastereémeros 3 y 4 del compuesto base siguiendo el mismo procedimiento, partiendo de 400
mg del enantiémero 2 del intermedio 6. Rendimiento: 50% (250 mg, goma amarilla).

1H NMR (400 MHz, DMSO-de): 5 7.34 (s, 1H), 7.08-6.99 (m, 4H), 6.72 (s, 1H), 5.89 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 4.49-4.47 (m, 1H),
4.27-4.26 (m, 2H), 3.69-3.67 (m, 5H), 3.23-3.20 (m, 2H), 2.19 (s, 3H), 1.55-1.40 (m, 1H), 1.40-1.05 (m, 5H), 0.99 (s, 3H),
0.79 (t, J = 9.60 Hz, 3H). LCMS (Método E) 526.0 (M*+H), Rt. 2,95 min, 97,93% (Méx). HPLC: (Método B) Rt. 5,50 min,
96,46% (M&x).

Los dos diasteredmeros (210 mg, 0,39 mmol) se separaron por SFC quiral (método G). El material se concentré al vacio
a 40 °C. La primera fraccién de elucién correspondié al diastereémero 3 y la segunda fraccidén de elucién correspondié al
diastereémero 4.

Diasteredmero 1: Rendimiento: 38% (80 mg, sélido amarillo claro). 'TH NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 7.34 (s, 1H), 7.08-
6.99 (m, 4H), 6.71 (s, 1H), 5.89 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 4.48 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 4.27 (t, J = 4.0 Hz, 2H), 3.69 (s, 5H), 3.31-
3.22 (m, 2H), 2.19 (s, 3H), 1.52-1.38 (m, 1H), 1.30-1.10 (m, 5H), 0.99 (s, 3H), 0.79 (t, J = 9.20 Hz, 3H). LCMS (Método G)
526,2 (M*+H), Rt. 2,32 min, 99,80% (Max). HPLC: (Método B) Rt. 5,58 min, 99,40% (Mé&x). SFC Quiral: (Método G) Rt.
2,68 min, 99,38% (Méx).

Diasteredmero 2: Rendimiento: 38% (80 mg, sélido amarillo claro). 'TH NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 7.34 (s, 1H), 7.08-
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6.96 (m, 4H), 6.72 (s, 1H), 5.89 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 4.48 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 4.27 (d, J = 5.6 Hz, 2H), 3.69 (s, 5H), 3.31-
3.22 (m, 2H), 2.19 (s, 3H), 1.55-1.40 (m, 1H), 1.24-1.11 (m, 5H), 0.99 (s, 3H), 0.79 (t, J = 9.20 Hz, 3H). LCMS (Método G)
526,2 (M*+H), Rt. 2,32 min, 98,65% (M&x). HPLC: (Método B) Rt. 5,50 min, 99,46% (Méx). SFC Quiral: (Método G) Rt.
4,02 min, 99,75% (M&x).

Diasteredmero 3: Rendimiento: 40% (85 mg, sélido amarillo claro). 'TH NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 7.35 (s, 1H), 7.08-
6.99 (m, 4H), 6.72 (s, 1H), 5.89 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 4.49-4.48 (m, 1H), 4.28-4.26 (m, 2H), 3.75-3.50 (m, 5H), 3.23-3.17 (m,
2H), 2.19 (s, 3H), 1.55-1.35 (m, 1H), 1.32-1.06 (m, 5H), 1.00 (s, 3H), 0.90-0.70 (m, 3H). LCMS (Método E) 526.0 (M*+H),
Rt. 2,98 min, 97,37% (Max). HPLC: (Método B) Rt. 5,58 min, 96,35% (Max). SFC Quiral: (Método G) Rt. 2,36 min, 99,90%
(Mé&x).

Diasteredmero 4. Rendimiento: 38% (80 mg, sélido amarillo claro). 'TH NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 7.35 (s, 1H), 7.07-
6.99 (m, 4H), 6.72 (s, 1H), 5.89 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 4.50-4.47 (m, 1H), 4.30-4.23 (m, 2H), 3.95-3.45 (m, 5H), 3.27-3.23 (m,
2H), 2.19 (s, 3H), 1.27-1.08 (m, 6H), 0.99 (s, 3H), 0.79 (t, J = 7.20 Hz, 3H). LCMS (Método E) 526.1 (M*+H), Rt. 2,96 min,
97,20% (Méx). HPLC: (Método B) Rt. 5,51 min, 99,09% (Méax). SFC Quiral: (Método G) Rt. 3,31 min, 99,48% (Max).

Se desconoce la configuracion absoluta de los cuatro diastereémeros.

Intermedio 8

Acido 2-(((2-amino-5-metoxifenil)tio)metil)-2-etilhexanoico

A una solucién agitada de 6-metoxibenzo[d]tiazol-2-amina (270 g, 1,498 mol) en agua (2700 mL), se afiadi6 KOH (1345
g, 23,96 mol) y la mezcla de reaccién se agité durante 16 horas a 120 °C. Una vez completada la reaccién (monitorizada
por LCMS), la mezcla de reaccidn se enfrié a temperatura ambiente. A continuacién, se afiadi6é gota a gota una solucién
de acido 2-(bromometil)-2-etilhexanoico (533 g, 2,25 mol) en THF (1000 mL) y la mezcla de reaccién resultante se agité
durante 16 horas a temperatura ambiente. Una vez completada la reaccién (monitorizada por LCMS), la mezcla de
reaccién se enfrié a 0 °C y se acidificé con HCI concentrado (pH ~2). La mezcla de reaccién se extrajo con EtOAc (2 x
4000 mL) y la capa organica combinada se lavé con agua (1000 mL) y salmuera (1000 mL). A continuacién, la parte
orgéanica se secd sobre Na,SO4 anhidro y se concentré al vacio para obtener el material bruto, que pasd como tal a la
etapa siguiente sin mas purificacién. Rendimiento: 590 g (crudo, goma marrén).

LCMS (Método A) 312.1 (M*+H), Rt. 2,24 min, 97,34% (Max).
Intermedio 9

3-Butil-3-etil-8-metoxi-2,3-dihidro-1,5-benzotiazepin-4(5H)-ona
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A una solucién agitada de acido 2-(((2-amino-5-metoxifenil)tio)metil)-2-etilhexanoico (Intermedio 8; 590 g, 1,89 mol) en
EtOAc (2500 mL) a 0 °C, se afiadieron gota a gota trietlamina (530 mL, 3,78 mol) y solucién de anhidrido 1-
propanofosfénico (50% en EtOAc; 785 g, 2,46 mol) y la mezcla de reaccién se agitd durante 16 horas a temperatura
ambiente. Una vez completada la reaccidén (monitorizada por LCMS), se afiadié agua (2000 mL) a la mezcla de reaccién
y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 2000 mL). La capa organica combinada se lavé con salmuera (800 mL), se
sec6 sobre Na,SO4 anhidro y se concentré al vacio. El material crudo se purificé mediante lavado con metanol para
obtener el compuesto base. Rendimiento: 48% (265 g, sélido blanquecino).

H NMR (300 MHz, DMSO-ds). 5 9.53 (s, 1H), 7.04-7.01 (m, 2H), 6.87-6.86 (m, 1H), 3.72 (s, 3H), 2.50 (s, 2H), 1.68-1.66
(m, 4H), 1.50-1.48 (m, 4H), 0.79-0.72 (m, 6H). LCMS (Método A) 294.3 (M*+H), Rt. 2,68 min, 99,47% (Max).

Intermedio 10
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7-Bromo-3-butil-3-etil-8-metoxi-2,3-dihidro-1,5-benzotiazepin-4(5H)-ona
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A una solucién agitada de 3-butil-3-etil-8-metoxi-2,3-dihidro-1,5-benzotiazepin-4(5H)-ona (Intermedio 9; 265 g, 0,903 mol)
en una mezcla 1:1 de DCM y acetonitrilo (2650 mL), se afiadié porciones de N-bromo succinimida (209 g, 1,17 mol) y la
mezcla de reaccién se agité durante 16 horas a temperatura ambiente. Una vez completada la reaccién (controlada por
TLC), se concentré la mezcla de reaccidn. El material crudo obtenido se traté con acetonitrilo frio y se agité durante 30
minutos. El precipitado obtenido se filtrd, se lavé con acetonitrilo frio (2 x 100 mL) y se sec6 al vacio para obtener el
compuesto base. Rendimiento: 179 g (79%, crudo, sélido marrén).

1H NMR (300 MHz, DMSO-de): 8 9.61 (s, 1H), 7.33 (s, 1H), 7.10 (s, 1H), 3.82 (s, 3H), 2.98 (s, 2H), 1.70- 1.68 (m, 4H),
1.48-1.45 (m, 4H), 0.84-0.82 (M, 6H). LCMS (Método A) 372.0 (M*+H), Rt. 2,83 min, 99,20% (Max).

Intermedio 11

7-Bromo-3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-8-metoxi-2,3-dihidro-1,5-benzotiazepin-4(5H)-ona y  3-butil-3-etil-5-(4-
fluorofenil)-7-yodo-8-metoxi-2,3-dihidro-1,5-benzotiazepin-4(5H)-ona
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A una solucién agitada de 7-bromo-3-butil-3-etil-8-metoxi-2,3-dihidro-1,5-benzotiazepin-4(5H)-uno (Intermedio 10; 15 g,
40,2 mmol) en I-fluoro-4-yodobenceno (50 mL), se afiadieron yoduro de cobre (1) (1,58 g, 0,8 mmol) y KoCO3 (11 g, 80,5
mmol) y la mezcla de reaccidén se purgd con nitrégeno durante 20 minutos para desgasificar. A continuacién se afiadié
tris[2-(2-metoxietoxi)etillamina (1,3 mL, 4,0 mmol) bajo atmésfera de nitr6geno y la mezcla de reaccién resultante se
calenté durante 16 horas a 135 °C. Una vez completada la reaccién (controlada por TLC), la mezcla de reaccidn se filtré
a través de celita y la almohadilla de celita se lavé con EtOAc (200 mL). El filtrado se lavé con agua (100 mL) y salmuera
(75 mL) y se secéd sobre Na;SO4 anhidro. El material crudo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna
Isolera (eluyente: 5% EtOAC/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para obtener el compuesto base. Rendimiento: 64% (12,2
g, sélido blanquecino).

LCMS (Método E) 467,1 (M*+2 para el compuesto sustituido por 7-bromo y 514,1 (M*+H) para el compuesto sustituido
por 7-yodo), Rt. 3,33 min, 92,83% (Max).

Intermedio 12

7-bromo-3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-8-metoxi-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepina y 3-butil-3-etil-5-(4-
fluorofenil)-7-yodo-8-metoxi-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepina
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A una solucidén agitada de una mezcla de 7-bromo-3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-8-metoxi-2,3-dihidro-1,5-benzotiazepin-
4(5H)-ona y 3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-yodo-8-metoxi-2,3- dihidro-1,5-benzotiazepin-4(5H)-ona (Intermedio 11; 12 g,
25,7 mmol) en THF (100 mL) a 0 °C se afiadi6 gota a gota dimetilsulfuro de borano (2M en THF; 38 mL, 77 mmol) y la
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mezcla de reaccidn se sometié a reflujo.7 mmol) en THF (100 mL) a 0 °C se afiadié gota a gota dimetilsulfuro de borano
(2M en THF; 38 mL, 77 mmol) y la mezcla de reaccidén se sometié a reflujo durante 16 horas a 65 °C. Una vez completada
la reaccidén (monitorizada por TLC), la mezcla de reaccién se enfrié hasta 0 °C, se extinguié con metanol (20 mL) y se
calent6 durante 2 horas a 65 °C. La mezcla de reaccién resultante se enfrié a temperatura ambiente y se concentrd al
vacio. El residuo se diluyé con agua (100 mL) y la capa acuosa se extrajo con DCM (2 x 100 mL). La capa organica
combinada se lavé con agua (50 mL) y salmuera (50 mL) y se secd sobre Na SO, anhidro. La parte orgénica se concentrd
al vacio y el crudo resultante se envié como tal al paso siguiente sin méas purificacién. Rendimiento: 10 g (crudo, goma
negra).

LCMS (Método E) 451,8 (M*+H) para el compuesto sustituido por 7-bromo y 499,7 (M*+H) para el compuesto sustituido
por 7-yodo, Rt. 3,78 min, 75,13% (Méx).

Intermedio 13

1,1-Diéxido de 7-bromo-3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-8-metoxi-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepina
y 1,1-diéxido de 3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-yodo-8-metoxi-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepina

A una solucién agitada de una mezcla de 7-bromo-3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-8-metoxi-2, 3,4,5-tetrahidro-1,5-
benzotiazepina y 3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-yodo-8-metoxi-2, 3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepina (Intermedio 12; 10
g, 26 .6 mmol) en THF (100 mL) y agua (60 mL), se afiadié oxona (81 g, 26,6 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccién
resultante se agité durante 16 horas a temperatura ambiente. Una vez completada la reaccién (controlada por TLC), la
mezcla de reaccién se filtré a través de un embudo Buchner y el filtrado se extrajo con EtOAc (2 x 200 mL), La capa
organica combinada se lavé con agua (100 mL) y salmuera (100 mL), se secd sobre nasos anhidro y se concentré al
vacio. El crudo resultante se purificé mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: 15% EtOACc/PE; gel de silice:
230-400 mesh) para obtener el compuesto base. Rendimiento: 54% (7 g, sélido blanco).

LCMS (Método E) 486,0 (M*+2) para el compuesto sustituido por 7-bromo y 532,0 (M*+H) para el compuesto sustituido
por 7-yodo, Rt. 2,87 min, 91,53% (Méx).

Intermedio 14

1,1-diéxido de 3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-8-hidroxi-7-(metiltio)-2,3,4,5-tetrahidro-1,5- benzotiazepina

A una solucién agitada de una mezcla de 1,1-diéxido de 7-bromo-3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-8-metoxi-2, 3,4,5-tetrahidro-
1,5-benzotiazepina y 1,1-diéxido de 3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-yodo-8-metoxi-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepina
(Intermedio 13; 3 g, 6.2 mmol) en DMF (16 mL), se afiadié tiometoxido sédico (2,1 g, 31 mmol) a temperatura ambiente y
la mezcla de reaccién se agité durante 16 horas a 65 °C. Una vez completada la reaccién (controlada por TLC), la mezcla
de reaccién se enfri6 a temperatura ambiente y se apagé con agua (25 mL). La capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x
50 mL). La capa organica combinada se lavd con salmuera (20 mL), se secé sobre Na>SO4 anhidro y se concentrd al
vacio. El crudo resultante se purificé mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: 10% EtOAc/PE; gel de silice:
230-400 mesh) para obtener el compuesto base. Rendimiento: 77% (2,13 g, sélido marrén).
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H NMR (400 MHz, DMSO-de): & 10.49 (s, 1H), 7.28 (s, 1H), 7.06-6.96 (m, 4H), 6.61 (s, 1H), 3.62 (bs, 2H), 3.21 (s, 2H),
2.17 (s, 3H), 1.61-1.25 (m, 4H), 1.20-1.01 (m, 4H), 0.81-0.74 (m, 6H). LCMS (Método A) 438.1 (M*+H), Rt. 2,78 min,
87,79% (Max).

Intermedio 15:

1-((3-Butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-
ilJoxi)metil)ciclopropano-1-carboxilato de etilo
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A una solucién agitada de 1,1-diéxido de 3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-8-hidroxi-7-(metiltio)-2, 3,4,5-tetrahidro-1,5-
benzotiazepina (Intermedio 14; 200 mg, 0,45 mmol) en DMF (5 mL) se afiadieron ftrifenilfosfina (180 mg, 0,68 mmol) y
ciclopropanocarboxilato de etilo (99 mg, 0,68 mmol) y DBAD (210 mg, 0,91 mmol) y DBAD (210 mg, 0,91 mmol), y la
mezcla de reaccién se agité a temperatura ambiente durante 4 horas. Una vez completada la reaccién (controlada por
TLC), la mezcla de reaccién se diluy6é con agua (10 mL) y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 10 mL). La capa
organica combinada se lavé con agua (15 mL) y salmuera (15 mL) y se sec6 sobre Na,SO4 anhidro. La parte orgénica se
filtr6 y se concentré al vacio. El material crudo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente:
11% EtOAC/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para obtener el compuesto base. Rendimiento: 93% (240 mg, goma
incolora).

LCMS (Método E) 564.1 (M*+H), Rt. 3,33 min, 95,41% (Max).
Intermedio 16

3-((3-Butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2,2-
dimetilpropanoato de metilo

A una solucibn agitada de 1,1-diéxido de 3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-8-hidroxi-7-(metiltio)-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-
benzotiazepina (Intermedio 14; 0,5 g, 1.10 mmol) en THF (10 mL) a 0 °C se afiadieron 3-hidroxi-2,2-dimetilpropanoato de
metilo (0,15 g, 1,10 mmol) y trifenilfosfina (0,43 g, 1,60 mmol) y la mezcla de reaccién se agité durante 5 minutos. A
continuacién se afiadié6 DBAD (0,50 g, 2,20 mmol) y la mezcla de reaccidn se agité6 a temperatura ambiente durante 24
horas. Una vez completada la reaccién (controlada por TLC), la mezcla de reaccidén se apagé con agua (10 mL) y la capa
acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 15 mL). La capa orgénica combinada se lavé con agua (2 x 15 mL) y salmuera (15 mL)
y se secé sobre Na>;SO,4 anhidro. La parte organica se filtré y se concentré al vacio. El material crudo resultante se purificé
mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: 10% EtOAC/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para obtener el
compuesto base. Rendimiento: 47% (0,30 g, sélido blanco).

LCMS (Método E) 552.1 (M*+H), Rt. 3,32 min, 85,43% (Max).
Intermedio 17
3-((3,3-dietil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-ilJoxi)-2-hidroxi-2-

metilpropanoato de metilo
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A una solucién agitada de 1,1-diéxido de 3,3-dietil-8-hidroxi-7-(metiltio)-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepina (3,0
g, 9,4 mmol) en DMF (10 mL), se afiadié Cs,CO3 (6,11 g, 18,8 mmol) y la mezcla de reaccidn se agité durante 15 minutos
a temperatura ambiente. A continuacién, se afiadié metil-2-metilglicidato (3,27 g, 28,2 mmol) y la mezcla de reaccién se
agité durante 72 horas a temperatura ambiente. Una vez completada la reaccidén (controlada por TLC), la mezcla de
reaccion se apagd con HCI diluido (15 mL) y se diluyé con agua (10 mL). La capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 15
mL), y la capa organica combinada se lavé con agua (15 mL) y salmuera (15 mL). La parte organica se sec6 sobre Na>SO4
anhidro, se filtré6 y se concentr6 al vacio. El material crudo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna
Isolera (eluyente: 10% EtOAC/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para obtener el compuesto base. Rendimiento:
29,35%(1,59, solido incoloro).

LCMS (Método E) 508.2 (M*+H), Rt. 2,72 min, 99,88% (Max).
Intermedio 18

3-((3,3-dietil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-ilJoxi)-2-fluoro-2-
metilpropanoato de metilo

A una solucién agitada de 3-((3,3-di-etil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5- tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2-
hidroxi-2-metilpropanoato de metilo (Intermedio 17; 300 mg, 0.59 mmol) en DCM (10 mL) a -10 °C, se afiadié trifluoruro
de dietilaminosulfuro (0,09 g, 0,70 mmol) y la mezcla de reaccién se agité durante 2 horas. Una vez completada la reaccién
(controlada por TLC), la mezcla de reaccidn se apagé con agua (5 mL) y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 5 mL).
La capa organica combinada se lavé con agua (5 mL) y salmuera (5 mL) y se secd sobre Na>SO4 anhidro. La parte
organica se filtré y se concentrd al vacio. El material crudo resultante se purificé mediante cromatografia en columna
Isolera (eluyente: 20% EtOAC/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para obtener el compuesto base. Rendimiento: 43% (130
mg, sélido blanquecino).

LCMS (Método E) 510.3 (M*+H), Rt. 2,89 min, 98,90% (Max).
Separacién de enantiomeros:
(R)-3«(3,3-dietil-7(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2-fluoro-2-

metilpropanoato de metilo y (S)-3-((3 ,3-dietil-7(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-
ilJoxi)-2-fluoro-2-metilpropanoato
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Los dos enantibmeros del 3-((3,3-dietil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2, 3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2-
fluoro-2-metilpropanoato de metilo racémico (100 mg, 0,19 mmol) se separaron por SFC quiral (método B). El material se
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concentré al vacio a 40 °C. La primera fraccidén de elucién correspondié al enantiémero 1 y la segunda fraccién de elucién
correspondid al enantiémero 2. Se desconoce la configuracién absoluta de los dos enantiémeros.

Enantiémero 1: Rendimiento: 30% (30 mg, solido blanco). '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 7.36 (s, 1H), 7.22 (t, J=8.4
Hz, 2H), 6.99 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 6.86 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 6.71 (s, 1H), 4.50-4.39 (m, 2H), 3.76 (s, 3H), 3.69 (bs, 2H), 3.26
(s, 2H), 2.16 (s, 3H), 1.60-1.52 (m, 5H), 1.38-1.32 (m, 2H), 0.75 (t, J = 7.2 Hz, 6H). LCMS (Método E) 510.0 (M*+H), Rt.
3,04 min, 96,42% (Méax). HPLC: (Método B) Rt. 5,90 min, 97,43% (Max).

Enantiémero 1: Rendimiento: 30% (30 mg, sélido blanco). 'TH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 7.35 (s, 1H), 7.22 (t, J = 8.4
Hz, 2H), 6.99 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 6.86 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 6.70 (s, 1H), 4.50-4.42 (m, 2H), 3.70 (s, 3H), 3.60 (m, 2H), 3.26
(s, 2H), 2.16 (s, 3H), 1.65-1.52 (m, 5H), 1.37-1.32 (m, 2H), 0.75 (t, J = 7.6 Hz, 6H). LCMS (Método E) 510.0 (M*+H), Rt.
3,04 min, 98,16% (Méax). HPLC: (Método B) Rt. 5,90 min, 99,29% (Max).

Intermedio 19

3-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiaze pin-8-il)oxi)-2-
hidroxipropanoato de metilo

A una solucibn agitada de 1,1-diéxido de 3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-8-hidroxi-7-(metiltio)-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-
benzotiazepina (Intermedio 14; 750 mg, 1,71 mmol) en DMF (6 mL), se afiadié CsoCO3 (1,11 g, 3,42 mmol) y la mezcla
de reaccién se agité durante 15 minutos a temperatura ambiente. A continuacidén, se afiadié gota a gota oxirano-2-
carboxilato de metilo (0,42 mL, 5,14 mmol) y la mezcla de reaccidén se agité durante 16 horas a temperatura ambiente.
Una vez completada la reaccion (controlada por TLC), la mezcla de reaccién se extinguié con HCI diluido (1,5N, 1 mL) y
se diluy6 con agua (1 mL). La capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 5 mL). La capa organica combinada se lavé con
agua (5 mL) y salmuera (5 mL) y se secd sobre Na,SO4 anhidro. La parte organica se filtré y se concentré al vacio. El
material crudo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: 20-30% EtOAcC/PE; gel de
silice: 230-400 mesh) para obtener el compuesto base. Rendimiento: 50% (300 mg, goma incolora).

THNMR: (400 MHz, DMSO-de): & 7.34 (s, 1H), 7.17-7.07 (m, 4H), 6.61 (s, 1H), 5.89 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 4.49-4.46 (m, 1H),
4.25 (t, J = 2.8 Hz, 2H), 3.68 (s, 3H), 3.62 (bs, 2H), 3.29 (s, 2H), 2.15 (s, 3H), 1.40- 1.33 (m, 4H), 1.20-1.10 (m, 4H), 0.76-
0.72 (m, 6H). LCMS (Método E) 540.2 (M*+H), Rt. 2,90 min, 94,13% (M&x).

Intermedio 20

3-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiaze pin-8-il)oxi)-2-
metoxipropanoato de metilo

A una solucién agitada de 3-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-
ilYoxi)-2-hidroxipropanoato de metilo (Intermedio 19; 100 mg, 0,18 mmol) en DMF (2 mL) a 0 °C, se afiadi6 hidruro sédico
(60%, 3,71 mg, 0,09 mmol) y la mezcla de reaccién se agitdé 15 minutos a temperatura ambiente. A continuacién, se afiadid
gota a gota una solucién de yoduro de metilo (0,04 mL, 0,55 mmol) en DMF (1 mL) y la mezcla de reaccién se agité
durante 1 hora a temperatura ambiente. Una vez completada la reaccion (controlada por TLC), la mezcla de reaccién se
extinguié con HCI diluido (1,5 N, 1 mL) y se diluy6 con agua (1 mL). La capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 10 mL).
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La capa organica combinada se lavé con agua (10 mL) y salmuera (10 mL) y se secd sobre Na>SO4 anhidro. La parte
organica se filtré y se concentrd al vacio. El material crudo resultante se purificé mediante cromatografia en columna
Isolera (eluyente: 20-30% EtOAC/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para obtener el compuesto base. Rendimiento: 57%
(60 mg, sélido blanco).

H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 7.32 (s, 1H), 7.07 (d, J = 6.80 Hz, 4H), 6.60 (s, 1H), 4.38-4.27 (m, 3H), 3.70 (s, 3H), 3.68
(s, 2H), 3.41 (s, 3H), 3.28 (s, 2H), 2.15 (s, 3H), 1.37-1.32 (m, 4H), 1.16-1.09 (m, 4H), 0.77-0.72 (m, 6H). LCMS (Método
E) 554.3 (M*+H), Rt. 3,01 min, 98,12% (Méx).

Intermedio 21

7-bromo-3,3-dibutil-5-(4-fluorofenil)-8-metoxi-2,3-dihidro-1,5-benzotiazepin-4(5H)-ona y 3,3-dibutil-5-(4-
fluorofenil)-7-yodo-8-metoxi-2,3-dihidro-1,5-benzotiazepin-4(5H)-ona
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A una solucién agitada de una mezcla de 7-bromo-3,3-dibutil-8-metoxi-2,3-dihidro-1,5-benzotiazepin-4(5H)-ona (3 g, 7,49
mmol) en 4-fluoroiodobenceno (30 mL), se afiadieron yoduro de cobre (1) (0,14 g, 0,74 mmol) y K-CO3 (2,07 g, 14,9 mmol)
y la mezcla de reaccidén se purgé con nitrégeno durante 20 minutos para desgasificar. A continuacién, se afiadié tris[2-(2-
metoxietoxi)etillamina (0,49 g, 1,49 mmol) bajo atmésfera de nitrégeno y la mezcla de reaccién resultante se calenté
durante 16 horas a 135 °C. Una vez completada la reaccion (controlada por TLC), la mezcla de reaccién se filtré a través
de celita y la almohadilla de celita se lavd con EtOAc (25 mL). El filtrado se lavd con agua (15 mL) y salmuera (15 mL) y
se secd sobre NaSO4 anhidro. El material crudo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna lIsolera
(eluyente: 20% EtOAC/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para obtener el compuesto base. Rendimiento: 95% (3,5 g, sélido
amarillo pélido).

LCMS (Método E) 494,0 (M*) para el compuesto sustituido por 7-bromo y 541,9 (M*+H) para el compuesto sustituido por
7-yodo, Rt. 3,50 min, 96,61% (Max).

Intermedio 22

7-Bromo-3,3-dibutil-5-(4-fluorofenil)-8-metoxi-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepina y 3,3-dibutil-5-(4-fluorofenil)-7-
yodo-8-metoxi-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepina

A una solucién agitada de una mezcla de7-bromo-3,3-dibutil-5-(4-fluorofenil)-8-metoxi-2, 3-dihidro-
1,5-benzotiazepin-4(5H)-ona y  3,3-dibutil-5-(4-fluorofenil)-7-yodo-8-metoxi-2,3-dihidro-1,5-benzotiazepin-4(5H)-ona
(Intermedio 21; 3,5 g, 7,07 mmol) en THF (35 mL)a 0 °C, se afiadié gota a gota dimetilsulfuro de borano (2M en THF; 5,3
mL, 10,61 mmol) y la mezcla de reaccién se someti6 a reflujo durante 16 horas a 65 °C. Una vez completada la reaccién
(monitorizada por TLC), la mezcla de reaccién se enfrié a 0 °C, se extinguié con metanol (10 mL) y se calent6 durante 2
horas a 65 °C. La mezcla de reaccién resultante se enfrié a temperatura ambiente, se concentré al vacio y el residuo se
repartié entre agua (50 mL) y EtOAc (50 mL). La capa acuosa se extrajo con DCM (2 x 50 mL) y la capa organica
combinada se lavé con agua (25 mL) y salmuera (25 mL). La parte orgénica se sec6 sobre Na>SO, anhidro y se concentré
al vacio para obtener el crudo. El crudo resultante se envié como tal al siguiente paso sin ninguna purificacién adicional.
Rendimiento: 3,6 g (crudo, goma amarillo palido).

LCMS (Método E) 482,0 (M*+2H) para el compuesto sustituido por 7-bromo y 527,9 (M*+H) para el compuesto sustituido
por 7-yodo, Rt. 3,86 min, 81,04% (combinado para los compuestos sustituidos por bromo y yodo) (Méx).
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Intermedio 23

1,1-diéxido de 7-bromo-3,3-dibutil-5-(4-fluorofenil)-8-metoxi-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepina y 1,1-diéxido de
3,3-dibutil-5-(4-fluorofenil)-7-yodo-8-metoxi-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepina

A una solucibn agitada de una mezcla de 7-bromo-3,3-dibutil-5-(4-fluorofenil)-8-metoxi-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-
benzotiazepina y 3,3-dibutil-5-(4-fluorofenil)-7-yodo-8-metoxi-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepina (Intermedio 22; 3.6 g,
7,49 mmol) en acido acético (36 mL), se afiadieron tungstato sédico (360 mg, 0,01 mmol) y peréxido de hidrégeno (30%
en HxO; 2,6 mL, 22,47 mmol) a 0 °C y la mezcla de reaccién resultante se agité durante 16 horas a temperatura ambiente.
Una vez completada la reaccién (controlada por TLC), la mezcla de reaccion se filtré a través de un embudo Bichnery el
filtrado se extrajo con EtOAc (2 x 50 mL). La capa organica combinada se lavd con agua (25 mL) y salmuera (25 mL) y se
secd sobre Na,SO4 anhidro. La parte organica se concentré al vacio y el material bruto resultante se purific6 mediante
cromatografia en columna Isolera (eluyente: 12% EtOACc/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para obtener el compuesto
base. Rendimiento: 79% (3,4 g, sélido blanquecino).

LCMS: ((Método A) 512,2 (M*+H) para el compuesto sustituido por 7-bromo y 560,2 (M*+H) para el compuesto sustituido
por 7-yodo; Rt. 3,40 min, 70,63% (Méx).

Intermedio 24
1,1-diéxido de 3,3-dibutil-5-(4-fluorofenil)-8-hidroxi-7-(metiltio)-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-

benzotiazepina
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A una solucién agitada de una mezcla de 1,1-diéxido de 7-bromo-3,3-dibutil-5-(4-fluorofenil)-8-metoxi-2,3,4,5-tetrahidro-
1,5-benzotiazepina y 1,1-diéxido de 3,3-dibutil-5-(4-fluorofenil)-7-yodo-8-metoxi-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepina
(Intermedio 23; 1,6 g, 3,12 mmol) en DMF (16 mL), se afiadi6 tiometoxido sédico (1,09 g, 15,6 mmol) a temperatura
ambiente y la mezcla de reaccién se agité durante 16 horas a 65 °C. Una vez completada la reaccién (controlada por
TLC), la mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente y se apagd con agua (15 mL). La capa acuosa se extrajo
con EtOAc (2 x 25 mL) y la capa orgénica combinada se lavé con salmuera (10 mL). La parte organica se secé sobre
Na>SO4 anhidro y se concentrd al vacio. El material crudo resultante se purificé mediante cromatografia en columna
Isolera (eluyente: 30% EtOAC/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para obtener el compuesto base. Rendimiento: 90% (1,3
g, sélido blanquecino).

H NMR (400 MHz, DMSO-de): & 10.48 (s, 1H), 7.28 (d, J = 4.4 Hz, 1H), 7.08-7.01 (m, 4H), 6.59 (s, 1H), 3.80-3.67 (m,
2H), 3.22 (s, 2H), 2.16 (s, 3H), 1.36-1.33 (m, 4H), 1.12-1.03 (m, 8H), 0.79-0.77 (m, 6H). LCMS (Método E) 466.0 (M*+H),
Rt. 3,23 min, 88,86% (Max).

Intermedio 25

3-((3,3-Dibutil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2-
hidroxipropanoato de metilo
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A una solucién agitada de 1,1-dioxido de 3,3-dibutil-5-(4-fluorofenil)-8-hidroxi-7-(metiltio)-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-
benzotiazepina (Intermedio 24; 400 mg, 0,8602 mmol) en DMF (4 mL), se afiadié Cs>,CO3 (560 mg, 1,72 mmol) y la mezcla
de reaccién se agité durante 15 minutos a temperatura ambiente. A continuacidén, se afiadié gota a gota oxirano-2-
carboxilato de metilo (0,2 mL, 2,58 mmol) y la mezcla de reaccién se agité durante 16 horas a temperatura ambiente. Una
vez completada la reaccién (controlada por TLC), la mezcla de reaccidén se extinguié con HCI diluido (1,5 N, 5mL) y la
capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 5 mL). La capa organica combinada se lavé con agua (5 mL) y salmuera (5 mL) y
se secd sobre Na;SO4 anhidro. La parte organica se filtré y se concentrd al vacio. El material crudo resultante se purificé
mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: 20-30% EtOAc/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para obtener el
compuesto base. Rendimiento: 44% (215 mg, goma incolora).

LCMS (Método E) 568.1 (M*+H), Rt. 3,18 min, 93,04% (Max).
Intermedio 26

3-((3,3-Dibutil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2-
metoxipropanoato de metilo
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A una solucién agitada de 3-((3,3-dibutil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1, 1-dioxido-2, 3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-
ilYoxi)-2-hidroxipropanoato de metilo (Intermedio 25; 125 mg, 0,22 mmol) en DMF (2,5 mL) a 0 °C, se afiadi6 hidruro de
sodio (60%, 8,80 mg, 0,22 mmol) y la mezcla de reaccidn se agité durante 5 minutos. A continuacién se afiadié yoduro de
metilo (0,08 mL, 1,32 mmol) y la mezcla de reaccién se agité durante 1 hora a temperatura ambiente. Una vez completada
la reaccién (controlada por TLC), la mezcla de reaccién se extinguié con HCI diluido (1,5 N, 5 mL) y la capa acuosa se
extrajo con EtOAc (2 x 10 mL). La capa organica combinada se lavé con agua (10 mL) y salmuera (10 mL) y se secé
sobre Na>SO4 anhidro. La parte organica se filtré y se concentré al vacio. El material crudo resultante se purific6 mediante
cromatografia en columna Isolera (eluyente: 20-30% EtOAc/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para obtener el compuesto
base. Rendimiento: 38% (50 mg, sélido blanco).

LCMS (Método E) 582.2 (M*+H), Rt. 3,29 min, 97,76% (Max).
Intermedio 27

3-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiaze pin-8-il)oxi)-2-
hidroxipropanoato de metilo
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A una solucién de 1,1-diéxido de 3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-8-hidroxi-7-(metiltio)-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepina
(Intermedio 14; 750 mg, 1.71 mmol) en DMF (10 mL), se afiadieron Cs,CO3 (1,11 g, 3,42 mmol) y oxirano-2-carboxilato
de metilo (0,52 g, 5,14 mmol) y la mezcla de reaccién se agité durante 12 horas a temperatura ambiente. Una vez
completada la reaccion (controlada por TLC), la mezcla de reaccién se apagé con agua (10 mL) y la capa acuosa se
extrajo con EtOAc (2 x 15 mL). La capa organica combinada se lavé con agua (15 mL) y salmuera (15 mL) y se secd
sobre Na>SO4 anhidro. La parte organica se filtré y se concentré al vacio. El material crudo resultante se purific6 mediante
cromatografia en columna Isolera (eluyente: 45% EtOAC/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para obtener el compuesto
base. Rendimiento: 50% (300 mg, goma incolora).

LCMS (Método E) 540.2 (M*+H), Rt. 2,90 min, 94,11% (Max).
Intermedio 28

3-((3-Butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2-
etoxipropanoato de metilo

A una suspension de NaH (60%, 21 mg, 0,55 mmol) en DMF seca (2 mL) a 0 °C, se afiadié una solucién de 3-(3-butil-3-
etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2-hidroxipropanoato de metilo
(Intermedio 27; 300 mg, 0,55 mmol) en DMF (5 mL) y la mezcla de reaccién se agité durante 5 minutos.55 mmol) en DMF
(5 mL) y la mezcla de reaccién se agité durante 5 minutos. A continuacién se afiadié yoduro de etilo (260 mg, 1,67 mmol)
y la mezcla de reaccién se agité durante 3 horas a temperatura ambiente. Una vez completada la reaccién (controlada
por TLC), la mezcla de reaccion se apagé con HCI diluido (1,5 N, 5 mL) a 0 °C, y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2
x 10 mL). La capa organica combinada se lavé con agua (15 mL) y salmuera (15 mL) y se secé sobre Na,SO4 anhidro.
La parte orgéanica se filtrd y se concentr6 al vacio. El material crudo resultante se purific6 mediante cromatografia en
columna Isolera (eluyente: 25% EtOAC/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para obtener el compuesto base. Rendimiento:
31% (98 mg, goma incolora).

LCMS (Método E) 568.3 (M*+H), Rt. 3,09 min, 65,63% (Max).
Intermedio 29

3-((3,3-Dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-
8-il)oxi)-2-hidroxipropanoato de metilo
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A una solucién de 1,1-diéxido de 3,3-dibutil-8-hidroxi-7-(metiltio)-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepina (1,5 g, 3,35
mmol) en DMF (10 mL), se afiadieron csocos (2.18 g, 6,70 mmol) y oxirano-2-carboxilato de metilo (1,02 g, 10,05 mmol) y
la mezcla de reaccidn se agitdé durante 12 horas a RT. Una vez completada la reaccién (controlada por TLC), la mezcla
de reaccién se apagd con agua (50 mL) y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 30 mL). La capa orgénica combinada
se lavé con agua (50 mL) y salmuera (50 mL) y se sec6 sobre Na>SO4 anhidro. La parte organica se filtré y se concentré
al vacio. El material crudo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: 45% EtOAc/PE;
gel de silice: 230-400 mesh) para obtener el compuesto base. Rendimiento: 45% (600 mg, goma incolora).

LCMS (Método E) 550.1 (M*+H), Rt. 3,20 min, 98,81% (Max).
Intermedio 30

3-((3,3-Dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-
8-il)oxi)-2-etoxipropanoato de metilo

A una suspensién de NaH (60%, 35 mg, 0,55 mmol) en DMF seca (3 mL) a 0 °C, se afiadié una solucién de 3-((3,3-dibutil-
7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2-hidroxipropanoato de metilo (Intermedio 29;
500 mg, 0,91 mmol) en DMF (7 mL) y la mezcla de reaccién se agité durante 10 minutos. A continuacién se afiadié yoduro
de etilo (426 mg, 2,73 mmol) y la mezcla de reaccién se agité durante 3 horas a temperatura ambiente. Una vez
completada la reaccién (controlada por TLC), la mezcla de reaccién se apagd con HCI diluido (1,5N,10mL)a 0°Cy la
capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 15 mL). La capa orgénica combinada se lavé con agua (20 mL) y salmuera (20
mL) y se secé sobre Na>SO4 anhidro. La parte organica se filtré y se concentré al vacio. El material crudo resultante se
purificd mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: 25% EtOAC/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para obtener
el compuesto base. Rendimiento: 30% (300 mg, goma incolora).

LCMS (Método E) 578.3 (M*+H), Rt. 3,28 min, 71,90% (Max).
Intermedio 31

7-bromo-3,3-dietil-5-(4-fluorofenil)-8-metoxi-2,3-dihidro-1,5-benzotiazepin-4(5H)-ona
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A una solucién agitada de 7-bromo-3,3-dietil-8-metoxi-2,3-dihidro-1,5-benzotiazepin-4(5H)-ona (20 g, 0,06 mol) en 4-
bromo fluorobenceno (200 mL), se afiadieron yoduro de cobre (1) (1,10 g, 0,006 mol) y KoCO3 (16,05 g, 0,12 mol) y la
mezcla de reaccién se purgd con nitrégeno durante 20 minutos para desgasificar. A continuacién se afiadié Tris[2-(2-
metoxietoxi)etillJamina (3,75 g, 0,01 mol) bajo atmésfera de nitrégeno y la mezcla de reaccién resultante se calenté durante
3 dias a 135 °C. Una vez completada la reaccion (controlada por TLC y UPLC), la mezcla de reaccién se filtr6 a través de
celita y la almohadilla de celita se lavé con EtOAc (100 mL). El filtrado se concentrd al vacio y el residuo obtenido se
repartié entre agua (100 mL) y EtOAc (50 mL). La capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 100 mL), y la capa organica
combinada se lavd con agua (70 mL) y salmuera (70 mL). La parte organica se secé sobre Na;SO, anhidro, se filtré y se
concentré al vacio. El material crudo resultante se purificé mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: 2-4%
EtOAC/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para obtener el compuesto base. Rendimiento: 70% (18,0 g, sélido blanco).
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H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 7.36 (s, 1H), 7.22-7.14 (m, 5H), 3.90 (s, 3H), 3.15 (s, 2H), 1.50-1.45 (m, 4H), 0.78 (t, J =
9.6 Hz, 6H). LCMS (Método E) 440,1 (M*+2), Rt. 2,97 min, 96,42% (Max). HPLC: (Método E) Rt. 5,97 min, 94,16% (M&x).

Intermedio 32

7-bromo-3,3-dietil-5-(4-fluorofenil)-8-metoxi-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepina

,x"ﬁ*V Sy \Xm
B¢ f"‘-\x\

S
E

A una solucibn agitada de 7-bromo-3,3-dietil-5-(4-fluorofenil)-8-metoxi-2,3-dihidro-1,5-benzotiazepin-4(5H)-ona
(Intermedio 31; 18,0 g, 0,04 mol) en THF (90 mL) a 0 °C, se afiadié gota a gota dimetilsulfuro de borano (2M en THF, 102
mL, 0,21 mol) y la mezcla de reaccién se someti6é a reflujo durante 48 horas a 70 °C. Una vez completada la reaccién
(monitorizada por UPLC), la mezcla de reaccidn se enfrié a 0 °C y se apagé con metanol (50 mL). La solucidn resultante
se calentd durante 2 horas a 70 °C y, a continuacién, se enfrié a temperatura ambiente y se concentré al vacio. El residuo
obtenido se particion6 con agua (100 ml) y EtOAc (50 mL), y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 100 mL). La capa
organica combinada se lavé con agua (70 mL) y salmuera (70 mL) y se secé sobre Na,SO4 anhidro. La parte orgénica se
concentré al vacio y el crudo resultante pasé a la etapa siguiente sin mas purificacién. Rendimiento: 21 g (crudo, sélido
blanco).

H NMR (400 MHz, DMSO-ds). 5 7.12-6.95 (m, 5H), 6.88 (s, 1H), 3.81 (s, 3H), 3.70-3.45 (m, 2H), 2.78 (s, 2H), 1.45-1.18
(m, 4H), 0.70 (t, J = 7.6 Hz, 6H). LCMS (Método E) 424,9 (M*+2), Rt. 3,44 min, 86,38% (Méx). HPLC: (Método E) Rt. 6,97
min, 94,07% (Méx).

Intermedio 33

1,1-diéxido 7-bromo-3,3-dietil-5-(4-fluorofenil)-8-metoxi-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepina
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A una solucién agitada de 7-bromo-3,3-dietil-5-(4-fluorofenil)-8-metoxi-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepina (Intermedio
32; 21,0 g, 0,05 mol) en THF (147 mL), se afiadié agua (63 mL), oxona (152,1 g, 0,49 mol) a 0 °C y la mezcla de reaccién
se agité durante 48 horas a temperatura ambiente. Una vez completada la reaccién (controlada por TLC), se filtr6 la
mezcla de reaccién. El filtrado se diluyé con agua (100 ml) y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 100 mL). La capa
organica combinada se lavé con agua (70 mL) y salmuera (70 mL), se secé sobre Na>SO,4 anhidro y se concentré al vacio.
El material crudo resultante se purificé mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: 10% MeOH/DCM; gel de
silice: 230-400 mesh) y el producto obtenido se trituré con éter de petréleo (2 X 100 mL) para obtener el compuesto base.
Rendimiento: 93% (21,0 g, sélido marrén).

H NMR (400 MHz, DMSO-de): & 7.44 (s, 1H), 7.25-7.02 (m, 5H), 3.92 (s, 3H), 3.66 (s, 2H), 3.33 (s, 2H), 1.60-1.42 (m
2H), 1.42-1.28 (m, 2H), 0.71 (t, J = 9.6 Hz, 6H). LCMS (Método E) 458,1 (M*+2), Rt. 2,94 min, 95,31% (Max).

Intermedio 34

1,1-diéxido de 3,3-Dietil-5-(4-fluorofenil)-8-hidroxi-7-(metiltio)-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepina
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A una solucibn agitada de 1,1-dibxido de 7-bromo-3,3-dietil-5-(4-fluorofenil)-8-metoxi-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-
benzotiazepina (Intermedio 33; 10,0 g, 0,02 mol) en DMF (100 mL), se afiadié tiometoxido sédico (7,67 g, 0,11 mol) a
temperatura ambiente y la mezcla resultante se agité durante 16 horas a 70 °C. Una vez completada la reaccién
(controlada por TLC), la mezcla de reaccién se apagé con agua (100 mL) y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 100
mL). La capa organica combinada se lavd con salmuera (50 mL), se secé sobre Na;SO4 anhidro y se concentré al vacio.
El material crudo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: 36-50% EtOAC/PE; gel de
silice: 230-400 mesh) para obtener el compuesto base. Rendimiento: 88% (7,90 g, sélido blanquecino).

H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 5 10.54 (s, 1H), 7.30 (s, 1H), 7.09-6.99 (m, 2H), 6.99-6.91 (m, 2H), 6.64 (s, 1H), 3.72-3.50
(m, 2H), 3.25-3.18 (m, 2H), 2.18 (s, 3H), 1.65-1.46 (m, 2H), 1.43-1.25 (m, 2H), 0.74 (t, J = 7.20 Hz, 6H). LCMS (Método I)
410,0 (M*+H), Rt. 2,46 min, 92,37% (M4x). HPLC: (Método E) Rt. 5,33 min, 94,90% (M&x).

Intermedio 35

3-((3,3-Dietil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2,2-
dimetilpropanoato de metilo

A una solucién agitada de 1,1-diéxido de 3,3-dietil-5-(4-fluorofenil)-8-hidroxi-7-(metiltio)-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-
benzotiazepina (Intermedio 35; 300 mg, 0.73 mmol) en THF (10 mL), se afiadieron metil-3-hidroxi-2,2-dimetilpropanoato
(96 mg, 0,73 mmol), trifenilfosfina (288 mg, 1,09 mmol) y DBAD (336 mg, 1,46 mmol) y la mezcla de reaccidén se agit
durante 16 horas a temperatura ambiente. Una vez completada la reaccién (controlada por TLC), la mezcla de reaccidn
se diluyé con agua (10 mL) y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 20 mL). La capa organica combinada se lavé con
agua (25 mL) y salmuera (25 mL) y se sec6 sobre Na>SO4 anhidro. La parte organica se filtré y se concentré al vacio. El
material crudo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: 10-20% EtOAcC/PE; gel de
silice: 230-400 mesh) para obtener el compuesto base. Rendimiento: 78% (300 mg, goma blanca).

LCMS (Método E) 524.0 (M*+H), Rt. 3,17 min, 93,5% (Max).
Intermedio 36

2-Hidroxi-3-((7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-3,3-dipropil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)propanoato
de metilo
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A una solucién agitada de 1,1-dibéxido de 8-hidroxi-7-(metiltio)-5-fenil-3,3-dipropil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepina
(500 mg, 1,19 mmol) en DMF (10 mL) se afiadieron CsoCOs3 (777 mg, 2,38 mmol) y oxirano-2-carboxilato de metilo (365
mg, 3,57 mmol), y la mezcla de reaccién se agité durante 4 dias a temperatura ambiente. Una vez completada la reaccidn
(controlada por TLC; ~50% de conversién), la mezcla de reaccién se apagd con HCI diluido (1,5 N, 10 mL) y la capa
acuosa se extrajo con acetato de etilo (2 x 10 mL). La capa organica combinada se sec6 sobre Na>SO,4 anhidro, se filtré
y se concentré al vacio. El material crudo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: 30-
40% EtOAC/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para obtener el compuesto base. Rendimiento: 24% (150 mg, goma
amarilla).

LCMS (Método K) 521.9 (M*+H), Rt. 3,03 min, 95,10% (Max).
Ejemplo 1

Acido 3-((3-butil-5-(4-fluorofenil)-3-metil-7-(metiltio)-1, 1-dioxido-2,3,4,56-tetra hidro-1, 5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2-
hidroxipropanoico (diastereémeros individuales)
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Diastereémero 1

A una solucién agitada del diastereémero 1 de 3-((3-butil-5-(4-fluorofenil)-3-metil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-
tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2-hidroxipropanoato de metilo (Intermedio 7; 80 mg, 0,15 mmol) en 1,4-dioxano (1
mL), se afiadié HCIl aqg. (6 N, 3 mL) y la mezcla de reaccién se calent6é a 80 °C durante 16 horas. Una vez completada la
reaccién (controlada por TLC), la mezcla de reaccién se diluyé con agua (5 mL) y la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2
x 20 mL). La capa organica combinada se lavd con agua (5 mL) y salmuera (5 mL) y se secd sobre Na,SO4 anhidro. La
parte organica se filtr6 y se concentré al vacio. El material crudo resultante se purificé mediante cromatografia en columna

Isolera (eluyente: 10-20% MeOH/DCM; gel de silice: 230-400 mesh) para obtener el compuesto base.

Los diastereémeros 2, 3y 4 del compuesto base se obtuvieron siguiendo el mismo procedimiento, partiendo de 80 a 85
mg de los diastereémeros 2, 3 y 4 del intermedio 7, respectivamente.

Diastered6mero 1: Rendimiento: 32% (25 mg, so6lido blanco). 'TH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 5 7.36 (s, 1H), 7.07-6.99 (m
4H), 6.73 (s, 1H), 4.33 (d, J = 6.8 Hz, 1H), 4.12 (s, 2H), 3.69-3.52 (m, 2H), 3.31-3.22 (m, 2H), 2.20 (s, 3H), 1.55-1.38 (m,
1H), 1.30-1.10 (m, 5H), 0.99 (s, 3H), 0.76 (t, J = 8.4 Hz, 3H). LCMS (Método E) 512.0 (M*+H), Rt. 2,83 min, 98,75% (Max).
HPLC: (Método B) Rt. 5,10 min, 98,25% (Max). SFC Quiral: (Método G) Rt. 2,59 min, 99,42% (Max).

Diastered6mero 2: Rendimiento: 32% (25 mg, solido blanco). 'TH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 7.35 (s, 1H), 7.06- 6.98 (m,
4H), 6.72 (s, 1H), 4.35 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 4.07-4.04 (m, 2H), 3.62 (m, 2H), 3.21 (m, 2H), 2.20 (s, 3H), 1.55-1.39 (m, 1H),
1.35-1.05 (m, 5H), 1.03 (s, 3H), 0.79 (t, J = 8.4 Hz, 3H). LCMS (Método E) 512.0 (M*+H), Rt. 2,82 min, 99,25% (Max).
HPLC: (Método B) Rt. 5,11 min, 98,71% (Max). SFC Quiral: (Método G) Rt. 4,19 min, 99,14% (Max).

Diastereémero 3: Rendimiento: 49% (40 mg, s6lido blanquecino). 'TH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 7.36 (s, 1H), 7.07-
6.98 (m, 4H), 6.72 (s, 1H), 4.33-4.30 (m, 1H), 4.21-4.15 (m, 2H), 3.88-3.44 (m, 2H), 3. 22 (s, 2H), 2.20 (s, 3H), 1.46-1.33
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(m, 1H), 1.32-1.10 (m, 5H),

1.04 (s, 3H), 0.80 (t, J = 7.2 Hz, 3H). LCMS (Método E) 512.0 (M*+H), Rt. 2,83 min, 98,66%
(Méx). HPLC: (Método B) Rt. 5,1

,10 min, 98,19% (Méx). SFC Quiral: (Método G) Rt. 2,50 min, 99,54% (Max).
Diastereémero 4: Rendimiento: 52% (40 mg, s6lido blanquecino). 'TH NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 7.36 (s, 1H), 7.07-
6.98 (m, 4H), 6.73 (s, 1H), 4.33 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 4.17-4.11 (m, 2H), 3.90-3.45 (m, 2H) 3.33-3.30 (m, 2H), 2.20 (s, 3H),
1.58-1.39 (m, 1H), 1.33-1.08 (m, 5H), 1.00 (s, 3H), 0.80 (t, J = 7.2 Hz, 3H). LCMS (Método H) 512,2 (M*+H), Rt. 2,06 min,
96,13% (Méx). HPLC: (Método B) Rt. 5,10 min, 96,16% (Méax). SFC Quiral: (Método G) Rt. 3,88 min, 99,19% (Max).

Se desconoce la configuracion absoluta de los cuatro diastereémeros.

Ejemplo 2

Acido I-(((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1, 1-dioxido-2,3,4,5-tetra  hidro-1, 5-benzotiazepin-8-
ilJoxi)metil)ciclopropano-1-carboxilico
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A una solucién agitada de 1-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-
iloxi)metil)ciclopropano-1-carboxilato de etilo (Intermedio 15; 240 mg, 0,42 mmol) en una mezcla de 1,4-dioxano y agua
(7:3, 10 mL) se afiadié hidréxido de litio (36 mg, 0,85 mmol) y la mezcla de reaccién se agité durante 1 hora a temperatura
ambiente. Una vez completada la reaccién (controlada por TLC), la mezcla de reaccién se acidificé con HCI diluido (1,5
N, pH~4) y se diluyd con agua helada (2 mL). La capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 10 mL), y la capa orgénica
combinada se lavd con agua (10 mL) y salmuera (10 mL). La parte organica se secé sobre Na>SO, anhidro, se filtré y se
concentré al vacio. El material crudo resultante se trituré con hexano y se filtr6 para obtener el compuesto base.
Rendimiento: 22% (50 mg, sélido blanco).

H NMR (400 MHz, DMSO-de): 5 12.42 (s, 1H), 7.27 (s, 1H), 7.05-7.07 (m, 4H), 6.63 (s, 1H), 4.19 (s, 2H), 3.84-3.54 (bs,
2H), 3.27 (s, 2H), 2.16 (s, 3H), 1.59-1.36 (m, 4H), 1.35-0.98 (m, 8H), 0.79-0.69 (m, 6H). LCMS (Método E) 536.2 (M*+H),
Rt. 2,92 min, 98,33% (Max). HPLC: (Método B) Rt. 5,91 min, 96,58% (M&x).

Ejemplo 3

(Acido (S)-1-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1, 1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1, 5-benzotiazepin-8-
ilJoxi)metil)ciclopropano-1-carboxilico y acido (R)-1-(({3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1, 1-dioxido-
2,3,4,5-tetrahidro-1, 5-benzotiazepin-8-il)oxi)metil)ciclopropano-1-carboxilico, 1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-
benzotiazepin-8-il)oxi)metil)ciclopropano-1-acido carboxilico

Los dos enantibmeros del é&cido 1-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1, 1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-
benzotiazepin-8-il)oxi)metil)ciclopropano-1-carboxilico racémico (Ejemplo 2; 40 mg, 0, 074 mmol) se separaron por SFC
quiral (Método O). El material se concentré al vacio a 40 °C. La primera fraccidén de eIucic’)n correspondid al enantiémero
1y la segunda fraccién de elucién correspondié al enantidmero 2. Se desconoce la configuracién absoluta de los dos
enantidmeros.

Enantiomero 1: Rendimiento: 32% (13 mg, sélido blanquecino). 'TH NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 0 (s, 1H), 7.28 (s,
1H), 7.06 (d, J = 8.0 Hz, 4H), 6.63 (s, 1H), 4.19 (s, 2H), 3.65 (bs, 2H), 3.27 (s, 2H), 2.15 (s, 3H), 1 .35 (m, 4H), 1.24-
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1.19 (m, 3H), 1.11-1.07 (m, 5H), 0.82-0.68 (m, 6H). LCMS (Método E) 536.2 (M*+H), Rt. 2,91 min, 97,46% (Méax). HPLC:
(Método E) Rt. 5,99 min, 96,04% (Méax). SFC Quiral: (Método O) Rt. 2,74 min, 97,81% (Méx).

Enantidmero 2: Rendimiento: 10% (4 mg, sélido blanquecino). 'TH NMR (400 MHz, DMSO-de): & 12.41 (s, 1H), 7.28 (s,
1H), 7.06 (d, J = 8.4 Hz, 4H), 6.63 (s, 1H), 4.19 (s, 2H), 3.66 (bs, 2H), 3.32 (s, 2H), 2 16 (s, 3H), 1.51-1.36 (m, 4H), 1.31-
1.24 (m, 3H), 1.11-1.07 (m, 6H), 0.80-0.70 (m, 6H). LCMS (Método E) 536.1 (M*+H), Rt. 3,07 min, 95,83% (Méx). HPLC:
(Método E) Rt. 5,995 min, 95,29% (Max). SFC Quiral: (Método O) Rt. 3,70 min, 99,39% (Max).

Ejemplo 4

Acido 3-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2,2-
dimetilpropanoico

A una solucién agitada de 3-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-
iloxi)-2,2-dimetilpropanoato de metilo (Intermedio 16; 300 mg, 0,54 mmol) en una mezcla de 1,4-dioxano y agua (7:3, 10
mL) se afiadid hidréxido de litio (45 mg, 1,0 mmol) y la mezcla de reaccidén se agité a temperatura ambiente durante 1
hora. Una vez completada la reaccidén (controlada por TLC), la mezcla de reaccién se acidificé con HCI diluido (1,5 N,
pH~4) y se diluyd con agua helada (2 mL). La capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 5 mL), y la capa organica combinada
se lavo con agua (5 mL) y salmuera (5 mL). La parte organica se secé sobre Na SOy anhidro, se filtré y se concentré al
vacio. El material crudo resultante se purificé mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: 9% MeOH/DCM,; gel
de silice: 230-400 mesh) y el residuo obtenido se purificé de nuevo por HPLC preparativa (método A) para obtener el
compuesto base. Rendimiento: 41% (130 mg, sélido blanco).

"H NMR (400 MHz, DMSO-ds): & 12.43 (s, 1H), 7.27 (s,IH), 7.07-7.05 (m, 4H), 6.26 (s, 1H), 4.05 (s, 2H), 3.67 (bs, 2H),
3.34-3.28 (m, 2H), 2 15 (s, 3H), 1.50-1.34 (m, 4H), 1.25 (s, 6H), 1.22-1.04 (m, 4H), 0.78- 0.72 (m, 6H). LCMS (Método E)
538.1 (M*+H), Rt. 3,13 min, 97,56% (Méax). HPLC: (Método B) Rt. 6,04 min, 96,19% (Max).

Ejemplo 5

5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2,2-
1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-

(S)-3+((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1, 1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,
dimetilpropanoico y acido (R)-3-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,
benzotiazepin-8-il)oxi)-2, 2-dimetilpropanoico
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Los dos enantibmeros del &cido 3-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1, 1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-
benzotiazepin-8-il)oxi)-2,2-dimetilpropanoico racémico (Ejemplo 4; 100 mg, 0,18 mmol) se separaron por SFC (metodo
H). El material se concentrd al vacio a 40 °C. La primera fraccién de elucién correspondié al enantiémero 1 y la segunda
fraccién de elucion correspondié al enantidmero 2. Se desconoce la configuracidén absoluta de los dos enantidmeros.

Enantiomero 1: Rendimiento: 33% (33 mg, sélido blanco). '"H NMR (400 MHz, DMSO-de): & 12.43 (s, 1H), 7.27 (s, 1H),
7.07 (t, J = 8.00 Hz, 4H), 6.63 (s, 1H), 4.06 (s, 2H), 3.66 (s, 2H), 3.28 (s, 2H), 2.16 (s, 3H), 1.31-1.33 (m, 10H), 1.02-1.04
(m, 4H), 0.73-0.75 (m, 6H). LCMS (Método H) 538,5 (M*+H), Rt. 2,33 min, 96,81% (Méax). HPLC: (Método B) Rt. 6,05 min,
95,30% (Méx). SFC Quiral: (Método H) Rt. 3,35 min, 99,93% (Max).

Enantiomero 2: Rendimiento: 26% (26 mg, sélido blanco). "H NMR (400 MHz, DMSO-de): & 12.40 (s, 1H), 7.27 (s, 1H),
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7.05-7.07 (m, 4H), 6.63 (s, 1H), 4.06 (s, 1H), 3.65 (s, 2H), 3.28 (s, 2H), 2.16 (s, 3H), 1.31-1.33 (m, 11H), 1.02-1.04 (m,
4H), 0.73-0.75 (m, 6H). LCMS (Método H) 538,5 (M*+H), Rt. 2,33 min, 97,41% (M&x). HPLC: (Método B) Rt. 6,02 min,
95,58% (Max). SFC Quiral: (Método H) Rt. 2,74 min, 99,96% (Méx).

Ejemplo 6

Acido 3-((3,3-di-etil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-ilJoxi)-2-fluoro-2-
metilpropanoico

A una solucidén agitada de 1,1-diéxido de 3,3-dietil-8-(2-hidroxi-2-metoxi-propoxi)-7-(metiltio)-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,
5-benzotiazepina (Intermedio 18; 30 mg, 0,05 mmol) en una mezcla de 1,4-diéxano y agua (2:3, 5 mL) se afiadid hidréxido
de litio (4,9 mg, 0,11 mmol) y la mezcla de reaccién se agité durante 1 hora a temperatura ambiente. Una vez completada
la reaccién (controlada por TLC), la mezcla de reaccion se acidificd con HCI diluido (1,5 N, pH~4) y se diluyé con agua
helada (2 mL). La capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 5 mL), y la capa organica combinada se lavé con agua (5 mL)
y salmuera (5 mL). La parte organica se secd sobre Na>SO4 anhidro, se filtré y se concentré al vacio. El material crudo
resultante se purificé mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: 9% MeOH/DCM,; gel de silice: 230-400 mesh)
y el residuo obtenido se purific6 de nuevo por HPLC preparativa (método A) para obtener el compuesto base.
Rendimiento: 68% (20 mg, sélido blanco).

H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 13.53 (bs, 1H), 7.35 (s, 1H), 7.22 (t, J = 8.4 Hz, 2H), 6.99 (d, J = 7.2 Hz, 2H), 6.84 (t, J =
7.6 Hz, 1H), 6.72 (s, 1H), 4.49-4.38 (m, 2H), 3.70 (s, 2H), 3.26 (s, 2H), 2.17 (s, 3H), 1.62- 1.57 (m, 5H), 1.37-1.32 (m, 2H),
0.75 (t, J = 7.2 Hz, 6H). LCMS (Método E) 496.0 (M*+H), Rt. 2,84 min, 99,03% (M&x). HPLC: (Método B) Rt. 5,25 min,
97,49% (M&x).

Ejemplo 7
Acido (S)-3+(3,3-dietil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2-fluoro-2-

metilpropanocico y acido (R)-3+((3,3-dietil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-
ilJoxi)-2-fluoro-2-metilpropanoico
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Enantidmero 1:

A una solucién agitada del enantibmero 1 de 3-((3,3-dietil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-
benzotiazepin-8-il)oxi)-2-fluoro-2-metilpropanoato de metilo (Intermedio 18; 30 mg, 0,07 mmol) en una mezcla de 1,4-
dioxano y agua (2:3, 5 mL) se afiadié hidréxido de litio (5 mg, 0,11 mmol) y la mezcla de reaccién se agité durante 1 hora
a temperatura ambiente. Una vez completada la reaccién (controlada por TLC), la mezcla de reaccién se acidificé con
HCI diluido (1,5 N, pH~4) y se diluy6 con agua helada (2 mL). La capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 5 mL), y la capa
organica combinada se lavd con agua (5 mL) y salmuera (5 mL). La parte organica se secd sobre Na>,SO,4 anhidro, se
filtr6 y se concentré al vacio. El material crudo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente:
9% MeOH/DCM,; gel de silice: 230-400 mesh) para obtener el compuesto base.

[2] El enantiémero 30 del compuesto base se obtuvo siguiendo el mismo procedimiento, partiendo de 2 mg de enantiémero
18 del intermedio 11.

sélido blanco). 'H NMR (400 MHz, DMSO-de): 13.54 (bs, 1H), 7.36 (s, 1H),

Enantiémero 1: Rendimiento: 77% (22 m
d,J=72Hz 2H),6.84 (t, J =7.2Hz, 1H), 6.72 (s, 1H), 4.47- 4.38 (m, 2H), 3.67 (s,

g,
7.22 (dd, J =7.2, 8.8 Hz, 2H), 6.96 ( 7.
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2H), 3.26 (s, 2H), 2.17 (s, 3H), 1.62-1.57 (m, 5H), 1.37-1.32 (m, 2H), 0.75 (t, J = 7.2 Hz, 6H). LCMS: (Método E) 496.2
(M*+H), Rt. 2,64 min, 98,33% (Max). HPLC: (Método B) Rt. 5,35 min, 98,75% (Méx). SFC quiral (método G): Rt.1.80 min,
98.82% (Max).

Enantiémero 2: Rendimiento: 77.54% (22 mg, sélido blanco). "H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 13.52 (bs, 1H), 7.36 (s, 1H),
722 (t, J=84Hz 2H),6.96 (d, J =7.6 Hz, 2H), 6.84 (t, J= 7.6 Hz, 1H), 6.72 (s, 1H) 4.47-4.38 (m, 2H), 3.68 (s, 2H), 3.27
(s, 2H), 2.17 (s, 3H), 1.62-1.57 (m, 5H), 1.37-1.32 (m, 2H), 0.75 (t, J = 7.2 Hz, 6H). LCMS (Método E) 496.2 (M*+H), Rt.
2,64 min, 98,23% (Méx). HPLC: (Método B) Rt. 5,35 min, 98,42% (Max). SFC quiral (método G): rt 2,58 min, 98,47%
(Mé&x).

Se desconoce la configuracion absoluta de los dos enantiémeros.
Ejemplo 8

Acido 3-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1, 1-dioxido-2,3,4,5-tetra hidro-1, 5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2-
metoxipropanoico
\\_
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A una solucién agitada de 3-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-
ilYoxi)-2-metoxipropanoato de metilo (Intermedio 20; 60 mg, 0,10 mmol) en 1,4-dioxano (1,5 mL) se afladié hidréxido de
litio (5,19 mg, 0,217 mmol) y la mezcla de reaccién se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. Una vez completada
la reaccién (controlada por TLC), la mezcla de reaccion se acidificé con HCI diluido (1,5 N, 2 mL) y la capa acuosa se
extrajo con EtOAc (2 x 10 mL). La capa organica combinada se lavé con agua (5 mL) y salmuera (5 mL) y se secé sobre
Na>SO4 anhidro. La parte organica se filtr6 y se concentré al vacio. El crudo obtenido se purificé por prep-HPLC (método
A) para obtener el compuesto base. Rendimiento: 27% (16 mg, sélido blanco).

H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 13.20 (s, 1H), 7.33 (s, 1H), 7.07 (d, J = 7.20 Hz, 4H), 6.62 (s, 1H), 4.36- 4.09 (m, 3H),
3.65 (bs, 2H), 3.34 (s, 2H), 3.29 (s, 3H), 2.16 (s, 3H), 1.52-1.37 (m, 4H), 1.11-0.99 (m, 4H), 0.77-0.72 (m, 6H). LCMS
(Método E) 540.0 (M*+H), Rt. 2,97 min, 98,12% (Méx). HPLC: (Método B) Rt. 5,59 min, 99,49% (Méx).

EJEMPLO 9:

Acido 3-((3,3-dibutil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2-
metoxipropanoico
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A una solucién agitada de 3-((3,3-dibutil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2, 3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-
ilYoxi)-2-metoxipropanoato de metilo (Intermedio 26; 50 mg, 0,08 mmol) en una mezcla de 1,4-dioxano y agua (3 mL) se
afiadié hidréxido de litio (7,22 mg, 0,17 mmol) y la mezcla de reaccidén se agité durante 2 horas a temperatura ambiente.
Una vez completada la reaccién (controlada por TLC), la mezcla de reaccion se acidificé con HCI diluido (1,5 N, 2mL) y
la capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 10 mL). La capa organica combinada se lavé con agua (5 mL) y salmuera (5
mL) y se sec6 sobre Na,SO4 anhidro. La parte organica se filtré y se concentrd al vacio. El crudo obtenido se purificé por
prep-HPLC (método A) para obtener el compuesto base. Rendimiento: 24% (12 mg, sélido blanco).

1H NMR (400 MHz, DMSO-de): & 13.06 (s, 1H), 7.32 (s, 1H), 7.09 (d, J = 6.8 Hz, 4H), 6.59 (s, 1H), 4.36- 4.33 (m, 1H),
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4.27-4.23 (m, 1H), 4.12 (bs, 1H), 3.64 (bs, 2H), 3.40 (s, 3H), 3.29 (s, 2H), 2.15 (s, 3H), 1.37-1.34 (m, 4H), 1.24-1.02 (m,
8H), 0.76 (t, J = 6.80 Hz, 6H). LCMS (Método E) 568.1 (M*+H), Rt. 3,15 min, 98,26% (Méx). HPLC: (Método B) Rt. 6,07
min, 97,56% (Méx).

Ejemplo 10
Acido (S)-3-((3,3-dibutil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2-

metoxipropanoico y acido (R)-3-((3,3-dibutil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-
benzotiazepin-8-il)oxi)-2-metoxipropanoico
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Los dos enantidmeros del &cido  3-((3,3-dibutil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1, 1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-
benzotiazepin-8-il)oxi)-2-metoxipropanoico racémico (Ejemplo 9; 30 mg, 5,29 mmol) se separaron por SFC quiral (metodo
H).). El material se concentrd al vacio a 40 °C. La primera fraccién de elucidn correspondié al enantiémero 1y la segunda

fraccién de elucion correspondié al enantidmero 2. Se desconoce la configuracidén absoluta de los dos enantidmeros.

Enantiomero 1: Rendimiento: 16% (5.0 mg, s6lido blanco). 'TH NMR (400 MHz, DMSO-dg): & 13.12 (s, 1H), 7.33 (s, 1H),
7.09 (d, J = 6.8 Hz, 4H), 6.59 (s, 1H), 4.35-4.33 (m, 1H), 4.27-4.23 (m, 1H), 4. 15 4.13 (m, 1H), 3.62 (bs, 2H), 3.40 (s, 3H),
3.38 (s, 2H), 2.15 (s, 3H), 1.41-1.37 (m, 6H), 1.35-1.03 (m, 6H), 0.76 (t, J = 6.40 Hz, 6H). LCMS (Método E) 568.2 (M*+H),
Rt. 2,78 min, 94,49% (Max). HPLC: (Método B) Rt. 6,09 min, 97,7% (Méx). SFC Quiral: (Método H) Rt. 3,55 min, 99,58%
(Mé&x).

Enantiémero 2: Rendimiento: 26% (8 mg, solido blanco). '"H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 13.05 (s, 1H), 7.33 (s, 1H),
7.09 (d, J = 6.8 Hz, 4H), 6.59 (s, 1H), 4.36-4.33 (m, 1H), 4.27-4.23 (m, 1H), 4. 15 4.13 (m, 1H), 3.62 (bs, 2H), 3.40 (s, 3H),
3.29 (s, 2H), 2.14 (s, 3H), 1.41-1.30 (m, 6H), 1.30-1.02 (m, 6H), 0.76 (t, J = 6.80 Hz, 6H). LCMS (Método E) 568.2 (M*+H),
Rt. 2,78 min, 87,94% (Max). HPLC: (Método B) Rt. 6,09 min, 90,72% (Max). SFC Quiral: (Método H) Rt. 4,32 min, 95,74%
(Mé&x).

Ejemplo 11

Acido 3-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2-
etoxipropanoico

A una solucién agitada de 3-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-
ilYoxi)-2-etoxipropanoato de metilo (Intermedio 28; 97 mg, 0,17 mmol) en una mezcla de 1,4-dioxano y agua (7:3, 4 mL)
se afiadié hidréxido de litio (14 mg, 0,34 mmol) y la mezcla de reaccién se agité durante 2 horas a temperatura ambiente.
Una vez completada la reaccién (controlada por TLC), la mezcla de reaccién se acidificé con HCI diluido (1,5 N, pH~3) y
se diluy6é con agua helada (2 mL). La capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 10 mL) y la capa organica combinada se
lavé con agua (10 mL) y salmuera (10 mL). La parte organica se secé sobre Na>SO4 anhidro, se filtré y se concentré al
vacio. El material crudo resultante se trituré6 con hexano, se filtr6 y se sec6 al vacio para obtener el compuesto base.
Rendimiento: 40% (20 mg, sélido blanco).
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1H NMR (400 MHz, DMSO-de): & 12.91 (bs, 1H), 7.37 (s, 1H), 7.08-7.06 (m, 4H), 6.62 (s, 1H), 4.35-4.33 (m, 1H), 4.28-
4.24 (m, 2H), 3.72-3.68 (m, 2H), 3.57-3.52 (m, 2H), 3.29-3.21 (m, 2H), 2.16 (s, 3H), 1.59- 1.33 (m, 4H), 1.22-0.95 (m, 7H),
0.79-0.68 (m, 6H). LCMS (Método E) 554.3 (M*+H), Rt. 2,87 min, 99,83% (Max). HPLC: (Método B) Rt. 5,89 min, 97,41%
(Méx).

Ejemplo 12

Acido 3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2-etoxipropanoico

A una solucién agitada de 3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5- tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2-
etoxipropanoato de metilo (Intermedio 30; 50 mg, 0.08 mmol) en una mezcla de 1,4-dioxano y agua (5:1, 3 mL), se afladié
hidréxido de litio (7,2 mg, 0,17 mmol) y la mezcla de reaccion se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. Una vez
completada la reaccién (controlada por TLC), la mezcla de reaccién se acidificé con HCI diluido (1,5 N, 2 mL) y la capa
acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 10 mL). La capa organica combinada se lavé con agua (5 mL) y salmuera (5 mL) y se
sec6 sobre Na SO, anhidro. La parte organica se filtré y se concentré al vacio. El crudo obtenido se purificé por prep-
HPLC (método A) para obtener el compuesto base. Rendimiento: 51% (25 mg, sélido blanco).

H NMR (400 MHz, DMSO-de): & 7.38 (s, 1H), 7.23 (t, J = 8.4 Hz, 2H), 7.01 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 6.88 (t, J = 6.8 Hz, 1H),
6.67 (s, 1H), 4.36-4.34 (m, 1H), 4.27-4.23 (m, 2H), 3.70-3.67 (m, 2H), 3.56 (s, 2H), 3.28 (s, 2H), 2.15 (s, 3H), 1.43-1.36
(m, 2H), 1.33-1.24 (m, 3H), 1.17-1.03 (m, 10H), 0.77 (t, J = 6.80 Hz, 6H). LCMS (Método E) 564.3 (M*+H), Rt. 3,08 min,
99,82% (Max). HPLC: (Método B) Rt. 6,39 min, 97,45% (M&x).

Ejemplo 13

Acido 3-((3,3-dietil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2,2-
dimetilpropanoico

A una solucién de 3-((3,3-dietil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2,2-
dimetilpropanoato de metilo (Intermedio 35; 300 mg, 0,57 mmol) en una mezcla de 1,4-dioxano y agua (7:3, 10 mL) se
afadid hidréxido de litio (48 mg, 1,14 mmol) y la mezcla de reaccién se agité durante 1 hora a temperatura ambiente. Una
vez completada la reaccién (controlada por TLC), la mezcla de reaccién se acidificé con HCI diluido (1,5 N, pH~3) y se
diluyé con agua helada (2 mL). La capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 X 10 mL), y la capa organica combinada se lavé
con agua (20 mL) y salmuera (20 mL). La parte orgéanica se sec6 sobre Na,SO4 anhidro, se filtré y se concentrd al vacio.
El material crudo resultante se trituré con hexano y se filtré para obtener el compuesto base. Rendimiento: 15% (45 mg,
sélido blanco).

1H NMR (400 MHz, DMSO-de): 5 12.43 (s, 1H), 7.28 (s, 1H), 7.09-7.02 (m, 4H), 6.66 (s, 1H), 4.07 (s, 2H), 3.69 (s, 2H),
3.27 (s, 2H), 2.17 (s, 3H), 1.55-1.49 (m, 2H), 1.38-1.31 (m, 2H), 1.25 (s, 6H), 0.74 (t, J = 7.6 Hz, 6H). LCMS (Método E)
510.2 (M*+H), Rt. 2,78 min, 98,4% (Méax). HPLC: (Método B) Rt. 5,55 min, 96,41% (Méx).

Ejemplo 14
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Acido 2-hidroxi-3-((7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-3,3-dipropil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-
ilJoxi)propanoico

A una solucién agitada de 2-hidroxi-3-((7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-3,3-dipropil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-
iloxi)propanoato de metilo (Intermedio 36; 150 mg, 0,29 mmol) en 1,4-dioxano (5 mL), se afiadid HCI 6N (3 mL) a
temperatura ambiente y la mezcla de reaccién se agité durante 16 horas a 100 °C. Una vez completada la reaccién
(controlada por TLC), la mezcla de reaccién se diluy6 con agua (10 mL) y la capa acuosa se extrajo con acetato de etilo
(2 x 10 mL). La capa organica combinada se secd sobre Na>SO4 anhidro, se filtré y se concentré al vacio. El material
crudo resultante se purific6 mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: 40-50% EtOAc/PE; gel de silice: 230-
400 mesh) para obtener el compuesto base. Rendimiento: 46% (70 mg, sélido blanco).

H NMR (400 MHz, DMSO-ds): 8 12.81 (s, 1H), 7.35 (s, 1H), 7.23 (t, J = 8.4 Hz, 2H), 7.00 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 6.87 (t, J =
7.2 Hz, 1H), 6.68 (s, 1H), 5.80-5.40 (m, 1H), 4.42-4.32 (m, 1H), 4.32-4.15 (m, 2H), 3.88- 3.58 (m, 2H), 3.28 (s, 2H), 2.15
(s, 3H), 1.52-1.35 (m, 2H), 1.32-1.12 (m, 6H), 0.70 (t, J = 6.80 Hz, 6H). LCMS (Método K) 507.9 (M*+H), Rt. 2,69 min,
97,77% (Max). HPLC: (Método E) Rt. 5,32 min, 95,61% (M&x).

ENSAYOS BIOLOGICOS
Protocolo de ensayo IBAT (h/m)

Se sembraron 10.000 células (células humanas o de ratén que sobreexpresan IBAT) en una placa de 96 pocillos (Corning
CLS3809) en 200 pL de medio MEM-alfa (Gibco 12571-063) suplementado con un 10% de FBS (Gibco 10438026) que
contenia puromicina (Gibco A1113803) (10 pg/mL) y se incubaron a 37 °C en un 5% de CO durante 48 horas. Tras la
incubacién, se decanté el medio de los pocillos y las células se lavaron dos veces con 300 yL de medio basal MEM-alfa
(sin FBS). Tras decantar cada vez el medio basal MEM-alfa, se golpearon las placas contra papel de cocina para garantizar
la maxima eliminacioén de los medios residuales.

Se afiadieron diluciones del inhibidor de prueba (siendo la concentracién de prueba mas alta 10 pM, dilucién en serie
triple, 10 puntos) preparadas en DMSO (Sigma D2650) en mezcla de incubacién (manteniendo una concentracién final
de DMSO del 0,2%) que contenia 0,25 pyM de acido 3H-taurocélico (ARC ART-1368) y 5 uM de acido taurocélico frio
(Sigma T4009). A continuacidn, se afiadieron a los pocillos (por duplicado) 50 uyl de mezcla de incubacién que contenia
inhibidores de prueba y se incubaron las placas durante 20 minutos en una incubadora de CO,a 37 °C. Tras la incubacion,
se detuvo la reaccién manteniendo las placas en una mezcla de agua helada durante 2-3 minutos y, a continuacién, se
aspir6 completamente la mezcla de incubacién de los pocillos. Los pocillos se lavaron dos veces con 250 pL de &cido
taurocélico no marcado refrigerado 1 mM disuelto en HEPES (Gibco 15630080) tamponado (10 mM) HBSS (Gibco
14175079) (pH 7,4). Las placas se golpearon contra unatoalla de papel después de cada lavado para garantizar la maxima
eliminacién del tampén de bloqueo.

Se afiadieron 20 pL de MicroScint-6013621 (PerkinElmer 120) a los pocillos y se mantuvieron durante toda la noche a
temperatura ambiente antes de leer las placas en el TopCount NXT™ Microplate Scintillation and Luminescence Counter
de PerkinElmer segun el protocolo de prueba 3H (ajustado a un tiempo de lectura de 120 segundos por pocillo).

Protocolo de ensayo LBAT (h/m)

Se sembraron 20.000 células (células humanas o de ratdn que sobreexpresan LBAT) en una placa de 96 pocillos (Corning
CLS3809) en 100 pL de medio MEM-alfa (Gibco 12571-063) suplementado con un 10% de FBS (Gibco 10438026) que
contenia Geneticina (Gibco 10131-027) (1 mg/mL) y se incubaron a 37 °C en un 5% de CO, durante 24 horas. Tras la
incubacién, se decanté el medio de los pocillos y las células se lavaron dos veces con 300 yL de medio basal MEM-alfa
(sin FBS). Tras decantar cada vez el medio basal MEM-alfa, se golpearon las placas contra papel de cocina para garantizar
la maxima eliminacioén de los medios residuales.

Para la LBAT humana, la mezcla de incubacién se preparé afiadiendo diluciones del inhibidor de ensayo (dilucién en serie
triple en DMSO (Sigma D2650), 10 puntos) en MEM-alfa (sin FBS) que contenia 0,3 puM de acido 3H-taurocélico (ARC
ART-1368) y 7,5 uM de é&cido taurocdlico frio (Sigma T4009) (manteniendo una concentracién final de DMSO del 0,2%).
Para LBAT de ratén, la mezcla de incubacién se prepard afiadiendo diluciones del inhibidor de ensayo (dilucién en serie
de 3 veces en DMSO, 10 puntos) en MEM-alfa (sin FBS) que contenia 0,3 pM de 4cido 3H-taurocélico y 25 pM de &cido
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taurocélico frio manteniendo una concentracién final de DMSO del 0,2%).

A continuacién, se afiadieron a los pocillos (por duplicado) 50 pl de mezcla de incubacién que contenia inhibidores de
prueba y se incubaron las placas durante 20 minutos en una incubadora de CO; a 37 °C. Tras la incubacién, se detuvo la
reaccibn manteniendo las placas en una mezcla de agua helada durante 2-3 minutos y, a continuacién, se aspiré
completamente la mezcla de incubacién de los pocillos. Los pocillos se lavaron dos veces con 250 uL de acido taurocdlico
no marcado refrigerado 1 mM disuelto en HEPES (Gibco 15630080) tamponado (10 mM) HBSS (Gibco 14175079) (pH
7,4). Las placas se golpearon contra una toalla de papel después de cada lavado para garantizar la méaxima eliminacién
del tampén de bloqueo.

Se afiadieron 100 yL de MicroScint-20 (PerkinElmer 6013621) a los pocillos y se mantuvieron durante toda la noche a
temperatura ambiente antes de leer las placas en el TopCount NXT™ Microplate Scintillation and Luminescence Counter
de PerkinElmer segln el protocolo 3H Test (ajustado a 120 segundos de tiempo de lectura por pocillo, con orientacién
normal de la placa).

Ensayo de permeabilidad bidireccional (células Caco-2)

Las células Caco-2 (Evotec) se sembraron a una densidad de 70.000 células/pocillo en placas de cultivo celular Millicell®
de 24 pocillos y se mantuvieron en una incubadora (37 °C, 5% CO,, 95% HR) durante 21 dias con cambio de medio en
dias alternos.

Se prepararon soluciones madre (10 mM) de los compuestos de ensayo, atenolol (marcador de baja permeabilidad),
propranolol (marcador de alta permeabilidad) y digoxina (sustrato de la via de transporte P-gp) en dimetilsulféxido (DMSO).
Se preparé una solucién madre intermedia (1 mM) diluyendo 10 pL de solucién madre maestra 10 mM con 90 pL de
DMSO puro. Se preparé una solucién madre de trabajo (10 uM) diluyendo 50 pL de 1 mM con 4950 L de tampén FaSSIF.
Tras la adicién de los compuestos a la FaSSIF, las muestras se sometieron a sonicacidén durante 2 horas y se centrifugaron
a 4000 RPM durante 30 minutos a 37 °C. Los 4 mL de sobrenadante resultante se utilizaron directamente en el ensayo.
La concentracion final de DMSO en los experimentos de transporte fue del 1%.

El dia del ensayo, las monocapas Caco-2 se lavaron dos veces con tampén de transporte (HBSS, pH 7,4) y se
preincubaron durante 30 min (37 °C, 5% CO,, 95% HR) en una incubadora. La resistencia eléctrica de las monocapas se
midi6 con un sistema Millicell® - ERS. Para el ensayo se seleccionaron monocapas con valores de resistencia eléctrica
transepitelial (TEER) superiores a 350 ohm.cm?.

El ensayo se realiz6 en direccién absorbente (A2B) y secretora (B2A). Los experimentos de transporte se iniciaron
mediante la adicién de tampédn de ensayo de transporte (tampén FaSSIF preparado en HBSS) consistente en compuestos
al compartimento donante (camara apical A-B; camara basolateral B-A) en pocillos duplicados (n=2). Se introdujo tampén
HBSS sin farmaco (pH 7,4) con un 1% de albumina sérica bovina (BSA) en los compartimentos receptores (A-B-
basolateral; B-A- Apical). Los volimenes de los compartimentos apical y basolateral fueron de 0,4 y 0,8 mL,
respectivamente. Tras afiadir la solucién dosificadora, las placas se incubaron en una incubadora durante 120 minutos a
37 °C. Transcurridos 120 minutos, se recogieron las muestras de donante y receptor y se emparejaron matricialmente
(1:1, 30 pL de muestra de estudio + 30 puL de tampén blanco) con el tampdn opuesto. Matriz de muestras de dosificacion
emparejada (1:1, 30 gL de muestra de estudio + 30 pL de tampdn blanco) con el tampdn opuesto. Las muestras se
procesaron afiadiendo acetonitrilo con patrdn interno (60 UL de muestra de estudio + 200 pL de acetonitrilo con patrdn
interno -Tolbutamida, 500 ng/mL).

Las muestras se agitaron en vértex y se centrifugaron a 4000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido (100 uL)
se diluyd con 100 pL de agua y se transfirié a placas de 96 pocillos nuevas. La concentracién de los compuestos en las
muestras se analizé mediante el método de cromatografia liquida en tAndem por espectrometria de masas (LC-MS/MS)
utilizando el método bioanalitico de grado de descubrimiento, segln procediera.

La permeabilidad aparente media (Papp, X 10° cm/seg) de los compuestos de ensayo, atenolol, propranolol y digoxina se
calcul6 de la siguiente manera:

o dqxl 1
PR SN o X v A o
PR A5 R

donde dq/dt = velocidad de transporte (velocidad de transporte del compuesto en el compartimento receptor), Co =
concentracién inicial en el compartimento donante, A = superficie de la membrana filtrante efectiva.

Protocolo de ensayo basado en HepaRG
Un vial crioconservado de células HepaRG diferenciadas (Biopredic International HPR116080) se descongela en HepaRG

Thawing/Plating/General Purpose Medium (Biopredic International ADD670C) suplementado con 200 mM Glutamax
(Gibco 35050061) siguiendo el protocolo proporcionado por Biopredic International. Se siembran 70.000 células por pocillo
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en una placa de 96 pocillos (Corning CLS3809) en 100 pL de HepaRG Thawing/Plating/General Purpose Medium
suplementado con 200 mM de Glutamax y se incuban a 37 °C en 5% de CO, durante 24 horas. Tras la incubacion, el
medio de siembra se sustituye por un medio de mantenimiento/metabolismo HepaRG (Biopredic International ADD620C)
y se incuba durante 6 dias, con reposicién de medio de mantenimiento/metabolismo HepaRG fresco cada 48 horas. Tras
7 dias de incubacién después de la siembra, se decanta el medio de incubacién de los pocillos y se lavan las células dos
veces con 250 L de medio basal William's E (Gibco 12551032). Después de decantar cada vez el medio basal William's
E, se golpean las placas contra una toalla de papel para garantizar la méxima eliminacién de los medios residuales. La
mezcla de incubacién se prepara afiadiendo diluciones del inhibidor de ensayo (dilucién en serie de 3 veces en DMSO
(Sigma D2650)) en medio E de William (basal) que contiene 0,3 pM de acido 3H-taurocélico (ARC ART-1368)y 7,5 uM
de 4cido taurocdlico frio (Sigma T4009) (manteniendo una concentracion final de DMSO del 0,2%). A continuacién, se
afladen a los pocillos (por duplicado) 50 pl de mezcla de incubacién que contiene los inhibidores de la pruebay se incuban
las placas durante 30 minutos en una incubadora con un 5% de COs a 37 °C. Tras la incubacién, se detiene la reaccién
manteniendo las placas en una mezcla de agua helada durante 2-3 minutos y, a continuacién, se aspira completamente
la mezcla de incubacidén de los pocillos. Los pocillos se lavan dos veces con 250 puL de 4cido taurocdlico no marcado
refrigerado 1 mM disuelto en HEPES (Gibco 15630080) tamponado (IOmM) HBSS (Gibco 14175079) (pH 7,4). Las placas
se golpean contra una toalla de papel después de cada lavado para garantizar la méxima eliminaciéon del tampén de
bloqueo.

Se afladen 100 pL de MicroScint-20 (PerkinElmer 6013621) a los pocillos y se mantienen durante toda la noche a
temperatura ambiente antes de leer las placas en el TopCount NXT™ Microplate Scintillation and Luminescence Counter
de PerkinElmer segln el protocolo 3H Test (ajustado a 120 segundos de tiempo de lectura por pocillo, con orientacién
normal de la placa).

Preparacién de diluciones del compuesto de ensayo

Todos los compuestos de ensayo se suministraron en forma de polvo a temperatura ambiente. Se prepararon reservas
de DMSO 10 mM de los compuestos de ensayo, se tomaron alicuotas y se almacenaron a -20 °C. A partir de la reserva
de DMSO 10 mM de los compuestos, se preparé una dilucién en serie triple en DMSO para obtener un total de 10
diluciones de los compuestos de ensayo. Se afiadieron 0,5 UL de esta dilucién en DMSO a 250 yL de medio basal sin
FBS que contenia 4cido 3H-taurocélico y acido taurocdlico frio para preparar la mezcla de incubacién.

Estudios de biodisponibilidad

Se utilizaron ratones machos (C57BL/6 o CD1) o ratas Wistar de 8-9 semanas de edad. Para cada compuesto de ensayo,
se utilizaron dos grupos de 3 animales cada uno. A un grupo se le administré una dosis Unica intravenosa de 1 mg/kg
(vehiculo 100% DMSO) a través de la vena de la cola y al otro grupo se le administré una dosis Unica oral de 10 mg/kg a
través de aguja gavage. El grupo al que se administré una dosis oral pasé la noche en ayunas. Se recogieron muestras
de sangre después de 0,083, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 y 24 horas tras la administracion intravenosa, y después de 0,25, 0,5,
1, 2,4, 6, 8 y24 horas tras la administracién oral. Se tomaron muestras de sangre de la vena safena. Como anticoagulante
se utiliz6 EDTA al 0,2%. Las muestras se analizaron mediante un método bioanalitico de grado de descubrimiento
desarrollado para la estimacién del compuesto de ensayo en plasma, utilizando un sistema LC-MS/MS.

Resultados

Los datos biolégicos de los compuestos de los ejemplos se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8
Efempio ICss hLBAT | ICe hIBATY Parmeabilidad {Caco-2}
{nhi} {nht} Papp A2B
{x 10%
nmisec ER
1, diasferedmero § 1644 1 2.2 34
1, dasteradmars 2 2022 2
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Ejemplo s hLBAY | Qs bIBAY Permeabitidad {Caco-2}
(it} {0} Papp A28
10
crafsac} ER
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Modelo PD: Evaluacién del compuesto de ensayo sobre los niveles totales de acidos biliares en ratones C57BL/6 macho.

Se utilizan ratones C57BL/6N Tac de 8-9 semanas de edad para estudiar el efecto de los moduladores de acidos biliares
en los niveles de acidos biliares. Una vez finalizado el periodo de cuarentena y aclimatacién, los animales se distribuyen
aleatoriamente en funcidén de su peso corporal en x grupos experimentales: (i) control con vehiculo, y (ii) compuesto de
ensayo y mg/kg po una vez al dia. Los animales son tratados con el compuesto de ensayo durante 7 dias. El dia 5 del
estudio, los animales se alojan individualmente en jaulas nuevas. El dia 7, se recogen las heces de cada jaula y, a
continuacion, se extrae sangre de cada animal por via retroorbital. Los animales son eutanasiados para recoger higado e
ileon terminal de cada animal para su posterior analisis. El peso corporal y el consumo de alimentos se miden dos veces
por semana. Los perfiles de lipidos séricos se analizan en muestras de suero del dia 7. Los acidos biliares totales en
suero se miden en las muestras de suero del dia 7. La excrecion fecal de bilis se mide en la muestra fecal del dia 7. La
expresion hepética de CYP7A1 y SHP se cuantifica en las muestras de higado del dia 7. Los triglicéridos hepaticos y el
colesterol total se analizan en las muestras de higado del dia 7.

Modelo de acido biliar en orina: Evaluacién de compuestos de ensayo sobre los niveles de acidos biliares en orina en
ratones C57BL/6 macho.

Se utilizan ratones C57BL/6N Tac de 8-9 semanas de edad para estudiar el efecto de los moduladores de acidos biliares
en los niveles de acidos biliares. Una vez finalizado el periodo de cuarentena y aclimatacién, los animales se distribuyen
aleatoriamente en funcidén de su peso corporal en x grupos experimentales: (i) control con vehiculo, y (ii) compuesto de
ensayo y mg/kg po una vez al dia. Los animales son tratados con el compuesto de ensayo durante 7 dias. El dia 6 del
estudio, los animales son trasladados a una jaula metabdlica. El dia 7, se recogen las heces y la orina de cada jaula
metabdlica y, a continuacidn, se extrae sangre de cada animal por via retroorbital. Los animales son eutanasiados para
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recoger el rifidn de cada animal para su posterior analisis. El peso corporal se mide dos veces por semana. Los acidos
biliares totales en suero se miden en muestras de suero del dia 7. La excrecidn fecal de 4cidos biliares se mide en la
muestra fecal del dia 7. La excrecién urinaria de &cidos biliares se mide en la muestra del dia 7. La expresién renal de
ASBT, OSTa, OSTAb y MRP2 se cuantifica en las muestras del dia 7.
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REIVINDICACIONES
1. Un compuesto seleccionado del grupo formado por:

Acido (S)-3-(((S)-3-butil-5-(4-fluorofenil)-3-metil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-
ilYoxi)-2-hidroxipropanoico;

Acido  (8)-3-(((R)-3-butil-5-(4-fluorofenil)-3-metil-7-(metiltio)}-1, 1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,  5-benzotiazepin-8-
ilYoxi)-2-hidroxipropanoico;

Acido  (R)-3-(((S)-3-butil-5-(4-fluorofenil)-3-metil-7-(metiltio)}-1, 1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,  5-benzotiazepin-8-
ilYoxi)-2-hidroxipropanoico;

Acido  (R)-3-(((R)-3-butil-5-(4-fluorofenil)-3-metil-7-(metiltio)-1, 1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1, 5-benzotiazepin-8-
ilYoxi)-2-hidroxipropanoico;

Acido 1-(((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2, 3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-
iloxi)metil)ciclopropano-1-carboxilico;
(8)-1-(((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-didxido-2,3,4,5-tetrahidro-

Acido 1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)metil)ciclopropano-1-carboxilico;

Acido (R)-1-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-
ilYoxi)metil)ciclopropano-1-carboxilico;

Acido  3-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1, 1-dioxido-2, 3,4, 5-tetrahidro-1,5-  benzotiazepin-8-il)oxi)-2,2-
dimetilpropanoico;

(8)-3-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1, 1-didxido-2, 3,4,5-tetrahidro-

Acido 1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2,2-dimetilpropanoico;

(R)-3~((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1, 1-diéxido-2,3,4,5-tetrahidro-

Acido 1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2,2-dimetilpropanoico;

Acido 3-((3,3-dietil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2-fluoro-2-
metilpropanoico;
Acido (S)-3-((3,3-dietil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiaze pin-8-il)oxi)-2-fluoro-2-

metilpropanoico;

Acido (R)-3«((3, 3-dietil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il)oxi)-2-fluoro-2-
metilpropanoico;

Acido  3-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1, 1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-  benzotiazepin-8-il)oxi)-2-
metoxipropanoico;

Acido 3-((3, 3-dibutil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5- benzotiazepin-8-il)oxi)-2-
metoxipropanoico;

Acido (S)-3«(3, 3-dibutil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il Joxi)-2-
metoxipropanoico;

Acido (R)-3-((3, 3-dibutil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-benzotiazepin-8-il Joxi)-2-
metoxipropanoico; acido 3-((3-butil-3-etil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,5-
benzotiazepin-8-il)oxi)-2-metoxipropanoico;

Acido 3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2, 3,4 5-tetrahidro-1,5-benzotiaze pin-8-il)oxi)-2-etoxipropanoico;
Acido  3-((3,3-dietil-5-(4-fluorofenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2, 3,4, 5-tetrahidro-1,5-  benzotiazepin-8-il)oxi)-2,2-
dimetilpropanoico; y

Acido 2-hidroxi-3~((7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-3,3-dipropil-2,3,4,5-tetrahidro-1,5- benzotiazepin-8-
ilYoxi)propanoico;

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Una composicién farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto segun la
reivindicacién 1, y uno o méas excipientes farmacéuticamente aceptables.

3. Elcompuesto segun la reivindicacién 1, para uso como medicamento.

4.  El compuesto segln la reivindicacién 1, para uso en el tratamiento o prevencién de una enfermedad cardiovascular
como hipercolesterolemia; diabetes mellitus tipo 1 y tipo 2; cataratas; enfermedades micro y macrovasculares; retinopatia;
neuropatia; nefropatia y retraso en la cicatrizacién de heridas; isquemia tisular; pie diabético; arteriosclerosis; infarto de
miocardio; sindrome coronario agudo; angina de pecho inestable; angina de pecho estable; accidente cerebrovascular;
enfermedad oclusiva arterial periférica; cardiomiopatia; insuficiencia cardiaca; trastornos del ritmo cardiaco y reestenosis
vascular; resistencia a la insulina (alteracién de la homeostasis de la glucosa); hiperglucemia; hiperinsulinemia; niveles
sanguineos elevados de acidos grasos o glicerol; obesidad; dislipidemia; hiperlipidemia, incluida la hipertrigliceridemia;
sindrome metabdlico (sindrome X); aterosclerosis; hipertension; y para aumentar los niveles de lipoproteinas de alta
densidad.

5. El compuesto segun la reivindicacién 1, para uso en el tratamiento o prevencién de una enfermedad o trastorno
gastrointestinal, como estrefiimiento (incluyendo estrefiimiento crénico, estrefiimiento funcional, estrefiimiento idiopatico
cronico (CIC), estrefiimiento intermitente/esporadico, estrefiimiento secundario a la diabetes mellitus, estrefiimiento
secundario a un accidente cerebrovascular, estrefiimiento secundario a una enfermedad renal crénica, estrefiimiento
secundario a la esclerosis multiple, estrefiimiento secundario a la enfermedad de Parkinson, estrefiimiento secundario a
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la esclerosis sistémica, estrefiimiento inducido por farmacos, sindrome del intestino irritable con estrefiimiento (IBS-C),
sindrome del intestino irritable mixto (IBS-M), estrefiimiento funcional pediatrico y estrefiimiento inducido por opiaceos);
enfermedad de Crohn; malabsorcién primaria de acidos biliares; sindrome del intestino irritable (IBS); enfermedad
inflamatoria intestinal (IBD); inflamacién ileal; y enfermedad por reflujo y sus complicaciones, como el eséfago de Barrett,
la esofagitis por reflujo biliar y la gastritis por reflujo biliar.

6. El compuesto segln la reivindicacién 1, para su uso en el tratamiento o prevencién de una enfermedad o trastorno
hepatico, como un trastorno metabdlico hereditario del higado; errores congénitos de la sintesis de acidos biliares;
anomalias congénitas de las vias biliares; atresia biliar; atresia biliar post-Kasai; atresia biliar posttrasplante de higado;
hepatitis neonatal; colestasis neonatal, formas hereditarias de colestasis; xantomatosis cerebrotendinosa; un defecto
secundario de la sintesis de BA; sindrome de Zellweger; enfermedad hepética asociada a la fibrosis quistica; deficiencia
de alfat-antitripsina; sindrome de Alagilles (ALGS); sindrome de Byler; un defecto primario de la sintesis de acidos biliares
(BA); colestasis intrahepatica familiar progresiva (PFIC), incluidas PFIC-2, PFIC-9, PFIC-1y PFIC no especificada, PFIC
post-desvio biliar y PFIC post-trasplante hepatico; colestasis intrahepatica recurrente benigna (BRIC), incluidas BRIC2,
LCS1 y BRIC no especificada, BRIC post-desvio biliar y BRIC post-trasplante hepatico; hepatitis autoinmune; cirrosis biliar
primaria (PBC); fibrosis hepéatica; enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD); esteatohepatitis no alcohdlica
(NASH); hipertensién portal; colestasis; colestasis del sindrome de Down; colestasis inducida por farmacos; colestasis
intrahepética del embarazo (ictericia durante el embarazo); colestasis intrahepéatica; colestasis extrahepatica; colestasis
asociada a nutricion parenteral (PNAC); colestasis asociada a bajo contenido en fosfolipidos; sindrome de colestasis
linfedematosa 3 (G4); colangitis esclerosante primaria (PSC); colangitis asociada a inmunoglobulina G4; colangitis biliar
primaria; colelitiasis (calculos biliares); litiasis biliar; coledocolitiasis; pancreatitis por célculos biliares; enfermedad de
Caroli; neoplasia maligna de las vias biliares; neoplasia maligna que causa obstruccion del arbol biliar; estenosis biliar;
colangiopatia por AIDS; colangiopatia isquémica; prurito debido a colestasis o ictericia; pancreatitis; enfermedad hepatica
autoinmune crénica que provoca colestasis progresiva; esteatosis hepatica; hepatitis alcohdélica; higado graso agudo;
higado graso del embarazo; Hepatitis inducida por farmacos; trastornos por sobrecarga de hierro; defecto congénito de la
sintesis de &cidos biliares tipo 1 (defecto BAS tipo 1); lesién hepatica inducida por farmacos (DILI); fibrosis hepética;
fibrosis hepatica congénita; cirrosis hepética; histiocitosis de células de Langerhans (LCH); colangitis esclerosante por
ictiosis neonatal (NISCH); protoporfiria eritropoyética (EPP); ductopenia idiopética del adulto (IAD); hepatitis neonatal
idiopatica (INH); insuficiencia no sindrémica de los conductos biliares interlobulares (NS PILBD); cirrosis infantil de los
indios norteamericanos (NAIC); sarcoidosis hepatica; amiloidosis; enterocolitis necrotizante; toxicidades causadas por
acidos biliares séricos, incluidas alteraciones del ritmo cardiaco (por ej.g., fibrilacién auricular) en el contexto de un perfil
anormal de acidos biliares séricos, cardiomiopatia asociada a cirrosis hepatica ("coleicardia") y atrofia muscular
esquelética asociada a hepatopatia colestasica; hepatopatia poliquistica; hepatitis virica (incluidas hepatitis A, hepatitis
B, hepatitis C, hepatitis D y hepatitis E); carcinoma hepatocelular (hepatoma); colangiocarcinoma; canceres
gastrointestinales relacionados con los &cidos biliares; y colestasis causada por tumores y neoplasias del higado, del
tracto biliar y del pancreas; o para su uso en la potenciacién del tratamiento con corticosteroides en la enfermedad
hepéatica.

7. El compuesto segln la reivindicacién 1, para uso en el tratamiento o prevencién de abetalipoproteinemia,
hipobetalipoproteinemia familiar (FHBL), enfermedad de retencién de quilomicrones (CRD); sitosterolemia;
hipervitaminosis y osteopetrosis; hipertension; hiperfiltracién glomerular; poliquistosis renal (PKD), incluida la poliquistosis
renal autosémica dominante (ADPKD) y la poliquistosis renal autosémica recesiva (ARPKD); y prurito de insuficiencia
renal; o para su uso en la proteccién frente a lesiones renales asociadas a enfermedades hepaticas o metabdlicas.
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