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ES2937153 T3

DESCRIPCION
Compuestos de benzotiadiazepinas y su uso como moduladores de acidos biliares
REFERENCIA CRUZADA A LAS SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001] Esta solicitud reivindica la prioridad de la solicitud india N° 201911004690, presentada el 6 de febrero de 2019;
solicitud sueca N° 1950464-6, presentada el 12 de abril de 2019; y la solicitud india N° 201911049981, presentada el 4 de
diciembre de 2019.

CAMPO TECNICO

[0002] La invencion se refiere a derivados de 1,2,5-benzotiadiazepina de formula (1). Estos compuestos son moduladores
de &cidos biliares que tienen actividad inhibidora del transportador apical de acidos biliares dependiente de sodio (ASBT)
y/o del transporte hepatico de acidos biliares (LBAT). La invencion 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 acidos grasos y utilizacion de glucosa, enfermedades gastrointestinales y enfermedades
hepaticas.

ANTECEDENTES

[0003] Los acidos biliares son detergentes fisioldgicos que juegan un papel importante en la absorcion y transporte
intestinal de lipidos, nutrientes y vitaminas. También son moléculas de sefializacion que activan los receptores nucleares
y las vias de sefalizacion 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 como
micelas mixtas. Durante la digestion, el duodeno desencadena la liberacién de hormonas que hacen que la vesicula biliar
se contraiga, 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 en el intestino y se secretan en la sangre portal para
regresar al higado a través de la circulacién venosa portal. Mas del 90 % de los acidos biliares se reciclan y regresan al
higado. Estos acidos biliares luego se transportan a través de la membrana sinusoidal de los hepatocitos y se vuelven a
secretar a través de la membrana canalicular hacia la bilis. En este primer paso, el 75-90 % de los acidos biliares son
captados por los hepatocitos, completando una ronda de circulacion enterohepatica. La fraccion de acidos biliares que
escapa a ser depurada en el higado ingresa a la circulacién sistémica donde los acidos biliares libres son filtrados por el
glomérulo renal, recuperados eficientemente en los tubulos proximales y exportados nuevamente a la circulacion
sistémica. Curiosamente, la mayoria de los acidos biliares secretados a través de la membrana canalicular hacia la bilis
se derivan del grupo de recirculacion y menos del 10 % proviene de una nueva sintesis hepatica de novo. La pequefia
fraccion de &cidos biliares que no se reabsorbe en el ileon llega al colon. Dentro de la luz intestinal, los acidos biliares
primarios se transforman en acidos biliares secundarios bajo la acciéon de las bacterias intestinales, principalmente por
reacciones de deshidroxilacién simple o doble del nucleo esteroideo. Los acidos biliares que escapan a la absorcion
intestinal se excretan posteriormente en las heces.

[0004] En general, el sistema de transporte eficiente ayuda a mantener una reserva constante de acidos biliares,
asegurando niveles suficientemente altos de acidos biliares conjugados en el intestino para promover la absorcién de
lipidos y reducir la carga bacteriana en el intestino delgado. El sistema también minimiza la pérdida de &cidos biliares por
via fecal y urinaria y protege los compartimentos intestinal y hepatobiliar mediante la eliminacion de detergentes
potencialmente citotdxicos (segun lo revisado por 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)).

[0005] Se ha descubierto que la regulacién del tamafio de la reserva de acidos biliares juega un papel clave en la
homeostasis del colesterol mediante la conversidon hepatica del colesterol en acidos biliares, que representa una via
principal para la eliminacion del colesterol del cuerpo. El higado juega un papel esencial en la eliminacion de compuestos
endogenos y xenobidticos del cuerpo. La secrecion hepatobiliar normal y la circulacion enterohepatica son necesarias
para la eliminacién de compuestos endégenos como el colesterol y la bilirrubina y sus metabolitos del cuerpo, manteniendo
asi la homeostasis de lipidos y acidos biliares. (Kosters y Karpen, Xenobiotica 2008, vol. 38, p. 1043-1071).

[0006] La reabsorcion de acidos biliares en el ileon puede ser inhibida por compuestos inhibidores del transportador apical
de acidos biliares dependientes de sodio (ASBT). Se ha informado que la inhibicidon de la reabsorcion de acidos biliares
es util en el tratamiento de varias enfermedades, que incluyen dislipidemia, diabetes, obesidad, estrefiimiento,
enfermedades hepaticas colestaticas, esteatohepatitis no alcohdlica y otras enfermedades hepaticas. Se han divulgado
varios compuestos inhibidores de ASBT en las ultimas décadas, véase, por ejemplo, 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, DE 8 1982 864582, EP 489423, EP 549967, EP 573848, EP
624593, EP 624594, EP 624595, EP 624596, EP 0864582, EP 1173205 y EP 1535913.
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[0007] A pesar de la cantidad de compuestos inhibidores de ASBT que se han informado anteriormente, existe una
necesidad de compuestos moduladores de acidos biliares adicionales que tienen un perfil optimizado con respecto a la
potencia, selectividad y biodisponibilidad.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0008] Se ha descubierto que ciertos derivados de 1,2,5-benzotiadiazepina son inhibidores potentes del transportador
apical de acidos biliares dependientes de sodio (ASBT) y/o el transportador de acidos biliares hepaticos (LBAT), y pueden
ser util para tratar enfermedades en las que es deseable la inhibicion de la circulacion de acidos biliares.

[0009] En un primer aspecto, la invencion se refiere a un compuesto de formula (1)

HO o S-N R
R5C R5D )< 2
0 o4 W R
-
W/
[R®

n (1)

en el que

R'y R? son cada uno independientemente alquilo Cq;

R3 se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, halégeno, hidroxi, alquilo Ci,
haloalquilo C1., alcoxi C14, haloalcoxi C14, ciano, nitro, amino, N-(alquilo C14) amino, N,N-di(alquil C14)amino y
N-(aril-alquil C1.4)amino;

n es un numero entero 1, 2 0 3;

R* se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, halégeno, hidroxi, ciano, alquilo C14, cicloalquilo Cs.,
alcoxi C1.4, cicloalquiloxi Cs.s, alquiltio C14, cicloalquiltio Czs, amino, N-(alquilo C14)-amino y N,N-di(alquilo C4.
4)amino;

cada uno de R%, R%, R3C y R®P se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrogeno,
halégeno, hidroxi, amino y alquilo C14; y

R® se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo C1.4;

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
[0010] En algunas formas de realizacion, R' es n-butilo.

[0011] En algunas formas de realizacion, R? es alquilo C»4. En una forma de realizacion preferida, R? es metilo. En otra
forma de realizacion preferida, R? es etilo. En otra forma de realizacion preferida, R? es n-propilo. En otra forma de
realizacion preferida mas, R? es n-butilo.

[0012] En algunas formas de realizacion, R® se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrogeno,
halégeno, hidroxi, amino, ciano, haloalquilo C1., alcoxi C14 y haloalcoxi C14. En otra forma de realizacion, R® es hidrégeno.
En una forma de realizacion preferida, R® se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, fluoro,
cloro, bromo, hidroxi, ciano, trifluorometilo, metoxi y trifluorometoxi.

[0013] En una forma de realizacion preferida, n es 1, es decir, el anillo de fenilo esta sustituido con un solo sustituyente
R3. En otra forma de realizacién preferida, R® esta en la posicion para.

[0014] En algunas formas de realizacion, R* se selecciona del grupo que consiste en halégeno, hidroxi, ciano, alquilo C+-
4, alcoxi Cy4, alquiltio C14, amino, N-(alquil C14)amino y N,N-di(alquil C14)amino. En una forma de realizacién preferida,
R* se selecciona del grupo que consiste en fluoro, cloro, bromo, hidroxi, ciano, metilo, metoxi, etoxi, metiltio, etiltio, amino,
metilamino y dimetilamino. En otra forma de realizacion, R* se selecciona del grupo que consiste en fluoro, cloro, bromo,
metoxi, etoxi, metiltio, etiltio y dimetilamino. En otra forma de realizacion preferida, R* se selecciona del grupo que consiste
en cloro, bromo, metiltio y dimetilamino.

[0015] En algunas formas de realizacion, cada uno de R y R8 se selecciona independientemente del grupo que consiste
en hidrogeno, halégeno, hidroxi, amino y metilo. En algunas formas de realizacion, R y R son cada uno
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independientemente hidrégeno o hidroxi. En otra forma de realizacion, R% es hidrégeno o hidroxi y R%8 es hidrogeno. En
algunas formas de realizacion, R3¢ y R® son cada uno independientemente hidrégeno o metilo. En otra forma de
realizacion, R%C es hidrégeno o metilo y R%P es hidrégeno.

[0016] En una forma de realizacién, R® es hidrégeno. En otra forma de realizacién, R® es metilo.

[0017] En una forma de realizacion preferida, el compuesto de formula (I) es un compuesto de formula (1a)

donde

5A
R o\\,(?
How)\(o S~NH
o R5°I:[ R?
R4 N
R3
IR, =

R? es alquilo Ci;

R3 se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, halégeno, hidroxi, ciano, haloalquilo
C1., alcoxi Cy4 y haloalcoxi C1.4;

n es un numero entero 1 0 2;

R* se selecciona del grupo que consiste en haldgeno, hidroxi, ciano, alquilo C1.4, alcoxi C14, alquiltio C14, amino,
N-(alquil C14)amino y N,N-di(alquilo C14)amino;

R%A se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno, haldgeno, hidroxi, amino y alquilo C14; y

RS5C es hidrogeno o alquilo Ci;

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0018] En otra forma de realizacion preferida, el compuesto de formula (1) es un compuesto de férmula (I-b)

S5A
R 0, o
e IS}W
o) R?
R4 N
R® (I-b)

en la que

R? es metilo, etilo, n-propilo o n-butilo;

R3 se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno, fluoro, cloro, bromo, hidroxi, ciano, trifluorometilo, metoxi
y trifluorometoxi;

R* se selecciona del grupo que consiste en fluoro, cloro, bromo, hidroxi, ciano, metoxi, etoxi, metiltio, etiltio y
dimetilamino; y

R%A se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno, halégeno, hidroxi, amino y metilo;

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0019] En otra forma de realizacién preferida, el compuesto de férmula (I) es un compuesto de férmula (I-b) como se
define anteriormente, pero en donde

R3 se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno, fluoro, cloro, bromo, hidroxi y metoxi; y
R* se selecciona del grupo que consiste en fluoro, cloro, bromo, metoxi, etoxi, metiltio, etiltio y dimetilamino.

4
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[0020] Los compuestos preferidos de la invencion son compuestos de férmula (I-b), como se define anteriormente, en la
que R? a R% son como se indica en la Tabla 1 a continuacion, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos:

Tabla 1
R2 R3 R4 R5A
CHs H SCHs H
CHs F SCHs H
CHs OCHs SCHs H
CHs OH SCHs H
CHs Cl SCHs H
CHs H SCHs OH
CHs F SCHs OH
CHs OCHs SCHs OH
CHs OH SCHs OH
CHs cl SCHs OH
CHs H N(CHj3). H
CHs F N(CHj3). H
CHs OCHs N(CHs)2 H
CHs OH N(CHzs)2 H
CHs cl N(CHzs)2 H
CHs H N(CHs)2 OH
CHs F N(CHs)2 OH
CHs OCHs N(CHa)2 OH
CHs OH N(CHzs)2 OH
CHs cl N(CHs). OH
CH,CHs H SCHs H
CH,CHs F SCHs H
CH,CHs3 OCH3; SCHs3 H
CH,CHs OH SCHs H
CH,CHs Cl SCHs H
CH,CHs H SCHs OH
CH,CHs F SCHs OH
CH,CHs OCHs SCHs OH
CH,CHs OH SCHs OH
CH,CHs Cl SCHs OH
CH,CHs H N(CHj3)2 H
CH,CHjs F N(CHzs)2 H
CH,CHs OCHs N(CHa), H
CH,CHs OH N(CHj3)2 H
CH,CHs cl N(CHj3)2 H
CH,CHs H N(CHs). OH
CH,CHs F N(CHa), OH
CH,CHs OCHs N(CHs)2 OH
CH2CH3 OH N(CHa)2 OH
CH2CH3 Cl N(CHs)2 OH
CH>CH2CH,CHs H SCHs H
CH,>CH2CH,CHs F SCHs H
CH,CH,CH,CH3 OCHjs; SCH; H
CH,CH,CH,CH3 OH SCH3 H
CH,CH,CH,CH3 Cl SCH; H
CH,>CH2CH,CHs H SCHs OH
CH>CH2CH,CHs F SCHs OH
CH>CH2CH,CHs OCHs SCHs OH
CH,>CH2CH,CHs OH SCHs OH
CH>CH2CH,CHs Cl SCHs OH
CH>CH2CH,CHs H N(CHj3)2 H
CH>CH2CH,CH3 F N(CHj3)2 H
CH,CH,CH,CH3 OCHjs; N(CHa)2 H
CH>CH2CH,CH3 OH N(CHj3)2 H
CH,>CH2CH,CH3 Cl N(CHj3)2 H
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(Continuacion)

R2 R3 R4 R5A
CH2CH2CH2CH3 H N(CHs)2 OH
CH2CH2CH2CH3 F N(CHa)2 OH
CH2CH2CH2CH3 OCHjs N(CHa)2 OH
CH2CH2CH2CH3 OH N(CHa)2 OH
CH,CH,CH,CHj cl N(CHa)2 OH

[0021] En una forma de realizacion particular, el compuesto de formula (I) se selecciona del grupo formado por:

acido 3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidrobenzo-1,2,5-tiadiazepin-8-il)oxi)propanoico;

acido 3-((3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotia-diazepina-8-
il)oxi)propanoico;
acido (S)-3-((3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-
il)oxi)propanoico;
acido (R)-3-((3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1, 1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-
il)oxi)propanoico;
acido 3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)-2-

hidroxipropanoico;

acido (S)-3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-il)oxi)-2-
hidroxipropanoico;

acido (R)-3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-il)oxi)-2-
hidroxipropanoico;

acido 3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)butanoico;

acido (S)-3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-
il)oxi)butanoico;
acido (R)-3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-

il)oxi)butanoico;
acido 3-((3,3-dibutil-7-cloro-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)propanoico ;
acido 3-((3,3-dibutil-5-(4-hidroxifenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-
il)oxi)propanoico;
acido 3-((3-butil-7-(dimetilamino)-3-etil-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-
il)oxi)propanoico;
acido (S)-3-((3-butil-7-(dimetilamino)-3-etil- 1, 1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-
il)oxi)propanoico;
acido (R)-3-((3-butil-7-(dimetilamino)-3-etil-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-
il)oxi)propanoico;
O-(3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)serina;
(S)-O-((R)-3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-il)serina;
(R)-O-((R)-3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-il)serina;
(S)-O-((S)-3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)serina; y
(R)-O-((S)-3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)serina;

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

[0022] Como se usa en el presente documento, el término "halo" se refiere a fluor, cloro, bromo y yodo.

[0023] Como se usa en el presente documento, el término "alquilo C1-" se refiere a un grupo alquilo lineal o ramificado
que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, y el término "alquilo C14" se refiere a un grupo alquilo lineal o ramificado que tiene
de 1 a 4 atomos de carbono. Los ejemplos de alquilo C14 incluyen metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo,
sec-butilo y terc-butilo.

[0024] Como se usa en el presente documento, el término "haloalquilo C14" se refiere a un grupo alquilo C14 lineal o
ramificado, como se define en el presente documento, en el que uno o mas atomos de hidrogeno se han reemplazado
con haldgeno. Los ejemplos de haloalquilo C+.4 incluyen clorometilo, fluoroetilo y trifluorometilo.

[0025] Como se usa aqui, los términos "alcoxi C14" y "alquiltio C14" se refieren a un grupo alquilo C14 lineal o ramificado
unido al resto de la molécula a través de un atomo de oxigeno o azufre, respectivamente. Como se usa aqui, el término
"cicloalquilo Cs¢" se refiere a un anillo de hidrocarburo monociclico saturado que tiene de 3 a 6 atomos de carbono. Los
ejemplos de cicloalquilo Cs.6 incluyen ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo y ciclohexilo.

[0026] El término "arilo" indica un anillo monociclico aromatico compuesto por 6 atomos de carbono o un sistema de anillo
biciclico aromatico compuesto por 10 atomos de carbono. Los ejemplos de arilo incluyen fenilo, naftilo y azulenilo.
] Yy y
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[0027] El término "amino" se refiere a un grupo -NH,. Como se usa en el presente documento, los términos "N-(alquilo C1.
s)amino” y “N,N-di(alquilo C44)amino" se refieren a un grupo amino en el que uno o ambos atomos de hidrégeno,
respectivamente, son reemplazado con un grupo alquilo C14 lineal o ramificado. Los ejemplos de N-(alquil C44)amino
incluyen metilamino, etilamino y terc-butilamino, y los ejemplos de N,N-di-(alquil C14)amino incluyen dimetilamino y
dietilamino.

[0028] Como se usa en el presente documento, el término “N-(aril-alquil C14)amino" se refiere a un grupo amino en el que
un gtomo de hidrégeno se reemplaza con un grupo aril-alquilo Cy4. Los ejemplos de N-(aril-C14 alquil)amino incluyen
bencilamino y feniletilamino.

[0029] Como se usa en el presente documento, el término "farmacéuticamente aceptable" se refiere a aquellos
compuestos, materiales, composiciones y/o formas de dosificacion que son adecuados para el uso farmacéutico humano
y que son generalmente seguros, no téxicos y no indeseables biolégicamente ni de otro modo.

[0030] Como se usa en el presente documento, el término "aproximadamente" se refiere a un valor o parametro en el
presente documento que incluye (y describe) formas de realizacién que estan dirigidas a ese valor o parametro per se.
Por ejemplo, la descripcidon que se refiere a "aproximadamente 20" incluye la descripciéon de "20". Los rangos numéricos
incluyen los numeros que definen el rango. En términos generales, el término "aproximadamente" se refiere al valor
indicado de la variable y a todos los valores de la variable que se encuentran 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.

[0031] Los compuestos de 1,2,5-benzotiadiazepina de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, son
inhibidores del transportador de acidos biliares dependiente de sodio apical (inhibidores de ASBT), del transportador de
acidos biliares hepaticos (inhibidores de LBAT), o de los transportadores de acidos biliares dependientes del sodio apical
y del higado (inhibidores duales ASBT/LBAT). Por lo tanto, son utiles en el tratamiento o prevencién de afecciones,
trastornos y enfermedades en los que es deseable la inhibicién de la circulacién de acidos biliares, tales como
enfermedades cardiovasculares, trastornos del metabolismo de acidos grasos y utilizacion de glucosa, enfermedades
gastrointestinales y enfermedades hepaticas.

[0032] Las enfermedades cardiovasculares y los trastornos del metabolismo de los acidos grasos y la utilizacion de
glucosa incluyen, pero no se limitan a hipercolesterolemia; trastornos del metabolismo de los acidos grasos; diabetes
mellitus tipo 1 y tipo 2; complicaciones de diabetes, incluidas cataratas, enfermedades micro y macrovasculares,
retinopatia, neuropatia, nefropatia y retraso en la cicatrizacion 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, miocardiopatia, insuficiencia cardiaca, trastornos del ritmo
cardiaco y reestenosis vascular; enfermedades relacionadas con la diabetes tales como resistencia a la insulina (alteracion
de la homeostasis de la glucosa), hiperglucemia, hiperinsulinemia, niveles sanguineos elevados de acidos grasos o
glicerol, obesidad, dislipidemia, hiperlipidemia incluyendo hipertrigliceridemia, sindrome metabdlico (sindrome X),
aterosclerosis e hipertension; y para aumentar los niveles de lipoproteinas de alta densidad.

[0033] Las enfermedades y trastornos gastrointestinales incluyen estrefiimiento (incluyendo estrefiimiento crénico,
estrefiimiento funcional, estrefiimiento idiopatico crénico (CIC), estrefiimiento intermitente/esporadico, estrefiimiento
secundario a diabetes mellitus, estrefimiento secundario a accidente cerebrovascular, estrefiimiento secundario a
enfermedad renal cronica, estrefiimiento secundario a esclerosis multiple, estrefiimiento secundario a enfermedad de
Parkinson, estrefiimiento secundario a esclerosis sistémica, estrefiimiento inducido por farmacos, sindrome del intestino
irritable con estrefiimiento (SII-E), sindrome del intestino irritable mixto (Sll-M), estrefimiento funcional pediatrico y
estrefimiento inducido por opioides); Enfermedad de Crohn; malabsorcion primaria de acidos biliares; sindrome del
intestino irritable (Sll); enfermedad inflamatoria intestinal (Ell); inflamacion ileal; y enfermedad por reflujo y complicaciones
de la misma, tales como es6fago de Barrett, esofagitis por reflujo biliar y gastritis por reflujo biliar.

[0034] Una enfermedad hepatica como se define aqui es cualquier enfermedad en el higado y en los 6érganos conectados
con el mismo, tales como el pancreas, la vena porta, el parénquima hepatico, el arbol biliar intrahepatico, el arbol biliar
extrahepatico y la vesicula biliar. En algunos casos, una enfermedad hepatica es una enfermedad hepatica dependiente
de acidos biliares. Las enfermedades y trastornos hepaticos incluyen, pero no se limitan a un trastorno metabdlico
hereditario del higado; errores congénitos de la sintesis de acidos biliares; anomalias congénitas de las vias biliares;
atresia biliar; atresia biliar posterior a Kasai; atresia biliar post-trasplante hepatico; hepatitis neonatal; colestasis neonatal;
formas hereditarias de colestasis; xantomatosis cerebrotendinosa; un defecto secundario de la sintesis de B-A; sindrome
de Zellweger; enfermedad hepatica asociada a fibrosis quistica; deficiencia de alfa1-antitripsina; sindrome de Alagilles
(ALGS); sindrome de Byler; un defecto primario de la sintesis de acidos biliares (BA); colestasis intrahepatica familiar
progresiva (PFIC) que incluye PFIC-1, PFIC-2, PFIC-3 y PFIC no especificada, PFIC posterior a la derivacion biliar y PFIC
posterior al trasplante de higado; colestasis intrahepética recurrente benigna (BRIC) que incluye BRIC1, BRIC2 y BRIC
no especificado, BRIC posterior a desviacion biliar y BRIC posterior a trasplante de higado; hepatitis autoinmune; cirrosis
biliar primaria (CBP); fibrosis hepatica; enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD); esteatohepatitis no alcohdlica
(EHNA); hipertension portal; colestasis; colestasis del sindrome de Down; colestasis inducida por farmacos; colestasis
intrahepatica del embarazo (ictericia durante el embarazo); colestasis intrahepatica; colestasis extrahepatica; colestasis
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asociada a nutricion parenteral (PNAC); colestasis asociada a niveles bajos de fosfolipidos; sindrome de colestasis de
linfedema 1 (LSC1); 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; malignidad de los conductos biliares; malignidad que causa obstruccién del arbol biliar; estenosis biliares;
colangiopatia por SIDA; colangiopatia isquémica; prurito debido a colestasis o ictericia; pancreatitis; enfermedad hepatica
autoinmune crénica que conduce a colestasis progresiva; esteatosis hepatica; hepatitis alcohdlica; 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 (BAS tipo 1); lesion hepatica inducida por farmacos (DILI); fibrosis hepatica; fibrosis
hepatica congénita; cirrosis hepatica; histiocitosis de células de Langerhans (LCP); colangitis esclerosante ictiosis
neonatal (NISCH); protoporfiria eritropoyética (EPP); ductopenia idiopatica de la edad adulta (IAD); hepatitis neonatal
idiopatica (INH); escasez no sindromica de conductos biliares interlobulillares (NS PILBD); cirrosis infantil de indios
norteamericanos (NAIC); sarcoidosis hepatica; amilosis; enterocolitis necrotizante; toxicidades causadas por acidos
biliares séricos, incluidas alteraciones del ritmo cardiaco (p. €j., fibrilaciéon auricular) en el contexto de un perfil anormal de
acidos biliares séricos, miocardiopatia asociada con cirrosis hepatica ("colecardia") y atrofia muscular esquelética
asociada con enfermedad hepatica colestatica; hepatitis viral (incluyendo hepatitis A, hepatitis B, hepatitis C, hepatitis D
y hepatitis E); carcinoma hepatocelular (hepatoma); colangiocarcinoma; canceres gastrointestinales relacionados con
acidos biliares; y colestasis provocada por tumores y neoplasias del higado, de las vias biliares y del pancreas. Los
compuestos de férmula (1), o sus sales farmacéuticamente aceptables, también son utiles para mejorar la terapia con
corticosteroides en la enfermedad hepatica.

[0035] Otras enfermedades que pueden ser tratadas o prevenidas por los compuestos de formula (l), o sus sales
farmacéuticamente aceptables, incluyen sindromes de hiperabsorcidon (incluyendo abetalipoproteinemia,
hipobetalipoproteinemia familiar (FHBL), enfermedad de retencion de quilomicrones (CRD) y sitosterolemia);
hipervitaminosis y osteopetrosis; hipertension; hiperfiltracion glomerular; prurito de insuficiencia renal; Los compuestos
también son utiles en la proteccion contra la lesion renal asociada con enfermedades hepaticas o metabdlicas.

[0036] El transporte de acidos biliares en el cuerpo humano esta controlado por la accion 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 del gen SLC10A1), que se expresa en la
membrana sinusoidal de los hepatocitos, y por el transportador de acidos biliares dependiente de sodio apical (ASBT,
también llamado transportador de acidos biliares ileales (IBAT), ISBT, ABAT o NTCP2; simbolo del gen SLC10A2), que
se expresa en la membrana apical de los enterocitos del ileon, las células del tubulo renal proximal, el epitelio biliar, los
colangiocitos grandes y las células epiteliales de la vesicula biliar. En el higado, el transportador hepatico de acidos biliares
(LBAT) extrae eficazmente los acidos biliares de la sangre portal y la bomba de exportacion de sales biliares (BSEP;
simbolo del gen ABCB11) los vuelve a secretar a través de la membrana canalicular. La reabsorcién de &cidos biliares en
el ileon es manejada por es el transportador de acidos biliares dependiente de sodio (ASBT) apical, donde se denomina
comunmente transportador de acidos biliares ileales (IBAT). Tanto LBAT como ASBT funcionan como cotransportadores
electrogénicos de sodio-soluto que mueven dos o mas iones Na* por molécula de soluto.

[0037] Los xenobidticos y endobidticos, incluidos los acidos biliares, son captados por el higado desde la sangre portal y
secretados en la bilis por distintas proteinas de transporte con especificidades de sustrato individualizadas. Los acidos
biliares conjugados con glicina y taurina existen en forma anidénica y no pueden atravesar las membranas por difusion vy,
por lo tanto, dependen completamente de las proteinas de transporte de membrana para entrar o salir del hepatocito
(Kosters y Karpen, Xenobiotica 2008, vol. 38, pag. 1043-1071). ASBT y LBAT prefieren las sales biliares conjugadas con
glicina y taurina sobre sus contrapartes no conjugadas y demuestran una mayor afinidad por las sales biliares dihidroxi
que por las sales biliares trihidroxi. Aun no se han identificado sustratos que no sean acidos biliares para ASBT, sin
embargo, también se descubrié que LBAT transporta una variedad de sulfatos de esteroides, hormonas y xenobiéticos.

[0038] LBAT no esta tan completamente caracterizado como ASBT en términos de requisitos de inhibicion de farmacos.
Dong et al. identificaron medicamentos aprobados por la FDA que inhiben LBAT humano y compararon los requisitos de
inhibicion de LBAT y ASBT. Se realizaron una serie de estudios de inhibicion de LBAT utilizando farmacos aprobados por
la FDA, junto con el desarrollo de modelos computacionales iterativos. Los estudios de deteccion identificaron 27 farmacos
como nuevos inhibidores de LBAT, incluidos irbesartan (Ki = 11,9 uM) y ezetimiba (Ki = 25,0 uM). El farmacéforo de
caracteristica comun indicé que dos hidrofobos y un aceptor de enlaces de hidrégeno eran importantes para la inhibicion
de LBAT. De 72 farmacos examinados in vitro, un total de 31 farmacos inhibieron LBAT, mientras que 51 farmacos (es
decir, mas de la mitad) inhibieron ASBT. Por lo tanto, aunque hubo superposicion de inhibidores, ASBT inesperadamente
fue mas permisivo para la inhibiciéon de farmacos que LBAT, y esto puede estar relacionado con que LBAT posee menos
caracteristicas de farmacdéforo (Dong et al., Mol. Pharm. 2013, vol. 10, p. 1008-1019).

[0039] Vaz et al. describen la identificacidon de la deficiencia de LBAT como un nuevo error congénito del metabolismo
con un fenotipo clinico relativamente leve. La identificacion de la deficiencia de LBAT confirma que este transportador es
el principal sistema de importacion de sales biliares conjugadas al higado, pero también indica que los transportadores
auxiliares pueden mantener el ciclo enterohepatico en su ausencia (Vaz et al., Hepatology 2015, vol. 61, pags. 260-267).
Estos resultados apoyan la hipétesis de que la inhibicion de LBAT es un mecanismo de accion seguro, ya que los
hepatocitos todavia tienen la posibilidad de captar la cantidad necesaria de acidos biliares.
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[0040] Liu et al. describen la identificacién de un nuevo tipo de hipercolanemia que se asocia a homocigosidad para la
mutacion p.Ser267Phe en SLC10A1 (LBAT). La frecuencia alélica de esta mutacion en el gen SLC10A1 varia en diferentes
poblaciones, con la mayor incidencia en el sur de China (8 % y 12 % en chinos Han y Dai respectivamente) y en Vietnam
(11 %). Se creia que esta hipercolanemia "oculta" afectaba al 0,64 % de los han del sur, al 1,44 % de la poblacion china
daiy al 1,21 % de la poblacién vietnamita. También se observd un aumento en los niveles séricos de BA conjugados y no
conjugados en los individuos homocigotos. Liu et al. sugieren que este resultado probablemente se deba a la reduccion
del transporte de BA desde la circulacion portal a los hepatocitos. Esto respalda la hipétesis de que la funcion fisioldgica
de la circulacién enterohepatica no es solo reciclar los acidos biliares sino también eliminar los acidos biliares de la
circulacion para lograr la homeostasis (Karpen y Dawson, Hepatology 2015, vol. 61, p. 24-27). Alternativamente, el higado
puede sintetizar niveles elevados de acidos biliares para compensar la recirculacion enterohepatica reducida en los
portadores homocigéticos. 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).

[0041] Se ha encontrado que LBAT esta regulado a la baja en varias formas de lesion hepatica colestasica y colestasis,
mientras que ASBT se ha encontrado que esta regulado a la baja en una variedad de trastornos gastrointestinales como
la enfermedad de Crohn, la malabsorcién primaria de acidos biliares, la enfermedad inflamatoria intestinal y el ileon.
inflamacién, pero regulada al alza en la colestasis. LBAT también funciona como un receptor celular para la entrada viral
del virus de la hepatitis B (VHB) y el virus de la hepatitis D (HDV), que a su vez es la principal causa de enfermedad
hepatica y carcinoma hepatocelular.

[0042] Se ha investigado la inhibicion de ASBT para disminuir los niveles de colesterol en plasma y mejorar la resistencia
a la insulina, asi como para aliviar la carga de acidos biliares hepaticos en la enfermedad hepatica colestasica. Ademas,
se ha descubierto que la inhibicion de ASBT restaura los niveles de insulina y la normoglucemia, lo que establece la
inhibicion de ASBT como un tratamiento prometedor para la diabetes mellitus tipo 2. Los inhibidores de ASBT también se
utilizan para el tratamiento del estrefiimiento funcional.

[0043] Como ASBT se expresa predominantemente en el ileon (donde a menudo se denomina IBAT), no es necesario
que los inhibidores de ASBT estén disponibles sistémicamente. Por otro lado, ASBT también se expresa en las células
del tubulo proximal de los rifiones. Por lo tanto, los inhibidores de ASBT que estan disponibles sistémicamente también
pueden inhibir la recaptaciéon de acidos biliares en los rifiones. Se cree que esto conduciria a un aumento de los niveles
de acidos biliares en la orina ya una mayor eliminacion de acidos biliares del cuerpo a través de la orina. Por lo tanto, se
espera que los inhibidores de ASBT disponibles sistémicamente que ejercen su efecto no solo en el ileon sino también
en los rifiones conduzcan a una mayor reduccion de los niveles de acidos biliares que los inhibidores de ASBT no
disponibles sistémicamente que solo ejercen su efecto en el ileon.

[0044] Los compuestos que tienen una potencia inhibidora de ASBT alta son particularmente adecuados para el
tratamiento de enfermedades hepaticas que causan colestasis, tales como colestasis intrahepatica familiar progresiva
(PFIC), sindrome de Alagilles, atresia biliar y esteatohepatitis no alcohdlica (NASH).

[0045] La atresia biliar es una enfermedad hepatica pediatrica rara que implica un bloqueo parcial o total (o incluso la
ausencia) de los conductos biliares grandes. Este bloqueo o ausencia provoca colestasis que conduce a la acumulacion
de acidos biliares que danan el higado. En algunas formas de realizacion, la acumulacién de acidos biliares se produce
en el arbol biliar extrahepatico. En algunas formas de realizacién, la acumulacién de acidos biliares se produce en el arbol
biliar intrahepatico. El estandar actual de atencion es el procedimiento de Kasai, que es una cirugia que elimina los
conductos biliares bloqueados y conecta directamente una porcion del intestino delgado con el higado. Actualmente no
hay tratamientos farmacolégicos aprobados para este trastorno.

[0046] En el presente documento se proporcionan métodos para tratar la atresia biliar en un sujeto que lo necesite,
comprendiendo los métodos la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de formula (1),
0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas formas de realizacién, el sujeto se ha sometido al
procedimiento de Kasai antes de la administracion de un compuesto de formula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo. En algunas formas de realizacion, al sujeto se le administra un compuesto de férmula (l), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, antes de someterse al procedimiento de Kasai. En algunas formas de
realizacion, el tratamiento de la atresia biliar disminuye el nivel de &cidos biliares en suero en el sujeto. En algunas formas
de realizacion, el nivel de acidos biliares en suero se determina, por ejemplo, mediante un ensayo enzimatico ELISA o los
ensayos para la medicién de acidos biliares totales como se describe en Danese et al., PLoSOne. 2017, vol. 12(6):
e0179200.

[0047] En algunas formas de realizacion, el nivel de acidos biliares en suero 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 por mas del 90 % del nivel de acidos biliares
en suero antes de la administracion de un compuesto de férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
En algunas formas de realizacion, el tratamiento de la atresia biliar incluye el tratamiento del prurito.

[0048] PFIC es un trastorno genético raro que se estima que afecta a uno de cada 50.000 a 100.000 nifios nacidos en
todo el mundo y causa una enfermedad hepatica progresiva y potencialmente mortal.
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[0049] Una manifestacion de PFIC es el prurito, que a menudo da como resultado una calidad de vida gravemente
disminuida. En algunos casos, PFIC conduce a cirrosis e insuficiencia hepatica. Las terapias actuales incluyen la
derivacion biliar externa parcial (PEBD) y el trasplante de higado; sin embargo, estas opciones pueden conllevar un riesgo
sustancial de complicaciones posquirurgicas, asi como problemas psicoldgicos y sociales.

[0050] Se han identificado tres defectos genéticos alternativos que se correlacionan con tres subtipos separados de PFIC
conocidos como tipos 1,2y 3.

e LaPFIC, tipo 1, que a veces se denomina "enfermedad de Byler", es causada por una alteracion de la secrecion de
bilis debido 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 en 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 generalmente desarrollan colestasis en los primeros meses de vida y, en ausencia de tratamiento quirurgico,
progresan a cirrosis y enfermedad hepatica en etapa terminal antes del final de la primera década de vida.

e PFIC, tipo 2, que a veces se denomina "sindrome de Byler", es causado por una secrecion deficiente de sales biliares
debido a mutaciones en el gen ABCB11, que codifica una proteina, conocida como bomba de exportacion de sales
biliares, que expulsa los acidos biliares del higado. Los sujetos con PFIC tipo 2 a menudo desarrollan insuficiencia
hepatica en los primeros afios de vida y tienen un mayor riesgo de desarrollar un tipo de cancer de higado conocido
como carcinoma hepatocelular.

e LaPFIC, tipo 3, que tipicamente se presenta en los primeros afios de la infancia con colestasis progresiva, es causada
por mutaciones en el gen ABCB4, que codifica un transportador que mueve fosfolipidos a través de las membranas
celulares.

[0051] Ademas, se ha propuesto que las mutaciones del gen TJP2, del gen NR'H4 o del gen Myo5b son causas de PFIC.
Ademas, algunos sujetos con PFIC no tienen una mutacion en ninguno de los genes ATP8B1, ABCB11, ABCB4, TJP2,
NR'H4 o Myo5b. En estos casos, se desconoce la causa de la afeccion.

[0052] Las mutaciones ejemplares del gen ATP8B1 o la proteina resultante se enumeran en las Tablas 2 y 3, con
numeracion basada en la proteina ATP8B1 de tipo salvaje humano (p. ej., SEQ ID NO: 1) o gen (p. €j., SEQ ID NO: 2).
Las mutaciones ejemplares del gen ABCB11 o la proteina resultante se enumeran en las tablas 4 y 5, con una numeracion
basada en la proteina ABCB11 de tipo salvaje humano (p. ej., SEQ ID NO: 3) o el gen (p. €j., SEQ ID NO: 4).

[0053] Como pueden apreciar los expertos en la técnica, una posicion de aminoacido en una secuencia de proteina de
referencia que corresponde a una posicién de aminoacido especifica en SEQ ID NO: 1 o 3 puede determinarse alineando
la secuencia de proteina de referencia con SEQ ID NO: 1 o 3 (por ejemplo, usando un programa de software, como
ClustalW2). Los cambios en estos residuos (denominados en el presente documento como "mutaciones") pueden incluir
sustituciones de aminoacidos individuales o multiples, inserciones dentro o flanqueando las secuencias y deleciones
dentro o flanqueando las secuencias. Como pueden apreciar los expertos en la técnica, una posicion de nucledtido en
una secuencia de gen de referencia que corresponde a una posicion de nucleétido especifica en SEQ ID NO: 2 0 4 puede
determinarse alineando la secuencia de gen de referencia con SEQ ID NO: 2 o 4 (por ejemplo, utilizando un programa de
software, como ClustalW2). Los cambios en estos residuos (denominados en el presente documento como "mutaciones")
pueden incluir sustituciones de nucleétidos individuales o multiples, inserciones dentro o flanqueando las secuencias y
deleciones dentro o flanqueando las secuencias. Véase también Kooistra, et al., "KLIFS: Una base de datos de interaccion
estructural quinasa-ligando", Nucleic Acids Res. 2016, vol. 44, num. D1, pags. D365-D371.

Secuencia de proteina canonica de ATP8B1 (SEQ ID NO: 1) - Uniprot ID 043520
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MSTERDSETT
ECTWQVKAND
NLYFLALLIL
IKDGRFKVAK
MSLEITDQYL
RNTDFCHGLV
YWEAQVGNSS
WDLOMYYAEK
DASQHNHNKT
RTDGQLNYQA
KRMSIIVRTP
IEEKEFTEWN
LAKADIKIWV
KFAPPVQESF
RLEAKKEQRQ
IKTAHIGVGI
FTLVHFWYSF
VGQRDLLFNY
VITVNFQIGL
ROPYIWLTIT
GVSTRRSAYA

Secuencia de ADN canénica para ATP8B1 (SEQ ID NO:

ATG
AAT
GAC
GAG
AAC
TGT
ARAC
GCC
TCT
GTC

AGT
GAC
CAG
GAG
GAT
ATT
GCA
AAT
ACC
ACT
GAA
GCT
GAT
CTC
ARG
GCT
AAG
GAT
GGC
AAA
TAC
CAT
GGA
ATC
GTG

ACA
GAA
GGG
AAC
CGC
AAG
TTT
TTA
CTG
GCA
ATC
AAG
TTT
TGC
ATG
ACA
TTT
AAA
TTA
ACC
ACG
GCT
GAA
ATT
ATT

FDEDSQPNDE
RKYHEQPHFM
QAVPQISTLA
WKEIQVGDVI
QREDTLATFD
IFAGADTKIM
WYLYDGEDDT
DTPAKARTTT
EQVDFSWNTY
ASPDEGALVN
EGNIKLYCKG
KKFMAASVAS
LTGDKKETAE
FPPGGNRALI
KNFVDLACEC
SGQEGMQAVM
FNGYSAQTAY
KRFFVSLLHG
DTSYWTFVNA
LAVAVCLLPV
FSHQRGYADL

GAA
GTG
TCT
CGG

AGA
GTT
GCT
GAG
TAC
AGT
TTT
TTC
TGG

GAG
ACC
TAT
GCT
ATC

TGG
GTT
TAT
TCA
TTT
ACA
ATT
GTC
AGA
ATC
TAT
GAC
GTT
CGT
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VVPYSDDETE
NTKFLCIKES
WYTTLVPLLV
RLKKNDFVPA
GFIECEEPNN
KNSGKTRFKR
PSYRGFLIFW
LNEQLGQIHY
ADGKLAFYDH
AARNFGFAFL
ADTVIYERLH
TNRDEALDKV
NIGFACELLT
ITGSWLNEIL
SAVICCRVTP
SSDYSFAQFR
EDWFITLYNV
VLTSMILFFI
FSIFGSIALY
VAIRFLSMTI
ISSGRSIRKK

GAC
CcCC
GTT
CCA
CAC
ARA
ATA
CTG
TAC
GAC
AGG
GAA
GCT
GAA
GAA
GGT
ACA
TTA
TTT

GTT
GAA
ACA
AAC
GGA

TCA
TAC
GAA
TTC
GAA
TAT
CCA
GCT
ACC
CTG
ACG
ATT
GAC
ACA
ATC
TTT
CTA
CGT
GCA
AGA
GTT
GCA
CcccC
ACC
CAG

GAA
AGT
CCA
AGA

GCG
ATG
CTT
ACA
GTG
TGT
CAA
ATT
GCA
ACA
ATT
TTT
GGC
GGT
ACT
CTT
CAG
TCC
ATG
AGT

2)

ACG
GAT
GAA

C

AAT
AAT

C
C

GAC

G
G
C

GAA
GAC
GAA

T
T
G

ATT

G

TAC

G

CAC

DELDDQGSAV
KYANNAIKTY
VLGVTAIKDL
DILLLSSSEP
RLDKFTGTLF
TKIDYLMNYM
GYIIVLNTMV
IFSDKTGTLT
YLIEQIQSGK
ARTQNTITIS
RMNPTKQETQ
YEEIEKDLIL
EDTTICYGED
LEKKTKRNKI
KQKAMVVDLV
YLQRLLLVHG
LYTSLPVLLM
PLGAYLQTVG
FGIMFDFHSA
WPSESDKIQK
RSPLDAIVAD

ACA
GAT
CAA
GAA
CAC
AAT
CTG
ATC
GTG
GAT
GTC
GGA
CTG
CTG
CAG
TGT
AGA
GTA
GAC
ATT
CTG
GGC
CGT
CCcC
TTC

TTT
GAA
AAC
TGT
TTT
GCA
TTT
TTA
cCC
GTG
ATT
GAC
CTG
GAT
TAC
GAA
AAC
ATT
ACT
GAT
CTT
AAT
GGA
ATC
ATC

CT

TT

TA

AA

TT
TC

GG
GT
CT

TG

TA

1"

EPEQNRVNRE
KYNAFTFIPM
VDDVARHKMD
NSLCYVETAE
WRNTSFPLDA
VYTIFVVLIL
PISLYVSVEV
ONIMTFKKCC
EPEVRQFFFL
ELGTERTYNV
DALDIFANET
LGATAIEDKL
INSLLHARME
LKLKFPRTEE
KRYKKAITLA
RWSY IRMCKF
GLLDQDVSDK
QDGEAPSDYQ
GIHVLFPSAF
HRKRLKAEEQ
GTAEYRRTGD

AEENREPFRK
NLFEQFKRAA
KEINNRTCEV
LDGETNLKFK
DKILLRGCVI
LSAGLAIGHA
IRLGQSHFIN
INGQIYGDHR
LAVCHTVMVD
LAILDFNSDR
LRTLCLCYKE
QDGVPETISK
NQRNRGGVYA
ERRMRTQSKR
IGDGANDVNM
LRYFFYKNFA
LSLRFPGLYI
SFAVTIASAL
QFTGTASNAL
WQRRQQVFRR
S

GAC
ACA
CGA
ACA
ATG
ATT
GAG
CAG
CTG
GCT
AAG
GTC
TCT
GGA
CTC
GAA
ACA
AGG

TAC
TCT
TCC
TTC
TCT
AAC

GAG

GTC
TGG
AAC

CAG
GCA
CTT
CGC
GAT
ATT
AGC
GAA
CAA
CCC
AGT
AAC
ATA
TTG
GCT
TCT
CTC
CTC
TGG

GAT
GAT
AAC
CAA
ACA
ACA
TTT
GTT
GTG
CAT
GGC
CGT
TCT
ACC
AGA
AAT
TTT
ACC
ATG
ATG
GGT
TGG
ATT
TAT
GAC

TCT
GAA
AGG
GTC

TAC

CCT
GTG

AGG
CTG
GAG

CCT
GAT

AAC
CTT
TAC
TTC
GTC
CTG

CAG
CTT
GAA

TTC

AGA
CAA
CTG
ATG
TTC

CCT
TTA
GAT
AGA
TTG
TTC
AAT
TAC
GCC
CTC
TGG
AGC
CAA

CCT
GAT
GCA
GCA
TTG
TAC
GCA
ATC
GGC
GAT

ARC

ACA
CTA
GAT
TGC
AGT
ATG
ATC
TAT
GGC
GTG
ATG



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

TAC
GAA
ACA
GGG
GAT
TAT
TTC
CAG
GCC
ATC
TTC

CAT
GCA

ACC
TTA
CCA
ACT
CTG
CAT
GCA
ATC
AGA
ATG

GTC

GTC
CTG
TAC
TTC
CTC
GAC
GTG
TTG
TAT
TTT
GGC
AGC
CAT
CTG
TTA
GAA
TGG
GCC
CGC
ACC

TAT
CAG
CAA
GAC
TTT
CTT
TTC
CTC
AGG
AGT
AAC
ATC
CGA
AAT
GAA
AAC
ATT
GAA
GGA
ACT
GCA
CCT
ATC
AAT
CGG
AAC
ACC
GCC
ACT
ATG
CTG
TTC
TTC
TAC
CAG
GGA
CAT
CTG
GCC
TTG
ATT
GTT
AGA
CTA
AGT
CAG
TAC
AGC
GCG

GCT
CTC
AAT
CAT
AGC
ATT
TTG
AAC
AAC
GAA
AGT
ARG
ATG
GAA
TTT
CGG
CTC
ACC
GAC
GAA
AGG
CCT
ACT
ARG
ACC
TTT
CCcC
ATC
GCC
TCG
GTG
TTT
AAT
AAC
GAT
CAA
GGG
CAA
GTC
GAT
GCA
CTC
CAG
CCC
GAT
CGA
GCC
ATC
GAG

GAG
GGG
ATC
CGG
TGG
GAG
CTC
TAC
TTT
CTG
GAC
CTT
AAT
ACT
ACA
GAC
CTG
ATT

GAC
ATG
GTG
GGT
ATT
CAA
GTG
ARG
ACG
CAC
AGT
CAT
TAC
GGC
GTG
GTG
AGA
GTC
ACC
ACC
ACT
CTT
TTT
CCA
GTC
AAG
CGG
TTC
CGC
TAC

AAG
CAG
ATG
GAT

CAA
GCA
CAG
GGC
GGC
CGG
TAC
CCT
CTT
GAA
GAA
GGA
TCA
AAG
ACC
GAA
CAG
TCT
CTG
AGT
GAC
CAG
CTG
ATT
GAC
GGC
AAA
TAC
CTG
AGT
GAC
CTA
GTA
ATT
TCT
TAT
CCA
TAC
GTT
ATC
CAG
TCG
AAG
AGG

Tabla 2.

GAC
ATC
ACC
GCC
ACA
ATC
GTT
GCA
TTT
ACT
AAG
TGT
ACT
AGA
TGG
GCT
GCT
AAA
GAA
ACC
AAC
GAA
TGG
ARG
ARA
CTG
AAG
GCC
GGC
TAT
CGA
AAC
TCT
TAC
GAC
TTA
ACA
GGG
GCC
TAT
TTT
TCT
ATT
GCC
CAG
CAG
CAC
AAG
CGC
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ACA
CAT
TTT
TCT
TAT
CAG
TGC
GCC
GCC
GAA
CGA
AAA
AAG
ACC
AAT
CTG
ACA
CTT
ACT
ATC
CAG
TCT
TTG
CTG
AGG
GCC
GCC
ATC
GTT
TCC
TGG
TTT
GCG
ACC
AAA
CTA
TCG
CAG
TCT
TGG
GGC
GCA
TGG
ATT
AAG
GTG
CAG
CGC
ACC

CcCcC
TAT

CAA
GCT
TCA
CAC
TCT
TTC
AGG
ATG
GGT
CAA
CTA

GAT
GCT
GCA
GCT
TGC
AGG
TTT
AAT
AAG
AGG
TGC
ATG
GGA
GGA
TTT
TCT
GCC
CAG
AGC
CTG
TTC
ATG
GAT
GCT
ACT
ATC
TTT
TTA
CGA
CAT
TTC
CGG
TCG
GGG

GCA
ATC
AAG
CAC
GAT
GGG
ACA
CCC
CTC
ACT
TCT
GCT
GAA
TGC
AAG
ARAR
ATT
ARA
GAA
TAT
AAT
TTT
GAA
TTC
CTA
GAG
GTG
GAT
ATA
GCT
TAC
TTT
ACT
CTG
AGC
AAC
ATC
GGA
CTT
TTT
ATG
CAA
ACT
TTC
CGC
CGC
GGC
CCG
GAC

AAA
TTC
TGC
AAC
GGG
AAR
GTC
GAT
GCC
TAC
ATC
GAC
ACA
CTT
TTT
GTA
GAA
GCT
AAT
GGG
AGA
CCA
ATT
CCA
GAA
TGC
GTG
GGG
AGT
CAG
ATA
ACT
GCA
CCcC
CTC
TAT
CTC
GAG
GTA
GTG
TTT
TTT
ATC
CTG
AAG
CGG
TAC
CTT
AGC

GCT
TCT
TGT
CAC
AAG
GAG
ATG
GAA
AGG
AAT
ATT
ACT
CAG
TGC
ATG
TAT
GAC
GAC
ATA
GAG
GGT
CCC
CTT
AGA
GCT
AGC
GAC
GCC
GGA
TTC
AGG
TTG
TAC
GTG
CGA
AAG
TTC
GCA
ATA
AAT
GAC
ACA
ATC
TCA
CGG
GGC
GCG
GAT
TGA

AGA
GAT
ATC
AAC
CTT
CCA
GTG
GGT
ACC
GTT
GTA
GTT
GAT
TAC
GCT
GAG
AAG
ATT
GGA
GAT
GGC
GGT
CTC
ACA
AAG
GCA
CTG
AAT
CAA
CGA
ATG
GTT
GAG
CTC
TTC
AGA
TTC
CCT
ACA
GCT
TTT
GGC
CTG
ATG
TTG
GTG
GAC
GCC

ACC
AAG
AAC

GCA
GAA
GAT
GCC
CAG
CTT
AGA
ATT
GCC
AAG
GCC
GAG
CTA
AAG
TTT
ATT
GTC
GGA
GAG
GAA

GTC
GTG
GAC
GAA
TAT
TGC
CAT
GAT
CTC
CCT
TTC
ATA
TCC
GTC
TTT
CAT
ACA
GCT
ACC
AAG
TCA
CTC
ATC

Mutaciones ejemplares de ATP8B1

ACC
ACG
GGG
ATA
TTT
GTA
AGG
CTG
ARAC
GCC
ACC
TAT
CTG
GAA
AGT
ATT
CAG
ATC
GCT
AAT
TAC
AAC

GAA
GAG
ATC
AAG
GTG
GGA
CTG
AAG
TTC
TGG
ATG
GGG
TTT
CCT
GAC
AAT
TCA
AGT
GCT
GTT
ATC
GCG
ACG
ATC
GTG

ACA
GGG
CAG
GAG
TAT
CGA
ACT
GTA
ACC
ATT
CCA
GAA
GAT
ATT
GTG
GAA
GAT
TGG
TGT
TCT
GCA
CGT
AAG
GAA
CAG
TGC
AGG
AAC
ATG
CAG
TTC
TGG
TTC
GGG
TTA
GTA
CTT
TAC
TTC
ATT
GCT
TCA
GCT
TGG
GAG
CGG
TCC
GCG

Posicion de aminoacido 3 (p. ej., T3K)?”

Posicion de aminoacido 23 (p. ej., P23L)°

Posicién del aminoécido 45 (p. ej., N45T)>89

12

CTC
ACA
ATA
CAA
GAC
CAG
GAT
AAC
ATC
TTG
GAA
CGG
ATC
GAA
GCC

GGA
GTG
GAA
CTT
AAG
GCC
ACC
AGA
CGG
TGC
TAC
ATG
CAA
AGG
CTA
TAC
ATC
CTG
TAC
AGC
GGA
CAG
CAG
TTT
GGA
AAC
GTG
CCA
GAG
CGC
TCC
GAT

AAT
CTC
TAT
GTT
CAC
TTC
GGT
GCT
ACC
GAC
GGC
TTA
TTT
GAA
TCC
GAC
GTT
CTT
CTT
CTT
TTT
TTA
AAG
CGG
CAG
CGC
ARG
ATC
GCT
CTA
CGA
TCC
ACC
CTC
ATA
TTG
GCT
TCT
ATT
GGA
ATA
GCT
TGC
TCA
CAG
TCG
GGG
GGC
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(Continuacion)

Posicion de aminoacido 46 (p. ej., R46X)A25

Posicién de aminoacido 62 (p. ej., C62R)?®

Posicion del aminoacido 63 (p. ej., T63T)*!

)
)
Posicion de aminoacido 70 (p. ej., D7ON)"®
Posicién de aminoacido 71 (p. ej., R71H)*

Posicion de aminoacido 78 (p. ej., H78Q)"°

Posicion de aminoacido 82 (p. ej., T82T)*!

Posicion de aminoacido 92 (p. ej., Y92Y)*!

Posicién de aminoacido 93 (p. ej., A93A)®

Posicion de aminoacido 96 (p. ej., A96Gj*’

Posicion del aminoacido 114 (p.

ej., E114Q)F

Posicion de aminoacido 127 (p.

gj., L127P5, L127V%)

Posicion del aminoacido 177 (p.

ej., T177T)

Posicion del aminoacido 179 (p.

gj., E179X)

APosiciones de aminoacidos 185-28244

Posicion del aminoacido 197 (p.

ej., G197Lfs = 10)?

Posicion de aminoacido 201 (p.

ej., R201827, R201H3%)

Posicion de aminoéacido 203 (p.

ej., K203E5,8, K203R9, K203fs?%)

Posiciéon de aminoacido 205 (p.

ej., N205fs6, N205Kfs * 2%9)

Posicion de aminoacido 209 (p.

ej., P209T)*

Posicion de aminoédcido 217 (p.

gj., S217N)3

Posicion de aminoacido 232 (p.

&j., D232D)®

Posicion del aminoacido 233 (p.

ej., G233R)®

Posicion del aminoacido 243 (p.

ej., L243fs * 28)%

Posicion de aminoéacido 265 (p.

&j., C265R)%

Posicion de aminoéacido 271 (p.

6j., R271X3, R271R%)

Posiciéon de aminoacido 288 (p.

ej., L288S)°

Posiciéon de aminoacido 294 (p.

gj., L294S)"

Posicion de aminoéacido 296 (p.

6j., R296C)"

Posicion de aminoéacido 305 (p.

ej., F3051)%8

Posicion de aminoéacido 306 (p.

ej., C306R)?

Posiciéon de aminoacido 307 (p.

ej., H307L)®

Posicion de aminoéacido 308 (p.

ej., G308V', G308D8, G308S3°)

Posicion de aminoéacido 314 (p.

6j., G3143)"

Posicion de aminoéacido 320 (p.

ej., M320Vfs * 13)1

Posicion de aminoéacido 337 (p.

ej., M337R)™

Posicion de aminoécido 338 (p.

ej., N338K)'®

Posicion de aminoéacido 340 (p.

ej., M340V)™®

Posicion del aminoacido 344 (p.

ej., 1344F)5,20

Posicion del aminoacido 349 (p.

) 3
&j., 1349T)"

Posicion de aminoéacido 358 (p.

ej., G358R)*®

Posicion del aminoacido 367 (p.

ej., G367G)*’

Posicion del aminoacido 368 (p.

&j., N368D)"

Posicion del aminoacido 393 (p.

8j., 1393V)7

Posicion de aminoécido 403 (p.

&j., S403Y)8

Posicion del aminoacido 407 (p.

ej., SA07N)%

Posicion de aminoécido 412 (p.

gj., RA12P)S

Posicion de aminoéacido 415 (p.

ej., Q415R)?

Posicion de aminoédcido 422 (p.

&j., D422H)%

Posicion de aminoéacido 429 (p.

ej., E429A)%

Posicion del aminoacido 446 (p.

ej., G446R)* 11

Posicion de aminoéacido 453 (p.

6j., S453Y)°

Posicion de aminoéacido 454 (p.

ej., D454G)°

Posicion del aminoacido 455 (p.

ej., K455N)™

Posicion de aminoacido 456 (p.

ej., T456M>8, T456K3%)

Posicion de aminoédcido 457 (p.

ej., G457G®, G457fs * 63°)

Posicion de aminoéacido 469 (p.

ej., C469G)*!

Posicion de aminoéacido 478 (p.

ej., H478H)*

Posicion de aminoécido 500 (p.

ej., Y500H)8

Posiciéon de aminoéacido 525 (p.

)
&j., R525X)°

13
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(Continuacion)

A Posicion de aminoacido 5296

Posicion de aminoécido 535 (p.

&), H535L6, H535N*1)

Posicion de aminoé&cido 553 (p.

ej., P553P)*3

Posicion de aminoéacido 554 (p.

ej., D554N"8, D554A3%)

APosiciones de aminoacidos 556-6284*

APosiciones de aminoacidos 559-56335

Posicion de aminoacido 570 (p.

ej., L570L)"

Posicion del aminoacido 577 (p. ej., 1577V)"°

Posicion de aminoéacido 581 (p.

ej., E581K)%

Posiciones de aminoacidos 554 y 581 (p. ej., D554A+E581K)3°

Posicién del aminoacido 585 (p. ej., E585X)*!

Posicion de aminoé&cido 600 (p.

ej., R600W2* R600QF)

Posicion del aminoacido 602 (p. ej., R602X)%°

Posicion de aminoacido 628 (p.

&j., R628W)

Posicion de aminoacido 631 (p.

6j., R631Q.)%8

APosiciones de aminoacidos 645-699*

Posicién del aminoacido 661 (p. ej., 1661T)"46

Posicion del aminoacido 665 (p. ej., E665X)*°

Posiciéon de aminoéacido 672 (p.

ej., K672fs8, K672Vfs x 1%9)

Posicion de aminoéacido 674 (p.

&j., M674T)"

Posiciones de aminoacidos 78 y 674 (p. ej., H78Q/M674T)"°

Posicion del aminoacido 684 (p. ej., D684D)*!

Posicion de aminoéacido 688 (p.

&j., D688G)°

Posicion de aminoacido 694 (p.

ej., 1694T8, 1694N'")

Posicién del aminoacido 695 (p. ej., E6I5K)?”

Posicion de aminoacido 709 (p.

ej., K709fs®, K709Qfs * 417)

Posicion de aminoécido 717 (p.

gj., TT17N)*

Posicion de aminoéacido 733 (p.

6j., G733R)°

Posicion de aminoé&cido 757 (p.

&j., Y757X)*

Posicion de aminoacido 749 (p.

&j., L749P)7

Posicion del aminoacido 792 (p. ej., P792fs)?

APosicion de aminoacido 795-797°

Posicién del aminoacido 809 (p. ej., 1809L)%"

Posicion de aminoacido 814 (p.

gj., K814N)%

Posicion de aminoécido 833 (p.

ej., R833Q%, R833W*)

Posicion de aminoéacido 835 (p.

ej., K835Rfs * 36)°

Posicion de aminoécido 845 (p.

6j., K845fs)%

Posicion de aminoacido 849 (p.

6j., R849Q)%

Posicion de aminoacido 853 (p.

6j., F853S, F853fs)°

Posicion de aminoéacido 867 (p.

ej., R867C", R867fs°, R867HZ)

Posiciéon de aminoacido 885 (p.

6j., K885T)

Posicion de aminoacido 888 (p.

ej., T888T)*!

Posicion de aminoéacido 892 (p.

&j., GBI2R)°

Posicion de aminoacido 912 (p.

ej., G912R)%®

Posicion de aminoacido 921 (p.

6j., 5921S)"1

Posicion de aminoécido 924 (p.

&j., Y924C)%

Posicion de aminoacido 930 (p.

&j., R930X5, R930Q%)

Posicion de aminodcido 941 (p.

&j., R941X)%

Posicion de aminoécido 946 (p.

ej., R946T)"

Posicion de aminoacido 952 (p.

6j., R952Q5975, R952XE)

Posicion de aminoéacido 958 (p.

ej., N958fs)®

Posicion de aminoécido 960 (p.

ej., A960A)*!

APosicion de aminoacido 97143

Posicion de aminoéacido 976 (p.

ej., A976E*1, A976A*)

Posicion de aminoéacido 981 (p.

ej., E981K)?°

Posicion de aminoécido 994 (p.

ej., S994R)?

Posicién del aminoacido 1011 (p. ej., L1011fs  18)%

Posicion de aminoacido 1012 (p. ej., $S10121)°

Posicién del aminoacido 1014 (p. ej., R1014X)%

Posicion de aminoacido 1015 (p. ej., F1015L)%

14
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(Continuacion)

Posicion de aminoacido 1023 (p.

ej., Q1023fs)®

Posicion de aminoacido 1040 (p.

ej., G1040R)™®

Posiciéon de aminoacido 1044 (p.

ej., S0144L)%

Posicion del aminoacido 1047 (p.

ej., L1047fs)®

Posicion de aminoécido 1050 (p.

ej., 11050K)*"

Posicion del aminoacido 1052 (p.

ej., L1052R)%®

Posiciéon de aminoacido 1095 (p.

&j., W1095X)

Posicion del aminoacido 1098 (p.

&j., V1098X)%

Posicion del aminoacido 1131 (p.

ej., Q1131X)*

Posicion del aminoacido 1142 (p.

ej., A1142Tfs = 35)%

Posicion del aminoacido 1144 (p.

ej., Y1144Y)5

Posicion del aminoacido 1150 (p.

ej., 11150T)"

Posicion del aminoacido 1152 (p.

gj., A1152T)%

Posicion de aminoacido 1159 (p.

ej., P1159Pj2543

Posicion del aminoacido 1164 (p.

ej., R1164X)°

Posicion del aminoacido 1193 (p.

&j., R1193fs * 39)%

Posicion del aminoacido 1197 (p.

gj., V1197L)"

Posicion de amino&cido 1208 (p.

ej., A1208fs)®

Posicion de amino&cido 1209 (p.

ej., Y1209Lfs = 28)*

Posicidon de aminoacido 1211 (p.

ej., F1211L)7

Posicidon de aminoécido 1219 (p.

ej., D1219H5, D1219G?)

Posicion del aminoacido 1223 (p.

8j., 512238)"

Posicion del aminoacido 1233 (p.

ej., P1233P)"

Posicion de aminoéacido 1241 (p.

gj., G1241fs)®

Posicion del aminoacido 1248 (p.

ej., T1248T)3

Mutacion del sitio de empalme IVS3+1 +3delGTG®

Mutacion del sitio de empalme IVS3-2A>G*

IVS6+5T>G""2

Mutacion del sitio de empalme IVS8+1G>T®

IVS9-G>A%

IVS12+1G>A%

Mutacion del sitio de empalme IVS17-1G>A®

Mutacion del sitio de empalme 1VS18+2T>C*

Mutacion del sitio de empalme 1IVS20-4CT>AA

Mutacion del sitio de empalme 1VS21+5G>AS

Mutacion del sitio de empalme 1VS23-3C>AS

Mutacion del sitio de empalme 1VS26+2T>A°

9.24774-42062del*

c.-4C>G*

c.145C>T"?

c.181-72G>A°

c.182-5T>A"

c.182-72G>A*

c.246A>G°

€.239G>A%

c.279+1_279+3delGTG*

€.280-2A>G*¢

c.625_62715delinsACAGTAAT*6

¢.554+122C>T°

¢.555-3T>C?

c.625+5 G>T*

Posicion de aminoacido 209 (p. ej., P209T) y ¢.625+5 G>T*

.628-30G>A*"

c.628-31C>T*

C.698+1G>T*6

¢.698+20C>T#!

C.782-1G>A%

C.782-34G>A*

A795-79714

c.782 -1G>A*

15




ES2937153 T3

(Continuacion)

c.852A>C?’

c.941-1G>A%

c.1014C>T®

¢.1029+35G>A°

c.1221-8C.G*

1226delA18

C.1429+1G>A%6

€.1429+2T>G"3

€.1429+49G>A

¢.1430-42A>G*'

€.1493T>C"?

c.1587_1589delCTT*6

c.1630+2T>G?’

c.1631-10T>A*

¢.1637-37T>C*

1660G>A"

1798C>T™

1799G>A"

c.1819-39_41delAA°®

c.1819+1G>A%

€.1820-27G>A*

c.1918+8C>T%’

¢.1933-1G>AK*6

€.2097+2T>C*

€.2097+60T>G*!

€.2097+89T>C*!

¢.2097+97T>G*!

€.2210-114T>C°®

2210delA'®

C. 2210-45_50dupATAAAA®

€.2285+29C.T#

c.2285+32A>G*!

€.2286-4_2286-3delinsAA*6

€.2418+5G>A%6

¢.2707+3G>C?’

¢.2707+9T>G*!

€.2707+43A>G*

€.2709-59T>C*

c.2931+9A>G*!

€.2931+59T>A%!

€.2932-3C>A%

€.2932+59T>A°

c.2937A>C%

¢.3016-9C>A3"

¢.3033-3034del®

3122delTCCTA/

insSACATCGATGTTGATGTTAGG*

3318G>A"

¢.3400+2T>A%

€.3401-175C>T°

€.3401-167C>T°

c.3401-108C>T°

c.3531+8G>T%15

€.3532-15C>T°

APhe ex 154

Ex1 Ex13del®

Ex2 Ex6del®

Ex12_Ex14del’”

Exdn 2445 omitido

del5'UTR-ex18"
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(Continuacion)

C. x 11C>T#

C. * 1101 + 366G > A’

9.92918de1565%"

GC que precede al exén 16 (p. ej., lo que da como resultado una
eliminacién de 4 pb)*

Cambio de marco desde el extremo 5 'del exon 1642

5' Eliminacion de 1,4 kb6

Tabla 3. Mutaciones ATP8B1 seleccionadas asociadas con PFIC-1
Posicion de aminoacido 23 (p. ej., P23L)°

Posicion de aminoacido 78 (p. ej., H78Q)"°

Posicién de aminoacido 93 (p. ej., A93A)®

Posicion de aminoacido 96 (p. ej., A96G)*’

Posicién del aminoacido 127 (p. €j., L127P)®

Posicion del aminoacido 197 (p. ej., G197Lfs * 10)%?

Posicion de aminoacido 205 (p. ej., N205fs)®

Posicion de aminoacido 209 (p. ej., P209T)*

Posicién del aminoacido 233 (p. ej., G233R)*®

Posicion del aminoacido 243 (p. ej., L243fs x 28)33

Posicion de aminoacido 288 (p. ej., L288S)°

Posicion de aminoacido 296 (p. ej., R296C)""

Posicion de aminoacido 308 (p. ej., G308V'*)

Posicion de aminoacido 320 (p. ej., M320Vfs * 13)""

Posicién de aminoacido 403 (p. ej., S403Y)®

Posicion del aminoacido 407 (p. ej., S407N)*°

Posicién de aminoacido 412 (p. ej., R412P)®

Posicion de aminoacido 415 (p. ej., Q415R)?#’

Posicién de aminoacido 429 (p. ej., E429A)°

Posicion de aminoacido 446 (p. ej., G446R)*

Posicion del aminoacido 456 (p. ej., T456M)36

Posicion de aminoacido 457 (p. ej., G457G6, G457fs * 6%°)
Posicion de aminoacido 500 (p. ej., Y500H)®

Posicién de aminoacido 525 (p. ej., R525X)*

APosicién de aminoacido 5298

Posicién de aminoacido 535 (p. ej., H535L)®

Posicion de aminoacido 554 (p. ej., D554N)"®

Posicién del aminoacido 577 (p. gj., 1577V)"®

Posicién del aminoacido 585 (p. ej., E585X)*!

Posicién de aminoacido 600 (p. ej., R600W)*

Posicion del aminoacido 602 (p. ej., R602X)%°

Posicion del aminoacido 661 (p. ej., 1661T)*°

Posicion del aminoacido 665 (p. ej., E665X)*°
APosiciones de aminoacidos 645-699*

Posicion de aminoacido 672 (p. ej., K672fs)®

Posicion de aminoacido 674 (p. ej., M674T)"®

Posiciones de aminoacidos 78 y 674 (p. ej., H78Q/M674T)"°
Posicion de aminoacido 688 (p. ej., D688G)®

Posicion del aminoacido 694 (p. ej., 1694N)""
Posicién del aminoacido 695 (p. ej., E695K)?’
Posicion de aminoacido 709 (p. ej., K709fs)®
Posicién de aminoacido 717 (p. ej., T717N)*
Posicién de aminoacido 733 (p. ej., G733R)®
Posicion de aminoacido 749 (p. ej., L749P)%!
Posicién de aminoacido 757 (p. €j., Y757X)*
Posicion del aminoacido 792 (p. ej., P792fs)®
Posicién de aminoacido 809 (p. €j., 1809L)*"
Posicion de aminoacido 853 (p. €j., F853S, F853fs)°
Posicion de aminoacido 867 (p. ej., R867fs)®
Posicién de aminoacido 892 (p. ej., G892R)®
Posicion de aminoacido 930 (p. ej., R930X?%, R952Q"°)
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(Continuacion)

Posicién de aminoacido 952 (p. ej., R952X)®

Posicion de aminoacido 958 (p. ej., N958fs)®

Posicién de aminoacido 981 (p. ej., E981K)*°

Posicién de aminoacido 994 (p. ej., S994R)*

Posicion del aminoacido 1014 (p. ej., R1014X)%"

Posicion de aminoacido 1015 (p. ej., F1015L)%"

Posicion de aminoacido 1023 (p. ej., Q1023fs)®

Posicion de aminoacido 1040 (p. ej., G1040R)"®

Posicion del aminoacido 1047 (p. ej., L1047fs)®

)
Posicion de aminoacido 1095 (p. ej., W1095X)""

Posicion de aminoacido 1208 (p. ej., A1208fs)®

Posicion de aminoacido 1209 (p. ej., Y1209Lfs = 28)*

Posicién de aminoacido 1211 (p. ej., F1211L)%

Posicion de aminoacido 1219 (p. ej., D1219H5, D1219G?)

Mutacion del sitio de empalme IVS3+1 +3delGTG®

Mutacion del sitio de empalme IVS3-2A>G*

IVS6+5T>G"7

Mutacion del sitio de empalme 1VS8+1G>T®

IVS9-G>A28

Mutacion del sitio de empalme IVS17-1G>A°®

Mutacion del sitio de empalme 1VS18+2T>C*

Mutacion del sitio de empalme 1VS21+5G>AS

9.24774-42062del*

c.145C>T"?

€.239G>A%

c.625+5 G>T*

Posicion de aminoacido 209 (p. ej., P209T) y ¢.625+5G>T*

c.782 -1G>A*

c.1493T>C"?

c.1630+2T>G?’

1660G>A"

¢.2707+3G>C?%

€.2097+2T>C*

¢.3033-3034del®

3318G>A"

c.3158+8G>T"®

APhe ex 15%

Ex1 Ex13del®

Ex2 Ex6del®

Ex12_Ex14del’”

del5'UTR-ex18""

C. * 1101 + 366G > A’

eliminacion de 4 pb)*2

GC que precede al exén 16 (p. €j., lo que da como resultado una

Cambio de marco desde el extremo 5 'del exon 1642

A Una mutacion a 'X' denota un codon de parada temprano

Referencias para las tablas 2 y 3

[0054]

' Folmer et al., Hepatology. 2009, vol. 50(5), pag. 1597-1605.

2 Hsu y col., Hepatol Res. 2009, vol. 39(6), pag. 625-631.

3 Alvarez et al., Hum Mol Genet. 2004, vol. 13(20), pag. 2451-2460.

4 Davit-Spraul et al., Hepatology 2010, vol. 51(5), pag. 1645-1655.

5 Vitale et al., J Gastroenterol. 2018, vol. 53(8), pag. 945-958.

6 Klomp et al., Hepatology 2004, vol. 40(1), pag. 27-38.

7 Zarenezhad et al., Hepatitis Monthly: 2017, vol. 17(2); e43500.

8 Dixon et al., Scientific Reports 2017, vol. 7, 11823.

9 Painter y otros, Eur J Hum Genet. 2005, vol. 13(4), pag. 435-439.

0 Deng et al., World J Gastroenterol. 2012, vol. 18(44), pag. 6504-6509.
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" Giovannoni y otros, PLoS One. 2015, vol. 10(12): e0145021.

12 Lj et al., Hepatology International 2017, vol. 11, No. 1, Supl. Suplemento 1, pags. S180. Resumen Nimero:

OP284.

3 Togawa et al., Journal of Pediatric Gastroenterology and Nutrition 2018, vol. 67, suplemento Suplemento 1,

5 pags. S363. Numero de resumen: 615.

4 Miloh et al., Gastroenterology 2006, vol. 130, No. 4, Supl. 2, pags. A759-A760. Informacion de la reunion:

Reunién de la Semana de las Enfermedades Digestivas/107.2 Reunién Anual de la Asociacion Estadounidense

de Gastroenterologia. Los Angeles, CA, Estados Unidos. 19 de mayo.

15 Drége et al., Zeitschrift fir Gastroenterologie 2015, vol. 53, No. 12. Resumen Numero: A3-27. Informacion de
10 la reunién: 32. Jahrestagung der Deutschen Arbeitsgemeinschaft zum Studium der Leber. Diisseldorf, Alemania.

22 de enero de 2016-23 de enero de 2016

16 Mizuochi et al., Clin Chim Acta. 2012, vol. 413(15-16), pag. 1301-1304.

17 Liu et al., Hepatology International 2009, vol. 3, nim. 1, pag. 184-185. Resumen Numero: PE405. Informacion

de la reunién: 19.2 Conferencia de la Asociacion del Pacifico Asiatico para el Estudio del Higado. Hong Kong,
15 China. 13 de febrero de 2009-16 de febrero de 2009

8 McKay et al., Version 2. F1000Res. 2013; 2: 32. DOI: 10.12688/f1000research.2-32.v2

9 Hasegawa et al., Orphanet J Rare Dis. 2014, vol. 9:89.

20 Stone y col., J Biol Chem. 2012, vol. 287(49), pag. 41139-51.

21 Kang y col., J. Pathol Transl Med. 16 de mayo de 2019. doi: 10.4132/jptm.2019.05.03.[Epub antes de la
20 impresion]

22 Sharma et al., BMC Gastroenterol. 2018, vol. 18(1), pag. 107.

23 Uegaki et al., Intern Med. 2008, vol. 47(7), pag. 599-602.

24 Goldschmidt y col., Hepatol Res. 2016, vol. 46(4), pag. 306-311.

25 Lju y col., J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2010, vol. 50(2), pag. 179-183.
25 26 Jung y col., J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2007, vol. 44(4), pag. 453-458.

27 Bounford. Universidad de Birmingham. Restimenes de tesis internacionales, (2016) vol. 75, N° 1C. Nimero de

pedido: AAI10588329. Disertaciones y tesis de ProQuest.

28 Stolz y col., Aliment Pharmacol Ther. 2019, vol. 49(9), pag. 1195-1204.

29 |vashkin et al., Hepatology International 2016, vol. 10, No. 1, Supl. SUPL. 1, pags. S461. Nimero de resumen:
30 LBO- 38. Informacion de la reunion: 25.2 Conferencia Anual de la Asociacion del Pacifico Asiatico para el Estudio

del Higado, APASL 2016. Tokio, Japon. 20 de febrero de 2016-24 de febrero de 2016

30 Blackmore et al., J Clin Exp Hepatol. 2013, vol. 3(2), pag. 159-161.

31 Matte y col., J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2010, vol. 51(4), pag. 488-493.

82 Squires y col., J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2017, vol. 64(3), pag. 425-430.
35 33 Hayshi et al., EBioMedicine. 2018, vol. 27, pag. 187-199.

34 Nagasaka y col., J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2007, vol. 45(1), pag. 96-105.

35 Wang y otros, PLoS One. 2016; vol. 11(4): e0153114.

36 Narchi et al., Arabia J Gastroenterol. 2017, vol. 23(5), pag. 303-305.

37 Alashkar et al., Blood 2015, vol. 126, No. 23. Informacion de la reunion.: 57.2 reunién anual de la American-
40 Society of Hematology. Orlando, Florida, Estados Unidos. Del 05 al 08 de diciembre de 2015. Amer Soc Hematol.

38 Ferreira et al., Pediatric Transplantation 2013, vol. 17, supl. SUPL. 1, pp. 99. Nimero de resumen: 239.

Informacion de la reunion: 7° Congreso de IPTA sobre trasplante pediatrico. Varsovia, Polonia. 13 de julio de

2013-16 de julio de 2013.

39 Pauli-Magnus et al., J Hepatol. 2005, vol. 43(2), pag. 342-357.
45 40 Jericho et al., Journal of Pediatric Gastroenterology and Nutrition 2015, vol. 60(3), pag. 368-374.

41 van der Woerd y otros, PLoS One. 2013, vol. 8(11): e80553.

42 Copeland et al., J Gastroenterol Hepatol. 2013, vol. 28(3), pag. 560-564.

43 Drége et al., J Hepatol. 2017, vol. 67(6), pag. 1253-1264.

44 Chen y col., Journal of Pediatrics 2002, vol. 140(1), pag. 119-124.
50 45 Jirsa y col., Hepatol Res. 2004, vol. 30(1), pag. 1-3.

46 van der Woerd et al., Hepatology 2015, vol. 61(4), pag. 1382-1391.

[0055] En algunas formas de realizacion, la mutacion en ATP8B1 se selecciona de L127P, G308V, T456M, D554N,
F529del, 1661T, E665X, R930X, R952X, R1014X y G1040R.
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Secuencia de proteina candnica de ABCB11 (SEQ ID NO: 3)-Uniprot ID 095342
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MSDSVILRSI
LMFVGSLCAF
QNMTNGTRCG
RIMRMEIGWEF
LTLVIISVSP
VERYEKNLVF
QIFLSVIVGA
EFHNVTFHYP
VDGHDIRSLN
IMDLPQQFDT
LSKIQHGHTI
NQALNEEDIK
YEEDRKDKDI
GTFSIPDKEE
GQDIAWEFDDL
SLVILCFFPF
EALETELEKP
ISAVVLSATA
VDCKFTYPSR
GHDSKKVNVQ
VMSLPEKYET
LDKAREGRTC

KKFGEENDGF
LHGIAQPGVL
LLNIESEMIK
DCNSVGELNT
LIGIGAATIG
AQRWGIRKGI
LNLGNASPCL
SRPEVKILND
IQWLRDQIGI
LVGEGGGQMS
ISVAHRLSTV
DATEDDMLAR
PVQEEVEPAP
QRSQINGVCL
RNSPGALTTR
LALSGATQTR
FKTAIQKANI
LGRAFSYTPS
PDSQVLNGLS
FLRSNIGIVS
NVGSQGSQLS
IVIAHRLSTI

ES2937153 T3

ESDKSYNNDK
LIFGTMTDVFE
FASYYAGIAV
RESDDINKIN
LSVSKFTDYE
VMGFEFTGEFVW
EAFATGRAAA
LNMVIKPGEM
VEQEPVLFST
GGQKQRVATIA
RAADTIIGFE
TEFSRGSYQDS
VRRILKEFSAP
LEFVAMGCVSL
LATDASQVQG
MLTGFASRDK
YGFCFAFAQC
YAKAKISAAR
VSISPGQTLA
QEPVLFACSI
RGEKQRIATIA
QONADIIAVMA

Secuencia de ADN canénica de ABCB11 (SEQ ID NO: 4)

KSRLQDEKKG
IDYDVELQEL
AVLITGYIQI
DAIADQMALF
LKAYAKAGVV
CLIFLCYALA
TSIFETIDRK
TALVGPSGAG
TIAENIRYGR
RALIRNPKIL
HGTAVERGTH
LRASIRQRSK
EWPYMLVGSV
FTQFLQGYAF
AAGSQIGMIV
QALEMVGQIT
IMFIANSASY
FFQLLDRQPP
FVGSSGCGKS
MDNIKYGDNT
RAIVRDPKIL
QGVVIEKGTH

20

DGVRVGFFQL
QIPGKACVNN
CFWVIAAARQ
IQRMTSTICG
ADEVISSMRT
FWYGSTLVLD
PITIDCMSEDG
KSTALQLIQR
EDATMEDIVQ
LLDMATSALD
EELLERKGVY
SQLSYLVHEP
GAAVNGTVTP
AKSGELLTKR
NSFTNVTVAM
NEALSNIRTV
RYGGYLISNE
ISVYNTAGEK
TSIQLLERFY
KEIPMERVIA
LLDEATSALD
EELMAQKGAY

FRESSSTDIW
TIVWTNSSLN
IQKMRKFEY FR
FLLGFFRGWK
VAAFGGEKRE
EGEYTPGTLV
YKLDRIKGEI
FYDPCEGMVT
AAKEANAYNF
NESEAMVQEV
FTLVTLQSQG
PLAVVDHKST
LYAFLFSQIL
LRKFGFRAML
ITAFSFSWKL
AGIGKERRFI
GLHFSYVFEFRV
WDNFQGKIDF
DPDQGKVMID
AAKQAQLHDF
TESEKTVQVA

YKLVTTGSPI S
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ATG
GAT
CAA
CGG
GCA
ATG
CCA
AAC
GAA
ATC
ATA
GGG
GAT
CAG
TGG
GCA
GCC
ACA
AAT
TTC
TTC
ACC

AGC
GAT
ACC
ATG
GGA
GGA
CTT
ACC
ATA
CCA
GGC
ATT
ATG
GTT
GAA

CTT
ACC
CGC
GTA
GTG
GCT
GGG
TTT
CTA
GGA
TTT

TCT
GGT
GAT
TTT
TTT
ACA
GGA
CAG
ATG
ACA
CAG
TGG
ATT
CGC

GCC
TAT
GTG
CTT
TTT
TGG
CTT
GCC
ATT
GGT
TTC
GTC

ATG
AGA
ATT
GTC
CAG
CAG
CTG
GTG
GCT
CAT
GGT
AAT
TTT
TCC
GAT
CAG
CCA
ACA
TCA
CTT
TAT
GGT

GAC
TTT
GAG
TCT
CTC
GAT

AAC
ATC
GGA

TTT
AAT
ATG
CTG
ACC
GCC
GCT
GTG
ACT
TAC
GTC
TCT
TTT
TAC
CAT
ATT
AGT
GTG
GAT
GCA
CAA
CAA

CTT
CAA
CAT
GGC
GTT
GAA
AGC
AAG
CAT
GAA
GAA
GTC
ATT
TTT
GCC
TTC

TCA
GAG
AAG
TCA
CAT
GTT
GCA
ATG

TAT
ATG
GAC

ACC
ACC
ATT

GCT
TTC
GGA
GGC
CAG
CCT
GAG
AAG
TAT

ACA
ACC
CAG
GAA
GCT
TTT
CAA
TTG
GAA
CGC
ACT
TAC
GAG
AGA
TCT
AAG
GAA
TGG
ACA
CCT
GTA
TTT
AGG

GTA
TCA

TCA
GGA
TTT
TGT
ACA
TTT
ATT
AGA
TGC
ATC
TCG
TTG
GGT
GCA
TTT
GCC
TTC
TCC
ATT
TGT
ACA
TTG
CCT
CCA
GCA
GTG
ATT
AAT
GCC
GAC
AGG
GAC
GTG
TTG
GCA
TTC
GAC
GGG
CAG
TCT
GTT
CCC
CccC
GAT
GCA
GCT
GCA

ATT
GAT
GGT
ACT
ATA
ATT
GTG
AAT
GCC
CAA

AAT
ACC
GTT
CTG
GGG
GGT
CAG
GTG
ACA
TTC
TTG
ATA
GAT
TCC
GGG
CTG
GAT
GGG
ATT
AAG
ACC
GTA
ATG
CTG
TCT
GTG
ACT
ATA
AGC
CTT
ACC
GAA
TAC
TTG

ATG

ATG

ES2937153 T3

CTT

GAT
GAC
GCC
GAC
AAT
GGA
AGT
ATA
TTT
TCA
GAT
ATC
ATT
AGT
GTG
GGT
CGT
TGG
CTT
CTC
GAA
GAC
CGA
AGA
GAA
CAA
GGC
ATA
CGC
GAG
CTT
GCT
GCC
AGT
ACG
GAA
CTA
AAG
TAC
TCT
TAT
CCT
ATG
TAT
GAG
GGC
TCT
CTG

CGA
TCA
GGC
ATT
CAG
TAC
AAC
ACA
TAC
TGC
TAC
GTG
GCC
TGT
ATT
GTG
GTG
GAG
TGG
TGT
GTC
AGT
GCC
AGG
ATC
CCA
ATG
CTC
CAT
GTG
TAT
GCC
GTT
ATC
ACC
AAG
GTC
AGA
GTG
GAT
CAG
TAC
GAA
GCC
CTG
GCC
GAA
TGT
GGG
GGG

AGT
TAT
GTT
TGG
CCA
GAC
ACC
CGT
TAT
TTT
TTT
GGG
ATA
GGT
TCT
TCC
GCT

GGA
CTC
CTG
GTC
TTT

AAG
GAG
ACA
ATT
GAC
GAG
GGC
AAT
GGA
GCC
TCA
ATT
AGA
GGG
ACT
GCA
GAT
CTG
GAA
CCA
GTA
TTT
CAA
GTA
GAG
CAA

21

ATA
AAT
AGA
CTG
GGC
GTT
ATT
TGT
GCT
TGG
AGG
GAG
GCT
TTC
GTC
AAG
GAT
AGA
ATT
ATC
GAT
ATA
GCA
CcCC
GGT
GTG
GCT
CAG
ATT
CAA
AGA
GCC
GAA
AGA
GCT
CAG
GCT
ACC
TTG
ACT
AGT
GTG
GAT
GTT
GGG
TTA
AGG
TCT
CTC
GAT

ARG
AAT
GTT
ATG
GTG
GAG
GTA
GGG
GGA
GTC
AGA
CTG
GAC
CTG
AGC
TTT
GAA
GAG
AGA
TTT
GAA
GTA
ACT
ATC
GAA
AAG
CTG
CGA
CGC
GAG
GAA
TAC
GGA
GCC
CTG
CAT
GCA
CAT
CAA
GAA
TTA
CAC
AGA
AGG
TCT
TTC
TCA
CTT
CTA
ATT

GAT
GGC
TTT
CTA
TTA
TGG
TTG
ATT
ATT
ATA
AAT
CAA
TTG
CCT
ACG
GTC
GTT

TTG
GGA
GGA
GGA
ATT
ATT
ATT
GTA
TTC
TCT
CCA
GAT
AAC
GGA
CTC
GAC
GGG
GAT
GAA
AGC
GAT
AGG
GAA
AAG
AGG
GTG
AGC
CAG
TTC
ACA
GCC

TTT
AAG
TTC
GTG
CTC
CAA
ACT
CTG
GCT
GCC
ATG
ACA
ATG
GGA
CTC
GAC
ATT
GAA
GGA
TGT
GAA
GCT
CGT
GAC
GAA
CTA
GGA
TAT
CTT
GTT
GCA
TTC
GGC
ATC
AAT
CAC
ACC
GAA
CAG
GAC
GCT
CCT
GAC
ATT
GGT
CAG
ATC
ACC

TGG

GGA

TTT
GGA
ATT
GAA
AAC
AAC
GTC
GCA
AGA
AGA
GCC
TTT
ATT
TAT
TCA
AGG
ATA
TAT
TAT
TTA
GCA
TGC
TTC
AAT
CcccC
GAC
AAC
CTG
ACA
ATC
CAG
CGA
GAG
ACA
ATC
TTA
GGA
ATG
TCC
CCA
AAG
CTG
GCA
ATT
AAT
CAA
AGG
TTT

GAG
TCA
CAA
AGT
TTT
CTC
AGT
ATC
GCA
GCT
ATG
TTC
CTT
TTC
GGG
GAG
TCA
TAT
GTG
GCA
ACA
AAT
GCA
ATG
CAT
GAC
AGT
CccCC
ATT
TTC
ATG
ATG
ATG
AAT
AGT
ATC
ATT
CTG
AAT
CTT
ATC
TTA
GAC

GCT
CTT
GGT
TTT
CTA
GAT

GAG
AGG
TTG
TTG
GGC
CAG
TCC
GAG
GTA
CGT
GAA
TCT
TTC
AGG
ATT
CTG
ATG
GAG
ATG
CTG
CCA
CTT
GCC
TCA
AAT
CTC
GGA
TGT
CAG
TCT
GAA
GAC
AGT
CcCC
GAA
ATT
GGT
GAA
CAA
GCG
CGG
GCT
ATT
TTC
GTG
GGG
GTG
CTA
CGT
GAC

AAT
TTA
TTT
TGT
ACA
ATT
CTC
AGC
CTT
CAG
ATA
GAT
ATT
GGT
GGA
ARG
AGA

GGA
GCC
GGA
GGC
ACC
GAA
GTG
ARAC
GCT
GAA
TGG
ACC
GAC
CTG
GGT
AAG
GCC
TCA
TTT
AGG
GCT
AGG
CAA
GTT
CCT
AGT
AAC
ACT
TGC
CAG

CTC
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AGA
GTT
AAC
CTG
ACC
GTG
ATT
cccC
TTT
GGT
ATC
ACC
CTG
GAC
TCT
GGG
ATT
GAT
GGA
ATC
GCT
TAT
CAA
CTA
GTT
CGC
GTG
TAC

AAT
CAA
GTC
GTC
AGG
GGA
GGA
TTC
GCC
TAC
TCT
CCA
GAC
AAC
CGA
CAG
CAG
GGT
ATT
AAG
GCA
GAA
CGC
GAT
GCT
TTG
GTG
TAC

AGC
GGG
ACT
ATC
ATG
CAG
AAG

CAG
TTA
GCA
AGT
CGA
TTC
CCT
ACA
CTG
CAT
GTT
TAT

ACT
ATT
GAA
CTA
TCC
ATT

CCT
GCT
GTG
TTG
TTG
ATT
GAG
ACA
TGC
ATC
GTT
TAT
CAA
CAG
GAC
CTG
TTG
GAC
TCC
GGA
CAG
AAC
GCT
GCC
GAC
ACC
GAA
CTA

GGA
GCC
GCC
TGC
ACA
ACA
AGG
GCC
ATC
TCC
GTA
GCA
CCcC
GGG
TCG
GCG
GAA
AGC
CAG
GAC
GCT
GTT
ATT
ACT
AAA
ATC
AAG
GTC

GCA
GGC
ATG
TTC
GGA
AAT
CGG
ATT
ATG
AAT
CTG

CCA
AAG
CAA
TTT
CGT
ARAA
GAA
AAC
CAG
GGG
GCT
TCT
GCC
CAG
GGG
ACC

ES2937153 T3

TTG
TCT
ATC
TTC
TTT
GAA
TTC
CAG
TTT
GAG
AGT
GCT
ATC
ATT
GTT
GTT
TTC
AARA
CCA
ACC
CTG
TCC
CGG
GCC
AGA
AAC
ACC
ACT

ACA ACA AGA CTT
CAG ATC GGG ATG
ATT GCC TTC TCC
CCC TTC TTG GCT
GCC TCT CGA GAT
GCC CTC AGT AAC
ATT GAA GCA CTT
AAA GCC AAT ATT
ATT GCG AAT TCT
GGG CTC CAT TTC
GCA ACA GCT CTT
AAA ATA TCA GCT
AGT GTA TAC AAT
GAT TTT GTT GAT
CTG AAT GGT CTC
GGG AGC AGT GGA
TAT GAT CCT GAT
GTA AAT GTC CAG
GTG TTG TTT GCC
AAA GAA ATT CCC
CAT GAT TTT GTC
CAG GGG TCT CAA
GCC ATT GTA CGA
TTA GAC ACA GAA
GAG GGT CGG ACC
GCG GAT ATC ATT
CAT GAA GAA CTG
GGA TCC CCC ATC

GCT
ATA
TTT
TTA
AAG
ATC
GAG
TAC
GCT
AGC
GGA
GCA
ACT
TGT
TCA
TGT
CAA
TTC
TGT
ATG
ATG
CTC
GAT
AGT
TGC
GCT
ATG
AGT

ACA
GTC
AGC
TCA
CAG
CGC
ACT
GGA
TCC
TAT
AGA
CGC
GCA
AAA
GTG
GGC
GGG
CTC
AGC
GAA
TCA
TCT
CCT
GAA
ATT
GTC
GCC
TGA

Tabla 4. Ejemplos de mutaciones ABCB11

GAT
AAT
TGG
GGA
GCC
ACT
GAG
TTC
TAC
GTG
GCC
TTT
GGT
TTT
TCG

AAG
CGC
ATA
AGA
CTC
AGA

AAG
GTC
ATG
CAA

GCT
TCC

GCC
CTG
GTT
CTG
TGC
AGA
TTC
TTC
TTT
GAA
ACA
ATT
AGC
GTG
TCA
ATG
GTC
CCA
GGG
ATC
ACG
ATT
GCA

TCC
TTC
CTG
ACA
GAG
GCT
GAG
TTT
TAT
AGG
TCT
CAA

TAT
AGT
ACT
ATG
AAC
GAC
ATA
GAG
GAG
TTG
GTG
GCC
CAG
GGA

Posicién de aminoacido 1 (p. gj., M1V)°

Posicion de aminoacido 4 (p. ej., S4X)A,5

Posicion de aminoacido 8 (p. ej., R8X)%

Posicion de aminoacido 19 (p. ej., G19R)%®

Posiciéon de aminoacido 24 (p.

6j., K24X)%

Posicién de aminoacido 25 (p.

6j., S25X)5 1

Posiciéon de aminoacido 26 (p.

&j., Y26lfs = 7)%®

Posiciéon de aminoacido 36 (p.

&j., D36DY

Posicion del aminoacido 38 (p. ej., K38Rfs * 24)7®

Posicion del aminoacido 43 (p. ej., V431)%7

Posicién del aminoacido 49 (p. ej., Q49X)"3

Posiciéon de aminoacido 50 (p.

&j., L50S, L50OW)>’

Posiciéon de aminoacido 52 (p.

&j., R52W?, R52R%)

Posicion del aminoacido 56 (p. ej., S56L)%

Posiciéon de aminoacido 58 (p.

&j., D58N)2

Posiciéon de aminoacido 62 (p.

&j., M62K)°

Posiciéon de aminoacido 66 (p.

&j., S66N)7

Posiciéon de aminoacido 68 (p.

)
&j., C68Y)"

Posiciéon de aminoacido 50 (p.

&j., L50S)57

Posiciéon de aminoacido 71 (p.

gj., L71H)7

Posiciéon de aminoacido 74 (p.

&j., I74R)"

Posicién de aminoacido 77 (p.

&j., PT7TA)

Posiciéon de aminoacido 87 (p.

6j., T87R)%

Posiciéon de aminoacido 90 (p.

ej., F90F)"?7

Posiciéon de aminoacido 93 (p.

ej., Y935, Y93X%8)
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CAA
ACT
AGC
CAG
ATG
GGA
AAG
GCC
GGA
GTG
TAC
CTG
TGG
CCT
CCA
AGC
ATA
ATT
AAT
GCA

CTA
CAG
CAT
GGG
GCC
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Posicion de aminoacido 96 (p. ej., E96X)%

Posicion de aminoacido 97 (p. ej., L97X)%*

Posicion de aminoéacido 101 (p.

ej., Q101Dfs = 8)°

Posicion de aminoécido 107 (p.

ej., C107R)%®

Posicion del aminoacido 112 (p.

ej., 11127)°

Posicion del aminoacido 114 (p.

&j., W114R)2S

Posicion del aminoacido 123 (p.

ej., M123T)%"

Posicion de aminoacido 127 (p.

ej., T127Hfs * 6)°

Posicion de aminoacido 129 (p.

ej., C129Y)%

Posicion de aminoéacido 130 (p.

ej., G130G)”’

Posicion del aminoacido 134 (p.

gj., 11341)%

Posicion de aminoéacido 135 (p.

ej., E135K713, E135L"7)

Posicion del aminoacido 137 (p.

ej., E137K)’

Posicion del aminoacido 157 (p.

ej., Y157C)

Posicion del aminoacido 161 (p.

gj., C161X)®

Posicion de aminoéacido 164 (p.

ej., V164Gfs = 730, V164I%%)

Posicion de aminoéacido 167 (p.

ej., A167S* A167V7, A167T°17)

Posicion de aminoacido 181 (p.

ej., R1811)%

Posicion de aminoacido 182 (p.

&j., 1182K)°

Posicion de aminoacido 183 (p.

ej., M183Vv8, M183T°)

Posicion de aminoacido 185 (p.

ej., M1851)

Posicion del aminoacido 186 (p.

ej., E186G)2722

Posicion del aminoacido 188 (p.

ej., G188W)7

Posicion del aminoacido 194 (p.

ej., S194P)’

Posiciéon de aminoacido 198 (p.

ej., L198P)’

Posicion de aminoacido 199 (p.

ej., N199Ifs = 15X)88

Posicion de aminoéacido 206 (p.

gj., [206V)?®

Posicion del aminoacido 212 (p.

ej., A212T)3

Posicion de aminoéacido 217 (p.

&j., M217R)%®

Posiciéon de aminoacido 225 (p.

&j., T225P)57

Posiciéon de aminoacido 226 (p.

ej., S226L)°

Posicion de aminoécido 232 (p.

6j., L232Cfs * 9)°

Posicion del aminoacido 233 (p.

ej., L233S)%

Posicion del aminoacido 238 (p.

ej., G238V)27

Posicion del aminoacido 242 (p.

8j., T2421°7

Posicion del aminoacido 245 (p.

ej., 1245Tfs » 26)%"

Posicion de aminoéacido 256 (p.

&j., A256G)°

Posicion de aminoéacido 260 (p.

ej., G260D)’

Posicion de aminoécido 269 (p.

ej., Y269Y)7

Posicion de aminoédcido 277 (p.

6j., A277E)"”

Posicion del aminoacido 283 (p.

ej., E283D)"

Posiciones de aminoacidos 212

y 283 (p. ej., A212T+E283D)"®

Posiciéon de aminoacido 284 (p.

ej., V284L73%, V284A7, V284D?)

Posicion de aminoacido 297 (p. ej., E297G"257 E297K’)

Posicién de aminoacido 299 (p. ej., R299K)?®

Posicion de aminoéacido 303 (p.

ej., R303K®, R303M63 R303fsX321%°%)

Posicion del aminoacido 304 (p.

ej., Y304X)%

Posicion de aminoacido 312 (p. ej., Q312H)

Posicion del aminoacido 313 (p.

ej., R3138)57

Posicion del aminoacido 314 (p.

&j., W314X)5

Posicion de aminoacido 318 (p. ej., K318Rfs * 26)%°

Posicion de aminoacido 319 (p. ej., G319G)’

Posicion del aminoacido 327 (p.

ej., G327E)57

Posicién de aminoacido 330 (p. ej., W330X)%*

Posicion del aminoacido 336 (p.

Posicion del aminoacido 337 (p.

)
ej., C336S)27
ej., Y337H)? 77

Posicion de aminoacido 342 (p. ej., W342G)>°

Posicién de aminoacido 354 (p. ej., R354X)°

Posicion de aminoacido 361 (p. ej., Q361X%7, Q361R™)

Posicion de aminoacido 366 (p. ej., V366V28, V366D%)
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Posicion de aminoéacido 368 (p.

ej., V368RIs * 27)

Posicion de aminoéacido 374 (p.

&j., G374S)?

Posicion de aminoéacido 380 (p.

ej., L380Wfs * 18)°

Posicion de aminoacido 382 (p.

6j., A382G)%

APosiciones de aminoacidos 382-388°

APosiciones de aminoacidos 383-389%

Posicion de aminoéacido 387 (p.

ej., R387H)°

Posicion de aminoécido 390 (p.

Posicion de aminoéacido 395 (p.

6j., A390P)57
6j., E395E)%

Posicion de aminoacido 404 (p.

ej., D404G)°

Posicion del aminoacido 410 (p.

ej., G410D)57

Posicion del aminoacido 413 (p.

6j., LA13W)57

Posicion del aminoacido 415 (p.

&j., R415X)%

Posicion de aminoacido 416 (p.

ej., 1416127

Posicion de aminoécido 420 (p.

gj., 1420T)°

Posicion de aminoéacido 423 (p.

&j., H423R)P

Posicion del aminoacido 432 (p.

ej., R432T)127

Posicion del aminoacido 436 (p.

&j., K436N)%

Posicion del aminoacido 440 (p.

ej., D440E)®

Posicion de aminoéacido 444 (p.

ej., V444A)?

Posicion del aminoacido 454 (p.

gj., V454X)™

Posicion de aminoéacido 455 (p.

&j., G455E)?

Posicion del aminoacido 457 (p.

ej., S457Vfs * 23)%

Posicion del aminoacido 461 (p.

6j., KAG1E)?7

Posicion del aminoacido 462 (p.

&j., S462R)%

Posicion del aminoacido 463 (p.

ej., T4631)57

Posicion del aminoacido 466 (p.

&j., Q466K)57

Posicion de aminoéacido 470 (p.

ej., R470Q%7, R470X°)

Posicion de aminoéacido 471 (p.

gj., Y472X)°

Posicion de aminoéacido 472 (p.

ej., YAT2C5%, Y472X™)

Posicion de aminoéacido 473 (p.

ej., D473Q3%, D473V58)

Posicion de aminoéacido 475 (p.

gj., C475X)%

Posicion del aminoacido 481 (p.

ej., VAB1E)5”

Posicion de aminoéacido 482 (p.

ej., D482G)?57

Posicion de aminoéacido 484 (p.

ej., H484Rfs  5)°

Posiciéon de aminoacido 487 (p.

ej., R487H?, R487P%)

Posicion del aminoacido 490 (p.

ej., N490DY57

Posicion de aminoéacido 493 (p.

ej., W493X)8

Posicion del aminoacido 496 (p.

ej., D496V

Posicion del aminoacido 498 (p.

ej., 1498T)>7

Posicion del aminoacido 499 (p.

&j., G499E)®

Posicion de aminoécido 501 (p.

&j., V501G)®

Posicion del aminoacido 504 (p.

ej., E504K)7

Posiciéon de aminoacido 510 (p.

ej., T510T)

Posicion del aminoacido 512 (p.

ej., 1512T)57

Posicion de aminoacido 515 (p.

ej., N515T57, N515D%)

Posicion de aminoacido 516 (p.

&j., 1516M)"7

Posicion de aminoéacido 517 (p.

&j., R517H)57

Posicion de aminoacido 520 (p.

ej., R520X)5

Posicion de aminoéacido 523 (p.

6j., A523G)™

Posicion de aminoacido 528 (p.

gj., 1528Sfs * 215, 1528X°, 1528T7%)

Posicion de aminoéacido 535 (p.

6j., A535A7, A535X%9)

Posicion de aminoacido 540 (p.

ej., F540L)*

Posicion de aminoéacido 541 (p.

ei., 1541L57, 1541T51)

Posicion de aminoacido 546 (p.

ej., Q546K*°, Q546H"3)

Posicion del aminoacido 548 (p.

ej., F548Y)57

Posicion de aminoécido 549 (p.

ej., D549V)?

Posicion del aminoacido 554 (p.

gj., E554K)?"

Posicion del aminoacido 556 (p.

ej., G556R)®’

Posicion de aminoéacido 558 (p.

&j., Q558H)%
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Posicion del aminoacido 559 (p.

ej., M559T)%’

Posicion de aminoéacido 562 (p.

ej., G562D%7, G562S"%)

Posicion de aminoacido 570 (p.

ej., A570T%57, A570V?%)

Posicion de aminoéacido 575 (p.

ej., R575X?%, R575Q%")

Posicion de aminoacido 580 (p.

6j., L580P)Y’

Posicion de aminoécido 586 (p.

ej., T5861)’

Posicion del aminoacido 587 (p.

ej., S587X)7°

Posicion de aminoacido 588 (p.

ej., A588V®7, A588P"3)

Posicion de aminoécido 591 (p.

&j., N5918)27

Posicion del aminoacido 593 (p.

ej., S593R)>7

Posicion de aminoéacido 597 (p.

ej., V597V®, V597L1%)

Posicion del aminoacido 603 (p.

&j., KBO3K)

Posicion de aminoacido 609 (p.

ej., HB09Hfs « 46)%

Posicion de aminoacido 610 (p.

ej., 1610Gfs * 459, 1610T57)°

Posicion de aminoéacido 615 (p.

ej., H615R)?

Posicion de aminoécido 616 (p.

ej., R616G?, R616H™)

Posicion de aminoacido 619 (p.

ej., T619A)%

Posiciéon de aminoéacido 623 (p.

ej., AG23A)%

Posicion del aminoacido 625 (p.

&j., T625Nfs * 5)%

Posicion de aminoédcido 627 (p.

8., 1627T)

Posicion del aminoacido 628 (p.

ej., G628Wfs * 3)7°

Posicion del aminoacido 636 (p.

&j., E636G)

Posicion de aminoacido 648 (p.

ej., G648Vfs 65 G648V°0)

Posicion de aminoécido 655 (p.

ej., T6551)’

Posicion del aminoacido 669 (p.

ej., 1669V)%

Posicion de aminoécido 676 (p.

ej., D676Y)

Posicion del aminoacido 677 (p.

ej., M677V)" P

Posicion del aminoacido 679 (p.

&j., AB79V)5

Posicion de aminoacido 685 (p.

ej., G685W)%0

Posicion de aminoécido 696 (p.

6j., R69BWZ7, R696Q®)

Posicion de aminoéacido 698 (p.

ej., R698H"°, R698K5!, R698C#?)

Posicion de aminoacido 699 (p.

ej., S699P)°

Posicion del aminoacido 701 (p.

ej., ST01P)%®

Posicion del aminoacido 702 (p.

&j., Q702X)%°

Posicion de aminoécido 709 (p.

ej., E709K)’

Posicion de aminoécido 710 (p.

ej., P710P)’

Posiciéon de aminoacido 712 (p.

ej., L712L)%

Posiciéon de aminoacido 721 (p.

ej., Y721C)%

Posicion de aminoéacido 729 (p.

&j., D724N)®

Posicion de aminoéacido 731 (p.

ej., P731S)2

Posicion del aminoacido 740 (p.

ej., P740Qfs * 6)

Posicion de aminoéacido 758 (p.

ej., G7T58R)5

Posicion del aminoacido 766 (p.

ej., GT66R)5?

Posiciéon de aminoacido 772 (p.

8j., Y772X)5

Posicion de aminoécido 804 (p.

ej., AB04A)

Posicion de aminoacido 806 (p.

ej., G806D*, G806G®°)

Posiciéon de aminoacido 809 (p.

ej., S809F)®!

Posicion de aminoéacido 817 (p.

&j., G817G)%®

Posiciéon de aminoéacido 818 (p.

ej., Y818F)

Posicion de aminoéacido 824 (p.

ej., GB24E)*?

Posicion de aminoéacido 825 (p.

ej., G825G)™

Posicion de aminoéacido 830 (p.

ej., R830Gfs * 28)"

Posicion de aminoéacido 832 (p.

ej., R832C7%, R832H™)

Posicion de aminoacido 842 (p.

ej., D842G)?

Posicion de aminoécido 848 (p.

ej., D848N)7

Posicion de aminoéacido 855 (p.

ej., G855R)"

Posicion del aminoacido 859 (p.

ej., T859R)°*7

Posicion de aminoéacido 865 (p.

ej., AB65V)?’

Posiciéon de aminoacido 866 (p.

ej., S866A)%"

Posicién del aminoacido 868 (p.

ej., V868D)"
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Posicion de aminoacido 869 (p. ej., Q869P)"®

Posicion de aminoacido 875 (p. ej., Q875X)"®

Posicién del aminoécido 877 (p. ej., GB77R)%®

Posicién de aminoacido 879 (p. gj., I879R)%®

Posicion del aminoacido 893 (p. ej., AB93V)%

Posicion de aminoacido 901 (p. ej., S901R"7, S901173)

Posicion de aminoacido 903 (p. ej., V903G)%”

APosicion de aminoacido 91912

Posicion de aminoacido 923 (p. ej., T923P)>’

Posicion de aminoacido 926 (p. ej., A926P)%7

Posicion de aminoacido 928 (p. ej., R928X'5, R928Q*%)

Posicion de aminoacido 930 (p. ej., K930X5, K930Efs * 7950, K930Efs * 49%6)

Posicion de aminoacido 931 (p. ej., Q931P)%"

Posicion de aminoacido 945 (p. ej., S945N)%’

Posicion de aminoacido 948 (p. ej., R948C)>7:%¢

Posicion de aminoacido 958 (p. ej., R958Q)%®

Posicién de aminoacido 969 (p. ej., K969K)®®

APosiciones de aminoacidos 969-9725

Posicion de aminoacido 973 (p. ej., T9731)%’

Posicion de aminoacido 976 (p. ej., Q976R%, Q976X88)

Posicion del aminoacido 979 (p. ej., N979D)>7

Posicién de aminoacido 981 (p. ej., Y981Y)%*®

Posicion de aminoacido 982 (p. ej., G982R)>57

Posiciones de aminoacidos 444 y 982 (p. ej., V444A+G982R)%8

Posicién de aminoacido 995 (p. ej., A995A)%8

Posicién de aminoacido 1001 (p. ej., R1001R)°

Posicion de aminoacido 1003 (p. ej., G1003R)**

Posicion del aminoacido 1004 (p. ej., G1004D)?7

Posicién del aminoacido 1027 (p. ej., S1027R)%*®

Posicion de aminoacido 1028 (p. ej., A1028A710.88 A1028E%8)

Posicion de aminoacido 1029 (p. ej., T1029K)°

Posicion de aminoacido 1032 (p. ej., G1032R)'?

Posicién del aminoacido 1041 (p. ej., Y1041X)°

Posicion del aminoacido 1044 (p. ej., A1044P)88

Posicion de aminoacido 1050 (p. ej., R1050C)%"57

Posicion del aminoacido 1053 (p. ej., Q1053X)%’

Posicion del aminoacido 1055 (p. ej., L1055P)%¢

Posicion de aminoacido 1057 (p. ej., R1057X?, R1057Q%)

Posicién de aminoacido 1058 (p. e]., Q1058Hfs = 38% Q1058fs = 38'7, Q1058X"™)

Posicion del aminoacido 1061 (p. ej., 11061Vfs * 34)°

Posicion de aminoacido 1083 (p. ej., C1083Y)*’

Posicion de aminoacido 1086 (p. ej., T1086T)*

Posicion del aminoacido 1090 (p. ej., R1090X)%%

Posicion del aminoacido 1099 (p. ej., L1099Lfs x 38)%

Posicion de aminoacido 1100 (p. ej., S1100Qfs * 38)'3

Posicion del aminoacido 1110 (p. ej., A1110E)>7

Posicién del aminoacido 1112 (p. ej., V1112F)"°

Posicion de aminoacido 1116 (p. ej., G1116R’, G1116F°"", G1116E%)

Posicién del aminoacido 1120 (p. ej., S1120N)®

Posicién de aminoacido 1128 (p. ej., R1128H27, R1128C5,7 )

Posicion de aminoacido 1131 (p. ej., D1131V)¥

Posicion del aminoacido 1144 (p. ej., S1144R)

Posicion del aminoacido 1147 (p. ej., V1147X)°

Posicion de aminoacido 1153 (p. ej., R1153C%57, R1153H?)

Posicion del aminoacido 1154 (p. ej., S1154P)%7

Posicién del aminoacido 1162 (p. ej., E1162X)3°

APosicion de aminoacido 116588

Posicion del aminoacido 1164 (p. ej., V1164Gfs = 7)

Posicion del aminoacido 1173 (p. ej., N1173D)%’
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Posicion del aminoacido 1175 (p. ej., K1175T)%®

Posicion del aminoacido 1186 (p. ej., E1186K)’

Posicién del aminoacido 1192 (p. ej., A1192Efs x 50)°

Posicion del aminoacido 1196 (p. ej., Q1196X)88

Posicion de aminoacido 1197 (p. ej., L1197G)’

Posicion del aminoacido 1198 (p. ej., H1198R)¥’

Posicién del amino&cido 1204 (p. ej., L1204P)]

Posicion del aminoacido 1208 (p. ej., Y1208C)"®

Posicién de aminoacido 1210 (p. ej., T1210P%" T1210F%")

Posicion del aminoacido 1211 (p. ej., N1211D)”

Posicién del aminoacido 1212 (p. ej., V1212F)%

Posicion de aminoacido 1215 (p. ej., Q1215X)°

Posicién del aminoacido 1221 (p. ej., R1221K)%

Posicion del aminoacido 1223 (p. ej., E1223D)’

Posicion del aminoacido 1226 (p. ej., R1226P)"3

Posicion de aminoacido 1228 (p. ej., A1228V)"

Posicion de aminoacido 1231 (p. ej., R1231W5%7, R1231Q5%7)

Posicién del aminoacido 1232 (p. ej., A1232D)""

Posicion del aminoacido 1235 (p. ej., R1235X)%2

Posicion del aminoacido 1242 (p. ej., L12421)57

Posicion del aminoacido 1243 (p. ej., D1243G)%”

Posicion del aminoacido 1249 (p. ej., L1249X)"3

Posicion del aminoacido 1256 (p. ej., T1256fs x 1296)8

Posicion del aminoacido 1268 (p. ej., R1268Q)%7

Posicion de aminoacido 1276 (p. ej., R1276H)%°

Posicion de aminoacido 1283 (p. ej., A1283A%8 A1283V/%8)

Posicién del aminoacido 1292 (p. ej., G1292V)"3

Posicion de aminoacido 1298 (p. ej., G1298R)°

Posicion del aminoacido 1302 (p. ej., E1302X)°

Posicion del aminoacido 1311 (p. ej., Y1311X)*’

Posicion del aminoacido 1316 (p. ej., T1316Lfs * 64)'

Posicion del aminoacido 1321 (p. ej., S1321N)*”

Intron 4 ((+3)A>C)’

IVS4-74A>T

Mutacién del sitio de empalme 3' Intrén 5 ¢.3901G>A°

mutacion del sitio de empalme 5; Intron 7 ¢.6111G>A5

Mutacion del sitio de empalme IVS7+1G>A"

IVS7+5G>A%0

IVS8+1G>C76

Mutacién del sitio de empalme 5' Intrén 9 ¢.9081delG5

Mutacién del sitio de empalme 5' Intrén 9 ¢.9081G>T°

Mutacién del sitio de empalme 5' Intrén 9 c.9081G>AS

Mutacion del sitio de empalme IVS9+1G>T™

Mutacién del sitio de empalme 3' Intron 13 ¢.143513_1435-8del®

Mutacion del sitio de empalme 1VS13del-134-8"4

Mutacién del sitio de empalme 3' Intrén 16 ¢.20128T>G5

Mutacion del sitio de empalme IVS16-8T>G '™

Mutacién del sitio de empalme 5' Intrén 18 ¢.21781G>T°

Mutacién del sitio de empalme 5' Intrén 18 ¢.21781G>AS

Mutacién del sitio de empalme 5' Intrén 18 ¢.21781G>C5

Mutacién del sitio de empalme 3' Intrén 18 ¢.21792A>G?

Mutacion del sitio de empalme IVS18+1G>A"

Mutacién del sitio de empalme 5' Intron 19 ¢.2343+1G>T°

Mutacién del sitio de empalme 5' Intrén 19 ¢.2343+2T>C5

Mutacion del sitio de empalme 1VS19+2T>C"

Mutacion del sitio de empalme 1VS19+1G>A%

Mutacién del sitio de empalme 3' Intron 21 ¢.26112A>T°

IVS22+3A>G®

IVS 23-8 G-A%®

IVS24+5G>A5"
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Mutacién del sitio de empalme 5' Intrén 24 ¢.32131delG®

1VS35-6C>G89

Supuesta mutacion de empalme 1198-1G>C'"?

Supuesta mutacion de empalme 1810-3C>G'”

Supuesta mutacion de empalme 2178+1G>A'""

Supuesta mutacion de empalme 2344-1G>T'"7

Supuesta mutacion de empalme ¢.2611-2A>T3°

Supuesta mutacion de empalme 3213+1 3213+2delinsA"’

C.-24C>A%4.78

c.76 13 G>T®

c.77-19T>A%

.90 _93delGAAA™

C.124G>A%°

c.150 +3 A>C'"?

174C>T%

c.245T>C%

c.249 250insT'®

270T>C%

402C>T5

585G>C*

c.611+1G>A"0

c.611+4A>G%

c.612-15_-6del10bp®®

c.625A>C?"

C.627+5G>T3!

¢.625A>C/ c.627+5G>T3!

696G>T>

C.784+1G>C]

807T>C

c.886C>T*'

c.890A>G%°

€.908+1G>A%

€.908+5G>A%

€.908delG%®

¢.909-15A>G*®

957A>G>

c.1084-2A>G"

1145 1bp eliminacién %

1281C>T55

¢.1309-165C > T'°

c.1434 + 174G > A"°

c.1434 +70C >T"°

¢.1530C>A%

¢.1587-1589delCT T

c.1621A>C3359

€.1638+32T>C®

c.1638+80C>T¢

1671C>T%

1791G>T>

1939delA™

c.2075+3A>G*

c.2081T>A%

¢.2093G>A%®

2098delA'®

€.2138-8T>G%"

2142A>G5

c.2178+1G>T36:3

€.2179-17C>A5¢

€.2344-157T>G"¢

€.2344-17T>C%
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c.2417G>A"®

c.2541delG¥”

€.2620C>T32%

c.2815-8A>G*

¢.3003A>G¥

c.3084A>G48:54

€.3213 +4 A>G%%

€.3213 +5 G>A°

€.3268C>T"°

3285A>G%

€.3382C>T"®

3435A>G%

c.3491delT™®

¢.3589C>T%’

C.3765(+1 +5)del5"

C.3766-34A>GS®

€.3767-3768insC"

¢.3770del A%’

€.3826C>T"2

€.3846C>T%7

€.3929delG®”

c. * 236A>G®

1145delC®

Ex13_Ex17del®?

Tabla 5. Mutaciones ABCB11 seleccionadas asociadas con PFIC-2

Posicién de aminoacido 1 (p. gj., M1V)°

Posicién de aminoacido 4 (p. ej., S4X)*

Posiciéon de aminoacido 19 (p.

ej., G19R)%

Posiciéon de aminoacido 25 (p.

ej., S25X)™

Posicion de aminoacido 26 (p.

ej., Y26lfs * 7)%®

Posiciéon de aminoacido 50 (p.

&j., L50S)"5

Posiciéon de aminoacido 52 (p.

gj., R52W)%

Posiciéon de aminoacido 58 (p.

ej., D58N)F?

Posiciéon de aminoacido 62 (p.

ej., M62K)°

Posiciéon de aminoacido 66 (p.

&j., S66N)T7

Posiciéon de aminoacido 68 (p.

&j., CBBY)"!

Posiciéon de aminoacido 93 (p.

6j., Y939)™

Posicion de aminoacido 101 (p. ej., Q101Dfs * 8)°

Posicion de aminoacido 107 (p. ej., C107R)%*®

Posicién del aminoacido 112 (p. ej., 1112T)°

Posicién del aminoacido 114 (p. ej., W114R)?°

Posicion de aminoécido 129 (p.

gj., C129Y)%

Posicion de aminoacido 135 (p.

ej., E135K"3, E135L"")

Posicion de aminoéacido 167 (p.

ej., A167V7, A167T%17)

Posicion de aminoéacido 182 (p.

gj., 1182K)°

Posicion de aminoacido 183 (p.

ej., M183Vv8, M183T°)

Posicion de aminoacido 225 (p.

ej., T225P)%

Posicion de aminoacido 226 (p.

ej., S226L)°

Posicion de aminoacido 232 (p.

6j., L232Cfs * 9)°

Posicion del aminoacido 233 (p.

ej., L233S)%

Posicion del aminoacido 238 (p.

ej., G238V)27

Posicion del aminoacido 242 (p.

ej., T2421)

Posicion del aminoacido 245 (p.

ej., 1245Tfs » 26)%"

Posicion de aminoéacido 256 (p.

&j., A256G)°

Posicion de aminoéacido 260 (p.

&j., G260D)%’

Posiciéon de aminoacido 284 (p.

gj., V284L)’

Posicion de aminoéacido 297 (p.

ej., E297G)?7

Posicion de aminoacido 303 (p.

ej., R303K8, R303M®, R303fsX3218%)

Posicion del aminoacido 304 (p.

ej., Y304X)%
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Posicion de aminoacido 312 (p

_ej., Q312HY’

Posicion de aminoacido 313 (p

_ej., R313S)’

Posicion del aminoacido 314 (p. ej., W314X)%7

Posicion de aminoacido 318 (p

. €j., K318Rfs * 26)%°

Posicion de aminoacido 327 (p

_ej., G327E)

Posicion de aminoacido 330 (p

_ej., V330X)%

Posicion del aminoacido 336 (p. ej., C336S)>’

Posicion de aminoacido 337 (p

_€j., Y337H)?

Posicion de aminoacido 342 (p

_ej., W342G)®

Posicion de aminoacido 354 (p

. &j., R354X)°

Posicion del aminoacido 361 (p. e]., Q361X)%”

Posicion del aminoacido 366 (p. €j., V366D)%’

Posicion de aminoacido 386 (p

. €]., G386X)3

APosiciones de aminoacidos 383-389%

Posicion de aminoacido 387 (p

_ej., R387H)°

Posicion de aminoécido 390 (p.

ej., A390P)’

Posicion de aminoéacido 410 (p.

Posicion de aminoéacido 413 (p.

ej., G410DY
gj., L413W)7

Posicion del aminoacido 415 (p.

gj., R415X)%

Posicion de aminoéacido 420 (p.

gj., 1420T)°

Posicion del aminoacido 454 (p.

8j., V454X)%

Posicion de aminoéacido 455 (p.

&j., G455E)?

Posicion del aminoacido 461 (p.

ej., KAB1E)?7

Posicion de aminoéacido 463 (p.

ej., T4631)

Posicion de aminoéacido 466 (p.

&j., Q466K)’

Posicion de aminoécido 470 (p.

ej., R470Q7, R470X°)

Posicion de aminoéacido 472 (p.

ej., YAT2X™, Y472C%)

Posicion de aminoacido 475 (p.

gj., C475X)%

Posicion de aminoéacido 481 (p.

ej., V481E)’

Posicion de aminoéacido 482 (p.

ej., D482G)?7

Posicion de aminoéacido 484 (p.

ej., H484Rfs * 5)°

Posicion de aminoéacido 487 (p.

ej., R487H?, R487P%)

Posicion de aminoéacido 490 (p.

ej., N490D)’

Posicion de aminoéacido 493 (p.

ej., W493X)?

Posicion de aminoécido 498 (p.

ej., 1498T)

Posicion de aminoéacido 501 (p.

&j., V501G)®

Posicion de aminoécido 512 (p.

gj., 1512T)

Posicion de aminoéacido 515 (p.

ej., N515T7, N515D%%)

Posicion de aminoacido 516 (p.

ej., I516M)7

Posicion de aminoéacido 517 (p.

&j., R517H)

Posicion de aminoécido 520 (p.

&j., R520X)5

Posicion de aminoédcido 523 (p.

6j., A523G)™

Posicion de aminoéacido 528 (p.

gj., 1528X)°

Posicion de aminoacido 540 (p.

ej., F540L)%

Posicion de aminoéacido 541 (p.

ej., 154117, 1541T")

Posicion de aminoacido 548 (p.

ej., F548Y)

Posicion de aminoécido 549 (p.

ej., D549V)°

Posicion del aminoacido 554 (p.

gj., E554K)?"

Posicion del aminoacido 559 (p.

ej., M559T)%’

Posicion de aminoacido 562 (p.

&j., G562D)’

Posiciéon de aminoacido 570 (p.

ej., A570T7, A570V?5)

Posicion de aminoéacido 575 (p.

ej., R575X?, R575Q%")

Posicion de aminoéacido 588 (p.

6j., A588V)’

Posicion del aminoacido 591 (p.

ej., N591S)°17

Posicion del aminoacido 593 (p.

ej., S593R)>7

Posicion de aminoéacido 597 (p.

ej., V597V, V597L 1)

Posiciones de aminoacidos 591

y 597 (p. ej., N591S+V597V)°

Posicion del aminoacido 603 (p.

ej., K603K)*®

Posicion de aminoéacido 609 (p.

ej., HB09Hfs x 46)%

Posicion de aminoacido 610 (p

_ej., 610Gfs * 45)°
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Posicion de aminoacido 615 (p. ej., H615R)%®

Posicion del aminoacido 625 (p. ej., T625Nfs * 5)%°

Posicion de aminoacido 627 (p. €j., 1627T)"

Posicion del aminoacido 636 (p. ej., E636G)?

Posicién del aminoacido 669 (p. ej., 1669V)%*

Posicion de aminoacido 698 (p. ej., R609H)°

Posiciones de aminoacidos 112 y 698 (p. gj., 1112T+R698H)°

Posicion de aminoacido 699 (p. ej., S699P)°

Posicién de aminoacido 766 (p. ej., G7T66R)*

Posicion de aminoacido 806 (p. ej., G806G)>®

Posicion de aminoacido 824 (p. ej., G824E)*?

Posicion de aminoacido 832 (p. ej., R832C7%5, R832H*")

Posicion de aminoacido 842 (p. ej., D842G)?

Posicion de aminoacido 859 (p. ej., T859R)”

Posicién de aminoacido 865 (p. ej., AB65V)*®

Posicién del aminoacido 877 (p. ej., GB77R)%®

Posicion del aminoacido 893 (p. ej., AB93V)%

Posicién de aminoacido 901 (p. ej., S901R)"’

Posicion de aminoacido 903 (p. ej., V903G)%”

APosicion de aminoacido 91912

Posicion de aminoacido 928 (p. ej., R928X)'%2

Posicion de aminoacido 930 (p. ej., K930Efs * 7910, K930Efs x 49%)

Posicion de aminoacido 948 (p. ej., R948C)"%°

Posicion de aminoacido 979 (p. ej., N979D)”

Posicion de aminoacido 982 (p. ej., G982R)>’

Posiciones de aminoacidos 444 y 982 (p. ej., V444A+G982R)%®

Posicién de aminoacido 1001 (p. ej., R1001R)°

Posicion de aminoacido 1003 (p. ej., G1003R)**

Posicion del aminoacido 1004 (p. ej., G1004D)?7

Posicién del aminoacido 1027 (p. ej., S1027R)%*®

Posicion de aminoacido 1028 (p. ej., A1028A)"°

Posicion de aminoacido 1032 (p. ej., G1032R)'?

Posicién del aminoacido 1041 (p. ej., Y1041X)°

Posicion de aminoacido 1050 (p. ej., R1050C)%

Posicion del aminoacido 1053 (p. ej., Q1053X)%’

Posicion del aminoacido 1055 (p. ej., L1055P)%¢

Posicién de aminoacido 1057 (p. ej., R1057X)?

Posicion de aminoacido 1058 (p. ej., Q1058Hfs * 38°, Q1058fs * 38'7)

Posicion del aminoacido 1061 (p. ej., 11061Vfs * 34)°

Posicion de aminoacido 1083 (p. ej., C1083Y)*’

Posicién de aminoacido 1090 (p. ej., R1090X)?

Posicion del aminoacido 1099 (p. ej., L1099Lfs x 38)%

Posicion de aminoacido 1100 (p. ej., S1100Qfs * 38)'3

Posicion de aminoacido 1110 (p. ej., A1110E)”

Posicion de aminoacido 1116 (p. ej., G1116R’, G1116F°"", G1116E3)

Posicion del aminoacido 1128 (p. ej., R1128C)""13

Posicion de aminoacido 1131 (p. ej., D1131V)¥’

Posicion del aminoacido 1144 (p. ej., S1144R)’

Posicion de aminoacido 1153 (p. ej., R1153C%7, R1153H":%%)

Posicion del aminoacido 1154 (p. ej., S1154P)’

Posicion del aminoacido 1173 (p. ej., N1173D)%’

Posicién del aminoacido 1192 (p. ej., A1192Efs x 50)°

Posicion del aminoacido 1198 (p. ej., H1198R)¥’

Posicién de aminoacido 1210 (p. ej., T1210P7, T1210F°%7)

Posicion del aminoacido 1211 (p. ej., N1211D)”

Posicién del aminoacido 1212 (p. ej., V1212F)%

Posicion de aminoacido 1231 (p. ej., R1231W7, R1223Q7)

Posicién del aminoacido 1232 (p. ej., A1232D)""

Posicion de aminoacido 1235 (p. ej., R1235X)'?

Posicion del aminoacido 1242 (p. ej., L12421)”
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Posicion del aminoacido 1256 (p. ej., T1256fs x 1296)8

Posicion del aminoacido 1268 (p. ej., R1268Q)%7

Posicion del aminoacido 1302 (p. ej., E1302X)%’

Posicion del aminoacido 1311 (p. ej., Y1311X)*’

Posicion del aminoacido 1316 (p. ej., T1316Lfs * 64)'

Intron 4 ((+3)A>C)’

Mutacion del sitio de empalme IVS7+1G>A"

IVS8+1G>C’®

Mutacion del sitio de empalme IVS9+1G>T™

Mutacion del sitio de empalme 1VS13del-134-8"*

Mutacion del sitio de empalme IVS16-8T>G'™

Mutacion del sitio de empalme IVS18+1G>A"

Mutacion del sitio de empalme 1VS19+2T>C"

IVS 23-8 G-A%®

IVS24+5G>A5"

Supuesta mutacion de empalme 1198-1G>C'"”

Supuesta mutacion de empalme 1810-3C>G17

Supuesta mutacion de empalme 2178+1G>A'""

Supuesta mutacion de empalme 2344-1G>T"7

Supuesta mutacion de empalme 3213+1 3213+2delinsA"’

C.-24C>A78

c.76 13 G>T®

c.77-19T>A%

c.90_93delGAAA™

C.124G>A%°

c.150 +3 A>C"?

c.249 250insT'®

c.611+1G>A%

c.611+4A>G%

c.612-15_-6del10bp®®

c.625A>C?"

C.627+5G>T3!

¢.625A>C/ c.627+5G>T3!

c.886C>T'

c.890A>G%°

€.908+1G>A%

€.908+5G>A%

€.908delG%®

1273 1bp eliminacion®’

c.1084-2A>G"

c.1445A>G%°

¢.1587-1589delCT T

c.1621A>C*

1939delA™

c.2081T>A%

2098delA'®

€.2343+1 G>T®

c.2178+1G>T*¢

c.2417G>A"®

€.2620C>T*2

c.2815-8A>G*

¢.3003A>G¥

€.3213 +4 A>G%%

€.3213 +5 G>A°

€.3268C>T"°

€.3382C>T"®

C.3765(+1 +5)del5"

¢.3767-3768insC"

1145delC®

Ex13_Ex17del®?
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[ A Una mutacion a 'X' denota un coddn de parada temprano
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91 Patente de EE. UU. N° 9.295.677

[0057] En algunas formas de realizacion, la mutaciéon en ABCB11 se selecciona de A167T, G238V, V284L, E297G,
R470Q, R470X, D482G, R487H, A570T, N591S, A865V, G982R, R1153C y R1268Q.

[0058] Se proporcionan métodos para tratar PFIC (por ejemplo, PFIC-1 y PFIC-2) en un sujeto que incluye realizar un
ensayo en una muestra obtenida del sujeto para determinar si el sujeto tiene una mutaciéon asociada con PFIC (por
ejemplo, un mutacién ATP8B1, ABCB11, ABCB4, TJP2, NR1H4 o Myo5b), y administrar (p. ej., administrar de manera
especifica o selectiva) una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de formula (1), o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, al sujeto que se determina que tiene una mutacién asociada con PFIC. En algunas formas de
realizacion, la mutacion es un ATP8B1 o mutacion ABCB11. Por ejemplo, una mutacién como se proporciona en
cualquiera de las Tablas 1-4. En algunas formas de realizacién, la mutacién en ATP8B1 se selecciona de L127P, G308V,
T456M, D554N, F529del, 1661T, E665X, R930X, R952X, R1014X y G1040R. En algunas formas de realizacion, la
mutacion en ABCB11 se selecciona de A167T, G238V, V284L, E297G, R470Q, R470X, D482G, R487H, A570T, N591S,
A865V, G982R, R1153C y R1268Q.

[0059] También se proporcionan métodos para tratar PFIC (p. €j., PFIC-1 y PFIC-2) en un sujeto que los necesite,
comprendiendo el método: (a) detectar una mutacion asociada con PFIC (p. ej., ATP8B1, ABCB11, ABCB4, mutacion
TJP2, NR1H4 o Myo5b) en el sujeto; y (b) administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto
de formula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas formas de realizacion, los métodos para
tratar PFIC pueden incluir la administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de férmula (1), o
una de sus sales farmacéuticamente aceptables, a un sujeto que tiene una mutacion asociada con PFIC (p. ej., ATP8B1,
ABCB11, ABCB4, mutacion TJP2, NR1H4 o Myo5b). En algunas formas de realizacién, la mutacion es una mutacion
ATP8B1 o ABCB11. Por ejemplo, una mutacion como se proporciona en cualquiera de las Tablas 1-4. En algunas formas
de realizacion, la mutacién en ATP8B1 se selecciona de L127P, G308V, T456M, D554N, F529del, 1661T, E665X, R930X,
R952X, R1014X y G1040R. En algunas formas de realizacion, la mutacion en ABCB11 se selecciona de A167T, G238V,
V284L, E297G, R470Q, R470X, D482G, R487H, A570T, N591S, A865V, G982R, R1153C y R1268Q.

[0060] En algunas formas de realizacién, se determina que el sujeto tiene una mutacion asociada con PFIC en un sujeto
0 una muestra de biopsia del sujeto mediante el uso de cualquier prueba reconocida en la técnica, incluida la
secuenciacion de proxima generacion (NGS). En algunas formas de realizacion, se determina que el sujeto tiene una
mutacion asociada con PFIC usando una prueba o ensayo aprobado por la agencia reguladora, por ejemplo, aprobado
por la FDA para identificar una mutacion asociada con PFIC en un sujeto o una muestra de biopsia del sujeto o realizando
cualquiera de los ejemplos no limitantes de ensayos descritos en este documento. Métodos adicionales de diagndstico de
PFIC se describen en Gunaydin, M. et al., Hepat Med. 2018, vol. 10, pag. 95-104.

[0061] En algunas formas de realizacion, el tratamiento de PFIC (por ejemplo, PFIC-1 o PFIC-2) disminuye el nivel de
acidos biliares en suero en el sujeto. En algunas formas de realizacion, el nivel de acidos biliares en suero se determina,
por ejemplo, mediante un ensayo enzimatico ELISA o los ensayos para la medicién de acidos biliares totales como se
describe en Danese et al., PLoS One. 2017, vol. 12(6): e0179200.

[0062] En algunas formas de realizacion, el nivel de acidos biliares en suero puede disminuir, por ejemplo, de 10 % a 40
%, de 20 % a 50 %, de 30 % a 60 %, de 40 % a 70 %, de 50 % a 80 %, o por mas del 90 % del nivel de acidos biliares en
suero antes de la administracion de un compuesto de férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En
algunas formas de realizacion, el tratamiento de PFIC incluye el tratamiento del prurito.

[0063] Dado que LBAT se expresa en hepatocitos, LBAT y las sustancias inhibidoras duales de ASBT/LBAT necesitan
tener al menos alguna biodisponibilidad y fraccion libre en sangre. Debido a que los compuestos inhibidores de LBAT solo
necesitan sobrevivir desde el intestino hasta el higado, se espera que una exposicion sistémica relativamente baja de
dichos compuestos sea suficiente, minimizando asi el riesgo potencial de cualquier efecto secundario en el resto del
cuerpo. Se espera que la inhibicion de LBAT y ASBT tenga al menos efectos aditivos en la disminucién de la concentracion
de acidos biliares intrahepaticos. 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.

[0064] Se espera que los compuestos que tienen una potencia inhibidora de LBAT alta y una biodisponibilidad suficiente
sean particularmente adecuados para el tratamiento de la hepatitis. Se espera que los compuestos que tienen una
potencia inhibidora dual de ASBT/LBAT y una biodisponibilidad suficiente sean particularmente adecuados para el
tratamiento de la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH).

[0065] NASH es una enfermedad hepatica crénica comun y grave que se asemeja a la enfermedad hepatica alcohdlica,
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pero que ocurre en personas que beben poco o nada de alcohol. En los pacientes con EHNA, la acumulacion de grasa
en el higado, conocida como enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD) o esteatosis, y otros factores como el
colesterol LDL alto y la resistencia a la insulina inducen una inflamacién crénica en el higado y pueden conducir a una
cicatrizacion progresiva del tejido, conocida como fibrosis y cirrosis, seguidas finalmente por insuficiencia hepatica y
muerte. Se ha encontrado que los pacientes con EHNA tienen concentraciones séricas de acidos biliares totales
significativamente mas altas que los sujetos sanos en ayunas (aumento de 2,2 a 2,4 veces en la EHNA) y en todos los
puntos de tiempo posprandiales (aumento de 1,7 a 2,2 veces en la EHNA). Estos son impulsados por un aumento de los
acidos biliares primarios y secundarios conjugados con taurina y glicina. Los pacientes con NASH exhibieron una mayor
variabilidad en su perfil de acidos biliares en ayunas y posprandial. Estos resultados indican que los pacientes con NASH
tienen una mayor exposicidon en ayunas y posprandial a los acidos biliares, incluidas las especies secundarias mas
hidrofébicas y citotéxicas. El aumento de la exposicidn a los acidos biliares puede estar relacionado con la lesion hepatica
y la patogenia de NAFLD y NASH (Ferslew et al., Dig Dis Sci. 2015, vol. 60, p. 3318-3328). Por lo tanto, es probable que
la inhibicion de ASBT y/o LBAT sea beneficiosa para el tratamiento de NASH.

[0066] 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
(Chalasani et al., Hepatology 2018, vol. 67(1), pags. 328-357). NAFLD se puede clasificar en higado graso no alcohdlico
(NAFL) y esteatohepatitis no alcohdlica (NASH). Segun Chalasani et al., NAFL se define como la presencia de esteatosis
hepatica = 5 % sin evidencia de dafo hepatocelular en forma de balonizacion de hepatocitos. NASH se define como la
presencia de =2 5 % de esteatosis hepatica e inflamacion con lesion de los hepatocitos (p. ej., balonizacion), con o sin
fibrosis hepatica. NASH también se asocia comunmente con inflamacion hepatica y fibrosis hepatica, que puede progresar
a cirrosis, enfermedad hepatica en etapa terminal, y carcinoma hepatocelular. Si bien la fibrosis hepatica no siempre esta
presente en NASH, la gravedad de la fibrosis, cuando esta presente, puede vincularse con resultados a largo plazo.

[0067] Hay muchos enfoques utilizados para valorar y evaluar si un sujeto tiene NAFLD vy, de ser asi, la gravedad de la
enfermedad, incluida la diferenciacion si la NAFLD es NAFLD o NASH. En algunas formas de realizacion, la gravedad de
NAFLD se puede evaluar utilizando el NAS. En algunas formas de realizacion, el tratamiento de NAFLD puede evaluarse
utilizando el NAS. En algunas formas de realizacion, el NAS se puede determinar como se describe en Kleiner et al.,
Hepatology. 2005, 41(6):1313-1321.

[0068] Véase, por ejemplo, la Tabla 6 para un esquema NAS simplificado adaptado de Kleiner.

Tabla 6. Ejemplo de NAFLD Activity Score (NAS) con estadio de fibrosis

Rasgo Grado Puntaje
<5%

5-33%

>33-66%

>66%

Sin focos

<2 focos/200x

2-4 focos/200x

>4 focos/200x

Ninguno

Degeneracion balonizante Pocos

Muchas células/globos prominentes
Ninguno

Perisinusoidal o periportal

Fibrosis Perisinusoidal y portal/periportal
Fibrosis puente

Cirrosis

Esteatosis

Inflamacion lobulillar

BIWIN|=|O(N|=|O|WIN|[=|O|wWw|IN|=|O

[0069] En algunas formas de realizacion, el NAS se determina de forma no invasiva, por ejemplo, como se describe en la
publicacion de solicitud de EE. UU. N° 2018/0140219.

[0070] En algunas formas de realizacion, el NAS se determina para una muestra del sujeto antes de la administracion de
un compuesto de formula (I), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas formas de realizacion, la
NAS se determina durante el periodo de tiempo o después del periodo de tiempo de administracion de un compuesto de
férmula (1), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables. En algunas formas de realizacién, una puntuacion NAS
mas baja durante el periodo de tiempo o después del periodo de tiempo de administracion de un compuesto de formula
(), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo en comparacion con antes de la administracién del compuesto de
férmula (1), o una de sus sales farmacéuticamente aceptable indica el tratamiento de NAFLD (p. ej., NASH). Por ejemplo,
una disminucién en el NAS por 1, por 2, por 3, por 4, por 5, por 6 o por 7 indica tratamiento de NAFLD (p. €j., NASH). En
algunas formas de realizacion, el NAS tras la administracion de un compuesto de férmula (I), o una de sus sales
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farmacéuticamente aceptables, es 7 0 menos. En algunas formas de realizacion, la NAS durante el periodo de tiempo de
administracion de un compuesto de formula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es 5 0 menos, 4 o
menos, 3 0 menos, 0 2 0 menos. En algunas formas de realizacién, el NAS durante el periodo de tiempo de administracion
de un compuesto de formula (I), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es 7 o menos. En algunas formas de
realizacion, la NAS durante el periodo de tiempo de administracion de un compuesto de férmula (1), o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, es 5 o menos, 4 0 menos, 3 0 menos, 0 2 o menos. En algunas formas de
realizacion, el NAS después del periodo de tiempo de administracion de un compuesto de formula (1), 0 una de sus sales
farmacéuticamente aceptables, es 7 o menos. En algunas formas de realizacion, el NAS después del periodo de tiempo
de administracion de un compuesto de formula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, es 5 0 menos, 4 o
menos, 3 0 menos, 0 2 0 menos.

[0071] Los enfoques adicionales para valorar y evaluar NASH en un sujeto incluyen determinar uno o mas de esteatosis
hepatica (p. €j., acumulacion de grasa en el higado); inflamacién hepatica; biomarcadores indicativos de uno o mas de
dafio hepatico, inflamacién hepatica, fibrosis hepatica y/o cirrosis hepatica (p. €j., marcadores séricos y paneles). Otros
ejemplos de indicadores fisiologicos de NASH pueden incluir la morfologia del higado, la rigidez del higado y el tamafio o
el peso del higado del sujeto.

[0072] En algunas formas de realizacion, NASH en el sujeto se evidencia por una acumulaciéon de grasa hepatica y la
deteccion de un biomarcador indicativo de dafo hepatico. Por ejemplo, la ferritina sérica elevada y los titulos bajos de
autoanticuerpos séricos pueden ser caracteristicas comunes de NASH.

[0073] En algunas formas de realizacion, los métodos para evaluar NASH incluyen imagenes de resonancia magnética,
ya sea por espectroscopia o por fraccion de grasa de densidad de protones (MRI-PDFF) para cuantificar esteatosis,
elastografia transitoria (FIBROSCAN®), gradiente de presion venosa hepatica (HPVG), medicién de la rigidez con ERM
para diagnosticar fibrosis y/o cirrosis hepaticas significativas y evaluar las caracteristicas histoldgicas de la biopsia
hepatica. En algunas formas de realizacion, la formacidon de imagenes por resonancia magnética se usa para detectar
uno o mas de esteatohepatitis (NASH-MRI), fibrosis hepatica (Fibro-MRI) y esteatosis. Véase, por ejemplo, las
publicaciones de solicitud de EE. UU. N° 2016/146715 y 2005/0215882.

[0074] En algunas formas de realizacion, el tratamiento de NASH puede incluir una disminucién de uno o mas sintomas
asociados con NASH; reduccion en la cantidad de esteatosis hepatica; una disminucion en el NAS; una disminucion de la
inflamacién hepatica; una disminucion en el nivel de biomarcadores indicativos de uno o mas de dafio hepatico,
inflamacion, fibrosis hepatica y/o cirrosis hepatica; y una reduccion de la fibrosis y/o la cirrosis, la falta de progresion
adicional de la fibrosis y/o la cirrosis, o0 una ralentizacion de la progresion de la fibrosis y/o la cirrosis en el sujeto tras la
administracion de una o mas dosis de un compuesto de férmula (1), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

[0075] En algunas formas de realizacion, el tratamiento de NASH comprende una disminucién de uno o mas sintomas
asociados con NASH en el sujeto. Los sintomas ejemplares pueden incluir uno o mas de agrandamiento del higado, fatiga,
dolor en la parte superior derecha del abdomen, hinchazén abdominal, agrandamiento de los vasos sanguineos justo
debajo de la superficie de la piel, agrandamiento de los senos en los hombres, agrandamiento del bazo, palmas rojas,
ictericia y prurito. En algunas formas de realizacion, el sujeto es asintomatico. En algunas formas de realizacion, el peso
corporal total del sujeto no aumenta. En algunas formas de realizacién, el peso corporal total del sujeto disminuye. En
algunas formas de realizacion, el indice de masa corporal (IMC) del sujeto no aumenta. En algunas formas de realizacion,
el indice de masa corporal (IMC) del sujeto disminuye. En algunas formas de realizacion, la proporcion de cintura y cadera
(WTH) del sujeto no aumenta. En algunas formas de realizacién, la proporcidon de cintura y cadera (WTH) del sujeto
disminuye.

[0076] En algunas formas de realizacion, el tratamiento de NASH puede evaluarse midiendo la esteatosis hepatica. En
algunas formas de realizacion, el tratamiento de NASH comprende una reduccion de la esteatosis hepatica después de
la administracion de un compuesto de férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, como se describe
en el presente documento. En algunas formas de realizacion, la esteatosis hepatica se determina mediante uno o mas
métodos seleccionados del grupo que consiste en ecografia, tomografia computarizada (TC), formacién de imagenes por
resonancia magnética, espectroscopia por resonancia magnética (MRS), elastografia por resonancia magnética (MRE),
elastografia transitoria (TE) (p. ej., FIBROSCAN®), medicion del tamafio o peso del higado, o mediante biopsia hepatica
(ver, p. €j., Di Lascio et al., Ultrasound Med Biol. 2018, vol. 44(8), p. 1585-1596; Lv et al. al., J Clin Transl Hepatol. 2018,
vol. 6(2), p. 217-221; Reeder et al., J Magn Reson Imaging. 2011, vol. 34(4), spcone; y de Lédinghen V, et al. al., J
Gastroenterol Hepatol. 2016, volumen 31(4), paginas 848 a 855.

[0077] Un sujeto diagnosticado con EHNA puede tener mas del 5 % de esteatosis hepatica, por ejemplo, mas del 5% a
aproximadamente 25 %, aproximadamente 25 % a aproximadamente 45 %, aproximadamente 45 % a aproximadamente
65 %, o mas de aproximadamente 65 % de esteatosis hepatica. En algunas formas de realizacion, un sujeto con mas de
aproximadamente 5 % a aproximadamente 33 % de esteatosis hepatica tiene una etapa 1 de esteatosis hepatica, es decir,
un sujeto con aproximadamente 33 % a aproximadamente 66 % de esteatosis hepatica tiene esteatosis hepatica en etapa
2, y un sujeto con mas de aproximadamente 66 % de esteatosis hepatica tiene esteatosis hepatica en etapa 3.

[0078] En algunas formas de realizacion, la cantidad de esteatosis hepatica se determina antes de la administracion de

37



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2937153 T3

un compuesto de férmula (1), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables. En algunas formas de realizacion, la
cantidad de esteatosis hepatica se determina durante el periodo de tiempo o después del periodo de tiempo de
administracion del compuesto de férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas formas de
realizacion, una reduccion en la cantidad de esteatosis hepatica durante el periodo de tiempo o después del periodo de
tiempo de administracion del compuesto de férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en comparacion
con antes de la administracion del compuesto de formula (1), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, indica el
tratamiento de NASH. Por ejemplo, una reduccion en la cantidad de esteatosis hepatica de aproximadamente 1 % a
aproximadamente 50 %, de aproximadamente 25 % a aproximadamente 75 % o de aproximadamente 50 % a
aproximadamente 100 % indica tratamiento de NASH. En algunas formas de realizacion, una reduccion en la cantidad de
esteatosis hepatica en aproximadamente 5 %, aproximadamente 10 %, aproximadamente 15 %, aproximadamente 20 %,
aproximadamente 25 %, aproximadamente 30 %, aproximadamente 35 %, aproximadamente 40 %, aproximadamente 45
%, aproximadamente 50 %, aproximadamente 55 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente 65 %, aproximadamente
70 %, aproximadamente 75 %, aproximadamente 80 %, aproximadamente 85 %, aproximadamente 90 % o
aproximadamente 95 % indica tratamiento de NASH.

[0079] En algunas formas de realizacion, la presencia de inflamacion 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 formas de realizacion, la gravedad de la inflamacién hepatica se determina a partir
de una muestra o muestras de biopsia de higado del sujeto. Por ejemplo, la inflamacion hepatica en una muestra de
biopsia de higado puede evaluarse como se describe en Kleiner et al., Hepatology 2005, vol. 41(6), pag. 1313-1321 y
Brunt y col., Am J Gastroenterol 1999, vol. 94, pag. 2467-2474.

[0080] En algunas formas de realizacion, la gravedad de la inflamacién hepatica se determina antes de la administracion
de un compuesto de formula (I) o una de sus sales farmacéuticamente aceptables. En algunas formas de realizacion, la
gravedad de la inflamacion hepatica se determina durante el periodo de tiempo o después del periodo de tiempo de
administracion de un compuesto de formula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas formas de
realizacion, una disminucion en la severidad de la inflamacion hepatica durante el periodo de tiempo o después del periodo
de tiempo de administracion de un compuesto de férmula (l), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en
comparacion con antes de la administracion del compuesto de férmula (I), o una sal del mismo farmacéuticamente
aceptable, indica el tratamiento de NASH. Por ejemplo, una disminucién en la gravedad de la inflamacién hepatica de
aproximadamente un 1 % a aproximadamente un 50 %, de aproximadamente un 25 % a aproximadamente un 75 % o de
aproximadamente un 50 % a aproximadamente un 100 % indica el tratamiento de NASH. En algunas formas de
realizacion, una disminucion de la gravedad de la inflamacion hepatica en aproximadamente un 5 %, aproximadamente
un 10 %, aproximadamente un 15 %, aproximadamente un 20 %, aproximadamente un 25 %, aproximadamente un 30 %,
aproximadamente un 35 %, aproximadamente un 40 %, aproximadamente un 45 %, aproximadamente 50 %,
aproximadamente 55 %, aproximadamente 60 %, aproximadamente 65 %, aproximadamente 70 %, aproximadamente 75
%, aproximadamente 80 %, aproximadamente 85 %, aproximadamente 90 % o aproximadamente 95 % indica tratamiento
de NASH.

[0081] En algunas formas de realizacion, el tratamiento de NASH comprende el tratamiento de la fibrosis y/o la cirrosis,
por ejemplo, una disminucion en la gravedad de la fibrosis, la falta de progresién adicional de la fibrosis y/o la cirrosis, o
una ralentizacion de la progresion de la fibrosis y/o la cirrosis. En algunas formas de realizacion, la presencia de fibrosis
y/o cirrosis se determina mediante uno o mas métodos seleccionados del grupo que consiste en elastografia transitoria
(p. €j., FIBROSCAN®), marcadores no invasivos de fibrosis hepatica y caracteristicas histologicas de una biopsia hepatica.
En algunas formas de realizacion, la gravedad (p. ej., etapa) de la fibrosis se determina mediante uno o mas métodos
seleccionados del grupo que consiste en elastografia transitoria (p. ej., FIBROSCAN®), un sistema de puntuacion de
fibrosis, biomarcadores de fibrosis hepatica (p. €j., no biomarcadores invasivos) y gradiente de presidon venosa hepatica
(GPVH). Los ejemplos no limitativos de sistemas de puntuacion de fibrosis incluyen el sistema de puntuacion de fibrosis
NAFLD (véase, por ejemplo, Angulo et al., Hepatology 2007, vol. 45(4), p. 846-54), el sistema de puntuacion de fibrosis
en Brunt et al., Am. J. Gastroenterol. 1999, vol. 94, pag. 2467-2474, el sistema de puntuacion de fibrosis en Kleiner et al.,
Hepatology 2005, vol. 41(6), pag. 1313-1321, y el sistema de puntuacion de fibrosis ISHAK (ver Ishak et al., J. Hepatol.
1995, vol. 22, p. 696-699).

[0082] En algunas formas de realizacién, la gravedad de la fibrosis se determina antes de la administracion de un
compuesto de férmula (I) o una de sus sales farmacéuticamente aceptables. En algunas formas de realizacion, la
gravedad de la fibrosis se determina durante el periodo de tiempo o después del periodo de tiempo de administracion de
un compuesto de férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas formas de realizacion, una
disminucion en la gravedad de la fibrosis durante el periodo de tiempo o después del periodo de tiempo de administracion
de un compuesto de formula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en comparacién con antes de la
administracion del compuesto de férmula (1), 0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, indica el tratamiento de
NASH. En algunas formas de realizacion, una disminucién en la gravedad de la fibrosis, la falta de progresion adicional
de fibrosis y/o cirrosis, 0 una ralentizacién de la progresion de fibrosis y/o cirrosis indica el tratamiento de NASH. En
algunas formas de realizacion, la gravedad de la fibrosis se determina utilizando un sistema de puntuacién como
cualquiera de los sistemas de puntuacion de fibrosis descritos en el presente documento, por ejemplo, la puntuacion
puede indicar el etapa de fibrosis, por ejemplo, etapa O (sin fibrosis), etapa 1, etapa 2, etapa 3 y etapa 4 (cirrosis) (ver,
por ejemplo, Kleiner et al). En algunas formas de realizacion, una disminuciéon en el estadio de la fibrosis es una
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disminucion en la gravedad de la fibrosis. Por ejemplo, una disminucion de 1, 2, 3 o 4 etapas es una disminucion de la
gravedad de la fibrosis. En algunas formas de realizacion, una disminucion en la etapa, por ejemplo, de la etapa 4 a la
etapa 3, de la etapa 4 a la etapa 2, de la etapa 4 a la etapa 1, de la etapa 4 a la etapa 0, de la etapa 3 a la etapa 2, de la
etapa 3 a la etapa 1, de la etapa 3 a la etapa 0, de la etapa 2 a la etapa 1, de la etapa 2 ala etapa 0, o de la etapa 1 a la
etapa 0 indica el tratamiento de NASH. En algunas formas de realizacion, el estadio de fibrosis disminuye de la etapa 4 a
la etapa 3, de la etapa 4 a la etapa 2, de la etapa 4 a la etapa 1, de la etapa 4 a la etapa 0, de la etapa 3 a la etapa 2, de
la etapa 3 a la etapa 1, de la etapa 3 a la etapa 0, de la etapa 2 a la etapa 1, de la etapa 2 ala etapa 0, o de la etapa 1 a
la etapa 0 después de la administracion de un compuesto de férmula (1), o una de sus sales farmacéuticamente aceptable,
en comparacion con las anteriores a la administracion del compuesto de féormula (I), o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo. En algunas formas de realizacion, el estadio de fibrosis disminuye de la etapa 4 a la etapa 3, de la
etapa 4 a la etapa 2, de la etapa 4 a la etapa 1, de la etapa 4 a la etapa 0, de la etapa 3 a la etapa 2, de la etapa 3 ala
etapa 1, de la etapa 3 a la etapa 0, de la etapa 2 a la etapa 1, de la etapa 2 a la etapa 0, o de la etapa 1 a la etapa 0
durante el periodo de tiempo de administracion de un compuesto de formula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo, en comparacion con antes de la administracion del compuesto de féormula (I), o una de sus sales
farmacéuticamente aceptable. En algunas formas de realizacion, el estadio de fibrosis disminuye de la etapa 4 a la etapa
3, de la etapa 4 a la etapa 2, de la etapa 4 a la etapa 1, de la etapa 4 a la etapa 0, de la etapa 3 a la etapa 2, de la etapa
3 alaetapa 1, de la etapa 3 a la etapa 0, de la etapa 2 a la etapa 1, de la etapa 2 a la etapa 0, o de la etapa 1 a |la etapa
0 después del periodo de tiempo de administracion de un compuesto de férmula (1), o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, en comparacién con antes de la administracién del compuesto de formula (I), 0 una de sus sales
farmacéuticamente aceptable.

[0083] En algunas formas de realizacion, la presencia de NASH esta determinada por uno o mas biomarcadores
indicativos de uno o mas de dafio hepatico, inflamacion, fibrosis hepatica y/o cirrosis hepatica o sistemas de puntuacion
de los mismos. En algunas formas de realizacion, la gravedad de NASH esta determinada por uno o méas biomarcadores
indicativos de uno o mas de dafio hepatico, inflamacion, fibrosis hepatica y/o cirrosis hepatica o sistemas de puntuacion
de los mismos. El nivel del biomarcador se puede determinar, por ejemplo, midiendo, cuantificando y controlando el nivel
de expresion del gen o ARNm que codifica el biomarcador y/o el péptido o la proteina del biomarcador. Los ejemplos no
limitativos de biomarcadores indicativos de uno o mas de dafio hepatico, inflamacion, fibrosis hepatica y/o cirrosis hepatica
y/o sistemas de puntuacion de los mismos incluyen el indice de proporcion de aspartato aminotransferasa (AST) a
plaquetas (APRI); la proporcion de aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT) (AAR); la
puntuacion FIB-4, que se basa en el APRI, los niveles de alanina aminotransferasa (ALT) y la edad del sujeto (ver, por
ejemplo, McPherson et al., Gut 2010, vol. 59(9), p. 1265-9; acido hialurdnico; citoquinas proinflamatorias; un panel de
biomarcadores que consta de a2-macroglobulina, haptoglobina, apolipoproteina A1, bilirrubina, gamma glutamil
transpeptidasa (GGT) combinado con la edad y el sexo de un sujeto para generar una medida de fibrosis y actividad
necroinflamatoria en el higado (p. ej., FIBROTEST®, FIBROSURE®), un panel de biomarcadores que consta de bilirrubina,
gamma-glutamiltransferasa, acido hialurénico, a2-macroglobulina combinados con la edad y el sexo del sujeto (p. €j.,
HEPASCORE®; véase, por ejemplo, Adams et al., Clin. Chem. 2005, vol. 51(10), p. ej. 1867-1873), y un panel de
biomarcadores que consta de inhibidor tisular de metaloproteinasa-1, acido hialurénico y a2-macroglobulina (p. ej.,
FIBROSPECT®); un panel de biomarcadores que consta de inhibidor tisular de metaloproteinasas 1 (TIMP-1), propéptido
amino-terminal de procolageno tipo Il (PIIINP) y acido hialurénico (HA) (por ejemplo, la puntuacion de fibrosis hepatica
mejorada (ELF), ver, por ejemplo, Lichtinghagen R, et al., J Hepatol., agosto de 2013; 59(2):236-42

[0084] En algunas formas de realizacion, la presencia de fibrosis esta determinada por uno o mas de la puntuacion FIB-
4, un panel de biomarcadores que consta de a2-macroglobulina, haptoglobina, apolipoproteina A1, bilirrubina, gamma
glutamil transpeptidasa (GGT) combinada con la edad y el sexo de un sujeto para generar una medida de fibrosis y
actividad necroinflamatoria en el higado (p. ej., FIBROTEST®, FIBROSURE®), un panel de biomarcadores que consisten
en bilirrubina, gamma-glutamiltransferasa, acido hialurénico, a2-macroglobulina combinados con la edad y el sexo del
sujeto (p. ej., HEPASCORES®; véase, p. €j., Adams et al., Clin. Chem. 2005, vol. 51(10), p. 1867-1873), y un panel de
biomarcadores que consta de inhibidor tisular de metaloproteinasa-1, acido hialurdnico, y a2-macroglobulina (p. €j.,
FIBROSPECT®); y un panel de biomarcadores que consta de inhibidor tisular de metaloproteinasas 1 (TIMP-1), propéptido
amino-terminal de procolageno tipo Il (PIIINP) y acido hialurénico (HA) (p. €j., la puntuacion fibrosis hepatica mejorada
(ELF)). En algunas formas de realizacion, el nivel de aspartato aminotransferasa (AST) no aumenta. En algunas formas
de realizacion, el nivel de aspartato aminotransferasa (AST) disminuye. En algunas formas de realizacion, el nivel de
alanina aminotransferasa (ALT) no aumenta. En algunas formas de realizacion, el nivel de alanina aminotransferasa (ALT)
disminuye. En algunas formas de realizacion, el "nivel" de una enzima se refiere a la concentracion de la enzima, por
ejemplo, dentro de la sangre. Por ejemplo, el nivel de AST o ALT se puede expresar como Unidades/L.

[0085] En algunas formas de realizacion, la gravedad de la fibrosis esta determinada por uno o mas de la puntuacién FIB-
4, un panel de biomarcadores que consta de a2-macroglobulina, haptoglobina, apolipoproteina A1, bilirrubina, gamma
glutamil transpeptidasa (GGT) combinado con una la edad y el sexo del sujeto para generar una medida de fibrosis y
actividad necroinflamatoria en el higado (p. ej., FIBROTEST®, FIBROSURE®), un panel de biomarcadores que consta de
bilirrubina, gamma-glutamiltransferasa, acido hialurénico, a2-macroglobulina combinados con la edad del sujeto y sexo
(p. €j., HEPASCORE®; véase, p. €j., Adams et al., Clin. Chem. 2005, vol. 51(10), p. 1867-1873 y un panel de
biomarcadores que consta de inhibidor tisular de metaloproteinasa-1, acido hialurénico, y a2-macroglobulina (p. €j.,
FIBROSPECT®); y un panel de biomarcadores que consta de inhibidor tisular de metaloproteinasas 1 (TIMP-1), propéptido
amino-terminal de procolageno tipo Il (PIIINP) y acido hialurénico (HA) (p. €j., la puntuacion de fibrosis hepatica mejorada
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(ELF).

[0086] En algunas formas de realizacion, la inflamacién hepatica esta determinada por el nivel de biomarcadores de
inflamacion hepatica, por ejemplo, citocinas proinflamatorias. Los ejemplos no limitantes de biomarcadores indicativos de
inflamacién hepatica incluyen interleucina-(IL) 6, interleucina-(IL) 1B, factor de necrosis tumoral (TNF)-a, factor de
crecimiento transformante (TGF)-B, proteina quimiotactica de monocitos (MCP)-1, proteina C reactiva (PCR), PAI-1 e
isoformas de colageno como Col1a1, Col1a2 y Col4a1 (ver, por ejemplo, Neuman, et al., Can. J. Gastroenterol. Hepatol.
2014, vol. 28(11), paginas 607-618 y patente de EE. UU. N° 9 872 844.

[0087] La inflamacion del higado también puede evaluarse mediante el cambio de la infiltracion de macréfagos, por
ejemplo, midiendo un cambio en el nivel de expresion de CD68. En algunas formas de realizacion, la inflamacion del
higado puede determinarse mediante medir o monitorear los niveles séricos o niveles circulantes de uno o mas de
interleucina-(IL) 6, interleucina-(IL) 1P, factor de necrosis tumoral (TNF)-a, factor de crecimiento transformante (TGF)-3,
proteina quimiotactica de monocitos (MCP))-1 y proteina reactiva C (CRP).

[0088] En algunas formas de realizacion, el nivel de uno o mas biomarcadores indicativos de uno o mas de dafo hepatico,
inflamacién, | la fibrosis hepatica y/o la cirrosis hepatica se determina para una muestra del sujeto antes de la
administracion de un compuesto de formula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas formas de
realizacion, el nivel de uno o mas biomarcadores indicativos de uno o mas de dafio hepatico, inflamacion, fibrosis hepatica
y/o cirrosis hepatica se determina durante el periodo de tiempo o después del periodo de tiempo de administracion de un
compuesto de formula (I), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En algunas formas de realizacién, una
disminucion en el nivel de uno o mas biomarcadores indicativos de uno o mas de dafio hepatico, inflamacion, fibrosis
hepatica y/o cirrosis hepatica durante el periodo de tiempo o después del periodo de tiempo de administracién de un
compuesto de la formula (1), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, en comparacion con antes de la
administracion del compuesto de férmula (1), 0 una de sus sales farmacéuticamente aceptables, indica el tratamiento de
NASH. Por ejemplo, una disminucién en el nivel de uno o mas biomarcadores indicativos de uno o mas de dafio hepatico,
inflamacion, fibrosis hepatica y/o cirrosis hepatica en al menos un 5 %, al menos un 10 %, al menos un 15 %, al menos
alrededor del 20 %, al menos alrededor del 25 %, al menos alrededor del 30 %, al menos alrededor del 35 %, al menos
alrededor del 40 %, al menos alrededor del 45 %, al menos alrededor del 50 %, al menos alrededor del 55 %, al menos
al menos alrededor del 60 %, al menos alrededor del 65 %, al menos alrededor del 70 %, al menos alrededor del 75 %,
al menos alrededor del 80 %, al menos alrededor del 85 %, al menos alrededor del 90 %, al menos alrededor del 95 %, o
al menos alrededor del 99 % indica tratamiento de EHNA. En algunas formas de realizacion, la disminucion en el nivel de
uno o mas biomarcadores indicativos de uno o mas de dafio hepatico, inflamacion, fibrosis hepatica y/o cirrosis hepatica
después de la administracién del compuesto de férmula (1), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables., es de al
menos un 5 %, al menos un 10 %, al menos un 15 %, al menos un 20 %, al menos un 25 %, al menos un 30 %, al menos
un 35 %, al menos un 40 %, al menos alrededor del 45 %, al menos alrededor del 50 %, al menos alrededor del 55 %, al
menos alrededor del 60 %, al menos alrededor del 65 %, al menos alrededor del 70 %, al menos alrededor del 75 %, al
menos alrededor del 80 %, al menos al menos alrededor del 85 %, al menos alrededor del 90 %, al menos alrededor del
95 %, o al menos alrededor del 99 %. En algunas formas de realizacion, el nivel de uno o mas biomarcadores indicativos
de uno o mas de dafo hepatico, inflamacion, fibrosis hepatica y/o cirrosis hepatica. durante el periodo de tiempo de
administracion de un compuesto de formula (l), o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, es de al menos
alrededor del 5 %, al menos alrededor del 10 %, al menos alrededor del 15 %, al menos al menos alrededor del 20 %, al
menos alrededor del 25 %, al menos alrededor del 30 %, al menos alrededor del 35 %, al menos alrededor del 40 %, al
menos alrededor del 45 %, al menos alrededor del 50 %, al menos alrededor del 55 %, al menos alrededor del 60 %, al
menos alrededor del 65 %, al menos alrededor del 70 %, al menos alrededor del 75 %, al menos alrededor del 80 %, al
menos alrededor del 85 %, al menos alrededor del 90 %, al menos alrededor del 95 %, o al menos alrededor del 99 % %
En algunas formas de realizacion, el nivel de uno o mas biomarcadores indicativos de uno o mas de dafio hepatico,
inflamacién, fibrosis hepatica y/o cirrosis hepatica después del periodo de tiempo de administracion de un compuesto de
férmula (1), o un compuesto farmacéuticamente aceptable sal del mismo, es por lo menos alrededor del 5 %, al menos
alrededor del 10 %, al menos alrededor del 15 %, al menos alrededor del 20 %, al menos alrededor del 25 %, al menos
alrededor del 30 %, al menos alrededor del 35 %, al menos alrededor del 40 %, al menos alrededor del 45 %, al menos
alrededor del 50 %, al menos alrededor del 55 %, al menos alrededor del 60 %, al menos alrededor del 65 %, al menos
alrededor del 70 %, al menos alrededor del 75 %, al menos alrededor del 80 %, al menos alrededor del 85 %, al menos
alrededor del 90 %, al menos alrededor del 95 %, o al menos alrededor del 99 %.

[0089] En algunas formas de realizacion, el tratamiento de NASH disminuye el nivel de acidos biliares en suero en el
sujeto. En algunas formas de realizacion, el nivel de &cidos biliares en suero se determina, por ejemplo, mediante un
ensayo enzimatico ELISA o los ensayos para la medicion de acidos biliares totales como se describe en Danese et al.,
PLoS One. 2017, vol. 12(6): e0179200.

[0090] En algunas formas de realizacion, el nivel de acidos biliares en suero puede disminuir, por ejemplo, de 10 % a 40
%, de 20 % a 50 %, de 30 % a 60 %, de 40 % a 70 %, de 50 % a 80 %, o por mas del 90 % del nivel de acidos biliares en
suero antes de la administracion de un compuesto de férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. En
algunas formas de realizacion, la NASH es NASH con colestasis concomitante. En la colestasis, se bloquea la liberaciéon
de bilis, incluidos los acidos biliares, del higado. Los &cidos biliares pueden causar dafio a los hepatocitos (ver, p. €j.,
Perez MJ, Briz O. World J. Gastroenterol. 2009, vol. 15(14), p. 1677-1689) que probablemente provoque o aumente la
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progresion de la fibrosis (p. €j., cirrosis) y aumentando el riesgo de carcinoma hepatocelular (ver, por ejemplo, Sorrentino
P et al., Dig. Dis. Sci. 2005, vol. 50(6), p. 1130-1135 y Satapathy SK y Sanyal AJ. Semin. Liver Dis. 2015, volumen 35 (3),
paginas 221 - 235.

[0091] En algunas formas de realizacion, el tratamiento de NASH incluye el tratamiento del prurito. En algunas formas de
realizacion, el tratamiento de NASH con colestasis concomitante incluye el tratamiento del prurito. En algunas formas de
realizacién, un sujeto con NASH con colestasis concomitante tiene prurito.

[0092] Biomarcadores ejemplares de NASH se proporcionan en la Tabla 7.

Tabla 7. Biomarcadores ejemplares de NASH
Biomarcadores de fibrosis hepatica
Aspartato aminotransferasa (AST) a indice de proporcion de plaquetas (APRI)
Aspartato aminotransferasa (AST) y relacion alanina aminotransferasa (ALT) (AAR)
Puntuacion FIB-4'
Acido hialurénico
Citoquinas proinflamatorias
Un panel que incluye a2-macroglobulina, haptoglobina, apolipoproteina A1, bilirrubina, gamma glutamil
transpeptidasa (GGT) combinado con la edad y el sexo de un sujeto para generar una medida de fibrosis y
actividad necroinflamatoria en el higado (p. ej., FIBROTEST®, FIBROSURE®)
Un panel que incluye bilirrubina, gamma-glutamiltransferasa, acido hialurénico, a2-macroglobulina combinada
con la edad y el sexo del sujeto (p. ej., HEPASCORE®?)
Un panel que incluye inhibidor tisular de metaloproteinasa-1, acido hialurénico y a2-macroglobulina (p. €j.,
FIBROSPECT®)
Un panel que incluye inhibidor tisular de metaloproteinasas 1 (TIMP-1), propéptido amino-terminal de
procolageno tipo Ill (PIIINP) y acido hialurdnico (HA) (p. €j., la puntuacion de fibrosis hepatica mejorada (ELF)3)
Biomarcadores de inflamacién hepatica*®
Interleucina- (IL) 6
Interleucina-(IL) 1B
Factor de necrosis tumoral (TNF)-a
Factor de crecimiento transformante (TGF)-3
Proteina quimiotactica de monocitos (MCP)-1
Proteina C reactiva (CRP)
PAI-1
Isoformas de colageno (p. €j., Col1a1, Col1a2 y Col4a1)
Cambio de infiltracion de macréfagos (p. €j., un cambio en el nivel de expresion de CD68)

Referencias para la Tabla 7
[0093]

"McPherson et al., Gut. 2010, vol. 59(9), pag. 1265-1269.

2Adams, et al. Clin Chem. 2005, vol. 51(10), pag. 1867-1873.

SLichtinghagen, et al. J Hepatol. 2013, vol. 59(2), pag. 236-242.

“Neuman, et al. Can J Gastroenterol Hepatol. 2014, vol. 28(11), pag. 607-618.
SEE. UU. Patente N° 9,872,844

[0094] Algunos compuestos de formula (1), o sus sales farmacéuticamente aceptables, pueden mostrar una fraccion libre
mas alta en plasma. En algunas formas de realizacion, la fraccion libre es mayor que aproximadamente el 0,2 %, como
mayor que aproximadamente el 0,4 %, como mayor que aproximadamente el 0,6 %, como mayor que aproximadamente
el 0,8 %, como mayor que aproximadamente el 1,0 %, como mayor que aproximadamente 1,25 %, como mayor que
aproximadamente 1,5 %, como mayor que aproximadamente 1,75 %, como mayor que aproximadamente 2,0 %, como
mayor que aproximadamente 2,5 %, como mayor que aproximadamente 3 %, como mayor que aproximadamente 4 %,
como mayor que aproximadamente 5 %, como mayor que aproximadamente 7,5 %, como mayor que aproximadamente
10 %, o como mayor que aproximadamente 20 %.

[0095] Algunos compuestos de férmula (1), o sus sales farmacéuticamente aceptables, pueden excretarse en la orina. En
algunas formas de realizacion, la fraccion del compuesto que se excreta en la orina es superior a aproximadamente el 0,2
%, como superior a aproximadamente el 0,4 %, como superior a aproximadamente el 0,6 %, como superior a
aproximadamente el 0,8 %, como superior a aproximadamente 1,0 %, como superior a aproximadamente 2 %, como
superior a aproximadamente 3 %, como superior a aproximadamente 5 %, como superior a aproximadamente 7,5 %,
como superior a aproximadamente 10 %, como superior a aproximadamente 15 %, como superior a aproximadamente 20
%, como superior a aproximadamente 30 %, o como superior a aproximadamente 50 %.

[0096] Después de la absorcién desde el intestino, algunos compuestos de formula (1), o sus sales farmacéuticamente
aceptables, pueden circular a través de la circulacion enterohepatica. En algunas formas de realizacion, la fraccion del
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compuesto que circula a través de la circulacion enterohepatica es superior al 0,1 %, como superior al 0,2 %, superior al
0,3 %, superior al 0,5 %, superior al 0,5 % superior al 1,0 %, superior al 1,5 %, superior al 2 %, superior al 3 %, superior
al 5 %, superior al 7 %, superior al 10 %, tal como mayor que aproximadamente 15 %, tal como mayor que
aproximadamente 20 %, tal como mayor que aproximadamente 30 % o tal como mayor que aproximadamente 50 %.

[0097] Algunos compuestos de formula (l), o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, pueden provocar la
excrecion renal de sales biliares. En algunas formas de realizacion, la fracciéon de acidos biliares circulantes que se excreta
por via renal es superior al 1 %, superior al 2 %, superior al 5 %, superior al 7 %, superior al 10 %, superior al 15 %,
superior al 20 %, o superior al 25 %.

[0098] Algunos compuestos de formula (1), o sus sales farmacéuticamente aceptables, pueden mostrar una permeabilidad
mejorada u Optima. La permeabilidad se puede medir en células Caco2, y los valores se dan como valores de Papp
(permeabilidad aparente) en cm/s. En algunas formas de realizacion, 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 106 cm/s, tal como mayor que aproximadamente 0,7 x 106 cm/s, mayor que aproximadamente
1,0 x 10° cm/s, mayor que aproximadamente 2 x 10 cm/s, mayor que aproximadamente 3 x 10 cm/s, como mayor que
aproximadamente 5 x 106 cm/s, como mayor que aproximadamente 7 x 10 cm/s, como mayor que aproximadamente 10
x 10 cm/s, como mayor que aproximadamente 15 x 10 cm/s.

[0099] Algunos compuestos de formula (1), o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, pueden mostrar una
biodisponibilidad mejorada u 6ptima. En algunas formas de realizacién, la biodisponibilidad oral es superior al 5 %, superior
al 7 %, superior al 10 %, superior al 15 %, superior al 20 %, superior a aproximadamente 30 %, superior a
aproximadamente 40 %, superior a aproximadamente 50 %, superior a aproximadamente 60 %, superior a
aproximadamente 70 % o superior a aproximadamente 80 %. En otras formas de realizacion, la biodisponibilidad oral esta
entre alrededor del 10 y alrededor del 90 %, como entre alrededor del 20 y alrededor del 80 %, como entre alrededor del
30 y alrededor del 70 % o como entre alrededor del 40 y alrededor del 60 %.

[0100] Algunos compuestos de formula (1), o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, pueden ser un sustrato
para transportadores relevantes en el rindn.

[0101] Algunos compuestos de formula (), o sus sales farmacéuticamente aceptables, pueden dar lugar a
concentraciones de acidos biliares en el intestino, el higado y el suero que no provocan efectos gastrointestinales
adversos.

[0102] Algunos compuestos de férmula (1), o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos, pueden disminuir la
concentracion de acidos biliares en el higado sin causar trastornos gastrointestinales tales como diarrea.

[0103] Como se usa en este documento, los términos "tratamiento”, "tratar" y "tratado" se refieren a revertir, aliviar, retrasar
el inicio o inhibir el progreso de una enfermedad o trastorno, o uno o mas sintomas de los mismos, como se describe en
este documento. En algunas formas de realizacién, el tratamiento puede administrarse después de que se hayan
desarrollado uno o mas sintomas. En otras formas de realizacion, el tratamiento puede administrarse en ausencia de
sintomas. Por ejemplo, el tratamiento puede administrarse a una persona susceptible individuo antes del inicio de los
sintomas (p. €j., 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 después de que los sintomas hayan desaparecido, por ejemplo, para prevenir o
retrasar su recurrencia.

[0104] Una sal farmacéuticamente aceptable adecuada de un compuesto de la invencion es, por ejemplo, una sal de
adicion de base de un compuesto de la invencion que es suficientemente acida, tal como una sal de metal alcalino (por
ejemplo, una sal de sodio o potasio), una sal de metal alcalinotérreo (p. €j., una sal de calcio o0 magnesio), una sal de
amonio o una sal con una base organica que proporcione un cation fisiologicamente aceptable, por ejemplo, una sal con
metilamina, dimetilamina, trimetilamina, piperidina, morfolina o tris-(2-hidroxietil)amina.

[0105] Algunos compuestos de formula (1), o sus sales farmacéuticamente aceptables, pueden tener centros quirales y/o
centros geométricos isoméricos (isomeros E y Z). Debe entenderse que la invencién abarca todos los isémeros 6pticos,
diastereoisomeros e isémeros geométricos que poseen actividad inhibidora de ASBT y/o LBAT. La invencion también
abarca cualquiera y todas las formas tautoméricas de los compuestos de férmula (1), o sus sales farmacéuticamente
aceptables, que poseen actividad inhibidora de ASBT y/o LBAT. Ciertos compuestos de féormula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos, pueden existir en formas no solvatadas asi como solvatadas, tales como,
por ejemplo, formas hidratadas. Debe entenderse que la invencién abarca todas las formas solvatadas que poseen
actividad inhibidora de ASBT y/o LBAT.

[0106] En otro aspecto, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de formula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y uno o mas
excipientes farmacéuticamente aceptables. Los excipientes pueden incluir, por ejemplo, cargas, aglutinantes,
desintegrantes, deslizantes y lubricantes. En general, las composiciones farmacéuticas se pueden preparar de forma
convencional utilizando excipientes convencionales.
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[0107] Los ejemplos de rellenos adecuados incluyen, entre otros, fosfato dicalcico dihidratado, sulfato de calcio, lactosa
(como lactosa monohidratada), sacarosa, manitol, sorbitol, celulosa, celulosa microcristalina, almidén seco, almidones
hidrolizados y almidon pregelatinizado. En determinadas formas de realizacion, la carga es manitol y/o celulosa
microcristalina.

[0108] Los ejemplos de aglutinantes adecuados incluyen, entre otros, almidén, almidon pregelatinizado, gelatina, azticares
(como sacarosa, glucosa, dextrosa, lactosa y sorbitol), polietilenglicol, ceras, gomas naturales y sintéticas (como acacia
goma de tragacanto), alginato de sodio, derivados de la celulosa (como hidroxipropilmetilcelulosa (o hipromelosa),
hidroxipropilcelulosa y etilcelulosa) y polimeros sintéticos (como copolimeros de acido acrilico y acido metacrilico,
copolimeros de acido metacrilico, copolimeros de metacrilato de metilo, copolimeros de metacrilato de aminoalquilo,
copolimeros de poliacrilico copolimeros de acido polimetacrilico/acido polimetacrilico y polivinilpirrolidona (povidona)). En
ciertas formas de realizacion, el aglutinante es hidroxipropilmetilcelulosa (hipromelosa).

[0109] Los ejemplos de desintegrantes adecuados incluyen, entre otros, almidon seco, almidén modificado (como almidon
(parcialmente) pregelatinizado, glicolato de almidén sédico y carboximetilalmidén sédico), acido alginico, derivados de
celulosa (como carboximetilcelulosa sddica, hidroxipropil celulosa e hidroxipropilcelulosa de baja sustitucion (L-HPC)) y
polimeros reticulados (como carmelosa, croscarmelosa sodica, carmelosa calcica y PVP reticulada (crospovidona)). En
ciertas formas de realizacion, el desintegrante es croscarmelosa sodica.

[0110] Los ejemplos de deslizantes y lubricantes adecuados incluyen, entre otros, talco, estearato de magnesio, estearato
de calcio, acido estearico, behenato de glicerilo, silice coloidal, diéxido de silicio acuoso, silicato de magnesio sintético,
6xido de silicio granulado fino, almidén, sodio sulfato de lauril, acido boérico, 6xido de magnesio, ceras (como la cera de
carnauba), aceite hidrogenado, polietilenglicol, benzoato de sodio, polietilenglicol y aceite mineral. En ciertas formas de
realizacion, el deslizante o lubricante es estearato de magnesio o silice coloidal.

[0111] La composicion farmacéutica se puede recubrir convencionalmente con una o mas capas de recubrimiento.
También se contemplan capas de recubrimiento entérico o capas de recubrimiento para la liberacion retardada o dirigida
del compuesto de formula (1), o sus sales farmacéuticamente aceptables. Las capas de revestimiento pueden comprender
uno o mas agentes de revestimiento y, opcionalmente, pueden comprender plastificantes y/o pigmentos (o colorantes).

[0112] Los ejemplos de agentes de recubrimiento adecuados incluyen, entre otros, polimeros a base de celulosa (tales
como etilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa (o hipromelosa), hidroxipropilcelulosa, acetato ftalato de celulosa, acetato
succinato de celulosa, acetato succinato de hidroxipropilmetilcelulosa y ftalato de hidroxipropilmetilcelulosa), polimeros a
base de vinilo (como el alcohol polivinilico) y polimeros a base de acido acrilico y derivados del mismo (como copolimeros
de acido acrilico y acido metacrilico, copolimeros de acido metacrilico, copolimeros de metacrilato de metilo, copolimeros
de metacrilato de aminoalquilo, copolimeros de acido poliacrilico/acido polimetacrilico). En ciertas formas de realizacion,
el agente de recubrimiento es hidroxipropilmetilcelulosa. En otras formas de realizacion, el agente de recubrimiento es
alcohol polivinilico.

[0113] Los ejemplos de plastificantes adecuados incluyen, pero no se limitan a citrato de trietilo, triacetato de glicerilo,
citrato de tributilo, ftalato de dietilo, citrato de acetiltributilo, ftalato de dibutilo, sebacato de dibutilo y polietilenglicol. En
ciertas formas de realizacion, el plastificante es polietilenglicol.

[0114] Los ejemplos de pigmentos adecuados incluyen, pero no se limitan a dioxido de titanio, 6xidos de hierro (tales
como Oxidos de hierro amarillo, marrén, rojo o negro) y sulfato de bario.

[0115] La composicién farmacéutica puede estar en una forma que sea adecuada para administracién oral, para inyeccion
parenteral (incluyendo inyeccion intravenosa, subcutanea, intramuscular e intravascular), para administracion tépica o
para administracién rectal administracion. En una forma de realizacion preferida, la composicion farmacéutica esta en una
forma adecuada para la administracion oral, como una tableta o una capsula.

[0116] La dosificacidn requerida para el tratamiento terapéutico o profilactico dependera de la via de administracion, la
gravedad de la enfermedad, la edad y el peso del paciente y otros factores normalmente considerados por el médico
tratante, al determinar el nivel de régimen y dosificacion adecuado para un paciente en particular.

[0117] La cantidad del compuesto a administrar variara para el paciente que se esta tratando, y puede variar desde
aproximadamente 1 ug/kg de peso corporal hasta aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal por dia. Una forma de
dosis unitaria, como una tableta o capsula, normalmente contendra de 1 a 250 mg de ingrediente activo, como de 1 a 100
mg, o de 1 a 50 mg, o de 1 a 50 mg. aproximadamente 20 mg, por ejemplo, aproximadamente 2,5 mg, o aproximadamente
5 mg, o aproximadamente 10 mg, o aproximadamente 15 mg. La dosis diaria puede administrarse como dosis unica o
dividida en una, dos, tres 0 mas dosis unitarias. Una dosis diaria administrada por via oral de un modulador de acidos
biliares esta preferiblemente entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 250 mg, mas preferiblemente entre
aproximadamente 1 y aproximadamente 100 mg, como entre aproximadamente 1 y aproximadamente 5 mg, como entre
aproximadamente 1 y aproximadamente 10 mg, tal como entre aproximadamente 1 y aproximadamente 15 mg, o entre
aproximadamente 1 y aproximadamente 20 mg.
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[0118] En otro aspecto, la invencién se refiere a un compuesto de formula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, para uso como medicamento. La invencion también se refiere al uso de un compuesto de formula (I), o una de
sus sales farmacéuticamente aceptables, como medicamento.

[0119] En otro aspecto, la invencion se refiere a un compuesto de formula (1), o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables, para uso en el tratamiento o prevencion de cualquiera de las enfermedades enumeradas en el presente
documento. La invencién también se refiere al uso de un compuesto de formula (1), o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables, en la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o prevencién de cualquiera de las enfermedades
mencionadas en este documento. La invencion también se refiere a un método para tratar o prevenir cualquiera de las
enfermedades enumeradas en el presente documento en un sujeto, como el hombre, que comprende administrar al sujeto
que necesita dicho tratamiento o prevencion una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de férmula (1), o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

Terapia de combinacion

[0120] En un aspecto de la invencion, los compuestos de férmula (1), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con al menos otro agente terapéuticamente activo, tal como con uno, dos, tres o mas de otros
agentes terapéuticamente activos. El compuesto de formula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y al
menos otro agente terapéuticamente activo pueden administrarse simultaneamente, secuencialmente o por separado.
Los agentes terapéuticamente activos que son adecuados para la combinacion con los compuestos de formula (1) incluyen,
pero no se limitan a agentes activos conocidos que son Uutiles en el tratamiento de cualquiera de las afecciones, trastornos
y enfermedades mencionados anteriormente.

[0121] En una forma de realizacion, los compuestos de formula (l), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinaciéon 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 DE 19825804 EP
864582 EP 485429 EP 485429 73, EP 624593, EP 624594, EP 624595, EP 624596, EP 0864582, EP 1173205 y EP
1535913.

[0122] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con un acido biliar aglutinante (también denominado secuestrante de acidos biliares o resina),
como colesevelam, colestiramina o colestipol. En una forma de realizacion preferida de dicha combinacion, el aglutinante
de acidos biliares se formula para su liberacion en el colon. Los ejemplos de dichas formulaciones se describen, por
ejemplo, en los documentos WO 2017/138877, WO 2017/138878, WO 2019/032026 y WO 2019/032027.

[0123] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un inhibidor de DPP-IV, incluidas gliptinas tales como sitagliptina, vildagliptina,
saxagliptina, linagliptina, gemigliptina, anagliptina, teneligliptina, alogliptina, trelagliptina, omarigliptina, evogliptina,
gosogliptina y dutogliptina, o una de sus sales farmacéuticamente aceptable.

[0124] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un inhibidor de la HMG CoA reductasa, como fluvastatina, lovastatina, pravastatina,
simvastatina, atorvastatina, pitavastatina, cerivastatina, mevastatina, rosuvastatina, bervastatina o dalvastatina, o una sal
farmacéuticamente aceptable de las mismas.

[0125] En otra forma de realizacidn, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un inhibidor de la absorcion de colesterol tal como ezetimiba, o una de sus sales
farmacéuticamente aceptable.

[0126] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con un agonista de PPAR alfa, incluidos fibratos tales como clofibrato, bezafibrato,
ciprofibrato, clinofribrate, clofibride, fenofibrate, gemfibrozil, ronifibrate y simfribrate, o una de sus sales farmacéuticamente
aceptable.

[0127] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un agonista de PPAR gamma, incluidas las tiazolidinedionas tales como pioglitazona,
rosiglitazona y lobeglitazona, o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos.

[0128] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se

administran en combinacién con un agonista dual de PPAR alfa/gamma, que incluye glitazares tales como saroglitazar,
aleglitazar, muraglitazar o tesaglitazar, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.
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[0129] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un agonista dual de PPAR alfa/delta, tal como elafibranor.

[0130] En otra forma de realizaciéon mas, los compuestos de formula (1), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinaciéon con un agonista de pan PPAR (es decir, un agonista de PPAR que tiene actividad en todos
los subtipos: a, y y 6), tal como IVA337.

[0131] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con moduladores del receptor X farnesoide (FXR), que incluyen agonistas de FXR tales como
cafestol, acido quenodesoxicélico, acido 6a-etil-quenodesoxicolico (acido obeticélico; INT-747), fexaramina, tropifexor,
cilofexor y MET409.

[0132] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con un modulador del receptor TGRS5, que incluye agonistas de TGRS tales como acido 6a-
etil-23(S)-metilcdlico (INT-777).

[0133] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un agonista dual de FXR/TGR5 tal como INT-767.

[0134] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con acido ursodesoxicolico (UDCA). En otra forma de realizacion mas, los compuestos de
férmula (1), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se administran en combinacién con acido nor-ursodesoxicélico
(nor-UDCA).

[0135] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un modulador de FGF19, como NGM282.

[0136] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con un agonista de FGF21, tal como BMS-986036.

[0137] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con un inhibidor de integrinas, como PLN-74809 y PLN-1474.

[0138] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un inhibidor de CCR2/CCRS5, como cenicriviroc.

[0139] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un inhibidor de caspasa proteasa, como emricasan.

[0140] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con un inhibidor de galectina-3, tal como GR-MD-02.

[0141] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un inhibidor de estearoil-CoA desaturasa (SCD), tal como aramchol (acido
araquidilamidocolanoico).

[0142] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinaciéon con un inhibidor de la quinasa 1 reguladora de la sefial de apoptosis (ASK1), tal como
selonsertib.

[0143] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un inhibidor de LOXL2, como simtuzumab.

[0144] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con un inhibidor de ACC, como GS-0976.

[0145] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un agonista del receptor B de la hormona tiroidea, tal como MGL3196.

[0146] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con un agonista de GLP-1 tal como liraglutida.

[0147] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se

administran en combinacién con un péptido similar al glucagon dual y agonistas del receptor de glucagén, como
SAR425899.

45



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2937153 T3

[0148] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un inhibidor del transportador de piruvato mitocondrial, tal como MSDC-0602K.

[0149] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un agente antioxidante, tal como vitamina E.

[0150] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un inhibidor de SGLT1, un inhibidor de SGLT2 o un inhibidor dual de SGLT1 y SGLT2.
Ejemplos de tales compuestos son dapagliflozina, sotagliflozina, canagliflozina, empagliflozina, LIKO66 y SGL5213.

[0151] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con un inhibidor de diacilglicerol O-aciltransferasa 2 (DGATZ2), como DGAT2RX y PF-
06865571.

[0152] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con un inhibidor de acido graso sintasa (FASN), tal como TVB-2640.

[0153] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con un activador de proteina quinasa activada por AMP (AMPK), tal como PXL-770.

[0154] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un antagonista del receptor de glucocorticoides (GR), un antagonista del receptor de
mineralocorticoides (MR) o un antagonista dual de GR/MR. Ejemplos de tales compuestos son MT-3995 y CORT-118335.

[0155] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un antagonista del receptor de cannabinoide 1 (CB1), tal como IM102.

[0156] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un activador del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR) y Klothof
(KLB), tal como MK-3655 (anteriormente conocido como NGM-313).

[0157] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con un inhibidor del ligando 24 (CCL24) de quimiocina (motivo c-c), tal como CM101.

[0158] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un antagonista A3, tal como PBF-1650.

[0159] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un antagonista del receptor P2x7, tal como SGM 1019.

[0160] En otra forma de realizacion, los compuestos de formula (1), o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos,
se administran en combinacion con agonistas del receptor P2Y 13, tales como CER-209.

[0161] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un oxisterol sulfatado, tal como Dur-928.

[0162] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con un antagonista del receptor de leucotrieno D4 (LTD4), tal como MN-001.

[0163] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un inhibidor de células T asesinas naturales de tipo 1 (NKT1), tal como GRI-0621.

[0164] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con un compuesto antilipopolisacarido (LPS), tal como IMM-124E.

[0165] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un inhibidor de VAP1, como BI1467335.

[0166] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un agonista del receptor de adenosina A3, tal como CF-102.

[0167] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un activador de SIRT-1, como NS-20.

[0168] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
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administran en combinacion con un agonista del receptor 1 del acido nicotinico, tal como ARI-3037MO.

[0167] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con un antagonista de TLR4, como JKB-121.

[0170] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un inhibidor de cetohexocinasa, como PF-06835919.

[0171] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con un agonista del receptor de adiponectina, tal como ADP-335.

[0172] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con un inhibidor de autotaxina, como PAT-505 y PF8380.

[0173] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con un antagonista del receptor 3 (CCR?®) de quimiocina (motivo c-c), tal como bertilimumab.

[0174] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un estimulador de los canales de cloruro, como cobiprostona y lubiprostona.

[0175] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con un inhibidor de la proteina de choque térmico 47 (HSP47), tal como ND-L02-s0201.

[0176] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un inhibidor del factor de transcripcion de la proteina de unién a elementos reguladores
de esteroles (SREBP), como CAT-2003 y MDV-4463.

[0177] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con una biguanidina, tal como metformina.

[0178] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con insulina.

[0179] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con un inhibidor de glucégeno fosforilasa y/o un inhibidor de glucosa-6-fosfatasa.

[0180] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con una sulfonilurea, como glipizid, glibenklamid y glimepirid.

[0181] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con una meglitinida, como repaglinida, nateglinida y ormiglitinida.

[0182] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con un inhibidor de glucosidasa, como acarbosa o miglitol.

[0183] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacion con un inhibidor de la escualeno sintasa, tal como TAK-475.

[0184] En otra forma de realizacién, los compuestos de formula (I), o sus sales farmacéuticamente aceptables, se
administran en combinacién con un inhibidor de PTPB1, como trodusquemina, ertiprotafib, JTT-551 y claramina.

Preparacién de compuestos

[0185] Los compuestos de la invencion se pueden preparar como un &cido libre o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables mediante los procesos que se describen a continuacion. A lo largo de la siguiente descripcion de tales procesos
se entiende que, cuando sea apropiado, se agregaran grupos protectores adecuados y posteriormente se eliminaran de
los diversos reactivos e intermedios de una manera que sera facilmente comprensible para un experto en la técnica de la
sintesis organica. Los procedimientos convencionales para usar dichos grupos protectores, asi como ejemplos de grupos
protectores adecuados, se describen, por ejemplo, en el libro de Greene's Protective Groups in Organic Synthesis de
PGM Wutz y TW Greene, 4.2 edicién, John Wiley & Sons, Hoboken, 2006.

Métodos generales
[0186] Todos los disolventes utilizados fueron de grado analitico. Para las reacciones se utilizaron habitualmente

disolventes anhidros disponibles en el mercado. Los materiales de partida estaban disponibles de fuentes comerciales o
se prepararon de acuerdo con los procedimientos de la literatura. 3,3-dibutil-8-hidroxi-2-(4-metoxibencil)-7-(metiltio)-5-
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fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina 1,1-dioxido puede prepararse como se describe en el documento WO
03/022286 (método 24). La temperatura ambiente se refiere a 20 - 25 °C. Las composiciones de mezclas de disolventes
se dan como porcentajes en volumen o relaciones en volumen.

CLEM:
[0187]

Nombre del instrumento: Agilent 1290 infinity II.

Método A: Fase movil: 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 movil: A: NH4AHCO3 10 mM 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: HCOOH al 0,1 % 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 movil: A: NHsOAc 10 mM en agua, B: ACN; caudal: 1,2 mL/min; columna: Zorbax Extend C18
(50 x 4,6 mm) 5 pM.

Método E: Fase movil: A: TFA al 0,1 % en agua: ACN (95:5), B: TFA al 0,1 % en ACN; caudal: 1,5 mL/min;
Columna: XBridge C8 (50 x 4,6 mm), 3,5 pM.

Método F: Fase movil: A: TFA al 0,1 % en agua, B: TFA al 0,1 % en ACN; Caudal: 0,8 mL/min; columna: ZORBAX
ECLIPSE PLUS C18 (50 x 2,1 mm), 1,8 uM.

Método G: Fase movil: A: TFA al 0,1 % en agua, B: TFA al 0,1 % en ACN; Caudal: 0,8 mL/min; columna: Acquity
UPLC BEH C18 (2,1 x 50 mm), 1,7 um.

Nombre del instrumento: waters Acquity | Class
Method 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 um.

CLAR:
[0189]

Nombre del instrumento: instrumentos de la serie Agilent 1260 Infinity Il usando % con detecciéon UV (maxplot).
Método A: Fase movil: A: NHsHCO3 10 mM en agua, B: ACN; caudal: 1,0 mL/min; columna: XBridge C8 (50 x
4,6 mm, 3,5 uym).

Método B: Fase movil: A: TFA al 0,1 % en agua, B: TFA al 0,1 % en ACN; velocidad de flujo: 2,0 mL/min;
columna: XBridge C8 (50 x 4,6 mm, 3,5 ym).

Método C: Fase movil: A: NHsOAc 10 mM en agua miliq, B: ACN; caudal: 1,0 ml/min; columna: Phenomenex
Gemini C18 (150 x 4,6 mm, 3,0 ym).

Método D: Fase movil: A: TFA al 0,1 % en agua, B: ACN; caudal: 1,0 mL/min; columna: ATLANTIS dC18 (250 x
4,6 mm, 5,0 um).

CLAR quiral:
[0190]

Nombre del instrumento: Agilent 1260 Infinity Il
Método A: Fase movil: A: TFA al 0,1 % en n-hexano; B: etanol, caudal: 1,0 mL/min; Columna: CHIRALPAK IA
(250 x 4,6 mm, 5,0 pm).

SFC quiral:
[0191]

Nombre del instrumento: PIC SFC 10 (analitico)

La relacién entre CO- y codisolvente oscila entre 60:40 y 80:20

Método A: Fase movil: isopropilamina al 0,5 % en IPA; caudal: 3 mL/min; columna: YMC Amylose-SA (250 x 4,6
mm, 5 ym).

Método B: Fase movil: isopropilamina al 0,5 % en IPA; caudal: 3 mL/min; columna: Chiralpak AD-H (250 x 4,6
mm, 5 ym).

Método C: Fase mévil: amoniaco 20 mM en metanol; caudal: 3 mL/min; columna: YMC Celulosa-SC (250 x 4,6
mm, 5 ym).
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Método D: Fase movil: metanol; caudal: 3 mL/min; columna: Lux A1 (250 x 4,6 mm, 5 ym).

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

Método F: Fase movil: isopropilamina al 0,5 % en metanol; caudal: 3 mL/min; columna: YMC Celulosa-SC.
Método G: Fase movil: isopropilamina al 0,5 % en metanol; caudal: 3 mL/min; columna: Lux A1.

Método H: Fase movil: isopropilamina al 0,5 % en IPA; caudal: 3 mL/min; columna: Lux A1 (250 x 4,6 mm, 5
pm).

Método I: Fase movil: isopropilamina al 0,5 % en metanol; caudal: 3 mL/min; columna: CCS quiral (250 x 4,6
mm, 5 ym).

Método J: Fase movil: isopropilamina al 0,5 % en IPA; caudal: 5 mL/min; columna: YMC Celulosa-SC AD-H (250
x 4,6 mm, 5 ym).

Método K: Fase movil: Isopropilamina al 0,5 % en metanol; caudal: 4 mL/min; columna: (R,R)-Buccino-01 (250
X 4,6 mm, 5 ym).

Método L: Fase movil: Isopropilamina al 0,5 % en IPA; caudal: 3 mL/min; columna: Chiralcel OX-H (250 x 4,6
mm, 5 ym).

Método M: Fase movil: Isopropilamina al 0,5 % en IPA; caudal: 5 mL/min; columna: YMC Celulosa-SC (250 x
4,6 mm, 5 ym).

Método N: Fase movil: metanol, caudal: 5 mL/min; columna: Chiralcel OX-H (250 x 4,6 mm, 5 ym).

Prep-CLAR:

[0192]

Nombre del instrumento: Agilent 1290 Infinity Il

Método A: Fase mévil: A: TFA al 0,1 % en agua; Fase mévil; B: TFA al 0,1 % en CAN; velocidad de flujo: 2,0
mL/min; Columna: X-Bridge C8 (50 x 4,6 mm, 3,5 uM).

Método B: Fase movil: A: NH;OAc 10 mM en agua; B: ACN; caudal: 35 mL/min; columna: 3 seleccione C18 (30
x 150 mm, 5 ym).

Método C: Fase movil: A: NHsHCO3 10 mM en agua; B: ACN; caudal: 1,0 mL/min; columna: XBridge C8 (50 x
4,6 mm, 3,5 uym).

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

SFC preparativo quiral:

[0193]

Nombre del instrumento: PIC SFC 100 y PSC SFC 400
La relacién entre CO- y codisolvente oscila entre 60:40 y 80:20
Método A: fase movil: isopropilamina al 0,5 % en IPA; caudal: 3 mL/min; columna: YMC Amylose-SA (250 x 30

mm, 5 ym).
Método B: Fase movil: isopropilamina al 0,5 % en IPA; caudal: 3 mL/min; columna: Chiralpak AD-H (250 x 30
mm, 5 ym).
Método C: Fase movil: amoniaco 20 mM en metanol; caudal: 3 mL/min; columna: YMC Celulosa-SC (250 x 30
mm, 5 ym).

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

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

Método F: Fase movil: isopropilamina al 0,5 % en IPA; caudal: 3 mL/min; columna: Lux A1 (250 x 30 mm, 5 um).
Método G: Fase movil: isopropilamina al 0,5 % en metanol; caudal: 3 mL/min; columna: CCS quiral (250 x 30
mm, 5 pm).

Método H: fase movil: isopropilamina al 0,5 % en IPA, caudal: 5 mL/min; columna: YMC Amylose-SC (250 x 30
mm, 5 ym).

Método J: Fase movil: isopropilamina al 0,5 % en IPA; caudal: 3 mL/min; columna: Chiralcel OX-H (250 x 30
mm, 5 pm).

Método K: Fase movil: isopropilamina al 0,5 % en metanol; caudal: 5 mL/min; columna: YMC Celulosa-SC (250
x 30 mm, 5 ym).

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

CLAR preparativa quiral:

[0194]

Nombre del instrumento: Agilent 1260 Infinity Il
Método A: Fase movil: A: TFA al 0,1 % en n-hexano; B: etanol; caudal: 15 mL/min; Columna: CHIRALPAK IA
(250 x 19 mm, 5,0 pm).

Abreviaturas
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[0195]

ACN acetonitrilo

DCM diclorometano

DMAP  4-dimetilaminopiridina

DMF dimetilformamida

IPA alcohol isopropilico

CLEM cromatografia liquida - espectrometria de masas
CLAR cromatografia liquida de alta resolucion

PE éter de petroleo

SFC cromatografia de fluidos supercriticos
TFA acido trifluoroacético

THF tetrahidrofurano

TLC cromatografia en capa fina

UPLC cromatografia liquida de ultra resolucion

[0196] La invencién se describira ahora mediante los siguientes ejemplos que no limitan la invencién en ningun aspecto.
EJEMPLOS
Intermedio 1

Etil 3-((3,3-dibutil-2-(4-metoxibencil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-
il)oxi)propanoato

[0197]

[0198] A una suspension agitada de 3,3-dibutil-8-hidroxi-2-(4-metoxibencil)-7-(metiltio)-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepina 1,1-didxido (12 g, 21,1 mmol) en acrilato de etilo (80 mL) a temperatura ambiente, DMAP (257 mg, 2,11
mmol) fue afadido. La mezcla de reaccién se calenté en un tubo sellado durante 72 horas a 100 °C. El progreso de la
reaccion se controlé por TLC, lo que indico la conversién incompleta (~40 %) del material de partida. La mezcla de reaccion
se evapord y se seco al vacio para proporcionar el compuesto del titulo bruto, que se envié al siguiente paso sin mas
purificacion. Rendimiento: 15 g (goma cruda, marrdn).

[0199] CLEM: (Método A) 669,3 (M**H), Tr. 3,66 min, 36,45 % (max.).
Intermedio 2

3-((3,3-dibutil-2-(4-metoxibencil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-
il)oxi)propanoico

[0200]
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[0201] A una solucién agitada de etil 3-((3,3-dibutil-2-(4-metoxibencil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-
1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)propanoato (Intermedio 1; 40 g, 59,79 mmol) en 1,4-dioxano (200 mL) a temperatura
ambiente, se afiadio gota a gota LCP (6 N, 200 mL) y la mezcla de reaccion se calenté durante 16 horas a 80 °C. Una vez
completada la reaccion (supervisada por CLEM), la mezcla de reaccion se diluyd con agua helada (500 mL) y la capa
acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 200 mL). La parte organica se sec6 sobre NaSO4 anhidro y se evaporo6 al vacio. El
material bruto resultante se purific6 mediante cromatografia en columna ultrarrapida (eluyente: EtOAc al 20-70 %/PE; gel
de silice: 230-400 mesh) para proporcionar el compuesto del titulo. Rendimiento: 39 % (15 g, goma marron).

Preparacion 1:

[0202] CLEM: (Método E) 641,3 (M*+H), Tr. 2,93 min, 75,38 % (max.).
Preparacion 2:

[0203] A una suspension agitada de 3,3-dibutil-8-hidroxi-2-(4-metoxibencil)-7-(metiltio)-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepina 1,1-diéxido (500 mg, 0,88 mmol) en THF (5 mL) a 0 °C, se afiadio terc-butdxido de potasio (99 mg,
0,88 mmol) y la mezcla de reaccion se agitdé durante 10 minutos a temperatura ambiente. Luego se afiadio B-propiolactona
(76 mg, 1,05 mmol) a la mezcla de reaccion a 0°C y la mezcla de reaccion se agité durante 1 hora a temperatura ambiente.
Una vez completada la reaccion (controlada por TLC), la mezcla de reaccion se acidifico con LCP 1,5N a 0 °C y la capa
acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 10 mL). La capa organica combinada se seco sobre Na;SO4 anhidro y se evaporé al
vacio. El producto bruto resultante se purific6 mediante cromatografia en columna ultrarrapida (eluyente: EtOAc al 10-50
%/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para producir el compuesto del titulo. Rendimiento: 53 % (300 mg, sélido blanco).

[0204] CLEM: (Método D) 641,3 (M*+H), Tr. 3,48 min, 96,63 % (max.).
Intermedio 3
Clorhidrato de 2-aminobutanoato de etilo

[0205]

o
o
NH,.HCI

[0206] A una solucion agitada de acido 2-aminobutanoico (100 g, 0,97 mol) en etanol (750 mL), se afiadio cloruro de
tionilo (78 mL, 1,07 mol) a 0° C. A continuacién, la mezcla de reaccion se calenté durante 16 horas a 80 °C. Una vez
completada la reaccion, la mezcla de reaccion se concentro al vacio para proporcionar el compuesto del titulo bruto que
se us6 como tal para el siguiente paso sin ninguna purificacién adicional. Rendimiento: 93 % (152 g, sélido blanco).

[0207] 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds): 5 8,66 (bs, 3H), 4,25-4,16 (m, 2H), 3,98-3,85 (m, 1H), 1,84 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 1,23
(t, J = 6,8 Hz, 3H), 0,92 (t, J = 7,6 Hz, 3H).
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Intermedio 4

(E)-2-(bencilidenamino) butanoato de etilo
[0208]

Cutu

[0209] A una solucidn agitada de clorhidrato de 2-aminobutanoato de etilo (Intermedio 3; 152 g, 0,91 mol) en DCM (900
mL), trietilamina (152 mL, 1,09 mol) a 0 °C durante un periodo de 30 minutos. Se afiadi6 en porciones sulfato de magnesio
(98 g, 0,82 mol) a la mezcla de reaccién a 0°C. A continuacion, se afiadié benzaldehido (84 ml, 0,82 mol) a la mezcla de
reaccion a 0 °C durante un periodo de 20 minutos y la mezcla de reaccion se agitdé durante 16 horas a temperatura
ambiente. Una vez completada la reaccién (controlada por TLC), la mezcla de reaccion se filtré a través de celite y el
filtrado se concentré al vacio. El crudo resultante se disolvié en éter de petroleo (1000 mL) y se filtré de nuevo a través de
celite. Luego, el filtrado se concentro al vacio para proporcionar el compuesto del titulo. Este material bruto se envié como
tal al siguiente paso sin mas purificacion. Rendimiento: 90 % (180 g, liquido marrén claro).

[0210] 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds): 5 8,40 (s, 1H), 7,79-7,76 (m, 2H), 7,49-7,47 (m, 3H), 4,16-4,10 (m, 2H), 3,98-3,95
(m, 1H), 1,92-1,89 (m, 1H), 1,79-1,74 (m, 1H), 1,19 (t, J = 7,2 Hz, 3H), 0,85 (t, J = 7,2 Hz, 3H).

Intermedio 5
(E)-2-(bencilidenamino)-2-etilhexanoato de etilo

[0211]

O
~-N O/\

[0212] A una solucidon agitada de NaH (60 %; 32,8 g, 0,82 mol) en DMF (100 mL) a 0 °C, se afiadio lentamente (E)-2-
(bencilidenamino)butanoato (Intermedio 4; 180 g, 0,82 mol) en DMF (800 mL) durante un periodo de 30 minutos. A
continuacion, la mezcla de reaccion se agité durante 1,5 horas a temperatura ambiente. Se afadié yoduro de n-butilo (93
ml, 0,82 mol) a la mezcla de reacciéon a 0 °C y la mezcla se agitd durante 1 hora a temperatura ambiente. Una vez
completada la reaccion (controlada por TLC), la mezcla de reaccién se inactivé con 2-propanol (100 mL) a 0 °C y luego
se diluy6 con agua (1000 mL). La capa acuosa se extrajo con éter de petroleo (1000 mL). La capa organica se lavo con
salmuera (200 mL) y se seco sobre Na>SO4 anhidro. La parte organica se concentré al vacio y el material crudo resultante
se envio como tal al siguiente paso sin purificacion adicional. Rendimiento: 88 % (200 g, liquido amarillo).

[0213] 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds): 5 8,34 (s, 1H), 7,80 - 7,77 (m, 2H), 7,47-7,44 (m, 3H), 4,16 (q, J = 7,0 Hz, 2H), 2,51-
1,79 (m, 4H), 1,31-1,18 (m, 7H), 0,88 - 0,84 (m, 6H).

Intermedio 6
2-amino-2-etilhexanoato de etilo

[0214]

H2N O/\

[0215] A una solucidn agitada de (E)-2-(bencilidenamino)-2-etilhexanoato de etilo (Intermedio 5; 200 g, 0,73 mol) en éter
de petroleo (500 mL), se afiadié LCP diluido (1000 mL, 1,5 N) a 0 °C y la mezcla de reaccién se agité vigorosamente
durante 16 horas a temperatura ambiente. Una vez completada la reaccién (controlada por TLC), la capa organica se
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separd y la capa acuosa se lavo con EtOAc (2 x 100 mL). Luego, la capa acuosa se alcalinizé (pH ~8,5) utilizando
bicarbonato de sodio sélido (200 g) y se extrajo con EtOAc (2 x 200 mL). La capa organica se lavé con agua (2 x 15 mL).
La parte organica combinada se secé sobre Na,SO4 anhidro y se concentré al vacio para proporcionar el compuesto del
titulo. El material bruto se envié como tal al siguiente paso sin mas purificacion. Rendimiento: 80 % (110 g, liquido amarillo
palido).

[0216] 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds): 5 4,08 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 1,68 - 1,00 (m, 13H), 0,85 (t, J = 7,2 Hz, 3H), 0,77 (t, J =
7,4 Hz, 3H).

Intermedio 7
2-Amino-2-etil-N-fenilhexanamida

[0217]

o)
H,N

N
H

[0218] A una solucion agitada de anilina (48,3 ml, 534 mmol) en THF (250 mL) a -78 °C, se anadié n-BuLi (2,6 M en
hexanos; 205 ml, 534 mmol). se afadio gota a gota durante un periodo de 30 minutos, y la mezcla de reaccion se agité
durante 45 minutos de -25 °C a -30 °C. Luego, se agregd 2-amino-2-etilhexanoato de etilo (intermedio 6; 50 g, 267 mmol)
en THF (250 mL) a la mezcla de reaccion a -78 °C y la mezcla de reaccion se agité durante 2 horas a -78 °C. Una vez
completada la reaccién (controlada por TLC), la mezcla de reaccion se inactivo con agua (500 mL) a -78 °C. La mezcla
de reaccion se extrajo con EtOAc (2 x 250 mL) y la capa organica se lavé con agua (2 x 15 mL). La parte organica se
seco sobre Na,SO4 anhidro y se concentré al vacio para proporcionar el compuesto del titulo en bruto. El producto bruto
se disolvié en éter de petréleo (1000 mL). La parte organica se lavo con metanol al 30 % en agua (2 x 250 mL) y se seco
sobre Na SO, anhidro. La parte organica se concentré al vacio y el crudo resultante se envié como tal al siguiente paso
sin mas purificacion. Rendimiento: 66 g (crudo, liquido marrén).

[0219] 'H RMN (400 MHz, DMSO-d¢): 8 7,64 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,30 (t, J = 7,4 Hz, 2H), 7,05 (t, J = 7,4 Hz, 1H), 6,55 (d,
J =85 Hz, 1H), 1,76-1,07 (m, 10H), 0,86-0,77 (m, 6H).

Intermedio 8
2-Etil-N1-fenilhexano-1,2-diamina

[0220]

e L)

N
H

[0221] A una solucion agitada de 2-amino-2-etil-N-fenilhexanamida (Intermedio 7; 66 g, 0,28 mol) en THF (600 mL), se
afiadio dimetilsulfuro de borano (2 M en THF, 253 ml, 0,51 mol) a 0 °C y la mezcla de reaccién se calenté durante 16
horas a 70 °C. Una vez completada la reaccion (controlada por TLC), la mezcla de reaccion se inactivo con metanol (300
mL) a 0 °C. A continuacion, la mezcla de reaccién se calentd durante 2 horas a 70 °C. La mezcla de reaccion se concentrd
al vacio y el residuo obtenido se disolvio en EtOAc (1000 mL). La capa organica se lavéd con agua (2 x 150 mL), se seco
sobre Na>SO4 anhidro y se concentré al vacio. El crudo resultante se purificé por cromatografia en columna Isolera
(eluyente: EtOAc al 40 % en hexano; gel de silice: 230-400 mesh) para proporcionar el compuesto del titulo. Rendimiento:
82 % (50 g, liquido marroén).

[0222] '"H RMN (400 MHz, DMSO-ds): 8 7,04 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 6,61 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 6,49 (t, J = 7,2 Hz, 1H), 5,15 (t,
J =48 Hz, 1H), 2,79 (d, J = 5,6 Hz, 2H), 1,39 - 1,17 (m, 10H), 0,88-0,79 (m, 6H).

53



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2937153 T3

Intermedio 9

1,2-bis(2,4-dibromo-5-metoxifenil)disulfano

OO

Br Br Br Br

[0224] A una solucién agitada de 3-metoxibencenotiol (100 g, 0,7 mol) en metanol (1000 mL), bromo (73 mL, 1,4 mol)
gota a gota a 0 °C y la mezcla de reaccion se agité durante 24 horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se
evaporo al vacio y el crudo obtenido se diluyé con EtOAc (2000 mL) y se lavo con agua (2 x 500 mL). La capa organica
se seco sobre Na>SO4 anhidro y se concentrd al vacio. El crudo resultante se disolvio en acido acético glacial (600 mL),
se afiadié gota a gota bromo (20 mL) a temperatura ambiente y la mezcla de reaccion se agitdé durante 2 horas a
temperatura ambiente. El solido obtenido se filtrd, se trituré con DCM y se secd al vacio para proporcionar el compuesto
del titulo puro. Rendimiento: 37 % (78 g, sdlido blanco). "H RMN (400 MHz, DMSO-ds): & 7,69 (s, 2H), 7,17 (s, 2H), 3,84
(s, 6H).

[0223]

Intermedio 10
Cloruro de 2,4-dibromo-5-metoxibencenosulfonilo

[0225]

\ /7
O S<
Br Br

[0226] A una suspension agitada de 1,2-bis(2,4-dibromo-5-metoxifenil)disulfano (Intermedio 9; 20,0 g, 33,67 mmol) y se
afiadié gota a gota nitrato de potasio (17,02 g, 168,35 mmol) en acetonitrilo (200 mL) y cloruro de sulfurilo (13,6 mL,
168,35 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccion se agité durante 24 horas a temperatura ambiente. Una vez completada la
reaccion (controlada por TLC), la mezcla de reaccién se vertié en hielo picado y el sélido obtenido se separo por filtracion.
El solido se lavo con agua y se seco al vacio para dar el compuesto del titulo puro. Rendimiento: 91 % (22,5 g, solido
blanco).

[0227] '"H RMN (400 MHz, DMSO-ds): & 8,05 (s, 1H), 7,66 (s, 1H), 4,01 (s, 3H).
Intermedio 11

2,4-Dibromo-5-metoxi-N-(3-((fenilamino)metil)heptan-3-il)bencenosulfonamida

[0228]
Os

/0: C :S‘NH
Br Br

[0229] A una solucién agitada de 2-etil-N1-fenilhexano-1,2-diamina (Intermedio 8; 4,9 g, 22,34 mmol) en THF (10 mL) se
afadieron cloruro de 2,4-dibromo-5-metoxibencenosulfonilo (Intermedio 10; 10,5 g, 28,91 mmol) y trietilamina (9,3 mL,
67,02 mmol)) a 0 °C y la mezcla de reaccion se agité durante 16 horas a temperatura ambiente. Una vez completada la
reaccion (controlada por TLC), la mezcla de reaccion se diluyé con EtOAc (50 mL). La capa organica se lavod con agua (2
x 15 mL) y se secd sobre Na,SO4 anhidro. La parte organica se concentrd al vacio y el crudo resultante se purifico
mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: EtOAc al 10 %/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para producir el
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compuesto del titulo. Rendimiento: 59 % (7,2 g, sélido blanco).

[0230] "H RMN (400 MHz, DMSO-dg): 5 8,01 (s, 1H), 7,60 (s, 1H), 7,50 (s, 1H), 7,03 (t, J = 8,1 Hz, 2H), 6,54 - 6,46 (m,
3H), 4,80 (t, J = 5,1 Hz, 1H), 3,86 (s, 3H), 3,07-2,96 (m, 2H), 1,66-1,41 (m, 4H), 1,15-0,95 (m, 4H), 0,78-0,69 (m, 6H).

Intermedio 12
7-Bromo-3-butil-3-etil-8-metoxi-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina 1,1-dioxido

[0231]

[0232] A una solucion agitada de 2,4-dibromo-5-metoxi-N-(3-((fenilamino)metil)heptan-3-il)bencenosulfonamida
(Intermedio 11; 7,2 g, 13,1 mmol) en DMF (50 mL) se afiadieron carbonato de potasio (3,62 g, 26,2 mmol) y polvo de
cobre (834 mg, 13,1 mmol) y la mezcla de reaccion se calenté durante 24 horas a 150 °C. Una vez completada la reaccion
(controlada por TLC), la mezcla de reaccion se filtré a través de celite y se lavo con EtOAc (25 mL). La parte del filtrado
se concentro al vacio y el producto bruto resultante se purificd6 mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente:
EtOAc al 20 %/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para producir el compuesto del titulo. Rendimiento: 83 % (5,1 g, solido
blanco).

[0233] 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds): 8 7,43-7,30 (m, 4H), 7,15-7,13 (m, 2H), 7,03-7,01 (m, 2H), 4,00-3,60 (m, 5H), 1,62-
1,34 (m, 4H), 1,08-0,95 (m, 4H), 0,74-0,71 (m, 6H). CLEM: (Método A) 467,0 (M+), Tr. 3,06 min, 95,31 % (max.).

Intermedio 13
7-Bromo-3-butil-3-etil-8-metoxi-2-(4-metoxibencil)-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina 1,1-didéxido

[0234]

SO
O

[0235] A una solucidon agitada de 7-bromo-3-butil-3-etil-8-metoxi-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina 1,1-
didxido (intermedio 12; 20,0 g, 42,7 mmol) en N-metil-2-pirrolidona (100 mL) se afadieron Cs,COs3 (27,8 g, 85,5 mmol) y
bromuro de p-metoxibencilo (7,98 ml, 39,5 mmol) a 0 °C y la mezcla de reaccion se agité durante 1 hora a temperatura
ambiente. Una vez completada la reaccion (controlada por TLC), la mezcla de reaccion se diluyd con EtOAc (200 mL) y
la capa organica se lavé con agua (2 x 50 mL). La parte organica se seco sobre Na,SO4 anhidro y se concentro al vacio.
El crudo resultante se purificd por cromatografia en columna Isolera (eluyente: EtOAc al 10 %/PE; gel de silice: 230-400
mesh) para producir el compuesto del titulo. Rendimiento: 64 % (16 g, solido blanco).

[0236] CLEM: (Método A) 587,2 (M+), Tr. 3,51 min, 92,94 % (max.).
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Intermedio 14
3-butil-3-etil-8-hidroxi-2-(4-metoxibencil)-7-(metiltio)-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina 1,1-diéxido

[0237]

~

ped el
O

[0238] A una solucién agitada de 7-bromo-3-butil-3-etil-8-metoxi-2-(4-metoxibencil)-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepina 1,1-diéxido (intermedio 13; 16,0 g, 27,2 mmol) en DMF (120 mL), tiometéxido de sodio (9,5 g, 136,1
mmol) se afiadié y la mezcla de reaccion se calentd durante 16 horas a 60 °C. Una vez completada la reaccion
(supervisada por CLEM), la mezcla de reaccion se diluyé con EtOAc (200 mL) y la fase organica se lavé con agua (2 x 50
mL). La parte organica se sec6 sobre Na,SO4 anhidro, luego se concentrd al vacio y el crudo resultante se purifico
mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: EtOAc al 10 %/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para producir el
compuesto del titulo. Rendimiento: 65 % (9,2 g, sélido blanco).

O~ /9
=N

[0239] 'H RMN (400 MHz, DMSO-0k): & 10,37 (bs, 1H), 7,31-7,22 (m, 5H), 7,01-6,65 (m, 6H), 4,32-4,13 (m, 2H), 4,10 -
3,90 (m, 2H), 3,74 (s, 3H), 2,15 (s, 3H), 1,62-1,34 (m, 4H), 1,08-0,98 (m, 4H), 0,74-0,65 (m, 6H). CLEM: (Método E) 541.2
(M*+H), Tr. 2,86 min, 93,67 % (max.),

Intermedio 15

Acido 3-((3-butil-3-etil-2-(4-metoxibencil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-
8-il)oxi)propanoico

[0240]

0.9

HOY\/O S}C/\
(0] ?I :[ N
[0241] A una solucion agitada de 1,1-didxido de 3-butil-3-etil-8-hidroxi-2-(4-metoxibencil)-7-(metiltio)-5-fenil-2,3,4,5-
tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina (intermedio 14; 1 g, 1,85 mmol) en THF (3 mL) a 0 °C, terc-butéxido de potasio (208
mg, 1,85 mmol) y la mezcla de reaccion se agité durante 15 minutos. A continuacion, se afiadié gota a gota una solucion
de B-propiolactona (148 mg, 2,03 mmol) en THF (2 mL) y la mezcla de reaccion se agitd durante 3 horas a temperatura
ambiente. Una vez completada la reaccion (controlada por TLC), la mezcla de reaccion se inactivé con LCP diluido (1,5
N, 5mL)y luego se diluyd con agua (5 mL). La capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 20 mL) y la capa organica combinada
se lavo con agua (20 mL) y salmuera (20 mL) y se seco sobre Na;SO4 anhidro. La parte organica se filtrd, se concentro

al vacio y el material bruto resultante se purificé mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: 35 % EtOACc/PE;
gel de silice: 230-400 mesh) para proporcionar el compuesto del titulo. Rendimiento: 48 % (550 mg, solido blanco).

[0242] CLEM: (Método A) 613,3 (M*+H), Tr. 3,04 min, 91,99 % (max.).

56



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2937153 T3

Intermedio 16

3-((3,3-dibutil-2-(4-metoxibencil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)-
2-hidroxipropanoato de metilo

[0243]
/
0O
OH O. :CI)
/OTH\/O SK
o s I :[ \

[0244] A una solucion agitada de 3,3-dibutil-8-hidroxi-2-(4-metoxibencil)-7-(metiltio)-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepina 1,1-dioxido (500 mg, 0,87 mmol) en DMF (10 mL), Cs,CO3 (0,57 g, 1,76 mmol) y 2,3-epoxipropanoato
de metilo (0,18 g, 1,76 mmol) y la mezcla de reaccién se calenté durante 12 horas a 50 °C. Una vez completada la reaccion
(controlada por TLC), la mezcla de reaccion se inactivé con agua (10 mL) y la fase acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 15
mL). La capa organica combinada se lavd con agua (15 mL) y salmuera (15 mL) y se sec6 sobre Na>SO4 anhidro. La
parte organica se filtrd y se concentré al vacio. El material bruto resultante se purificé mediante cromatografia en columna
Isolera (eluyente: EtOAc al 20 %/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para proporcionar el compuesto del titulo. Rendimiento:
33 % (200 mg, goma incolora).

[0245] CLEM: (Método A) 671,2 (M*+H), Tr. 3,32 min, 44,28 % (max.).
Intermedio 17

Acido 3-((3,3-dibutil-2-(4-metoxibencil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-
il)oxi)-2-hidroxipropanoico

[0246]
/
o
OH 0.9
HOWO S~}<:/\\/
y X
S N

[0247] A una solucidon de metil 3-((3,3-dibutil-2-(4-metoxibencil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepin-8-il)oxi)-2-hidroxipropanoato (Intermedio 16; 200 mg, 0,31 mmol) en 1,4-dioxano (3 mL), LCP diluido (6
N, 3 mL) se afiadio y la mezcla de reaccion se calenté durante 16 horas a 80 °C. Una vez completada la reaccion
(controlada por TLC), la mezcla de reaccion se diluyé con agua helada (5 mL) y la fase acuosa se extrajo con EtOAc (2 x
10 mL). La capa organica combinada se lavo con agua (10 mL) y salmuera (10 mL) y se sec6 sobre Na.SO4 anhidro. La
parte organica se filtrd y se concentrd al vacio. El crudo resultante El material se envi6 al siguiente paso como tal sin
ninguna purificacion adicional. Rendimiento: 200 mg (goma cruda, incolora).

[0248] CLEM: (Método A) 657,2 (M*+H), Tr. 3,0 min, 36,70 % (max.).

57



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2937153 T3

Intermedio 18

3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il) oxi)-2-
hidroxipropanoato de metilo

[0249]
OH o.Q
/OY\/O S}H<:\/:
O S I :[ S

[0250] A una solucion agitada de 1,1-dioxido de 3,3-dibutil-8-hidroxi-7-(metiltio)-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepina (0,63 g, 0,002 mmol) en DMF (9 mL) se afadié Cs,CO3 (0,92 g, 0,003 mmol) y 2,3-epoxipropanoato
de metilo (1,28 g, 0,0126 mmol; se afiadioé en porciones). en 3 cantidades iguales en 72 horas), y la mezcla de reaccion
se agitd durante 72 horas a temperatura ambiente. Una vez completada la reaccion (controlada por TLC), la mezcla de
reaccion se inactivé con LCP diluido (1,5 N, 20 mL) y la fase acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 50 mL). La capa organica
combinada se lavé con agua (20 mL) y salmuera (20 mL) y se seco sobre Na>SQO4 anhidro. La parte organica se filtré y se
concentrd al vacio. El material bruto resultante se purific6 mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: EtOAc
al 25 %/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para proporcionar el compuesto del titulo. Rendimiento: 28 % (220 mg, sélido
blanco).

[0251] CLEM: (Método E) 550,8 (M*+H), Tr. 3,22 min, 92,74 % (max.). CLAR: (Método B) Tr. 6,15 min, 94,48 % (max.).
Intermedio 19

(S)-3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-il)oxi)-2-
hidroxipropanoato de metilo vy (R)-3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepin-8-il)oxi)-2-hidroxipropanoato de metilo

[0252]

OH o\/(? OH o\,(?

N - N
O7H\/O S‘}H<\/</\ OL_A~_0 S~NH
7 ]C[ e \ﬂ/\/ j@( J<\//\/\
© S N ° S N

I I

[0253] Los dos enantiomeros de 3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-
ilYoxi)-2-hidroxipropanoato de metilo racémico (Intermedio 18; 216 mg, 0,39 mmol) se separaron por SFC quiral (método
A). El material se concentré al vacio a 40 °C. La primera fraccion eluida correspondia al enantiomero 1 y la segunda
fraccion eluida correspondia al enantidmero 2. Se desconoce la configuracion absoluta de los dos enantiomeros.

[0254] Después, cada una de las dos fracciones se tratd individualmente para una purificacion adicional. El residuo
obtenido se acidificd con LCP diluido (1,5 N, pH ~4) y la fase acuosa se extrajo con EtOAc (3 x 5 mL). La capa organica
combinada se lavé con agua (10 mL) y salmuera (10 mL) y se seco sobre Na>SQO4 anhidro. La parte organica se filtré y se
concentré al vacio a 40 °C para proporcionar un enantiomero purificado del compuesto del titulo.

[0255] Enantiomero 1: Rendimiento: 46 % (100 mg, goma incolora). CLEM: (Método E) 551,2 (M*+H), Tr. 2,77 minutos,
98,09 % (max.). SFC quiral: (Método A) Tr. 3,58 min, 99,10 % (max.).

[0256] Enantidmero 2: Rendimiento: 41 % (90 mg, goma incolora). CLEM: (Método E) 551.1 (M*+H), Tr. 2,77 min, 91,29
% (max.). SFC quiral: (Método A) Tr. 4,59 min, 99,24 % (max.).

Intermedio 20

Acido 3-((3,3-dibutil-2-(4-metoxibencil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-
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il)oxi)butanoico

[0257]

0.9
HOY\rO S~N
SSe el

? N
[0258] A una solucion agitada de 3,3-dibutil-8-hidroxi-2-(4-metoxibencil)-7-(metiltio)-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepina 1,1-diéxido (300 mg, 0,52 mmol) en THF (10 mL), terc-butéxido de potasio (65 mg, 0,58 mmol) y B-
butirolactona (68 mg, 0,79 mmol) y la mezcla de reaccién se calentd durante 16 horas a 60 °C. Una vez completada la
reaccion (controlada por TLC), la mezcla de reaccioén se inactivé con LCP diluido (1,5 N, 5 mL) y la fase 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 secd sobre
Na>SO,4 anhidro. La parte organica se filtr6 y se concentrd al vacio. El material bruto resultante se purific6 mediante
cromatografia en columna Isolera (eluyente: EtOAc al 40 %/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para producir el compuesto
del titulo. Rendimiento: 72 % (250 mg, goma incolora).
[0259] CLEM: (Método E) 655,3 (M*+H), Tr. 3,03 min, 89,11 % (max.).
Intermedio 21

Clorhidrato de 2-aminohexanoato de etilo

[0260]

O
o
NH,.HCI
[0261] A una solucién agitada de DL-Norleucina (100 g, 0,76 mol) en etanol (1 L), se afadio cloruro de tionilo (60,8 ml,
0,84 mol) a 0 °C y la mezcla de reaccién se calenté durante 16 horas a 80 °C. Una vez completada la reaccion, la mezcla
de reaccion se concentré al vacio para proporcionar el compuesto del titulo crudo que se usé como tal para el siguiente
paso sin ninguna purificaciéon adicional. Rendimiento: 97 % (145 g, sélido gomoso marroén).

[0262] 'H RMN (400 MHz, CDCl3): & 8,80 (s, 3H), 4,33-4,23 (m, 2H), 4,09-4,07 (m, 1H), 2,09-2,04 (m, 2H), 1,61-1,56 (m,
1H), 1,48-1,33 (m, 6H), 1,03-0,88 (m, 3H).

Intermedio 22
(E)-2-(bencilidenamino)hexanoato de etilo

[0263]

(0]
~-N O/\

[0264] A una solucién agitada de hidrocloruro de 2-aminohexanoato de etilo (Intermedio 21; 145 g, 0,74 mol) en DCM (1,5
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L), se afadio trietilamina (124 ml, 1,2 mol) a 0 °C durante un periodo de 30 minutos. A continuacion, se afiadio en porciones
sulfato de magnesio (89,2 g, 0,74 mol) a la mezcla de reaccion a 0°C. Luego se afiadio benzaldehido (75,6 ml, 0,74 mol)
a la mezcla de reaccion a 0 °C durante un periodo de 20 minutos y luego la mezcla de reaccién se agité durante 16 horas
a temperatura ambiente. Una vez completada la reaccién (controlada por TLC), la mezcla de reaccion se filtrd a través de
celite y el filtrado se concentrd al vacio. El crudo resultante se disolvié en éter de petroleo (1000 mL), se filtrd6 nuevamente
a través de celite y el filtrado se concentrd al vacio para producir el compuesto del titulo. Este material bruto se envio
como tal al siguiente paso sin mas purificacion. Rendimiento: 98 % (180 g, liquido marrdn).

[0265] 'H RMN (400 MHz, CDCl3): & 8,30 (s, 1H), 7,82-7,80 (m, 2H), 7,47-7,42 (m, 3H), 4,26-4,20 (m, 2H), 3,99-3,95 (m,
1H), 2,06-2,00 (m, 1H), 1,96-1,89 (m, 1H), 1,40-1,24 (m, 7H), 0,95-0,91 (m, 3H).

Intermedio 23
(E)-2-(bencilidenamino)-2-butilhexanoato de etilo

[0266]

(0]
~-N O/\

[0267] A una solucion agitada de NaH (60 %, 29,1 g, 0,73 mol) en DMF (250 mL) a 0 °C se afiadi6 una solucién de (E)-2-
(bencilidenamino) hexanoato de etilo (Intermedio 22; 180 g, 0,73 mol) en DMF (250 mL) durante un periodo de 30 minutos.
La mezcla de reaccion se agité durante 1,5 horas a temperatura ambiente. Luego se anadié una solucion de yoduro de n-
butilo (82,7 ml, 0,73 mol) en DMF (250 mL) a 0 °C y la mezcla de reaccién se agitd durante 1 hora a temperatura ambiente.
Una vez completada la reaccion (controlada por TLC), la mezcla de reaccion se diluyé con agua (1000 mL) y la fase
acuosa se extrajo con éter de petréleo (1000 mL). La capa organica se lavé con salmuera (200 mL) y se secd sobre
NaSO4 anhidro. La parte organica se concentro al vacio y el material crudo resultante se envié como tal al siguiente paso
sin purificacion adicional. Rendimiento: 95 % (210 g, liquido marrén).

Intermedio 24
2-amino-2-butilhexanoato de etilo

[0268]

HaN
2 o\

[0269] A una solucion agitada de (E)-2-(bencilidenamino)-2-butilhexanoato de etilo (Intermedio 23; 210 g, 0,76 mol) en
éter de petroleo (1000 mL), LCP diluido (1000 mL, 1,5 N) a 0 °C y la mezcla de reaccion se agité vigorosamente durante
16 horas a temperatura ambiente. Una vez completada la reaccion (controlada por TLC), la capa organica se separd y se
lavé con EtOAc (2 x 100 mL).

[0270] Luego, la capa acuosa se alcalinizé (pH ~10) utilizando una solucion de hidroxido de sodio y se extrajo con DCM
(2 x 1000 mL). La parte organica combinada se lavo con agua (2 x 1000 mL), salmuera (1000 mL) y se seco sobre Na;SO4
anhidro. La parte organica se concentrd al vacio para proporcionar el compuesto del titulo que se envié como tal al
siguiente paso sin ninguna purificacion adicional. Rendimiento: 52 % (85 g, liquido marrén).

[0271] "H RMN (400 MHz, DMSO-ds): & 4,11-4,04 (m, 2H), 1,78-1,61 (m, 4H), 1,60-1,51 (m, 3H), 1,50-1,22 (m, 7H), 1,20-
0,99 (m, 3H), 0,95-0,75 (m, 6H).

60



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2937153 T3

Intermedio 25
2-Amino-2-butil-N-fenilhexanamida

[0272]

o)
H,N

N
H

[0273] A una solucion agitada de anilina (19,1 mL, 209 mmol) en THF (250 mL) a -78 °C, n-BuLi (2,6 M en hexano, 250,7
ml, 627 mmol) gota a gota durante un periodo de 30 minutos y la mezcla de reaccion se agitdé durante 45 minutos de -25
°C a -30 °C. A continuacion, se afiadid a la mezcla de reaccion una solucion de 2-amino-2-butilhexanoato de etilo
(intermedio 24; 45 g, 209 mmol) en THF (200 mL) a -78 °C y la mezcla de reaccién se agitd durante 2 horas a esa
temperatura. Una vez completada la reaccion (controlada por TLC), la mezcla de reaccion se inactivé a -78 °C con
isopropanol (100 mL) y luego con agua helada (500 mL), y la mezcla de reaccion se dej6 en agitacion durante 1 hora a
temperatura ambiente. La parte acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 250 mL) y la capa organica combinada se lavé con
agua (2 x 50 mL). La parte organica se seco sobre Na;SO4 anhidro y se concentrd al vacio para proporcionar el compuesto
del titulo en bruto. El material bruto obtenido se disolvié en éter de petroleo (1000 mL), se lavoé con metanol al 30 % en
agua (2 x 250 mL) y se seco sobre Na>SO4 anhidro. La parte organica se concentro al vacio y el crudo resultante se envio
como tal al siguiente paso sin mas purificacion. Rendimiento: 60 g (crudo, liquido marrén).

[0274] CLEM: (Método A) 263,3 (M+), Tr. 1,29 min, 95,84 % (max.).
Intermedio 26
2-Butil-N1-fenilhexano-1,2-diamina

[0275]

L)

N
H

[0276] A una solucion agitada de 2-amino-2-butil-N-fenilhexanamida (Intermedio 25; 100 g, 0,38 mol) en THF (1 L),
complejo de sulfuro de dimetil borano (2 M en THF, 476 ml, 0,95 mol) a 0 °C y la mezcla de reaccion se calenté durante
16 horas a 70 °C. Una vez completada la reaccién (controlada por TLC), la mezcla de reaccién se inactivé con metanol
(300 mL) a 0 °C y la mezcla de reaccion se calentd durante 2 horas a 70 °C. A continuacion, la mezcla de reaccion se
concentré al vacio. El residuo obtenido se disolvié en EtOAc (1000 mL) y la capa organica se lavd con agua (2 x 300 mL)
y se seco sobre Na;SO4 anhidro. La parte organica se concentro al vacio y el material bruto resultante se purifico mediante
cromatografia en columna Isolera (eluyente: 0-25 % de EtOAc en hexano; gel de silice: 230-400 mesh) para producir el
compuesto del titulo. Rendimiento: 39 % (37 g, liquido marrén).

Intermedio 27
Acido 2,4-dicloro-5-metoxibencenosulfénico

[0277]

N\

[0278] A una solucion agitada de acido clorosulfénico (60 mL) a 0 °C, se afiadio en porciones 2,4-dicloroanisol (20 g, 113
mmol) y la mezcla de reaccién se agitoé durante 3 horas entre 0 y 10 °C. Una vez completada la reaccion (controlada por
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TLC), la mezcla de reaccion se vertiod sobre hielo picado con agitacion vigorosa y el sélido obtenido se separdé por filtracion.
El sélido se lavé varias veces con agua helada (50 mL), éter de petréleo (50 mL) y luego se secé al vacio para producir
el compuesto del titulo. Rendimiento: 70 % (19 g, sdlido blanquecino).

[0279] CLEM: (Método A) 255,0 (M*-H), Tr. 2,66 min, 96,06 % (max.).
Intermedio 28
2,4-Dicloro-5-metoxi-N-(5-((fenilamino)metil)nonan-5-il)bencenosulfonamida

[0280]

N

N\

[0281] Una solucion de acido 2,4-dicloro-5-metoxibencenosulfonico (Intermedio 27; 10 g, 41,5 mmol) en SOCI, (20 mL)
se calento durante 12 horas a 70 °C. Después del consumo completo del material de partida, la mezcla de reaccion se
concentré al vacio y el residuo obtenido se disolvié en THF (50 mL). Se afiadié una solucién de trietilamina (17 mL, 124,7
mmol) en THF (100 mL) y luego 2-butil-N1-fenil-hexano-1,2-diamina (Intermedio 26; 12,4 g, 49,9 mmol) a 0 °C y la mezcla
de reaccion se agitd durante 4 horas a temperatura ambiente. Una vez completada la reaccion (controlada por TLC), la
mezcla de reaccion se inactivé con agua helada (30 mL) y la fase acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 100 mL). La capa
organica combinada se lavo con agua (100 mL) y salmuera (100 mL) y se seco sobre Na;SO4 anhidro. La parte organica
se filtr6 y se concentré al vacio. El material bruto resultante se purificé mediante cromatografia en columna Isolera
(eluyente: EtOAc al 25-35 %/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para proporcionar el compuesto del titulo. Rendimiento:
40 % (8 g, solido blanquecino).

[0282] CLEM: (Método E) 487.1 (M*+H), Tr. 2,93 min, 43,66 % (max.).

Intermedio 29
3,3-dibutil-7-cloro-8-metoxi-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina 1,1-diéxido
[0283]

0.9

N7

Cl N

[0284] A una soluciéon agitada de 2,4-dicloro-5-metoxi-N-(5-((fenilamino)metil)nonan-5-il)bencenosulfonamida (Intermedio
28; 4 g, 8,21 mmol) en DMF (20 mL), K.CO3 anhidro (2,26 g, 16,42 mmol) y polvo de cobre (0,52 g, 8,21 mmol) y la mezcla
de reaccioén se calent6 durante 16 horas a 120 °C. Una vez completada la reaccion (controlada por TLC), la mezcla de
reaccion se filtré a través de celite y la capa de celite se lavd con DCM (10 mL). El filtrado se concentro al vacio y el
material bruto resultante se purificé mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: 2-20 % EtOAC/PE; gel de silice:
230-400 mesh) para proporcionar el compuesto del titulo. Rendimiento: 24 % (900 mg, sélido blanquecino).

[0285] CLEM: (Método E) 451,1 (M*+H), Tr. 2,96 min, 34,15 % (max.).
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Intermedio 30

3,3-dibutil-7-cloro-8-hidroxi-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina 1,1-diéxido
[0286]

oN%

N\

Cl N

[0287] A una solucion de 3,3-dibutil-7-cloro-8-metoxi-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotia-diazepina 1,1-didxido
(Intermedio 29; 0,9 g, 1,2 mmol) en DCM (4 mL) a -78 °C, se afiadio BBr; (1 M en DCM; 4 mL, 4 mmol) y la mezcla de
reaccion se agité durante 3 h entre -10 °C y 0 °C. Una vez completada la reaccién (controlada por TLC), la mezcla de
reaccion se inactivo con agua helada (10 mL). La capa organica se lavo con agua (10 mL) y salmuera (10 mL). La parte
organica se seco sobre Na>,SO4 anhidro, se filtrd y se concentrd al vacio. El material bruto resultante se purific6 mediante
cromatografia en columna lIsolera (eluyente: 0-20 % de EtOACc/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para proporcionar el
compuesto del titulo. Rendimiento: 22 % (195 mg, goma amarilla).

[0288] CLEM: (Método E) 437,1 (M*+H), Tr. 2,80 min, 53,01 % (max.).
Intermedio 31

1,1-diéxido de 5-(4-Bromofenil)-3,3-dibutil-8-hidroxi-2-(4-metoxibencil)-7-(metiltio)-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepina

[0289]

o\fP

N\

[0290] A una solucidon agitada de 1,1-didéxido de 3,3-dibutil-8-hidroxi-2-(4-metoxibencil)-7-(metiltio)-5-fenilo-2,3,4,5-
tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina (3 g, 5,27 mmol) en DMF (18 mL) a 0 °C se afiadié una solucién de N-bromosuccinimida
(1,03 g, 5,80 mmol) en DMF (12 mL), y la mezcla de reaccion se agité durante 2 horas a temperatura ambiente. Una vez
completada la reaccién (controlada por TLC), la mezcla de reaccion se vertio en agua helada (20 mL), se agité y se filtro.
El sdlido obtenido se purifico mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: EtOAc al 25 %/PE; gel de silice: 230-
400 mesh) para proporcionar el compuesto del titulo. Rendimiento: 82 % (2,8 g, sélido blanco).

[0291] CLEM: (Método B) 648.2 (M*+2), Tr. 4,65 min, 67,27 % (max.).
Intermedio 32

3,3-dibutil-8-hidroxi-2-(4-metoxibencil)-5-(4-metoxifenil)-7-(metiltio)-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-1,1-diéxido de
benzotiadiazepina

[0292]
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[0293] A una solucion de 1,1-diéxido de 5-(4-bromofenil)-3,3-dibutil-8-hidroxi-2-(4-metoxibencil)-7-(metiltio)-2,3,4,5-
tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina (intermedio 31; 2,0 g, 3,09 mmol) en DMF (20 mL) a 0 °C, bromuro cuproso (44 mg,
0,31 mmol) se afiadio, seguido de una solucion recién preparada de metdxido de sodio (preparada in situ afiadiendo sodio
(0,35 g, 15,4 mmol) a metanol seco (10 ml)). A continuacion, la mezcla de reaccion se calentd durante 24 horas a 100 °C.
73 Una vez completada la reaccion (supervisada por UPLC), la mezcla de reaccion se inactivé con LCP diluido (1,5 N, 10
mL) y la fase acuosa se extrajo con una mezcla 1:1 de EtOAc y PE (2 x 30ml). La capa organica combinada se lavé con
agua (50 mL) y salmuera (50 mL) y se secé sobre Na>SO4 anhidro. La parte organica se filtré y se concentré al vacio. El
material bruto resultante se purifico mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: EtOAc al 20 %/PE; gel de silice:
230-400 mesh) para proporcionar el compuesto del titulo. Rendimiento: 81 % (1,5 g, solido amarillo palido).

[0294] CLEM: (Método E) 599,3 (M*+H), Tr. 3,38 min, 99,50 % (max.).

Intermedio 33

Acido 3-((3,3-dibutil-2-(4-metoxibencil)-5-(4-metoxifenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepin-8-il)oxi)propanoico
[0295]
/
O
o9

N\

Rarrese

[ 7
N

[0296] A una solucion de 3,3-dibutil-8-hidroxi-2-(4-metoxibencil)-5-(4-metoxifenil)-7-(metiltio)-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepina 1,1-diéxido (intermedio 32; 1,5 g, 2,64 mmol) en THF (20 mL), terc-butdxido de potasio (326 mg, 2,9
mmol) y la mezcla de reaccion se agité durante 10 minutos a 0 °C. Luego se afiadidé B-propiolactona (209 mg, 2,9 mmol)
y la mezcla de reaccién se agité durante 3 horas a temperatura ambiente. Una vez completada la reaccion (controlada
por TLC), la mezcla de reaccion se inactivo con LCP diluido (1,5 N, 20 mL) y la fase acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 30
mL). La capa organica combinada se lavd con agua (30 mL) y salmuera (30 mL) y se seco sobre Na,SO4 anhidro. La
parte organica se filtrd y se concentré al vacio. El material bruto resultante se purificé mediante cromatografia en columna
Isolera (eluyente: 0-70 % EtOAC/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para proporcionar el compuesto del titulo. Rendimiento:
48 % (850 mg, solido blanco).

[0297] CLEM: (Método E) 670,8 (M*+H), Tr. 3,37 min, 94,99 % (max.).
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Intermedio 34

Acido 3-((3,3-dibutil-5-(4-metoxifenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-
il)oxi)propanoico
[0298]

O\\SIIO

HOY\/O ~NH
Sl e@
? N
o\

[0299] A una solucién de acido 3-((3,3-dibutil-2-(4-metoxibencil)-5-(4-metoxifenil)-7-(metiltio)-1,1-diéxido-2,3,4,5-
tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)propanoico (intermedio 33; 850 mg, 1,27 mmol) en tolueno (10 mL), trifenilamina
(621 mg, 2,54 mmol) y la mezcla de reaccion se agité durante 10 minutos a 0 °C. Luego se afadié TFA (1,9 ml, 25,4
mmol) y la mezcla de reaccion se dejo en agitacion durante 16 horas a temperatura ambiente. Una vez completada la
reaccion (controlada por TLC), la mezcla de reaccidon se concentrd al vacio. El material bruto resultante se purificd
mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: MeOH al 0-5 %/DCM; gel de silice: 230-400 mesh) para producir
el compuesto del titulo. Rendimiento: 92 % (650 mg, sdlido blanquecino).

[0300] CLEM: (Método E) 550,8 (M*+H), Tr. 3,24 min, 94,98 % (max.).
Intermedio 35

Isopropil3-((3,3-dibutil-5-(4-hidroxifenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-
il)oxi)propanoato

[0301]

A una solucion de acido 3-((3,3-dibutil-5-(4-metoxifenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-
8-il)oxi)propanoico (Intermedio 34; 300 mg, 0,54 mmol) en DCM (10 mL) a -78 °C, BBr3 (1,1 mL, 1,09 mmol) se afiadié y
la mezcla de reaccién se agité durante 2 horas a -30 °C. Una vez completada la reaccion (supervisada por UPLC), la
mezcla de reaccién se inactivd con alcohol isopropilico y se concentré al vacio. El material bruto resultante se purificd
mediante cromatografia en columna lIsolera (eluyente: MeOH al 0-5 %/DCM; gel de silice: 230-400 mesh) para
proporcionar el compuesto del titulo. Rendimiento: 150 mg (sdlido blanquecino).

[0302] CLEM: (Método A) 578,8 (M*+H), Tr. 2,88 min, 83,38 % (max.).

[0303] (Nota: durante la inactivacion con alcohol isopropilico, se observo el producto de esterificacion del compuesto
deseado que se indicd mediante CLEM)

Intermedio 36

1,1-Diéxido de 3-butil-7-(dimetilamino)-3-etil-8-metoxi-2-(4-metoxibencil)-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepina

[0304]
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[0305] A una solucidn desgasificada de 1,1-didxido de 7-bromo-3-butil-3-etil-8-metoxi-2-(4-metoxibencil)-5-fenil-2,3,4,5-
tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina (intermedio 13; 3,5 g, 6,34 mmol) en 1,4-dioxano (35 mL) se afiadieron terc-butdxido
de sodio (1,2 g, 12,6 mmol), xantfos (0,073 g, 0,13 mmol) y Pd>dbas (0,058 g, 0,06 mmol) y la soluciéon se desgasifico
durante 10 minutos en atmodsfera de N2, Se afadid N,N-dimetilamina (3,5 ml, 31,7 mmol) y la mezcla de reaccion se
calenté durante 48 horas a 100 °C. Una vez completada la reaccion (controlada por TLC), la mezcla de reaccion se
concentrd y el residuo obtenido se diluyé con EtOAc (75 mL). La capa organica se lavo con agua (2 x 75 mL) y salmuera
(75 mL), se seco6 sobre Na>SO4 anhidro y se concentré al vacio. El crudo resultante se purificé por cromatografia en

columna Isolera (eluyente: 30 % EtOAcC/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para producir el compuesto del titulo.
Rendimiento: 40 % (1,4 g, goma marrén).

[0306] '"H RMN (400 MHz, DMSO-ds): & 7,34-7,28 (m, 5H), 7,11-7,02 (m, 3H), 6,84 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,28 (s, 1H), 4,50
(bs, 2H), 4,12 (bs, 2H), 3,92 (s, 3H), 3,81 (s, 3H), 2,68 (s, 6H), 1,42-1,25 (m, 2H), 1,19-1,05 (m, 2H), 0,95-0,81 (m, 4H),
0,73-0,58 (m, 6H). CLEM: (Método E) 552,1 (M*+H), Tr. 2,80 min, 81,8 % (max.).

Intermedio 37

1,1-Diéxido de 3-butil-7-(dimetilamino)-3-etil-8-hidroxi-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina

[0307]

[0308] A una solucién agitada de 1,1-dioxido de 3-butil-7-(dimetilamino)-3-etil-8-metoxi-2-(4-metoxibencil)-5-fenil-2,3,4,5-
tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina (intermedio 36; 0,7 g, 1,22 mmol) en DMF (10 mL), metéxido de sodio (0,5 g, 6,32
mmol) se afadié y la mezcla de reaccion se calentd durante 16 horas a 100 °C. Una vez completada la reaccion
(controlada por TLC y CLEM), la mezcla de reaccién se concentro al vacio y el residuo obtenido se diluyé con EtOAc (20
mL). La capa organica se lavo con agua (2 x 20 mL) y salmuera (20 mL), se seco sobre Na,SO4 anhidro y se concentrd
al vacio. El crudo resultante se purificd por cromatografia en columna Isolera (eluyente: EtOAC/PE al 70 %; gel de silice:
230-400 mesh) para proporcionar el compuesto del titulo. Rendimiento: 60 % (0,4 g, sdélido blanquecino).

[0309] CLEM: (Método E) 418.2 (M*+H), Tr. 2,14 min, 88,9 % (max.).
Intermedio 38

Tritilserinato de metilo

[0310]
HO
Ph
Ph
o L
o H
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[0311] A una solucién agitada de clorhidrato de serinato de metilo (0,65 g, 0,5 mmol) en DCM (10 mL), se afiadid
trietilamina (2 mL, 1,50 mmol) y la mezcla de reaccion se enfrié a 0 °C. C. Luego se afiadio cloruro de ftritilo (1,67 g, 0,6
mmol) y la mezcla de reaccion se agité durante 16 horas a temperatura ambiente. Una vez completada la reaccion
(controlada por TLC), la mezcla de reaccion se inactivd con agua (10 mL) y la fase acuosa se extrajo con DCM (2 x 10
mL). La capa organica combinada se lavd con agua (10 mL) y salmuera (10 mL) y se seco sobre Na>SO4 anhidro. La
parte organica se filtrd y se concentré al vacio. El material bruto resultante se purificé mediante cromatografia en columna
Isolera (eluyente: EtOAC/PE al 7 %; gel de silice: 230-400 mesh) para proporcionar el compuesto del titulo. Rendimiento:
33 % (0,7 g, solido blanco).

[0312] 'H RMN (400 MHz, CDCls): & 7,54-7,50 (m, 6H), 7,32-7,27 (m, 6H), 7,24-7,20 (m, 3H), 3,74-3,72 (m, 1H), 3,62 -
3,51 (m, 2H), 3,33 (s, 3H), 3,00 (bs, 1H), 2,33 (bs, 1H).

Intermedio 39

O-(3-butil-3-etil-2-(4-metoxibencil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiaze pin-8-il)-N-
tritilserinato de metilo.

[0313]
/

o)

Ph

Ph >|\
Ph™ “NH o.§

O o S}C/\
(o)

S N

[0314] A una solucidon agitada de 3-butil-3-etil-8-hidroxi-2-(4-metoxibencil)-7-(metiltio)-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepina 1,1-dioxido (intermedio 14; 400 mg, 0,74 mmol) en tolueno (10 mL) a 0 °C, trifenilfosfina (388 mg, 1,48
mmol) v tritilserinato de metilo (intermedio 38; 333 mg, 0,88 mmol). La mezcla de reaccion se agité durante 5 minutos,
luego se afadioé gota a gota DIAD (225 mg, 1,11 mmol) a 0 °C y la mezcla de reaccion se calentd durante 3 horas a 120
°C. Una vez completada la reaccion (controlada por TLC), la mezcla de reaccién se concentro al vacio. El residuo obtenido
se diluyo con agua (10 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 sec6 sobre Na>SO4 anhidro. La parte organica se filtré y se concentré al vacio. El
material bruto resultante se purificé mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: EtOAc al 10-25 %/PE; gel de
silice: 230-400 mesh) para proporcionar el compuesto del titulo. Rendimiento: 99 % (660 mg, sélido blanquecino).

[0315] '"H RMN (400 MHz, DMSO-dg): 8. 7,45 - 7,44 (m, 7H), 7,32 - 7,26 (m, 11H), 7,20 - 7,17 (m, 3H), 7,06 (s, 1H), 6,91
- 6,89 (m, 4H), 4,25 (s, 2H), 3,75 (s, 3H), 3,74 (d, J = 0,4 Hz, 2H), 3,19 (t, J = 0,4 Hz, 4H), 3,15 (s, 2H), 2,11 (s, 3H), 1,24
- 1,23 (m, 3H), 1,21 - 1,13 (m, 2H), 0,99 (s, 3H), 0,66 (s, 6H).

Intermedio 40

O-(3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)serinato de metilo

[0316]
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[0317] A una solucion agitada de O-(3-butil-3-etil-2-(4-metoxibencil)-7-(metiltio)-1,1-didxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-
1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)-N-tritilserinato de metilo (intermedio 39; 300 mg, 0,44 mmol) en tolueno (5 mL) a 0 °C,
trifenilamina (166 mg, 0,67 mmol) y TFA (774 mg, 6,78 mmol) y la mezcla de reaccién se agité durante 16 horas a
temperatura ambiente. Una vez completada la reaccion (controlada por TLC), la mezcla de reaccion se vertio en agua
helada (10 mL) y la fase acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 10 mL). La capa organica combinada se lavé con agua (10 mL)
y salmuera (10 mL). A continuacion, la parte organica se seco sobre Na>SO4 anhidro, se filtré y se concentré al vacio. El
material bruto resultante se purific6 mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: MeOH/DCM al 25 %; gel de
silice: 230-400 mesh) para producir el compuesto del titulo. Rendimiento: 79 % (140 mg, sélido verde).

[0318] 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds): & 7,36-7,29 (m, 4H), 7,20-7,14 (m, 2H), 7,02-6,98 (m, 1H), 6,52 (s, 1H), 4,42 (s,
1H), 4,33 (s, 2H), 3,78-3,72 (m, 5H), 2,08 (s, 3H), 1,40-1,35 (m, 2H), 1,28-1,24 (m, 2H), 1,20-1,15 (m, 3H), 1,13-1,08 (m,
3H), 1,04-0,97 (m, 6H). CLEM: (Método E) 522,3 (M*+H), Tr. 2,51 min, 92,42 % (max.).

Ejemplo 1
Acido 3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)propanoico

[0319]

O\\ /1

RapeY @
O

[0320] A una solucién agitada de acido 3-((3,3-dibutil-2-(4-metoxibencil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-
1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)propanoico (intermedio 2; 15 g, 23,41 mmol) en DCM seco (150 mL) a 0 °C, TFA (45 mL)
y trietilsilano (45 mL) y la mezcla de reaccién se agité durante 3 horas a temperatura ambiente. Una vez completada la
reaccion (supervisada por CLEM), la mezcla de reaccion se diluyé con agua helada (25 mL). La capa acuosa se extrajo
con EtOAc (2 x 100 mL). La capa organica combinada se seco sobre Na,SO4 anhidro y se evaporé al vacio. El material
bruto resultante se purificé mediante Prep-CLAR (Método D) para proporcionar el compuesto del titulo. Rendimiento: 47
% (5,8 g, solido blanquecino).

[0321] 'H RMN (400 MHz, DMSO-d): & 12,44 (bs, 1H), 7,29 - 7,19 (m, 4H), 7,18 - 7,02 (m, 2H), 6,98 - 6,89 (m, 1H), 6,58
- 6,54 (m, 1H), 4,22 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 3,95 - 3,72 (m, 2H), 2,70 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 2,08 (s, 3H), 1,53 - 1,24 (m, 6H), 1,08
-1,01 (m, 6H), 0,77 - 0,73 (m, 6H). CLEM: (Método D) 521,3 (M*+H), Tr. 2,92 min, 99,24 % (max.). CLAR: (Método B) Tr.
6,22 min, 98,91 % (Max.).

Ejemplo 2

Acido 3-((3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotia-diazepina-8-
il)oxi)propanoico

[0322]

N

O

[0323] A una solucion agitada de acido 3-((3-butil-3-etil-2-(4-metoxibencil)-7-(metiltio)-1,1-didxido-5-fenil-2,3,4,5-
tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)propanoico (intermedio 15; 550 mg, 0,9 mmol) en DCM (6 mL), TFA (2 mL) y
trietilsilano (2 mL) y la mezcla de reaccion se agité durante 3 horas a temperatura ambiente. Una vez completada la
reaccion (controlada por TLC), la mezcla de reaccidon se concentrd al vacio. El material bruto resultante se purifico
mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: EtOAc al 20-60 %/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para producir
el compuesto del titulo. Rendimiento: 67 % (300 mg, sdlido blanco).
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[0324] "H RMN (400 MHz, CDsOD): & 7,34-7,30 (m, 3H), 7,17 (d, J = 7,6 Hz, 2H), 7,02 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 6,62 (s, 1H),
4,30 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 3,89 (s, 2H), 2,81 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,10 (s, 3H), 1,85-1,58 (m, 2H), 1,56-1,41 (m, 2H), 1,40-1,25
(m, 1H), 1,23-0,95 (m, 3H), 1,07-0,79 (m, 6H). CLEM: (Método A) 4932 (M*+H), Tr. 2,65 min, 94,21 % (max.). CLAR:
(Método B) Tr. 5,62 min, 94,00 % (max.).

Ejemplos 3y 4
Acido (S)-3-((3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-

il)oxi)propanoico y acido (R)-3-((3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepin-8-il)oxi)propanoico

[0325]
O\\élo O\\SI(I)
HO\n/\/O “~NH Ho\n/\/o “NH \\/\
OO T OO
S N S N

O O
[0326] Los dos enantiomeros de acido 3-((3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepin-8-il)oxi)propanoico (300 mg, 0,61 mmol) se separé mediante SFC quiral (método F). El material se

concentrd al vacio a 40 °C. La primera fraccion eluida correspondia al enantidmero 1 y la segunda fraccion eluida
correspondia al enantiomero 2. Se desconoce la configuracion absoluta de los dos enantiomeros.

[0327] Después, cada una de las dos fracciones se tratd individualmente para una purificacion adicional. El residuo
obtenido se acidificd con LCP diluido (1,5 N, pH ~4) y la fase acuosa se extrajo con EtOAc (3 x 15 mL). La capa organica
combinada se lavé con agua (15 mL) y salmuera (15 mL) y se seco sobre Na>SO4 anhidro. La parte organica se filtré y se
concentro al vacio a 40 °C para proporcionar un enantiomero purificado del compuesto del titulo.

[0328] Enantiémero 1: Rendimiento: 25 % (75 mg, solido marrén palido). "H RMN (400 MHz, DMSO-ds): 8 12,42 (s,
1H), 7,28-7,20 (m, 4H), 7,09-7,07 (m, 1H), 6,93 (t, J = 6,8 Hz, 1H), 6,59 (s, 1H), 4,23 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 3,78 (bs, 2H),
2,77-2,69 (m, 2H), 2,09 (s, 3H), 1,73-1,59 (m, 1H), 1,56-1,47 (m, 1H), 1,41-1,32 (m, 2H), 1,12-1,28 (m, 2H), 1,10-0,97 (m,
3H), 0,76 (t, J = 7,2 Hz, 6H). CLEM: (Método E) 493,2 (M*+H), Tr. 2,54 min, 95,95 % (max.). CLAR: (Método B) Tr. 5,62
min, 95,16 % (max.). SFC quiral: (Método H) Tr. 5,11 min, 98,47 % (max.).

[0329] Enantiémero 2: Rendimiento: 33 % (100 mg, solido marron palido). "H RMN (400 MHz, DMSO-dg): & 12,39 (s,
1H), 7,27-7,19 (m, 4H), 7,06 (d, J = 6,0 Hz, 2H), 6,92 (t, J = 6,8 Hz, 1H), 6,58 (s, 1H), 4,22 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 3,78 (bs,
2H), 2,70 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 2,08 (s, 3H), 1,71-1,57 (m, 1H), 1,56-1,45 (m, 1H), 1,44-1,31 (m, 2H), 1,29-1,17 (m, 1H),
1,14-0,88 (m, 3H), 0,75-0,71 (m, 6H). CLEM: (Método E) 493,2 (M*+H), Tr. 2,54 min, 93,60 % (max.). CLAR: (Método B)
Tr. 5,62 min, 92,78 % (max.). SFC quiral: (Método H) Tr. 5,91 min, 97,35 % (max.).

Ejemplo 5
Acido 3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)-2-
hidroxipropanoico
[0330]
OH o f
T X
S N

[0331] A una solucién agitada de acido 3-((3,3-dibutil-2-(4-metoxibencil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-
1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)-2-hidroxipropanoico (Intermedio 17; 200 mg, 0,3 mmol) en DCM (10 mL), se afadieron
TFA (0,6 ml, 3 vol) y trietilsilano (0,6 ml, 3 vol) y la mezcla de reaccion se agitdé durante 16 horas a temperatura ambiente.
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Una vez completada la reaccién (controlada por TLC), la mezcla de reaccion se inactivo con agua helada (5 mL) y la fase
acuosa se extrajo con DCM (2 x 5 mL). La capa organica combinada se lavo con agua (10 mL) y salmuera (10 mL) y se
seco sobre Na;SO4 anhidro. La parte organica se filtrd, se concentrd al vacio y el material bruto resultante se purifico
mediante CLAR preparativa (método A) para proporcionar el compuesto del titulo. Rendimiento: 11 % (18 mg, sélido
blanco).

[0332] 'H RMN (400 MHz, DMSO-d): & 7,29-7,21 (m, 4H), 7,19-7,01 (m, 2H), 6,93 (t, J = 7,2 Hz, 1H), 6,58 (s, 1H), 4,35-
4,17 (m, 1H), 4,03-3,91 (m, 2H), 3,51-3,35 (m, 2H), 2,10 (s, 3H), 1,56-0,97 (m, 12H), 0,75 (t, J = 6,4 Hz, 6H). CLEM:
(Método A) 537,3 (M*+H), Tr. 2,73 min, 94,57 % (méx.). CLAR: (Método B) Tr. 5,79 min, 96,65 % (max.).

Ejemplos 6y 7
Acido (S)-3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il) oxi)-2-

hidroxipropanoico y acido (R)-3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepin-8-il)oxi)-2-hidroxipropanoico

[0333]
OH o, OH N
HO (o) S~NH HOY\/O S~NH
S N S N

[0334] A una solucidn agitada del enantiéomero 1 de 3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepin-8-il)oxi)-2-hidroxipropanoato de metilo (Intermedio 19; 90 mg, 0,16 mmol) en 1,4-dioxano (2 mL), se
afiadio LCP diluido (6 N, 3 mL) y la mezcla de reaccion se calenté durante 16 h a 75 °C. Una vez completada la reaccion
(controlada por TLC), la mezcla de reaccion se diluyé con agua helada (2 mL) y la fase acuosa se extrajo con EtOAc (2 x
5 mL). La capa organica combinada se lavo con agua (5 mL) y salmuera (5 mL) y se seco sobre NaSQO4 anhidro. La parte
organica se filtrd, se concentrd al vacio y el material bruto resultante se trituré con éter de petroleo para proporcionar el
enantiomero 1 del compuesto del titulo.

[0335] El enantiémero 2 del compuesto del titulo se obtuvo siguiendo el mismo procedimiento, a partir de 80 mg del
enantiomero 2 del Intermedio 19. Se desconoce la configuracion absoluta de los dos enantiomeros.

[0336] Enantiémero 1: Rendimiento: 79 % (70 mg, sélido blanco). "H RMN (400 MHz, DMSO-ds): 3 12,74 (bs, 1H), 7,26-
7,22 (m, 4H), 7,13-7,11 (m, 2H), 6,95 (t, J = 6,8 Hz, 1H), 6,56 (s, 1H), 4,35-4,33 (m, 1H), 4,24-4,15 (m, 2H), 3,78 (bs, 2H),
2,09 (s, 3H), 1,53-1,51 (m, 2H), 1,41-1,33 (m, 2H), 1,31-1,20 (m, 2H), 1,19-0,95 (m, 6H), 0,75 (t, J = 6,4 Hz, 6H). CLEM:
(Método D) 537,2 (M*+H), Tr. 2,86 min, 93,83 % (max.). CLAR: (Método A) Tr. 5,43 min, 93,28 % (max.). SFC quiral:
(Método H) Tr. 3,34 min, 100 % (max.).

[0337] Enantiémero 2: Rendimiento: 64 % (50 mg, sélido blanco). 'TH RMN (400 MHz, DMSO-dg): & 7,30-7,22 (m, 4H),
7,13-7,11 (m, 2H), 6,97-6,95 (m, 1H), 6,56 (s, 1H), 4,27-4,22 (m, 2H), 4,16-4,12 (m, 1H), 3,83 (bs, 2H), 2,09 (s, 3H), 1,53-
1,51 (m, 2H), 1,41-1,33 (m, 2H), 1,31-1,20 (m, 2H), 1,19-0,95 (m, 6H), 0,75 (t, J = 6,8 Hz, 6H). CLEM: (Método D) 537,2
(M*+H), Tr. 2,86 min, 96,22 % (max.). CLAR: (Método A) Tr. 5,45 min, 95,09 % (max.). SFC quiral: (Método H) Tr. 1,85
min, 100 % (max.).

Ejemplo 8

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

[0338]

0.0
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[0339] A una solucién agitada de acido 3-((3,3-dibutil-2-(4-metoxibencil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-
1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)butanoico (Intermedio 20; 250 mg, 0,38 mmol) en DCM (10 mL), TFA (0,75 mL, 3 vol) y
trietilsilano (0,75 ml, 3 vol) y la mezcla de reaccion se agité durante 1 hora a temperatura ambiente. Una vez completada
la reaccion (controlada por TLC), la mezcla de reaccion se inactivd con agua helada (5 mL) y la fase acuosa se extrajo
con DCM (2 x 5 mL). La capa organica combinada se lavé con agua (10 mL) y salmuera (10 mL) y se sec6 sobre Na;SO4
anhidro. La parte organica se filtrd, se concentrd al vacio y el material bruto resultante se purific6 mediante CLAR
preparatoria (Método A) para proporcionar el compuesto del titulo. Rendimiento: 24 % (50 mg, sélido blanco).

[0340] 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds): & 7,34-7,18 (m, 4H), 7,15-7,05 (m, 2H), 6,97-6,88 (m, 1H), 6,53 (s, 1H), 4,75-4,72
(m, 1H), 3,80 (s, 2H), 2,55-2,50 (m, 2H), 2,06 (s, 3H), 1,62-1,45 (m, 2H), 1,44-1,34 (m, 2H), 1,32-1,28 (m, 5H), 1,25-0,90
(m, 6H), 0,75-0,72 (m, 6H). CLEM: (Método A) 535,3 (M*+H), Tr. 2,95 min, 98,47 % (max.). CLAR: (Método B) Tr. 6,29
min, 96,34 % (max.).

Ejemplo 9

Acido 3-((3,3-dibutil-7-cloro-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)propanoico

[0341]
O“s'(?
HOT(\/O ~NH
T X
Cl N

[0342] A una solucion agitada de 1,1-dioxido de 3,3-dibutil-7-cloro-8-hidroxi-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepina (intermedio 30; 200 mg, 0,45 mmol) en THF (3 mL) a 0 °C, terc-butdxido de potasio (56 mg, 0,5 mmol)
Se afiadié y la mezcla de reaccion se agité durante 15 minutos. A continuacion, se afiadio gota a gota una solucion de -
propiolactona (32 mg, 0,45 mmol) en THF (1 mL) y la mezcla de reaccién se agitd durante 6 horas a temperatura ambiente.
Una vez completada la reaccion (controlada por TLC), la mezcla de reaccion se inactivo con LCP diluido (1,5N, 2 mL) y
luego se diluyé con agua (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 bruto resultante se purifico mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: MeOH al 3 %/DCM; gel de
silice: 230-400 mesh) para proporcionar el compuesto del titulo. Rendimiento: 20 % (45 mg, sélido blanco).

[0343] "H RMN (400 MHz, DMSO-d): & 12,30 (bs, 1H), 7,62-7,43 (m, 1H), 7,40-7,27 (m, 3H), 7,26-7,12 (m, 2H), 7,09 -
6,98 (m, 1H), 6,80 (s, 1H), 4,25 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 3,87 (bs, 2H), 2,72 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 1,56-1,45 (m, 2H), 1,44-1,31 (m,
2H), 1,29-1,19 (m, 2H), 1,15-0,91 (m, 6H), 0,89-0,72 (m, 6H). CLEM: (Método E) 509,1 (M*+H), Tr. 2,78 min, 96,38 %
(méax.). CLAR: (Método B) Tr. 6,18 min, 96,38 % (max.).

Ejemplo 10
Acido 3-((3,3-dibutil-5-(4-hidroxifenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-
il)oxi)propanoico
[0344]
ON S, n
HOWO ~NH
T X
? N
HO

[0345] A una solucién de 3-((3,3-dibutil-5-(4-hidroxifenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-
8-il)oxi)propanoato de isopropilo (intermedio 35; 120 mg, 0,20 mmol) en 1,4-dioxano (2 mL), LCP diluido (6 N, 4 mL) y la
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mezcla de reaccion se calentd durante 12 horas a 70 °C. Una vez completada la reaccién (controlada por TLC), la mezcla
de reaccioén se diluyé con agua helada (5 mL) y la fase 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 secé sobre Na>SO4 anhidro. La parte organica se filtré y se
concentrd al vacio. El material bruto resultante se purifico mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: EtOAc
al 40-50 %/PE; gel de silice: 230-400 mesh) para proporcionar el compuesto del titulo. Rendimiento: 54 % (60 mg, sélido
blanco).

[0346] 'H RMN (400 MHz, DMSO-dg): & 12,37 (s, 1H), 9,30 (s, 1H), 7,39 (s, 1H), 7,09-7,06 (m, 3H), 6,76 (d, J = 8,8 Hz,
2H), 6,26 (s, 1H), 4,16 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 3,87 (s, 2H), 2,67 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 2,00 (s, 3H), 1,59-1,35 (m, 4H), 1,33-1,07
(m, 4H), 1,06-0,81 (m, 4H), 0,74 (t, J = 6,8 Hz, 6H). CLEM: (Método E) 537.2 (M*+H), Tr. 2,37 min, 98,62 % (méx.). CLAR:
(Método B) Tr. 5,22 min, 98,80 % (max.).

Ejemplo 11
Acido 3-((3-butil-7-(dimetilamino)-3-etil-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-
il)oxi)propanoico
[0347]
0, s'(?
e
N N

O
[0348] A una solucion agitada de 3-butil-7-(dimetilamino)-3-etil-8-hidroxi-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina
1,1-dioxido (intermedio 37; 600 mg, 1,43 mmol) en THF (3 mL) a 0 °C, se afiadio ferc-butdxido de potasio (177 mg, 1,58
mmol) y la mezcla de reaccion se agitd durante 15 minutos. A continuacién, se afiadié gota a gota una solucién de -
propiolactona (103 mg, 1,43 mmol) en THF (2 mL) y la mezcla de reaccion se agité durante 3 horas a temperatura
ambiente. Una vez completada la reaccion (controlada por TLC), la mezcla de reaccion se inactivd con LCP diluido (1,5
N, 5 mL) y se diluyé con agua (5 mL). La capa acuosa se extrajo con EtOAc (2 x 20 mL) y la capa organica combinada se
lavd con agua (20 mL) y salmuera (20 mL) y se seco sobre Na SO, anhidro. La parte organica se filtré y se concentro al
vacio. El material bruto resultante se purificé mediante cromatografia en columna Isolera (eluyente: MeOH al 3-5 %/DCM,;

gel de silice: 230-400 mesh) y el material obtenido se volvio a purificar mediante CLAR preparatoria (Método A) para
producir el compuesto del titulo. Rendimiento: 6 % (42 mg, sdlido blanquecino).

[0349] 'H RMN (400 MHz, DMSO-dg): & 12,41 (s, 1H), 7,25 (t, J = 8,0 Hz, 2H), 7,14-6,97 (m, 4H), 6,90 (t, J = 6,8 Hz, 1H),
6,23 (s, 1H), 4,16 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 3,79 (s, 2H), 2,79-2,72 (m, 2H), 2,52 (s, 6H), 1,71- 1,47 (m, 2H), 1,46-1,33 (m, 2H),
1,32-1,17 (m, 2H), 1,11-0,97 (m, 2H), 0,76-0,67 (m, 6H). CLEM: (Método E) 490.2 (M*+H), Tr. 2,41 min, 98,92 % (Max.).
CLAR: (Método B) Tr. 4,28 min, 99,05 % (max.).

Ejemplos 12y 13
Acido (S)-3-((3-butil-7-(dimetilamino)-3-etil-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-

iljoxi)propanoico y acido (R)-3-((3-butil-7-(dimetilamino)-3-etil-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepin-8-il)oxi)propanoico

[0350]
O\\,/O O\\Sl(I)
®) ~ I:( v ©) ~ D(
N N N N

[0351] Se separaron los dos enantiomeros del acido 3-((3-butil-7-(dimetilamino)-3-etil-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-

72



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2937153 T3

tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)propanoico (Ejemplo 11; 65 mg, 0,13 mmol) mediante SFC quiral (método ). El
material se concentr6 al vacio a 40 °C. La primera fraccién eluida correspondia al enantidmero 1 y la segunda fraccion
eluida correspondia al enantiomero 2. Se desconoce la configuracion absoluta de los dos enantiémeros.

[0352] Después, cada una de las dos fracciones se tratd individualmente para una purificacion adicional. El residuo
obtenido se acidificd con LCP diluido (1,5 N, pH ~4) y la fase acuosa se extrajo con EtOAc (3 x 5 mL). La capa organica
combinada se lavé con agua (10 mL) y salmuera (10 mL) y se seco sobre Na>SQO4 anhidro. La parte organica se filtré y se
concentro al vacio a 40 °C para proporcionar un enantiomero purificado del compuesto del titulo.

[0353] Enantiémero 1: Rendimiento: 6 % (5 mg, sélido blanquecino). 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds): & 12,40 (s, 1H),
7,25 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 7,15 (s, 1H), 7,08-7,02 (m, 3H), 6,91 (t, J = 7,2 Hz, 1H), 6,23 (s, 1H), 4,16 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 3,80
(bs, 2H), 2,79-2,71 (m, 2H), 2,58 (s, 6H), 1,71-1,59 (m, 1H), 1,58-1,45 (m, 1H), 1,44-1,32 (m, 2H), 1,29-1,15 (m, 1H), 1,14-
0,91 (m, 3H), 0,79-0,69 (m, 6H). CLEM: (Método E) 490,1 (M*+H), Tr. 2,39 min, 98,52 % (max.). CLAR: (Método B) Tr.
4,32 min, 98,57 % (max.). SFC quiral: (Método M) Tr. 3,09 min, 98,77 % (max.).

[0354] Enantiomero 2: AS0649: Rendimiento: 5 % (7 mg, sélido blanquecino). 'TH RMN (400 MHz, DMSO-ds): 8 12,40
(s, 1H), 7,25 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 7,15 (s, 1H), 7,08-7,03 (m, 3H), 6,91 (t, J = 7,2 Hz, 1H), 6,24 (s, 1H), 4,16 (t, J = 5,6 Hz,
2H), 3,80 (bs, 2H), 2,79-2,71 (m, 2H), 2,58 (s, 6H), 1,71-1,59 (m, 1H), 1,58-1,45 (m, 1H), 1,44-1,31 (m, 2H), 1,29-1,14 (m,
1H), 1,14-0,91 (m, 3H), 0,79-0,69 (m, 6H). CLEM: (Método E) 489,9 (M*+H), Tr. 2,38 min, 99,66 % (max.). CLAR: (Método
B) Tr. 4,28 min, 98,43 % (max.). SFC quiral: (Método M) Tr. 4,25 min, 97,61 % (max.).

Ejemplo 14
O-(3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-ilo)serina

[0355]

[0356] A una solucion agitada de O-(3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-
8-il)serinato de metilo (intermedio 40; 140 mg, 0,27 mmol) en 1,4-dioxano (2 mL), hidréxido de litio (23 mg, 0,53 mmol) se
afiadid y la mezcla de reaccion se agitdé durante 1 hora a temperatura ambiente. Una vez completada la reaccion
(controlada por TLC), la mezcla de reaccion se inactivd con LCP diluido (1,5 N, 2 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 secé sobre NaxSO4
anhidro. La parte organica se filtrd y se concentré al vacio. El material bruto resultante se purific6 mediante cromatografia
en columna Isolera (eluyente: MeOH al 28 %/DCM; gel de silice: 230-400 mesh) para proporcionar el compuesto del titulo.
Rendimiento: 31 % (42 mg, sdlido blanquecino).

[0357] 'H RMN (400 MHz, DMSO-ds): 5 7,85 (s, 2H), 7,29 (t, J = 6,4 Hz, 3H), 7,11 (d, J = 6,0 Hz, 2H), 6,97 (t, J = 6,8 Hz,
1H), 6,56 (s, 1H), 4,37 - 4,34 (m, 1H), 4,20 (t, J = 8,0 Hz, 1H), 3,89 (s, 1H), 3,63 (s, 1H), 3,10 - 3,05 (m, 1H), 2,10 (s, 3H),
1,63-1,63 (m, 8H), 1,05 - 0,72 (m, 6H). CLEM: (Método E) 508.3 (M*+H), Tr. 2,39 min, 98,34 % (max.). CLAR: (Método
B) Tr. 4,58 min, 97,26 s % (M&x.).

ENSAYOS BIOLOGICOS
Protocolo de ensayo IBAT (h/m)

[0358] Se sembraron 10.000 células (células que sobreexpresan IBAT humanas o de ratén) en una placa de 96 pocillos
(Corning CLS3809) en 200 pL de medio MEM-alfa (Gibco 12571-063) suplementado con FBS al 10 % (Gibco 10438026)
que contiene puromicina (Gibco A1113803) (10 ug/mL) e incubado a 37 °C en CO; al 5 % durante 48 horas. Después de
la incubacion, los medios se decantaron de los pocillos y las células se lavaron dos veces con 300 pL de medio MEM-alfa
basal (sin FBS). Después de decantar el medio MEM-alfa basal cada vez, las placas se golpearon contra una toalla de
papel para garantizar la eliminacion maxima de los medios residuales.

[0359] Se afiadieron diluciones de inhibidor de prueba (siendo la concentracion de prueba mas alta 10 pM, diluciéon en

serie de 3 veces, 10 puntos) preparadas en DMSO (Sigma D2650) en la mezcla de incubacion (manteniendo una
concentracion final de DMSO del 0,2 %) que contenia acido 3H-taurocdlico 0,25 yM (ARC ART-1368) y 5 uM de acido
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taurocdlico frio (Sigma T4009). A continuacion, se afadieron a los pocillos (por duplicado) 50 pL de mezcla de incubacion
que contenia inhibidores de la prueba y las placas se incubaron durante 20 minutos en una incubadora de CO;, a 37 °C.
Después de la incubacion, la reaccion se detuvo manteniendo las placas en una mezcla de hielo y agua durante 2-3
minutos y luego la mezcla de incubacion se aspiré por completo de los pocillos. Los pocillos se lavaron dos veces con 250
pL de acido taurocdlico 1 mM enfriado sin marcar disuelto en HBSS tamponado con HEPES (Gibco 15630080) (10 mM)
(Gibco 14175079) (pH 7,4). Las placas se golpearon contra una toalla de papel después de cada lavado para asegurar la
maxima eliminacién del tampon de bloqueo.

[0360] Se agregaron 100 uL de MicroScint-20 (PerkinElmer 6013621) a los pocillos y se mantuvieron durante la noche a
temperatura ambiente antes de leer las placas en el contador de centelleo y luminiscencia de microplacas TopCount
NXT™ de PerkinElmer bajo el protocolo de prueba 3H (establecido en 120 segundos de tiempo de lectura por pozo).

Protocolo de ensayo de LBAT (W/m)

[0361] Se sembraron 20.000 células (células que sobreexpresan LBAT humanas o de ratén) en una placa de 96 pocillos
(Corning CLS3809) en 100 pL de medio MEM-alfa (Gibco 12571-063) suplementado con FBS al 10 % (Gibco 10438026)
que contiene Geneticina (Gibco 10131-027) (1 mg/mL) e incubado a 37 °C en 5 % CO- durante 24 horas. Después de la
incubacion, los medios se decantaron de los pocillos y las células se lavaron dos veces con 300 yL de medio MEM-alfa
basal (sin FBS). Después de decantar el medio MEM-alfa basal cada vez, las placas se golpearon contra una toalla de
papel para garantizar la eliminacion maxima de los medios residuales.

[0362] Para LBAT humano, la mezcla de incubacién se preparé agregando diluciones de inhibidor de prueba (dilucion en
serie de 3 veces en DMSO (Sigma D2650), 10 puntos) en MEM-alfa (sin FBS) que contenia acido 3H-taurocélico 0,3 mM
(ARC ART -1368) y acido taurocolico frio 7,5 uM (Sigma T4009) (manteniendo una concentracion final de DMSO del 0,2
%). Para LBAT de ratén, la mezcla de incubacion se preparé agregando diluciones de inhibidor de prueba (dilucién en
serie de 3 veces en DMSO, 10 puntos) en MEM-alfa (sin FBS) que contenia acido 3H-taurocdlico 0,3 pM y acido
taurocolico frio 25 yM manteniendo el 0,2 % concentracion final de DMSO).

[0363] A continuacién, se afiadieron a los pocillos (por duplicado) 50 uL de mezcla de incubacion que contenia inhibidores
de prueba y las placas se incubaron durante 20 minutos en un incubador de CO, a 37 °C. Después de la incubacion, la
reaccion se detuvo manteniendo las placas en una mezcla de hielo y agua durante 2-3 minutos y luego la mezcla de
incubacion se aspird por completo de los pocillos. Los pocillos se lavaron dos veces con 250 uL de acido taurocolico 1
mM enfriado sin marcar disuelto en HBSS tamponado con HEPES (Gibco 15630080) (10 mM) (Gibco 14175079) (pH 7,4).
Las placas se golpearon contra una toalla de papel después de cada lavado para asegurar la maxima eliminacion del
tampon de bloqueo.

[0364] Se agregaron 100 uL de MicroScint-20 (PerkinElmer 6013621) a los pocillos y se mantuvieron durante la noche a
temperatura ambiente antes de leer las placas en el contador de centelleo y luminiscencia de microplacas TopCount
NXT™ de PerkinElmer bajo el protocolo de prueba 3H (establecido en 120 segundos de tiempo de lectura por pocillo, con
placa de orientacion normal).

Ensayo de permeabilidad bidireccional (células Caco-2)

[0365] Se sembraron células Caco-2 (Evotec) a una densidad de 70.000 células/pocillo en placas de insercion 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.

[0366] Se prepararon soluciones madre (10 mM) de los compuestos de prueba, atenolol (marcador de baja
permeabilidad), propranolol (marcador de alta permeabilidad) y digoxina (sustrato para la via de transporte de P-gp) en
dimetilsulféxido (DMSO). Se prepard una solucién madre intermedia (1 mM) diluyendo 10 yL de solucidon madre maestra
10 mM con 90 pL de DMSO puro. Se preparé una solucion madre de trabajo (10 uM) diluyendo 50 pL de 1 mM con 4950
pL de tampodn FaSSIF. Después de la adicién de compuestos al FaSSIF, las muestras se sometieron a sonicacion durante
2 horas y se centrifugaron a 4000 RPM durante 30 minutos a 37 °C. Los 4 mL de sobrenadante resultante se usaron
directamente en el ensayo. La concentracion final de DMSO en los experimentos de transporte fue del 1 %.

[0367] El dia del ensayo, las monocapas de Caco-2 se lavaron dos veces con tampén de transporte (HBSS, pH 7,4) y se
preincubaron durante 30 min (37 °C, 5 % de CO,, 95 % de HR) en una incubadora. La resistencia eléctrica de las
monocapas se midid con un sistema Millicell® - ERS. Se seleccionaron para el ensayo monocapas con valores de
resistencia eléctrica transepitelial (TEER) superiores a 350 ohm.cm?.

[0368] El ensayo se realizo en direccion de absorcion (A2B) y direccidn secretora (B2A). Los experimentos de transporte
se iniciaron mediante la adicion de tampdn de ensayo de transporte (tampon FaSSIF preparado en HBSS) que consiste
en compuestos al compartimento donante (cdmara apical A-B; camara basolateral B-A) en pocillos duplicados (n = 2). Se
introdujo tampén HBSS libre de farmaco (pH 7,4) que contenia albumina de suero bovino (BSA) al 1 % en los
compartimentos del receptor (A-B-basolateral; B-A-apical). Los volumenes de los compartimentos apical y basolateral
fueron de 0,4 y 0,8 mL, respectivamente. Después de agregar la solucion de dosificacion, las placas se incubaron en una
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incubadora durante 120 minutos a 37 °C. Después de 120 minutos, se recogieron las muestras del donante y del receptor
y se comparo la matriz (1:1, 30 gL de muestra de estudio + 30 uL de tampdn en blanco) con el tampdn opuesto. Matriz de
muestras de dosificaciéon emparejada (1:1, 30 yL de muestra de estudio + 30 uL de tampdn en blanco) con el tampon
opuesto. Las muestras se procesaron afiadiendo acetonitrilo que contenia el estandar interno (60 ml de muestra de estudio
+ 200 ml de acetonitrilo que contenia el estandar interno - tolbutamida, 500 ng/mL). Las muestras se agitaron y
centrifugaron a 4000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido (100 pL) se diluyé con 100 pL de agua y se
transfirid a placas de 96 pocillos nuevas. La concentracion de compuestos en las muestras se analizé mediante el método
de espectrometria de masas en tandem de cromatografia liquida (CL-EM/EM) utilizando un método bioanalitico de grado
de descubrimiento, segun corresponda.

[0369] La permeabilidad aparente media (Papp, X 10 cm/s) de los compuestos de prueba, atenolol, propranolol y digoxina
se calculd de la siguiente manera:

papp = 29y Ly 1
PP=4"Co" A

donde dqg/dt = tasa de transporte (tasa de transporte del compuesto en el receptor compartimiento), CO = concentracion
inicial en el compartimiento donante, A = area superficial de la membrana filtrante efectiva.

Protocolo de ensayo basado en HepaRG

[0370] Un vial crioconservado de células HepaRG diferenciadas (Biopredic International HPR116080) se descongela en
HepaRG Thawing/Plating/General Purpose Medium (Biopredic International ADD670C) complementado con 200 mM
Glutamax (Gibco 35050061) siguiendo el protocolo proporcionado por Biopredic International. Se siembran 70.000 células
por pocillo en una placa de 96 pocillos (Corning CLS3809) en 100 uL de medio HepaRG Thawing/Plating/General Purpose
Medium suplementado con 200 mM Glutamax y se incuba a 37 °C en COz al 5 % durante 24 horas. Después de la
incubacion, el medio de siembra se reemplaza por medio de mantenimiento/metabolismo HepaRG (Biopredic International
ADDG620C) y se incuba durante 6 dias, con reposicién de medio de mantenimiento/metabolismo HepaRG nuevo cada 48
horas. Después de 7 dias de incubacion después de la siembra, el medio de incubacion se decanta de los pocillos y las
células se lavan dos veces con 250 ml de William's E Basal Media (Gibco 12551032). Después de decantar el medio basal
E de William cada vez, las placas se golpean contra una toalla de papel para garantizar la eliminacién maxima de los
medios residuales. La mezcla de incubacion se prepara afiadiendo diluciones del inhibidor de la prueba (dilucion en serie
de 3 veces en DMSO (Sigma D2650)) en medio William's E (basal) que contiene acido 3H-taurocolico 0,3 uM (ARC ART-
1368) y acido taurocdlico frio 7,5 yM (Sigma T4009) (manteniendo una concentracion final de DMSO del 0,2 %). A
continuacion, se afaden 50 ul de mezcla de incubacién que contiene inhibidores de la prueba a los pocillos (por duplicado)
y las placas se incuban durante 30 minutos en un incubador con CO; al 5 % a 37 °C. Después de la incubacion, la reaccion
se detiene manteniendo las placas en una mezcla de hielo y agua durante 2-3 minutos y luego la mezcla de incubacion
se aspira por completo de los pocillos. Los pocillos se lavan dos veces con 250 uL de acido taurocélico 1 mM sin marcar
enfriado disuelto en HBSS tamponado con HEPES (Gibco 15630080) (10 mM) (Gibco 14175079) (pH 7,4). Las placas se
golpean contra una toalla de papel después de cada lavado para garantizar la maxima eliminacion del tampén de bloqueo.

[0371] Se afiaden 100 pL de MicroScint-20 (PerkinElmer 6013621) a los pocillos y se mantienen durante la noche a
temperatura ambiente antes de leer las placas en el contador de centelleo y luminiscencia de microplacas TopCount
NXT™ de PerkinElmer bajo el protocolo de prueba 3H (establecido en 120 segundos de tiempo de lectura por pocillo, con
placa de orientacion normal).

Preparacion de diluciones de compuestos de prueba

[0372] Todos los compuestos de prueba se proporcionaron en forma de polvo a temperatura ambiente. Se prepararon
reservas de DMSO 10 mM de los compuestos de prueba, se dividieron en alicuotas y se almacenaron a -20 °C. A partir
del stock de DMSO 10 mM de los compuestos, se preparé una dilucién en serie de 3 veces en DMSO para obtener un
total de 10 diluciones de los compuestos de prueba. Se afiadieron 0,5 uL de esta dilucién en DMSO a 250 pL de medio
basal libre de FBS que contenia acido 3H-taurocodlico y acido taurocélico frio para preparar la mezcla de incubacion.

Estudios de biodisponibilidad

[0373] Se usaron ratones macho (C57BL/6 o CD1) o ratas Wistar de 8-9 semanas de edad. Para cada compuesto de
prueba, se usaron dos grupos de 3 animales cada uno. A un grupo se le administré una dosis intravenosa unica de 1
mg/kg (vehiculo 100 % DMSO) a través de la vena de la cola y al otro grupo se le administré una dosis oral unica de 10
mg/kg a través de una aguja forzada. El grupo al que se le administré una dosis oral estuvo en ayunas durante la noche.
Se recogieron muestras de sangre después de 0,083, 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 y 24 horas después de la administracion
intravenosa, y después de 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 6, 8 y 24 horas después de la administracién oral. Se tomaron muestras de
sangre de la vena safena. Se usé EDTA al 0,2 % como anticoagulante. Las muestras se analizaron mediante un método
bioanalitico de grado de descubrimiento desarrollado para la estimacion del compuesto de prueba en plasma, utilizando
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un sistema CL-EM/EM.
Resultados

[0374] Los datos bioldgicos para los compuestos de los ejemplos se muestran en la Tabla 8 a continuacion.

Tabla 8
. hLBAT Clso | HIBAT Permeabilidad (Caco-2) Biodisponibilidad
Eiemplo | (nm) Clso (nM) | Paee AZB ER (%)
(x 10 cm/seg)
34 (C57BL/6)
1 2908 7 9,2 0,9 59 (CD1)
98 (sal Na*; rata)
2 736 4
3 283 23
4 3654 2 76 2.4 | 45(CD1) 90 (rata)
5 1882 5 1,0 42
6 3658 14
7 2225 2 0,4 1,9
8 2633 12 9,5 0,5
9 1617 21 10,0 0,5
10 7205 2 2.1 3.1
11 1175 3 13,1 12
12 2222 3 14,2 1,1
13 2222 15
14 342 6 0,0

Modelo PD: Evaluacién del compuesto de ensayo sobre los niveles totales de acidos biliares en ratones macho C57BL/6.

[0375] Se utilizan ratones C57BL/6N Tac de 8-9 semanas de edad para estudiar el efecto de los moduladores de acidos
biliares sobre los niveles de acidos biliares. Después de completar el periodo de cuarentena y aclimatacion, los animales
se aleatorizan en funcion del peso corporal en x grupos experimentales: (i) control de vehiculo y (ii) compuesto de prueba
y mg/kg p.o. una vez al dia. Los animales se tratan con el compuesto de ensayo durante 7 dias. El dia 5 del estudio, los
animales se alojan individualmente en jaulas frescas. El dia 7, se recogen las heces de cada jaula, seguido de la extraccion
de sangre de cada animal por via retroorbital. Los animales se sacrifican para recoger el higado y el 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 &cidos biliares totales en suero se miden en
las muestras de suero del dia 7. La excrecion de bilis fecal se mide en la muestra fecal del dia 7. La expresion hepatica
de CYP7A1 y SHP se cuantifica en el 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 acidos biliares en orina: evaluacién de los compuestos de ensayo sobre los niveles de acidos biliares en orina
en ratones macho C57BL/6.

[0376] Se utilizan ratones C57BL/6N Tac de 8-9 semanas de edad para estudiar el efecto de los moduladores de acidos
biliares sobre los niveles de acidos biliares. Después de completar el periodo de cuarentena y aclimatacion, los animales
se aleatorizan en funcién del peso corporal en x grupos experimentales: (i) control de vehiculo y (ii) compuesto de prueba
y mg/kg p.o. una vez al dia. Los animales se tratan con el compuesto de ensayo durante 7 dias. El dia 6 del estudio, los
animales se transfieren a una jaula metabdlica. El dia 7, se recogen las heces y la orina de cada jaula metabdlica, seguido
de la extraccion de sangre de cada animal por via retroorbital. Los animales se sacrifican para recoger el rifién 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 excrecion fecal de acidos biliares se mide en la muestra fecal del dia 7. La
excrecion urinaria de acidos biliares se mide en la muestra del dia 7. Expresion renal de ASBT, OSTa, OSTAb y se
cuantifica MRP2 en las muestras del dia 7.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula (1)

RSA RSB O\\ICI)
ﬁs‘“ ;
R5C RSD
—
\\/
R?

n (1)

donde

R'y R? son cada uno independientemente alquilo C1;

R3 se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, halégeno, hidroxi, alquilo Ci,
haloalquilo C1.4, alcoxi C14, haloalcoxi C1.4, ciano, nitro, amino, N-(alquil C4s)amino, N,N-di(alquil C14)amino y N-
(aril-alquil C14)amino;

n es un numero entero 1, 2 0 3;

R* se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, halégeno, hidroxi, ciano, alquilo C14, cicloalquilo Cs.,
alcoxi Cq.4, cicloalquiloxi Css, alquiltio Cq.4, cicloalquiltio Cs.s, amino, N-(alquil Ci4)amino y N,N-di(alquil C4.
4)amino;

cada uno de R%, R%, R3C y R®P se selecciona independientemente del grupo que consiste en hidrogeno,
halégeno, hidroxi, amino y alquilo C14; y

R® se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno y alquilo C1.4;

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. Un compuesto segtin la reivindicacion 1, en el que R' es n-butilo.

3. Un compuesto segun la reivindicacion 1 o 2, en el que R? es n-butilo.
4. Un compuesto segun la reivindicacion 1 o 2, en el que R? es etilo.

5. Un compuesto seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que R® se selecciona independientemente del
grupo que consiste en hidrégeno, halégeno, hidroxi, amino, ciano, haloalquilo C4.4, alcoxi C14 y haloalcoxi C1.4.

6. Un compuesto seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que R* se selecciona del grupo que consiste
en haldégeno, hidroxi, ciano, alquilo C14, alcoxi C14, alquiltio C14, amino, N-(alquilo C14)amino y N,N-di(alquilo C.4)amino.

7. Un compuesto segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que R y R%® se seleccionan cada uno
independientemente del grupo que consiste en hidrégeno, halégeno, hidroxi, amino y metilo.

8. Un compuesto seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que R® es hidrégeno o metilo.
9. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, seleccionado del grupo que consiste en:

Acido 3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidrobenzo-1,2,5-tiadiazepin-8-il)oxi)propanoico;

Acido 3-((3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-
il)oxi)propanoico;
Acido (S)-3-((3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-
il)oxi)propanoico;
Acido (R)-3-((3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-
il)oxi)propanoico;
Acido 3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)-2-

hidroxipropanoico;
Acido (S)-3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-il)oxi)-2-
hidroxipropanoico;
Acido (R)-3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-il)oxi)-2-
hidroxipropanoico;
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Acido 3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-ilJoxi)butanoico;

Acido (S)-3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-
ilfoxi)butanoico;
Acido (R)-3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-

ilfoxi)butanoico;
Acido 3-((3,3-dibutil-7-cloro-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-ilJoxi)propanoico;

Acido 3-((3,3-dibutil-5-(4-hidroxifenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-
il)oxi)propanoico;
Acido 3-((3-butil-7-(dimetilamino)-3-etil-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-

il)oxi)propanoico;
Acido (S)-3-((3-butil-7-(dimetilamino)-3-etil- 1, 1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-
il)oxi)propanoico;
Acido (R)-3-((3-butil-7-(dimetilamino)-3-etil-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-
il)oxi)propanoico;
O-(3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)serina;
(S)-O-((R)-3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-il)serina;
(R)-O-((R)-3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-il)serina;
(S)-O-((S)-3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina-8-il)serina; y

)-

)- )-
(R)-O-((S)-3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)serina;

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

10. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, y uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

11. El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, para uso como medicamento.

12. El compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, para uso en el tratamiento o prevencion
de una enfermedad cardiovascular o un trastorno del metabolismo de los acidos grasos o un trastorno de la utilizacion de
la glucosa, como la hipercolesterolemia; trastornos del metabolismo de los acidos grasos; diabetes mellitus tipo 1 y tipo
2; complicaciones de la diabetes, incluidas cataratas, enfermedades micro y macrovasculares, retinopatia, neuropatia,
nefropatia y retraso en la cicatrizacion de heridas, isquemia tisular, pie diabético, arterioesclerosis, infarto de miocardio,
sindrome coronario agudo, angina de pecho inestable, angina de pecho estable, ictus, enfermedad arterial periférica
enfermedad oclusiva, miocardiopatia, insuficiencia cardiaca, trastornos del ritmo cardiaco y reestenosis vascular;
enfermedades relacionadas con la diabetes tales como resistencia a la insulina (alteracién de la homeostasis de la
glucosa), hiperglucemia, hiperinsulinemia, niveles sanguineos elevados de &acidos grasos o glicerol, obesidad,
dislipidemia, hiperlipidemia incluyendo hipertrigliceridemia, sindrome metabdlico (sindrome X), aterosclerosis e
hipertensioén; y para aumentar los niveles de lipoproteinas de alta densidad.

13. El compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, para uso en el tratamiento o prevencion de una
enfermedad o trastorno gastrointestinal, tal como estreiimiento (incluyendo estrefiimiento cronico, estrefiimiento funcional,
estrefiimiento idiopatico cronico (CIC), estrefiimiento intermitente/esporadico, estrefiimiento secundario a diabetes
mellitus, estrefiimiento secundario a accidente cerebrovascular, estrefiimiento secundario a enfermedad renal cronica,
estrefiimiento secundario a esclerosis multiple, estrefiimiento secundario a enfermedad de Parkinson, estrefiimiento
secundario a esclerosis sistémica, estrefiimiento inducido por farmacos, sindrome del intestino irritable con estrefiimiento
(SlII-C), sindrome del intestino irritable mixto (SII-M), estrefiimiento funcional pediatrico y estrefiimiento inducido por
opioides); Enfermedad de Crohn; malabsorcion primaria de acidos biliares; sindrome del intestino irritable (Sll);
enfermedad inflamatoria intestinal (Ell); inflamacion ileal; y enfermedad por reflujo y complicaciones de la misma, tales
como esofago de Barrett, esofagitis por reflujo biliar y gastritis por reflujo biliar.

14. El compuesto de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, para uso en el tratamiento o prevencion de una
enfermedad hepatica o trastorno, tal 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 posterior a Kasai; atresia biliar
post-trasplante hepatico; hepatitis neonatal; colestasis neonatal; formas hereditarias de colestasis; xantomatosis
cerebrotendinosa; un defecto secundario de la sintesis de BA; sindrome de Zellweger; enfermedad hepatica asociada a
fibrosis quistica; deficiencia de alfa1-antitripsina; sindrome de Alagilles (ALGS); sindrome de Byler; un defecto primario
de la sintesis de acidos biliares (BA); colestasis intrahepatica familiar progresiva (PFIC) que incluye PFIC-1, PFIC-2, PFIC-
3 y PFIC no especificada, PFIC posterior a la derivacién biliar y PFIC posterior al trasplante de higado; colestasis
intrahepatica recurrente benigna (BRIC) que incluye BRIC1, BRIC2 y BRIC no especificado, BRIC posterior a desviacion
biliar y BRIC posterior a trasplante de higado; hepatitis autoinmune; cirrosis biliar primaria (CBP); fibrosis hepatica;
enfermedad del higado graso no alcohdlico (NAFLD); esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA); hipertension portal;
colestasis; colestasis del sindrome de Down; colestasis inducida por farmacos; colestasis intrahepatica del embarazo
(ictericia durante el embarazo); colestasis intrahepatica; colestasis extrahepatica; colestasis asociada a nutricion
parenteral (PNAC); colestasis asociada a niveles bajos de fosfolipidos; sindrome de colestasis de linfedema 1 (LSC1);
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; malignidad de los
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conductos biliares; malignidad que causa obstruccion del arbol biliar; estenosis biliares; colangiopatia por SIDA,;
colangiopatia isquémica; prurito debido a colestasis o ictericia; pancreatitis; enfermedad hepatica autoinmune crénica que
conduce a colestasis progresiva; esteatosis hepatica; hepatitis alcohdlica; 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 (BAS tipo 1); lesién hepatica inducida por farmacos (DILI); fibrosis hepatica; fibrosis hepatica congénita;
cirrosis hepatica; histiocitosis de células de Langerhans (LCP); colangitis esclerosante ictiosis neonatal (NISCH);
protoporfiria eritropoyética (EPP); ductopenia idiopatica de la edad adulta (IAD); hepatitis neonatal idiopatica (INH);
escasez no sindromica de conductos biliares interlobulillares (NS PILBD); cirrosis infantil de indios norteamericanos
(NAIC); sarcoidosis hepéatica; amilosis; enterocolitis necrotizante; toxicidades causadas por acidos biliares séricos,
incluidas alteraciones del ritmo cardiaco (p. €j., fibrilacion auricular) en el contexto de un perfil anormal de acidos biliares
séricos, miocardiopatia asociada con cirrosis hepatica ("colecardia") y atrofia muscular esquelética asociada con
enfermedad hepatica colestatica; hepatitis viral (incluyendo hepatitis A, hepatitis B, hepatitis C, hepatitis D y hepatitis E);
carcinoma hepatocelular (hepatoma); colangiocarcinoma; canceres gastrointestinales relacionados con acidos biliares; y
colestasis causada por tumores y neoplasias del higado, de las vias biliares y del pancreas; o para su uso en la mejora
de la terapia con corticosteroides en la enfermedad hepatica.

15. El compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, para uso en el tratamiento o prevencion de sindromes
de hiperabsorcion (incluyendo abetalipoproteinemia, hipobetalipoproteinemia familiar (FHBL), enfermedad de retencion
de quilomicrones (CRD) y sitosterolemia); hipervitaminosis y osteopetrosis; hipertension; hiperfiltracion glomerular; y
prurito de insuficiencia renal; o para su uso en la proteccion contra dafio renal asociado con enfermedades hepaticas o
metabdlicas.
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