COMPUESTOS DE BENZOTIADIAZEPINA Y SU USO cCoOmMO
MODULADORES DEL ACIDO BILIAR

REMISION A SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001] Esta solicitud reivindica prioridad a la solicitud de India n.°
201911004690, presentada el 6 de febrero de 2019; solicitud de Suecia n.°
1950464-6, presentada el 12 de abril de 2019; y solicitud de India n.°
201911049981, presentada el 4 de diciembre de 2019, cuyas divulgaciones se
incorporan en la presente como referencia en su totalidad.

[0002] CAMPO DE LA TECNICA

[0003] La invencion se refiere a los derivados 1,2,5 de benzotiadiazepina de la
formula (1). Estos compuestos son moduladores del acido biliar que tienen el
transportador apical del acido biliar dependiente del sodio (ASBT) y/o actividad
inhibidora del transporte del acido biliar del higado (LBAT). La invencion también
se refiere a las composiciones farmacéuticas que comprenden estos
compuestos y con el uso de estos compuestos en el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares, metabolismo del acido graso y trastornos
debido al uso de la glucosa, enfermedades gastrointestinales y enfermedades
hepaticas.

[0004] ANTECEDENTES

[0005] Los acidos biliares son detergentes fisiolégicos que cumplen un papel
importante en la absorcién intestinal y el transporte de lipidos, nutrientes y
vitaminas. También son moléculas de transduccion de senales que activan los
receptores nucleares y las vias de transduccion de sefiales que utilizan las
células para regular los lipidos, la glucosa y el metabolismo energético. Los
acidos biliares son acidos esteroides que se sintetizan del colesterol en el higado
y se almacenan en la vesicula biliar como micelas mezcladas. Durante la
digestion, el duodeno desencadena la liberacién de hormonas que provocan que
la vesicula biliar se contraiga, por lo tanto, libera los acidos biliares en el intestino
delgado donde permiten la absorcion de las vitaminas y el colesterol solubles en

grasa. Cuando llegan al ileon, el intestino reabsorbe los acidos biliares y se



secretan en la sangre portal para regresar al higado a través de la circulaciéon
venosa portal. Mas del 90% de los acidos biliares, por lo tanto, se reciclan y
regresan al higado. Estos acidos biliares luego se transportan por la membrana
sinusoidal de los hepatocitos y se vuelven a secretar por la membrana canalicular
en la bilis. En este primer paso, del 75% al 90% de los acidos biliares se absorben
por los hepatocitos, y asi se completa una ronda de circulacion enterohepatica.
La fraccion de los acidos biliares que se escapa de ser depurada en el higado,
ingresa en la circulacion sistémica en donde los acidos biliares libres se filtran
mediante el glomérulo renal, se recuperan eficientemente en los tubulos
proximales y se exportan de nuevo en la circulacion sistémica. Es interesante
que la mayoria de los acidos biliares secretados a través de la membrana
canalicular en la bilis se deriven del grupo recirculante con menos del 10% que
proviene de la sintesis hepatica de novo. La pequefa fraccion de los acidos
biliares que no se reabsorbe en el ileon llega al colon. Dentro del lumen intestinal,
los acidos biliares primarios se transforman en acidos biliares secundarios
debido a las acciones de las bacterias intestinales, principalmente mediante las
reacciones individuales o duales de deshidroxilacion del nucleo esteroide. Los
acidos biliares que se escapan de la absorcion intestinal se excretan
posteriormente a través de las heces.

[0006] En general, el sistema de transporte eficiente ayuda a mantener una
reserva constante de acido biliar, lo que garantiza niveles suficientemente altos
de acidos biliares conjugados en el intestino para promover la absorcion de
lipidos, asi como reducir la carga bacteriana del intestino delgado. El sistema
también minimiza la pérdida de acido biliar fecal y urinario y protege al intestino
y a los compartimientos hepatobiliares al eliminar detergentes potencialmente
citotoxicos (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)).

[0007] Se ha descubierto que la regulacién del tamafio de la reserva de acido

biliar cumple un papel clave en la homeostasis del colesterol mediante la



conversion hepatica del colesterol en acido biliar, que representa una via
importante de eliminacion del colesterol del cuerpo. El higado cumple un papel
esencial en la eliminacion de compuestos endoégenos y xenobidticos del cuerpo.
La secrecidn hepatobiliar normal y la circulacién enterohepatica son obligatorias
para la eliminacion de los compuestos enddgenos, tales como el colesterol y la
bilirrubina y sus metabolitos del cuerpo, por lo tanto, mantienen la homeostasis
de los lipidos y acidos biliares. (Kosters y Karpen, Xenobiotica 2008, vol. 38, p.
1043-1071).

[0008] Lareabsorcién de los acidos biliares en el ileon se puede inhibir mediante
los compuestos inhibidores del transportador apical del acido biliar dependiente
del sodio (ASBT). Se informo que la inhibicion de la reabsorcion del acido biliar
fue util para el tratamiento de varias enfermedades, incluidos dislipidemia,
diabetes, obesidad, estrefimiento, enfermedades hepaticas colestasicas,
esteatohepatitis no alcohdlica y otras enfermedades hepaticas. Varios
compuestos del inhibidor del ASBT se han divulgado en las ultimas décadas,
consulte, p.ej., WO 93/16055, WO 94/18183, WO 94/18184, WO 96/05188,
WO 96/08484, WO 96/16051, WO 97/33882, WO 98/03818, WO 98/07449, WO
98/40375, WO 99/35135, WO 99/64409, WO 99/64410, WO 00/47568,
WO 00/61568, WO 00/38725, WO 00/38726, WO 00/38727, WO 00/38728,
WO 00/38729, WO 01/66533, WO 01/68096, WO 02/32428, WO 02/50051,
WO 03/020710, WO 03/022286, WO 03/022825, WO 03/022830,
WO 03/061663, WO 03/091232, WO 03/106482, WO 2004/006899,
WO 2004/076430, WO 2007/009655, WO 2007/009656, WO 2011/137135,
DE 19825804, EP 864582, EP 489423, EP 549967, EP 573848, EP 624593,
EP 624594, EP 624595, EP 624596, EP 0864582, EP 1173205y EP 1535913.
[0009] A pesar de la cantidad de compuestos inhibidores del ASBT que se han
informado previamente, hay una necesidad de compuestos moduladores
adicionales del acido biliar que tengan un perfil optimizado con respecto a la
potencia, selectividad y biodisponibilidad.

[0010] DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION



[0011] Se descubrié que determinados derivados 1,2,5 de benzotiadiazepina
son inhibidores potentes del transportador apical del acido biliar dependiente del
sodio (ASBT) y/o el transporte del acido biliar del higado (LBAT), y pueden ser
utiles para tratar enfermedades donde se desee la inhibicidn de la circulacion de
acido biliar.

[0012] En un primer aspecto, la invencion se refiere a un compuesto de la
formula (1)
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[0013]
[0014] donde

[0015] R'y R? cada uno de manera independiente alquilo C1-4;

(1)

[0016] R® se selecciona de manera independiente del grupo que consiste en
hidrégeno, halégeno, hidroxi,
alquilo C1-4, haloalquilo C1.4, alcoxi C14, haloalcoxi C1-4, ciano, nitro, amino,
amino N-(alquilo C14),
amino N,N-di(alquilo C1-4) y amino N-(aril-alquilo C1-4);

[0017] n es un numero entero 1, 2 0 3;

[0018] R*se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, halégeno, hidroxi,
ciano, alquilo Ci14,
cicloalquilo Cs-s, alcoxi C1-4, cicloalquiloxi Cs-s, alquilotio C1-4, cicloalquilotio Cs-s,
amino, amino N-(alquilo C1-4) y amino N,N-di(alquilo C1-4);

[0019] R®A R%B RSCy RSP cada uno se selecciona de manera independiente del
grupo que consiste en hidrégeno, halégeno, hidroxi, amino y alquilo C1-4; y
[0020] R® se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno y alquilo C1-4;

¢ una sal farmacéuticamente aceptable de este.



[0021] En algunas realizaciones, R' es n-butilo.

[0022] En algunas realizaciones, R? es alquilo C2-4. En una realizacion preferida,
R? es metilo. En otra realizacion preferida, R? es etilo. En otra realizacion
preferida, R? es n-propilo. En aun otra realizacién preferida, R? es n-butilo.
[0023] En algunas realizaciones, R® se selecciona de manera independiente del
grupo que consiste en hidrégeno, halégeno, hidroxi, amino, ciano, haloalquilo Cs-
4, alcoxi C14 y haloalcoxi C14. En otra realizacion, R® es hidrégeno. En una
realizacion preferida, R3 se selecciona de manera independiente del grupo que
consiste en hidrégeno, fluoro, cloro, bromo, hidroxi, ciano, trifluorometilo, metoxi
y trifluorometoxi.

[0024] En una realizacion preferida, n es 1, es decir, el anillo de fenilo se
sustituye con solo un sustituyente R3. En otra realizacion preferida, R3 esta en la
posicion para.

[0025] En algunas realizaciones, R* se selecciona del grupo que consiste en
halégeno, hidroxi, ciano, alquilo C1-4, alcoxi C1-4, alquilotio C1-4, amino, amino N-
(C1-4 alquilo) y amino N,N-di(alquilo C14). En una realizaciéon 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
realizacion, R* se selecciona del grupo que consiste en fluoro, cloro, bromo,
metoxi, etoxi, metiltio, etiltio y dimetilamino. En otra realizacion preferida, R* se
selecciona del grupo que consiste en cloro, bromo, metiltio y dimetilamino.
[0026] En algunas realizaciones, R> y R cada uno se selecciona de manera
independiente del grupo que consiste en hidrégeno, halégeno, hidroxi, amino y
metilo. En algunas realizaciones, R y R®8 cada uno de manera independiente
hidrégeno o hidroxi. En otra realizacion, R% es hidrégeno o hidroxi y R%8 es
hidrégeno. En algunas realizaciones, R y R°® cada uno de manera
independiente hidrogeno o metilo. En otra realizacidn, R3¢ es hidrégeno o metilo
y R5P es hidrogeno.

[0027] En una realizacion, R® es hidrégeno. En otra realizacion, R® es metilo.



[0028] En una realizacion preferida, el compuesto de la formula (I) es un

compuesto de la férmula (I-a)
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[0029]
[0030] donde
[0031] R?es alquilo C14;

[0032] R3 se selecciona de manera independiente del grupo que consiste en

(I-a)

hidrégeno, halégeno, hidroxi, ciano, haloalquilo C1.4, alcoxi C1-4 y haloalcoxi Cs-
4
[0033] n es un numero entero 1 0 2;
[0034] R* se selecciona del grupo que consiste en haldégeno, hidroxi, ciano,
alquilo Ci4, alcoxi Ci4,
alquilotio C1-4, amino, amino N-(alquilo C1-4) y amino N,N-di(alquilo C1-4);
[0035] R se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno, haldégeno,
hidroxi, amino y alquilo C14; y
[0036] R®C es hidrogeno o alquilo C1-4;

¢ una sal farmacéuticamente aceptable de este.
[0037] En otra realizacién preferida, el compuesto de la formula () es un

compuesto de la férmula (I-b)
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[0039] donde
[0040] R? es metilo, etilo, n-propilo o n-butilo;
[0041] R3 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, fluoro, cloro,
bromo, hidroxi, ciano, trifluorometil, metoxi, y trifluorometoxi;
[0042] R* se selecciona del grupo que consiste en la seleccion del grupo que
consta de fluoro, cloro, bromo, hidroxi, ciano, metoxi, etoxi, metiltio, etiltio y
dimetilamino; y
[0043] R se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno, haldégeno,
hidroxi, amino y metilo;

¢ una sal farmacéuticamente aceptable de este.
[0044] En otra realizacién preferida, el compuesto de la formula () es un
compuesto de la férmula (I-b) como se define arriba, pero donde
[0045] R3 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, fluoro, cloro,
bromo, hidroxi y metoxi; y
[0046] R* se selecciona del grupo que consiste en fluoro, cloro, bromo, metoxi,
etoxi, metiltio, etiltio y dimetilamino.
[0047] Los compuestos preferidos de la invencion son compuestos de la formula
(I-b), como se definen arriba, donde R? a R son como se indican en la Tabla 1
a continuacién, o una sal farmacéuticamente aceptable de este:
[0048] 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




R2 R3 R4 R5A
CHs OH SCHs OH
CHs Cl SCHs OH
CHs H N(CHs)2 H
CHs F N(CHs)2 H
CHs OCHs N(CHs)2 H
CHs OH N(CHs)2 H
CHs Cl N(CHs)2 H
CHs H N(CHs)2 OH
CHs F N(CHs)2 OH
CHs OCHs N(CHs)2 OH
CHs OH N(CHs)2 OH
CHs Cl N(CHz)2 OH
CH2CHs H SCHs H
CH2CH3s F SCHs H
CH2CHs OCHs SCHs H
CH2CHs OH SCHs H
CH2CH3s Cl SCHs H
CH2CH3s H SCHs OH
CH2CHs F SCHs OH
CH2CH3s OCHs SCHs OH
CH2CH3s OH SCHs OH
CH2CHs Cl SCHs OH
CH2CHs H N(CHs)2 H
CH2CHs F N(CHs)2 H
CH2CHs OCHs N(CHs)2 H
CH2CHs OH N(CHs)2 H
CH2CHs Cl N(CHs)2 H




R2 R3 R5A
CH2CH3s H OH
CH2CH3s F OH
CH2CH3s OCHs OH
CH2CH3s OH OH
CH2CH3s Cl OH
CH2CH2CH2CHs H H
CH2CH2CH2CH3s F H
CH2CH2CH2CH3 OCHs H
CH2CH2CH2CH3s OH H
CH2CH2CH2CH3s Cl H
CH2CH2CH2CH3 H OH
CH2CH2CH2CH3s F OH
CH2CH2CH2CH3s OCHs OH
CH2CH2CH2CH3 OH OH
CH2CH2CH2CH3s Cl OH
CH2CH2CH2CH3s H H
CH2CH2CH2CH3 F H
CH2CH2CH2CH3s OCHs H
CH2CH2CH2CHs OH H
CH2CH2CH2CH3 Cl H
CH2CH2CH2CH3s H OH
CH2CH2CH2CH3s F OH
CH2CH2CH2CH3 OCHs OH
CH2CH2CH2CH3s OH OH
CH2CH2CH2CH3s Cl OH




[0049] En una realizacién particular, el compuesto de la férmula (1) se selecciona
del grupo que consiste en:

[0050] acido propidnico 3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-
tetrahidrobenzo-1,2,5-tiadiazepin-8-il)oxi);

[0051] acido propidnico 3-((3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-didxido-5-fenil-2,3,4,5-
tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi);

[0052] acido propionico  (S)-3-((3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-didxido-5-fenil-
2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi);

[0053] acido propidnico  (R)-3-((3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-didxido-5-fenil-
2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi);

[0054] acido hidroxipropionico  3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-
2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)-2;

[0055] acido hidroxipropionico (S)-3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-didxido-5-fenil-
2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)-2;

[0056] acido hidroxipropionico (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;

[0057] acido butanoico 3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-didxido-5-fenil-2,3,4,5-
tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi);

[0058] acido butanoico (S)-3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-didxido-5-fenil-2,3,4,5-
tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi);

[0059] acido butanoico (R)-3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-didxido-5-fenil-2,3,4,5-
tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi);

[0060] acido propionico 3-((3,3-dibutil-7-cloro-1,1-diéxido-5-fenil-2,3,4,5-
tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi);

[0061] &cido propionico 3-((3,3-dibutil-5-(4-hidroxifenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-
2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi);

[0062] acido propidnico 3-((3-Butil-7-(dimetilamino)-3-etil-1,1-didxido-5-fenil-
2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi);

[0063] acido propidnico (S)-3-((3-butil-7-(dimetilamino)-3-etil-1,1-didxido-5-fenil-
2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi);
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[0064] acido propidnico (R)-3-((3-butil-7-(dimetilamino)-3-etil-1,1-diéxido-5-
fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi);
[0065] serina O-(3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-didxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-
1,2,5-benzotiadiazepin-8-il);
[0066] serina (S)-O-((R)-3-butil-3-€til-7-(metiltio)-1,1-diéxido-5-fenil-2,3,4,5-
tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il);
[0067] serina (R)-O-((R)-3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-diéxido-5-fenil-2,3,4,5-
tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il);
[0068] serina (S)-O-((S)-3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-didxido-5-fenil-2,3,4,5-
tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il); y
[0069] serina (R)-O-((S)-3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-didxido-5-fenil-2,3,4,5-
tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il);

e una sal farmacéuticamente aceptable de este.
[0070] Como se usa en la presente, el término “halo” se refiere a fluoro, cloro,
bromo y yodo.
[0071] Como se usa en la presente, el término “alquilo C1.6” se refiere a un grupo
alquilo recto o ramificado que tiene de 1 a 6 atomos de carbono, y el término
“alquilo C14” se refiere a un grupo de alquilo recto 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 tert-butilo.
[0072] Como se usa en la presente, el término “haloalquilo C1-4” se refiere a un
grupo de alquilo C1-4 recto o ramificado, como se define en la presente, donde
uno o mas atomos de hidrégeno se han reemplazado con halégeno. Los
ejemplos de haloalquilo C1-4 incluyen clorometilo, fluoroetilo y trifluorometilo.
[0073] Como se usa en la presente, los términos “alcoxi C14” y “alquilotio C1-4”
se refieren a un grupo de alquilo C14 recto o ramificado adjunto al resto de la
molécula a través de un atomo de oxigeno o azufre, respectivamente.
[0074] Como se usa en la presente, el término “cicloalquilo Cs-6” se refiere a un

anillo de hidrocarburo saturado monociclico que tiene de 3 a 6 atomos de
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carbono. Los ejemplos de cicloalquilo Css incluyen ciclopropilo, ciclobutilo,
ciclopentilo y ciclohexilo.

[0075] EI término “arilo” denota un anillo monociclico aromatico compuesto de
6 atomos de carbono o un sistema de anillo biciclico aromatico compuesto de 10
atomos de carbono. Los ejemplos de arilo incluyen fenilo, naftilo y azulenilo.
[0076] El término “amino” se refiere a un grupo de -NH2. Como se usa en la
presente, los términos “amino N-(alquilo C1-4)” y “amino N,N-di(alquilo C1-4)” se
reflere a un grupo amino donde uno o los dos atomos de hidrégeno,
respectivamente, se reemplazan por un grupo de alquilo C1-4 recto o ramificado.
Los ejemplos de amino N-(alquilo C14) incluyen metilamino, etilamino y tert-
butilamino, y ejemplos de amino N,N-di-(alquilo C1-s)incluyen dimetilamino y
dietilamino.

[0077] Como se usa en la presente, el término “amino N-(aril-C14 alquilo)” se
refiere a un grupo amino donde un atomo de hidrégeno se reemplaza con un
grupo de alquilo aril-C14. Los ejemplos de amino N-(aril-C14 alquilo) incluyen
benzilamino y feniletilamino.

[0078] Como se usa en la presente, el término “farmacéuticamente aceptable”
se refiere a aquellos compuestos, materiales, composiciones y/o formas
posoldgicas que son adecuados para el uso farmacéutico en seres humanos y
que en general son seguros, no toxicos y no deseables biolégicamente ni de otra
manera.

[0079] Como se usa en la presente, el término “aproximadamente” se refiere a
un valor o parametro en la presente que incluye (y describe) realizaciones que
estan dirigidas a ese valor o parametro per se. Por ejemplo, la descripcién que
se refiere a “aproximadamente 20” incluye la descripcion de “20”. Los rangos
numeéricos incluyen los numeros que definen el rango. En general, 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 de 10%

del valor indicado, lo que sea mayor.
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[0080] Los compuestos 1,2,5 de benzotiadiazepina de la formula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, son inhibidores del transportador apical
del acido biliar dependiente del sodio (inhibidores de ASBT), del transporte del
acido biliar del higado (inhibidores de LBAT), o de los dos, el transportador apical
del acido biliar dependiente del sodio y transporte del acido biliar del higado
(inhibidores duales de ASBT/LBAT). Por lo tanto, son utiles en el tratamiento o
la prevencion de afecciones, trastornos y enfermedades donde se desea la
inhibicion de la circulacibn del acido biliar, tal como enfermedades
cardiovasculares, metabolismo del acido graso y trastornos debido al uso de la
glucosa, enfermedades gastrointestinales y enfermedades hepaticas.

[0081] Las enfermedades y los trastornos cardiovasculares del metabolismo del
acido graso y el uso de la glucosa incluyen, a mero titulo enunciativo,
hipercolesterolemia; trastornos del metabolismo del acido graso; diabetes
mellitus tipo 1 y tipo 2; complicaciones de la diabetes, que incluye cataratas,
enfermedades micro y macrovasculares, retinopatia, neuropatia, nefropatia y
retraso en la curacion de heridas, isquemia de tejidos, pie diabético,
arteriosclerosis, infarto de miocardio, sindrome coronario agudo, angina de
pecho inestable, angina de pecho estable, accidente cerebrovascular,
enfermedad vascular periférica oclusiva, miocardiopatia, insuficiencia cardiaca,
arritmias cardiacas y reestenosis vascular; enfermedades relacionadas con la
diabetes tales como resistencia a la insulina (alteracion de la homeostasis de la
glucosa), hiperglucemia, hiperinsulinemia, niveles elevados de acidos grasos o
glicerol en la sangre, obesidad, dislipidemia, hiperlipidemia que incluye
hipertrigliceridemia, sindrome metabdlico (sindrome X), aterosclerosis e
hipertension; y por el aumento de los altos niveles en la densidad de
lipoproteinas.

[0082] Las enfermedades y los trastornos gastrointestinales incluyen
estrefiimiento (que incluye estrefiimiento cronico, estrefimiento funcional,
estrefimiento idiopatico cronico (CIC), estrefiimiento intermitente/esporadico,

estrefiimiento debido a la diabetes mellitus, estrefimiento debido al accidente
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cerebrovascular, estrefiimiento debido a la enfermedad renal cronica,
estrefiimiento debido a la esclerosis multiple, estrefiimiento debido a la
enfermedad de Parkinson, estrefiimiento debido a la esclerosis sistémica,
estrefiimiento inducido por farmacos, sindrome de colon irritable con
estrefiimiento (IBS-C), sindrome de colon irritable mezclado (IBS-M),
estrefiimiento funcional pediatrico y estrefiimiento inducido por opioides);
enfermedad de Crohn; malabsorcion primaria del acido biliar; sindrome del colon
irritable (IBS); enfermedad intestinal inflamatoria (Ell); inflamacion del ileon; y
enfermedad de reflujo y complicaciones de este, tales como eséfago de Barrett,
esofagitis de reflujo biliar y gastritis de reflujo biliar.

[0083] Una enfermedad hepatica como se define en la presente es cualquier
enfermedad en el higado y los 6rganos conectados con este, tales como el
pancreas, la vena porta, las parénquimas hepaticas, el arbol biliar intrahepatico,
el arbol biliar extrahepatico y la vesicula biliar. En algunos casos, una
enfermedad hepatica es una enfermedad hepatica dependiente del acido biliar.
Las enfermedades y los trastornos hepaticos incluyen, a mero titulo enunciativo,
un trastorno metabdlico heredado del higado; errores de nacimiento de la
sintesis del acido biliar; anomalias congénitas de las vias biliares; atresia biliar;
atresia biliar posterior a Kasai; atresia biliar posterior a un trasplante de higado;
hepatitis neonatal; colestasis neonatal; formas hereditarias de colestasis;
xantomatosis cerebrotendinosa; un defecto secundario de la sintesis del AB;
sindrome de Zellweger; enfermedad hepatica asociada con la fibrosis quistica;
deficiencia de alfa1-antitripsina; sindrome de Alagilles (ALGS); sindrome de
Byler; un defecto primario de la sintesis del acido biliar (AB); colestasis
intrahepatica familiar progresiva (PFIC) que incluye PFIC-1, PFIC-2, PFIC-3 y
PFIC no especificado, PFIC posterior al desvio biliar y PFIC posterior al
trasplante de higado; colestasis intrahepatica recurrente benigna (BRIC) que
incluye BRIC1, BRIC2 y BRIC no especificado, posterior al desvio biliar BRIC y
posterior al trasplante de higado BRIC; hepatitis autoinmunitaria; cirrosis biliar

primaria (PBC); fibrosis hepatica; enfermedad de higado graso no alcohdlica
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(NAFLD); esteatohepatitis no alcohdlica (EHNA); hipertensién portal; colestasis;
colestasis del sindrome de Down; colestasis inducida por el medicamento;
colestasis intrahepatica del embarazo (ictericia durante el embarazo); colestasis
intrahepatica; colestasis extrahepatica; colestasis asociada con la nutricion
parenteral (PNAC); colestasis asociada con un bajo nivel de fosfolipidos;
sindrome de colestasis-linfedema 1 (LSC1); colangitis esclerosante primaria
(PSC); colangitis asociada con la inmunoglobulina G4; colangitis biliar primaria;
colelitiasis (piedras en la vesicula biliar); litiasis biliar; coledocolitiasis;
pancreatitis de la vesicula biliar; enfermedad de Caroli; neoplasia maligna de las
vias biliares; neoplasia maligna que obstruye el arbol biliar; estenosis biliar;
colangiopatia por sida; colangiopatia isquémica; prurito debido a colestasis o
ictericia; pancreatitis; enfermedad hepatica autoinmunitaria cronica que conduce
a una colestasis progresiva; esteatosis hepatica; hepatitis alcohdlica; higado
graso agudo; higado graso durante el embarazo; hepatitis inducida por el
medicamento; trastornos de sobrecarga de hierro; defecto congénito de la
sintesis del acido biliar tipo 1 (BAS tipo 1); lesidn hepatica inducida por el
medicamento (DILI); fibrosis hepatica; fibrosis hepatica congénita; cirrosis
hepatica; histiocitosis de células de Langerhans (LCH); ictiosis neonatal-
colangitis esclerosante (NISCH); protoporfiria eritropoyética (EPP); ductopenia
idiopatica del adulto (IAD); hepatitis idiopatica neonatal (INH); escasez no
sindromica de las vias biliares interlobulares (NS PILBD); cirrosis de nifios indios
de América del Norte (NAIC); sarcoidosis hepatica; amiloidosis; enterocolitis
necrotizante; toxicidades causadas por el acido biliar en suero, que incluye
trastornos del ritmo cardiaco (p. ej., fibrilacion atrial) en el entorno del perfil
anormal del acido biliar en suero, miocardiopatia asociada con la cirrosis
hepatica (“colecardia”), y atrofia de musculos esqueléticos asociada con la
enfermedad hepatica colestatica; hepatitis virica (que incluye hepatitis A,
hepatitis B, hepatitis C, hepatitis D y hepatitis E); carcinoma hepatocelular
(hepatoma); colangiocarcinoma; canceres gastrointestinales relacionados con el

acido biliar; y colestasis causada por tumores y neoplasias del higado, de la via
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biliar y del pancreas. Los compuestos de la férmula (I), o las sales
farmacéuticamente aceptables de este, también son utiles para mejorar la
terapia con corticosteroides en la enfermedad hepatica.

[0084] Otras enfermedades que se pueden tratar o prevenir mediante los
compuestos de la formula (1), o las sales farmacéuticamente aceptables de este,
incluyen sindromes de hiperabsorcion (que incluye abetalipoproteinemia,
hipobetalipoproteinemia familiar (FHBL), enfermedad de retencion de
quilomicrones (CRD) vy sitosterolemia); hipervitaminosis y osteopetrosis;
hipertension; hiperfiltracion glomerular; prurito de insuficiencia renal; los
compuestos también son utiles para la proteccion contra la lesion renal asociada
con la enfermedad metabdlica o hepatica.

[0085] El transporte de los acidos biliares en el cuerpo humano se controla
mediante la accion de los miembros de la familia de SLC10 de proteinas del
portador de solutos, en particular mediante el polipéptido que cotransporta Na*-
taurocolato (NTCP, también llamado transporte del acido biliar del higado
(LBAT); simbolo del gen SLC10A1), que se expresa en la membrana sinusoidal
de los hepatocitos, y mediante el transportador apical del 4cido biliar dependiente
del sodio (ASBT, también llamado transportador del ileon del acido biliar (IBAT),
ISBT, ABAT o NTCP2; simbolo del gen SLC10A2), que se expresa en la
membrana apical de los enterocitos del ileon, células del tubulo renal proximal,
epitelio biliar, colangiocitos grandes y células epiteliales de la vesicula biliar. En
el higado, los acidos biliares se extraen de forma eficiente de la sangre portal
mediante el transporte del acido biliar del higado (LBAT) y se vuelven a secretar
por la membrana canalicular mediante la bomba de exportacion de la sal biliar
(BSEP; simbolo del gen ABCB11). La reabsorcion de los acidos biliares en el
ileon se gestiona por el transportador apical del acido biliar dependiente del sodio
(ASBT), en donde se denomina con frecuencia transportador del ileon del acido
biliar (IBAT). Los LBAT y ASBT funcionan como cotransportadores del soluto de

sodio electrogénico que mueven dos o0 mas iones de Na* por molécula de soluto.
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[0086] La xenobidticos y endobidticos, que incluye los acidos biliares, se
realizan por el higado a partir de la sangre portal y se secretan en la bilis
mediante diferentes proteinas de transporte con especificidades de sustrato
individualizadas. Los acidos biliares conjugados por glicina y taurina existen en
forma anidnica y no pueden cruzar las membranas mediante difusion y, por lo
tanto, dependen completamente de las proteinas transportadoras de la
membrana para ingresar o egresar el hepatocitos (Kosters y Karpen, Xenobiotica
2008, vol. 38, p. 1043-1071). Los ASBT y LBAT prefieren sales biliares
conjugadas por glicina y taurina por encima de sus contrapartes sin conjugar y
demuestran una afinidad mas alta para las sales biliares dihidroxi que para las
sales biliares trihidroxi. Todavia no se han identificado sustratos de acido no biliar
para el ASBT; sin embargo, también se descubrié que LBAT transporta una
variedad de sulfatos de esteroide, hormonas y xenobidticos.

[0087] EI LBAT no se caracteriza con demasiados detalles como el ASBT en
cuanto a los requisitos de inhibicion del medicamento. Dong et al. han
identificado medicamentos aprobados por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos (FDA) que inhiben el LBAT humano y compararon los requisitos
de inhibicion del LBAT y ASBT. Se realiz6 una serie de estudios de inhibicién del
LBAT usando farmacos aprobados por la FDA en colaboracion con el desarrollo
del modelo computacional iterativo. Los estudios de deteccion identificaron 27
farmacos como nuevos inhibidores del LBAT, que incluyen irbesartan
(Ki=11,9um) y ezetimiba (Ki=25,0pum). La -caracteristica farmacdfora
frecuente indicé que dos hidréfobos y un aceptor de enlace de hidrégeno fueron
importantes para la inhibicion del LBAT. De los 72 farmacos detectados in vitro,
un total de 31 farmacos inhibieron LBAT, mientras que 51 medicamentos (es
decir, mas de la mitad) inhibieron ASBT. Por lo tanto, aunque habia una
superposicion de inhibidores, ASBT fue sorprendentemente mas permisivo a la
inhibicion del medicamento que LBAT, y esto se puede relacionar a que el LBAT
tenga menos caracteristicas farmacoéforas (Dong et al., Mol. Pharm. 2013, vol.
10, p. 1008-1019).
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[0088] Vaz et al. describen la identificacion de la deficiencia del LBAT como un
nuevo error congénito del metabolismo con un fenotipo clinico relativamente
leve. La identificacion de la deficiencia del LBAT confirma que este transportador
es el sistema de importacion principal para las sales biliares conjugadas en el
higado, pero también indica que los transportadores auxiliares son capaces de
mantener el ciclo enterohepatico en su ausencia (Vaz et al., Hepatology 2015,
vol. 61, p. 260-267). Estos hallazgos respaldan la hipotesis de que la inhibicion
del LBAT es un mecanismo de accién seguro, ya que los hepatocitos aun tienen
la posibilidad de absorber la cantidad necesaria de acidos biliares.

[0089] Liu et al. describen la identificacion de un nuevo tipo de hipercolanemia
que esta asociado con la homocigosidad para la mutacién de p.Ser267fe en
SLC10A1 (LBAT). La frecuencia alélica de su mutacion en el gen SLC10A1 varia
en diferentes poblaciones, y la incidencia mas alta ocurre en China del Sur (8%
y 12% en chinos Han y Dai respectivamente) y en Vietnam (11%). Se creyo que
esta hipercolanemia “oculta” afectd el 0,64% de Han del sur, 1,44% de la
poblacién china Dai y 1,21% de la poblacién vietnamita. También se observé un
aumento en los niveles de AB conjugados y no conjugados en suero en las
personas homocigosas. Liu et al. Sugieren que este hallazgo se debe en su
mayor parte a una reduccion en el transporte del AB de la circulacion portal en
los hepatocitos. Esto respalda la hipdtesis de que la funcién fisiologica de la
circulacién enterohepatica no sirve solamente para reciclar los acidos biliares
sino también para eliminar los acidos biliares de la circulacion para lograr la
homeostasis (Karpen y Dawson, Hepatology 2015, vol. 61, p. 24-27). De manera
alternativa, el higado puede sintetizar los niveles aumentados de los acidos
biliares para compensar la recirculacion enterohepatica reducida en los
transportadores homocigosos. Ya que el 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).

[0090] Se descubri6 que LBAT regula a la baja en varias formas de lesion

hepatica colestatica y colestasis, mientras que se descubrié que el ASBT regula
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a la baja en una variedad de trastornos gastrointestinales tales como la
enfermedad de Crohn, malabsorcién primaria del acido biliar, enfermedad
intestinal inflamatoria e inflamacion del ileon, pero se regula a la alta en la
colestasis. EI LBAT también funciona como un receptor celular para la entrada
virica del virus de la hepatitis B (VHB) y el virus de la hepatitis D (VHD), que en
cambio es la causa principal de la enfermedad hepatica y el carcinoma
hepatocelular.

[0091] Se investigo la inhibicidn del ASBT por una disminucion de los niveles de
colesterol en el plasma y una mejora en la resistencia a la insulina, asi como el
alivio de la carga del acido biliar hepatico en la enfermedad hepatica colestatica.
Ademas, se descubridé que la inhibicion del ASBT restaura los niveles de insulina
y normoglucemia, y de esta manera determina la inhibicion del ASBT como un
tratamiento prometedor para la diabetes mellitus del tipo 2. Los inhibidores del
ASBT también se usan para el tratamiento del estrefimiento funcional.

[0092] Como ASBT se expresa predominantemente en el ileon (donde a
menudo se denomina IBAT), no es necesario que los inhibidores del ASBT estén
disponibles sistémicamente. Por otro lado, el ASBT también se expresa en las
células de tubulos proximales de los rifilones. Los inhibidores del ASBT que estan
disponibles sistémicamente también pueden inhibir la reabsorcion de los acidos
biliares en los rifiones. Se considera que esto llevaria a un aumento en los
niveles de los acidos biliares en la orina y a un aumento de la eliminacion de los
acidos biliares del cuerpo a través de la orina. Los inhibidores del ASBT
disponibles sistémicamente que ejercen su efecto no solo en el ileon sino
también en los rifiones, se espera que conduzcan a una reduccion mayor de los
niveles de acido biliar que los inhibidores del ASBT no disponibles
sistémicamente que solo ejercen su efecto en el ileon.

[0093] Los compuestos que tienen una alta potencia de inhibicién del ASBT son
particularmente adecuados para el tratamiento de enfermedades hepaticas que

provocan colestasis, tales como colestasis intrahepatica familiar progresiva
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(PFIC), sindrome de Alagilles, atresia biliar y esteatohepatitis no alcohdlica
(EHNA).

[0094] La atresia biliar es una enfermedad hepatica pediatrica rara que implica
un bloqueo parcial o total (o incluso ausencia) de vias biliares grandes. Este
bloqueo o ausencia provoca colestasis que conduce a la acumulacién de los
acidos biliares que dafan el higado. En algunas realizaciones, la acumulacién
de los acidos biliares ocurre en el arbol biliar extrahepatico. En algunas
realizaciones, la acumulacién de los acidos biliares ocurre en el arbol biliar
intrahepatico. El estandar de atencion actual es el procedimiento Kasai, que es
una cirugia que elimina las vias biliares bloqueadas y conecta directamente una
parte del intestino delgado con el higado. Por el momento, no hay tratamientos
con farmacos aprobados para este trastorno.

[0095] En la presente se proporcionan métodos para tratar la atresia biliar en un
sujeto que lo necesita, los métodos que comprenden la administraciéon de una
cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de la formula (I), o una sal
farmacéuticamente aceptable de este. En algunas realizaciones, el sujeto se ha
sometido al procedimiento Kasai antes de la administracion de un compuesto de
la formula (I), o una sal farmacéuticamente aceptable de este. En algunas
realizaciones, se le administra al sujeto un compuesto de la férmula (l), o una sal
farmacéuticamente aceptable de este, antes de someterse al procedimiento
Kasai. En algunas realizaciones, el tratamiento de atresia biliar disminuye el nivel
de acidos biliares en suero en el sujeto. En algunas realizaciones, el nivel de
acidos biliares en suero se determina, por ejemplo, un ensayo enzimatico de
ELISA o los ensayos para la medicion de los acidos biliares totales segun se
describe en Danese et al., PLoS One. 2017, vol. 12(6): e0179200, que se
incorpora como referencia en su totalidad en la presente. En algunas
realizaciones, 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 mas del 90% del nivel de acidos biliares en suero antes de la

administracion de un compuesto de la formula (1), o una sal farmacéuticamente
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aceptable de este. En algunas realizaciones, el tratamiento de atresia biliar
incluye el tratamiento del prurito.

[0096] PFIC es un trastorno genético raro que se calcula que afecta entre uno
de cada 50.000 a 100.000 nifios que nacen en todo el mundo y provoca una
enfermedad hepatica progresiva y potencialmente mortal.

[0097] Una manifestacion del PFIC es el prurito, que a menudo genera una
disminucién severa de la calidad de vida. En algunos casos, el PFIC conduce a
la cirrosis e insuficiencia hepatica. Los tratamientos actuales incluyen la
desviacién biliar externa parcial (PEBD) y trasplante de higado; sin embargo,
estas opciones pueden tener un riesgo sustancial de complicaciones
posquirurgicas, asi como problemas psicoldgicos y sociales.

[0098] Se han identificado tres defectos de genes alternativos que se
correlacionan con tres subtipos de PFIC separados que se conocen como los
tipos 1,2y 3.

[0099] PFIC, tipo 1, que a veces se denomina “enfermedad de Byler”, es
causado por una secrecion biliar defectuosa debido a las mutaciones en el gen
ATP8B1, que codifica para una proteina que ayuda a mantener un equilibrio
adecuado de las grasas conocidas como fosfolipidos en las membranas
celulares de las vias biliares. Un desequilibrio de estos fosfolipidos esta asociado
con la colestasis y niveles elevados de acidos biliares en el higado. Los sujetos
afectados por PFIC, tipo 1 en general desarrollan colestasis durante los primeros
meses de vida y, si ho hay un tratamiento quirurgico, evolucionan a la cirrosis y
enfermedad hepatica en etapa terminal antes de que finalice la primera década
de vida.

[00100] PFIC, tipo 2, que a veces se denomina “sindrome de Byler”, es causado
por una secrecion de sal biliar defectuosa debido a mutaciones en el gen
ABCB11, que codifica para una proteina, conocida como bomba de exportacion
de sal biliar, que lleva a los acidos biliares fuera del higado. Los sujetos con

PFIC, tipo 2 a menudo desarrollan insuficiencia hepatica dentro de los primeros
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afnos de vida y tienen un riesgo elevado de desarrollar un tipo de cancer hepatico
conocido como carcinoma hepatocelular.

[00101] PFIC, tipo 3, que en general se presentan los primeros afnos de la
infancia con colestasis progresiva, es causado por mutaciones en el gen ABCB4,
que codifica para un transportador que mueve los fosfolipidos por las membranas
celulares.

[00102] Ademas, las mutaciones del gen TJP2, el gen NR1H4 o el gen Myo5b
se han propuesto como causas de PFIC. Ademas, algunos sujetos con PFIC no
tienen una mutacion en ninguno de los genes ATP8B1, ABCB11, ABCB4, TJP2,
NR1H4 o Myo5b. En estos casos, se desconoce la causa de la afeccion.
[00103] Las mutaciones ejemplares del gen ATP8B1 o la proteina resultante se
enumeran en las Tablas 2 y 3, con la enumeracion segun la proteina humana
ATP8B1 de tipo natural (p. €j., la SEQ ID N.°: 1) o gen (p. €j., la SEQ ID N.°: 2).
Las mutaciones ejemplares del gen ABCB11 o la proteina resultante se
enumeran en las Tablas 4 y 5, con la enumeracion segun la proteina humana
ABCB11 de tipo natural (p. €j., la SEQ ID N.°: 3) o gen (p. €j., la SEQ ID N.°: 4).
[00104] Como pueden apreciar los expertos en la técnica, una posicién del
aminoacido en una secuencia de proteina de referencia que corresponde a una
posicion del aminoacido especifica en la SEQ ID N.°: 1 o 3 se puede determinar
al alinear la secuencia de proteina de referencia con la SEQ ID N.°: 1 0 3 (p. €j.,
usando un programa de software, tal como ClustalW2). Los cambios en estos
residuos (denominados en la presente como “mutaciones”) pueden incluir una
sola sustitucion de aminoacido o varias, inserciones dentro las secuencias o a
los costados de estas y eliminaciones dentro de las secuencias o a los costados
de estas. Como pueden apreciar los expertos en la técnica, una posicion del
nucledtido en una secuencia de gen de referencia que corresponde a una
posicion del nucledtido especifica en la SEQ ID N.°: 2 0 4 se puede determinar
al alinear la secuencia de gen de referencia con la SEQ ID N.°: 2 o 4 (p. €j.,
usando un programa de software, tal como ClustalW2). Los cambios en estos

residuos (denominados en la presente como “mutaciones”) pueden incluir una
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sola sustitucion de nucleétido o varias, inserciones dentro las secuencias o a los
costados de estas y eliminaciones dentro de las secuencias o a los costados de
estas. Consulte también Kooistra, et al.,, “KLIFS: A structural kinase-ligand
interaction database,” Nucleic Acids Res. 2016, vol. 44, n.° D1, pp. D365-D371,

que se incorpora como referencia en su totalidad en la presente.
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[00105] Secuencia candnica de la proteina de ATP8B1 (la SEQ ID N.°: 1) —
Uniprot ID 043520

[00106] MSTERDSETT FDEDSQPNDE VVPYSDDETE DELDDQGSAV
EPEQNRVNRE AEENREPFRK ECTWQVKAND RKYHEQPHFM NTKFLCIKES
KYANNAIKTY KYNAFTFIPM NLFEQFKRAA NLYFLALLIL QAVPQISTLA
WYTTLVPLLV VLGVTAIKDL VDDVARHKMD KEINNRTCEV IKDGRFKVAK
WKEIQVGDVI RLKKNDFVPA DILLLSSSEP NSLCYVETAE LDGETNLKFK
MSLEITDQYL QREDTLATFD GFIECEEPNN RLDKFTGTLF WRNTSFPLDA
DKILLRGCVI RNTDFCHGLV IFAGADTKIM KNSGKTRFKR TKIDYLMNYM
VYTIFVVLIL LSAGLAIGHA YWEAQVGNSS WYLYDGEDDT PSYRGFLIFW
GYIIVLNTMV PISLYVSVEV IRLGQSHFIN WDLQMYYAEK DTPAKARTTT
LNEQLGQIHY IFSDKTGTLT QNIMTFKKCC INGQIYGDHR DASQHNHNKI
EQVDFSWNTY ADGKLAFYDH YLIEQIQSGK EPEVRQFFFL LAVCHTVMVD
RTDGQLNYQA ASPDEGALVN AARNFGFAFL ARTQNTITIS ELGTERTYNV
LAILDFNSDR KRMSIIVRTP EGNIKLYCKG ADTVIYERLH RMNPTKQETQ
DALDIFANET LRTLCLCYKE IEEKEFTEWN KKFMAASVAS TNRDEALDKV
YEEIEKDLIL LGATAIEDKL QDGVPETISK LAKADIKIWV LTGDKKETAE
NIGFACELLT EDTTICYGED INSLLHARME NQRNRGGVYA KFAPPVQESF
FPPGGNRALI ITGSWLNEIL LEKKTKRNKI LKLKFPRTEE ERRMRTQSKR
RLEAKKEQRQ KNFVDLACEC SAVICCRVTP KQKAMVVDLV KRYKKAITLA
IGDGANDVNM IKTAHIGVGI SGQEGMQAVM SSDYSFAQFR YLQRLLLVHG
RWSYIRMCKF LRYFFYKNFA FTLVHFWYSF FNGYSAQTAY EDWFITLYNV
LYTSLPVLLM GLLDQDVSDK LSLRFPGLYlI VGQRDLLFNY KRFFVSLLHG
VLTSMILFFI PLGAYLQTVG QDGEAPSDYQ SFAVTIASAL VITVNFQIGL
DTSYWTFVNA FSIFGSIALY FGIMFDFHSA GIHVLFPSAF QFTGTASNAL
RQPYIWLTII LAVAVCLLPV VAIRFLSMTI WPSESDKIQK HRKRLKAEEQ
WQRRQQVFRR GVSTRRSAYA FSHQRGYADL ISSGRSIRKK RSPLDAIVAD
GTAEYRRTGD S

[00107] Secuencia canonica de ADN para ATP8B1 (la SEQ ID N.°: 2)
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[00108] ATG AGT ACA GAA AGA GAC TCA GAA ACG ACA TTT GAC GAG
GAT TCT CAG CCT AAT GAC GAA GTG GTT CCC TAC AGT GAT GAT GAA
ACA GAA GAT GAA CTT GAT GAC CAG GGG TCT GCT GTT GAA CCA GAA
CAA AAC CGA GTC AAC AGG GAA GCA GAG GAGAACCGGGAGCCATTC
AGA AAA GAA TGT ACA TGG CAA GTC AAA GCA AAC GAT CGC AAG TAC
CAC GAA CAA CCT CAC TTT ATG AAC ACA AAATTC TTG TGT ATT AAG
GAG AGT AAA TAT GCG AAT AAT GCA ATT AAA ACA TAC AAG TAC AAC
GCA TTT ACC TTT ATA CCA ATG AAT CTG TTT GAG CAG TTT AAG AGA
GCA GCC AAT TTA TAT TTC CTG GCT CTT CTT ATC TTA CAG GCA GTT
CCT CAA ATC TCT ACC CTG GCT TGG TAC ACC ACA CTA GTG CCC CTG
CTT GTG GTG CTG GGC GTC ACT GCA ATC AAA GAC CTG GTG GAC GAT
GTG GCT CGC CAT AAA ATG GAT AAG GAA ATC AAC AAT AGG ACG TGT
GAA GTC ATT AAG GAT GGC AGG TTC AAA GTT GCT AAG TGG AAA GAA
ATT CAA GTT GGA GAC GTC ATT CGT CTG AAA AAA AAT GAT TTT GTT
CCA GCT GAC ATT CTC CTG CTG TCT AGC TCT GAG CCT AAC AGC CTC
TGC TAT GTG GAA ACA GCA GAA CTG GAT GGA GAA ACC AAT TTA AAA
TTT AAG ATG TCA CTT GAA ATC ACA GAC CAG TAC CTC CAA AGA GAA
GAT ACA TTG GCT ACA TTT GAT GGT TTT ATT GAA TGT GAA GAA CCC
AAT AAC AGA CTA GAT AAG TTT ACA GGA ACA CTATTT TGG AGA AAC
ACA AGT TTT CCT TTG GAT GCT GAT AAA ATT TTG TTA CGT GGC TGT
GTA ATT AGG AAC ACC GAT TTC TGC CAC GGC TTA GTC ATT TTT GCA
GGT GCT GAC ACT AAA ATA ATG AAG AAT AGT GGG AAAACC AGATTT
AAA AGA ACT AAA ATT GAT TAC TTG ATG AAC TAC ATG GTT TAC ACG
ATC TTT GTT GTT CTT ATT CTG CTT TCT GCT GGT CTT GCC ATC GGC
CAT GCT TAT TGG GAA GCA CAG GTG GGC AAT TCC TCT TGG TAC CTC
TAT GAT GGA GAA GAC GAT ACA CCC TCC TAC CGT GGA TTC CTC ATT
TTC TGG GGC TAT ATC ATT GTT CTC AAC ACC ATG GTA CCC ATC TCT
CTC TAT GTC AGC GTG GAA GTG ATT CGT CTT GGA CAG AGT CAC TTC
ATC AAC TGG GAC CTG CAA ATG TAC TAT GCT GAG AAG GAC ACA CCC
GCA AAA GCT AGA ACC ACC ACA CTC AAT GAA CAG CTC GGG CAG ATC
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CAT TAT ATC TTC TCT GAT AAG ACG GGG ACA CTC ACA CAA AAT ATC
ATG ACC TTT AAA AAG TGC TGT ATC AAC GGG CAG ATA TAT GGG GAC
CAT CGG GAT GCC TCT CAA CAC AAC CAC AAC AAA ATA GAG CAAGTT
GAT TTT AGC TGG AAT ACA TAT GCT GAT GGG AAG CTT GCA TTT TAT
GAC CAC TAT CTT ATT GAG CAA ATC CAG TCA GGG AAA GAG CCA GAA
GTACGACAGTTC TTC TTC TTG CTC GCA GTT TGC CAC ACA GTC ATG
GTG GAT AGG ACT GAT GGT CAG CTC AAC TAC CAG GCA GCC TCT CCC
GAT GAA GGT GCC CTG GTA AAC GCT GCC AGGAACTTT GGC TTT GCC
TTC CTC GCC AGG ACC CAG AAC ACC ATC ACC ATC AGT GAA CTG GGC
ACT GAA AGG ACT TAC AAT GTT CTT GCC ATT TTG GAC TTC AAC AGT
GAC CGG AAG CGA ATG TCT ATC ATT GTA AGA ACC CCA GAA GGC AAT
ATC AAG CTT TAC TGT AAA GGT GCT GAC ACT GTT ATT TAT GAA CGG
TTA CAT CGA ATG AAT CCT ACT AAG CAA GAA ACA CAG GAT GCC CTG
GAT ATC TTT GCA AAT GAA ACT CTT AGA ACC CTA TGC CTT TGC TAC
AAG GAA ATT GAA GAA AAA GAA TTT ACA GAA TGG AAT AAA AAG TTT
ATG GCT GCC AGT GTG GCC TCC ACC AAC CGG GAC GAA GCT CTG GAT
AAA GTA TAT GAG GAG ATT GAA AAA GAC TTA ATT CTC CTG GGA GCT
ACA GCT ATT GAA GAC AAG CTA CAG GAT GGA GTT CCA GAA ACC ATT
TCA AAA CTT GCA AAA GCT GAC ATT AAG ATC TGG GTG CTT ACT GGA
GAC AAA AAG GAA ACT GCT GAA AAT ATAGGA TTT GCT TGT GAA CTT
CTG ACT GAA GAC ACC ACC ATC TGC TAT GGG GAG GAT ATT AAT TCT
CTT CTT CAT GCA AGG ATG GAA AAC CAG AGG AAT AGA GGT GGC GTC
TAC GCA AAG TTT GCA CCT CCT GTG CAG GAATCT TTT TTT CCA CCC
GGT GGA AAC CGT GCC TTA ATC ATC ACT GGT TCT TGG TTG AAT GAA
ATT CTT CTC GAG AAA AAG ACC AAG AGA AAT AAG ATT CTG AAG CTG
AAG TTC CCA AGA ACA GAA GAA GAA AGA CGG ATG CGG ACC CAAAGT
AAA AGG AGG CTA GAA GCT AAG AAA GAG CAG CGG CAG AAAAACTTT
GTG GAC CTG GCC TGC GAG TGC AGC GCAGTCATC TGC TGC CGC GTC
ACC CCC AAG CAG AAG GCCATG GTG GTG GAC CTG GTG AAG AGG TAC
AAG AAA GCC ATC ACG CTG GCC ATC GGA GAT GGG GCC AAT GAC GTG
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AAC ATG ATC AAA ACT GCC CAC ATT GGC GTT GGA ATA AGT GGA CAA
GAA GGA ATG CAA GCT GTC ATG TCG AGT GAC TAT TCC TTT GCT CAG
TTC CGA TAT CTG CAG AGG CTACTG CTG GTG CAT GGC CGATGG TCT
TAC ATA AGG ATG TGC AAG TTC CTA CGA TAC TTC TTT TAC AAA AAC
TTT GCC TTT ACT TTG GTT CAT TTC TGG TAC TCC TTC TTC AAT GGC
TAC TCT GCG CAG ACT GCA TAC GAG GAT TGG TTC ATC ACC CTC TAC
AAC GTG CTG TAC ACC AGC CTGCCC GTGCTC CTC ATG GGG CTG CTC
GAC CAG GAT GTG AGT GAC AAACTG AGC CTCCGATTC CCT GGG TTA
TAC ATA GTG GGA CAA AGA GAC TTA CTA TTC AAC TAT AAG AGA TTC
TTT GTA AGC TTG TTG CAT GGG GTC CTA ACA TCG ATG ATC CTC TTC
TTC ATA CCT CTT GGA GCT TAT CTG CAA ACC GTA GGG CAG GAT GGA
GAG GCA CCT TCC GAC TAC CAG TCT TTT GCC GTC ACC ATT GCC TCT
GCT CTT GTA ATA ACA GTC AAT TTC CAG ATT GGC TTG GAT ACT TCT
TAT TGG ACT TTT GTG AAT GCT TTT TCA ATT TTT GGA AGC ATT GCA
CTT TAT TTT GGC ATC ATG TTT GAC TTT CAT AGT GCT GGA ATA CAT
GTT CTC TTT CCA TCT GCA TTT CAA TTT ACA GGC ACA GCT TCA AAC
GCT CTG AGA CAG CCA TAC ATT TGG TTA ACT ATC ATC CTG GCT GTT
GCT GTG TGC TTA CTA CCC GTC GTT GCC ATT CGA TTC CTG TCA ATG
ACC ATC TGG CCA TCA GAA AGT GAT AAG ATC CAG AAG CAT CGC AAG
CGG TTG AAG GCG GAG GAG CAG TGG CAG CGA CGG CAG CAG GTG
TTC CGC CGG GGC GTGTCAACGCGG CGC TCGGCCTACGCCTTCTCG
CAC CAGCGG GGC TACGCG GACCTCATCTCCTCC GGG CGC AGCATC
CGC AAG AAG CGC TCG CCG CTT GAT GCC ATC GTG GCG GAT GGC ACC
GCG GAG TAC AGG CGC ACC GGG GACAGC TGA

[00109] Tabla 2. Mutaciones ejemplares de ATP8B1

Posicién del aminoacido 3 (p. ej., T3K)?’

Posicion del aminoacido 23 (p. ej., P23L)°
Posicion del aminoécido 45 (p. ej., N45T)>89

Posicidn del aminoacido 46 (p. ej., R46X)"2°
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Posicién del aminoacido 62 (p. ej., C62R)®
Posicion del aminoacido 63 (p. ej., T63T)*’
Posicién del aminoacido 70 (p. ej., D70N)"6
Posicidn del aminoacido 71 (p. ej., R71H)*
Posicion del aminoacido 78 (p. ej., H78Q)"°
Posicién del aminoacido 82 (p. ej., T82T)*!
Posicién del aminoacido 92 (p. ej., Y92Y)*
Posicidn del aminoacido 93 (p. ej., A93A)°

Posicién del aminoacido 96 (p. ej., A96G)?’

Posicidn del aminoacido 114 (p. ej., E114Q)3

Posicidn del aminoacido 127 (p. ej., L127P8, L127V36)

Posicion del aminoacido 177 (p. ej., T177T)®

Posicidn del aminoacido 179 (p. ej., E179X)%®

A Posicion de los aminoacidos 185-28244

Posicion del aminoacido 197 (p.

&j., G197Lfs*10)Z

Posicion del aminoacido 201 (p.

ej., R201S%7, R201H%®)

Posicion del aminoacido 203 (p.

ej., K203E®8, K203R?, K203fs2%)

Posicion del aminoacido 205 (p.

ej., N205fs®, N205Kfs*23°)

Posicién del aminoacido 209 (p.

ej., P209T)*

Posicion del aminoacido 217 (p.

&j., S217N)?

Posicion del aminoacido 232 (p.

ej., D232D)%

Posicion del aminoacido 233 (p.

ej., G233R)%®

Posicion del aminoacido 243 (p.

6j., L243fs*28)%

Posicion del aminoacido 265 (p.

&j., C265R)%

Posicion del aminoacido 271 (p.

ej., R271X™3, R271R%®)

Posicion del aminoacido 288 (p.

ej., L288S)°

Posicion del aminoacido 294 (p.

gj., L294S)3

Posicién del aminoacido 296 (p.

ej., R296C)"
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Posicion del aminoacido 305 (p.

ej., F305l)28

Posicion del aminoacido 306 (p.

&j., C306R)Z

Posicion del aminoacido 307 (p.

ej., H307L)%

Posicion del aminoacido 308 (p.

ej., G308V, G308D®, G308S%)

Posicion del aminoacido 314 (p.

ej., G314S)™

Posicion del aminoacido 320 (p.

&j., M320Vfs*13)"

Posicion del aminoacido 337 (p.

ej., M337R)™®

Posicion del aminoacido 338 (p.

ej., N338K)™®

Posicion del aminoacido 340 (p.

&j., M340V)™

Posicion del aminoacido 344 (p.

ej., [344F)820

Posicion del aminoacido 349 (p.

gj., 1349T)"

Posicion del aminoacido 358 (p.

&j., G358R)%8

Posicion del aminoacido 367 (p.

ej., G367G)"

Posicion del aminoacido 368 (p.

&j., N368D)*

Posicion del aminoacido 393 (p.

&j., 1393V)Z

Posicion del aminoacido 403 (p.

ej., S403Y)°

Posicion del aminoacido 407 (p.

&j., S407N)™

Posicion del aminoacido 412 (p.

&j., R4A12P)6

Posicion del aminoacido 415 (p.

ej., Q415R)?’

Posicion del aminoacido 422 (p.

ej., D422H)%

Posicion del aminoacido 429 (p.

ej., E429A)°

Posicion del aminoacido 446 (p.

ej., G446R)*1"

Posicion del aminoacido 453 (p.

&j., S453Y)°

Posicion del aminoacido 454 (p.

&j., D454G)°

Posicion del aminoacido 455 (p.

ej., K455N)*

Posicion del aminoacido 456 (p.

ej., T456M38, T456K3)

Posicion del aminoacido 457 (p.

ej., G457GE, G457fs*6%)

Posicion del aminoacido 469 (p.

ej., C469G)*
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Posicidn del aminoacido 478 (p. ej., H478H)*!

Posicion del aminoacido 500 (p. ej., Y500H)®

Posicion del aminoacido 525 (p. €j., R525X)*

A Posicion del aminoacido 5298

Posicion del aminoacido 535 (p. ej., H535L°, H535N*")

Posicién del aminoacido 553 (p. ej., P553P)*

Posicidn del aminoacido 554 (p. ej., D554N"6, D554A3)

A Posicion de los aminoacidos 556-62844

A Posicion de los aminoacidos 559-5633°

Posicién del aminoacido 570 (p. ej., L570L)*

Posicidn del aminoacido 577 (p. ej., I577V)"

Posicion del aminoacido 581 (p. ej., E581K)3

Posicién de los aminoacidos 554 y 581 (p. ej., D554A+E581K)3%

Posicidn del aminoacido 585 (p. ej., E585X)?!

Posicién del aminoacido 600 (p. ej., R600W?4, R600Q°)

Posicién del aminoacido 602 (p. ej., R602X)36

Posicién del aminoacido 628 (p. ej., R628W)8

Posicion del aminoacido 631 (p. ej., R631Q)?8

A Posicion de los aminoacidos 645-6994

Posicion del aminoacido 661 (p. €j., 1661T)"46

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

Posicidn del aminoacido 672 (p. ej., K672fs®, K672Vfs*13%)

Posicidn del aminoacido 674 (p. ej., M674T)"

Posicion de los aminoacidos 78 y 674 (p. ej., H78Q/M674T)"®

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

Posicidn del aminoacido 688 (p. ej., D688G)°

Posicion del aminoacido 694 (p. ej., 1694 TS, 1694N"7)

Posicidn del aminoacido 695 (p. ej., E695K)?’
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Posicion del aminoacido 709 (p.

ej., K709fs8, K709Qfs*4173)

Posicion del aminoacido 717 (p.

ej., TT17NY

Posicion del aminoacido 733 (p.

&j., G733R)S

Posicion del aminoacido 757 (p.

&j., Y757X)’

Posicion del aminoacido 749 (p.

ej., L749P)”

Posicién del aminoacido 792 (p. ej., P792fs)®

A Posicion del aminoacido 795-7976

Posicién del aminoacido 809 (p. ej., I809L)%”

Posicion del aminoacido 814 (p.

&j., KB14N)Z

Posicion del aminoacido 833 (p.

ej., R833Q%, R833W*")

Posicion del aminoacido 835 (p.

ej., K835Rfs*36)%

Posicion del aminoacido 845 (p.

ej., K845fs)?5

Posicion del aminoacido 849 (p.

&j., R849Q)%

Posicion del aminoacido 853 (p.

ej., F853S, F853fs)’

Posicion del aminoacido 867 (p.

ej., R867C', R867fs6, R867H)

Posicion del aminoacido 885 (p.

ej., K885T)

Posicion del aminoacido 888 (p.

ej., T888T)"

Posicion del aminoacido 892 (p.

&j., GB92R)P

Posicién del aminoacido 912 (p.

ej., G912R)%

Posicion del aminoacido 921 (p.

&j., S921S)"

Posicion del aminoacido 924 (p.

ej., Y924C)28

Posicion del aminoacido 930 (p.

ej., R930X, R930Q%)

Posicion del aminoacido 941 (p.

&j., R941X)%

Posicion del aminoacido 946 (p.

ej., RO46T)H

Posicion del aminoacido 952 (p.

ej., R952Q5%%15, R952X°)

Posicion del aminoacido 958 (p.

ej., N958fs)®

POSICION DEL AMINOACIDO 960 (p. €]., A960A)*

A POSICION DEL AMINOACIDO 97143
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POSICION DEL AMINOACIDO 976 (p. €]., A976E*", A976A%)

POSICION DEL AMINOACIDO 981 (p. €j., E981K)?

Posicion del aminoacido 994 (p. €j., S994R)*

Posicion del aminoacido 1011 (p.

&j., L1011fs*18)3

Posicion del aminoacido 1012 (p.

ej., $10121)

Posicion del aminoacido 1014 (p.

&j., R1014X)5-1"

Posicion del aminoacido 1015 (p.

ej., F1015L)7

Posicion del aminoacido 1023 (p.

ej., Q1023fs)t

Posicion del aminoacido 1040 (p.

ej., G1040R)"6

Posicion del aminoacido 1044 (p.

ej., S0144L)%

Posicion del aminoacido 1047 (p.

ej., L1047fs)°

Posicion del aminoacido 1050 (p.

&j., 11050K)3

Posicion del aminoacido 1052 (p.

ej., L1052R)%

Posicion del aminoacido 1095 (p.

&j., W1095X)"

Posicion del aminoacido 1098 (p.

&j., V1098X)3%

Posicion del aminoacido 1131 (p.

&j., Q1131X)™

Posicion del aminoacido 1142 (p.

ej., A1142Tfs*35)%

Posicion del aminoacido 1144 (p.

&j., Y1144Y)%

Posicion del aminoacido 1150 (p.

ej., 11150T)*

Posicion del aminoacido 1152 (p.

&j., A1152T)%

Posicion del aminoacido 1159 (p.

ej., P1159P)%543

Posicion del aminoacido 1164 (p.

&j., R1164X)6

Posicion del aminoacido 1193 (p.

&j., R1193fs*39)%

Posicion del aminoacido 1197 (p.

gj., V1197L)*

Posicion del aminoacido 1208 (p.

ej., A1208fs)®

Posicion del aminoacido 1209 (p.

ej., Y1209Lfs*28)

Posicion del aminoacido 1211 (p.

ej., F1211L)%7

Posicion del aminoacido 1219 (p.

ej., D1219H5, D1219G?)
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Posicidn del aminoacido 1223 (p. ej., S1223S)*

Posicion del aminoacido 1233 (p. ej., P1233P)*

Posicion del aminoéacido 1241 (p. ej., G1241fs)®

Posicidn del aminoacido 1248 (p. ej., T1248T)*3

Mutacion del lugar de corte IVS3+1_+3delGTG®

Mutacion del lugar de corte IVS3-2A>G*

IVS6+5T>G17:25

Mutacion del lugar de corte IVS8+1G>T®

IVS9-G>A%6

IVS12+1G>A%5

Mutacion del lugar de corte IVS17-1G>A8

Mutacién del lugar de corte IVS18+2T>C®

Mutacion del lugar de corte IVS20-4CT>AA

Mutacion del lugar de corte IVS21+5G>A®

Mutacién del lugar de corte IVS23-3C>A®

Mutacién del lugar de corte IVS26+2T>AS

g.24774-42062del*

c.-4C>G*

c.145C>T"2

c.181-72G>A°

c.182-5T>A%

c.182-72G>A%

C.246A>G°®

C.239G>A%°

C.279+1_279+3delGTG*®

c.280-2A>G*

c.625_62715delinsACAGTAAT#6

c.554+122C>T?®




c.555-3T>C?’

c.625+5 G>T*

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

.628-30G>A*"

c.628-31C>T#!

c.698+1G>T46

c.698+20C>T#

c.782-1G>A%

C.782-34G>A%

A795-797

c.782 -1G>A*

c.852A>C?’

c.941-1G>A%

c.1014C>T®

c.1029+35G>A°

c.1221-8C.G*

1226delA™®

c.1429+1G>A%

c.1429+2T7>G"3

c.1429+49G>A%"

c.1430-42A>G*

c.1493T>C"?

c.1587_1589delCTT46

c.1630+2T>G?

c.1631-10T>A*

c.1637-37T>C#

1660 G>A'

1798 C>T™
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1799 G>A™

c.1819-39_41delAA°

c.1819+1G>A%"

c.1820-27G>A"

c.1918+8C>T?

€.1933-1G>AK46

c.2097+2T>C32

c.2097+60T>G*’

c.2097+89T>C*!

c.2097+97T>G*

c.2210-114T>C®

2210delA6

c.2210-45_50dupATAAAA?

c.2285+29C.T#

c.2285+32A>G*!

C.2286-4_2286-3delinsAA%®

C.2418+5G>A%

c.2707+3G>C?%

c.2707+9T>G*

C.2707+43A>G*

€.2709-59T>C*

c.2931+9A>G*

€.2931+59T>A%

C.2932-3C>A%

€.2932+59T>A°

c.2937A>C?’

c.3016-9C>A%

c.3033-3034del?
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3122delTCCTA/
inSACATCGATGTTGATGTTAGG*

3318 G>A™

c.3400+2T>A%

c.3401-175C>T®

c.3401-167C>T?®

c.3401-108C>T?®

c.3531+8G>T915

c.3532-15C>T°

A Fe ex 154

Ex1_Ex13del®

Ex2_Ex6del®

Ex12_Ex14del?’

Exén omitido 2445

del5’UTR-ex18"

c.*11C>T#

c.*1101 + 366G > A’

9.92918del565%

4 bp)*?

Exén que precede GC 16 (p. €j., que da como resultado la eliminacion de

Desplazamiento del marco desde el extremo 5’ del exén 1642

eliminacién de 5’ 1,4 kb*®

[00110] Tabla 3. Mutaciones de ATP8B1 seleccionadas asociadas con

PFIC-1

Posicién del aminoacido 23 (p. ej., P23L)°

Posicion del aminoacido 78

p. €j., H78Q)"?

Posiciéon del aminoacido 93

p. €j., A93A)°

(
(
(
(

Posicién del aminoacido 96 (p. ej., A96G)?’
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Posicion del aminoacido 127 (p.

ej., L127P)°

Posicion del aminoacido 197 (p.

ej., G197Lfs*10)Z

Posicion del aminoacido 205 (p.

&j., N205fs)6

Posicion del aminoacido 209 (p.

ej., P209T)*

Posicion del aminoacido 233 (p.

&j., G233R)3

Posicion del aminoacido 243 (p.

ej., L243fs*28)%

Posicion del aminoacido 288 (p.

ej., L288S)°

Posicion del aminoacido 296 (p.

&j., R296C)"

Posicion del aminoacido 308 (p.

&j., G308V 6)

Posicion del aminoacido 320 (p.

&j., M320Vfs*13)"

Posicion del aminoacido 403 (p.

ej., S403Y)°

Posicion del aminoacido 407 (p.

&j., SA07N)*

Posicion del aminoacido 412 (p.

ej., R412P)°

Posicion del aminoacido 415 (p.

ej., Q415R)?’

Posicion del aminoacido 429 (p.

6j., E429A)°

Posicion del aminoacido 446 (p.

ej., G446R)Y*

Posicion del aminoacido 456 (p.

&j., TA456M)35

Posicion del aminoacido 457 (p.

&j., G457GE, G457fs*6%)

Posicion del aminoacido 500 (p.

&j., Y500H)

Posicion del aminoacido 525 (p.

&j., R525X)

A Posicion del aminoacido 5296

Posicion del aminoacido 535 (p.

ej., H535L)°

Posicion del aminoacido 554 (p.

ej., D554N)16

Posicion del aminoacido 577 (p.

gj., I577V)®

Posicion del aminoacido 585 (p.

ej., E585X)?!

Posicion del aminoacido 600 (p.

&j., R60OW)?

Posicion del aminoacido 602 (p.

&j., R602X)35

Posicién del aminoacido 661 (p.

gj., 1661T)*6
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Posicién del aminoacido 665 (p. ej., E665X)*®

A Posicion de los aminoacidos 645-6994

Posicién del aminoacido 672 (p. ej., K672fs)®

Posicidn del aminoacido 674 (p. ej., M674T)"

Posicion de los aminoacidos 78 y 674 (p. ej., H78Q/M674T)"®

Posicidon del aminoacido 688 (p. ej., D688G)°

Posicidn del aminoacido 694 (p. ej., I694N)"’

Posicidn del aminoacido 695 (p. ej., E695K)?”

Posicién del aminoacido 709 (p. ej., K709fs)®

Posicién del aminoacido 717 (p. ej., T717N)*

Posicidn del aminoacido 733 (p. ej., G733R)°

Posicidn del aminoacido 749 (p. ej., L749P)?'

Posicién del aminoacido 757 (p. ej., Y757X)*

Posicidn del aminoacido 792 (p. ej., P792fs)®

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

Posicidn del aminoacido 853 (p. ej., F853S, F853fs)®

Posicidon del aminoacido 867 (p. ej., R867fs)®

Posicion del aminoacido 892 (p. ej., G892R)®

Posicion del aminoacido 930 (p. ej., R930X®, R952Q"5)

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

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

POSICION DEL AMINOACIDO 981 (p. €j., E981K)?°

Posicidon del aminoacido 994 (p. ej., S994R)*

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

Posicién del aminoacido 1015 (p. ej., F1015L)%"

Posicidn del aminoacido 1023 (p. ej., Q1023fs)®

Posicion del aminoacido 1040 (p. ej., G1040R)"6

Posicién del aminoacido 1047 (p. ej., L1047fs)®
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Posicién del aminoacido 1095 (p. ej., W1095X)"

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

Posicidn del aminoacido 1209 (p. ej., Y1209Lfs*28)*

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

Posicion del aminoacido 1219 (p. ej., D1219H°, D1219G?")

Mutacién del lugar de corte IVS3+1_+3delGTG®

Mutacion del lugar de corte IVS3-2A>G*

IVS6+5T>G!7

Mutacién del lugar de corte IVS8+1G>T®

IVS9-G>A2®

Mutacion del lugar de corte IVS17-1G>A8

Mutacién del lugar de corte IVS18+2T>C®

Mutacion del lugar de corte IVS21+5G>A®

g.24774-42062del*

c.145C>T"2

c.239G>A3%

c.625+5 G>T*

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

c.782 -1G>A*

c.1493T>C"?

c.1630+2T>G?

1660 G>A™

c.2707+3G>C%

c.2097+2T>C??

c.3033-3034del®

3318 G>A™

c.3158+8G>T"

A Fe ex 154
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Ex1_Ex13del®

Ex2_Ex6del3

Ex12_Ex14del?”

del5’'UTR-ex18"

c.*1101 + 366G > A’

4 bp)*?

Exén que precede GC 16 (p. €j., que da como resultado la eliminacion de

Desplazamiento del marco desde el extremo 5’ del exén 1642

[00111] A Una mutacion a ‘X’ denota un codon de detencion temprano
[00112] Referencias paralas Tablas2y 3

[00113] ' Folmer et al., Hepatology. 2009, vol. 50(5), p. 1597-1605.
[00114] 2 Hsu et al., Hepatol Res. 2009, vol. 39(6), p. 625-631.

[00115] 3 Alvarez et al., Hum Mol Genet. 2004, vol. 13(20), p. 2451-2460.

[00116] # Davit-Spraul et al., Hepatology 2010, vol. 51(5), p. 1645-1655.
[00117] ° Vitale et al., J Gastroenterol. 2018, vol. 53(8), p. 945-958.
[00118] ©Klomp et al., Hepatology 2004, vol. 40(1), p. 27-38.

[00119] 7 Zarenezhad et al., Hepatitis Monthly: 2017, vol. 17(2); e43500.
[00120] @ Dixon et al., Scientific Reports 2017, vol. 7, 11823.

[00121] ° Painter et al., Eur J Hum Genet. 2005, vol. 13(4), p. 435-439.

[00122] '° Deng et al., World J Gastroenterol. 2012, vol. 18(44), p. 6504-6509.

[00123] " Giovannoni et al., PLoS One. 2015, vol. 10(12): e0145021.

[00124] "> Li et al., Hepatology International 2017, vol. 11, n.° 1, Supp.

Supplement 1, pp. S180. Numero de resumen: OP284.

[00125] '3 Togawa et al., Journal of Pediatric Gastroenterology y Nutrition 2018,

vol. 67, Supp. Supplement 1, pp. S363. Numero de resumen: 615.

[00126] ' Miloh et al., Gastroenterology 2006, vol. 130, n.° 4, Suppl. 2, pp.
A759-A760. Meeting Info.: Digestive Disease Week Meeting/107th Annual

Meeting of the American-Gastroenterological-Association. Los Angeles, CA,

USA. Mayo de 2019.
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[00127] '° Droge et al., Zeitschrift fur Gastroenterologie 2015, vol. 53, n.° 12.
Numero de resumen: A3-27. Meeting Info: 32. Jahrestagung der Deutschen
Arbeitsgemeinschaft zum Studium der Leber. Dusseldorf, Germani. 22 de enero
de 2016-23 de enero de 2016

[00128] "6 Mizuochi et al., Clin Chim Acta. 2012, vol. 413(15-16), p. 1301-1304.
[00129] "7 Liu et al., Hepatology International 2009, vol. 3, n.° 1, p. 184-185.
Numero de resumen: PE405. Meeting Info: 19th Conference of the Asian Pacific
Association for the Study of the Liver. Hong Kong, China. 13 de febrero de 2009-
16 de febrero de 2009

[00130] "® McKay et al., Version 2. F1000Res. 2013; 2: 32. DOI:
10.12688/f1000research.2-32.v2

[00131] ' Hasegawa et al., Orphanet J Rare Dis. 2014, vol. 9:89.

[00132] 20 Stone et al., J Biol Chem. 2012, vol. 287(49), p. 41139-51.

[00133] 2" Kang et al., J Pathol Transl Med. 16 de mayo de 2019. DOI:
10.4132/jptm.2019.05.03. [Epub antes de impresion]

[00134] 22 Sharma et al., BMC Gastroenterol. 2018, vol. 18(1), p. 107.

[00135] 23 Uegaki et al., Intern Med. 2008, vol. 47(7), p. 599-602.

[00136] 2* Goldschmidt et al., Hepatol Res. 2016, vol. 46(4), p. 306-311.
[00137] 2° Liu et al., J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2010, vol. 50(2), p. 179-183.
[00138] 26 Jung et al., J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2007, vol. 44(4), p. 453-458.
[00139] %7 Bounford. University of Birmingham. Dissertation Abstracts
International, (2016) Vol. 75, n.° 1C. N.° de Orden: AAI10588329. ProQuest
Dissertations & Theses.

[00140] 28 Stolz et al., Aliment Pharmacol Ther. 2019, vol. 49(9), p. 1195-1204.
[00141] 2° Ivashkin et al., Hepatology International 2016, vol. 10, n.° 1, Supp.
SUPPL. 1, pp. S461. Numero de resumen: LBO-38. Meeting Info: 25th Annual
Conference of the Asian Pacific Association for the Study of the Liver, APASL
2016. Tokio, Japon. 20 de febrero de 2016-24 de febrero de 2016

[00142] 30 Blackmore et al., J Clin Exp Hepatol. 2013, vol. 3(2), p. 159-161.
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[00143] 3" Matte et al., J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2010, vol. 51(4), p. 488-
493.

[00144] 32 Squires et al., J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2017, vol. 64(3), p. 425-
430.

[00145] 33 Hayshi et al., EBioMedicine. 2018, vol. 27, p. 187-199.

[00146] 3* Nagasaka et al., J Pediatr Gastroenterol Nutr. 2007, vol. 45(1), p. 96-
105.

[00147] > Wang et al., PLoS One. 2016; vol. 11(4): e0153114.

[00148] 36 Narchi et al., Saudi J Gastroenterol. 2017, vol. 23(5), p. 303-305.
[00149] 37 Alashkar et al., Blood 2015, vol. 126, n.° 23. Meeting Info.: 57th
Annual Meeting of the American-Society-of-Hematology. Orlando, FL, EE. UU.
05 al 08 de diciembre de 2015. Amer Soc Hematol.

[00150] 38 Ferreira et al., Pediatric Transplantation 2013, vol. 17, Supp. SUPPL.
1, pp. 99. Numero de resumen: 239. Meeting Info: IPTA 7th Congress on
Pediatric Transplantation. Varsovia, Polonia. 13 de julio de 2013-16 de julio de
2013.

[00151] 3° Pauli-Magnus et al., J Hepatol. 2005, vol. 43(2), p. 342-357.

[00152] 40 Jericho et al., Journal of Pediatric Gastroenterology and Nutrition
2015, vol. 60(3), p. 368-374.

[00153] 4! van der Woerd et al., PLoS One. 2013, vol. 8(11): e80553.

[00154] #2 Copeland et al., J Gastroenterol Hepatol. 2013, vol. 28(3), p. 560-564.
[00155] “3 Droge et al., J Hepatol. 2017, vol. 67(6), p. 1253-1264.

[00156] “* Chen et al., Journal of Pediatrics 2002, vol. 140(1), p. 119-124.
[00157] 45 Jirsa et al., Hepatol Res. 2004, vol. 30(1), p. 1-3.

[00158] “6 van der Woerd et al., Hepatology 2015, vol. 61(4), p. 1382-1391.
[00159] En algunas realizaciones, la mutacién en ATP8B1 se selecciona de
L127P, G308V, T456M, D554N, F529del, 1661T, E665X, R930X, R952X,
R1014X y G1040R.

[00160] Secuencia candnica de la proteina de ABCB11 (SEQ ID N.°: 3) —
Uniprot ID 095342
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[00161] MSDSVILRSI KKFGEENDGF ESDKSYNNDK KSRLQDEKKG
DGVRVGFFQL FRFSSSTDIW LMFVGSLCAF LHGIAQPGVL LIFGTMTDVF
IDYDVELQEL QIPGKACVNN TIVWTNSSLN QNMTNGTRCG LLNIESEMIK
FASYYAGIAV AVLITGYIQI CFWVIAAARQ IQKMRKFYFR RIMRMEIGWF
DCNSVGELNT RFSDDINKIN DAIADQMALF IQRMTSTICG FLLGFFRGWK
LTLVIISVSP LIGIGAATIG LSVSKFTDYE LKAYAKAGVV ADEVISSMRT
VAAFGGEKRE VERYEKNLVF AQRWGIRKGI VMGFFTGFVW CLIFLCYALA
FWYGSTLVLD EGEYTPGTLV QIFLSVIVGA LNLGNASPCL EAFATGRAAA
TSIFETIDRK PIIDCMSEDG YKLDRIKGEI EFHNVTFHYP SRPEVKILND
LNMVIKPGEM TALVGPSGAG KSTALQLIQR FYDPCEGMVT VDGHDIRSLN
IQWLRDQIGI VEQEPVLFST TIAENIRYGR EDATMEDIVQ AAKEANAYNF
IMDLPQQFDT LVGEGGGQMS GGQKQRVAIA RALIRNPKIL LLDMATSALD
NESEAMVQEV LSKIQHGHTI ISVAHRLSTV RAADTIIGFE HGTAVERGTH
EELLERKGVY FTLVTLQSQG NQALNEEDIK DATEDDMLAR TFSRGSYQDS
LRASIRQRSK SQLSYLVHEP PLAVVDHKST YEEDRKDKDI PVQEEVEPAP
VRRILKFSAP EWPYMLVGSV GAAVNGTVTP LYAFLFSQIL GTFSIPDKEE
QRSQINGVCL LFVAMGCVSL FTQFLQGYAF AKSGELLTKR LRKFGFRAML
GQDIAWFDDL RNSPGALTTR LATDASQVQG AAGSQIGMIV NSFTNVTVAM
IAFSFSWKL SLVILCFFPF LALSGATQTR MLTGFASRDK QALEMVGQIT
NEALSNIRTV AGIGKERRFI EALETELEKP FKTAIQKANI YGFCFAFAQC
IMFIANSASY RYGGYLISNE GLHFSYVFRV ISAVVLSATA LGRAFSYTPS
YAKAKISAAR FFQLLDRQPP ISVYNTAGEK WDNFQGKIDF VDCKFTYPSR
PDSQVLNGLS VSISPGQTLA FVGSSGCGKS TSIQLLERFY DPDQGKVMID
GHDSKKVNVQ FLRSNIGIVS QEPVLFACSI MDNIKYGDNT KEIPMERVIA
AAKQAQLHDF VMSLPEKYET NVGSQGSQLS RGEKQRIAIA RAIVRDPKIL
LLDEATSALD TESEKTVQVA LDKAREGRTC IVIAHRLSTI QNADIIAVMA
QGVVIEKGTH EELMAQKGAY YKLVTTGSPI S

[00162] Secuencia canonica del ADN de ABCB11 (SEQ ID N.°: 4)

[00163] ATG TCT GAC TCAGTAATT CTT CGA AGT ATAAAG AAATTT GGA
GAG GAG AAT GAT GGT TTT GAG TCA GAT AAA TCA TAT AAT AAT GAT
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AAG AAA TCA AGG TTA CAA GAT GAG AAG AAA GGT GAT GGC GTT AGA
GTT GGC TTC TTT CAATTG TTT CGG TTT TCT TCA TCA ACT GAC ATT
TGG CTG ATG TTT GTG GGA AGT TTG TGT GCA TTT CTC CAT GGA ATA
GCC CAG CCA GGC GTG CTACTC ATT TTT GGC ACA ATG ACA GAT GTT
TTT ATT GAC TAC GAC GTT GAG TTA CAA GAA CTC CAG ATT CCA GGA
AAA GCA TGT GTG AAT AAC ACC ATT GTA TGG ACT AAC AGT TCC CTC
AAC CAG AAC ATG ACA AAT GGA ACA CGT TGT GGG TTG CTG AAC ATC
GAG AGC GAA ATG ATC AAATTT GCC AGT TAC TAT GCT GGA ATT GCT
GTC GCA GTA CTT ATC ACA GGA TAT ATT CAAATATGC TTT TGG GTC
ATT GCC GCA GCT CGT CAG ATA CAG AAA ATG AGA AAATTT TAC TTT
AGG AGA ATA ATG AGA ATG GAA ATA GGG TGG TTT GAC TGC AAT TCA
GTG GGG GAG CTG AAT ACA AGA TTC TCT GAT GAT ATT AAT AAA ATC
AAT GAT GCC ATA GCT GAC CAA ATG GCC CTT TTC ATT CAG CGC ATG
ACC TCG ACCATC TGT GGT TTC CTG TTG GGA TTT TTC AGG GGT TGG
AAA CTG ACC TTG GTT ATT ATT TCT GTC AGC CCT CTC ATT GGG ATT
GGA GCA GCC ACC ATT GGT CTG AGT GTG TCC AAG TTT ACG GAC TAT
GAG CTG AAG GCC TAT GCC AAA GCA GGG GTG GTG GCT GAT GAAGTC
ATT TCA TCA ATG AGA ACA GTG GCT GCT TTT GGT GGT GAG AAA AGA
GAG GTT GAA AGG TAT GAG AAA AAT CTT GTG TTC GCC CAG CGT TGG
GGA ATT AGA AAA GGA ATA GTG ATG GGATTC TTT ACT GGA TTC GTG
TGG TGT CTC ATC TTT TTG TGT TAT GCA CTG GCC TTC TGG TAC GGC
TCC ACA CTT GTC CTG GAT GAA GGA GAA TAT ACA CCA GGA ACC CTT
GTC CAG ATT TTC CTC AGT GTC ATA GTA GGA GCT TTA AAT CTT GGC
AAT GCC TCT CCT TGT TTG GAA GCC TTT GCA ACT GGA CGT GCA GCA
GCC ACC AGC ATT TTT GAG ACA ATA GAC AGG AAA CCC ATC ATT GAC
TGC ATG TCA GAA GAT GGT TAC AAG TTG GAT CGA ATC AAG GGT GAA
ATT GAA TTC CAT AAT GTG ACC TTC CAT TAT CCT TCC AGA CCA GAG
GTG AAG ATT CTA AAT GAC CTC AAC ATG GTC ATT AAA CCA GGG GAA
ATG ACA GCT CTG GTA GGA CCC AGT GGA GCT GGA AAA AGT ACA GCA
CTG CAA CTC ATT CAG CGA TTC TAT GAC CCC TGT GAA GGA ATG GTG
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ACC GTG GAT GGC CAT GAC ATT CGC TCT CTT AAC ATT CAG TGG CTT
AGA GAT CAG ATT GGG ATA GTG GAG CAAGAG CCAGTT CTG TTC TCT
ACC ACC ATT GCA GAA AAT ATT CGC TAT GGC AGA GAA GAT GCA ACA
ATG GAA GAC ATA GTC CAA GCT GCC AAG GAG GCC AAT GCC TAC AAC
TTC ATC ATG GAC CTG CCA CAG CAATTT GAC ACC CTT GTT GGA GAA
GGA GGA GGC CAG ATG AGT GGT GGC CAG AAA CAAAGG GTAGCTATC
GCC AGA GCC CTC ATC CGA AAT CCC AAGATT CTG CTT TTG GAC ATG
GCC ACC TCA GCT CTG GAC AAT GAG AGT GAA GCC ATG GTG CAA GAA
GTG CTG AGT AAG ATT CAG CAT GGG CAC ACA ATC ATT TCA GTT GCT
CAT CGC TTG TCT ACG GTC AGA GCT GCA GAT ACC ATC ATT GGT TTT
GAA CAT GGC ACT GCA GTG GAA AGA GGG ACC CAT GAAGAATTACTG
GAA AGG AAA GGT GTT TAC TTC ACT CTA GTG ACT TTG CAA AGC CAG
GGA AAT CAA GCT CTT AAT GAA GAG GAC ATA AAG GAT GCA ACT GAA
GAT GAC ATG CTT GCG AGG ACC TTT AGC AGA GGG AGC TAC CAG GAT
AGT TTA AGG GCT TCC ATC CGG CAA CGC TCC AAG TCT CAG CTT TCT
TAC CTG GTG CAC GAA CCT CCA TTA GCT GTT GTA GAT CAT AAG TCT
ACC TAT GAA GAA GAT AGA AAG GAC AAG GAC ATT CCT GTG CAG GAA
GAA GTT GAA CCT GCC CCA GTT AGG AGG ATT CTG AAATTC AGT GCT
CCAGAATGG CCCTACATG CTG GTAGGG TCT GTG GGT GCA GCT GTG
AAC GGG ACA GTC ACACCC TTG TAT GCC TTT TTATTC AGC CAG ATT
CTT GGG ACT TTT TCA ATT CCT GAT AAA GAG GAA CAA AGG TCA CAG
ATC AAT GGT GTG TGC CTACTT TTT GTA GCA ATG GGC TGT GTA TCT
CTT TTC ACC CAATTT CTA CAG GGA TAT GCC TTT GCT AAA TCT GGG
GAG CTC CTA ACA AAA AGG CTA CGT AAATTT GGT TTC AGG GCA ATG
CTG GGG CAA GAT ATT GCC TGG TTT GAT GAC CTC AGA AAT AGC CCT
GGA GCA TTG ACA ACA AGA CTT GCT ACA GAT GCT TCC CAA GTT CAA
GGG GCT GCC GGC TCT CAG ATC GGG ATG ATA GTC AAT TCC TTC ACT
AAC GTC ACT GTG GCC ATG ATC ATT GCC TTC TCC TTT AGC TGG AAG
CTG AGC CTG GTC ATC TTG TGC TTC TTC CCC TTC TTG GCT TTA TCA
GGA GCC ACA CAG ACCAGGATG TTGACA GGATTT GCC TCT CGA GAT
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AAG CAG GCC CTG GAG ATG GTG GGA CAG ATT ACA AAT GAAGCC CTC
AGT AAC ATC CGC ACT GTT GCT GGA ATT GGA AAG GAG AGG CGG TTC
ATT GAA GCA CTT GAG ACT GAG CTG GAG AAG CCC TTC AAG ACA GCC
ATT CAG AAA GCC AAT ATT TAC GGA TTC TGC TTT GCC TTT GCC CAG
TGC ATC ATG TTT ATT GCG AAT TCT GCT TCC TAC AGA TAT GGA GGT
TAC TTA ATC TCC AAT GAG GGG CTC CAT TTC AGC TAT GTG TTC AGG
GTG ATC TCT GCA GTT GTA CTG AGT GCA ACA GCT CTT GGA AGA GCC
TTC TCT TAC ACC CCA AGT TAT GCA AAA GCT AAA ATA TCA GCT GCA
CGC TTT TTT CAA CTG CTG GAC CGA CAA CCC CCA ATC AGT GTA TAC
AAT ACT GCA GGT GAA AAA TGG GAC AAC TTC CAG GGG AAG ATT GAT
TTT GTT GAT TGT AAA TTT ACA TAT CCT TCT CGA CCT GAC TCG CAA
GTT CTG AAT GGT CTC TCA GTG TCG ATT AGT CCA GGG CAG ACA CTG
GCG TTT GTT GGG AGC AGT GGA TGT GGC AAA AGC ACT AGC ATT CAG
CTG TTG GAA CGT TTC TAT GAT CCT GAT CAA GGG AAG GTG ATG ATA
GAT GGT CAT GAC AGC AAA AAA GTA AAT GTC CAG TTC CTC CGC TCA
AAC ATT GGA ATT GTT TCC CAG GAACCAGTG TTG TTT GCC TGT AGC
ATA ATG GAC AAT ATC AAG TAT GGA GAC AAC ACC AAA GAA ATT CCC
ATG GAA AGA GTC ATA GCA GCT GCA AAA CAG GCT CAG CTG CAT GAT
TTT GTC ATG TCA CTC CCA GAG AAA TAT GAA ACT AAC GTT GGG TCC
CAG GGG TCT CAA CTC TCT AGA GGG GAG AAA CAA CGC ATT GCT ATT
GCT CGG GCC ATT GTA CGA GAT CCT AAA ATC TTG CTA CTA GAT GAA
GCC ACT TCT GCC TTA GAC ACA GAA AGT GAA AAG ACG GTG CAG GTT
GCT CTA GAC AAA GCC AGA GAG GGT CGG ACC TGC ATT GTC ATT GCC
CAT CGC TTG TCC ACC ATC CAG AAC GCG GAT ATC ATT GCT GTC ATG
GCA CAG GGG GTG GTG ATT GAA AAG GGG ACC CAT GAAGAACTG ATG
GCC CAA AAA GGA GCC TAC TAC AAACTA GTC ACC ACT GGA TCC ccCC
ATC AGT TGA

[00164] Tabla 4. Mutaciones ejemplares de ABCB11

Posicidn del aminoacido 1 (p. ej., M1V)?
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Posicidn del aminoéacido 4 (p. ej., S4X)A64

Posicion del aminoacido 8 (p. ej., R8X)8

Posicion del aminoacido 19 (p.

&j., G19R)%

Posiciéon del aminoacido 24

_6j., K24X)%

Posicion del aminoacido 25

_ej., S25X)5.1

Posicion del aminoacido 26

_6j., Y261fs*7)%

Posicién del aminoacido 36 (p. ej., D36D)?’
Posicién del aminoacido 38 (p. ej., K38Rfs*24)"3
Posicién del aminoacido 43 (p. ej., V43I)*’
Posicién del aminoacido 49 (p. ej., Q49X)"3

Posicion del aminoacido 50

_ej., L50S, L5OW)Y’

Posicion del aminoacido 52

_&j., R52W2, R52R%)

Posicidn del aminoacido 56 (p. ej., S56L)%
Posicién del aminoacido 58 (p. ej., D58N)%?
&j., M62K)?
Posicién del aminoacido 66 (p. ej., S66N)"’
Posicién del aminoacido 68 (p. ej., C68Y)*
Posicién del aminoacido 50 (p. ej., L50S)>7
Posicidn del aminoacido 71 (p. ej., L71H)"3
Posicidn del aminoacido 74 (p. €j., I74R)"
Posicién del aminoacido 77 (p. ej., P77A)"3
Posicién del aminoacido 87 (p. ej., T87R)%’

Posicion del aminoacido 90

¢j., FOOF)"27

Posicion del aminoacido 93

_€j., YO3S™, Y93XE8)

Posiciéon del aminoacido 96

. &j., E96X)®

Posicion del aminoacido 97

(p
(p
(p
(p
(p
(p
(p
(p
(p
(p
(p
Posicion del aminoacido 62 (p.
(p
(p
(p
(p
(p
(p
(p
(p
(p
(p
(p

_ej., LO7X)%®

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

Posicidn del aminoacido 107 (p. ej., C107R)3®
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Posicion del aminoacido 112 (p.

gj., 1112T)°

Posicion del aminoacido 114 (p.

ej., W114R)29

Posicion del aminoacido 123 (p.

&j. M123T)¥

Posicion del aminoacido 127 (p.

ej., T127Hfs*6)°

Posicion del aminoacido 129 (p.

gj., C129Y)%

Posicion del aminoacido 130 (p.

&j., G130G)”’

Posicion del aminoacido 134 (p.

gj., 11341)28

Posicion del aminoacido 135 (p.

ej., E135K"13, E135L1")

Posicion del aminoacido 137 (p.

&j., E137K)’

Posicion del aminoacido 157 (p.

ej., Y157C)°

Posicion del aminoacido 161 (p.

&j., C161X)%°

Posicion del aminoacido 164 (p.

gj., V164Gfs*730, V1641%)

Posicion del aminoacido 167 (p.

ej., A167S%, A167V7, A167T%1)

Posicion del aminoacido 181 (p.

ej., R1811)%

Posicion del aminoacido 182 (p.

gj., 1182K)°

Posicion del aminoacido 183 (p.

ej., M183V8, M183T?)

Posicion del aminoacido 185 (p.

&j., M185[)73

Posicion del aminoacido 186 (p.

&j., E186G)2722

Posicion del aminoacido 188 (p.

ej., G188W)7

Posicion del aminoacido 194 (p.

ej., S194P)

Posicion del aminoacido 198 (p.

ej., L198P)

Posicion del aminoacido 199 (p.

&j., N1991fs*15X)®

Posicion del aminoacido 206 (p.

&j., 1206V)2

Posicion del aminoacido 212 (p.

ej., A212T)3

Posicion del aminoacido 217 (p.

ej., M217R)%8

Posicion del aminoacido 225 (p.

ej., T225P)5

Posicion del aminoacido 226 (p.

ej., S226L)°

Posicion del aminoacido 232 (p.

gj., L232Cfs*9)°
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Posicion del aminoacido 233 (p.

ej., L233S)%

Posicion del aminoacido 238 (p.

ej., G238V)27

Posicion del aminoacido 242 (p.

gj., T2421)57

Posicion del aminoacido 245 (p.

gj., 1245Tfs*26)5

Posicion del aminoacido 256 (p.

&j., A256G)°

Posicion del aminoacido 260 (p.

&j., G260D)

Posicion del aminoacido 269 (p.

ej., Y269Y)?

Posicion del aminoacido 277 (p.

ej., A27TE)7

Posicion del aminoacido 283 (p.

ej., E283D)"

Posicidn de los aminoacidos 212 y 283 (p. ej., A212T+E283D)"3

Posicion del aminoacido 284 (p.

ej., V284L73°, V284A7, V284D%)

Posicion del aminoacido 297 (p.

ej., E297G1257 E297K7)

Posicion del aminoacido 299 (p.

ej., R299K)?®

Posicion del aminoacido 303 (p.

ej., R303K8, R303M63 R303fsX32183)

Posicion del aminoacido 304 (p.

&j., Y304X)%

Posicion del aminoacido 312 (p.

ej., Q312H)’

Posicion del aminoacido 313 (p.

ej., R313S)57

Posicion del aminoacido 314 (p.

&j., W314X)5

Posicion del aminoacido 318 (p.

ej., K318Rfs*26)%

Posicion del aminoacido 319 (p.

ej., G319G)

Posicion del aminoacido 327 (p.

ej., G327E)57

Posicion del aminoacido 330 (p.

ej., W330X)?*

Posicion del aminoacido 336 (p.

ej., C336S)27

Posicion del aminoacido 337 (p.

ej., Y337H21 27

Posicion del aminoacido 342 (p.

&j., W342G)%

Posicion del aminoacido 354 (p.

&j., R354X)°

Posicion del aminoacido 361 (p.

ej., Q361X57, Q361R™)

Posicién del aminoacido 366 (p.

ej., V366V28, \/366D%)
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Posicién del aminoacido 368 (p. ej., V368Rfs*27)°

Posicion del aminoacido 374 (p. ej., G374S)3

Posicién del aminoacido 380 (p. ej., L380Wfs*18)°

Posicién del aminoacido 382 (p. ej., A382G)&

A Posicion de los aminoacidos 382-388°

A Posicion de los aminoacidos 383-389%7

Posicidn del aminoacido 387 (p. ej., R387H)°

Posicién del aminoacido 390 (p. ej., A390P)%7

Posicion del aminoacido 395 (p. ej., E395E)?8

Posicidn del aminoacido 404 (p. ej., D404G)°

Posicidn del aminoacido 410 (p. ej., G410D)>7

Posicién del aminoacido 413 (p. ej., L413W)>7

Posicidn del aminoacido 415 (p. ej., R415X)*?

Posicidn del aminoacido 416 (p. ej., 14161)%”

Posicién del aminoacido 420 (p. €j., 1420T)°

Posicidn del aminoacido 423 (p. ej., H423R)"3

Posicion del aminoacido 432 (p. ej., R432T)"27

Posicidn del aminoacido 436 (p. ej., K436N)*0

Posicidn del aminoacido 440 (p. ej., D440E)88

Posicidn del aminoacido 444 (p. ej., V444A)?

Posicion del aminoacido 454 (p. ej., V454 X)*°

Posicidn del aminoacido 455 (p. ej., G455E)°

Posicién del aminoacido 457 (p. ej., S457Vfs*23)88

Posicion del aminoacido 461 (p. ej., K461E)?7

Posicidn del aminoacido 462 (p. ej., S462R )88

Posicidn del aminoacido 463 (p. ej., T4631)%7

Posicién del aminoacido 466 (p. ej., Q466K)>’

Posicion del aminoacido 470 (p. ej., R470Q%7, R470X°)
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Posicion del aminoacido 471 (p.

ej., YAT2X)?

Posicion del aminoacido 472 (p.

ej., YA72C577 Y472X14)

Posicion del aminoacido 473 (p.

ej., D473Q%, D473V)

Posicion del aminoacido 475 (p.

ej., C475X)%°

Posicion del aminoacido 481 (p.

ej., VA4B1E)S7

Posicion del aminoacido 482 (p.

ej., D482G)257

Posicion del aminoacido 484 (p.

ej., H484Rfs*5)°

Posicion del aminoacido 487 (p.

ej., R487H2, R487P%)

Posicion del aminoacido 490 (p.

&j., N490D)57

Posicion del aminoacido 493 (p.

ej., W493X)?

Posicion del aminoacido 496 (p.

ej., D496V

Posicion del aminoacido 498 (p.

ej., 1498T)27

Posicion del aminoacido 499 (p.

ej., GA99E)™

Posicion del aminoacido 501 (p.

&j., V501G)®®

Posicion del aminoacido 504 (p.

&j., E504K)7°

Posicion del aminoacido 510 (p.

ej., T510T)

Posicion del aminoacido 512 (p.

&j., 1512T)57

Posicion del aminoacido 515 (p.

ej., N515T57, N515D54)

Posicion del aminoacido 516 (p.

gj., 1516M)7

Posicion del aminoacido 517 (p.

ej., R517H)57

Posicion del aminoacido 520 (p.

&j., R520X)°

Posicion del aminoacido 523 (p.

ej., A523G)™

Posicion del aminoacido 528 (p.

gj., 1528Sfs*21°, 1528X?°, 1528T73)

Posicion del aminoacido 535 (p.

&j., A535A7, A535X9)

Posicion del aminoacido 540 (p.

ej., F540L)%

Posicion del aminoacido 541 (p.

ej., 1541157, 15417517

Posicion del aminoacido 546 (p.

ej., Q546K39, Q546H73)

Posicion del aminoacido 548 (p.

ej., F548Y)57
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Posicion del aminoacido 549 (p.

ej., D549V)°

Posicion del aminoacido 554 (p.

ej., E554K)?1

Posicion del aminoacido 556 (p.

&j., G556R)7

Posicion del aminoacido 558 (p.

ej., Q558H)2

Posicion del aminoacido 559 (p.

&j., M559T)5

Posicion del aminoacido 562 (p.

ej., G562D57, G56257%)

Posicion del aminoacido 570 (p.

ej., A570T257, A570V29)

Posicion del aminoacido 575 (p.

ej., R575X25, R575Q2")

Posicion del aminoacido 580 (p.

&j., L580P)5

Posicion del aminoacido 586 (p.

&j., T586l)’

Posicion del aminoacido 587 (p.

ej., S587X)7

Posicion del aminoacido 588 (p.

&j., A58BV57, A588P7)

Posicion del aminoacido 591 (p.

ej., N591S)27

Posicion del aminoacido 593 (p.

ej., S593R)27

Posicion del aminoacido 597 (p.

ej., V597V, V597L13)

Posicion del aminoacido 603 (p.

ej., K603K)5

Posicion del aminoacido 609 (p.

ej., HB09Hfs*46)%

Posicion del aminoacido 610 (p.

&j., 1610Gfs*459, 1610757)°

Posicion del aminoacido 615 (p.

ej., H615R)%

Posicion del aminoacido 616 (p.

&j., R616G?8, R616H3)

Posicion del aminoacido 619 (p.

ej., T619A)

Posicion del aminoacido 623 (p.

ej., A623A)%

Posicion del aminoacido 625 (p.

&j., T625Nfs*5)%

Posicion del aminoacido 627 (p.

ej., 1627T)

Posicion del aminoacido 628 (p.

&j., G628Wfs*3)7

Posicion del aminoacido 636 (p.

&j., E636G)?

Posicion del aminoacido 648 (p.

ej., G648Vfs*6°, G648V0)

Posicion del aminoacido 655 (p.

ej., T655l)7
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Posicion del aminoacido 669 (p.

gj., 1669V)%

Posicion del aminoacido 676 (p.

&j., D676Y)'

Posicion del aminoacido 677 (p.

&j., M677V)" 3

Posicion del aminoacido 679 (p.

ej., AB79V)5

Posicion del aminoacido 685 (p.

&j., GB85W)E0

Posicion del aminoacido 696 (p.

&j., R696W27, R696Q%®)

Posicion del aminoacido 698 (p.

ej., R698H"%, R698K®', R698C88)

Posicion del aminoacido 699 (p.

&j., S699P)°

Posicion del aminoacido 701 (p.

&j., S7T01P)3

Posicion del aminoacido 702 (p.

gj., Q702X)%

Posicion del aminoacido 709 (p.

&j., ET09K)’

Posicion del aminoacido 710 (p.

&j., P7T10P)

Posicion del aminoacido 712 (p.

ej., L712L)%8

Posicion del aminoacido 721 (p.

&j., Y721C)®

Posicion del aminoacido 729 (p.

&j., D724N)%®

Posicion del aminoacido 731 (p.

ej., P731S)3

Posicion del aminoacido 740 (p.

ej., P740Qfs*6)"?

Posicion del aminoacido 758 (p.

&j., G758R)°

Posicién del aminoacido 766 (p.

ej., G7T66R)>24

Posicion del aminoacido 772 (p.

ej., Y7T72X)5

Posicion del aminoacido 804 (p.

ej., ABO4A)

Posicion del aminoacido 806 (p.

ej., G80BD*, GB06G)

Posicion del aminoacido 809 (p.

&j., SB09F)?

Posicion del aminoacido 817 (p.

&j., GB17G)E®

Posicion del aminoacido 818 (p.

ej., Y818F)

Posicion del aminoacido 824 (p.

&j., G824E)*

Posicion del aminoacido 825 (p.

&j., G825G)7

Posicion del aminoacido 830 (p.

&j., R830Gfs*28)73
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Posicion del aminoacido 832 (p.

ej., R832C7-%5, R832H%1)

Posicion del aminoacido 842 (p.

&j., D842GY

Posicion del aminoacido 848 (p.

&j., D848N)™

Posicion del aminoacido 855 (p.

ej., G855R)

Posicion del aminoacido 859 (p.

&j., T859R)57

Posicion del aminoacido 865 (p.

&j., A8B5V)Z

Posicion del aminoacido 866 (p.

ej., S866A)

Posicion del aminoacido 868 (p.

ej., V868D)7

Posicion del aminoacido 869 (p.

&j., Q869P)"

Posicion del aminoacido 875 (p.

gj., Q875X)"

Posicion del aminoacido 877 (p.

ej., GB77TR)%

Posicion del aminoacido 879 (p.

&j., 1879R)%

Posicion del aminoacido 893 (p.

ej., AB93V)

Posicion del aminoacido 901 (p.

ej., S901R™, S901173)

Posicion del aminoacido 903 (p.

&j., V903G)5

A Posicion del aminoacido 91912

Posicion del aminoacido 923 (p.

ej., T923P)27

Posicion del aminoacido 926 (p.

ej., A926P)27

Posicion del aminoacido 928 (p.

ej., R928X'5, R928Q%)

Posicion del aminoacido 930 (p.

ej., K930X°, K930Efs*79%10, K930Efs*4926)

Posicion del aminoacido 931 (p.

ej., Q931P)7

Posicion del aminoacido 945 (p.

ej., S945N)¥’

Posicion del aminoacido 948 (p.

ej., R948C)57%8

Posicion del aminoacido 958 (p.

&j., R958Q)%

Posicidn del aminoacido 969 (p. ej., K969K)&

A Posicion de los aminoacidos 969-972°

Posicién del aminoacido 973 (p. €j., T9731)>7

Posicidn del aminoacido 976 (p. ej., Q976R5%8, Q976X8)
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Posicién del aminoacido 979 (p. ej., N979D)%’

Posicién del aminoacido 981 (p. ej., Y981Y)?8

Posicién del aminoacido 982 (p. ej., G982R)%>7

Posicidn de los aminoacidos 444 y 982 (p. €j., V444A+G982R)38

Posicién del aminoacido 995 (p. ej., A995A)28

Posicion del aminoacido 1001 (p.

&j., R1001R)?

Posicion del aminoacido 1003 (p.

ej., G1003R)%

Posicion del aminoacido 1004 (p.

ej., G1004D)27

Posicion del aminoacido 1027 (p.

&j., S1027R)?

Posicion del aminoacido 1028 (p.

ej., A1028A7-1088 A1028E®)

Posicion del aminoacido 1029 (p.

&j., T1029K)5

Posicion del aminoacido 1032 (p.

&j., G1032R)™2

Posicion del aminoacido 1041 (p.

ej., Y1041X)°

Posicion del aminoacido 1044 (p.

ej., A1044P)88

Posicion del aminoacido 1050 (p.

&j., R1050C)2757

Posicion del aminoacido 1053 (p.

ej., Q1053X)57

Posicion del aminoacido 1055 (p.

&j., L1055P)%

Posicion del aminoacido 1057 (p.

&j., R1057X2, R1057Q%)

Posicion del aminoacido 1058 (p. ej., Q1058Hfs*38% Q1058fs*3817, Q1058X"3)

Posicion del aminoacido 1061 (p.

&j., 11061Vfs*34)?

Posicion del aminoacido 1083 (p.

&j., C1083Y)¥

Posicion del aminoacido 1086 (p.

ej., T1086T)%

Posicion del aminoacido 1090 (p.

&j., R1090X)2°

Posicion del aminoacido 1099 (p.

&j., L1099Lfs*38)%

Posicion del aminoacido 1100 (p.

ej., S1100Qfs*38)™

Posicion del aminoacido 1110 (p.

&j., A1T10E)57

Posicion del aminoacido 1112 (p.

ej., V1112F)70

Posicion del aminoacido 1116 (p.

ej., G1116R’, G1116F°17, G1116E3)
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Posicion del aminoacido 1120 (p.

&j., ST120N)%8

Posicion del aminoacido 1128 (p.

ej., R1128H27, R1128C5":13)

Posicion del aminoacido 1131 (p.

ej., D1131V)?7

Posicion del aminoacido 1144 (p.

&j., S1144R)

Posicion del aminoacido 1147 (p.

gj., V1147X)

Posicion del aminoacido 1153 (p.

ej., R1153C257, R1153H?)

Posicion del aminoacido 1154 (p.

&j., S1154P)57

Posicion del aminoacido 1162 (p.

ej., E1162X)%

A Posicidon del aminoacido 116588

Posicion del aminoacido 1164 (p.

&j., V1164Gfs*7)

Posicion del aminoacido 1173 (p.

ej., N1173D)%’

Posicion del aminoacido 1175 (p.

&j., K1175T)%8

Posicion del aminoacido 1186 (p.

ej., E1186K)’

Posicion del aminoacido 1192 (p.

ej., A1192Efs*50)°

Posicion del aminoacido 1196 (p.

&j., Q1196X)88

Posicion del aminoacido 1197 (p.

&j., L1197GY

Posicion del aminoacido 1198 (p.

ej., H1198R)?’

Posicion del aminoacido 1204 (p.

&j., L1204P)B8

Posicion del aminoacido 1208 (p.

ej. Y1208C)™

Posicion del aminoacido 1210 (p.

ej., T1210P>7, T1210F%7)

Posicion del aminoacido 1211 (p.

ej., N1211D)

Posicion del aminoacido 1212 (p.

ej., V1212F)3

Posicion del aminoacido 1215 (p.

&j., Q1215X)°

Posicion del aminoacido 1221 (p.

gj., R1221K)%®

Posicion del aminoacido 1223 (p.

ej., E1223D)

Posicion del aminoacido 1226 (p.

ej., R1226P)7

Posicion del aminoacido 1228 (p.

ej., A1228V)

Posicion del aminoacido 1231 (p.

gj., R1231W>7, R1231Q%)
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Posicion del aminoacido 1232 (p.

ej., A1232D)"

Posicion del aminoacido 1235 (p.

&j., R1235X)5.2

Posicion del aminoacido 1242 (p.

&j., L12421)57

Posicion del aminoacido 1243 (p.

ej., D1243G)%

Posicion del aminoacido 1249 (p.

gj., L1249X)7

Posicion del aminoacido 1256 (p.

&j., T1256fs*1296)8

Posicion del aminoacido 1268 (p.

ej., R1268Q)27

Posicion del aminoacido 1276 (p.

&j., R1276H)%

Posicion del aminoacido 1283 (p.

ej., A1283A%8, A1283V88)

Posicion del aminoacido 1292 (p.

gj., G1292V)7

Posicion del aminoacido 1298 (p.

&j., G1298R)°

Posicion del aminoacido 1302 (p.

&j., E1302X)°

Posicion del aminoacido 1311 (p.

&, Y1311X)5

Posicion del aminoacido 1316 (p.

ej., T1316Lfs*64)'

Posicion del aminoacido 1321 (p.

&j., S1321N)¥’

Intron 4 ((+3)A>C)’

IVS4-74A>T89

Mutacion del lugar de corte 3’ Intrén 5 ¢.3901G>A3

Mutacién del lugar de corte 5; Intron 7 ¢.6111G>A°

Mutacion del lugar de corte IVS7+1G>A™

IVS7+5G>A%0

IVS8+1G>C’®6

Mutacion del lugar de corte 5’ Intron 9 ¢.9081delG®

Mutacion del lugar de corte 5’ Intrén 9 ¢.9081G>T?

Mutacion del lugar de corte 5’ Intrén 9 ¢.9081G>A5

Mutacién del lugar de corte IVS9+1G>T™

Mutacion del lugar de corte 3’ Intrén 13 ¢.143513_1435-8del®

Mutacion del lugar de corte 1VS13del-137-8"




Mutacion del lugar de corte 3’ Intron 16 ¢.20128T>G°

Mutacion del lugar de corte IVS16-8T>G'

Mutacion del lugar de corte 5’ Intron 18 ¢.21781G>T°

Mutacién del lugar de corte 5’ Intrén 18 ¢.21781G>A°

Mutacion del lugar de corte 5 Intrén 18 ¢.21781G>C°

Mutacion del lugar de corte 3’ Intrén 18 ¢.21792A>G?

Mutacién del lugar de corte IVS18+1G>A™

Mutacién del lugar de corte 5’ Intrén 19 ¢.2343+1G>T?

Mutacion del lugar de corte 5’ Intrén 19 ¢.2343+2T>C>

Mutacién del lugar de corte IVS19+2T>C"*

Mutacion del lugar de corte IVS19+1G>A??

Mutacion del lugar de corte 3’ Intrén 21 ¢.26112A>T®

IVS22+3A>G8°

IVS 23-8 G-A%®

IVS24+5G>A>"

Mutacién del lugar de corte 5’ Intrén 24 ¢.32131delG®

IVS35-6C>G8?

Mutacion de corte putativo 1198-1G>C"”

Mutacion de corte putativo 1810-3C>G"”

Mutacién de corte putativo 2178+1G>A"

Mutacioén de corte putativo 2344-1G>T"7

Mutacion de corte putativo ¢.2611-2A>T39

Mutacién de corte putativo 3213+1_3213+2delinsA'’

C.-24C>A%T

c.76 13 G>T®

C.77-19T>A52

c.90_93delGAAAT™

C.124G>A5°
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c.150 +3 A>C"0

174C>T>

c.245T>C?

c.249_250insT"8

270T>C%

402C>T>

585G>C>

c.611+1G>A7"0

c.611+4A>G3¢

c.612-15_-6del10bp®®

c.625A>C?

C.627+5G>T31

c.625A>C/c.627+5G>T3!

696G>T>*

c. 784+1G>C*°

807T>C>

c.886C>T3"

c.890A>G®®

c.908+1G>A5"

c.908+5G>A55

.908delG>°

c.909-15A>G5®

957A>G%

c.1084-2A>G>’

eliminacion de 1145 1 bp®

1281C>T5457

c.1309-165C > T'°

c.1434 + 174G > A™®
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c.1434 +70C > T"

c.1530C>A%"

c.1587-1589delCTT3!

c.1621A>C33°°

c.1638+32T>C®®

c.1638+80C>T®®

1671C>T5

1791G>T>

1939delA™

c.2075+3A>G"3

c.2081T>A3"

c.2093G>A5

2098delA'®

c.2138-8T>G*®"

2142A>G>

C.2178+1G>T36.39

c.2179-17C>A%®

€.2344-157T>G56

c.2344-17T>C56

C.2417G>A"8

c.2541delG?®"

c.2620C>T3233

c.2815-8A>G"®

c.3003A>G¥"

c.3084A>G48:54

c.3213 +4 A>GY%7

c.3213 +5 G>A?

c.3268C>T"®
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3285A>G>

c.3382C>T"®

3435A>G>
c.3491delT"2

c.3589C>T*7

c.3765(+1 +5)del5%
C.3766-34A>GE6

c.3767-3768insC"®

c.3770delA®”
c.3826C>T"2

c.3846C>T%7

c.3929delG®”
Cc.*236A>G*®0

1145delC?®

Ex13_Ex17del®?

[00165] Tabla 5. Mutaciones de ABCB11 seleccionadas asociadas con
PFIC-2

Posicion del aminoacido 1 (p. €j., M1V)?

Posicidn del aminoéacido 4 (p. ej., S4X)8

Posicién del aminoacido 19 (p. ej., G19R)%®

Posicion del aminoacido 25 (p. ej., S25X)'4

Posicién del aminoacido 26 (p. ej., Y26Ifs*7)38

Posicién del aminoacido 50 (p. €j., L50S)"%7

Posicion del aminoécido 52 (p. ej., R52W)?%®
Posicidn del aminoacido 58 (p. ej., D58N)%?
Posicién del aminoacido 62 (p. ej., M62K)?
Posicion del aminoacido 66 (p. ej., S66N)'”
Posicién del aminoacido 68 (p. ej., C68Y)*
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Posicidn del aminoacido 93 (p. €j., Y93S)"3

Posicion del aminoacido 101 (p.

&j., Q101Dfs*8)?

Posicion del aminoacido 107 (p.

&j., C107R)%®

Posicion del aminoacido 112 (p.

gj., 1112T)°

Posicion del aminoacido 114 (p.

ej., W114R)29

Posicion del aminoacido 129 (p.

gj., C129Y)%

Posicion del aminoacido 135 (p.

ej., E135K13, E135L"7)

Posicion del aminoacido 167 (p.

ej., A167V7, A167T917)

Posicion del aminoacido 182 (p.

gj., 1182K)°

Posicion del aminoacido 183 (p.

ej., M183V8, M183T?)

Posicion del aminoacido 225 (p.

ej., T225P)5

Posicion del aminoacido 226 (p.

ej., S226L)°

Posicion del aminoacido 232 (p.

gj., L232Cfs*9)°

Posicion del aminoacido 233 (p.

&j., L233S)86

Posicion del aminoacido 238 (p.

&j., G238V)27

Posicion del aminoacido 242 (p.

gj., T2421)

Posicion del aminoacido 245 (p.

&j., 1245Tfs*26)5

Posicion del aminoacido 256 (p.

&j., A256G)?

Posicion del aminoacido 260 (p.

ej., G260D)%’

Posicion del aminoacido 284 (p.

ej., V284L)

Posicion del aminoacido 297 (p.

ej., E297G)27

Posicion del aminoacido 303 (p.

ej., R303K8, R303M®3, R303fsX32183)

Posicion del aminoacido 304 (p.

&j., Y304X)%

Posicion del aminoacido 312 (p.

&j., Q312HY

Posicion del aminoacido 313 (p.

ej., R313S)’

Posicion del aminoacido 314 (p.

ej., W314X)5

Posicion del aminoacido 318 (p.

ej., K318Rfs*26)%°

Posicién del aminoacido 327 (p.

ej., G327E)
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Posicion del aminoacido 330 (p.

ej., V330X)?*

Posicion del aminoacido 336 (p.

&j., C336S)27

Posicion del aminoacido 337 (p.

&j., Y337H)?

Posicion del aminoacido 342 (p.

gj., W342G)%

Posicion del aminoacido 354 (p.

&j., R354X)°

Posicion del aminoacido 361 (p.

&j., Q361X)5

Posicion del aminoacido 366 (p.

ej., V366D)%

Posicion del aminoacido 386 (p.

&j., G386X)*

A Posicion de los aminoacidos 383-3895%7

Posicion del aminoacido 387 (p.

ej., R387H)?

Posicion del aminoacido 390 (p.

ej., A390P)’

Posicion del aminoacido 410 (p.

&j., G410D)

Posicion del aminoacido 413 (p.

ej., LA13W)’

Posicion del aminoacido 415 (p.

&j., R415X)*2

Posicion del aminoacido 420 (p.

&j., 1420T)°

Posicion del aminoacido 454 (p.

ej., VA54X)%

Posicion del aminoacido 455 (p.

&j., G455E)°

Posicion del aminoacido 461 (p.

&j., K4G1E)27

Posicion del aminoacido 463 (p.

ej., T4631)

Posicion del aminoacido 466 (p.

&j., Q466K)7

Posicion del aminoacido 470 (p.

ej., R470Q7, R470X®)

Posicion del aminoacido 472 (p.

ej., YA7T2X™ Y472C7)

Posicion del aminoacido 475 (p.

&j., C475X)2°

Posicion del aminoacido 481 (p.

ej., VAB1E)’

Posicion del aminoacido 482 (p.

ej., D482G )27

Posicion del aminoacido 484 (p.

ej., H484Rfs*5)?

Posicion del aminoacido 487 (p.

ej., R487H2, R4BTP3)

Posicion del aminoacido 490 (p.

ej., N490D)’
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Posicion del aminoacido 493 (p.

ej., W493X)?

Posicion del aminoacido 498 (p.

&j., 1498T)

Posicion del aminoacido 501 (p.

&j., V501G)e

Posicion del aminoacido 512 (p.

gj., 1512T)

Posicion del aminoacido 515 (p.

ej., N515T7, N515D%4)

Posicion del aminoacido 516 (p.

gj., 1516M)"7

Posicion del aminoacido 517 (p.

ej., R517H)

Posicion del aminoacido 520 (p.

&j., R520X)%7

Posicion del aminoacido 523 (p.

&j., A523G)"

Posicion del aminoacido 528 (p.

gj., 1528X)°

Posicion del aminoacido 540 (p.

ej., F540L)%

Posicion del aminoacido 541 (p.

ej., 154117, 1541T17)

Posicion del aminoacido 548 (p.

ej., F548Y)

Posicion del aminoacido 549 (p.

ej., D549V)°

Posicion del aminoacido 554 (p.

&j., E554K)?1

Posicion del aminoacido 559 (p.

&j., M559T)5

Posicion del aminoacido 562 (p.

ej., G562D)’

Posicion del aminoacido 570 (p.

ej., A570T7, A570V)

Posicion del aminoacido 575 (p.

ej., R575X2, R575Q2")

Posicion del aminoacido 588 (p.

ej., A588V)’

Posicion del aminoacido 591 (p.

&j., N591S)%.17

Posicion del aminoacido 593 (p.

ej., S593R)27

Posicion del aminoacido 597 (p.

ej., V597V, V597L13)

Posicién de los aminoacidos 591 y 597 (p. ej., N591S+V597V)?

Posicion del aminoacido 603 (p.

ej., K603K)5

Posicion del aminoacido 609 (p.

&j., HB09Hfs*46)%

Posicion del aminoacido 610 (p.

&j., I610Gfs*45)?

Posicién del aminoacido 615 (p.

ej., H615R)%
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Posicidn del aminoacido 625 (p. ej., T625Nfs*5)%6

Posicion del aminoacido 627 (p. €j., 1627T)’

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

Posicidn del aminoacido 669 (p. ej., 1669V)%®

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

Posicién de los aminoacidos 112y 698 (p. €j., 1112T+R698H)°

Posicién del aminoacido 699 (p. ej., S699P)°

Posicidn del aminoacido 766 (p. ej., G766R)?*

Posicién del aminoacido 806 (p. ej., GB06G)>°

Posicidn del aminoacido 824 (p. ej., G824E)*?

Posicién del aminoacido 832 (p. ej., R832C"?6, R832H*")

Posicidn del aminoacido 842 (p. ej., D842G)?

Posicién del aminoacido 859 (p. ej., T859R)’

Posicidn del aminoacido 865 (p. ej., A865V)*

Posicion del aminoéacido 877 (p. ej., G877R)%®

Posicidn del aminoacido 893 (p. ej., A893V)%’

Posicidn del aminoacido 901 (p. ej., S901R)"’

Posicién del aminoacido 903 (p. ej., V903G)*’

A Posicion del aminoacido 91912

Posicion del aminoacido 928 (p. ej., R928X)!521

Posicion del aminoacido 930 (p. ej., K930Efs*79'°, KO30Efs*4926)

Posicidn del aminoacido 948 (p. ej., R948C)":%6

Posicidn del aminoacido 979 (p. ej., N979D)’

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

Posicidn de los aminoacidos 444 y 982 (p. €j., V444A+G982R)38

Posicién del aminoacido 1001 (p. ej., R1001R)®

Posicién del aminoacido 1003 (p. ej., G1003R)?*

Posicién del aminoacido 1004 (p. ej., G1004D)>’
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Posicion del aminoacido 1027 (p.

ej., S1027R)%

Posicion del aminoacido 1028 (p.

ej., A1028A)1

Posicion del aminoacido 1032 (p.

&j., G1032R)™2

Posicion del aminoacido 1041 (p.

ej., Y1041X)°

Posicion del aminoacido 1050 (p.

&j., R1050C)

Posicion del aminoacido 1053 (p.

&j., Q1053X)57

Posicion del aminoacido 1055 (p.

ej., L1055P)%

Posicion del aminoacido 1057 (p.

&j., R1057X)?

Posicion del aminoacido 1058 (p.

ej., Q1058Hfs*38°% Q1058fs*387)

Posicion del aminoacido 1061 (p.

ej., 11061Vfs*34)°

Posicion del aminoacido 1083 (p.

ej., C1083Y)¥

Posicion del aminoacido 1090 (p.

&j., R1090X)?

Posicion del aminoacido 1099 (p.

ej., L1099Lfs*38)2°

Posicion del aminoacido 1100 (p.

ej., S1100Qfs*38)™

Posicion del aminoacido 1110 (p.

&j., A1110E)

Posicion del aminoacido 1116 (p.

ej., G1116R’, G1116F°17, G1116E3)

Posicion del aminoacido 1128 (p.

ej., R1128C)7 13

Posicion del aminoacido 1131 (p.

&j., D1131V)27

Posicion del aminoacido 1144 (p.

&j., S1144R)

Posicion del aminoacido 1153 (p.

ej., R1153C27, R1153H7-%)

Posicion del aminoacido 1154 (p.

ej., S1154P)’

Posicion del aminoacido 1173 (p.

ej., N1173D)%’

Posicion del aminoacido 1192 (p.

ej., A1192Efs*50)°

Posicion del aminoacido 1198 (p.

ej., H1198R)?

Posicion del aminoacido 1210 (p.

ej., T1210P7, T1210F%)

Posicion del aminoacido 1211 (p.

ej., N1211DY’

Posicion del aminoacido 1212 (p.

ej., V1212F)%

Posicion del aminoacido 1231 (p.

ej., R1231W’, R1223Q7)
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Posicidn del aminoacido 1232 (p. ej., A1232D)"

Posicién del aminoacido 1235 (p. ej., R1235X)'?

Posicion del aminoacido 1242 (p. ej., L1242l)’

Posicién del aminoacido 1256 (p. ej., T1256fs*1296)83

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

Posicion del aminoacido 1302 (p. ej. E1302X)%”

Posicién del aminoacido 1311 (p. €j., Y1311X)%7

Posiciéon del aminoacido 1316 (p. ej., T1316Lfs*64)"

Intrén 4 ((+3)A>C)’

Mutacion del lugar de corte IVS7+1G>A

IVS8+1G>C76

Mutacién del lugar de corte IVS9+1G>T™

Mutacion del lugar de corte 1VS13del-137-8"4

Mutacion del lugar de corte IVS16-8T>G'

Mutacion del lugar de corte IVS18+1G>A™

Mutacién del lugar de corte IVS19+2T>C'*

IVS 23-8 G-A%®

IVS24+5G>A>"

Mutacion de corte putativo 1198-1G>C"”

Mutacién de corte putativo 1810-3C>G"

Mutacioén de corte putativo 2178+1G>A"

Mutacion de corte putativo 2344-1G>T"

Mutacién de corte putativo 3213+1_3213+2delinsA'’

c.-24C>A"8

c.76 13 G>T®

C.77-19T>A52

c.90_93delGAAAT™

C.124G>A5°
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c.150 +3 A>C"0

c.249 250insT"®

c.611+1G>A8

c.611+4A>G3¢

c.612-15_-6del10bp®

c.625A>C31

c.627+5G>T3!

C.625A>C/c.627+5G>T

c.886C>T?!

c.890A>G>°

c.908+1G>A%

c.908+5G>A%®

c.908delG%°

eliminacion de 1273 1 bp®"

c.1084-2A>G5

c.1445A>G>°

c.1587-1589delCTT?"

c.1621A>C>®

1939delA™

c.2081T>A%

2098delA™®

C.2343+1 G>T

c.2178+1G>T3¢

c.2417G>A"8

€.2620C>T32

c.2815-8A>G"®

c.3003A>G¥

c.3213 +4 A>G%%7
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c.3213 +5 G>A?
c.3268C>T"°
c.3382C>T"®
c.3765(+1 +5)del5%
c.3767-3768insC®
1145delC?
Ex13_Ex17del®2

[00166] » Una mutacion a ‘X’ denota un codon de detencion temprano
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[00260] Se proporcionan los métodos para tratar PFIC (p. €j., PFIC-1y PFIC-2)
en un sujeto que incluyen realizar un ensayo en una muestra obtenida del sujeto
para determinar si el sujeto tiene una mutacion asociada con PFIC (p. ej., a
ATP8B1, ABCB11, ABCB4, TJP2, NR1H4 o Myo5b mutacién), y administrar
(p. €j., administrar de forma especifica o selectiva) una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto de la férmula (I), o una sal
farmacéuticamente aceptable de este, al sujeto que tiene la determinacién de

tener una mutacién asociada con PFIC. En algunas realizaciones, la mutacién
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es una mutaciéon ATP8B1 o ABCB11. Por ejemplo, se proporciona una mutacién
en cualesquiera de las Tablas 1-4. En algunas realizaciones, la mutacion en
ATP8B1 se selecciona de L127P, G308V, T456M, D554N, F529del, 1661T,
E665X, R930X, R952X, R1014X y G1040R. En algunas realizaciones, la
mutacion en ABCB11 se selecciona de A167T, G238V, V284L, E297G, R470Q,
R470X, D482G, R487H, A570T, N591S, A865V, G982R, R1153C y R1268Q.

[00261] También se proporcionan los métodos para tratar PFIC (p. ej., PFIC-1
y PFIC-2) en un sujeto que lo necesita, el método que comprende: (a) detectar
una mutaciéon asociada con PFIC (p.ej.,, una mutacion ATP8B1, ABCB11,
ABCB4, TJP2, NR1H4 o Myo5b) en el sujeto; y (b) administrar al sujeto una
cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de la formula (I), o una sal
farmacéuticamente aceptable de este. En algunas realizaciones, los métodos
para tratar PFIC pueden incluir una cantidad terapéuticamente efectiva de un
compuesto de la formula (l), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, a
un sujeto que tiene una mutacion asociada con PFIC (p. ej., una mutacion
ATP8B1, ABCB11, ABCB4, TJP2, NR1H4 o Myo5b). En algunas realizaciones,
la mutacion es una mutacion ATP8B1 o ABCB11. Por ejemplo, se proporciona
una mutacion en cualesquiera de las Tablas 1-4. En algunas realizaciones, la
mutacion en ATP8B1 se selecciona de L127P, G308V, T456M, D554N, F529del,
1661T, E665X, R930X, R952X, R1014X y G1040R. En algunas realizaciones, la
mutacion en ABCB11 se selecciona de A167T, G238V, V284L, E297G, R470Q,
R470X, D482G, R487H, A570T, N591S, A865V, G982R, R1153C y R1268Q.

[00262] En algunas realizaciones, el sujeto tiene la determinacion de tener una
mutacion asociada con PFIC en un sujeto o una muestra de biopsia del sujeto
mediante el uso de todas las pruebas reconocidas de la técnica, incluido el
proceso secuencial de la generacion (NGS). En algunas realizaciones, el sujeto
tiene la determinacién de tener una mutacién asociada con PFIC usando una
prueba aprobada por un organismo regulador, p. ej., una prueba o un ensayo
aprobado por la FDA para identificar una mutacién asociada con PFIC en un

sujeto o una muestra de biopsia del sujeto o al realizar cualesquiera de los

75



ejemplos no limitantes de los ensayos que se describen en la presente. Los
métodos adicionales para diagnosticar PFIC se describen en Gunaydin, M. et al.,
Hepat Med. 2018, vol. 10, p. 95-104, incorporado en el presente como referencia
en su totalidad.

[00263] En algunas realizaciones, el tratamiento de PFIC (p. ej., PFIC-1 o PFIC-
2) disminuye el nivel de acidos biliares en suero en el sujeto. En algunas
realizaciones, el nivel de acidos biliares en suero se determina, por ejemplo, un
ensayo enzimatico de ELISA o los ensayos para la medicién de los acidos
biliares totales segun se describe en Danese et al., PLoS One. 2017, vol. 12(6):
e0179200, que se incorpora como referencia en su totalidad en la presente. En
algunas realizaciones, 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 mas del 90% del nivel de acidos biliares en suero antes de la
administracion de un compuesto de la formula (1), o una sal farmacéuticamente
aceptable de este. En algunas realizaciones, el tratamiento de PFIC incluye el
tratamiento del prurito.

[00264] Ya que el LBAT se expresa en hepatocitos, el LBAT y las sustancias
duales inhibidoras de ASBT/LBAT deben tener al menos algo de
biodisponibilidad y una fraccion libre en la sangre. Debido a que los compuestos
del inhibidor de LBAT solo deben sobrevivir del intestino al higado, se espera
gue una exposicion sistémica relativamente baja de dichos compuestos sea
suficiente, por lo tanto, minimiza el posible riesgo de cualquier efecto secundario
en el resto del cuerpo. Se espera que la inhibicion del LBAT y ASBT tenga al
menos efectos aditivos en la disminucion de la concentracion del acido biliar
intrahepatico. También se espera que un inhibidor dual de ASBT/LBAT sea
capaz de reducir los niveles de acido biliar sin inducir diarrea, como se observa
a veces con los inhibidores de ASBT.

[00265] Los compuestos que tienen una potencia inhibitoria alta del LBAT y
suficiente biodisponibilidad se espera que sean particularmente idoneos para el

tratamiento de hepatitis. Los compuestos que tienen una potencia inhibitoria dual
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del ASBT/LBAT vy suficiente biodisponibilidad se espera que sean
particularmente idoneos para el tratamiento de la esteatohepatitis no alcohdlica
(EHNA).

[00266] La EHNA es una enfermedad hepatica crénica grave y frecuente que
se asemeja a la enfermedad hepatica alcohdlica, pero que ocurre en personas
que beben poco alcohol o no beben alcohol. En pacientes con EHNA, la
acumulacion de grasa en el higado, conocida como enfermedad de higado graso
no alcohdlica (NAFLD) o esteatosis, y otros factores tales como colesterol LDL
alto y resistencia a la insulina inducen a la inflamacién crénica en el higado y
puede conducir a la cicatrizacién del tejido, conocida como fibrosis, y cirrosis,
seguida finalmente por insuficiencia hepatica y la muerte. Se descubrié que los
pacientes con EHNA tienen concentraciones significativamente mas altas de
acido biliar total en suero que los sujetos sanos en condiciones de ayuno
(aumento de 2,2 a 2,4 veces en EHNA) y en todos los puntos temporales
después de la ingesta (aumento de 1,7 a 2,2 veces en EHNA). Estos son
impulsados por un aumento en los acidos biliares primarios y secundarios
conjugados por glicina y taurina. Los pacientes con la EHNA mostraron una
mayor variabilidad en los ayunos y en el perfil del acido biliar después de la
ingesta. Estos resultados indican que los pacientes con la EHNA tienen una
exposicidon mayor en ayuno y después de la ingesta a los acidos biliares, que
incluyen las especies mas hidrofébicas y citotdxicas secundarias. Un aumento
en la exposicion del acido biliar puede estar implicada en una lesion hepatica y
la patogénesis de NAFLD y EHNA (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 la EHNA.

[00267] NAFLD se caracteriza por la esteatosis hepatica sin causas
secundarias de esteatosis hepatica que incluye consumo excesivo de alcohol,
otras enfermedades hepaticas conocidas o uso a largo plazo de un medicamento
esteatogénico (Chalasani et al., Hepatology 2018, vol. 67(1), p. 328-357). NAFLD

se puede categorizar en higado graso no alcohdlico (NAFL) y esteatohepatitis no
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alcohdlica (EHNA). De acuerdo con Chalasani et al., NAFL se define como la
presencia de 25% de esteatosis hepatica sin evidencia de lesion hepatocelular
en la forma de degeneracion vacuolar de hepatocitos. La EHNA se define como
la presencia de =5% de esteatosis hepatica e inflamacién con lesion de
hepatocitos (p. ej., degeneracidon vacuolar), con o sin ninguna fibrosis hepatica.
La EHNA también esta asociada con frecuencia con inflamacién hepatica y
fibrosis hepatica, que puede evolucionar a cirrosis, enfermedad hepatica en
etapa terminal y carcinoma hepatocelular. Aunque la fibrosis hepatica no siempre
te presente en la EHNA, la gravedad de la fibrosis, cuando esta presente, se
puede vincular con los resultados a largo plazo.

[00268] Hay muchos métodos que se usan para evaluar y examinar si un sujeto
tiene NAFLD vy si es asi, la gravedad de la enfermedad, que incluye diferenciar
si NAFLD es NAFL o EHNA. En algunas realizaciones, la gravedad de NAFLD
se puede evaluar usando el NAS. En algunas realizaciones, el tratamiento de
NAFLD se puede evaluar usando el NAS. En algunas realizaciones, el NAS se
puede determinar como se describe en Kleiner et al., Hepatology. 2005,
41(6):1313-1321, que se incorpora como referencia en su totalidad. Consulte,
por ejemplo, la Tabla 6 para obtener un esquema de NAS simplificado adaptado
de Kleiner.

[00269] Tabla 6. Ejemplo del puntaje de la actividad de NAFLD (NAS) con

fibrosis Etapa

Caracteristica Grado Puntaje
<5% 0
Esteatosis >-33% 1
>33-66% 2
>66% 3
Sin foco 0
Inflamacion globular <2 de foco/200x 1
2-4 de foco/200x 2
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>4 de foco/200x 3

Ninguna 0

- Un poco 1
Degeneracion vacuolar _ _

Muchas células/degeneracion )

vacuolar prominente

Ninguna

Perisinusoidal o periportal

Fibrosis Perisinusoidal y portal/periportal

Conexioén de fibrosis

K W N —~] O

Cirrosis

[00270] En algunas realizaciones, el NAS se determina de forma no invasiva,
por ejemplo, como se describe en la publicacién de la solicitud de los EE. UU.
n.° 2018/0140219, que se incorpora en la presente como referencia en su
totalidad. En algunas realizaciones, el NAS se determina por una muestra del
sujeto antes de la administracion de un compuesto de la formula (l), o una sal
farmacéuticamente aceptable de este. En algunas realizaciones, el NAS se
determina durante el periodo de administracion de un compuesto de la formula
(), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, o después de este periodo.
En algunas realizaciones, un puntaje mas bajo de NAS durante el periodo de
administracion de un compuesto de la formula (1), o una sal farmacéuticamente
aceptable de este, o después de este periodo, en comparaciéon con antes de la
administracion del compuesto de la férmula (1), o una sal farmacéuticamente
aceptable de este indica el tratamiento de NAFLD (p. ej., EHNA). Por ejemplo,
una disminucion en el NAS por 1, por 2, por 3, por 4, por 5, por 6 o por 7 indica
un tratamiento de NAFLD (p. ej., EHNA). En algunas realizaciones, el NAS
después de la administracion de un compuesto de la formula (1), o una sal
farmacéuticamente aceptable de este, es 7 0 menos. En algunas realizaciones,

el NAS durante el periodo de administracién de un compuesto de la férmula (1),
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o una sal farmacéuticamente aceptable de este, es 5 0 menos, 4 o menos, 3 0
menos, 0 2 o menos. En algunas realizaciones, el NAS durante el periodo de
administracion de un compuesto de la formula (1), o una sal farmacéuticamente
aceptable de este, es 7 0 menos. En algunas realizaciones, el NAS durante el
periodo de administracion de un compuesto de la férmula (I), o una sal
farmacéuticamente aceptable de este, es 5 0 menos, 4 o menos, 3 0 menos, 0 2
0 menos. En algunas realizaciones, el NAS después del periodo de
administracion de un compuesto de la formula (l), o una sal farmacéuticamente
aceptable de este, es 7 0 menos. En algunas realizaciones, el NAS después del
periodo de administracion de un compuesto de la férmula (I), o una sal
farmacéuticamente aceptable de este, es 5 0 menos, 4 0 menos, 3 0 menos, 0 2
0 Menos.

[00271] Los métodos adicionales para evaluar y examinar la EHNA en un sujeto
incluyen determinar una o mas esteatosis hepatica (p. €j., acumulacion de grasa
en el higado); inflamacion hepatica; biomarcadores que indiquen uno o mas de
dafio hepatico, inflamacion hepatica, fibrosis hepatica, y/o cirrosis hepatica
(p. €j., marcadores y paneles en suero). Ejemplos adicionales de los indicadores
fisiologicos de la EHNA pueden incluir morfologia hepatica, rigidez hepatica y el
tamafo o peso del higado del sujeto.

[00272] En algunas realizaciones, la EHNA en el sujeto se evidencia por una
acumulacion de grasa hepatica y deteccién de un biomarcador que indica dafio
hepatico. Por ejemplo, aumento de ferritina en suero y valores bajos de
autoanticuerpos en suero pueden ser caracteristicas frecuentes de la EHNA.
[00273] En algunas realizaciones, los métodos para evaluar la EHNA incluyen
diagndstico por imagenes por resonancia magnética, ya sea por espectroscopia
o fraccion de la grasa de la densidad de protones (MRI-PDFF) para cuantificar la
esteatosis, elastografia transitoria (FIBROSCAN®), gradiente de la presion
venosa hepatica (HPVG), medicion de la rigidez hepatica con MRE para el
diagndstico de fibrosis hepatica y/o cirrosis significativa, y evaluacion de las

caracteristicas histolégicas de la biopsia hepatica. En algunas realizaciones, el
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diagndstico por imagenes por resonancia magnética se usa para detectar una o
mas de esteatohepatitis (EHNA-MRI), fibrosis hepatica (Fibro-MRI) y esteatosis.
Consulte, por ejemplo, la publicacién de la solicitud de EE. UU. n.° 2016/146715
y 2005/0215882, cada una de las cuales se incorpora en la presente como
referencia en su totalidad.

[00274] En algunas realizaciones, el tratamiento de la EHNA puede incluir una
disminucion de uno o mas sintomas asociados con la EHNA; reduccion en la
cantidad de esteatosis hepatica; una disminucion en el NAS; una disminucion en
la inflamacion hepatica; una disminucion en el nivel de biomarcadores que
indican uno o mas de dano hepatico, inflamacién hepatica, fibrosis hepatica, y/o
cirrosis hepatica; y una reduccion en la fibrosis y/o cirrosis, una falta de evolucién
adicional de la fibrosis y/o cirrosis, 0 un retraso en la evolucion de la fibrosis y/o
cirrosis en el sujeto después de la administracion de una o mas dosis de un
compuesto de la férmula (l), o una sal farmacéuticamente aceptable de este.
[00275] En algunas realizaciones, el tratamiento de la EHNA comprende una
disminucién de uno o mas sintomas asociados con la EHNA en el sujeto. Los
sintomas ejemplares pueden incluir uno o mas de un agrandamiento del higado,
fatiga, dolor en la parte superior derecha del abdomen, hinchazén abdominal,
engrosamiento de los vasos sanguineos justo debajo de la superficie de la piel,
agrandamiento de los pechos en hombres, agrandamiento del bazo, palmas
rojas, ictericia y prurito. En algunas realizaciones, el sujeto es asintomatico. En
algunas realizaciones, el peso corporal total del sujeto no aumenta. En algunas
realizaciones, el peso corporal total del sujeto disminuye. En algunas
realizaciones, el indice de masa corporal (BMI) del sujeto no aumenta. En
algunas realizaciones, el indice de masa corporal (BMI) del sujeto disminuye. En
algunas realizaciones, la proporcion de la cintura y cadera (WTH) del sujeto no
aumenta. En algunas realizaciones, la proporcion de la cintura y cadera (WTH)
del sujeto disminuye.

[00276] En algunas realizaciones, el tratamiento de la EHNA se puede evaluar

al medir la esteatosis hepatica. En algunas realizaciones, el tratamiento de la
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EHNA comprende una reduccion en la esteatosis hepatica después de la
administracion de un compuesto de la formula (l), o una sal farmacéuticamente
aceptable de este, como se describe en la presente. En algunas realizaciones,
la esteatosis hepatica se determina por uno o mas métodos seleccionados del
grupo que consta de ultrasonografia, tomografia computada (TC), diagndstico
por imagenes por resonancia magneética, espectroscopia de resonancia
magnética (MRS), elastografia de resonancia magnética (MRE), elastografia
transitoria (TE) (p. ej., FIBROSCAN®), medicion del tamafo o el peso del higado
o mediante una biopsia hepatica (consulte, p. €j., Di Lascio et al., Ultrasound Med
Biol. 2018, vol. 44(8), p. 1585-1596; Lv et al., J Clin Transl Hepatol. 2018, vol.
6(2), p. 217-221; Reeder et al., J Magn Reson Imaging. 2011, vol. 34(4), spcone;
y de Lédinghen V, et al., J Gastroenterol Hepatol. 2016, vol. 31(4), p. 848-855,
cada uno se incorpora en la presente como referencia en su totalidad). Un sujeto
diagnosticado con la EHNA puede tener mas de aproximadamente 5% de
esteatosis hepatica, por ejemplo, mas de aproximadamente 5% a
aproximadamente 25%, aproximadamente 25% a aproximadamente 45%,
aproximadamente 45% a aproximadamente 65%, o mas de aproximadamente
65% de esteatosis hepatica. En algunas realizaciones, un sujeto con mas de
aproximadamente 5% a aproximadamente 33% de esteatosis hepatica tiene
esteatosis hepatica en etapa 1, 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.

[00277] En algunas realizaciones, la cantidad de esteatosis hepatica se
determina antes de la administracion de un compuesto de la formula (l), o una
sal farmacéuticamente aceptable de este. En algunas realizaciones, la cantidad
de esteatosis hepatica se determina durante el periodo de administracion del
compuesto de la formula (l), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, o
después de este periodo. En algunas realizaciones, una reduccion en la cantidad

de esteatosis hepatica durante el periodo de administracion del compuesto de la
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férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, o después de este
periodo, en comparacién con antes de la administracion del compuesto de la
férmula (I), o una sal farmacéuticamente aceptable de este indica el tratamiento
de la EHNA. Por ejemplo, una reduccién en la cantidad de esteatosis hepatica
de aproximadamente 1% a aproximadamente 50%, aproximadamente 25% a
aproximadamente 75%, o aproximadamente 50% a aproximadamente 100%
indica el tratamiento de la EHNA. En algunas realizaciones, una reduccion en la
cantidad de esteatosis hepatica a 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 el tratamiento de la
EHNA.

[00278] En algunas realizaciones, la presencia de la inflamacidon hepatica se
determina por uno o0 mas meétodos seleccionados del grupo que consta de
biomarcadores que indican inflamaciéon hepatica y una muestra de biopsia
hepatica del sujeto. En algunas realizaciones, la gravedad de la inflamacién
hepatica se determina mediante una muestra de biopsia hepatica del sujeto. Por
ejemplo, la inflamacion hepatica en una muestra de biopsia hepatica se puede
evaluar como se describe en Kleiner et al., Hepatology 2005, vol. 41(6), p. 1313-
1321 y Brunt et al., Am J Gastroenterol 1999, vol. 94, p. 2467-2474, cada uno de
los cuales se incorporan en la presente como referencia en su totalidad. En
algunas realizaciones, la gravedad de inflamacion hepatica se determina antes
de la administracion de un compuesto de la férmula (I), o una sal
farmacéuticamente aceptable de este. En algunas realizaciones, la gravedad de
inflamacion hepatica se determina durante el periodo de administracion de un
compuesto de la formula (l), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, o

después de este periodo. En algunas realizaciones, una disminucion en la
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gravedad de inflamacién hepatica durante el periodo de administracién de un
compuesto de la formula (l), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, o
después de este periodo, en comparacion con antes de la administracion del
compuesto de la férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este
indica el tratamiento de la EHNA. Por ejemplo, una disminucion en la gravedad
de la inflamacién hepatica de aproximadamente 1% a aproximadamente 50%,
aproximadamente 25% a aproximadamente 75%, o aproximadamente 50% a
aproximadamente 100% indica el tratamiento de la EHNA. En algunas
realizaciones, una disminucion en la gravedad de la inflamacion hepatica de
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 el tratamiento de la EHNA.

[00279] En algunas realizaciones, el tratamiento de la EHNA comprende el
tratamiento de la fibrosis y/o cirrosis, p. €j., una disminucién en la gravedad de la
fibrosis, una falta de evolucién adicional de la fibrosis y/o cirrosis, 0 un retraso en
la evolucidn de la fibrosis y/o cirrosis. En algunas realizaciones, la presencia de
la fibrosis y/o cirrosis se determina por uno o mas métodos seleccionados del
grupo que constan de elastografia transitoria (p. €j., FIBROSCAN®), marcadores
no invasivos de la fibrosis hepatica y caracteristicas histolégicas de una biopsia
hepatica. En algunas realizaciones, la gravedad (p. ej., etapa) de la fibrosis se
determina por uno 0 mas meétodos seleccionados del grupo que consta de
elastografia transitoria (p. ej., FIBROSCAN®), un sistema de puntaje de la
fibrosis, biomarcadores de la fibrosis hepatica (p.ej., biomarcadores no
invasivos), y gradiente de la presion venosa hepatica (HVPG). Los ejemplos no
limitantes de los sistemas de puntaje de la fibrosis incluyen el sistema de puntaje

de la fibrosis NAFLD (consulte, p. €j., Angulo et al., Hepatology 2007, vol. 45(4),
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p. 846-54), el sistema de puntaje de la fibrosis en Brunt et al., Am. J.
Gastroenterol. 1999, vol. 94, p. 2467-2474, el sistema de puntaje de la fibrosis
en Kleiner et al., Hepatology 2005, vol. 41(6), p. 1313-1321, y el sistema de
puntaje de la fibrosis ISHAK (consulte Ishak et al., J. Hepatol. 1995, vol. 22, p.
696-699), cuyos contenidos de cada uno se incorporan como referencia en su
totalidad.

[00280] En algunas realizaciones, la gravedad de la fibrosis se determina antes
de la administracion de un compuesto de la férmula (I), o una sal
farmacéuticamente aceptable de este. En algunas realizaciones, la gravedad de
la fibrosis se determina durante el periodo de administracion de un compuesto
de la formula (l), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, o después de
este periodo. En algunas realizaciones, una disminucion en la gravedad de la
fibrosis durante el periodo de administracion de un compuesto de la formula (1),
o una sal farmacéuticamente aceptable de este, o después de este periodo, en
comparacion con antes de la administracion del compuesto de la férmula (1), o
una sal farmacéuticamente aceptable de este indica el tratamiento de la EHNA.
En algunas realizaciones, una disminucién en la gravedad de la fibrosis, una falta
de evolucién adicional de la fibrosis y/o cirrosis, o un retraso en la evolucion de
la fibrosis y/o cirrosis indica el tratamiento de la EHNA. En algunas realizaciones,
la gravedad de la fibrosis se determina usando un sistema de puntaje tal como
cualesquiera de los sistemas de puntaje de la fibrosis descritos en la presente,
por ejemplo, el puntaje puede indicar la etapa de la fibrosis, p. €j., etapa 0 (sin
fibrosis), etapa 1, etapa 2, etapa 3 y etapa 4 (cirrosis) (consulte, p. €j., Kleiner et
al.). En algunas realizaciones, una disminucion en la etapa de la fibrosis es una
disminucién en la gravedad de la fibrosis. Por ejemplo, una disminucion por 1, 2,
3 0 4 etapas es una disminucion en la gravedad de la fibrosis. En algunas
realizaciones, una disminucion en la etapa, p. €j., 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 a la etapa 0, o de la etapa 1 a la etapa 0
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indica el tratamiento de la EHNA. En algunas realizaciones, la etapa de la 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 a
la etapa 0, o de la etapa 1 a la etapa 0 después de la administracion de un
compuesto de la férmula (l), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, en
comparacion con antes de la administracion del compuesto de la férmula (1), o
una sal farmacéuticamente aceptable de este. En algunas realizaciones, la etapa
de la 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 a la etapa 0, o de la etapa 1 a la etapa 0 durante el periodo de
administracion de un compuesto de la formula (1), o una sal farmacéuticamente
aceptable de este, en comparacion con antes de la administracién del compuesto
de la formula (l), o una sal farmacéuticamente aceptable de este. En algunas
realizaciones, la etapa de la 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 a la etapa 0, o de la etapa 1 a la etapa 0
después del periodo de administracion de un compuesto de la férmula (I), o una
sal farmacéuticamente aceptable de este, en comparacion con antes de la
administracion del compuesto de la férmula (1), o una sal farmacéuticamente
aceptable de este.

[00281] En algunas realizaciones, la presencia de la EHNA se determina por
uno o0 mas biomarcadores que indican uno o mas de dafio hepatico, inflamacion,
fibrosis hepatica, y/o cirrosis hepatica o sistemas de puntaje de este. En algunas
realizaciones, la gravedad de EHNA se determina por uno o mas biomarcadores
que indican uno o mas de dafio hepatico, inflamacién, fibrosis hepatica, y/o
cirrosis hepatica o sistemas de puntaje de este. El nivel del biomarcador se

puede determinar, por ejemplo, al medir, cuantificar y monitorear el nivel de
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expresion del gen o el ARNm que codifica el biomarcador y/o el péptido o
proteina del biomarcador. Los ejemplos no limitantes de biomarcadores que
indican uno o mas de dano hepatico, inflamacidn, fibrosis hepatica, y/o cirrosis
hepatica y/o sistemas de puntaje de este incluyen la aspartato aminotransferasa
(AST) al indice de proporcion de plaquetas (APRI); la proporcion (AAR) de
aspartato aminotransferasa (AST) y alanina aminotransferasa (ALT); el puntaje
de FIB-4, que se basa en el APRI, los niveles de alanina aminotransferasa (ALT)
y la edad del sujeto (consulte, p. ej., McPherson et al., Gut 2010, vol. 59(9), p.
1265-9, que se incorpora como referencia en la presente en su totalidad); acido
hialurénico; citocinas proinflamatorias; un panel de biomarcadores que consta de
a2-macroglobulina, haptoglobina, apolipoproteina A1, bilirrubina,
gammaglutamiltranspeptidasa (GGT) combinado con la edad y el sexo de un
sujeto para generar una medida de la fibrosis y actividad necroinflamatoria en el
higado (p. €j., FIBROTEST®, FIBROSURE®), un panel de biomarcadores que
consta de bilirrubina, gammaglutamiltransferasa, acido hialurénico, a2-
macroglobulina combinado con la edad y el sexo de un sujeto (p.e€j.,
HEPASCORE®; consulte, p. ej., 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®); un panel de biomarcadores que consta del inhibidor tisular de
metaloproteinasas 1 (TIMP-1), propéptido amino-terminal del tipo Ill procolageno
(PIIINP) y acido hialurénico (HA) (p. ej., el puntaje de la fibrosis hepatica
mejorada (ELF), consulte, p. €j., Lichtinghagen R, et al.,, J Hepatol. 2013
Aug;59(2):236-42, que se incorpora como referencia en la presente en su
totalidad). En algunas realizaciones, la presencia de la fibrosis se determina por
uno o mas del puntaje de FIB-4, un panel de biomarcadores que consta de a2-
macroglobulina, haptoglobina, apolipoproteina A1, bilirrubina,
gammaglutamiltranspeptidasa (GGT) combinado con la edad y el sexo de un
sujeto para generar una medida de la fibrosis y actividad necroinflamatoria en el
higado (p. €j., FIBROTEST®, FIBROSURE®), un panel de biomarcadores que
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consta de bilirrubina, gammaglutamiltransferasa, acido hialurénico, a2-
macroglobulina combinado con la edad y el sexo de un sujeto (p.e€j.,
HEPASCORE®); consulte, p. ej., Adams et al., Clin. Chem. 2005, vol. 51(10), p.
1867-1873), y un panel de biomarcadores que consta del inhibidor tisular de
metaloproteinasa-1, 4&cido hialurénico, y a2-macroglobulina (p. €j.,
FIBROSPECT®); y un panel de biomarcadores que consta del inhibidor tisular
de metaloproteinasas 1 (TIMP-1), propéptido amino-terminal del tipo |lI
procolageno (PIIINP) y acido hialurénico (HA) (p. ej., el puntaje de la fibrosis
hepatica mejorada (ELF)).

[00282] En algunas realizaciones, el nivel de aspartato aminotransferasa (AST)
no aumenta. En algunas realizaciones, el nivel de aspartato aminotransferasa
(AST) disminuye. En algunas realizaciones, el nivel de alanina aminotransferasa
(ALT) no aumenta. En algunas realizaciones, el nivel de alanina
aminotransferasa (ALT) disminuye. En algunas realizaciones, el “nivel’” de una
enzima se refiere a la concentracion de la enzima, p. ej., dentro de la sangre. Por
ejemplo, el nivel de AST o ALT se puede expresar como unidades/L.

[00283] En algunas realizaciones, la gravedad de la fibrosis se determina por
uno o mas del puntaje de FIB-4, un panel de biomarcadores que consta de a2-
macroglobulina, haptoglobina, apolipoproteina A1, bilirrubina,
gammaglutamiltranspeptidasa (GGT) combinado con la edad y el sexo de un
sujeto para generar una medida de la fibrosis y actividad necroinflamatoria en el
higado (p. €j., FIBROTEST®, FIBROSURE®), un panel de biomarcadores que
consta de bilirrubina, gammaglutamiltransferasa, acido hialurénico, a2-
macroglobulina combinado con la edad y el sexo de un sujeto (p.ej,
HEPASCORE®; consulte, p. ej., Adams et al., Clin. Chem. 2005, vol. 51(10), p.
1867-1873, que se incorpora como referencia en la presente en su totalidad), y
un panel de biomarcadores que consta del inhibidor tisular de metaloproteinasa-
1, acido hialuroénico, y a2-macroglobulina (p. ej., FIBROSPECT®); y un panel de

biomarcadores que consta del inhibidor tisular de metaloproteinasas 1 (TIMP-1),
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propéptido amino-terminal del tipo Il procolageno (PIIINP) y acido hialurénico
(HA) (p. €j., el puntaje de la fibrosis hepatica mejorada (ELF)).

[00284] En algunas realizaciones, la inflamacion hepatica se determina por el
nivel de inflamacion hepatica biomarcadores, p. €j., citocinas proinflamatorias.
Los ejemplos no limitantes de biomarcadores que indican inflamaciéon hepatica
incluyen interleucina-(IL) 6, interleucina-(IL) 18, factor de necrosis tumoral (TNF)-
a, factor de crecimiento transformante (TGF)-B, proteina quimiotactica de
monocitos (MCP)-1, proteina C reactiva (CRP), PAI-1 e isoformas de colageno
tales como Col1a1, Col1a2, y Col4a1 (consulte, p. ej., Neuman, et al., Can. J.
Gastroenterol. Hepatol. 2014, vol. 28(11), p. 607-618 y Patente de los EE. UU.
n.° 9,872,844, cada uno se incorpora en la presente como referencia en su
totalidad). La inflamacién hepatica también se puede evaluar mediante el cambio
de la infiltracion de macrofagos, p. €j., medir un cambio del nivel de expresion de
CD68. En algunas realizaciones, la inflamacién hepatica se puede determinar al
medir o monitorear niveles en suero o niveles circulantes de uno o mas de
interleucina-(IL) 6, interleucina-(IL) 13, factor de necrosis tumoral (TNF)-a, factor
de crecimiento transformante (TGF)-B, proteina quimiotactica de monocitos
(MCP)-1 y proteina C reactiva (CRP).

[00285] En algunas realizaciones, el nivel de uno o mas biomarcadores que
indican uno o mas de dafio hepatico, inflamacion, fibrosis hepatica y/o cirrosis
hepatica se determina por una muestra del sujeto antes de la administracion de
un compuesto de la formula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este.
En algunas realizaciones, el nivel de uno o0 mas biomarcadores que indican uno
o0 mas de dafo hepatico, inflamacion, fibrosis hepatica, y/o cirrosis hepatica se
determina durante el periodo de administracién de un compuesto de la férmula
(1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, o de después de este. En
algunas realizaciones, una disminucion en el nivel de uno o mas biomarcadores
que indican uno o mas de dafio hepatico, inflamacién, fibrosis hepatica, y/o
cirrosis hepatica durante el periodo de administracion de un compuesto de la

férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, o de después de
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este, en comparacion con antes de la administracion del compuesto de la formula
(1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, indica el tratamiento de la
EHNA. Por ejemplo, una disminucion en el nivel de uno o mas biomarcadores
que indican uno o mas de dafio hepatico, inflamacién, fibrosis hepatica, y/o
cirrosis hepatica al menos a aproximadamente 5%, al menos aproximadamente
10%, al menos aproximadamente 15%, al menos aproximadamente 20%, al
menos aproximadamente 25%, al menos aproximadamente 30%, al menos
aproximadamente 35%, al menos aproximadamente 40%, al menos
aproximadamente 45%, al menos aproximadamente 50%, al menos
aproximadamente 55%, al menos aproximadamente 60%, al menos
aproximadamente 65%, al menos aproximadamente 70%, al menos
aproximadamente 75%, al menos aproximadamente 80%, al menos
aproximadamente 85%, al menos aproximadamente 90%, al menos
aproximadamente 95%, o al menos aproximadamente 99% indica el tratamiento
de la EHNA. En algunas realizaciones, la disminucion en el nivel de uno o mas
biomarcadores que indican uno o mas de dafo hepatico, inflamacién, fibrosis
hepatica, y/o cirrosis hepatica después de la administracion del compuesto de la
férmula (1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, es al menos de
aproximadamente 5%, al menos aproximadamente 10%, al menos
aproximadamente 15%, al menos aproximadamente 20%, al menos
aproximadamente 25%, al menos aproximadamente 30%, al menos
aproximadamente 35%, al menos aproximadamente 40%, al menos
aproximadamente 45%, al menos aproximadamente 50%, al menos
aproximadamente 55%, al menos aproximadamente 60%, al menos
aproximadamente 65%, al menos aproximadamente 70%, al menos
aproximadamente 75%, al menos aproximadamente 80%, al menos
aproximadamente 85%, al menos aproximadamente 90%, al menos
aproximadamente 95%, o al menos aproximadamente 99%. En algunas
realizaciones, el nivel de uno o mas biomarcadores que indican uno o mas de
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periodo de administracion de un compuesto de la férmula (I), o una sal
farmacéuticamente aceptable de este, es al menos de aproximadamente 5%, al
menos aproximadamente 10%, al menos aproximadamente 15%, al menos
aproximadamente 20%, al menos aproximadamente 25%, al menos
aproximadamente 30%, al menos aproximadamente 35%, al menos
aproximadamente 40%, al menos aproximadamente 45%, al menos
aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 55%, al menos
aproximadamente 60%, al menos aproximadamente 65%, al menos
aproximadamente 70%, al menos aproximadamente 75%, al menos
aproximadamente 80%, al menos aproximadamente 85%, al menos
aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95%, o al menos
aproximadamente 99%. En algunas realizaciones, el nivel de uno o mas
biomarcadores que indican uno o mas de dafo hepatico, inflamacién, fibrosis
hepatica, y/o cirrosis hepatica después del periodo de administracién de un
compuesto de la férmula (I), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, es
al menos de aproximadamente 5%, al menos aproximadamente 10%, al menos
aproximadamente 15%, al menos aproximadamente 20%, al menos
aproximadamente 25%, al menos aproximadamente 30%, al menos
aproximadamente 35%, al menos aproximadamente 40%, al menos
aproximadamente 45%, al menos aproximadamente 50%, al menos
aproximadamente 55%, al menos aproximadamente 60%, al menos
aproximadamente 65%, al menos aproximadamente 70%, al menos
aproximadamente 75%, al menos aproximadamente 80%, al menos
aproximadamente 85%, al menos aproximadamente 90%, al menos
aproximadamente 95%, o al menos aproximadamente 99%.

[00286] En algunas realizaciones, el tratamiento de la EHNA disminuye el nivel
de acidos biliares en suero en el sujeto. En algunas realizaciones, el nivel de
acidos biliares en suero se determina, por ejemplo, un ensayo enzimatico de
ELISA o los ensayos para la medicion de los acidos biliares totales segun se
describe en Danese et al., PLoS One. 2017, vol. 12(6): e0179200, que se
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incorpora como referencia en su totalidad en la presente. En algunas
realizaciones, 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 mas del 90% del nivel de acidos biliares en suero antes de la
administracion de un compuesto de la formula (1), o una sal farmacéuticamente
aceptable de este. En algunas realizaciones, la EHNA es EHNA con colestasis
auxiliar. En colestasis, la liberacion de la bilis, que incluye acidos biliares, del
higado esta bloqueada. Los &cidos biliares pueden provocar dafo en los
hepatocitos (consulte, p. €j., Perez MJ, Briz O. World J. Gastroenterol. 2009, vol.
15(14), p. 1677-1689) que probablemente conduzcan o aumenten la evolucion
de la fibrosis (p. ej., cirrosis) y aumenten el riesgo de contraer carcinoma
hepatocelular (consulte, p. ej., Sorrentino P et al., Dig. Dis. Sci. 2005, vol. 50(6),
p. 1130-1135 y Satapathy SK and Sanyal AJ. Semin. Liver Dis. 2015, vol. 35(3),
p. 221-235, cada uno se incorpora en la presente como referencia en su
totalidad). En algunas realizaciones, el tratamiento de NASH incluye el
tratamiento del prurito. En algunas realizaciones, el tratamiento de la EHNA con
colestasis auxiliar incluye el tratamiento del prurito. En algunas realizaciones, un
sujeto con la EHNA con colestasis auxiliar tiene prurito.

[00287] Los biomarcadores ejemplares para la EHNA se proporcionan en la
Tabla 7.

[00288] Tabla 7. Biomarcadores ejemplares de la EHNA

Biomarcadores de la fibrosis hepatica

Aspartato aminotransferasa (AST) a indice de la proporcion de plaquetas
(APRI)

Proporcion (AAR) de aspartato aminotransferasa (AST) y alanina
aminotransferasa (ALT)

Puntaje de FIB-4'

Acido hialurénico

Citocinas proinflamatorias
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Un panel que incluye a2-macroglobulina, haptoglobina, apolipoproteina A1,
bilirrubina, gammaglutamiltranspeptidasa (GGT) combinado con la edad vy el
sexo de un sujeto para generar una medida de la fibrosis y actividad
necroinflamatoria en el higado (p. ej., FIBROTEST®, FIBROSURE®)

Un panel que incluye bilirrubina, gammaglutamiltransferasa, acido hialurénico,
a2-macroglobulina combinado con la edad y el sexo de un sujeto (p. €j.,
HEPASCORER®?)

Un panel que incluye el inhibidor tisular de metaloproteinasa-1, acido
hialurénico y a2-macroglobulina (p. ej., FIBROSPECT®)

Un panel que incluye el inhibidor tisular de metaloproteinasas 1 (TIMP-1),
propéptido amino-terminal de tipo Ill procolageno (PIIINP) y acido hialurénico
(HA) (p. €j., el puntaje de la fibrosis hepatica mejorada (ELF)?)

Biomarcadores de la inflamacién hepatica*®
Interleucina-(IL) 6

Interleucina-(IL) 18

Factor de necrosis tumoral (TNF)-a

Factor de crecimiento transformante (TGF)-

Proteina quimiotactica de monocitos (MCP)-1

Proteina C reactiva (CRP)

PAI-1

Isoformas de colageno (p. €j., Col1a1, Col1a2 y Col4a1l)
Cambio de la infiltracion de macréfago (p. ej., un cambio del nivel de expresion
de CDG68)

[00289] Referencias para la Tabla 7

[00290] ' McPherson et al., Gut. 2010, vol. 59(9), p. 1265-1269.
[00291] ? Adams, et al. Clin Chem. 2005, vol. 51(10), p. 1867-1873.
[00292] 2 Lichtinghagen, et al. J Hepatol. 2013, vol. 59(2), p. 236-242.
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[00293] “Neuman, et al. Can J Gastroenterol Hepatol. 2014, vol. 28(11), p. 607-
618.

[00294] ° Patente de los EE. UU. n.° 9,872,844

f60295} Algunos compuestos de la formula (l), o sales farmacéuticamente
aceptables de este, pueden mostrar una fraccién libre mas elevada en el plasma.
En algunas realizaciones, la fraccion libre es mayor que aproximadamente 0,2%,
tal como mayor que aproximadamente 0,4%, tal como mayor que
aproximadamente 0,6%, tal como mayor que aproximadamente 0,8%, tal como
mayor que aproximadamente 1,0%, tal como mayor que aproximadamente
1,25%, tal como mayor que aproximadamente 1,5%, tal como mayor que
aproximadamente 1,75%, tal como mayor que aproximadamente 2,0%, tal como
mayor que aproximadamente 2,5%, tal como mayor que aproximadamente 3%,
tal como mayor que aproximadamente 4%, tal como mayor que
aproximadamente 5%, tal como mayor que aproximadamente 7,5%, tal como
mayor que aproximadamente 10%, o tal como mayor que aproximadamente
20%.

[00296] Algunos compuestos de la formula (I), o sales farmacéuticamente
aceptables de este, se pueden excretar en la orina. En algunas realizaciones, la
fraccion del compuesto que se excreta en la orina es mayor que
aproximadamente 0,2%, tal como mayor que aproximadamente 0,4%, tal como
mayor que aproximadamente 0,6%, tal como mayor que aproximadamente 0,8%,
tal como mayor que aproximadamente 1,0%, tal como mayor que
aproximadamente 2%, tal como mayor que aproximadamente 3%, tal como
mayor que aproximadamente 5%, tal como mayor que aproximadamente 7,5%,
tal como mayor que aproximadamente 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%.

[00297] Después de la absorcion en el intestino, algunos compuestos de la

férmula (1), o sales farmacéuticamente aceptables de este, pueden circular
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mediante la circulacién enterohepatica. En algunas realizaciones, la fraccion del
compuesto que circula mediante la circulacion enterohepatica es mayor que
aproximadamente 0,1%, tal como mayor que aproximadamente 0,2%, tal como
mayor que aproximadamente 0,3%, tal como mayor que aproximadamente 0,5%,
tal como mayor que aproximadamente 1,0%, tal como mayor que
aproximadamente 1,5%, tal como mayor que aproximadamente 2%, tal como
mayor que aproximadamente 3%, tal como mayor que aproximadamente 5%, tal
como mayor que aproximadamente 7%, tal como mayor que aproximadamente
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%.

[00298] Algunos compuestos de la formula (l), o sales farmacéuticamente
aceptables de este, pueden provocar la excrecion renal de las sales biliares. En
algunas realizaciones, la fraccion de los acidos biliares circulantes que se
excretan por la via renal es mayor que aproximadamente 1 %, tal como mayor
que aproximadamente 2%, tal como mayor que aproximadamente 5%, tal como
mayor que aproximadamente 7%, tal como mayor que aproximadamente 10%,
tal como mayor que aproximadamente 15%, tal como mayor que
aproximadamente 20%, o tal como mayor que aproximadamente 25%.

[00299] Algunos compuestos de la formula (l), o sales farmacéuticamente
aceptables de este, pueden mostrar una permeabilidad mejorada u 6ptima. La
permeabilidad se puede medir en células Caco2 y los valores se proporcionan
como valores Papp (permeabilidad aparente) en cm/s. En algunas realizaciones,
la permeabilidad es mayor que al menos aproximadamente 0,1 x 106 cm/s, tal
como mayor que aproximadamente 0,2 x 10 cm/s, tal como mayor que
aproximadamente 0,4 x 10 cm/s, tal como mayor que aproximadamente
0,7 x 10 cm/s, tal como mayor que aproximadamente 1,0 x 10 cm/s, tal como
mayor que aproximadamente 2 x10®cm/s, tal como mayor que
aproximadamente 3 x 10 cm/s, tal como mayor que aproximadamente 5 x 10

6 cm/s, tal como mayor que aproximadamente 7 x 106 cm/s, tal como mayor que
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aproximadamente 10 x 10 cm/s, tal como mayor que aproximadamente
15 x 10 cm/s.

[00300] Algunos compuestos de la formula (l), o sales farmacéuticamente
aceptables de este, pueden mostrar una biodisponibilidad mejorada u 6ptima. En
algunas realizaciones, la biodisponibilidad oral es mayor que aproximadamente
5%, tal como mayor que aproximadamente 7%, tal como mayor que
aproximadamente 10%, tal como mayor que aproximadamente 15%, tal como
mayor que aproximadamente 20%, tal como mayor que aproximadamente 30%,
tal como mayor que aproximadamente 40%, tal como mayor que
aproximadamente 50 %, tal como mayor que aproximadamente 60 %, tal como
mayor que aproximadamente 70% o tal como mayor que aproximadamente 80%.
En otras realizaciones, la biodisponibilidad oral es entre aproximadamente 10 y
aproximadamente 90%, tal como entre aproximadamente 20 y aproximadamente
80%, tal como entre aproximadamente 30 y aproximadamente 70% o tal como
entre aproximadamente 40 y aproximadamente 60%.

[00301] Algunos compuestos de la formula (l), o sales farmacéuticamente
aceptables de este, pueden ser un sustrato para transportadores relevantes en
el rindn.

[00302] Algunos compuestos de la formula (l), o sales farmacéuticamente
aceptables de este, puede dar lugar a concentraciones de acidos biliares en el
intestino, el higado y en suero que no provoca efectos adversos
gastrointestinales.

[00303] Algunos compuestos de la formula (l), o sales farmacéuticamente
aceptables de este, pueden disminuir la concentracion de acidos biliares en el
higado sin provocar trastornos gastrointestinales tal como diarrea.

[00304] Como se usa en la presente, los términos “tratamiento”, “tratar” y
“tratando” se refieren a revertir, aliviar, retrasar la aparicién de, o inhibir la
evolucion de una enfermedad o un trastorno, o uno o mas sintomas de este,
como se describen en la presente. En algunas realizaciones, el tratamiento se

puede administrar después de que se hayan presentado uno 0 mas sintomas.
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En otras realizaciones, el tratamiento se puede administrar en la ausencia de
sintomas. Por ejemplo, el tratamiento se puede administrar a una persona
propensa antes de la aparicion de los sintomas (p.ej., en virtud de un
antecedente de sintomas y/o en virtud de factores genéticos u otros factores de
propensién). El tratamiento también se puede continuar después de que se
hayan resuelto los sintomas, por ejemplo, para prevenir o retrasar su recurrencia.
[00305] Una sal farmacéuticamente aceptable y adecuada de un compuesto de
la invencion es, por ejemplo, una sal de adicion a la base de un compuesto de la
invencidn que es suficientemente acida, tal como una sal de los metales alcalinos
(p. €j., una sal sédica o de potasio), una sal de metal alcalinotérreo (p. €j., una
sal de calcio o magnesio), una sal de amonio o una sal con base organica que
obtiene un cation fisiolégicamente aceptable, por ejemplo una sal con
metilamina, dimetilamina, trimetilamina, piperidina, morfolina o tris-(2-
hidroxietil)amina.

[00306] Algunos compuestos de la formula (l), o sales farmacéuticamente
aceptables de este, pueden tener centros quirales y/o centros isoméricos
geométricos (isdbmeros E y Z). Debe entenderse que la invencion abarca todos
dichos isomeros 6pticos, diastereoisomeros e isbmeros geometricos que poseen
actividad inhibidora de ASBT y/o LBAT. La invenciéon también abarca todas las
formas tautomeras de los compuestos de la formula (1), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, que poseen actividad inhibidora de
ASBT y/o LBAT. Determinados compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, pueden existir en formas no solvatadas
asi como formas solvatadas, tal como, por ejemplo, formas hidratadas. Debe
entenderse que la invencion abarca todas dichas formas solvatadas que poseen
actividad inhibidora de ASBT y/o LBAT.

[00307] En otro aspecto, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica
que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto de la
formula (I), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, y uno o mas

excipientes farmacéuticamente aceptables. Los excipientes pueden incluir, p. €j.,
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rellenos, ligantes, desintegrantes, deslizantes y lubricantes. En general, las
composiciones farmacéuticas se pueden preparar de manera convencional
usando excipientes convencionales.

[00308] Los ejemplos de rellenos adecuados incluyen, a mero titulo enunciativo,
dihidrato de fosfato dicalcico, sulfato de calcio, lactosa (tal como monohidrato de
lactosa), sacarosa, mannitol, sorbitol, celulosa, celulosa microcristalina, almidén
seco, almidones hidrolizados y almidén pregelatinizado. En determinadas
realizaciones, el relleno es mannitol y/o celulosa microcristalina.

[00309] Los ejemplos de ligantes adecuados incluyen, a mero titulo enunciativo,
almidén, almidén pregelatinizado, gelatina, azucares (tal como sacarosa,
glucosa, dextrosa, lactosa y sorbitol), polietilenglicol, ceras, gomas naturales y
sintéticas (tal como goma acacia y goma tragacanto), alginato de sodio,
derivados de celulosa (tal como hidroxipropilmetilcelulosa (o hipromelosa),
hidroxipropilcelulosa y etilcelulosa) y polimeros sintéticos (tal como acido acrilico
y copolimeros de acido metacrilico, copolimeros de acido metacrilico,
copolimeros de metacrilato de metilo, copolimeros de metacrilato de
aminoalquilo, copolimeros de acido poliacrilico/acido polimetacrilico vy
polivinilpirrolidona (povidono)). En determinadas realizaciones, el ligante es
hidroxipropilmetilcelulosa (hipromelosa).

[00310] Los ejemplos de desintegrantes adecuados incluyen, a mero titulo
enunciativo, almidén seco, almidén modificado (tal como (parcialmente) almidon
pregelatinizado, glicolato de almidén de sodio y almidéon de carboximetil sédico),
acido alginico, derivados de celulosa (tal como carboximetilcelulosa sédica,
celulosa hidroxipropilo y celulosa hidroxipropilo de baja sustitucion (L-HPC)) y
polimeros cruzados (tal como carmelosa, sodio croscarmelosa, calcio carmelosa
y PVP cruzado (crospovidono)). En determinadas realizaciones, el desintegrante
es sodio croscarmelosa.

[00311] Los ejemplos de deslizantes y lubricantes adecuados incluyen, a mero
titulo enunciativo, talco, estearato de magnesio, estearato de calcio, acido

estearico, behenato de gliceril, silice colidal, diéxido de silicio acuoso, silicato
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magnesio sintético, 6xido de silicio granulado fino, almidén, laurilsulfato sédico,
acido bodrico, 6xido de magnesio, ceras (tal como cera carnauba), aceite
hidrogenado, polietilenglicol, benzoato sddico, polietilenglicol y aceite mineral.
En determinadas realizaciones, el deslizante o lubricante es estearato de
magnesio o silice colidal.

[00312] La composicién farmacéutica se puede recubrir convencionalmente con
una o mas capas de recubrimiento. Las capas entéricas de recubrimiento o las
capas de recubrimiento para liberaciéon retardada o liberaciéon diana del
compuesto de la formula (1), o sales farmacéuticamente aceptables de este,
también se contemplan. Las capas de recubrimiento pueden comprender uno o
mas agentes de recubrimiento y pueden comprender, opcionalmente,
plastificantes y/o pigmentos (o colorantes).

[00313] Los ejemplos de agentes de recubrimiento adecuados incluyen, a mero
titulo enunciativo, polimeros con base en celulosa (tal como etilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa (o hipromelosa), hidroxipropilcelulosa, ftalato de
acetato de celulosa, succinato de acetato de celulosa, hidroxipropil metilacetato
de succinato de celulosa y ftalato de hidroxipropil metilcelulosa), polimeros
basados en vinilo (tal como alcohol polivinilico) y polimeros basados en acido
acrilico y derivados de este (tal como acido acrilico y copolimeros de acido
metacrilico, copolimeros de acido metacrilico, copolimeros de metacrilato de
metilo, copolimeros de metacrilato de aminoalquilo, copolimeros de acido
poliacrilico/copolimeros de acido polimetacrilico). En  determinadas
realizaciones, el agente de recubrimiento es hidroxipropilmetilcelulosa. En otras
realizaciones, el agente de recubrimiento es alcohol polivinilico.

[00314] Los ejemplos de plastificantes adecuados incluyen, a mero titulo
enunciativo, citrato de trietilo, triacetato de gliceril, citrato de tributilo, ftalato
dietilo, acetiltributilcitrato, dibutilftalato, dibutil sebacato y polietilenglicol. En

determinadas realizaciones, el plastificante es polietilenglicol.
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[00315] Los ejemplos de pigmentos adecuados incluyen, a mero titulo
enunciativo, dioxido de titanio, 6xidos de hierro (tal como 6xidos de hierro
amarillo, marrén, rojo con el) y sulfato de bario.

[00316] La composicion farmacéutica puede estar en una forma que es
adecuada para la administracion oral, para la inyeccion parenteral (que incluye
inyeccion intravenosa, subcutanea, intramuscular e intravascular), para la
administracién tépica o para la administraciéon rectal. En una realizacidon
preferida, la composicidon farmacéutica esta en una forma que es adecuada para
la administracion oral, tal como un comprimido o una capsula.

[00317] La dosificacion 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 considerados habitualmente por el médico
que brinda el tratamiento, al determinar el régimen adecuado y el nivel de
dosificacion para un paciente particular.

[00318] La cantidad del compuesto que se administrara variara de acuerdo con
el paciente que se esta tratando y puede variar de aproximadamente 1 pg/kg de
peso corporal a aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal por dia. Una forma
de dosis unitaria, tal como un comprimido o una capsula, en general contendra
aproximadamente 1 a aproximadamente 250 mg de ingrediente activo, tal como
aproximadamente 1 a aproximadamente 100 mg, o tal como aproximadamente
1 a aproximadamente 50mg, o tal como aproximadamente 1 a
aproximadamente 20 mg, p. ej. aproximadamente 2,5 mg, o aproximadamente
5 mg, o aproximadamente 10 mg, o aproximadamente 15 mg. La dosis diaria se
puede administrar como una dosis unica o dividida en una, dos, tres o mas dosis
unitarias. Una dosis diaria administrada de forma oral de un modulador del acido
biliar se encuentra preferentemente dentro de aproximadamente 0,1 a
aproximadamente 250 mg, mas preferentemente dentro de aproximadamente 1
a aproximadamente 100 mg, tal como dentro de aproximadamente 1 a
aproximadamente 5mg, tal como dentro de aproximadamente 1 a

aproximadamente 10 mg, tal como dentro de aproximadamente 1 a
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aproximadamente 15mg, o tal como dentro de aproximadamente 1 a
aproximadamente 20 mg.

[00319] En otro aspecto, la invencion se refiere a un proceso de la formula (1),
o una sal farmacéuticamente aceptable de este, para usar como medicamento.
La invencion también se refiere al uso de un compuesto de la férmula (1), o una
sal farmacéuticamente aceptable de este, como un medicamento.

[00320] En otro aspecto, la invencion se refiere a un compuesto de la formula
(1), o una sal farmacéuticamente aceptable de este, para usarse en el tratamiento
o la prevencion de cualesquiera de las enfermedades nombradas en la presente.
La invencion también se refiere al uso de un compuesto de la férmula (1), o una
sal farmacéuticamente aceptable de este, en la fabricacién de un medicamento
para el tratamiento o prevencion de cualesquiera de las enfermedades
nombradas en la presente. La invencion también se refiere a un método para
tratar o prevenir cualesquiera de las enfermedades que se mencionan en la
presente en un sujeto, tal como un hombre, que comprenden la administracion
al sujeto que necesita dicho tratamiento o prevencion de una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto de la férmula (I), o una sal
farmacéuticamente aceptable de este.

[00321] Tratamiento combinado

[00322] En un aspecto de la invencion, los compuestos de la formula (1), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con al
menos otro agente terapéuticamente activo, tal como con uno, dos, tres o mas
agentes terapéuticamente activos. ElI compuesto de la formula (1), o una sal
farmacéuticamente aceptable de este, y al menos otro agente terapéuticamente
activo se puede administrar de manera simultanea, secuencial o separada. Los
agentes terapéuticamente activos que son adecuados para la combinacién con
los compuestos de la formula (I) incluyen, a mero titulo enunciativo, agentes
activos conocidos que son utiles en el tratamiento de cualesquiera de las

afecciones, los trastornos y las enfermedades mencionados arriba.
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[00323] En una realizacion, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con otro
inhibidor de ASBT. Los inhibidores de ASBT adecuados se divulgan en
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 489423, EP 549967, EP 573848, EP 624593, EP 624594,
EP 624595, EP 624596, EP 0864582, EP 1173205 y EP 1535913, y todos se
incorporan en la presente como referencia en su totalidad.

[00324] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
ligante de acido biliar (también se denomina secuestrante de acido biliar o una
resina), tal como colesevelam, colestiramina o colestipol. En una realizacién
preferida de dicha combinacion, el ligante de acido biliar se formula para la
liberacion del colon. Los ejemplos de dichas formulaciones se divulgan en, p. €j.,
WO 2017/138877, WO 2017/138878, WO 2019/032026 y WO 2019/032027, y
todas se incorporan en la presente como referencia en su totalidad.

[00325] En oftra realizacion, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
inhibidor de DPP-IV, que incluye gliptinas tales como sitagliptina, vildagliptina,
saxagliptina, linagliptina, gemigliptina, anagliptina, teneligliptina, alogliptina,
trelagliptina, omarigliptina, evogliptina, gosogliptina y dutogliptina, o una sal
farmacéuticamente aceptable de este.

[00326] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales

farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacion con un
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inhibidor de la reductasa HMG CoA, tal como fluvastatina, lovastatina,
pravastatina, simvastatina, atorvastatina, cerivastatina  pitavastatina,
mevastatina, rosuvastatina, bervastatina o dalvastatina, o wuna sal
farmacéuticamente aceptable de este.

[00327] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
inhibidor de la absorcion del colesterol tal como ezetimiba, o una sal
farmacéuticamente aceptable de este.

[00328] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
agonista PPAR alfa, que incluye fibratos tal como clofibrato, bezafibrato,
ciprofibrato, clinofribrato, clofibrida, fenofibrato, gemfibrozil, ronifibrato vy
simfribrato, o una sal farmacéuticamente aceptable de este.

[00329] En oftra realizacion, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
agonista PPAR gamma, que incluye tiazolidinedionas tal como pioglitazona,
rosiglitazona y lobeglitazona, o una sal farmacéuticamente aceptable de este.
[00330] En otra realizacion, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
agonista dual PPAR alfa/gamma, que incluye glitazares tal como saroglitazar,
aleglitazar, muraglitazar o tesaglitazar, o una sal farmacéuticamente aceptable
de este.

[00331] En oftra realizacion, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
agonista dual PPAR alfa/delta, tal como elafibranor.

[00332] En aun otra realizacion, los compuestos de la formula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
agonista pan PPAR (es decir, un agonista PPAR que tiene actividad en dos los

subtipos: q, y y 8), tal como IVA337.
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[00333] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinaciéon con
moduladores de un receptor X de farnesoide (FXR), que incluyen agonistas FXR
tal como cafestol, acido quenodeoxicdlico, acido 6a-etil-quenodeoxicdlico (acido
obeticdlico; INT-747), fexaramina, tropifexor, cilofexor y MET409.

[00334] En oftra realizacion, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
modulador del receptor TGRS, que incluye agonistas TGR5 tal como acido 6a-
etil-23(S)-metilcélico (INT-777).

[00335] En otra realizacion, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
agonista dual FXR/TGRS5 tal como INT-767.

[00336] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinaciéon con
acido ursodeoxicolico (UDCA). En aun otra realizacion, los compuestos de la
férmula (1), o sales farmacéuticamente aceptables de este, se administran en
combinacién con acido nor-ursodeoxicolico (nor-UDCA).

[00337] En otra realizacion, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
modulador de FGF19, tal como NGM282.

[00338] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacion con un
agonista FGF21, tal como BMS-986036.

[00339] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
inhibidor de integrina, tal como PLN-74809 y PLN-1474.

[00340] En otra realizacion, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
inhibidor de CCR2/CCRS5, tal como cenicriviroc.
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[00341] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
inhibidores de la proteasa caspasa, tal como emricasan.

[00342] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacion con un
inhibidor de galectina-3, tal como GR-MD-02.

[00343] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
inhibidor de desaturasa estearoil-CoA (SCD), tal como aramcol (acido colanoico
amido araquidilo).

[00344] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacion con una
quinasa de regulacion de sefal de apéptosis 1 (ASK1), tal como selonsertib.
[00345] En oftra realizacion, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
inhibidor de LOXL2, tal como simtuzumab.

[00346] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
inhibidor de ACC, tal como GS-0976.

[00347] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
agonista del receptor-p de la hormona tiroidea, tal como MGL3196.

[00348] En otra realizacion, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
agonista GLP-1 tal como liraglutida.

[00349] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
péptido dual similar al glucagon y agonistas del receptor de glucagon, tal como
SAR425899.
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[00350] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
inhibidor del vehiculo de piruvato mitocondrial, tal como MSDC-0602K.

[00351] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacion con un
agente antioxidante, tal como la vitamina E.

[00352] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
inhibidor de SGLT1, un inhibidor de SGLT2 o un inhibidor dual de SGLT1 y
SGLT2. Los ejemplos de dichos compuestos son dapagliflozina, sotagliflozina,
canagliflozina, empagliflozina, LIKO66 y SGL5213.

[00353] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacion con un
inhibidor de diacilglicerol O-Aciltransferasa 2 (DGAT2), tal como DGAT2RX y PF-
06865571.

[00354] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacion con un
inhibidor de la sintasa de acidos grasos (FASN), tal como TVB-2640.

[00355] En otra realizacion, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
activador de la proteinquinasa activada por AMP (AMPK), tal como PXL-770.
[00356] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
antagonista del receptor de glucocorticoide (GR), un antagonista del receptor de
mineralocorticoide (MR), o un antagonista dual GR/MR. Los ejemplos de dichos
compuestos son MT-3995 y CORT-118335.

[00357] En oftra realizacion, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un

antagonista del receptor cannabinoide 1 (CB1), tal como IM102.
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[00358] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
activador de Kloto (KLB) y receptor del factor de crecimiento de fibrobastos
(FGFR), tal como MK-3655 (conocido anteriormente como NGM-313).

[00359] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
inhibidor del ligando de quimiocina (motivo c-c) 24 (CCL24), tal como CM101.
[00360] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacion con un
antagonista A3, tal como PBF-1650.

[00361] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
antagonista del receptor P2x7, tal como SGM 1019.

[00362] En otra realizacion, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacion con
agonistas del receptor P2Y13, tal como CER-209.

[00363] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
oxisterol sulfatado, tal como Dur-928.

[00364] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
antagonista del receptor leucotrieno D4 (LTD4), tal como MN-001.

[00365] En otra realizacion, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
inhibidor del linfocito T citolitico natural del tipo 1 (NKT1), tal como GRI-0621.
[00366] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un

compuesto de antilipopolisacarido (LPS), tal como IMM-124E.
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[00367] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
inhibidor de VAP1, tal como BI1467335.

[00368] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacion con un
agonista del receptor de adenosina A3, tal como CF-102.

[00369] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
activador de SIRT-1, tal como NS-20.

[00370] En otra realizacion, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
agonista del receptor 1 del acido nicotinico, tal como ARI-3037MO.

[00371] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
antagonista TLR4, tal como JKB-121.

[00372] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacion con un
inhibidor de quetohexocinasa, tal como PF-06835919.

[00373] En otra realizacion, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
agonista FGFdel receptor de adiponectina, tal como ADP-335.

[00374] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
inhibidor de autotaxina, tal como PAT-505 y PF8380.

[00375] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacion con un
antagonista del receptor de quimiocina (motivo c-c) 3 (CCR3), tal como

bertilimumab.

108



[00376] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
estimulador del canal de cloruro, tal como cobiprostona y lubiprostona.

[00377] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacion con un
inhibidor de la proteina de choque de calor 47 (HSP47), tal como ND-L02-s0201.
[00378] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
Inhibidor del factor de transcripcion de la proteina de unién al elemento
regulatorio de esterol (SREBP), tal como CAT-2003 y MDV-4463.

[00379] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacion con una
biguanidina, tal como metformina.

[00380] En otra realizacion, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacion con
insulina.

[00381] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
inhibidor de la fosforilasa de glicogeno y/o un inhibidor de glucosa-6-fosfatasa.
[00382] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacion con una
sulfonilurea, tal como glipizid, glibenklamid y glimepirid.

[00383] En otra realizacion, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacion con una
meglitinida, tal como repaglinida, nateglinida y ormiglitinida.

[00384] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un

inhibidor de glucosidasa, tal como acarbosa o miglitol.
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[00385] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacién con un
inhibidor de sintasa de escualeno, tal como TAK-475.

[00386] En otra realizacién, los compuestos de la férmula (I), o sales
farmacéuticamente aceptables de este, se administran en combinacion con un
inhibidor de PTPB1, tal como trodusquemina, ertiprotafib, JTT-551 y claramina.
[00387] Preparacion de los compuestos

[00388] Los compuestos de la invencion se pueden preparar como un acido libre
o una sal farmacéuticamente aceptable de este mediante los procesos descritos
a continuacion. Durante toda la descripcidn a continuacién de dichos procesos
se entiende que, cuando sea adecuado, se afiadiran grupos de proteccion
adecuados y, posteriormente, se eliminaran de los varios reactivos e
intermediarios de una manera que se comprendera por los expertos en la técnica
de la sintesis organica. Los procedimientos convencionales para usar dicho
grupo de proteccion asi como los ejemplos de grupos de proteccion adecuados,
por ejemplo, se describen en Greene’s Protective Groups in Organic Synthesis
de P.G.M Wutz y T.W. Greene, 4th Edition, John Wiley & Sons, Hoboken, 2006.
[00389] Métodos generales

[00390] Todos los solventes usados fueron de grado analitico. Se usaron
solventes anhidros disponibles comercialmente de manera habitual para las
reacciones. Los materiales de inicio estaban disponibles de fuentes comerciales
o se prepararon de acuerdo con los procedimientos de la bibliografia. 3,3-Dibutil-
8-hidroxi-2-(4-metoxibenzil)-7-(metiltio)-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepina 1,1-dioxido se puede preparar como se describe en
WO 03/022286 (método 24). Temperatura ambiente se refiere de 20 °C a 25 °C.
Las composiciones de mezcla de solventes se obtienen como porcentajes de
volumen o cocientes de volumenes.

[00391] LCMS:

[00392] Nombre del instrumento: Agilent 1290 infinity II.

110



[00393] Método A: Fase movil: A: 0,1% de HCOOH en H20: ACN (95:5), B:
ACN; tasa de flujo: 1,5 mL/min; columna: ZORBAX XDB C-18 (50 x 4,6 mm)
3,5 um.

[00394] Método B: Fase movil: A: 10 mm NH4HCOs3 en agua, B: ACN; tasa de
flujo: 1,2 mL/min; columna: XBridge C8 (50 x 4,6 mm), 3,5 um.

[00395] Método C: Fase movil: A: 0,1% de HCOOH en agua: ACN (95:5), B:
ACN; tasa de flujo: 1,5 mL/min; columna: ATLANTIS dC18 (50 x 4,6 mm), 5 ym.
[00396] Método D: Fase mévil: A: 10 mm NH4OAc en agua, B: ACN; tasa de
flujo: 1,2 mL/min; columna: Zorbax Extend C18 (50 x 4,6mm) 5 um.

[00397] Método E: Fase movil: A: 0,1% de TFA en agua: ACN (95:5), B: 0,1%
TFA en ACN; tasa de flujo: 1,5 mL/min; Columna: XBridge C8 (50 x 4,6 mm),
3,5 um.

[00398] Método F: Fase movil: A: 0,1% TFA en agua, B: 0,1% TFA en ACN;
tasa de flujo: 0,8 mL/min; columna: ZORBAX ECLIPSE PLUS C18
(50 x 2,1 mm), 1,8 pym.

[00399] Método G: Fase movil: A: 0,1% TFA en agua, B: 0,1% TFA en ACN;
tasa de flujo: 0,8 mL/min; columna: Acquity UPLC BEH C18 (2,1 x 50 mm),
1,7 ym.

[00400] UPLC:

[00401] Nombre del instrumento: aguas Acquity | Class

[00402] Método A: Fase movil: A: 0,1% HCOOH en agua, B: 0,1% de HCOOH
en ACN; tasa de flujo: 0,8 mL/min; Columna: Acquity UPLC HSS T3
(2,1 x 50) mm; 1,8 um.

[00403] HPLC:

[00404] Nombre del instrumento: instrumentos de serie Agilent 1260 Infinity I
como se siguen usando el % con deteccion UV (maxplot).

[00405] Método A: Fase movil: A: 10 mm NH4HCOs en agua, B: ACN; tasa de
flujo: 1,0 mL/min; columna: XBridge C8 (50 x 4,6 mm, 3,5 um).

[00406] Método B: Fase movil: A: 0,1% TFA en agua, B: 0,1% TFA en ACN;
tasa de flujo: 2,0 mL/min; columna: XBridge C8 (50 x 4,6 mm, 3,5 um).
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[00407] Método C: Fase movil: A: 10 mm NH4OAc en agua Milli-Q, B: ACN;
tasa de flujo: 1,0 mL/min; columna: Phenomenex Gemini C18 (150 x 4,6 mm,
3,0 uym).

[00408] Método D: Fase movil: A: 0,1% TFA en agua, B: ACN; tasa de flujo:
1,0 mL/min; columna: ATLANTIS dC18 (250 x 4,6 mm, 5,0 ym).

[00409] HPLC quiral:

[00410] Nombre del instrumento: Agilent 1260 Infinity I

[00411] Método A: Fase moévil: A: 0,1% TFA en n-hexano; B: etanol, flujo:
1,0 mL/min; Columna: CHIRALPAK IA (250 x 4,6 mm, 5,0 um).

[00412] SEC quiral:

[00413] Nombre del instrumento: PIC SFC 10 (analitico)

[00414] El cociente entre CO2 y cosolvente varia entre 60:40 y 80:20

[00415] Método A: Fase movil: 0,5% isopropilamina en IPA; tasa de flujo:
3 mL/min; columna: YMC Amilosa-SA (250 x 4,6 mm, 5 uym).

[00416] Método B: Fase movil: 0,5% isopropilamina en IPA; tasa de flujo:
3 mL/min; columna: Chiralpak AD-H (250 x 4,6 mm, 5 ym).

[00417] Método C: Fase movil: 20 MM amonio en metanol; tasa de flujo:
3 mL/min; columna: YMC Celulosa-SC (250 % 4,6 mm, 5 um).

[00418] Método D: Fase movil: metanol; tasa de flujo: 3 mL/min; columna: Lux
A1 (250 x 4,6 mm, 5 pym).

[00419] Método E: Fase movil: 0,5% isopropilamina en metanol; tasa de flujo:

5 mL/min; columna: Lux C4.

[00420] Método F: Fase movil: 0,5% isopropilamina en metanol; tasa de flujo:
3 mL/min; columna: YMC Celulosa-SC.

[00421] Método G: Fase movil: 0,5% isopropilamina en metanol; tasa de flujo:
3 mL/min; columna: Lux A1.

[00422] Método H: Fase movil: 0,5% isopropilamina en IPA; tasa de flujo:
3 mL/min; columna: Lux A1 (250 x 4,6 mm, 5 ym).

[00423] Método I: Fase movil: 0,5% isopropilamina en metanol; tasa de flujo:

3 mL/min; columna: CCS quiral (250 x 4,6 mm, 5 pym).
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[00424] Método J: Fase movil: 0,5% isopropilamina en IPA; tasa de flujo:
5 mL/min; columna: YMC Celulosa-SC AD-H (250 x 4,6 mm, 5 um).

[00425] Método K: Fase movil: 0,5% Isopropilamina en metanol; tasa de flujo:
4 mL/min; columna: (R,R)-Whelk-01 (250 x 4,6 mm, 5 uym).

[00426] Método L: Fase movil: 0,5% Isopropilamina en IPA; tasa de flujo:
3 mL/min; columna: Chiralcel OX-H (250 x 4,6 mm, 5 ym).

[00427] Método M: Fase movil: 0,5% Isopropilamina en IPA; tasa de flujo:
5 mL/min; columna: YMC Celulosa-SC (250 x 4,6 mm, 5 pym).

[00428] Método N: fase moévil: metanol, tasa de flujo: 5 mL/min; columna:
Chiralcel OX-H (250 x 4,6 mm, 5 pym).

[00429] HPLC preparativa:

[00430] Nombre del instrumento: Agilent 1290 Infinity I

[00431] Método A: Fase movil: A: 0,1% TFA en agua; Fase movil; B: 0,1% TFA
en CAN; tasa de flujo: 2,0 mL/min; Columna: X-Bridge C8 (50 x 4,6 mm, 3,5 ym).
[00432] Método B: Fase moévil: A: 10 mm NH4OAc en agua; B: ACN; tasa de
flujo: 35 mL/min; columna: seleccion X C18 (30 x 150 mm, 5 ym).

[00433] Método C: Fase movil: A: 10 mm NH4HCOs en agua; B: ACN; tasa de
flujo: 1,0 mL/min; columna: XBridge C8 (50 x 4,6 mm, 3,5 um).

[00434] Método D: Fase movil: A: 0,1% de HCOOH en agua; B: ACN; tasa de
flujo: 1,0 mL/min; columna: seleccion X C18 (30 x 150 mm, 5 ym).

[00435] SFC quiral preparativa:

[00436] Nombre del instrumento: PIC SFC 100 y PSC SFC 400

[00437] El cociente entre CO2 y cosolvente varia entre 60:40 y 80:20

[00438] Método A: Fase movil: 0,5% isopropilamina en IPA; tasa de flujo:
3 mL/min; columna: YMC Amilosa-SA (250 x 30 mm, 5 ym).

[00439] Método B: Fase movil: 0,5% isopropilamina en IPA; tasa de flujo:
3 mL/min; columna: Chiralpak AD-H (250 x 30 mm, 5 pym).

[00440] Método C: Fase movil: 20 MM amonio en metanol; tasa de flujo:
3 mL/min; columna: YMC Celulosa-SC (250 x 30 mm, 5 uym).
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[00441] Método D: Fase movil: metanol; tasa de flujo: 3 mL/min; columna: CCS
quiral (250 x 30 mm, 5 pym).

[00442] Método E: Fase movil: metanol; tasa de flujo: 3 mL/min; columna: Lux
A1 (250 x 30 mm, 5 ym).

[00443] Método F: Fase movil: 0,5% isopropilamina en IPA; tasa de flujo:
3 mL/min; columna: Lux A1 (250 x 30 mm, 5 um).

[00444] Método G: Fase movil: 0,5% isopropilamina en metanol; tasa de flujo:
3 mL/min; columna: CCS quiral (250 x 30 mm, 5 pym).

[00445] Método H: Fase movil: 0,5% isopropilamina en IPA, tasa de flujo:
5 mL/min; columna: YMC Amilosa-SC (250 x 30 mm, 5 uym).

[00446] Método J: Fase movil: 0,5% isopropilamina en IPA; tasa de flujo:
3 mL/min; columna: Chiralcel OX-H (250 x 30 mm, 5 ym).

[00447] Método K: Fase movil: 0,5% isopropilamina en metanol; tasa de flujo:
5 mL/min; columna: YMC Celulosa-SC (250 x 30 mm, 5 uym).

[00448] Método L: Fase movil: metanol; tasa de flujo: 5 mL/min; columna:
Chiralcel OX-H (250 x 30 mm, 5 pym).

[00449] HPLC quiral preparativa:

[00450] Nombre del instrumento: Agilent 1260 Infinity I

[00451] Método A: Fase movil: A: 0,1% TFA en n-hexano; B: etanol; tasa de
flujo: 15 mL/min; Columna: CHIRALPAK IA (250 x 19 mm, 5,0 uym).

[00452] Abreviaturas

[00453] ACN acetonitrilo

[00454] DCM diclorometano

[00455] DMAP 4-dimetilaminapiridina

[00456] DMF dimetilformamida

[00457] IPA alcohol isopropilico

[00458] LCMS cromatografia de liquidos-espectrometria de masas

[00459] HPLC cromatografia liquida de alto rendimiento
[00460] PE éter de petroleo
[00461] SFC cromatografia de fluidos supercriticos
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[00462] TFA acido trifluoroacético

[00463] THF tetrahidrofurano

[00464] TLC cromatografia de capa fina

[00465] UPLC cromatografia liquida de ultra rendimiento

[00466] La invencidon ahora se describird mediante los siguientes ejemplos que
no limitan la invencion

[00467] En ningun aspecto. Todos los documentos y las referencias citados se
incorporan como referencia.

[00468] EJEMPLOS

[00469] Intermedio 1

[00470] Etil 3-((3,3-dibutil-2-(4-metoxibenzil)-7-(metiltio)-1,1-diéxido-5-
fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)propanoato
/
0]

o)
o) 038y
NG \H/\/
Sl el
? N
[00471] @

[00472] A una suspension agitada de 3,3-dibutil-8-hidroxi-2-(4-metoxibenzil)-7-
(metiltio)-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina 1,1-diéxido (12 g,
21,1 mmol) en acrilato etilico (80 mL) a temperatura ambiente, se afiadi6 DMAP
(257 mg, 2,11 mmol). Se calenté la mezcla de reaccion en un tubo sellado
durante 72 horas a 100 °C. Se control6 el progreso de la reaccion TLC, que
indico la conversién incompleta (~40%) del material inicial. Se evaporé la mezcla
de reaccion y se seco al vacio para obtener el compuesto del titulo crudo, que
se envid al siguiente paso sin una purificacion adicional. Rendimiento: 15g
(goma cruda marron).

[00473] LCMS: (Método A) 669,3 (M*+H), Rt. 3,66 min, 36,45% (Max).
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[00474] Intermedio 2
[00475] Acido propiénico 3-((3,3-dibutil-2-(4-metoxibenzil)-7-(metiltio)-1,1-
dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)

/
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O\ //
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N

[00476] @

[00477] Preparacion 1:

[00478] A una solucion agitada de etil 3-((3,3-dibutil-2-(4-metoxibenzil)-7-
(metiltio)-1,1-diéxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-
ilJoxi)propanoato (intermedio 1; 40 g, 59,79 mmol) en 1,4-dioxano (200 mL) a
temperatura ambiente, HCI (6N, 200 mL) se afiadié gota a gota y se calenté la
mezcla de reaccidon durante 16 horas a 80 °C. Después de completar la reaccion
(controlado por LCMS), se diluyé la mezcla de reaccidon con agua helada
(500 mL) y se extrajo la capa acuosa con EtOAc (2 x 200 mL). Se secé la parte
organica sobre Na2SO4 anhidro y se evaporé al vacio. Se purificé el material
crudo resultante mediante la cromatografia de columna flash (eluyente: 20% al
70 % EtOAC/PE; gel de silice: malla de 230-400) para obtener el compuesto del
titulo. Rendimiento: 39% (15 g, goma marrén).

[00479] LCMS: (Método E) 641,3 (M*+H), Rt. 2,93 min, 75,38% (Max).

[00480] Preparacion 2:

[00481] A una suspension agitada de 3,3-dibutil-8-hidroxi-2-(4-metoxibenzil)-7-
(metiltio)-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina 1,1-diéxido (500 mg,
0,88 mmol) en

[00482] THF (5 mL) a 0 °C, se afadio potasio tert-butdxido (99 mg, 0,88 mmol)

y se agité la mezcla de reaccion durante 10 minutos a temperatura ambiente.
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Luego, se anadié B-propiolactona (76 mg, 1,05 mmol) a la mezcla de reaccion a
0 °C y se agitd la mezcla de reaccion durante 1 hora a temperatura ambiente.
Después de completar la reaccion (controlado mediante TLC), la mezcla de
reaccion se acidificé con 1,5N HCl a 0 °C y se extrajo la capa acuosa con EtOAc
(2 x 10 mL). La capa organica combinada se seco sobre Na2SO4 anhidro y se
evaporé al vacio. Se purific6 el producto crudo resultante mediante la
cromatografia de columna flash (eluyente: 10-50% EtOAc/PE; gel de silice: malla
de 230-400) para obtener el compuesto del titulo. Rendimiento: 53% (300 mg,
sélido blanco).
[00483] LCMS: (Método D) 641,3 (M*+H), Rt. 3,48 min, 96,63% (Max).
[00484] Intermedio 3
[00485] Clorhidrato etil 2-aminobutanoato

o)

o

[00486] NH,.HCI
[00487] A una solucion agitada de 2-acido aminobutanoico (100 g, 0,97 mol) en
etanol (750 mL), cloruro de tionilo (78 mL, 1,07 mol) se afiadi6é a 0 °C. Luego se
calento la mezcla de reaccion durante 16 horas a 80 °C. Después de completar
la reaccidén, la mezcla de reaccidon se concentré al vacio para obtener el
compuesto del titulo crudo que se usé como tal en el paso siguiente sin
purificacion adicional. Rendimiento: 93% (152 g, sélido blanco).
[00488] 'RMN de H (400 MHz, DMSO-ds): & 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).
[00489] Intermedio 4
[00490] Butanoato etil (E)-2-(benzilideneamino)

@u%A

[00491]
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[00492] A una solucion agitada de clorhidrato etil 2-aminobutanoato (intermedio
3; 152 g, 0,91 mol) en DCM (900 mL), se anadié trietilo amina (152 mL, 1,09 mol)
a 0°C en un periodo de 30 minutos. Se ahadi¢ sulfato de magnesio (98 g,
0,82 mol) en relacion con las porciones a la mezcla de reaccion a 0 °C. Luego
se anadié benzaldehido (84 mL, 0,82 mol) a la mezcla de reaccién a 0 °C en un
periodo de 20 minutos y se agitd la mezcla de reaccion durante 16 horas a
temperatura ambiente. Después de completar la reaccion (controlado mediante
TLC), se filtré la mezcla de reaccion por celita y se concentro el filtrado al vacio.
Se disolvid el crudo resultante en éter de petréoleo (1000 mL) y luego se filtrd
nuevamente por celita. Luego se concentré el filtrado al vacio para obtener el
compuesto del titulo. Este material crudo se envié como tal al siguiente paso sin
purificacion adicional. Rendimiento: 90% (180 g, liquido marrén palido).
[00493] 'RMN de H (400 MHz, DMSO-ds): & 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).

[00494] Intermedio 5

[00495] Etil (E)-2-(benzilideneamino)-2-etilhexanoato

O

[00496]
[00497] A una solucién agitada de NaH (60%; 32,8 g, 0,82 mol) en DMF

(100 mL) a 0 °C, se agrego6 lentamente etil (E)-2-(benzilideneamino)butanoato
(intermedio 4; 180 g, 0,82 mol) en DMF (800 mL) en un periodo de 30 minutos.
Luego, se agitd la mezcla de reaccion durante 1,5 horas a temperatura ambiente.
Se anadié yoduro n-butil (93 mL, 0,82 mol) a la mezcla de reaccion a 0 °C y se
agitd la mezcla durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de completar
la reaccion (controlado mediante TLC), la mezcla de reaccién se desactivo con

2-propanol (100 mL) a 0 °C y luego se diluy6 con agua (1000 mL). Se extrajo la
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capa acuosa con éter de petréleo (1000 mL). La capa organica se lavo con
salmuera (200 mL) y se secd con Na2SO4 anhidro. Se concentrd la parte
organica al vacio y el material crudo resultante se envié como tal al siguiente
paso sin purificacion adicional. Rendimiento: 88% (200 g, liquido amarillo).
[00498] 'RMN de H (400 MHz, DMSO-ds): 5 8,34 (s, 1H), 7,80 - 7,77 (m, 2H),
7,47-7,44 (m, 3H), 4,16 (9, J = 7,0 Hz, 2H), 2,51-1,79 (m, 4H), 1,31-1,18 (m, 7H),
0,88 - 0,84 (m, 6H).

[00499] Intermedio 6

[00500] Etil 2-amino-2-etilhexanoato

(0]
HoN
2 o

[00501]
[00502] A una solucién agitada de etil (E)-2-(benzilideneamino)-2-etilhexanoato

(intermedio 5; 200 g, 0,73 mol) en éter de petréleo (500 mL), se anadié HCI
diluido (1000 mL, 1,5 N) a 0 °C y se agit6 enérgicamente la mezcla de reaccién
durante 16 horas a temperatura ambiente. Después de completar la reaccién
(controlado mediante TLC), se separé la capa organica y se lavo la capa acuosa
con EtOAc (2 x 100 mL). Luego, la capa acuosa se basificd (pH ~8,5) al usar
bicarbonato de sodio solido (200 g) y se extrajo con EtOAc (2 x 200 mL). Se lavo
la capa organica con agua (2 x 15 mL). La parte organica combinadas y secos
sobre Na2S0O4 anhidro y se concentré al vacio para obtener el compuesto del
titulo. ElI material crudo se envié como tal al siguiente paso sin purificacion
adicional. Rendimiento: 80% (110 g, liquido amarillo palido).

[00503] 'RMN de H (400 MHz, DMSO-ds): & 4,08 (g, 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).

[00504] Intermedio 7

[00505] 2-Amino-2-etil-N-fenilhexanamida
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[00506]
[00507] A una solucién agitada de anilina (48,3 mL, 534 mmol) en THF (250 mL)

a-78 °C, se anadié n-BuLi (2,6M en hexanos; 205 mL, 534 mmol) gota a gota en
un periodo de 30 minutos, y la mezcla de reaccion se agité durante 45 minutos
de -25 °C a -30 °C. Luego, se ainadio etil 2-amino-2-etilhexanoato (intermedio 6;
50 g, 267 mmol) en THF (250 mL) a la mezcla de reaccién a -78 °C y la mezcla
de reaccion se agitd durante 2 horas a -78 °C. Después de completar la reaccién
(controlado mediante TLC), la mezcla de reaccion se desactivd con agua
(500 mL) a -78 °C. La mezcla de reaccion se extrajo con EtOAc (2 x 250 mL) y
la capa organica se lavd con agua (2 x 15 mL). Se seco la parte organica sobre
Na2S04 anhidro y se concentro al vacio para obtener el compuesto del titulo
como crudo. Se disolvié el producto crudo en éter de petréleo (1000 mL). Se lavé
la parte organica con 30% de metanol en agua (2 x 250 mL) y se secd sobre
Na2S04 anhidro. Se concentré la parte organica al vacio y el crudo resultante se
enviéo como tal al siguiente paso sin purificacién adicional. Rendimiento: 66 g
(crudo, liquido marrén).

[00508] '"RMN de H (400 MHz, DMSO-ds): & 7,64 (d, J = 8,4 Hz, 2H), 7,30 (t,
J=7,4Hz 2H), 7,05 (t, J=7,4 Hz, 1H), 6,55 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 1,76-1,07 (m,
10H), 0,86-0,77 (m, 6H).

[00509] Intermedio 8

[00510] 2-Etil-N1-fenilhexano-1,2-diamina

]
25N

H

[00511]
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[00512] A una solucion agitada de 2-amino-2-etil-N-fenilhexanamide
(intermedio 7; 66 g, 0,28 mol) en THF (600 mL), se afiadidé borano dimetilsulfuro
(2M en THF, 253 mL, 0,51 mol) a 0 °C y la mezcla de reaccion se calentd durante
16 horas a 70 °C. Después de completar la reaccién (controlado mediante TLC),
la mezcla de reaccion se desactivé con metanol (300 mL) a 0 °C. Luego, se
calentd la mezcla de reaccion durante 2 horas a 70 °C. Se concentrd la mezcla
de reaccion al vacio y se disolvio el residuo obtenido en EtOAc (1000 mL). Se
lavé la capa organica con agua (2 x 150 mL), se secd sobre Na2SO4 anhidro y
se concentré al vacio. Se purificd el crudo resultante mediante cromatografia de
columna Isolera (eluyente: 40% de EtOAc en hexano; gel de silice: malla de 230-
400) para obtener el compuesto del titulo. Rendimiento: 82% (50 g, liquido
marron).
[00513] '"RMN de H (400 MHz, DMSO-ds): 7,04 (t, J=7,2 Hz, 2H), 6,61 (d,
J=8,4Hz 2H), 6,49 (t, J=7,2 Hz, 1H), 5,15 (t, J=4,8 Hz, 1H), 2,79 (d, J=5,6
Hz, 2H), 1,39 - 1,17 (m, 10H), 0,88-0,79 (m, 6H).
[00514] Intermedio 9
[00515] 1,2-Bis(2,4-dibromo-5-metoxifenil)disulfano

0 S—S N
[00516] Brj@Br Br:©i8r
[00517] A una solucion agitada de 3-metoxibenzenotiol (100 g, 0,7 mol) en
metanol (1000 mL), se anadié bromo (73 mL, 1,4 mol) gota a gotaa 0°C y la
mezcla de reaccién se agitd durante 24 horas a temperatura ambiente. Se
evaporo la mezcla de reaccion al vacio y se diluyo el crudo obtenido con EtOAc
(2000 mL) y se lavo con agua (2 x 500 mL). Se secd la capa organica sobre
Na2SO4 anhidro y se concentro al vacio. Se disolvio el crudo resultante en acido
acético glacial (600 mL), se afiadié bromo (20 mL) gota a gota a temperatura
ambiente y se agitd la mezcla de reaccion durante 2 horas a temperatura

ambiente. Se filtr6 el s6lido obtenido, se tritur6 con DCM y se seco al vacio para

obtener el compuesto del titulo puro. Rendimiento: 37% (78 g, sélido blanco).
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[00518] 'RMN de H (400 MHz, DMSO-ds): & 7,69 (s, 2H), 7,17 (s, 2H), 3,84 (s,
6H).
[00519] Intermedio 10

[00520] Cloruro de 2,4-dibromo-5-metoxibenzenosulfonilo

\ 7/

e
[00521] Br Br

[00522] A una suspension agitada de 1,2-bis(2,4-dibromo-5-
metoxifenil)disulfano (intermedio 9; 20,0 g, 33,67 mmol) y nitrato de potasio
(17,02 g, 168,35 mmol) en acetonitrilo (200 mL) se anadié gota a gota cloruro de
sulfurilo (13,6 mL, 168,35 mmol) a 0 °C. La mezcla de reaccion se agité durante
24 horas a temperatura ambiente. Después de completar la reaccion (controlado
mediante TLC), la mezcla de reaccion se invirtio en hielo triturado y se filtré el
sélido obtenido. Se lavé el sélido con agua y se seco al vacio para obtener el
compuesto del titulo puro. Rendimiento: 91% (22,5 g, sélido blanco).

[00523] 'RMN de H (400 MHz, DMSO-ds): & 8,05 (s, 1H), 7,66 (s, 1H), 4,01 (s,
3H).

[00524] Intermedio 11

[00525] 2,4-Dibromo-5-metoxi-N-(3-((fenilamino)metil)heptan-3-

il)benzenosulfonamida

Ox~ /9

/O: : :S\r}H<:/\
Br Br
NH

[00526] @

[00527] A una solucion agitada de 2-etil-N1-fenilhexano-1,2-diamina
(intermedio 8; 4,9 g, 22,34 mmol) en THF (10 mL) se anadieron cloruro de 2,4-
dibromo-5-metoxibenzenosulfonil (intermedio 10; 10,5g, 28,91 mmol) vy
trietilamina (9,3 mL, 67,02 mmol) a 0 °C y se agit6 la mezcla de reaccion durante

16 horas a temperatura ambiente. Después de completar la reaccién (controlado

122



mediante TLC), se diluyé la mezcla de reaccion con EtOAc (60 mL). Se lavo la
capa organica con agua (2 x 15mL) y se secod sobre Na:SOs4 anhidro. Se
concentro la parte organica al vacio y el crudo resultante se purifico mediante la
cromatografia de columna Isolera (eluyente: 10% de EtOAC/PE; gel de silice:
malla de 230-400) para obtener el compuesto del titulo. Rendimiento: 59% (7,2
g, solido blanco).

[00528] 'RMN de H (400 MHz, DMSO-ds): & 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).
[00529] Intermedio 12

[00530] 7-Bromo-3-butil-3-etil-8-metoxi-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-

benzotiadiazepina 1,1-diéxido

[00531] @

[00532] A° una solucibn  agitada de  2,4-dibromo-5-metoxi-N-(3-
((fenilamino)metil)heptan-3-il)benzenosulfonamida (intermedio 11; 7,2 g,
13,1 mmol) en DMF (50 mL) se afadieron carbonato de potasio (3,62 g,
26,2 mmol) y polvo de cobre (834 mg, 13,1 mmol) y se calentdé la mezcla de
reaccion durante 24 horas a 150 °C. Después de completar la reaccion
(controlado mediante TLC), la mezcla de reaccion se filtr6 mediante celita y se
lavé con EtOAc (25 mL). La parte del filtrado se concentré al vacio y el crudo
resultante se purific6 mediante la cromatografia de columna Isolera (eluyente:
20% de EtOAC/PE; gel de silice: malla de 230-400) para obtener el compuesto
del titulo. Rendimiento: 83% (5,1 g, solido blanco).

[00533] 'RMN de H (400 MHz, DMSO-ds): & 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). LCMS: (Método A) 467,0 (M*), Rt. 3,06 min, 95,31% (max).
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[00534] Intermedio 13
[00535] 7-Bromo-3-butil-3-etil-8-metoxi-2-(4-metoxibenzil)-5-fenil-2,3,4,5-
tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina 1,1-diéxido

/
O

0
Br N
[00536] @

[00537] A una solucion agitada de 7-bromo-3-butil-3-etil-8-metoxi-5-fenil-
2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina 1,1-dioxido (intermedio 12; 20,0 g,
42,7 mmol) en N-metil-2-pirrolidona (100 mL) se afadieron Cs2COs3 (27,8 g,
85,5 mmol) y p-metoxibenzil bromuro (7,98 mL, 39,5 mmol) a 0 °C y la mezcla
de reaccion se agitd durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de
completar la reaccion (controlado mediante TLC), la mezcla de reaccion se diluyé
con EtOAc (200 mL) y se lavo la capa organica con agua (2 x 50 mL). La parte
organica se secd sobre Na2SO4 anhidro y se concentr6 al vacio. Se purificé el
crudo resultante mediante cromatografia de columna Isolera (eluyente: 10% de
EtOAC/PE; gel de silice: malla de 230-400) para obtener el compuesto del titulo.
Rendimiento: 64% (16 g, sélido blanco).

[00538] LCMS: (Método A) 587,2 (M*), Rt. 3,51 min, 92,94% (max).
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[00539] Intermedio 14
[00540] 3-Butil-3-etil-8-hidroxi-2-(4-metoxibenzil)-7-(metiltio)-5-fenil-
2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina 1,1-diéxido

/
)

Os 17

N

(@)
? N
[00541] @

[00542] A wuna solucion agitada de 7-bromo-3-butil-3-etil-8-metoxi-2-(4-
metoxibenzil)-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina 1,1-dioxido
(intermedio 13; 16,0 g, 27,2 mmol) en DMF (120 mL), se anadié tiometoxido de
sodio (9,5 g, 136,1 mmol) y la mezcla de reaccion se calenté durante 16 horas a
60 °C. Después de completar la reaccion (controlado mediante LCMS), se diluyé
la mezcla de reaccién con EtOAc (200 mL) y se lavé la capa organica con agua
(2 x 50 mL). Se seco la parte organica sobre Na2SO4 anhidro, luego se concentro
al vacio y se purifico el crudo resultante mediante la cromatografia de columna
Isolera (eluyente: 10% de EtOACc/PE; gel de silice: malla de 230-400) para
obtener el compuesto del titulo. Rendimiento: 65% (9,2 g, sdlido blanco).
[00543] 'RMN de H (400 MHz, DMSO-ds): 5 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). LCMS: (Método E)
541,2 (M*+H), Rt. 2,86 min, 93,67% (max).

[00544] Intermedio 15

[00545] acido propidnico 3-((3-butil-3-etil-2-(4-metoxibenzil)-7-(metiltio)-
1,1-diéxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)
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[00547] A una solucion agitada de 3-butil-3-etil-8-hidroxi-2-(4-metoxibenzil)-7-
(metiltio)-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina 1,1-diéxido
(intermedio 14; 1 g, 1,85 mmol) en THF (3 mL) a 0 °C, se afiadio tert-butoxido de
potasio (208 mg, 1,85 mmol) y la mezcla de reaccion se agitdé durante 15
minutos. Luego se afadié una solucion de B-propiolactona (148 mg, 2,03 mmol)
en THF (2 mL) gota a gota y se agit6é la mezcla de reaccion durante 3 horas a
temperatura ambiente. Después de completar la reaccién (controlado mediante
TLC), la mezcla de reaccién se desactivé con HCI diluido (1,5 N, 5 mL) y luego
se diluyé con agua (5 mL). Se extrajo la capa acuosa con EtOAc (2 x 20 mL), y
se lavo la capa organica combinada con agua (20 mL) y salmuera (20 mL) y se
seco sobre Na2SO4 anhidro. Se filtré la parte organica, se concentro al vacio y el
material crudo resultante se purific6 mediante la cromatografia de columna
Isolera (eluyente: 35% de EtOACc/PE; gel de silice: malla de 230-400) para
obtener el compuesto del titulo. Rendimiento: 48% (550 mg, solido blanco).
[00548] LCMS: (Método A) 613,3 (M*+H), Rt. 3,04 min, 91,99% (Max).

[00549] Intermedio 16

[00550] Metil  3-((3,3-dibutil-2-(4-metoxibenzil)-7-(metiltio)-1,1-diéxido-5-

fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)-2-hidroxipropanoato
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[00552] A una solucién agitada de 3,3-dibutil-8-hidroxi-2-(4-metoxibenzil)-7-
(metiltio)-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina 1,1-diéxido (500 mg,
0,87 mmol) en DMF (10 mL), se afiadieron Cs2COs (0,57 g, 1,76 mmol) y metil-
2,3-epoxipropanoato (0,18 g, 1,76 mmol) y la mezcla de reaccion se calenté
durante 12 horas a 50 °C. Después de completar la reaccion (controlado
mediante TLC), la mezcla de reaccion se desactivé con agua (10 mL) y se extrajo
la capa acuosa con EtOAc (2 x 15 mL). La capa organica combinada se lavé con
agua (15 mL) y salmuera (15 mL) y se secd sobre Na2SO4 anhidro. Se filtro la
parte organica y se concentrd al vacio. El material crudo resultante se purifico
mediante la cromatografia de columna Isolera (eluyente: 20% de EtOAC/PE; gel
de silice: malla de 230-400) para obtener el compuesto del titulo. Rendimiento:
33% (200 mg, goma incolora).

[00553] LCMS: (Método A) 671,2 (M*+H), Rt. 3,32 min, 44,28% (Max).

[00554] Intermedio 17

[00555] acido hidroxipropiénico 3-((3,3-Dibutil-2-(4-metoxibenzil)-7-
(metiltio)-1,1-diéxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-
il)oxi)-2
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[00557] A una solucion de metil 3-((3,3-dibutil-2-(4-metoxibenzil)-7-(metiltio)-
1,1-didéxido-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),se
afadio HCI diluido (6 N, 3 mL) y la mezcla de reaccion se calenté durante 16
horas a 80 °C. Después de completar la reaccion (controlado mediante TLC), la
mezcla de reaccidén se diluyé con agua helada (5 mL) y se extrajo la capa acuosa
con EtOAc (2 x 10 mL). La capa organica combinada se lavé con agua (10 mL)
y salmuera (10 mL) y se secé sobre Na2SO4 anhidro. Se filtré la parte organica y
se concentro al vacio. El material crudo resultante se envié al siguiente paso
como tal sin purificacion adicional. Rendimiento: 200 mg (crudo, goma incolora).
[00558] LCMS: (Método A) 657,2 (M*+H), Rt. 3,0 min, 36,70% (Max).

[00559] Intermedio 18

[00560] Metil 3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-diéxido-5-fenil-2,3,4,5-

tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)-2-hidroxipropanoato

OH N
N
SePs U=,
O
? N

[00561] [:f)

[00562] A una solucidn agitada de 3,3-dibutil-8-hidroxi-7-(metiltio)-5-fenil-
2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina 1,1-diéxido (0,63 g, 0,002 mmol) en
DMF (9 mL) se afiadié Cs2C0s3 (0,92 g, 0,003 mmol) y metil-2,3-epoxipropanoato
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(1,28 g, 0,0126 mmol; se afiadid en relacion con las porciones en 3 cantidades
iguales en 72 horas), y la mezcla de reaccién se agité durante 72 horas a
temperatura ambiente. Después de completar la reaccion (controlado mediante
TLC), la mezcla de reaccion se desactivé con HCI diluido (1,5 N, 20 mL) y se
extrajo la capa acuosa con EtOAc (2 x 50 mL). La capa organica combinada se
lavd con agua (20 mL) y salmuera (20 mL) y se secé sobre Na2SO4 anhidro. Se
filtré la parte organica y se concentro al vacio. El material crudo resultante se
purific6 mediante la cromatografia de columna Isolera (eluyente: 25% de
EtOAC/PE; gel de silice: malla de 230-400) para obtener el compuesto del titulo.
Rendimiento: 28% (220 mg, sdlido blanco).

[00563] LCMS: (Método E) 550,8 (M*+H), Rt. 3,22 min, 92,74% (Max). HPLC:
(Método B) Rt. 6,15 min, 94,48% (Max).

[00564] Intermedio 19

[00565] Metil (S)-3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-di6xido-5-fenil-2,3,4,5-
tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)-2-hidroxipropanoato y metil (R)-
3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-diéxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepin-8-il)oxi)-2-hidroxipropanoato

0. % N

N\ N

OH OH
_O o S~NH _O_A~_°0O S~NH
1SS oW Sin an o W'=g
P P
[00566] @ @

[00567] Los dos enantiomeros de metil 3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-didxido-5-
fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)-2-hidroxipropanoato

racémico (intermedio 18; 216 mg, 0,39 mmol) se separaron mediante SFC quiral
(método A). El material se concentro al vacio a 40 °C. La primera fraccion de
elucién correspondid al enantiomero 1 y la segunda fraccion de elucién
correspondié al enantiomero 2. Se desconoce la configuracién absoluta de los

dos enantiobmeros.
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[00568] Cada una de las das fracciones se traté luego individualmente para la
purificacion adicional. El residuo obtenido se acidificé con HCI diluido (1,5 N, pH
~4) y se extrajo la capa acuosa con EtOAc (3 x 5mL). La capa organica
combinada se lavo con agua (10 mL) y salmuera (10 mL) y se secd sobre
Na2SO4 anhidro. La parte organica se filtré y se concentré al vacio a 40 °C para
obtener un enantiomero purificado del compuesto del titulo.

[00569] Enantiomero 1: Rendimiento: 46% (100 mg, goma incolora). LCMS:
(Método E) 551,2 (M*+H), Rt. 2,77 min, 98,09% (Max). SFC quiral: (Método A)
Rt. 3,58 min, 99,10% (Max).

[00570] Enantiomero 2: Rendimiento: 41% (90 mg, goma incolora). LCMS:
(Método E) 551,1 (M*+H), Rt. 2,77 min, 91,29% (Max). SFC quiral: (Método A)
Rt. 4,59 min, 99,24% (Max)

[00571] Intermedio 20

[00572] Acido butanoico 3-((3,3-Dibutil-2-(4-metoxibenzil)-7-(metiltio)-1,1-
dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)

|
[00573] @

[00574] A una solucion agitada de 3,3-dibutil-8-hidroxi-2-(4-metoxibenzil)-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), se afadieron tert-butéxido de potasio (65 mg,
0,58 mmol) y B-butirolactona (68 mg, 0,79 mmol) y la mezcla de reaccion se
calent6 durante 16 horas a 60 °C. Después de completar la reaccion (controlado
mediante TLC), la mezcla de reaccién se desactivé con HCI diluido (1,5 N, 5 mL)

y se extrajo la capa acuosa con EtOAc (2 x 10 mL). La capa organica combinada
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se lavo con agua (10 mL) y salmuera (10 mL) y se sec6 sobre Na2SO4 anhidro.
Se filtrd la parte organica y se concentr6 al vacio. El material crudo resultante se
purific6 mediante la cromatografia de columna Isolera (eluyente: 40% de
EtOAC/PE; gel de silice: malla de 230-400) para obtener el compuesto del titulo.
Rendimiento: 72% (250 mg, goma incolora).
[00575] LCMS: (Método E) 655,3 (M*+H), Rt. 3,03 min, 89,11% (Max).
[00576] Intermedio 21
[00577] Clorhidrato de etil 2-aminohexanoato

o)

o

[00578] NH,.HCI
[00579] A una solucion agitada de DL-Norleucina (100 g, 0,76 mol) en etanol
(1L), se anadio cloruro de tionilo (60,8 mL, 0,84 mol) a 0 °C y la mezcla de
reaccion se calenté durante 16 horas a 80 °C. Después de completar la reaccion,
la mezcla de reaccion se concentro al vacio para obtener el compuesto del titulo
crudo que se us6 como tal para el siguiente paso sin purificacion adicional.
Rendimiento: 97% (145 g, solido gomoso marron).
[00580] 'RMN de H (400 MHz, CDCIs3): & 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).
[00581] Intermedio 22
[00582] Etil (E)-2-(benzilideneamino)hexanoato

)

[00583]
[00584] A una solucion agitada de clorhidrato de etil 2-aminohexanoato

(intermedio 21; 145 g, 0,74 mol) en DCM (1,5 L), se anadi¢ trietilamina (124 mL,
1,2 mol) a 0 °C en un periodo de 30 minutos. Luego se anadié sulfato de

magnesio (89,2 g, 0,74 mol) en relacién con las porciones a la mezcla de
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reaccion a 0 °C. Luego se anadié benzaldehido (75,6 mL, 0,74 mol) a la mezcla
de reaccion a 0 °C en un periodo 20 minutos y la mezcla de reaccion luego se
agitdé durante 16 horas a temperatura ambiente. Después de completar la
reaccion (controlado mediante TLC), se filtré la mezcla de reaccidn por celita y
se concentro el filtrado al vacio. Se disolvio el crudo resultante en éter de petroleo
(1000 mL), luego se filtr6 nuevamente mediante celita y el filtrado se concentré
al vacio para obtener el compuesto del titulo. Este material crudo se envié como
tal al siguiente paso sin purificacion adicional. Rendimiento: 98% (180 g, liquido
marron).

[00585] 'RMN DE H(400 MHz, CDCIs): & 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).

[00586] Intermedio 23

[00587] Etil (E)-2-(benzilideneamino)-2-butilhexanoato

0]

[00588]
[00589] A una solucién agitada de NaH (60%, 29,1 g, 0,73 mol) en DMF

(250 mL) a 0 °C se afadio lentamente una solucién de hexanoato de etil (E)-2-
(benzilideneamino) (intermedio 22; 180 g, 0,73 mol) en DMF (250 mL) en un
periodo de 30 minutos. La mezcla de reaccion se agitdé 1,5 horas a temperatura
ambiente. Luego se afiadid una solucion de yoduro de n-butil (82,7 mL, 0,73 mol)
en DMF (250 mL) a 0 °C y la mezcla de reaccién se agitdé durante 1 hora a
temperatura ambiente. Después de completar la reaccion (controlado mediante
TLC), la mezcla de reaccion se diluyoé con agua (1000 mL) y se extrajo la capa
acuosa con éter de petréleo (1000 mL). La capa organica se lavé con salmuera

(200 mL) y se sec6 con Na2SO4 anhidro. Se concentré la parte organica al vacio
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y el material crudo resultante se envié como tal al siguiente paso sin purificacion
adicional. Rendimiento: 95% (210 g, liquido marroén).

[00590] Intermedio 24

[00591] Etil 2-amino-2-butilhexanoato

(0]
H-N
2 o

[00592]
[00593] A una solucion agitada de etil (E)-2-(benzilideneamino)-2-

butilhexanoato (intermedio 23; 210 g, 0,76 mol) en éter de petréleo (1000 mL),
se afiadid HCI diluido (1000 mL, 1,5 N) a 0 °C y la mezcla de reaccion se agitd
enérgicamente durante 16 horas a temperatura ambiente. Después de completar
la reaccion (controlado mediante TLC), la capa organica se separé y se lavo con
EtOAc (2 x 100 mL). Luego, la capa acuosa se basificé (pH ~10) usando la
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 Na2SO4 anhidro. La parte organica se concentro al vacio para obtener
el compuesto del titulo que se envié como tal al siguiente paso sin purificacién
adicional. Rendimiento: 52% (85 g, liquido marroén).

[00594] 'RMN de H (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).
[00595] Intermedio 25

[00596] 2-Amino-2-butil-N-fenilhexanamida

O /@
H,N
2 N

H

[00597]
[00598] A una solucién 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) se afiadié gota a gota
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en un periodo 30 minutos y la mezcla de reaccién se agité durante 45 minutos
de -25°C a -30°C. Luego se afiadid una solucion de etil 2-amino-2-
butilhexanoato (intermedio 24; 45 g, 209 mmol) en THF (200 mL) a la mezcla de
reaccion a -78 °C y la mezcla de reaccion se agité durante 2 horas a esa
temperatura. Después de completar la reaccion (controlado mediante TLC), la
mezcla de reaccién se desactivo a -78 °C con isopropanol (100 mL) y luego agua
helada (500 mL), y la mezcla de reaccion se dejo que se agite durante 1 hora a
temperatura ambiente. Se extrajo la parte acuosa con EtOAc (2 x 250 mL) y la
capa organica combinada se lavé con agua (2 x 50 mL). Se seco la parte
organica sobre Na2SOs4 anhidro y se concentro al vacio para obtener el
compuesto del titulo como crudo. El material crudo obtenido se disolvié en éter
de petréleo (1000 mL), se lavé con 30% de metanol en agua (2 x 250 mL) y se
seco sobre Na2SO4 anhidro. Se concentrd la parte organica al vacio y el crudo
resultante se envidé como tal al siguiente paso sin purificacion adicional.
Rendimiento: 60 g (crudo, liquido marron).

[00599] LCMS: (Método A) 263,3 (M*), Rt. 1,29 min, 95,84% (max).

[00600] Intermedio 26

[00601] 2-Butil-N1-fenilhexano-1,2-diamina

e
2SN

H

[00602]
[00603] A una solucibn agitada de 2-amino-2-butil-N-fenilhexanamida

(intermedio 25; 100 g, 0,38 mol) en THF (1L), se afiadid el complejo de dimetil
sulfuro borano (2 M en THF, 476 mL, 0,95 mol) a 0 °C y la mezcla de reaccién
se calenté durante 16 horas a 70 °C. Después de completar la reaccién
(controlado mediante TLC), la mezcla de reaccidén se desactivd con metanol
(300 mL) a 0 °C y la mezcla de reaccién se calentd durante 2 horas a 70 °C.

Luego, la mezcla de reaccion se concentrd al vacio. El residuo obtenido se
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disolvié en EtOAc (1000 mL), y se lavo la capa organica con agua (2 x 300 mL)
y se secO sobre Na2SO4 anhidro. La parte organica se concentré al vacio y el
material crudo resultante se purific6 mediante la cromatografia de columna
Isolera (eluyente: 0-25% EtOAc en hexano; gel de silice: malla de 230-400) para
obtener el compuesto del titulo. Rendimiento: 39% (37 g, liquido marrén).
[00604] Intermedio 27

[00605] Acido 2,4-Dicloro-5-metoxibenzenosulfénico

\ 7/

[00606] CI cl

[00607] A una solucion agitada de acido clorosulfénico (60 mL) a 0 °C, se
afiadioé 2,4-dicloroanisol (20 g, 113 mmol) en relaciéon con las porciones y la
mezcla de reaccidén se agité durante 3 horas entre 0 y 10 °C. Después de
completar la reaccién (controlado mediante TLC), la mezcla de reaccion se vertid
en hielo triturado con una agitacion enérgica y se filtro el solido obtenido. Se lavé
varias veces el solido con agua helada (50 mL), éter de petréleo (50 mL) y luego
se seco al vacio para obtener el compuesto del titulo. Rendimiento: 70% (19 g,
soélido blanco crudo).

[00608] LCMS: (Método A) 255,0 (M*-H), Rt. 2,66 min, 96,06% (Max).

[00609] Intermedio 28

[00610] 2,4-Dicloro-5-metoxi-N-(5-((fenilamino)metil)nonan-5-
illbenzenosulfonamida

N

N\

[00611] <::f>

[00612] Se calentd una solucién de acido 2,4-dicloro-5-metoxibenzenosulfénico
(intermedio 27; 10 g, 41,5 mmol) en SOCI2 (20 mL) durante 12 horas a 70 °C.
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Después del consumo completo del material inicial, la mezcla de reaccion se
concentré al vacio y el residuo obtenido se disolvi6 en THF (50 mL). Se
anadieron una solucion de trietilamina (17 mL, 124,7 mmol) en THF (100 mL) y
luego 2-butil-N1-fenilhexano-1,2-diamina (intermedio 26; 12,4 g, 49,9 mmol) a
0 °C, y la mezcla de reaccion se agité durante 4 horas a temperatura ambiente.
Después de completar la reaccion (controlado mediante TLC), la mezcla de
reaccion se desactivo con agua helada (30 mL) y se extrajo la capa acuosa con
EtOAc (2 x 100 mL). La capa organica combinada se lavo con agua (100 mL) y
salmuera (100 mL) y se sec6 sobre Na2SO4 anhidro. Se filtr6 la parte organica y
se concentré al vacio. El material crudo resultante se purific6 mediante la
cromatografia de columna Isolera (eluyente: 25-35% EtOAC/PE; gel de silice:
malla de 230-400) para obtener el compuesto del titulo. Rendimiento: 40% (8 g,
sélido blanco crudo).

[00613] LCMS: (Método E) 487,1 (M*+H), Rt. 2,93 min, 43,66% (Max).

[00614] Intermedio 29

[00615] 3,3-Dibutil-7-cloro-8-metoxi-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepina 1,1-diéxido

N
O S~
X

N

[00616] @

[00617] A una solucion agitada de 2,4-dicloro-5-metoxi-N-(5-
((fenilamino)metil)nonan-5-il)benzenosulfonamida  (intermedio  28; 4 g,
8,21 mmol) en DMF (20 mL), se anadieron K2COs anhidro (2,26 g, 16,42 mmol)

y polvo de cobre (0,52 g, 8,21 mmol) y la mezcla de reaccion se calenté durante

NH

16 horas a 120 °C. Después de completar la reaccion (controlado mediante TLC),
la mezcla de reaccién se filtr6 mediante celita y la almohadilla de celita se lavo
con DCM (10 mL). El filtrado se concentré al vacio y el material crudo resultante

se purific6 mediante la cromatografia de columna Isolera (eluyente: 2-20%
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EtOAC/PE; gel de silice: malla de 230-400) para obtener el compuesto del titulo.
Rendimiento: 24% (900 mg, sélido blanco crudo).

[00618] LCMS: (Método E) 451,1 (M*+H), Rt. 2,96 min, 34,15% (Max).
[00619] Intermedio 30

[00620] 3,3-Dibutil-7-cloro-8-hidroxi-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepina 1,1-diéxido

0. O

N
Cl N
[00621] @

[00622] A una solucidn de 3,3-dibutil-7-cloro-8-metoxi-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-
1,2,5-benzotiadiazepina 1,1-diéxido (intermedio 29; 0,9 g, 1,2 mmol) en DCM
(4 mL) a -78 °C, se anadi6 BBrs (1 M en DCM; 4 mL, 4 mmol) y la mezcla de
reaccion se agité durante 3 horas entre -10 °C y 0 °C. Después de completar la
reaccion (controlado mediante TLC), la mezcla de reaccion se desactivd con
agua helada (10 mL). Se lavé la capa organica con agua (10 mL) y salmuera
(10 mL). La parte organica se sec6 sobre Na2SO4 anhidro, se filtré y se concentro
al vacio. El material crudo resultante se purific6 mediante la cromatografia de
columna lIsolera (eluyente: 0-20% EtOACc/PE; gel de silice: malla de 230-400)
para obtener el compuesto del titulo. Rendimiento: 22% (195 mg, goma
amarilla).

[00623] LCMS: (Método E) 437,1 (M*+H), Rt. 2,80 min, 53,01% (Max).
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[00624] Intermedio 31
[00625] 5-(4-Bromofenil)-3,3-dibutil-8-hidroxi-2-(4-metoxibenzil)-7-
(metiltio)-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina 1,1-diéxido

/
@)

o, P
Bog el
»T: N
Br

[00626]
[00627] A una solucién agitada de 3,3-dibutil-8-hidroxi-2-(4-metoxibenzil)-7-

(metiltio)-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina 1,1-diéxido (3 g,
527 mmol) en DMF (18 mL) a 0°C se anadi6 una solucion 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. Después de
completar la reaccién (controlado mediante TLC), la mezcla de reaccion se vertid
en agua helada (20 mL), se agito y filtr6. El s6lido obtenido se purific6 mediante
la cromatografia de columna Isolera (eluyente: 25% de EtOAC/PE; gel de silice:
malla de 230-400) para obtener el compuesto del titulo. Rendimiento: 82% (2,8
g, solido blanco).

[00628] LCMS: (Método B) 648,2 (M*+2), Rt. 4,65 min, 67,27% (Max).

[00629] Intermedio 32

[00630] 3,3-Dibutil-8-hidroxi-2-(4-metoxibenzil)-5-(4-metoxifenil)-7-
(metiltio)-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina 1,1-diéxido
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[00631]
[00632] A una solucion de 5-(4-bromofenil)-3,3-dibutil-8-hidroxi-2-(4-

metoxibenzil)-7-(metiltio)-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina 1,1-didxido
(intermedio 31; 2,0 g, 3,09 mmol) en DMF (20 mL) a 0 °C, se afiadié bromuro de
cobre (44 mg, 0,31 mmol), seguido de una solucion preparada recientemente de
metoxido de sodio (preparado in situ al anadir sodio (0,35 g, 15,4 mmol) a
metanol seco (10 mL)). Luego, se calent6 la mezcla de reaccion durante 24 horas
a 100 °C. Después de completar la reaccion (controlado mediante UPLC), la
mezcla de reaccion se desactivo con HCI diluido (1,5 N, 10 mL) y se extrajo la
capa acuosa con la mezcla 1:1 de EtOAc y PE (2 x 30 mL). La capa organica
combinada se lavo con agua (50 mL) y salmuera (50 mL) y se secd sobre
Na2S04 anhidro. Se filtré la parte organica y se concentré al vacio. ElI material
crudo resultante se purific6 mediante la cromatografia de columna Isolera
(eluyente: 20% de EtOAC/PE; gel de silice: malla de 230-400) para obtener el
compuesto del titulo. Rendimiento: 81% (1,5 g, solido amarillo palido).

[00633] LCMS: (Método E) 599,3 (M*+H), Rt. 3,38 min, 99,50% (Max).
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[00634] Intermedio 33
[00635] Acido propidénico 3-((3,3-Dibutil-2-(4-metoxibenzil)-5-(4-
metoxifenil)-7-(metiltio)-1,1-diéxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-

benzotiadiazepin-8-il)oxi)

\\//

T

[00636]

[00637] A una solucion de 3,3-dibutil-8-hidroxi-2-(4-metoxibenzil)-5-(4-
metoxifenil)-7-(metiltio)-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina  1,1-didéxido
(intermedio 32; 1,59, 2,64 mmol) en THF (20 mL), tert-butoxido de potasio
(326 mg, 2,9 mmol) se anadié y la mezcla de reaccion se agité durante 10
minutos a 0 °C. Luego, se anadié [B-propiolactona (209 mg, 2,9 mmol) y la
mezcla de reaccion se agité durante 3 horas a temperatura ambiente. Después
de completar la reaccion (controlado mediante TLC), la mezcla de reaccion se
desactivé con HCI diluido (1,5 N, 20 mL) y se extrajo la capa acuosa con EtOAc
(2 x 30 mL). La capa organica combinada se lavé con agua (30 mL) y salmuera
(30 mL) y se secod sobre Na:SOs4 anhidro. Se filtr6 la parte organica y se
concentré6 al vacio. El material crudo resultante se purific6 mediante la
cromatografia de columna lIsolera (eluyente: 0-70% EtOAc/PE; gel de silice:
malla de 230-400) para obtener el compuesto del titulo. Rendimiento: 48%
(850 mg, solido blanco).

[00638] LCMS: (Método E) 670,8 (M*+H), Rt. 3,37 min, 94,99% (Max).
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[00639] Intermedio 34
[00640] Acido propiénico 3-((3,3-dibutil-5-(4-hidroxifenil)-7-(metiltio)-1,1-
dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)

N

Ho\(\/o “S~NH
S N

[00641] N

[00642] A una solucién de acido propidnico 3-((3,3-dibutil-2-(4-metoxibenzil)-5-
(4-metoxifenil)-7-(metiltio)-1,1-dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-
8-il)oxi) (intermedio 33; 850 mg, 1,27 mmol) en tolueno (10 mL), se afiadid
trifenilamina (621 mg, 2,54 mmol) y la mezcla de reaccién se agité durante 10
minutos a 0 °C. Luego se anadié TFA (1,9 mL, 25,4 mmol) y se dej6é que la
mezcla de reaccidn se agitara durante 16 horas a temperatura ambiente.
Después de completar la reaccion (controlado mediante TLC), la mezcla de
reaccion se concentro al vacio. El material crudo resultante se purificé mediante
la cromatografia de columna lIsolera (eluyente: 0-5% de MeOH/DCM; gel de
silice: malla de 230-400) para obtener el compuesto del titulo. Rendimiento:
92% (650 mg, sdlido blanco crudo).

[00643] LCMS: (Método E) 550,8 (M*+H), Rt. 3,24 min, 94,98% (Max).

[00644] Intermedio 35

[00645] Isopropilo 3-((3,3-dibutil-5-(4-hidroxifenil)-7-(metiltio)-1,1-diéxido-
2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)propanoato

o, P

0 o] S~NH
RS ed
? N
[00646] HO
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[00647] A una solucion de 3-((3,3-dibutil-5-(4-metoxifenil)-7-(metiltio)-1,1-
didxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)acido propiénico
(intermedio 34; 300 mg, 0,54 mmol) en DCM (10 mL) a -78 °C, se anadio BBr3
(1,1 mL, 1,09 mmol) y la mezcla de reaccion se agité durante 2 horas a -30 °C.
Después de completar la reaccion (controlado mediante UPLC), la mezcla de
reaccion se desactivo con alcohol isopropilico y se concentré al vacio. El material
crudo resultante se purific6 mediante la cromatografia de columna Isolera
(eluyente: 0-5% de MeOH/DCM; gel de silice: malla de 230-400) para obtener el
compuesto del titulo. Rendimiento: 150 mg (sdlido blanco crudo).

[00648] LCMS: (Método A) 578,8 (M*+H), Rt. 2,88 min, 83,38% (Max).

[00649] (Nota: durante la desactivacion con alcohol isopropilico, el producto de
esterificacién del compuesto deseado observado que se indico mediante LCMS)
[00650] Intermedio 36

[00651] 3-Butil-7-(dimetilamino)-3-etil-8-metoxi-2-(4-metoxibenzil)-5-fenil-
2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina 1,1-diéxido

|
[00652] @

[00653] A una solucion desgasificada de 7-bromo-3-butil-3-etil-8-metoxi-2-(4-
metoxibenzil)-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina 1,1-dioxido
(intermedio 13; 3,5 g, 6,34 mmol) en 1,4-dioxano (35 mL) se afiadieron tert-
butdxido de sodio (1,2 g, 12,6 mmol), xantfos (0,073 g, 0,13 mmol) y Pdzdbas
(0,058 g, 0,06 mmol) y se desgasifico la solucién durante 10 minutos en la
atmosfera N2. se afiadié N,N-dimetilamina (3,5 mL, 31,7 mmol) y la mezcla de

reaccion se calentd durante 48 horas a 100 °C. Después de completar la
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reaccion (controlado mediante TLC), la mezcla de reaccion se concentrd y el
residuo obtenido se diluy6 con EtOAc (75 mL). Se lavé la capa organica con agua
(2 x 75 mL) y salmuera (75 mL), se seco sobre Na2SO4 anhidro y se concentro
al vacio. Se purificd el crudo resultante mediante cromatografia de columna
Isolera (eluyente: 30% de EtOAC/PE; gel de silice: malla de 230-400) para
obtener el compuesto del titulo. Rendimiento: 40% (1,4 g, goma marrén).
[00654] 'RMN de H (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). LCMS: (Método E) 552,1 (M*+H), Rt. 2,80 min, 81,8%
(max).
[00655] Intermedio 37
[00656] 3-Butil-7-(dimetilamino)-3-etil-8-hidroxi-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-
1,2,5-benzotiadiazepina 1,1-diéxido

0.0

N1

Hoj : :S\)NH<:/\
[00657] @

[00658] A una solucion agitada de 3-butil-7-(dimetilamino)-3-etil-8-metoxi-2-(4-
metoxibenzil)-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina 1,1-di6éxido
(intermedio 36; 0,7 g, 1,22 mmol) en DMF (10 mL), se afiadié metoxido de sodio
(0,5 g, 6,32 mmol) y la mezcla de reaccion se calenté durante 16 horas a 100 °C.
La complecion de la reaccion (controlado mediante TLC y LCMS), la mezcla de
reaccion se concentro al vacio y el residuo obtenido se diluyé con EtOAc (20 mL).
Se lavo la capa organica con agua (2 x 20 mL) y salmuera (20 mL), se secé
sobre Na2S0O4 anhidro y se concentrd al vacio. Se purificd el crudo resultante
mediante cromatografia de columna Isolera (eluyente: 70% de EtOAc/PE; gel de
silice: malla de 230-400) para obtener el compuesto del titulo. Rendimiento:
60% (0,4 g, sdlido blanco crudo).
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[00659] LCMS: (Método E) 418,2 (M*+H), Rt. 2,14 min, 88,9% (max).
[00660] Intermedio 38
[00661] Metil tritilserinato
HO

o b K
[00662] O
[00663] A una solucion agitada de clorhidrato de metil serinato (0,65 g,
0,5 mmol) en DCM (10 mL), se afadio trietilamina (2 mL, 1,50 mmol) y la mezcla
de reaccion se enfrio a 0 °C. Luego, se afadio el cloruro tritil (1,67 g, 0,6 mmol)
y la mezcla de reaccion se agitdé durante 16 horas a temperatura ambiente.
Después de completar la reaccion (controlado mediante TLC), la mezcla de
reaccion se desactivo con agua (10 mL) y se extrajo la capa acuosa con DCM
(2 x 10 mL). La capa organica combinada se lavé con agua (10 mL) y salmuera
(10 mL) y se secd sobre Na2SOs4 anhidro. Se filtr6 la parte organica y se
concentré6 al vacio. El material crudo resultante se purific6 mediante la
cromatografia de columna lIsolera (eluyente: 7% de EtOAc/PE; gel de silice:
malla de 230-400) para obtener el compuesto del titulo. Rendimiento: 33% (0,7
g, solido blanco).
[00664] 'RMN de H (400 MHz, CDCI3): & 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).
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[00665] Intermedio 39
[00666] Metil O-(3-butil-3-etil-2-(4-metoxibenzil)-7-(metiltio)-1,1-diéxido-5-
fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)-N-tritilserinato.
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[00668] A una solucion agitada de 3-butil-3-etil-8-hidroxi-2-(4-metoxibenzil)-7-
(metiltio)-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina 1,1-diéxido
(intermedio 14; 400 mg, 0,74 mmol) en tolueno (10 mL) a 0 °C, se afadieron
trifenilfosfina (388 mg, 1,48 mmol) y metil tritilserinato (intermedio 38; 333 mg,
0,88 mmol). La mezcla de reaccion se agitd durante 5 minutos, luego se anadié
DIAD (225 mg, 1,11 mmol) gota a gota a O °C y la mezcla de reaccion se calento
durante 3 horas a 120 °C. Después de que se completd la reaccién (controlado
mediante TLC), la mezcla de reaccion se concentro al vacio. El residuo obtenido
se diluy6 con agua (10 mL) y se extrajo la capa acuosa con EtOAc (2 x 10 mL).
La capa organica combinada se lavé con agua (10 mL) y salmuera (10 mL) y se
seco sobre Na2SO4 anhidro. Se filtrd la parte organica y se concentré al vacio.
El material crudo resultante se purific6 mediante la cromatografia de columna
Isolera (eluyente: 10-25% EtOAC/PE; gel de silice: malla de 230-400) para
obtener el compuesto del titulo. Rendimiento: 99% (660 mg, solido blanco
crudo).

[00669] 'RMN de H (400 MHz, DMSO-d¢):5. 7,45 - 7,44 (m, 7TH), 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).
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[00670] Intermedio 40
[00671] Serinata de metil O-(3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-diéxido-5-fenil-
2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)

NH; o9

Y

|
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[00673] A una solucién agitada de metil O-(3-butil-3-etil-2-(4-metoxibenzil)-7-
(metiltio)-1,1-diéxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)-N-
tritilserinata (intermedio 39; 300 mg, 0,44 mmol) en tolueno (5 mL) a 0 °C, se
afadieron trifenilamina (166 mg, 0,67 mmol) y TFA (774 mg, 6,78 mmol) y la
mezcla de reaccion se agité durante 16 horas a temperatura ambiente. Después
de completar la reaccion (controlado mediante TLC), la mezcla de reaccion se
verti6 en agua helada (10 mL) y se extrajo la capa acuosa con EtOAc
(2 x 10 mL). La capa organica combinada se lavé con agua (10 mL) y salmuera
(10 mL). Luego, la parte organica se seco sobre Na2SO4 anhidro, se filtré y se
concentro al vacio. El material crudo resultante se purific6 mediante la
cromatografia de columna Isolera (eluyente: 25% de MeOH/DCM,; gel de silice:
malla de 230-400) para obtener el compuesto del titulo. Rendimiento: 79%
(140 mg, solido verde).

[00674] 'RMN de H (400 MHz, DMSO-ds): d 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). LCMS: (Método E) 522,3 (M*+H), Rt. 2,51 min,
92,42% (Max).

[00675] Ejemplo 1

[00676] Acido propidnico 3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-di6xido-5-fenil-
2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)
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[00678] A una solucidn agitada de acido propidnico 3-((3,3-dibutil-2-(4-
metoxibenzil)-7-(metiltio)-1,1-didxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepin-8-il)oxi) (intermedio 2; 15 g, 23,41 mmol) en DCM seco
(150 mL) a 0 °C, se afiadieron TFA (45 mL) y trietilsilano (45 mL) y la mezcla de
reaccion se agitdé durante 3 horas a temperatura ambiente. Después de
completar la reaccién (controlado mediante LCMS), la mezcla de reaccién se
diluyd con agua helada (25 mL). La capa acuosa se extrajo con EtOAc
(2 x 100 mL). La capa organica combinada se seco sobre Na2SO4 anhidro y se
evaporé al vacio. El material crudo resultante se purific6 mediante la HPLC
preparativa (Método D) para obtener el compuesto del titulo. Rendimiento: 47%
(5,8 g, solido blanco crudo).
[00679] 'RMN de H (400 MHz, DMSO-ds): 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). LCMS: (Método D) 521,3 (M*+H),
Rt. 2,92 min, 99,24% (Max). HPLC: (Método B) Rt. 6,22 min, 98,91% (Max).
[00680] Ejemplo 2
[00681] Acido propidnico 3-((3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-dioxido-5-fenil-
2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)
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[00683] A una solucidn agitada de acido propionico 3-((3-butil-3-etil-2-(4-
metoxibenzil)-7-(metiltio)-1,1-didxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepin-8-il)oxi) (intermedio 15; 550 mg, 0,9 mmol) en DCM (6 mL), se
anadieron TFA (2 mL) y trietilsilano (2 mL) y la mezcla de reaccidén se agito
durante 3 horas a temperatura ambiente. Después de completar la reaccién
(controlado mediante TLC), la mezcla de reaccion se concentré al vacio. El
material crudo resultante se purific6 mediante la cromatografia de columna
Isolera (eluyente: 20-60% EtOAC/PE; gel de silice: malla de 230-400) para
obtener el compuesto del titulo. Rendimiento: 67% (300 mg, sdlido blanco).
[00684] 'RMN de H (400 MHz, CD3OD): & 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). LCMS: (Método A)
493,2 (M*+H), Rt. 2,65 min, 94,21% (Max). HPLC: (Método B) Rt. 5,62 min,
94,00% (Max).

[00685] Ejemplos 3y 4

[00686] Acido propidnico (S)-3-((3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-diéxido-5-
fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi) y acido propidénico
(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)
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[00688] Los dos enantiomeros de acido propionico 3-((3-butil-3-etil-7-(metiltio)-
1,1-dioxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi) ~ racémico
(300 mg, 0,61 mmol) se separaron mediante SFC quiral (método F). EI material

se concentrd al vacio a 40 °C. La primera fraccién de elucién correspondio al
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enantiomero 1 y la segunda fraccion de elucién correspondi6 al enantiomero 2.
Se desconoce la configuracién absoluta de los dos enantidmeros.

[00689] Cada una de las das fracciones se trato luego individualmente para la
purificacion adicional. El residuo obtenido se acidificé con HCI diluido (1,5 N, pH
~4) y se extrajo la capa acuosa con EtOAc (3 x 15 mL). La capa organica
combinada se lavdé con agua (15 mL) y salmuera (15 mL) y se secd sobre
Na2S0s4 anhidro. La parte organica se filtré y se concentr6 al vacio a 40 °C para
obtener un enantidmero purificado del compuesto del titulo.

[00690] Enantiomero 1: Rendimiento: 25% (75 mg, solido marron palido).
TRMN de H (400 MHz, DMSO-dg): d 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).
LCMS: (Método E) 493,2 (M*+H), Rt. 2,54 min, 95,95% (Max). HPLC: (Método
B) Rt. 5,62 min, 95,16% (Max). SFC quiral: (Método H) Rt. 5,11 min, 98,47%
(Max).

[00691] Enantiomero 2: Rendimiento: 33% (100 mg, sdélido marréon palido).
TRMN de H (400 MHz, DMSO-dg): d 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).
LCMS: (Método E) 493,2 (M*+H), Rt. 2,54 min, 93,60% (Max). HPLC: (Método
B) Rt. 5,62 min, 92,78% (Max). SFC quiral: (Método H) Rt. 5,91 min, 97,35%
(Max).

[00692] Ejemplo 5

[00693] Acido hidroxipropiénico 3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-diéxido-5-
fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)-2
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[00695] A una solucion agitada de acido hidroxipropionico 3-((3,3-dibutil-2-(4-
metoxibenzil)-7-(metiltio)-1,1-diéxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepin-8-il)oxi)-2 (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 agité durante 16 horas a temperatura ambiente. Después de
completar la reaccién (controlado mediante TLC), la mezcla de reaccidén se
desactivd con agua helada (5 mL) y se extrajo la capa acuosa con DCM
(2 x 5 mL). La capa organica combinada se lavé con agua (10 mL) y salmuera
(10 mL) y se seco sobre Na2SO4 anhidro. La parte organica se filtro, se concentro
al vacio y el material crudo resultante se purific6 mediante la HPLC preparativa
(método A) para obtener el compuesto del titulo. Rendimiento: 11% (18 mag,
solido blanco).

[00696] 'RMN de H (400 MHz, DMSO-ds): 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).
LCMS: (Método A) 537,3 (M*+H), Rt. 2,73 min, 94,57% (Max). HPLC: (Método
B) Rt. 5,79 min, 96,65% (Max).

[00697] Ejemplos 6y 7

[00698] Acido hidroxipropidnico (S)-3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-diéxido-
5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)-2 y acido
hidroxipropiénico (R)-3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-diéxido-5-fenil-2,3,4,5-

tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)-2
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[00700] A una solucion agitada de enantiomero 1 de metil 3-((3,3-dibutil-7-
(metiltio)-1,1-diéxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)-2-
hidroxipropanoato (intermedio 19; 90 mg, 0,16 mmol) en 1,4-dioxano (2 mL), se
afiadio HCI diluido (6 N, 3 mL) y la mezcla de reaccion se calenté durante 16
horas a 75 °C. Después de completar la reaccion (controlado mediante TLC), la
mezcla de reaccién se diluyd con agua helada (2 mL) y se extrajo la capa acuosa
con EtOAc (2 x 5 mL). La capa organica combinada se lavé con agua (5 mL) y
salmuera (5 mL) y se sec6 sobre Na2SO4 anhidro. La parte organica se filtro, se
concentro al vacio y el material crudo resultante se triturd con éter de petroleo
para obtener enantiomero 1 del compuesto del titulo.

[00701] Se obtuvo el enantidmero 2 del compuesto del titulo siguiendo el mismo
procedimiento, comenzando de 80 mg de enantiomero 2 de intermedio 19. Se
desconoce la configuracion absoluta de los dos enantiomeros.

[00702] Enantidmero 1: Rendimiento: 79% (70 mg, soélido blanco). '/RMN de H
(400 MHz, DMSO-de): & 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). LCMS: (Método D) 537,2 (M*+H), Rt.
2,86 min, 93,83% (Max). HPLC: (Método A) Rt. 5,43 min, 93,28% (Max). SFC
quiral: (Método H) Rt. 3,34 min, 100% (Max).

[00703] Enantidmero 2: Rendimiento: 64% (50 mg, solido blanco). 'RMN de H
(400 MHz, DMSO-ds): 6 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). LCMS: (Método D) 537,2 (M*+H), Rt. 2,86 min, 96,22% (Max).
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HPLC: (Método A) Rt. 5,45 min, 95,09% (Max). SFC quiral: (Método H) Rt. 1,85
min, 100% (Max).

[00704] Ejemplo 8

[00705] Acido butanoico 3-((3,3-dibutil-7-(metiltio)-1,1-di6xido-5-fenil-
2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)
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[00707] A una solucidn agitada de acido butanoico 3-((3,3-dibutil-2-(4-
metoxibenzil)-7-(metiltio)-1,1-didxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-
benzotiadiazepin-8-il)oxi) (intermedio 20; 250 mg, 0,38 mmol) en DCM (10 mL),
se afiadieron 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. Después de completar
la reaccion (controlado mediante TLC), la mezcla de reaccién se desactivoé con
agua helada (5 mL) y se extrajo la capa acuosa con DCM (2 x 5 mL). La capa
organica combinada se lavd con agua (10 mL) y salmuera (10 mL) y se secd
sobre Na2S04 anhidro. La parte organica se filtr6, se concentro al vacio y el
material crudo resultante se purificé mediante la HPLC preparativa (Método A)
para obtener el compuesto del titulo. Rendimiento: 24% (50 mg, sélido blanco).
[00708] 'RMN de H (400 MHz, DMSO-ds): d 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). LCMS: (Método A) 535,3 (M*+H), Rt. 2,95
min, 98,47% (Max). HPLC: (Método B) Rt. 6,29 min, 96,34% (Max).

[00709] Ejemplo 9

[00710] Acido propiénico 3-((3,3-dibutil-7-cloro-1,1-diéxido-5-fenil-2,3,4,5-

tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)
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[00712] A una solucion agitada de 3,3-dibutil-7-cloro-8-hidroxi-5-fenil-2,3,4,5-
tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina  1,1-diéxido  (intermedio  30; 200 mg,
0,45 mmol) en THF (3 mL) a 0 °C, se afadio tert-butéxido de potasio (56 mg,
0,5 mmol) y la mezcla de reaccion se agitoé durante 15 minutos. Luego se anadié
una solucion de B-propiolactona (32 mg, 0,45 mmol) en THF (1 mL) gota a gota
y se agitd la mezcla de reaccion durante 6 horas a temperatura ambiente.
Después de completar la reaccion (controlado mediante TLC), la mezcla de
reaccion se desactivd con HCI diluido (1,5 N, 2 mL) y luego se diluy6é con agua
(2 mL). Se extrajo la capa acuosa con EtOAc (2 x 5mL) y la capa organica
combinada se lavd con agua (5 mL) y salmuera (5 mL). La parte organica se
seco sobre Na2SO4 anhidro, se filtré y se concentré al vacio. El material crudo
resultante se purific6 mediante la cromatografia de columna Isolera (eluyente:
3% de MeOH/DCM,; gel de silice: malla de 230-400) para obtener el compuesto
del titulo. Rendimiento: 20% (45 mg, solido blanco).

[00713] 'RMN de H (400 MHz, DMSO-ds): 5 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). LCMS: (Método
E) 509,1 (M*+H), Rt. 2,78 min, 96,38% (Max). HPLC: (Método B) Rt. 6,18 min,
96,38% (Max).
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[00714] Ejemplo 10
[00715] Acido propiénico 3-((3,3-dibutil-5-(4-hidroxifenil)-7-(metiltio)-1,1-
dioxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)
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[00717] A una solucion de isopropilo 3-((3,3-dibutil-5-(4-hidroxifenil)-7-(metiltio)-
1,1-didéxido-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)propanoato
(intermedio 35; 120 mg, 0,20 mmol) en 1,4-dioxano (2 mL), se anadié HCI diluido
(6 N, 4mL) y la mezcla de reaccion se calenté durante 12 horas a 70 °C.
Después de completar la reaccion (controlado mediante TLC), la mezcla de
reaccion se diluyé con agua helada (5 mL) y se extrajo la capa acuosa con EtOAc
(2 x 5mL). La capa organica combinada se lavo con agua (5 mL) y salmuera
(5 mL) y se secd sobre Na2S04 anhidro. Se filtro la parte organica y se concentro
al vacio. El material crudo resultante se purific6 mediante la cromatografia de
columna Isolera (eluyente: 40-50% EtOAC/PE; gel de silice: malla de 230-400)
para obtener el compuesto del titulo. Rendimiento: 54% (60 mg, sélido blanco).
[00718] 'RMN de H (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). LCMS: (Método E) 537,2
(M*+H), Rt. 2,37 min, 98,62% (Max). HPLC: (Método B) Rt. 5,22 min, 98,80%
(Max).

[00719] Ejemplo 11

[00720] Acido propiénico 3-((3-Butil-7-(dimetilamino)-3-etil-1,1-di6xido-5-
fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)
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[00722] A una solucidn agitada de 3-butil-7-(dimetilamino)-3-etil-8-hidroxi-5-
fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepina  1,1-diéxido (intermedio 37,
600 mg, 1,43 mmol) en THF (3 mL) a 0 °C, se anadio tert-butdxido de potasio
(177 mg, 1,58 mmol) y la mezcla de reaccion se agité durante 15 minutos. Luego
se afadio una solucion de B-propiolactona (103 mg, 1,43 mmol) en THF (2 mL)
gota a gota y se agité la mezcla de reaccion durante 3 horas a temperatura
ambiente. Después de completar la reaccion (controlado mediante TLC), la
mezcla de reaccion se desactivdé con HCI diluido (1,5 N, 5 mL) y se diluyé con
agua (5 mL). Se extrajo la capa acuosa con EtOAc (2 x 20 mL)y la capa organica
combinada se lavé con agua (20 mL) y salmuera (20 mL) y se secd sobre
Na2SO4 anhidro. La parte organica se filtr6 y se concentré al vacio. El material
crudo resultante se purific6 mediante la cromatografia de columna Isolera
(eluyente: 3-5% de MeOH/DCM,; gel de silice: malla de 230-400) y el material
obtenido se volvié a purificar mediante la HPLC preparativa (Método A) para
obtener el compuesto del titulo. Rendimiento: 6% (42 mg, sdlido blanco crudo).
[00723] 'RMN de H (400 MHz, DMSO-ds): d 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). LCMS: (Método
E) 490,2 (M*+H), Rt. 2,41 min, 98,92% (Max). HPLC: (Método B) Rt. 4,28 min,
99,05% (Max).

[00724] Ejemplos 12y 13

[00725] Acido propiénico (S)-3-((3-butil-7-(dimetilamino)-3-etil-1,1-diéxido-

5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi) y acido propidénico
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(R)-3-((3-butil-7-(dimetilamino)-3-etil-1,1-diéxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-

1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)

09 09
s HO 0 S -NH o~
HO o) ~NH ~NH..
(0] ~ Yy (0] ~
\ N \ N

[00726] @

[00727] Los dos enantiomeros de acido propiénico 3-((3-butil-7-(dimetilamino)-
3-etil-1,1-diéxido-5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)oxi)
racémico (ejemplo 11; 65 mg, 0,13 mmol) se separaron mediante SFC quiral
(método 1). ElI material se concentré al vacio a 40 °C. La primera fraccién de
eluciéon correspondiéd al enantiomero 1 y la segunda fraccion de elucion
correspondio al enantiomero 2. Se desconoce la configuracién absoluta de los
dos enantidmeros.

[00728] Cada una de las das fracciones se traté luego individualmente para la
purificacion adicional. El residuo obtenido se acidificé con HCI diluido (1,5 N, pH
~4) y se extrajo la capa acuosa con EtOAc (3 x 5mL). La capa organica
combinada se lavo con agua (10 mL) y salmuera (10 mL) y se secd sobre
Na2SO4 anhidro. La parte organica se filtré y se concentré al vacio a 40 °C para
obtener un enantiomero purificado del compuesto del titulo.

[00729] Enantiomero 1: Rendimiento: 6% (5 mg, solido blanco crudo). 'RMN
de H (400 MHz, DMSO-ds): 6 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).
LCMS: (Método E) 490,1 (M*+H), Rt. 2,39 min, 98,52% (Max). HPLC: (Método
B) Rt. 4,32 min, 98,57% (Max). SFC quiral: (Método M) Rt. 3,09 min, 98,77%
(Max).

[00730] Enantiomero 2: AS0649:Rendimiento : 5% (7 mg, sdlido blanco crudo).
'RMN de H (400 MHz, DMSO-ds): & 12,40 (s, 1H), 7,25 (t, J = 7,6 Hz, 2H), 7,15
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(s, 1H), 7,08-7,03 (m, 3H), 6,91 (t, J = 7,2 Hz, 1H), 6,24 (s, 1H), 4,16 (1, 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). LCMS: (Método E) 489,9 (M*+H), Rt. 2,38 min, 99,66% (Max). HPLC:
(Método B) Rt. 4,28 min, 98,43% (Max). SFC quiral: (Método M) Rt. 4,25 min,
97,61% (Max).

[00731] Ejemplo 14

[00732] Serina O-(3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-diéxido-5-fenil-2,3,4,5-

tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)

NH2 O\\/(/)
HO\[H\/O S\}H<:/\
O j@[
S N

|
[00733] @

[00734] A una solucién agitada de metil O-(3-butil-3-etil-7-(metiltio)-1,1-didxido-
5-fenil-2,3,4,5-tetrahidro-1,2,5-benzotiadiazepin-8-il)serinato  (intermedio  40;
140 mg, 0,27 mmol) en 1,4-dioxano (2 mL), se afiadié hidroxido de litio (23 mg,
0,53 mmol) y la mezcla de reaccion se agité durante 1 hora a temperatura
ambiente. Después de completar la reaccion (controlado mediante TLC), la
mezcla de reaccion se desactivd con HCI diluido (1,5 N, 2 mL) y se extrajo la
capa acuosa con EtOAc (2 x 5 mL). La capa organica combinada se lavo con
agua (5 mL) y salmuera (5 mL) y se seco sobre Na2SO4 anhidro. Se filtro la parte
organica y se concentré al vacio. El material crudo resultante se purificd
mediante la cromatografia de columna Isolera (eluyente: 28% de MeOH/DCM,;
gel de silice: malla de 230-400) para obtener el compuesto del titulo.
Rendimiento: 31% (42 mg, s6lido blanco crudo).

[00735] 'RMN de H (400 MHz, DMSO-dg): & 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
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(s, 3H),1,63-1,63 (m, 8H), 1,05-0,72 (m, 6H). LCMS: (Método E) 508,3 (M*+H),
Rt. 2,39 min, 98,34% (Max). HPLC: (Método B) Rt. 4,58 min, 97,26s% (Max).
[00736] ENSAYOS BIOLOGICOS

[00737] Protocolo del ensayo IBAT (h/m)

[00738] Se sembraron 10.000 células (células humanos o de ratdn que sobra
expresan IBAT) en 96 placas de pocillo (Corning CLS3809) en un medio de
200 pL de MEM-alfa (Gibco 12571-063) suplementado con 10% de FBS (Gibco
10438026) que contiene puromicina (Gibco A1113803) (10 uyg/mL) y se
incubaron a 37 °C en 5% de CO2 durante 48 horas. Después de la incubacion,
el medio se decanto6 a partir de los pocillos y se lavaron células dos veces con
300 pL del medio basal MEM-alfa (libre de FBS). Después de decantar el medio
basal MEM-alfa cada vez, se presionaron las placas contra una toalla de papel
para garantizar la eliminacion maxima del medio residual.

[00739] Se afadieron las diluciones del inhibidor de prueba (maxima
concentracion de prueba que tiene 10 yM, dilucién en serie de 3 veces, 10
puntos) preparadas en DMSO (Sigma D2650) en una mezcla de incubacion
(manteniendo la concentracion del 0,2% de DMSO final) que contienen 0,25 yM
de acido taurocélico 3H (ARC ART-1368) y 5 uM de acido taurocoélico frio (Sigma
T4009). Luego se afiadid 50 uyL de la mezcla de incubaciéon que contiene
inhibidores de la prueba en los pocillos (por duplicado) y se incubaron las placas
durante 20 minutos en un incubador de CO2 a 37 °C. Después de la incubacién,
se detuvo la reaccion al mantener las placas en la mezcla de agua helada
durante 2-3 minutos y luego la mezcla de incubacion se aspiré por completo de
los pocillos. Se lavaron los pocillos dos veces con 250 uL de 1 mm de acido
taurocélico enfriado y sin etiquetar disuelto en HBSS (10 mm) amortiguado por
HEPES (Gibco 15630080) (Gibco 14175079) (pH 7,4). Se presionaron las placas
contra una toalla de papel después de cada lavado para garantizar la maxima
eliminacién del tampdn de bloqueo.

[00740] Se anadieron 100 uL de MicroScint-20 (PerkinElmer 6013621) a los

pocillos y se mantuvieron durante toda la noche a temperatura ambiente antes
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de leer las placas en la microplaca de centelleo TopCount NXT™ y recuento de
luminiscencia de PerkinElmer bajo el protocolo de prueba de 3H (configurado a
un tiempo de lectura de 120 segundos por pocillo).

[00741] Protocolo del ensayo LBAT (h/m)

[00742] Se sembraron 20.000 células (células humanos o de ratdn que sobra
expresan LBAT) en 96 placas de pocillo (Corning CLS3809) en un medio de
100 pyL de MEM-alfa (Gibco 12571-063) suplementado con 10% de FBS (Gibco
10438026) que contiene geneticina (Gibco 10131-027) (1 mg/mL) y se incubaron
a 37 °C en 5% de CO2 durante 24 horas. Después de la incubacion, el medio se
decanté a partir de los pocillos y se lavaron células dos veces con 300 uL del
medio basal MEM-alfa (libre de FBS). Después de decantar el medio basal MEM-
alfa cada vez, se presionaron las placas contra una toalla de papel para
garantizar la eliminacién maxima del medio residual.

[00743] Para el LBAT humano, se prepard la mezcla de incubacion al afadir
diluciones del inhibidor de la prueba (dilucion en serie de 3 veces en DMSO
(Sigma D2650), 10 puntos) en MEM-alfa (sin FBS) que contiene 0,3 yM de &cido
taurocédlico 3H (ARC ART-1368) y 7,5 uyM de acido taurocdlico frio (Sigma
T4009) (manteniendo la concentracion del 0,2% de DMSO final). Para el LBAT
de raton, se preparo la mezcla de incubacion al afadir diluciones del inhibidor de
la prueba (dilucion en serie de 3 veces en DMSO, 10 puntos) en MEM-alfa (sin
FBS) que contiene 0,3 uM de acido taurocdlico 3H y 25 uM de acido taurocélico
frio (manteniendo la concentracién del 0,2% de DMSO final).

[00744] Luego se anadié 50 yL de la mezcla de incubacion que contiene
inhibidores de la prueba en los pocillos (por duplicado) y se incubaron las placas
durante 20 minutos en un incubador de CO2 a 37 °C. Después de la incubacién,
se detuvo la reaccion al mantener las placas en la mezcla de agua helada
durante 2-3 minutos y luego la mezcla de incubacion se aspiré por completo de
los pocillos. Se lavaron los pocillos dos veces con 250 uL de 1 mm de acido
taurocélico enfriado y sin etiquetar disuelto en HBSS (10 mm) amortiguado por
HEPES (Gibco 15630080) (Gibco 14175079) (pH 7,4). Se presionaron las placas
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contra una toalla de papel después de cada lavado para garantizar la maxima
eliminacién del tampdn de bloqueo.

[00745] Se anadieron 100 yL de MicroScint-20 (PerkinElmer 6013621) a los
pocillos y se mantuvieron durante toda la noche a temperatura ambiente antes
de leer las placas en la microplaca de centelleo TopCount NXT™ y recuento de
luminiscencia de PerkinElmer bajo el protocolo de prueba de 3H (configurado a
un tiempo de lectura de 120 segundos por pocillo, con orientacion normal de la
placa).

[00746] Ensayo de permeabilidad bidireccional (células Caco-2)

[00747] Se sembraron las células Caco-2 (Evotec) en una densidad de 70,000
células/pocillo en placas de insercion del cultivo celular del pocillo Millicell® 24 y
se mantuvieron en un incubador (37 °C, 5% de CO2, HR del 95%) durante 21
dias con cambio de los medios a dias alternativos.

[00748] Se prepararon las soluciones madre (10 mm) de los compuestos de
prueba, atenolol (marcador de permeabilidad baja), propranolol (marcador de
permeabilidad alta) y digoxina (sustrato para la via de transporte P-gp) en
dimetilsulféxido (DMSO). Se preparé una solucion madre intermedia (1 mm) al
diluir 10 pL de 10 mm de la solucién madre maestra con 90 uL de DMSO puro.
Se preparé una solucion madre de trabajo (10 uM) al diluir 50 yL de 1 mm con
4950 uL del tampon FaSSIF. La adicion posterior de los compuestos a FaSSIF,
las muestras estuvieron sujetas a la sonicacién durante 2 horas, y se
centrifugaron a 4000 RPM durante 30 minutos a 37 °C. El sobrenadante
resultante de 4 mL se uso directamente en el ensayo. La concentracion final de
DMSO en los experimentos de transporte fue del 1%.

[00749] EI dia del ensayo, se lavaron las capas monomoleculares de Caco-2
dos veces con el tampoén de transporte (HBSS, pH 7,4) y se incubaron
previamente durante 30 minutos (37 °C, 5% COz2, HR del 95%) en un incubador.
La resistencia eléctrica de las capas monomoleculares se midié con un sistema

de ERS Millicell®. Las capas monomoleculares con valores de resistencia
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eléctrica transepitelial (TEER) mayores que 350 ohm.cm? se seleccionaron para
el ensayo.

[00750] Se realizo el ensayo en una direccion de absorcion (A2B) y direcciones
secretorias (B2A). Se iniciaron los experimentos de transporte al afadir el
tampdén de ensayo de transporte (tampdn FaSSIF preparado en HBSS) que
consta de compuestos al compartimiento del donante (camara apical A-B;
camara basolateral B-A) en pocillos duplicados (n=2). El tampon HBSS libre de
medicamento (pH 7,4) que contiene el 1% de la albumina bovina en suero (BSA)
se introdujo en los compartimientos de receptor (A-B-basolateral; B-A-apical).
Los volumenes de los compartimientos apical y basolateral fueron de 0,4 y
0,8 mL, respectivamente. Después de afnadir la solucion de dosificacion, se
incubaron las placas en un incubador durante 120 minutos a 37 °C. Después de
120 minutos, se recopilaron las muestras del donante y el receptor y se
emparejaron las matrices (1:1, 30 yL de la muestra del estudio + 30 pL del
tampdn en blanco) con el tampdn opuesto. Se emparejaron las matrices de la
muestra de dosificacién (1:1, 30 yL de la muestra del estudio + 30 pL del tampodn
en blanco) con el tampdén opuesto. Se procesaron las muestras al afadir
acetonitrilo que contiene el estandar interno (60 uL de muestra del estudio +
200 pL acetonitrilo que contiene el estandar interno, tolbutamida, 500 ng/mL).
Las muestras se mezclaron con agitador vértex y se centrifugaron a 4000 rpm
durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido (100 uL) se diluy6 con 100 uL de
agua y se transfirié a 96 placas de pocillo frescas. Se analizé la concentracién
de los compuestos en las muestras mediante el método de espectrometria de
masas en cascada de la cromatografia de liquidos (LC-MS/MS) usando el
método bioanalitico de escala de descubrimiento, segun corresponda.

[00751] Se calcularon la permeabilidad media aparente (Papp, x 10 cm/seg) de
los compuestos de prueba, atenolol, propranolol y digoxina de la siguiente

manera:

[00752] Papp = IX—X~
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[00753] donde dq/dt = tasa de transporte (tasa de transporte del compuesto en
el compartimiento receptor), Co = concentracion inicial en el compartimiento
donante, A = area de superficie de la membrana de filtro efectiva.

[00754] Protocolo del ensayo segun HepaRG

[00755] Un vial criopreservado de las células HepaRG diferenciadas (Biopredic
International HPR116080) se descongela en un medio HepaRG de propdsito de
descongelamiento/de  placa/general (Biopredic International ADDG670C)
suplementado con 200 mm de glutamax (Gibco 35050061) siguiendo el
protocolo proporcionado por Biopredic International. Se sembraron 70.000
células por pocillo en 96 placas de pocillo (Corning CLS3809) en 100 uL de un
medio HepaRG de propodsito de descongelamiento/de placa/general
suplementado con 200 mm de glutamax y se incubaron a 37 °C en 5% de CO:2
durante 24 horas. Después de la incubacion, el medio de la siembra se
reemplaza por el medio HepaRG de mantenimiento/metabolismo (Biopredic
International ADD620C) y se incub6 durante 6 dias, con llenado a tope del medio
HepaRG fresco de mantenimiento/metabolismo cada 48 horas. Después de 7
dias de incubacion después de la siembra, se decantd el medio de incubacién
de los pocillos y células se lavaron dos veces con 250 pL del medio basal E de
William (Gibco 12551032). Después de decantar el medio basal E de William
cada vez, se presionaron las placas contra una toalla de papel para garantizar la
eliminacién maxima del medio residual.

[00756] Se preparala mezcla de incubacion al anadir las diluciones del inhibidor
de la prueba (dilucion en serie de 3 veces en DMSO (Sigma D2650)) en el medio
E de William (basal) que contiene 0,3 uM de acido taurocdlico 3H (ARC ART-
1368) y 7,5 M de &cido taurocolico frio (Sigma T4009) (manteniendo la
concentracion del 0,2% de DMSO final). Luego se afiade 50 yL de la mezcla de
incubacion que contiene inhibidores de la prueba en los pocillos (por duplicado)
y se incubaron las placas durante 30 minutos en un incubador de 5% de CO2 a
37 °C. Después de la incubacion, se detiene la reaccion al mantener las placas

en la mezcla de agua helada durante 2-3 minutos y la mezcla de incubacién se
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aspira por completo de los pocillos. Se lavan los pocillos dos veces con 250 uL
de 1 mm de acido taurocélico enfriado y sin etiquetar disuelto en HBSS (10 mM)
amortiguado por HEPES (Gibco 15630080) (Gibco 14175079) (pH 7.,4). Se
presionan las placas contra una toalla de papel después de cada lavado para
garantizar la maxima eliminacion del tampon de bloqueo.

[00757] Se afiaden 100 uL de MicroScint-20 (PerkinElmer 6013621) a los
pocillos y se mantuvieron durante toda la noche a temperatura ambiente antes
de leer las placas en la microplaca de centelleo TopCount NXT™ y recuento de
luminiscencia de PerkinElmer bajo el protocolo de prueba de 3H (configurado a
un tiempo de lectura de 120 segundos por pocillo, con orientacion normal de la
placa).

[00758] Preparacion de las diluciones del compuesto de la prueba

[00759] Se proporcionaron todos los compuestos de la prueba en forma de
polvo a temperatura ambiente. Se prepararon 10 mm de existencias de DMSO
de los compuestos de la prueba, se sometieron a alicuota y se almacenaron a -
20 °C. De los 10 mm de existencias de DMSO de los compuestos, se prepard
una dilucién en serie de 3 veces en DMSO para obtener un total de 10 diluciones
de los compuestos de la prueba. 0,5 puL de esta dilucion en DMSO se afadio a
250 uL del medio basal libre de FBS que contiene acido taurocdlico 3H y acido
taurocalico frio para preparar la mezcla de incubacion.

[00760] Estudios de biodisponibilidad

[00761] Se usaron ratones macho (C57BL/6 o CD1) o ratas Wistar de 8 a 9
semanas de edad. Para cada compuesto de la prueba, se usaron dos grupos de
3 animales cada uno. A un grupo se le administréo una dosis Unica intravenosa
de 1 mg/kg (vehiculo 100% DMSO) a través de la vena de la cola y al otro grupo
se le administré una dosis unica oral de 10 mg/kg a través de una aguja de sonda
gastrica. Al grupo al que se le administré una dosis oral estaba en ayunas. Se
recopilaron muestras de sangre después de 0,083, 0,25, 0,5, 1,2, 4,6, 8y 24
horas después de la administracion intravenosa, y después de 0,25, 0,5, 1, 2, 4,

6, 8 y 24 horas de la administracion oral. Se obtuvieron las muestras de sangre
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de la vena safena. Se uso6 el 0,2% de EDTA como anticoagulante. Se analizaron

las muestras mediante un método bioanalitico de grado de descubrimiento

desarrollado para el calculo de un compuesto de la prueba en el plasma, usando
un sistema de LC-MS/MS.
[00762] Resultados

[00763] A continuacidn se muestran los datos biolégicos para los compuestos

de los ejemplos en la Tabla 8.
[00764] Tabla 8

Ejemplo | hLBAT hIBAT Permeabilidad (Caco- | Biodisponibilidad
ICs0 (NM) | IC5s0 (NM) | 2) (%)
Papp A2B
(x 10- | ER
6 cm/seg)
1 2908 7 9,2 0,9 34 (C57BL/6)
59 (CD1)
98 (Na* sal; rata)
736 4
283 23
4 3654 2 7,6 2,4 45 (CD1)
90 (rata)
5 1882 5 1,0 4,2
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 21 3,1
11 1175 13,1 1,2
12 2222 14,2 1,1
13 2222 15
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Ejemplo | hLBAT hIBAT Permeabilidad (Caco- | Biodisponibilidad
ICs0 (NM) | IC50 (NM) | 2) (%)
Papp A2B
(x 10" | ER
6 cm/seg)
14 342 6 0,0

[00765] Modelo de PD: Evaluacion del compuesto de la prueba en los niveles
totales de &cidos biliares en ratones C57BL/6 macho.

[00766] Los ratones C57BL/6N Tac de 8 a 9 semanas de edad se usaron para
estudiar el efecto de los moduladores del acido biliar en los niveles del acido
biliar. Después de completar la cuarentena y el periodo de aclimatizacion, se
aleatoriza a los animales segun el peso corporal en x grupos experimentales: (i)
control del vehiculo, y (ii) compuesto de la prueba y mg/kg po una vez al dia. Los
animales reciben tratamiento con el compuesto de la prueba durante 7 dias. El
dia 5 del estudio, se encierran de manera individual a los animales en jaulas
nuevas. El dia 7, se recopilan las heces de cada jaula, seguido de la extraccion
de sangre de cada animal a través de la via retro orbital. Se eutaniza a los
animales para recopilar el higado e ileon terminal de cada animal para analisis
adicionales. Se mide el peso corporal y el consumo de alimentos dos veces a la
semana. Se analizan los perfiles del lipido en suero en las muestras de suero del
dia 7. Los acidos biliares totales en suero se miden en las muestras de suero del
dia 7. Se mide la excrecion biliar fecal en la muestra fecal del dia 7. Se cuantifica
la expresion hepatica de ciP7A1 y SHP en las muestras del higado del dia 7. Se
analizan los triglicéridos del higado y el colesterol total en las muestras de higado
del dia 7.

[00767] Modelo de acido biliar: Evaluacion de los compuestos de la prueba en

los niveles de acidos biliares en orina en ratones C57BL/6 macho.
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[00768] Los ratones C57BL/6N Tac de 8 a 9 semanas de edad se usaron para
estudiar el efecto de los moduladores del acido biliar en los niveles del acido
biliar. Después de completar la cuarentena y el periodo de aclimatizacion, se
aleatoriza a los animales segun el peso corporal en x grupos experimentales: (i)
control del vehiculo, y (ii) compuesto de la prueba y mg/kg po una vez al dia. Los
animales reciben tratamiento con el compuesto de la prueba durante 7 dias. El
dia 6 del estudio, se transfieren a los animales a una jaula metabdlica. El dia 7,
se recopilan las heces y la orina de cada jaula metabdlica, seguido de la
extraccion de sangre de cada animal a través de la via retro orbital. Se eutaniza
a los animales para recopilar el rindn de cada animal para analisis adicionales.
Se mide el peso corporal dos veces a la semana. Los acidos biliares totales en
suero se miden en las muestras de suero del dia 7. Se mide la excrecion del
acido biliar fecal en la muestra fecal del dia 7. Se mide la excrecion en orina de
los acidos biliares en la muestra del dia 7. La expresion renal de ASBT, OSTa,

OSTAb y MRP2 se cuantifica en las muestras del dia 7.
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