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DESCRIPCION
Biarilcarboxiarilamidas como moduladoras del receptor vanilloide-1.

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a moduladores del receptor vanilloide, en particular a antagonistas del TRPV1.

Estado de la técnica

El potencial receptor transitorio vanilloide 1 (TRPV1) esta fuertemente implicado en la génesis de la hiperalgesia
térmica y mecéanica y se le ha presentado como el responsable de un papel clave en diferentes estados patoldgicos
que incluyen el dolor neuropatico y trastornos urologicos.

Se conocen antagonistas del receptor vanilloide que contienen un resto biarilo; La Patente WO 2004/056774" divul-
ga, entre otras, las arilamidas del acido biaril-4-carboxilico substituidas siguientes:
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Descripcion de la invencién

Se ha encontrado ahora que reemplazando el resto piridilo o el anilo quinolein-3-ilo en los compuestos anteriores
con un anillo isoquinolein-5-ilo, pueden obtenerse antagonistas del TRPV1 con propiedades mejoradas.

De acuerdo con ello, la invencién proporciona moduladores del receptor vanilloide-1 mejorados de formula general

0]

en la que:
AesCHON:;

Z es un anillo fenilo o piridilo, opcionalmente substituido con uno o dos grupos R, los cuales pueden ser el
mismo o diferentes entre si y estan seleccionados entre alquilo de C1-C4, preferiblemente metilo, isopropilo
o terc-butilo, haloalquilo de C1-Cj4, preferiblemente trifluorometilo, o halégeno.

Para los fines de la presente invencidn, halégeno significa un atomo de halégeno seleccionado entre fltor, cloro,
bromo y yodo, preferiblemente cloro.
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Un primer grupo de compuestos preferidos de la invencion es el de formula (1a)

(1a)
en la cual Z es tal como se ha definido anteriormente.

Un segundo grupo de compuestos preferidos de la invencién es el de férmula (Ib)

Ib o
5 (Ib)
en la cual Z es tal como se ha definido anteriormente.

En los compuestos de férmula (1a) y (Ib), Z es preferiblemente un anillo fenilo substituido en la posicion para con un
grupo R distinto de hidrogeno, preferiblemente cloro. EI compuesto el mas preferido de acuerdo con la invencién es

N-(4-clorofenil)-6-(isoquinolein-5-il)piridino-3-carboxamida (denominada en la presente invenciéon en adelante como
10 V394)

Los compuestos de férmula (I) pueden prepararse mediante procedimientos convencionales, tales como la reaccion
de un compuesto de formula (I1)

(I o

15 en la que A es tal como se ha definido anteriormente y el grupo carboxi esta activado tal como cloruro, con un com-
puesto de férmula (l11)

Z-NHz (Il
en la que Z es tal como se ha definido anteriormente.

Preferiblemente, los compuestos de férmula (I) pueden obtenerse mediante la reaccion de Suzuki® entre un com-
20 puesto de formula (V)
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en la que Ay Z son tal como se ha definido anteriormente y X es un halégeno seleccionado entre yodo y bromo y
acido borénico (V)

XN
¥z
B(OH),

(44)

Por ejemplo, el compuesto V394 se prepara de manera conveniente mediante la reaccidon de Suzuki entre 6-bromo-
0 6-cloro-N-(4-clorofenil)piridino-3-carboxamida y acido isoquinolein-5-il-5-borénico.

Los compuestos de formula () modulan el receptor vanilloide TRPV1; el compuesto preferido V394 mostré un valor
K1 de 15 nM (13-17) en la médula espinal de rata y un valor ICs de 0,83 nM (0,74-0,93) en neuronas de ganglios de
la raiz dorsal de rata cultivadas. De acuerdo con ello, los compuestos de la invencion pueden usarse para la prepa-
racién de composiciones farmacéuticas para el tratamiento de estados inflamatorios, tales como dolor crénico e
hiperalgesia inflamatoria. Estas formulaciones pueden prepararse mediante procedimientos y excipientes conven-
cionales, tales como los divulgados en el Remington’s Pharmaceutical Science Handbook, XVII ed. Mack Publ., N.Y.,
USA.

La invencion se ilustrara aqui a continuacion mediante el ejemplo siguiente.

Ejemplo

Materiales y procedimientos

Todos los compuestos disponibles comercialmente se adquirieron de Aldrich y se usaron sin purificacion adicional.
Los desarrollos de las reacciones se monitorizaron mediante cromatografia de capa fina sobre gel de silice (previa-
mente recubierta con placas Merck Fzs4), las manchas se examinaron con luz UV y se visualizaron con KMnOg4
acuoso. Las cromatografia ultrarrapida se realiz6 usando gel de silice de Merck (malla 230-240).

Los espectros de RMN-'H se registraron sobre un espectrometro Varian 400 MHz usando TMS como patrén interno.
Los espectros de masa se obtuvieron con un espectrometro Waters-Micromass ZMD. Los puntos de fusion se de-
terminaron sobre un aparato Buchi-Tottoli y estan sin corregir.

Ejemplo - N-(4-clorofenil)-6-(isoquinolein-5-il)piridino-3-carboxamida (V394)

Etapa a) - 6-cloro-N-(4-clorofenil)piridino-3-carboxamida

Se disolvié cloruro 6-cloro-nicotinico disponible comercialmente (56,8 mmol, 10 g) en 50 ml de CH,Cl, anhidro y se
agrego, gota a gota, a una solucion de diisopropiletilamina (DIEA) (1,2 equiv., 68,2 mmol, 11,67 ml) y 4-cloroanilina
(1,2 equiv., 68,2 mmoal, 8,70 g) en 50 ml de CH,Cl, a 0°C. La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 20
horas y, a continuacion, se diluyé con CH,Cl, (200 ml) y se lavo con agua (1 x 200 ml) y salmuera (1 x 100 ml). La
capa organica se seco sobre sulfato sédico y se concentrd. El producto bruto se cristalizé a partir de éter dietilico,
proporcionando 13 g de un sélido de color blanco. Rendimiento = 86%. RMN-"H (CDCls, 200 MHz) & 7,35 (2H, d, J=
8,8 Hz), 7,47 (1H, d, J= 8,2 Hz), 7,58 (2H, d, J= 8,8 Hz), 7,88 (1H, s ancho), 8,16 (1H, dd, J= 8,4 Hz, J'= 2,8 Hz),
8,84 (1H, d, J= 2,4 Hz).

Etapa b) - &cido isoquinolein-5-il-5-borénico

Una solucion 2,5 M de n-BulLi (1,2 equiv., 3 mmol, 1,2 ml) en 20 ml de THF recién destilado, enfriado a -78°C, se
agreg6 con una solucién de 5-bromoisoquinoleina (2,5 mmol, 520 mg) en 5 ml de THF. La mezcla resultante se dejo
reaccionar a esta temperatura durante 45 minutos. A continuacion, se agreg6 una solucién de borato de triisopropilo
(1,2 equiv., 3 mmol, 0,7 ml) y la mezcla se agité a la misma temperatura durante 5 minutos y, a continuacion, se dejo
calentar a temperatura ambiente y se agité durante un tiempo adicional de una hora. La mezcla se interrumpié me-
diante la lenta adicién de una soluciéon de NaOH al 5% (30 ml). La capa acuosa se separ6 y se acidific6 a pH 5/6
mediante la adicion de HCl al 10% a 0°C.La extraccién con acetato de etilo, evaporacion de la fase organica y crista-
lizacion a partir de éter dietilico, proporcioné 250 mg de un sélido de color blanco. Rendimiento = 58%. RMN-"H (de-
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DMSO, 200 MHz) & 7,66 (1H, t, J= 7,2 Hz), 8,07 (1H, d, J= 5,8 Hz), 8,13 (1H, d, J= 8,0 Hz), 8,34 (1H, d), 8,47 (1H,
d), 8,50 (2H, s ancho), 9,29 (1H, s); [M”] 174,1 (CoHsBNO; requiere 172,98).

Etapa c) - N-(4-clorofenil)-6-(isoquinolein-5-il)piridino-3-carboxamida (reaccion de Suzuki)

Una mezcla de acido isoquinolein-5-il-5-borénico (1,5 equiv., 8,4 mmol, 1,46 g), 6-cloro-N-(4-clorofenil)piridino-3-
carboxamida (5,6 mmol, 1,5 g), acetato de paladio (4% mol, 48 mg), trifenilfosfina (2 equiv., 2,94 g), Na,COs al 15%
(4 ml), EtOH (4 ml) y tolueno (50 ml), se calent6 a 80°C durante 16 horas. Después de evaporacion, se agregd una
solucion de bicarbonato sodico saturada y el sélido precipitado se filtré y, a continuacion, se lavé con acetato de
etilo. El residuo se recristalizé a partir de metanol, obteniéndose 1,4 g compuesto V394 en forma de un sélido de
color blanco. P.fus. (éter dietilico) = 258°C. Rendimiento = 69%. RMN- H (ds-DMSO, 400 MHz) 6 7,471 (2H,d, J= 8,8
Hz), 7,838 (1H, m), 7,852 (2H, d, J= 8,8 Hz), 7,953 (1H, d, J= 8,0 Hz), 8,049 (1H, dd, J= 7,2 Hz, J'= 0,8 Hz), 8,085
(1H, d, J= 6,0 Hz), 8,290 (1H, d, J= 8,4 Hz), 8,490 (1H, dd, J= 8,4 Hz, J'= 2,2 Hz), 8,543 (1H, d, J= 6,0 Hz), 9,300
(1H, d, J= 1,6 Hz), 9,438 (1H, s), 10,695 (1H, s); [M*'] 360,4 (C21H14CIN3O requiere 359,81).

Ensayo biolégico

Se usaron ratas Sprague-Dawley recién nacidas y adultas (~250 g) (Harlam, Italia). Todos los experimentos cumplie-
ron con las directrices nacionales y fueron aprobados por el Comité de Etica Regional.

Ensayo de unién de radioligando

Se usaron ratas Sprague-Dawley macho con pesos corporales entre 250 a 350 g en el momento del ensayo. Para
los ensayos de unidn, las ratas se sacrificaron por decapitacion bajo anestesia y la médula espinal se retiré y rompio
usando un homogeneizador de tejidos Polytron en tampdn enfriado en hielo que contenia KCI 5 mM, NaCl 5,8 mM,
CacCl, 0,75 mM, MgCl; 2 mM, sacarosa 320 mM, Hepes 10 mM, pH 8,65. El tejido homogeneizado se centrifugd a
1000 x g durante 10 minutos a 4°C y el sobrenadante se centrifugdé nuevamente a 35000 x g durante 30 minutos a
4°C (Beckman Avanti J25). El granulo se volvié a suspender en el mismo tamp6n tal como se ha descrito anterior-
mente y se usé en los experimentos de union. En los experlmentos de saturacion, se incubaron 150 pg de protei-
na/muestra procedentes de suspensiones de membrana con [ H]-Resiniferatoxin ([ H]-RTX) (0,003-3 nM) en el
tampon de ensayo que contenia 0,25 mg/ml de albdmina de suero bovino libre de grasa a 37°C durante 60 minutos.
En los experimentos de competencia, las membranas se incubaron a 37°C durante 60 minutos con [ H]-RTX (0,4
nM) y con concentraciones crecientes (desde 0,1 nM hasta 3 uM) de los compuestos examinados.

La union no especifica se valoré en la presencia de RTX 1uM. Después de incubacion, la mezcla de reaccion se
enfrid a 0°C y se incubd con glucoproteina de al-acido bovina (200 pg por tubo) durante 15 minutos para reducir la
unién RTX no especifica. La RTX unida a la membrana se sopar6 de la RTX libre mediante centrifugacion de las
muestras a 18500 x g durante 15 minutos. La punta del tubo de la microcentrifuga que contenia el granulo se cortd y
se determiné la radioactividad mediante recuento por centelleo (Packard 2500 TR). La concentracién de proteina se
determin6 de acuerdo con un procedimiento Bio-Rad con albumina de suero bovino como un patron de referencia
(Bradford, 1976). Los estudios de saturacion y competencia se analizaron con el programa ngando

2+

Mediciones de fluorescencia de Ca en neuronas de ganglios de la raiz dorsal de ratas cultivados

Se anestesiaron terminalmente y decapitaron ratas adultas. Los ganglios de la raiz dorsal se extirparan e introduje-
ron en soluciéon tamponada con fosfato (PBS) fria antes de transferirlos a colagenasa (10 mg/ml), tripsina (5 mg/ml) y
DNAsa (1 mg/ml) durante 35 minutos a 37°C. Los ganglios, introducidos en DMEM frio suplementado con suero
bovino fetal al 10%, L-glutamina 2 mM, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina, se disociaron en célu-
las individuales mediantes varias pasadas a través de una serie de agujas de jeringuilla (de 23G a 25G). El medio y
los ganglios se filtraron para eliminar los residuos, se cubrieron con 8 ml de medio DMEM vy se centrifugaron (200 x g
durante 5 minutos). El granulo de célula final se volvié a suspender en medio DMEM (suplementado con 100 ng/ml
de Factor de Crecimiento de Nervios de ratén (NGF-7S de ratén) y base libre de citosina-B-D-arabinofuranosido
(ARA-C) (2,5 uM). Las células se sembraron sobre porta-objetos de vidrio de 25 mm recubiertos con poli-L-lisina (8,3
puM) y laminina (5 uM) y se mantuvieron durante 5 a 8 dias a 37°C en una incubadora humldlflcada gaseada con CO;
al 5% y aire, y a continuacion, se agregé Fura-2-AM-éster (3 uM) en una solucién tampon de ca* que tenia la com-
posicion siguiente (mM): CaCl, 1,4, KCI 5,4, MgSO, 0,4, NaCl 135, D-glucosa 5, HEPES 10 con BSA (0, 1%) K pH
7,4, durante 40 minutos a 37°C. A continuacion, las células se lavaron dos veces con solucion tamp6n de ca” y se
transfirieron a una camara bajo la observacion de un mlcroscoplo NiKon Eclipse TE300. El Fura-2-AM-éster se ex-
citd a 340 nM y 380 nM lo que indica cambios relativos de [Ca " mediante la relacién Faso/Fago registrada con un
sistema de analisis de imagenes dinamico (Laboratory Automation 2.0, RCS, Florencia, Italia) y las células se deja-
ron (al menos 10 minutos) alcanzar una fluorescencia estable antes de empezar el experimento. Se realizd una
curva de calibracién usando tampén que contenia Fura-2AM-éster y las concentraciones determinantes de Ca
libre. Esta curva se uso0, a continuacion, para convertir los datos obtenidos a partir de la relacion Fsso/Fsso a [Ca i
(nM) Se estudlaron los efectos de los pretratamientos con capsazepina (CPZ), SB366791 y V394 sobre el incre-
mento en [Ca "} producidos por capsaicina 0,1 puM.
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Alodinia secundaria inducida por capsaicina en ratas

Se inyect6 capsaicina (20 nmol/50 pl/garra) en la superficie plantar de la piel lisa de la garra derecha de ratas anes-
tesiadas con éter dietilico (Chaplan, y otros, 1994). El compuesto V394 se administro oralmente (30 pmol(/kg) 2
horas antes de la inyeccién de capsaicina. La alodinia tactil se valoré 90 minutos después del exposicion a la cap-
saicina.

Farmacos y reactivos

Los farmacos y reactivos se obtuvieron de las compafiias indicadas: [3H]-Resiniferatoxin (Perkin Elmer, Boston, MA),
SB-366791 (Tocris, UK), capsaicina, capsazepina, ionomicina, laminina, poli-L-lisina, substancia P (Sigma, Italia);
NGF-7S de ratén y colagenasa/dispasa (Roche Diagnostics, Italia); medio de Eagle Modificado de Dulbecco
(DMEM), suero bovino fetal (FBS) térmicamente inactivado, L-glutamina (200 mM), penicilina/estreptomicina (10.000
IU/ml £ 10,000 UG/m), (Gibco, Italia); Fura-2-AM-éster (Societa Italiana Chimici, Italia). Las concentraciones madre
de capsaicina (10 mM), capsazepina (10 mM), (E)-3-(4-clorofenil)-N-(3-metoxifenil)acrilamida (identificada como SB-
366791) (1 mM) y V394, se prepararon en DMSO al 50% y Tween 80 al 50%. El Fura-2-AM-éster y la ionomicina se
disolvieron en DMSO al 100%. Todos los otros farmacos se disolvieron en agua destilada. A continuacion, se prepa-
raron las diluciones apropiadas en solucién tampén de Krebs.

Resultados
Ensayo de unién de radioligando

La curva de saturacion de [3H]-RTX para TRPV1 expresado en médula espinal de ratas mostré un valor Kp de 0,21
(0,16-0,27) y una valor Bmax de 57 (53-62) fmol/mg de proteina. La representacion de Scatchard fue esencialmente
lineal y el andlisis por ordenador de los datos indicé que Unicamente habia presente una clase de sitios de union de
alta afinidad. Los experimentos de union de competencia de [3H]-RTX revelaron que el V394 y el SB-366791 de
referencia tenian un valor K; de 15 (13-17) y 36 (30-43) nM, respectivamente.

Fluorescencia de Ca

La capsaicina (0,14M) ocasioné un incremento en [Ca2+] en la extensa mayoria (95%) de neuronas de ganglios de la
raiz dorsal, las cuales fueron identificadas de este modo como neuronas que expresan TRPVL1. El valor ICso de V394
que inhibi6é la movilizacion de [Ca2+] provocada por capsaicina fue de 0,83 nM (0,74-0,93). Los antagonistas de
TRPV! de referencia, capsaicina y SB-366791, inhibieron la respuesta de la capsaicina con un ICso de 948 (676-
1330) nM y 8,7 (3,4-17,3) nM, respectivamente. Los resultados estan expresados como media y limites de confianza
del 95%.

Alodinia secundaria inducida por capsaicina en ratas

90 minutos después de exposicion a la capsaicina, el compuesto V394 produjo un efecto preventivo significativo
(55%) contra el efecto pro-alodinico de la capsaicina.
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REIVINDICACIONES

1. Compuestos de férmula general (1)

en la que:
5 AesCHON;

Z es un anillo fenilo o piridilo, opcionalmente substituido con uno o dos grupos R, los cuales pueden ser el
mismo o diferentes entre si y estan seleccionados entre alquilo de C1-Ca, haloalquilo de C1-C4, 0 halégeno.

2. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que R esta seleccionado entre metilo, isopropilo, terc-
butilo o trifluorometilo.

10 3. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 1 de formula (la)

a ©

en la cual Z es tal como se define en la reivindicacion 1.

4. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 1 de formula (Ib)

(tb) o

15 en la cual Z es tal como se define en la reivindicacion 1.

5. El compuesto de acuerdo con la reivindicacion 4 de formula
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6. Compuestos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 para uso como medicamentos.

7. Uso de los compuestos de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 para la preparacién de medi-
camentos para el tratamiento de enfermedades inflamatorias y trastornos urolégicos.

8. Uso de acuerdo con la reivindicacién 7, en la que la enfermedad inflamatoria es dolor neuropatico.

9. Composiciones farmacéuticas que contienen un compuesto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 mez-
clado con vehiculos y/o excipientes aceptables farmacéuticamente.
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