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DESCRIPCION
Bloqueadores de los canales de sodio triazoicos ciclicos

La presente invencion se refiere a compuestos de triazina con propiedades bloqueadoras de los canales de sodio y
a usos de los compuestos para la preparacion de medicamentos para el tratamiento de trastornos asociados.

La patente estadounidense num. 4.649.139 describe compuestos de formula (A):
R
R* R2

RS z SN

(A)

en donde R es alquilo C1-10, alquenilo C2.10, alquinilo C2.10 0 cicloalquilo C3.10, cada uno de los cuales puede estar
opcionalmente sustituido, y R? a R® se seleccionan independientemente entre hidrégeno, halégeno, grupos alquilo
C1.s, alquenilo, alquinilo o alcoxi (todos opcionalmente sustituidos con uno o mas de halégeno, hidroxi y arilo), amino,
amino mono- o di-sustituido, alqueniloxi, acilo, aciloxi, aciano, nitro, arilo y alquiltio o cualquiera de dos adyacentes
de R2a Reése unen para formar un grupo (-CH=CH-CH=CH-). Se desvela que estos compuestos son activos en el
tratamiento de trastornos cardiacos, y son particulamente Utiles en el tratamiento de arritmias.

La solicitud de patente previa WO2008/007149 describe usos de un compuesto de férmula (B):

R3
R¢ R?

RS ~N"

BN Y N7 ONH (B)

en donde R es hidrégeno (y =NH es NH3), o carboxamido, alquilo C1.10, alquenilo C».10, alquilo C.3-arilo, alquilo C+.3
heterocidilo, o cicloalquilo Cs.10, cualquiera de ellos opcionalmente sustituido con hidroxi, carboxamido, halo-alquilo
C1-6, alquil C1.6 0 alcoxi C1.6; y R? a R®se seleccionan independientemente entre hidrdgeno, halégeno, grupos alquilo
C1.6, alquenilo, alquinilo o alcoxi (todos opcionalmente sustituidos con uno o mas de halégeno, hidroxi y arilo), amino,
amino mono- o di-sustituidos, alqueniloxi, acilo, aciloxi, ciano, nitro, arilo y alquitio;

(a) como bloqueadores de los canales de sodio dependientes de woltaje para el tratamiento de trastornos en
mamiferos y particulamente epilepsia, esclerosis multiple, glaucoma y uveitis, traumatismos cerebrales e isquemias
cerebrales, apoplejia, lesién en la cabeza, lesibn medular, traumatismo quirdrgico, trastornos neurodegenerativos,
trastorno de la neurona motora, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, dolor crénico inflamatorio,
dolor neuropatico, migrafia, trastorno bipolar, trastomos del estado de animo, ansiedad y cognitivo, esquizofrenia y
cefaleas trigémino autondmicas, especialmente en humanos;y

(b) como antifolatos para el tratamiento de trastornos en mamiferos, y particulamente para el tratamiento de
canceres en mamiferos y como antimalaricos contra la malaria por plasmodium vivax y plasmodium falciparum,
especialmente en humanos.

Segun la presente invencidn se proporciona un compuesto de formula (l):
@ZTN\N’R1
PR /&\
H,NT N7 NH
0

en donde zes un enlace sencillo yen donde Aes 2,3-diclorofenil y R'es -CH2CCls; 0 una de sus sales.

La presente invencion también proporciona sales de los compuestos anteriormente mencionados. Las sales
preferidas son sales de adicién de acidos famacéuticamente aceptables. Sales de adicidn de acidos adecuadas
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farmacéuticamente aceptables induyen las formadas con acidos organicos e inorganicos, por ejemplo, de acido
hidrodérico, sulfarico, citrico, tartarico, fosférico, lactico, pirtvico, acético, maldnico, succinico, oxalico, fumarico,
maleico, oxaloacético, metanosulfonico, p-toluenosulfonico, bencenosulfénico, glutamico, naftdico e isetidnico.
También son adecuadas sales de etanosulfonato, malato, mandalato, benzoato y salicilato.

La presente invencion también proporciona solvatos del compuesto de la férmula (1) o sus sales. El compuesto o su
sal puede obtenerse como solvato del solvente de reaccion, solvente de cristalizacion o uno de sus componentes en
la preparacion del compuesto. Los solvatos fatmacéuticamente aceptables incluyen hidratos.

La presente invencién engloba formas tautoméricas y sus mezclas, y formas cristalinas polimérficas del compuesto
de formula ().

El compuesto de férmula (I) y ciertos andlogos pueden preparase mediante los procedimientos descritos en la
patente estadounidense 4.649.139, a la que debe hacerse referencia adicional. El compuesto de formula (l) y ciertos
analogos también pueden preparase segun los métodos descritos en la patente europea EP 0 021 121 A, a la que
debe hacerse referencia adicional.

La preparacion del compuesto de formula (1) y ciertos analogos se ilustra mas adelante en la presente memoria
descriptiva. Pueden prepararse compuestos relacionados a partir de variaciones obvias o rutinarias de los procesos
descritos, utilizando materiales de partida adecuados para introducir los sustituyentes y restos deseados de
analogos del compuesto de fdrmula ().

Pueden obtenerse sales de los compuestos de formula (I) mediante la presencia de un acido residual en el proceso
preparativo. Alternativamente, pueden prepararse sales mezclando el compuesto de férmula (I) como base libre con
un acido famacéuticamente aceptable en un disolvente adecuado, eliminando el disolvente para recuperar la sal, o
recristalizando la sal del disolvente.

En un aspecto adicional, la presente invencion proporciona composiciones fammacéuticas que comprenden el
compuesto de férmula () o una sal farmacéuticamente aceptable o su solvato, mezclados con un portador con un
farmacéuticamente aceptable. Los compuestos son adecuados para el tratamiento de trastornos tales como
epilepsia, esderosis multiple, glaucoma y uveitis, traumatismos cerebrales e isquemias cerebrales, apoplejia, lesion
en la cabeza, lesién en la médula espinal, traumatismo quinirgico, trastornos neurodegenerativos, trastomo de la
neurona motora, enfemedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, dolor crénico inflamatorio, dolor neuropatico,
migrafia, trastorno bipolar, trastornos del estado de animo, ansiedad y cognitivo, esquizofrenia y cefaleas trigémino
autondmicas; para el tratamiento de canceres en mamiferos; y para el tratamiento de la malaria.

El compuesto de formula (l) esta presente en las composiciones de la presente invencion en forma de dosificacion
unitaria efectiva, es decir, una cantidad suficiente para ser efectiva contra dichos trastornos in vivo.

Los portadores famacéuticamente aceptables presentes en las composiciones de la presente invencion pueden ser
materiales convencionalmente usados con el fin de administrar el medicamento. Estos pueden ser materiales
liquidos o sdlidos, que son de otro modo inertes o médicamente aceptables y que son compatibles con los principios
activos.

Dichas composiciones famacéuticas pueden administrarse por via oral o parenteral, por ejemplo, como un
supositorio, pomada, crema, polvo o parche transdémico. No obstante, se prefiere la administracion oral o la
inyeccioén intravenosa de las composiciones.

Para su administracion oral, los polvos finos o granulos contendran agentes diluyentes, dispersantes y/o
tensioactivos y pueden presentarse en bebida, en agua o en un jarabe, en capsulas o sobres, en estado seco o en
suspensidon no acuosa, en la que pueden incluirse los agentes de suspensidn, o en una suspensiéon en agua o
jarabe. Cuando sea deseable o necesario pueden induirse agentes aromatizantes, conservantes, de suspensién o
espesantes. Los polvos secos o granulos pueden comprimirse para formar un comprimido o bien pueden contenerse
en una capsula.

Para ser inyectados, los compuestos pueden presentarse en soluciones de inyeccidn acuosas estériles que pueden
contener antioxidantes o tampones.

La base libre o sal o su solvato pueden administrarse en su forma pura sin asociarse con otros aditivos, en cuyo
caso una capsula o sobre es el portador preferido.

Alternativamente, el compuesto activo se presenta en una forma pura en una dosificacion unitaria efectiva, por
ejemplo, comprimido como comprimido u otra forma similar.

Otros compuestos que pueden incluirse son, por ejemplo, ingredientes médicamente inertes, por ejemplo,
diluyentes sdlidos y liquidos tales como lactosa, almidén o fosfato de calcio para comprimidos o capsulas; aceite de
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oliva u oleato de etilo para cdpsulas blandas; y agua o aceite vegetal para suspensiones o emulsiones; agentes
lubricantes tales como talco o estearato de magnesio; agentes gelificantes tales como arcillas coloidales; agentes
espesantes tales como goma tragacanto o alginato de sodio; y otros ingredientes accesorios terapéuticamente
aceptables tales como humectantes, conservantes, tampones y antioxidantes que resultan utiles como portadores en
dichas formulaciones.

Los comprimidos u otras formas de presentacion proporcionados en unidades distintas pueden contener
convenientemente una cantidad del compuesto de férmula | que sea efectiva en dicha dosificacién o como un
multiplo de la misma, por ejemplo, unidades que contienen de 5 mg a 500 mg, nomalmente alrededor de 10 mg a
250 mg.

Las composiciones famacéuticas de la presente invencién pueden preparase mezclando el compuesto de fdmula
() con un portador farmacéuticamente aceptable. Pueden afadirse a la mezcla excipientes famacéuticos
convencionales segun sea necesario. Ejemplos de fommulaciones adecuadas se describen en la patente
estadounidense nim. 4.649.139 anteriomnente mencionada.

La presente invencion puede usarse para el tratamiento mediante la administracion de una cantidad efectiva y no
téxica del compuesto de formula (l) o una sal o solvato fatTtmacéuticamente aceptable del mismo, o una composicién
tal y como se ha definido anteriomente. El método resulta especialmente adecuado para el tratamiento de
trastornos en mamiferos susceptibles a los bloqueadores de los canales de sodio y antifolatos, y en particular
trastornos tales como epilepsia, esclerosis multiple, glaucoma y uweitis, traumatismos cerebrales e isquemias
cerebrales, apoplejias, lesion en la cabeza, lesién medular, traumatismo quirdrgico, trastomos neurodegenerativas,
trastorno de la neurona motora, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, dolor crénico inflamatorio,
dolor neuropatico, migrafia, trastorno bipolar, trastomos del estado de animo, ansiedad y cognitivo, esquizofrenia y
cefaleas trigémino autondmicas; para el tratamiento de canceres en mamiferos; y para el tratamiento de la malaria.

La presente invencién también proporciona un compuesto de formula () o una sal o solvato farmacéuticamente
aceptable del mismo, o una composicién tal y como se ha definido anteriormente, o para la preparacién de un
medicamento. El medicamento resulta especialmente adecuado para el tratamiento de trastomos en mamiferos
susceptibles a los blogueadores de los canales de sodio y antifolatos, y en particular trastomos tales como epilepsia,
esderosis multiple, glaucoma y uveitis, traumatismos cerebrales e isquemias cerebrales, apoplejias, lesion en la
cabeza, lesion medular, traumatismo quirdrgico, trastornos neurodegenerativas, trastorno de la neurona motora,
enfermedad de Alzheimer, enfetmedad de Parkinson, dolor crénico inflamatorio, dolor neuropatico, migrafia,
trastorno  bipolar, trastornos del estado de animo, ansiedad y cognitivo, esquizofrenia vy
cefaleas trigémino autondmicas; para el tratamiento de canceres en mamiferos; y para el tratamiento de la malaria.

Tal y como se ha indicado anteriommente, el compuesto de formula (l) es generalmente util en el tratamiento de
dichos trastornos mediante administracion oral o inyeccién intravenosa.

El compuesto de fémmula (l) se administra nomalmente en una dosis de 0,01 mg/kg a 20 mg/kg al dia,
preferiblemente 0,1 a 5,0 mg/kg al dia.

A la luz del uso conocido en humanos de compuestos estructuralmente similares tales como lamotrigina y otros
compuestos conocidos similares a la formula (I) no se anticipan graves problemas de toxicidad en el uso del
compuesto de formula (). Sin embargo, deben realizarse procedimientos de ensayo adecuados antes de proceder
con su uso clinico.

A continuacion, se ilustrardn aspectos de la presente invencion en mayor detalle en relacion con los ejemplos que
acompafan a la presente memoria. Todos los compuestos de los ejemplos no cubiertos por las reivindicaciones
deberan entenderse como ejemplos de referencia y no forman parte de la invencion.

Mas adelante se describe la metodologia para la preparacion del compuesto de férmula (l) y otros compuestos
usados en los ensayos. Esta podra adaptarse para preparar compuestos analogos con sustituyentes adicionales o
alternativos o fracciones.

En los siguientes procedimientos todos los puntos de fusién estan en °C.

Compuestos de 3,5-diamino-6-aril-1,2,4-triazina
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Ar—COH  —= Ar—COCl ——=

o
—_ + -~
Ar—COCN HN ﬁ 2
3 4
Ar N
PRI 5
NC =
HN NH, HN N NH,
5

Cianuro de 3,4-dimetoxibenzoilo (3; Ar = 3,4-dimetoxifenilo)

Una mezcla bien agitada Lagitador de paletas] de cloaruro de 3,4 - dimetoxibenzoilo [AcrosOrganics] (14,05 g; 0,070
moal), tolueno seco (32 cm~), acetonitriio seco (8,0 cm™), cianuro de cobre | (8,5; 0,095 mol) y Celite (5 g) se calent6 a
reflujo hasta que no quedd doruro acido (~1,5 h). La mezcla de reaccién oscura se enfrid a ~70° y se diluyé con
tolueno (150 cm3). Tras agitarla durante ~30 minutos mas, la suspension resultante se filtré a través de un lecho de
gel de silice para cromatografia (~2,5 cm) y el filirado amarillo palido evaporado al vacio en un peso constante para
dar el compuesto del titulo como sélido amarillo limén. Rendimiento = 11,41 g (85,3%), Mpt = 143-145°C. El
producto se usé directamente en la siguiente etapa.

Bismesilato de aminoguanidina 4

A una solucion agitada de acido metanosulfonico [Aldrich] al 99,5% (422 g; 4,40 mol) en metanol (720 cm®) a 40° se
afiadio en porciones durante 30 minutos bicabonato de aminoguanidina [Aldrich] (272,0 g; 2,00 mol). Una vez
completada la adicion, se agité la solucion hasta que la temperatura cayd hasta ~ 40° y a continuacion se tratoé
lentamente con éter frio (500 cm3). Durante la adicion, comenzaron a depositarse agujas incoloras. La suspension
resultante se mantuvo a 0° durante 4 h, se filtr6 y el producto se lavd con éter frio y se secd durante la noche al
vacio a 50°. Rendimiento = 528 g (99,25 %), Mpt = 149 - 150° (Bibliografia: WO/2004/026845; 147,5°)

Base de Schiff, cianohidrazona (5, Ar = 3,4-dimetoxifenilo)

A una solucién agitada de bismesilato de aminoguanidina (14,0 g; 0,053 mol) en acido metanosulfénico (22 g) al
99,5% a 65 - 70° se afiadid gota a gota una solucion caliente de cianuro de 3,4 - dimetoxibenzoilo (5,7 g; 0,030 mol)
en acetonitrilo (30 cm3) durante -25 minutos. La mezcla se agité a continuaciéon a 68° hasta que la muestra dio una
solucién clara en agua (~2,5 h) y a continuacién se verti6 sobre agua/hielo picado (125 g) dando un precipitado
amarillo palido. La mezcla agitada se neutralizd6 (pH 8-9) con hidréxido de sodio (19,0 cm3) al 48% dando un
precipitado amairillo brillante. El producto se filtrd, se lavd con agua fria yse secé al vacio a 45°. Rendimiento = 6,21
g (83,8%), Mpt = 98-100°C, TLC [placa de SiO., metanol al 10% en cloroformo], R = 0,52. El producto se utilizd
directamente en la siguiente etapa.

Compuestos de 6-alquil/aralquil-3,5-diamino-1,2,4-triazina
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R1 Rt
Re>—COH =  R2——00CI
R3 R3
1 2
R1
— ™  Rz2—>—COCN
R3
3
RI.  N-N
R3 CN NH,
4
R1
— R Na
N

Cloruro de trifenilacetilo [3; R1=R2=R3 = Ph]

Se agité una mezcla de acido trifenilacético (21,7 g; 0,075 mol) y dimetilformamida seca (2 gotas) en diclorometano
seco (100 cm3) con cloruro de oxalilo (14 g; 0,11 mol) que se afiadid en 4 partes aproximadamente iguales durante
-25 minutos. La mezcla se agité a 35 °C hasta que ceso6 la evolucion de cloruro de hidrégeno (~ 4 horas). La solucién
incolora resultante se evaporé al vacio a 40 °C en un peso constante para dar el compuesto del titulo como un sélido
cristalino incoloro. Rendimiento = 23,24 g (100,0%). El producto se utilizb directamente en la siguiente etapa.

Se prepararon de manera similar:

Cianuro de trifenilacetilo [4; R1=R2=R3 = Ph]

Una mezcla bien agitada [agitador de paletas] de cloruro de trifenilacetilo (23,24 g; 0,075 mol), tolueno seco (40
cm3), acetonitrilo seco (10 cm3), cianuro de cobre 1 (9,20 g; 0,103 mol), Celite (3,5 g) y yoduro de potasio dividido
finamente en polvo (2 g) se calentd a reflujo hasta que no quedd cdoruro de acido (~ 18 horas). La mezcla de
reaccion oscura se enfrid a ~75 °C y se diluyo con tolueno (150 cm®). Tras someterla a agitacion durante -30 minutos
adicionales, la suspension resultante se filtr6 a través de un lecho de gel de silice para cromatografia (~ 2,5 cm) y el
filtrado incoloro se evaporé al vacio en un peso constante para dar el compuesto del titulo como un sélido incoloro.
Rendimiento = 21,97 g 15 (98,7%), Mpt = 67-69 °C. El producto se utilizb directamente en la siguiente etapa.

Base de Schiff, cianohidrazona, (4; R1=R>=R3 = Ph]

A una solucién agitada de bismesilato de aminoguanidina (15,00 g; 0,0564 mol) en acido metanosulfénico al 99,5%
(22,5 gga 65-70 °C se afadié gota a gota una solucién de cianuro de trifenilacetilo (8,91 g; 0,030 mol) en acetonitrilo
(25 cm”) durante -25 minutos. La mezcla se agit6 a continuacion a 68 °C hasta que una muestra dio una solucion
clara en agua (~ 28 horas) y se verti6 después sobre agua/hielo picado (150 g) dando un precipitado incoloro
semisolido. La mezcla se neutralizé (pH 8-9) con hidroxido de sodio al 48% (17,5 cm®) para dar el compuesto del
titulo como un sélido granular crema. El producto se filtrd, se lavd con agua yse secé al vacio a 45 °C. Rendimiento
= 8,47 g (80,0%), Mpt = 112-114 °C, TLC [placa de SiO, metanol al 10% en doroformo], Fr = 0,68. El producto se
utilizé directamente en la siguiente etapa.

Compuestos de triazina
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Trifluorometanosulfonato  de  5(3)-amino-6-(2,3-diclorofenil)-2,3(2,5)-dihidro-3(5)-mino-2-(2,2,2-tricloroetil)-1,2,4-
triazina [CEN-216]: [compuesto de la invencién]

Cl
Cl

Cl
/N\N WCI
Sy ©
H,N N NH
Triflato

Se agitoé 3,5-diamino-6-(2,3-diclorofeniI:)3 -1,2,4-triazina (Lamotrigina) (0,9 g; 3,50 mmol), triflato de 2,2,2-tricloroetilo
(1,0 g; 3,55 mmal), butan-2-ona (10 cm~) y dimetilformamida (5 gotas) a reflujo durante 25 h bajo nitrégeno.

La solucién se evapord hasta quedar seca y el residuo moreno se cristalizd desde acetona para dar un polvo
microcristalino. Rendimiento = 510 mg. Mpt - 236-238, tic (metanol-cloroformo al 10%), Fr=0,38.

Triflato de 2,2,2-tricloroetilo

Una mezcla de 2,2,2-tricloroetanol (7,5 g; 0,05 mal) y anhidrido triflico (14,1 g; 0,05 mol) se calenté a 80°C durante
60 minutos.

Tras enfriada a temperatura ambiente, la mezcla de reaccion se diluyd en éter (100 cm®) y se extrajo con una
solucién de bicarbonato de sodio (3 x 50 cm3) al 5% helada, se seco sobre sulfato de sodio anhidro, se filtré y se
evapord hasta quedar seco en vacio por debajo de 20 °C. Resulté un aceite incoloro. Este aceite se solidificd en
reposo en prismas incoloros a 4 °C. Rendimiento = 10,91 g (77,8%) Punto de fusién 28-30°C. El producto se utilizd
directamente sin mas purificacion.

Triflato de 2,2,-dicloroetilo
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Una mezcla de 2,2-dicloroetanol (5,75 g; 0,05 mol) y anhidrido triflico (14,1 g; 0,05 mol) se calenté a 80°C durante
60 minutos.

Tras enfriar la mezcla a temperatura ambiente, Ia mezcla de reaccion se diluyé en éter (100 cm ) y se extrajo con
una solucién de bicarbonato de sodio (3 x50 cm®) al 5% helada, se sec sobre sulfato de sodio anhidro, se filtré y se
evapord hasta quedar seco en vacio por debajo de 20 °C. Resultd un aceite incoloro. El producto se utiliza
directamente sin mas purificacion.

Triflato de 2,2,2-bromoroetilo

Una mezcla de 2,2,2-tricloroetanol (14,15 g; 0,05 mol) y anhidrido triflico (14,1 g; 0,05 mol) se calenté a 80 °C
durante 120 minutos.

Tras enfriar la mezcla a temperatura ambiente, Ia mezcla de reaccion se diluyd en éter (100 cm®) y se extrajo con
una solucion de bicarbonato de sodio (3 x50 cm ) al 5% helada, se secd sobre sulfato de sodio anhidro, se filtré yse
evaporo hasta quedar seco en vacio por debajo de 20 °C. Resultdé un sdlido incoloro. Punto de fusién 4143 °C. El
producto se utiliza directamente sin mas purificacion.

Ensayo bioldgico
Se testd el compuesto de Férmula (1), y varios andlogos, para analizar diversas actividades de la siguiente manera:
Estrategia de exploracion

La estrategia de exploraci()n esta disefiada para seleccionar compuestos con actividad bloqueadora de los canales
de sodio apropiada y bajo riesgo de efectos secundarios. Con este fin todos los compuestos se procesan a través de
la prueba de los canales de socio primarios (captacion de [ C]guanldlna provocada por veratrina en sinaptosomas
de cerebro anterior de rata) y los valores de Clsp se calcularon a partir de las curvas de concentracién-efecto
generadas Para complementar estos datos, se miden también las Clso de compuestos seleccionados para inhibir la
unién de [ 10 HIBTX-B.

Estudios previos han demostrado que las triazinas sustituidas son inhibidores potenciales de la actividad de la
dihidrofolato reductasa (DHFR) (McCullough y Bertino 1971, Cashmore et al., 1975, Booth et al., 1987) y Sapse et
al., 1994). Los inhibidores de la DHFR (tales como Metotrexato) se han utilizado para el tratamiento de varios tipos
de cancer (Suster et al., 1978 y Niculescu-Duvaz et al., 1982) ya que la inhibicidn de esta enzima interfiere en el
crecimiento celular pero debido a este efecto (en el crecimiento celular) los inhibidores de la DHFR también pueden
ser teratogénicos (Skalko y Gold, 1974, Feldcamp y Carey, 1993 y Buckley et al., 1997). Si se descubrieran
compuestos que son potentes inhibidores de la DHFR entonces dichos compuestos pueden, ellos mismos, tener
potencial como agentes anticancerigenos. Se dispone de diversos procedimientos para medir la inhibicion de la
actividad de la DHFR y para este estudio los investigadores han examinado los efectos de los compuestos para
inhibir la unién de [ H] metotrexato (Myers et al., 1975 y Rothenberg et al., 1977).

Otro marcador de efectos secundarios comun es la inhibicién de la actividad del canal de potasio (rectificador de
entrada, lk) del gen humano relacionado con éter-a-go-go (hERG) que puede ser fatal debido a la insuficiencia
cardiaca provocada por el desarrollo del sindrome del QT largo. Se evalia una exploracion preliminar util para
evaluar el potencial que afecta a este canal mediante la medicion de la inhibicion de la union de [3H]astemizol a las
membranas celulares que expresan hERG. Los compuestos seleccionados se ensayan para esta actividad midiendo
la inhibicién a 10 yM. Suponiendo que los valores de inhibicion se situan entre 10% y 90% es posible calcular una
Clso extrapolada para cada compuesto.

La cascada de exploracién anterior identifica compuestos con actividades bloqueadoras de los canales de sodio
adecuadas que tienen una tendencia baja (menor) de presentar los riesgos de efectos secundarios ya mencionados.
Con el fin de desarrollar estos compuestos aun mas, se requiere un cierto conocimiento de sus propiedades
farmacodinamicas.

Los bloqueadores de los canales de sodio, tales como Sipatrigina, que reduce tanto el déficit neurolégico como el
volumen de infarto después de la oclusion de la arteria cerebral media en ratas (Smith et al. , 1997) y la fenitoina, 20
(que protege a las células ganglionares retinianas de la muerte en un modelo experimental de glaucoma (Hains y
Waxman, 2005) muestran eficacia neuroprotectora en una serie de modelos de degeneracion del nervio. Puesto que
la insuficiencia del suministro de oxigeno compromete tanto la glicosis como la fosforilacién oxidativa, el dafio
isquémico conduce finalmente a la insuficiencia eléctrica (sefiales nerviosas) e insuficiencia de la bomba
(restauracion de los potenciales de la membrana celular). Estas insuficiencias (de actividad de la bomba eléctrica y
de iones) se asocian con menores concentraciones locales de ATP (Astrup et al. 1981). De este modo, se utilizo el
efecto de los compuestos para mantener las concentraciones de ATP en cortes de 0,4 mm del hipocampo de rata
después de un ataque metabdlico severo.
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Procedimientos experimentales
Preparacion de sinaptosomas del cerebro anterior de rata y homogeneizados

Se realizaron experimentos utilizando cerebro anterior (el cerebro completo menos cerebelo/médula) de ratas Wistar
macho con un peso de 175-250 g. Se hicieron todos los esfuerzos para reducir el nimero de animales utilizados y
todos los experimentos se realizaron segun la ley de animales (Procedimientos Cientificos) del Reino Unido de 1986
y la Directiva del Consejo de la Comunidad Europea de 24 de noviembre de 1986 (86/609/CEE). Tras la muerte de
los animales por aturdimiento y decapitacion, se disecd y se transfiié rapidamente el cerebro anterior (cerebro
completo menos cerebelo/médula) a un tubo pesado que contenia sacarosa 0,25 M helada.

Los sinaptosomas (fraccién mitocondrial pesada y ligera que contiene sinaptosomas) se prepararon mediante la
transferencia del cerebro anterior (de peso humedo conocido) a un recipiente de vidrio Potter al que se habian
afiadido 9 volumenes de sacarosa 0,25 M helada y se homogeneizd, utilizando una mano de mortero de teflén,
mediante "8 golpes arriba y abajo" de un homogeneizador accionado por motor Braun Potter S ajustado a 900 rpm.
El homogeneizado resultante se centrifugd a 1036 x g a 4 °C durante 10 min y se recogio el sobrenadante. El pellet
restante se wolvi6 a suspender, como anteriomente, en sacarosa 0,25 M helada y se repiti6 la etapa de
centrifugacion. Se agruparon las fracciones del sobrenadante y se centrifugaron a 40000 x g (promedio) a 4 °C
durante 15 min y el pellet resultante se volvidé a suspender en el tampdn de ensayo apropiado a una concentracion
de peso humedo de 20-25 mg porml de tampén de ensayo apropiado.

Se prepararon los homogeneizados mediante la transferencia del peso conocido del cerebro anterior a un tubo
enfriado que contiene 9 volimenes de 50 mM de tampdn HEPES helado, pH 7,4. La mezcla se homogeneizd a 4 °C
mediante rafagas de 3 x 5 seg de un homogeneizador Ultra-Turrax™ ajustado a la velocidad maxima. El
homogeneizado resultante se centrifugé a 40.000 x g (promedio) a 4 °C durante 15 min y se descarté el
sobrenadante. El pellet resultante se wvolvi6 a suspender en 9 volumenes de tampén a pH 7,4 helado (como
anteriomente), se repitio la etapa de centrifugacion y el pellet resultante se volvid a suspender en el tampdn de
union [3H]BTX—B en una concentracion de 20-25 mg de peso himedo por ml de tampdn de ensayo.

Flujo de ["*C] guanidina y union de [PH]BTX-B

Ambos ensayos se llevaron a cabo utilizando tubos de ensayo de polipropileno de 14 ml a los que se afadi6 un
intervalo de concentraciones de los compuestos sometidos a prueba. Los compuestos de ensayo se disolvieron en
DMSO y se afiadieron a los ensayos de modo que la concentracion maxima de DMSO no excedio el 2% v/v.

Flujo de [“C]guanidina:

El ensayo de flujo de [“C]guanidinina se midié utilizando el procedimiento de Pauwels PJ et al. (1986), pero se
realiz a 30 °C durante 2 2min.

Referencia:

5 Pauwels PJ, Leysen JE, Laduron PM. [3H]Batrachotoxinin A 20-alpha-benzoate binding to sodium channels in rat
brain: characterization and phamacological significance. Eur J Pharmacol. 1986 May 27;124(3):291-8.

Unién of ["H]BTX-B

La unién de [3H]BTX-B se realizd utilizando el procedimiento descrito por Catterall et al. (1981), excepto que tanto la
albumina de suero bovino como TTX se omitieron del medio de incubacion.

Referencia:

Catterall WA, Morrow CS, Daly JW, Brown GB. Binding of batrachotoxinin A 20-alpha-benzoate to a receptor site
associated with sodium channels in synaptic nerve ending particles. J Bio. Chem. 1981 Sep. 10; 256(17): 8922-7.

Union de [3H]Metotre xato

Se llevaron a cabo todos los pasos a 4° (o en hielo). El higado de rata recién diseccionado se diseco en sacarosa
0,25 M helada y posteriomente se homogeneizé (U-Turrax) en 50 mM de tampédn fosfato, pH 6,0 (10 mi/g de tejido)
que contiene 15 mM de ditiotreitol. EI homogeneizado resultante se centrifugd a 47.500 x g durante 20 min y el
sobrenadante (filtrado a través de algodon hidréfilo para eliminar masas de grasa)se almacend a -80 °C antes de su
uso (Rothenberg et al..).

La inhibicion de la unién de [3H]metotrexato a las fracciones de sobrenadante del homogeneizado de higado de rata
se realizd esencialmente como describen Arons et al., 1975. Se calcularon los resultados, ya sea como valores de
Clso (véase a continuacién) obtenidos a partir de curvas de concentracion-efecto o como valores de porcentaje de
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inhibicién determinados por comparacion con el control y los valores de union de metotrexato frio (concentracion 25
final de 10 uM).

Referencia:

Elliot Arons, Sheldon P. Rothenberg, Maria da Costa, Craig Fischer and M. Perwaiz Igbal; Cancer Research 35,
August 1, 1975, 2033-2038,

Caélculo de los valores de Clsp

Los datos se presentan como promedio + sem de nimero de experimentos indicados entre paréntesis. Los valores
de ICso se obtuvieron a partir del desplazamiento de radioligandos o curvas de inhibicion del flujo de guanidina
mediante la representacion grafica de la concentracion log-1o frente al ligando unido/captacién de guanidinasegun la
ecuacion:-

y = Rmin + Rsp/{1+exp [-n (x-C)]}

en donde

y = union (dpm)

X = concentracion log1 del compuesto

Rmin = asintota inferior (es decir, inhibicién del 100%)
Rsp = asintota superior - Rmin (es decir, union especifica)
n = pendiente (loge)

y
C =Clso (es decir, concentracion necesaria para inhibir el 50% de la unién especifica)
Ensayo de cortes del hipocampo

La eficacia neuroprotectora se midié en cortes de 0,4 mm de hipocampo de rata utilizando el procedimiento descrito
en Fowler y Li (1998)1, con la diferencia que se utiliz6 lodoacetato (400 uM) se utiliz6 como el ataque metabdlico.
Los compuestos (nomalmente 30 pM) siempre se compararon directamente con tetrodotoxina (1 uM)3 por su

capacidad para mantener las concentraciones de cortes de ATP después de la inhibicién de la glicdlisis .
Referencias:

1. Fowler J C, Li Y. Contributions of Na+ flux and the anoxic depolarization to adenosine 5'-triphosphate levels in
hypoxic/hypoglycemic rat hippocampal slices. Neuroscience 1998, 83, 717-722.

2. Reiner PB, Laycock AG, Doll CJ. A phamacological model of ischemia in the hippocampal slice. Neurosci Lett
1990; 119:175-8

3. Boening JA, Kass IS, Cottrell JE, Chambers G. The effect of blocking sodium influx on anoxic damage in the rat
hippocampal slice. Neuroscience. 1989. vol. 33 (2), 263-268.

Medicién de ATP y proteina

Se interrumpieron los cortes individuales por ultrasonidos y los homogeneizados resultantes se centrifugaron a
10.000 x g durante 5 min a 4 °C. El sobrenadante se decantd en un tubo nuevo y el sobrenadante restante se
eliminé mediante aspiracion al vacio. Se volvié a suspender el pellet en 0,5ml de KOH 0,1 M por ultrasonidos y las
suspensiones resultantes se calentaron con agitacién suave a 37 °C durante 30 minutos.

Se midieron las concentraciones de ATP en 6 ul de sobrenadante mezclando con reactivo de luciferasa (ATPLite de
Perkin EImer) ymidiendo posteriormente la luminiscencia en un contador de placa de 96 pocillos.

La concentracién de proteina se midié utilizando el ensayo de proteina BCA™ (Pierce) con albumina de suero
bovino como patrén de referencia.

Las concentraciones de ATP se expresaron como nmoles/mg de proteina y los indices neuroprotectores (% de
proteccidn) se calcularon por comparacioén directa con el efecto de TTXde 1 uM.
hERG:

Los compuestos se enviaron a MDS Phama para medir su inhibicién en concentracion de 10 uM de la unién de
[3H]astemizol alas células HEK-293 que expresan hERG recombinante humano. Suponiendo que las pendientes de
unién son 1,0, se podrian calcular los valores Clso (véase anteriormente) para los compuestos que presentan una
inhibicion de unién entre 5% y 95%.
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Canales de calcio tipo L

Se enviaron los compuestos a MDS Phama para medir su inhibicion en concentracion de 10 uM de la union de
[3H]nitrendipina alas membranas de corteza cerebral de rata. Suponiendo que las pendientes de unién son 1,0, se
podrian calcular los valores de Clsy (véase anteriomente) para los compuestos que presentan una inhibiciéon de
union entre 5% y 95%.

Estabilidad en microsomas de rata

Se enviaron los compuestos a BioFocus para medir su estabilidad en concentracion de 1 uM después de la
incubacién con microsomas de higado de rata durante 40 minutos a 37 °C.

Metodologia MES (electroshock maximo)

Se utilizaron ratas macho Wistar proporcionadas por BioLasco Taiwan (bajo licencia tecnolégica de los laboratorios
Charles River). El espacio asignado para 5 animales fue 45 x23 x21 cm. Los animales se algjaron en jaulas y se
mantuvieron a una temperatura (21 — 23 °C) y entorno de humedad (50% - 70%) controlados con ciclos de 12 horas
de luz/oscuridad durante al menos tres dias en MDS Phama Services — laboratorio de Taiwan antes de su
utilizacion. A los animales se les pemitid acceso libre a voluntad a alimentacion de laboratorio estandar para ratas
[MF-18 (Oriental Yeast Co., Ltd., Japon)] y a agua de osmosis inversa (Ol). Todos los aspectos de esta etapa,
incluido el alojamiento, experimentacion y eliminacién de los animales, se realiz6 de acuerdo con la Guia de
cuidados y uso de animales de laboratorio (National Academy Press, Washington, D. C., 1996).

Los compuestos de ensayo se suspendieron/disolvieron en Tween 80 al 2% y se administraron oralmente a un
volumen de dosis de 10 ml/Kg a grupos de 5 ratas macho Wistar con un peso de 180 +/-20 g, una hora antes de
aplicar electroshock maximo (MES, onda sinusoidal de 60 Hz, 150 mA, 200 mseg de duracién) a través de
electrodos corneales. Se determind la aparicion de conwulsiones ténicas inducidas por electroshock maximo (MES)
para cada animal. Una inhibicion del 50 por ciento o mas (50%) de las conwlsiones ténicas producida por la
sustancia de ensayo indica una actividad anticonwulsiva significativa.

Equipos/sustancias quimicas:

Jaula para animales (Allentown, EE.UU.), generador electrénico de descargas (propio, R. O. C.), aguja para
administracion oral (Natsume, Japdn) y bascula para ratas (500 g, Yamato, Japdn). Sal de difenilhidantoina sodica
(Sigma, EE.UU.) y Tween 80 (Sigma, EE.UU.).

Se administraron oralmente las sustancias de ensayo (CEN-216, CEN-145, CEN-148, CEN-152 y CEN-154) a razon
de 14,42 0 100 mg/kg a grupos de 5 ratas macho Wistar con un peso de 180 +20 g.

Resultados

En la siguiente Tabla se muestran los datos de los diferentes procedimientos de ensayo:

Flujo de Ca” de Estabilidad
[14C]guanidina Lgni(’)n hERG hERG tipo L Ca* de tipo dg
["Hlmtx L microsomas
(humanos)
Num, % % %
CEN Promedio Clso (uM) inhibicién | Clsp (uM) inhibicién | Clso (uM) metabolizad
a 10 uM a10 uM o}
% (extrapolado (extrapolado | (40 min
Clso (M) inhibicién a de inh. en 10 de ihn. en 10 | incubacion
125 pM) uM) pM) 37°)
631(17 £
2(4))
1 (Ltg) 219,2 11 1 989 17 48,8 20
216 68*(***)
217 12 73,3 27 27,0 0
218 28 257
20 40,0
*99 uM
**198 uM
*** utiliza lote fresco de sobrenadante
Inhibicién de la unién de [3H]batracotoxina a cerebro de rata (Wistar)
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Los datos se presentan como % de inhibiciéon a 10 uM y Clspe xtrapolada (suponiendo una pendiente = 1),
Compuestos con < 5% inhibicion se atribuyen a Clsp de > 200 yM
Compuestos con > 95% inhibicién se atribuyen a Clspde <0,5 uM

Inhibicion de la unién de [3H]BTX-B

Compuesto | % inhibicion (a 10 ym) Clso extrapolada (uM)
CEN-1 -28 >200

CEN-216 42 13,8

CEN-217 105 <0,5

CEN-218 108 <0,5

CEN-248 27 27

Resumen del método de unién [3H] batrachotoxina — Canal de sodio 279510, Sitio 2

Fuente:

Ligando:
Vehiculo:

Tiempo de incubacion/ /Temp:

Tampon de incubacion:

Cloruro
Kp:

Ligando no especifico:

Bmax:

Unidn especifica:
Método de cuantificacién:
Criterio de significacion:

Cerebro de rata Wistar

Batracotoxina 5 nM[.H]

DMSO al 1%

60 minutos a 37 °C

HEPES 50 mM, Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, colina 130 mM
KCI5,4 mM, MgClI 0,8 mM, glucosa 5,5 mM, LqTx 40 pg/ml
0,052 pMr*

veratridina 100 yM

proteina 0,7 pmol/mg *

77%

Unién de radioligandos

>/=50% de estimulacién o inhibicion max.

Datos de cortes de hipocampos

Compuesto estandar

Conc. (uM)

% de proteccion (v1 puMTTX) (promedio £ sem)

TTX

DPH

1

Lamotrigina [CEN-001] 30

30

100

41+ 5 (3)

48

Resultados MES de triazinas sustituidas con N-alquilo

Compuesto

CEN-001 (Lamotrigina)

CEN-216

CEN-217
CEN-218
CEN-248

Difenilhidantoina

Dosis (mg/kg po) | Resultados (% de
proteccion)

25 100

10 100

3 60

100 100

30 100

10 80

3 0

1 0

100 60

100 40

30 100

100 80

(n =5 ratas)

12
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([BHIBTX-B) | hERG MES rata | DHFR (%
(Clso UM [ ([3H]astemizol) | (anticonwlsionante | de
Compuesto E extrapolada) | (Clso MM | in  vivo) (% de | inhibicion
, structura -
num. extrapolada) proteccién por | a 125 pM)
mg/Kg (base libre)
PO)
CEN-216 Gl 207 50% 80 a 10 (ED50 =9 [ 27
L .Cl mg/Kg PO)
“ ] al (proteccion del
e N ] L C 100% a 72 mg/Kg
N (base libre) PO a 1
P T h, 6 hy 24 h antes
N N TN de MES a ratén).
(es decir, larga
duracion de accion
tras dosis PO en
ratén)
CEN-217 al <0,5 26 60 a 100 ND
Cl
F
F
/N\N/\(/}\F
F
NS F
H2N N/&NH
CEN-218 Cl <0,5 40 40a100 ND
Cl
F
F
Z H
N/& F
" F
HN NH
CEN-248 Cl 27 ND proteccion del | 87
Loa oo a 100% a 30
- cr
Cl ‘ N
N \
CEN-216 Clso extrapolada en ensayo de unién a calcio de tipo L (sitio de fenilalquilamina) = 27 yM (CEN-001)

Resultados de lamotrigina usando el mismo prep. de enzimas a 125 yMdio una inhibicion del 26%

En un modelo de rata de epilepsia (MES — Electroshock Maximo), en donde los compuestos se dosificaron
oralmente una hora antes del electroshock, el ED50 (dosis efectiva para proteger al 50% de las ratas contra
extension de las extremidades, etc.) de CEN-216 es aprox. 9 mg/kg de base libre.

A 100 mg/kg de base libre en el ensayo MES anterior, CEN-217 y 218 dieron una proteccién del 60% y del 40%
respectivamente, es decir ED50 para compuestos de (muy aprox.) 80 y 120 mg/kg de base libre respectivamente.

En un modelo de raton de epilepsia (MES), los compuestos CEN-079 y CEN-216 se dosificaron oralmente (100 y 72
mg/kg de base libre, respectivamente) a 1 h, 6 h y 24 h antes del electroshock). Ambos compuestos mostraron una
proteccion significativa en todos los puntos de tiempo yse observd una proteccion del 100 % en todos los puntos de
tiempo, salvo en que a 24 h el efecto protector de CEN-079 se habia reducido a un 40% de proteccidn.

Los datos de exploracidon obtenidos en relacion con los compuestos representativos de la invencién, sefalan la
idoneidad de los compuestos de la formula general (l)) para el tratamiento de trastomos en mamiferos que son
susceptibles a los bloqueadores de los canales de sodio y a los antifolatos, y especialmente trastornos tales como
epilepsia, esclerosis multiple, glaucoma y uweitis, traumatismos cerebrales e isquemias cerebrales, apoplejia, lesion
en la cabeza, lesién medular, traumatismo quindrgico, trastornos neurodegenerativos, enfermedad de la neurona
motora, enfemedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, dolor inflamatorio crénico, dolor neuropatico, migrafia,
trastorno bipolar, trastornos del estado de animo, ansiedad y cognitivo, esquizofrenia y cefaleas trigémino
autondmicas; para el tratamiento de cancer en mamiferos; y para el tratamiento de la malaria.
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REIVINDICACIONES

1. El compuesto de fémula I:

en donde zes un enlace sendillo yen donde
Aes 2,3-diclorofenil y R1 es -CH2CCls;
ounadesus sales.

2.Una composicion famacéutica que comprende un compuesto segun la reivindicacion 1 o una sal
farmacéuticamente aceptable o su solvato, mezclado con un portador farmacéuticamente aceptable.

3. Una composicién famacéutica segun la reivindicacion 2 para su uso en el tratamiento de la epilepsia, esclerosis
multiple, glaucoma y uveitis, traumatismos cerebrales e isquemias cerebrales, apoplejia, lesion en la cabeza, lesion
en la médula espinal, traumatismo quirdrgico, trastornos neurodegenerativos, trastorno de la neurona motora,
enfermedad de Alzheimer, enfetmedad de Parkinson, dolor crénico inflamatorio, dolor neuropatico, migrafia,
trastorno bipolar, trastornos del estado de animo, ansiedad y cognitivo, esquizofrenia y cefaleas trigémino
autondmicas; para su uso en el tratamiento de canceres de mamiferos; o para su uso en el tratamiento de la malaria.

4. El compuesto segun la reivindicacion 1 o una sal fatmacéuticamente aceptable o su solvato para su uso en el
tratamiento de la epilepsia, esclerosis multiple, glaucoma y uveitis, traumatismos cerebrales e isquemias cerebrales,
apoplejia, lesién en la cabeza, lesion en la médula espinal, traumatismo quirurgico, trastomos neurodegenerativos,
trastorno de la neurona motora, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, dolor crénico inflamatorio,
dolor neuropatico, migrafia, trastorno bipolar, trastomos del estado de animo, ansiedad y cognitivo, esquizofrenia y
cefaleas trigémino autondmicas; de canceres en mamiferos; o de la malaria.

5. El compuesto segun la reivindicacidn 1, o una sal fatTmacéuticamente aceptable o su solvato, 0 una composicion

segun la reivindicacion 2 o 3 para su uso en el tratamiento de la epilepsia, la esderosis multiple, el trastorno de la
neurona motora o del dolor neuropatico.
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