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DESCRIPCION
Tratamiento de neuronopatias motoras
Sector de la técnica

La invencion se refiere a un antagonista calcico elegido entre el grupo de antagonistas calcicos de la familia de las
fenilalquilaminas para su utilizaciéon en el tratamiento de una neuronopatia motora.

Estado de la técnica

La amiotrofia espinal infantil (o0 SMA, Spinal Muscular Atrophy) es una enfermedad neuromuscular de transmision
autosdmica recesiva. Se caracteriza por una degeneracion de las neuronas motoras alfa del asta anterior de la
médula espinal que provoca una atrofia muscular y conduce a la paralisis. Por lo tanto esta degeneracién de las
neuronas motoras alfa compromete sustancialmente el pronéstico vital de los pacientes. En el sujeto sano, estas
neuronas transmiten los mensajes del cerebro a los musculos, provocando la contraccion de estos ultimos. En
ausencia de una estimulacion de este tipo, los musculos se atrofian. A partir de ese momento, ademas de una
debilidad generalizada y una atrofia de los musculos, y mas particularmente los del tronco, la parte superior de los
brazos y los muslos, estos trastornos pueden ir acompafnados de graves problemas respiratorios.

Existe una fuerte correlacion entre la edad de aparicion de los sintomas y la gravedad de la enfermedad, de modo
que cuanto antes comienza la enfermedad, menos favorable es el pronéstico vital. De acuerdo con este criterio, esta
enfermedad se ha clasificado en 3 tipos clinicos como sigue a continuacion:

- tipo | (enfermedad de Wernig-Hoffman), caracterizado por un comienzo precoz, por lo general antes de los 6
meses y en el que nunca se adquiere la posicion sentada y la evolucidon es extremadamente grave. La
esperanza de vida de los nifios afectados rara vez supera los tres afios y, a menudo, se limita a varios meses.

- tipo Il o forma intermedia de la enfermedad de Wernig-Hoffman que habitualmente aparece entre las edades de
seis meses y tres afios, en la que se adquiere la posiciéon sentada, pero nunca se puede andar. Este tipo clinico
a menudo se asocia con infecciones respiratorias frecuentes que pueden complicar la causa de esta afeccion y
disminuir la esperanza de vida.

- tipo Ill o enfermedad de Kugelberg-Welander, que generalmente aparece alrededor de los 3-4 afios y en
ocasiones hasta los 21 afios de edad y en la que se adquiere la capacidad de andar con problemas de la
marcha mas o menos pronunciados, dependiendo de la gravedad que es muy variable de un paciente a otro.
Este tipo de enfermedad en general no compromete la esperanza de vida.

Todas las formas de amiotrofia espinal van acompafiadas por una debilidad y una atrofia progresiva de los
musculos, como resultado de la degeneracién de las neuronas del asta anterior de la médula espinal. La SMA
constituye en la actualidad una de las causas mas frecuentes de mortalidad infantil. Afecta a nifias o nifios
indistintamente en todas las regiones del mundo con una prevalencia comprendida entre 1/6000 y 1/10000.

El gen implicado en las amiotrofias espinales infantiles se ha localizado en el cromosoma 5 en la posicién q12-q13,
independientemente del tipo clinico presentado. Este gen codifica la proteina de supervivencia de las neuronas
motoras (SMN). Esta proteina se localiza en el citoplasma y el nucleo, en los que se acumula en dominios
puntiformes denominados Cuerpos de Cajal, o Cajal bodies (CB). Un defecto de esta acumulacién se describe en la
SMA.

Se admite que la SMA esta relacionada con una inactivacion del gen SMN. De forma mas precisa, se han puesto de
manifiesto dos genes que codifican la proteina SMN: SMN1 y SMN2, siendo los 2 genes transcritos. El andlisis de
sus promotores mostré que estos elementos son casi idénticos tanto a nivel de su secuencia como a nivel de su
actividad. Ademas, el gen SMN2 codifica la misma proteina SMN pero en cantidades menores. Ademas, se ha
encontrado que la inactivacion de SMN1 se puede aliviar en parte mediante la expresién del gen SMN2 casi idéntico.

Los pacientes que padecen SMA disponen en la actualidad de cuidados médicos o paramédicos que les asegura
una mejor calidad de vida posible, tales como:

- fisioterapia motora e hidroterapia que consisten en ayudar al paciente a establecer su esquema corporal;

- fisioterapia respiratoria que permitia aliviar a los pacientes de la congestidon bronquial, reduciendo de ese modo
el riesgo de enfermedades respiratorias; o incluso

- tratamiento ortopédico para prevenir las deformidades del esqueleto y las articulaciones.

Sin embargo, estos cuidados solo estan destinados a aliviar los sintomas y prevenir las complicaciones de la
enfermedad. No permiten curar la patologia.

Por otra parte, la esclerosis lateral amiotrofica (SLA) o la enfermedad de Charcot es una enfermedad
neurodegenerativa que afecta principalmente a adultos, y que se caracteriza por un debilitamiento ademas de una
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paralisis de los musculos de las piernas y los brazos, de los musculos respiratorios asi como los musculos de la
deglucién y del habla. La prevalencia de esta enfermedad se calcula en 1 paciente de 25 000 personas.

Esta enfermedad también implica la degeneracién de las neuronas motoras, en particular las de la corteza cerebral y
del asta anterior de la médula espinal. Esta degeneracion conduce a una destruccion del haz piramidal. La SLA se
puede presentar en dos formas principales: la forma « espinal » y la forma « bulbar ». La forma espinal se debe a la
degeneracion de las neuronas motoras situadas en la médula espinal mientras que la forma bulbar corresponde a la
degeneracion de las neuronas motoras del bulbo raquideo. Estas dos formas se pueden encadenar o se pueden
desarrollar de forma simultanea, y la enfermedad progresa casi siempre hacia una forma completa (espinal y bulbar).

Los pacientes que padecen SLA disponen de cuidados médicos que tienen como objeto no la recuperacion de las
funciones motoras, sino el mantenimiento de las funciones restantes, especialmente gracias a la reeducacion con
fisioterapeuta y ortofénica. Ademas, recientemente se ha propuesto una estrategia terapéutica que se basa en el
Riluzol (comercializado con el nombre de Rilutek®). Pero esta estrategia solo permite retrasar la evolucién de la
patologia eficaz y prolonga la fase de la enfermedad durante la cual el paciente es autonomo. Ademas, este
compuesto mejora el prondstico de los pacientes solamente en un 30 %, lo que sigue siendo insatisfactorio. En la
actualidad no existe un tratamiento eficaz contra la aparicién y/o desarrollo de la SLA.

No existe ningun tratamiento induzca a la parada de manera eficaz de la progresion de las neuronopatias motoras,
en particular para frenar la degeneracion de las neuronas motoras. Por lo tanto, existe una necesidad desde hace
tiempo de una estrategia terapéutica eficaz contra las neuronopatias motoras, en particular las neuronopatias
motoras de tipo amiotrofia espinal infantil y esclerosis lateral amiotrofica.

Wagatsuma A et al., Scandinavian Journal of Medicine and Science in Sport, 2002, describe el efecto beneficioso de
la nifedipina en la atrofia muscular.

Hugon J, Neurology, 1996, divulga el potencial de utilizacién de los antagonistas calcicos en el tratamiento de la
esclerosis lateral amiotrofica.

Szczudlik A, Neurologia, 1998, describe una ralentizacion de la progresion de la esclerosis lateral amiotréfica gracias
a la administracion del antagonista calcico pimozida.

Miller et al., Muscle and Nerve, 1996, describe el interés del verapamilo en el tratamiento de la esclerosis lateral
amiotrofica. Miller et al., Neuromuscular Disorders, 1996, describe el interés del nimodipino en el tratamiento de la
esclerosis lateral amiotrofica.

La solicitud de patente CN 102 274 157 divulga una composicion que comprende flunarizina y nicergolina.

La solicitud WO2006086544 describe composiciones que comprenden antagonistas de VEGF y antagonistas
calcicos tales como flunarizina.

La solicitud WO2011156481 describe composiciones que comprenden amiodarona y una ciclodextrina sustituida.

La solicitud WO00/41688 describe la utilizacion de la amiodarona como agente antifingicos.

Objeto de la invencidn

Los inventores han descubierto ahora que los antagonistas calcicos de la familia de las fenilalquilaminas,
aminoacidos y benzofuranos permiten por una parte aumentar de manera significativa la distribucion de SMN en los
CB y por otra parte, mejorar un defecto de acumulacion de las snRNP en los CB. En consecuencia, estos inhibidores
calcicos constituyen una estrategia terapéutica relevante en el tratamiento de las neuronopatias motoras, en

particular SMA o SLA.

En el presente documento se describe un antagonista calcico elegido entre el grupo formado por:

# antagonistas célcicos de la familia de las fenilalquilaminas de formula | y sus sales,
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Férmula il
N
R, — CH —N N

R

—CH, — CH=CH — R,

2

en la que:

- los grupos R1, Rz y Rs son idénticos o diferentes y se eligen entre los radicales fenilo y fluorofenilo, con la
condicion de que al menos uno de los grupos R1, R2 y Rs sea un radical fluorofenilo;

> antagonistas calcicos de la familia de los aminoacidos de férmula Il,
Foérmula Il H2N-CH2-C(R4)R’4-CH2-COORs
en la que:

- el grupo R4 representa un radical alquilo inferior de cadena lineal o ramificada que contiene hasta 8 atomos
de carbono, y el grupo R4 es un atomo de hidrégeno,
o}
R4 y R’4forman en conjunto un radical alquilo inferior ciclico que contiene hasta 8 atomos de carbono, y

- el grupo Rs es un atomo de hidrogeno o un radical alquilo inferior de cadena lineal o ramificada que
contiene hasta 8 atomos de carbono;

# antagonistas calcicos de la familia de los benzofuranos de férmula Il y sus sales

Formula il

Y
A
C \ / D—C‘IH_CHE_N{RB]R'B
O

en la que:

- el grupo Re representa un radical alquilo inferior de cadena lineal o ramificada que contiene hasta 6 atomos
de carbono,

- el grupo R7 representa un atomo de hidrogeno o un grupo metilo,

- el grupo N(Rs)R’s representa un grupo dimetilamino, dietilamino, dipropilamino, piperidino, pirrolidino o
morfolino, y

- los grupos Y e Y1 son idénticos y representan un atomo de hidrégeno, de yodo o de bromo;

para su utilizacion en el tratamiento de una neuronopatia motora elegida entre la amiotrofia espinal infantil, la
esclerosis lateral amiotréfica, la esclerosis lateral primaria, la enfermedad de Kennedy, y la enfermedad de
Charcot-Marie-Tooth.

La invencion se refiere a un antagonista calcico elegido entre el grupo formado por antagonistas calcicos de la
familia de las fenilalquilaminas de férmula | y sus sales,
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Férmula il
N
R, — CH —N N

R

—CH, — CH=CH — R,

2

en la que:

- los grupos R1, Rz y Rs son idénticos o diferentes y se eligen entre los radicales fenilo y fluorofenilo, con la
condicion de que al menos uno de los grupos R1, R2 y Rs sea un radical fluorofenilo;

para su utilizacion en el tratamiento de una neuronopatia motora elegida entre la amiotrofia espinal infantil, la
esclerosis lateral amiotrofica, la esclerosis lateral primaria, la enfermedad de Kennedy, y la enfermedad de Charcot-
Marie-Tooth.

Por "neuronas motoras" o "motoneuronas”, se hace referencia a las neuronas que constituyen la via de salida del
sistema nervioso central (o la via final) de cualquier acto motor. Los cuerpos celulares de las motoneuronas se
sitian bien en el tronco cerebral, o bien en el asta ventral de la sustancia gris de la médula espinal. Cada
motoneurona posee un axén que parte del sistema nervioso central para inervar las fibras musculares de un
musculo. El conjunto formado por una motoneurona y las fibras musculares que inerva constituye una unidad
motora. Se distinguen tres tipos de motoneuronas: las "motoneuronas alfa", que inervan las fibras musculares
responsables de la contraccion, las "motoneuronas gamma", que inervan los haces neuromusculares, ajustando de
ese modo su sensibilidad al estiramiento, asi como las "motoneuronas beta", que inervan los dos tipos de fibras.
Preferentemente, el compuesto de la invencion es particularmente ventajoso para el tratamiento de neuronopatias
motoras que implican la degeneracioén de las neuronas motoras alfa.

Por "neuronopatia motora", se hace referencia a una enfermedad que implica la degeneracién de las neuronas
motoras, que se manifiesta por una ausencia de estimulacion de los musculos que conduce a una amiotrofia.

Esta enfermedad esta asociada con un déficit de proteina SMN y/o con una reduccién del numero de los CB y/o con
una falta de localizacion de la proteina SMN en los CB.

Los sintomas de una patologia de este tipo pueden ser variados y pueden comprender:

- un déficit motor progresivo;
- una amiotrofia;

- espasmos; y/o

- calambres.

Dicha neuronopatia motora es amiotrofia espinal infantil, esclerosis lateral amiotréfica, esclerosis lateral primaria,
enfermedad de Kennedy, o enfermedad de Charcot-Marie-Tooth. Preferentemente, dicha neuronopatia motora es
amiotrofia espinal infantil, esclerosis lateral amiotréfica. Mas preferentemente, dicha neuronopatia es amiotrofia
espinal infantil. Por lo general, dicha amiotrofia espinal infantil es de tipo I, de tipo Il o de tipo III.

Por "antagonista calcico" o "inhibidor calcico" se hace referencia a un compuesto que inhibe la entrada del calcio
en las células por los canales calcicos dependientes del voltaje. Esta clase terapéutica esta particularmente bien
documentada en la técnica anterior, en particular para su utilizacion en cardiologia, en particular en el tratamiento de
hipertensién arterial, angina o incluso crisis de taquicardia supraventricular paroxistica.

Théophile Godfraind, entre otros, describe estos antagonistas calcicos en el manual Calcium Channel Blockers,
publicado en las ediciones Milestones en Drug Therapy el 26 de marzo de 2004.

Los inventores ahora han sacado a la luz un nuevo papel para estos antagonistas calcicos. De hecho, han
demostrado que estos Ultimos permiten el aumento de la distribucion de la proteina SMN y de las snRNP en los
Cuerpos de Cajal y/o el aumento del numero de Cuerpos de Cajal.

Ademas, los antagonistas calcicos de la invencion, al aumentar de forma significativa la distribucion de la proteina
SMN y de las snRNP en los Cuerpos de Cajal y/o el numero de Cuerpos de Cajal, constituyen una estrategia
terapéutica relevante para el tratamiento de las neuronopatias motoras, en particular la SMA.

Por "Cuerpos de Cajal" o " Cajal bodies " o incluso los "CB" se hace referencia al sitio de las modificaciones
iniciales y de montaje de varios ARN nucleares pequefios con sus ribonucleoproteinas, las snRNP
(ribonucleoproteinas nucleares pequefias) importados desde el citoplasma o reciclados en el nacleo. Los CB
presentan una ultra estructura que revela hilos enrollados, de ahi su otro nombre de « cuerpos superenrollados ».
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Los CB son estructuras dinamicas y su nimero puede cambiar rapidamente si hay un cambio en el nivel de
transcripcion. La abundancia de los CB puede ser determinada facilmente por el experto en la materia, en particular
mediante inmunodeteccién de la ubicacion de las snRNP en los CB y el nimero de CB detectados de ese modo, o
de forma mas precisa mediante la deteccién de la proteina coilina en los CB. Como se ha indicado anteriormente, la
proteina SMN se acumula en los Cuerpos de Cajal. Un defecto en esta acumulacién se describe en la SMA.

Los inventores también han demostrado el hecho de que los antagonistas calcicos de la invencion permiten el
aumento de los snRNP a nivel de los Cuerpos de Cajal.

La proteina SMN forma parte de un gran complejo multiproteico, cuyo papel es el ensamblaje de particulas
ribonucleoproteicas de corte y empalme, las snRNP. Un defecto de este conjunto se visualiza mediante una
disminucion marcada en la localizacién de las snRNP a nivel de los CB en los fibroblastos de pacientes con SMA.
Ademas, los antagonistas calcicos de la invencién, al aumentar esta acumulacion de snRNP a nivel de los CB,
Permiten tratar, con eficacia, las neuronopatia motoras, en particular la SMA.

Antagonista calcico de la familia de las fenilalquilaminas

El antagonista calcico de la invencién es un antagonista de la familia de las fenilalquilaminas de férmula | o una de
sus sales:

Férmula il
;N
R, — CH —N N

R

—CH, — CH=—CH — R,

2

en la que:

- los grupos R1, R2 y R3 son idénticos o diferentes y se eligen entre los radicales fenilo y fluorofenilo, con la
condicion de que al menos uno de los grupos R1, Rz y Rs sea un radical fluorofenilo.

Théophile Godfraind describe esta clase de antagonistas calcicos en el manual Calcium Channel Blockers, publicado
en las ediciones Milestones en Drug Therapy el 26 de marzo de 2004. Estos antagonistas calcicos de formula |
también se describen en la solicitud de patente FR 2 014 487 (Janssen Pharmaceutica). La férmula | de la invencién
engloba todos los estereoisomeros geométricos Z o E. Preferentemente, la formula | de la invencién esta en la
configuracion E.

En un modo de realizacion preferente:

- los grupos R1y Rz son radicales parafluorofenilo; y
- el grupo Rs es un radical fenilo.

En este modo de realizacién, dicho antagonista célcico de la familia de las fenilalquilaminas es la flunarizina o una
de sus sales. De manera preferente, se trata del diclorhidrato de flunarizina. Ademas, la invencion se refiere a la
flunarizina o una de sus sales para su utilizaciéon en el tratamiento de una neuronopatia motora elegida entre la
amiotrofia espinal infantil, la esclerosis lateral amiotréfica, la esclerosis lateral primaria, la enfermedad de Kennedy, y
la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth.

En efecto, los inventores han mostrado que este compuesto presenta los mejores resultados en cuanto al aumento
de la acumulacion de la proteina SMN y/o de las snRNP en los CB. Por lo general, el diclorhidrato de flunarizina se
puede administrar a una dosis comprendida entre 5 mg y 10 mg al dia.

La flunarizina tiene como formula C2sH2sCl2F2N2 tal como se representa en la férmula la:
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Formula la

La flunarizina tiene el numero CAS: 30484-77-6. Esta molécula se conoce por su aplicacién en el tratamiento de las
migrafias y se comercializa con el nombre SIBELIUM®. Se trata de un inhibidor de los canales calcicos de las
neuronas y de los canales calcicos de los vasos, utilizada en el tratamiento de los vértigos de origen vestibular y de
la migrafia.

Antagonistas calcicos de la familia de los aminoacidos

Otros antagonistas calcicos que se describen en el presente documento como compuestos de referencia son
antagonistas calcicos de la familia de los aminoacidos de férmula Il

Formula Il H2N-CH2-C(R4)R’'4-CH2-COORs
en la que:

- el grupo R4 representa un radical alquilo inferior de cadena lineal o ramificada que contiene hasta 8 atomos de
carbono, y el grupo R’ses un atomo de hidrégeno,
o
R4y R’4forman en conjunto un radical alquilo inferior ciclico que contiene hasta 8 atomos de carbono, y

- el grupo Rs es un atomo de hidrégeno o un radical alquilo inferior de cadena lineal o ramificada que contiene
hasta 8 atomos de carbono. Por lo general, los radicales alquilo inferior R4 0 Rs de férmula Il son radicales
alquilo de 1 a 4 atomos de carbono, en particular un radical metilo, etilo, isopropilo, isobutilo o terc-butilo.

Théophile Godfraind describe esta clase de antagonistas calcicos en el manual Calcium Channel Blockers, publicado
en las ediciones Milestones en Drug Therapy el 26 de marzo de 2004. Estos antagonistas calcicos de férmula (I1)
También se describen en la solicitud de patente FR 2 294 697 (Warner Lambert Company).

En un modo de realizacion preferente:

- RayR’sforman en conjunto un grupo ciclohexano, y
- el grupo Rs es un atomo de hidrégeno.

En este modo de realizacion preferente, dicho antagonista calcico de la familia de los aminoacidos es la
gabapentina. Ademas, en el presente documento se describe una gabapentina para su utilizaciéon en el tratamiento
de una neuronopatia motora elegida entre la amiotrofia espinal infantil, la esclerosis lateral amiotréfica, la esclerosis
lateral primaria, la enfermedad de Kennedy, y la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth.

La gabapentina o acido 2-[1-(aminometil)ciclohexil]Jacético tiene como férmula empirica CoH17NO2 y se representa
con la formula (lla).
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Formula lla

O

OH
NH,

La gabapentina tiene el numero CAS : 60142-96-3. se conoce por su actividad antiepiléptica. Ademas se
comercializa con el nombre Neurontin®.
En otro modo de realizacion,

- el grupo R4 es un isobutilo, y
- los grupos R’4 y Rs Son un atomo de hidrégeno.

En este modo de realizacién en particular, dicho antagonista calcico de la familia de los aminoacidos es la
pregabalina. Ademas, se describe una pregabalina para su utilizacion en el tratamiento de una neuronopatia motora
elegida entre la amiotrofia espinal infantil, la esclerosis lateral amiotréfica, la esclerosis lateral primaria, la
enfermedad de Kennedy, y la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth.

La pregabalina tiene como formula empirica CsH17NO2 y se representa con la férmula lib:

Formula llb

HoN

La pregabalina tienen el nimero CAS 148553-50-8. Se conoce por su actividad antiepiléptica.

Antagonistas calcicos de la familia de los benzofuranos

En otro modo de realizacion, los compuestos de féormula | se pueden administrar en asociacién con un antagonista
de la familia de los benzofuranos de férmula Ill o una de sus sales:

Formula il

Y
A
C \ / D—C‘IH_CHE_N{RB]R'B
O

en la que:
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- el grupo Re representa un radical alquilo inferior de cadena lineal o ramificada que contiene hasta 6 atomos de
carbono,

- el grupo R7 representa un atomo de hidrégeno o un grupo metilo,

- el grupo N(Rs)R’s representa un grupo dimetilamino, dietilamino, dipropilamino, piperidino, pirrolidino o
morfolino, y

- los grupos Y e Y1 son idénticos y representan un atomo de hidrégeno, de yodo o de bromo.

Théophile Godfraind describe esta clase de antagonistas calcicos en el manual Calcium Channel Blockers, publicado
en las ediciones Milestones en Drug Therapy el 26 de marzo de 2004. Estos antagonistas calcicos de férmula (l11)
también se describen en la solicitud de patente FR 1 339 389 (Sociedad belga del nitrégeno y de productos quimicos
del Marly).

En un modo de realizacion preferente,

- el grupo Res es un butilo,

- el grupo R7 es un atomo de hidrdgeno,

- el grupo N(Rs)R’s es un grupo dietilamino, y

- los grupos Y e Y1 son idénticos y son un atomos de yodo.

En este modo de realizacion, el antagonista de la familia de los benzofuranos es la amiodarona o una de sus sales.
Ademas, se describe una amiodarona o una de sus sales para su utilizacion en el tratamiento de una neuronopatia
motora elegida entre la amiotrofia espinal infantil, la esclerosis lateral amiotréfica, la esclerosis lateral primaria, la
enfermedad de Kennedy, y la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth.

La amiodarona o el clorhidrato de (2-butil-3-benzofuranil)[4-[2-(dietilamino)etoxi]-3,5-diyodofenillmetanona es un
compuesto de férmula empirica C2s5H2012NO3 y se representa con la férmula llla.

Férmula illa

La amiodarona tiene el nimero CAS : 96027-74-6. Se conoce por su actividad antiarritmica.
Método de tratamiento

También se describe que los antagonistas calcicos de férmula | para la utilizacién de métodos de tratamiento de un
sujeto que padece una neuronopatia motora, tal como amiotrofia espinal infantil, esclerosis lateral amiotrofica,
esclerosis lateral primaria, enfermedad de Kennedy o incluso la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth que comprende
la etapa de administracion, a dicho sujeto, de una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos los antagonistas
calcicos de la invencién. Por "cantidad terapéuticamente eficaz" se hace referencia a una cantidad suficiente para
tratar y/o tratar o detener la progresion de las neuronopatias motoras.

Composiciones farmacéuticas

Los antagonistas calcicos de la invencion también se pueden utilizar para preparar composiciones farmacéuticas
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para el tratamiento de neuronopatias motoras tales como amiotrofia espinal infantil, esclerosis lateral amiotréfica,
esclerosis lateral primaria, enfermedad de Kennedy o la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth. Por lo tanto, la
invencién se refiere a composiciones farmacéuticas para una utilizacion en métodos de tratamiento de
neuronopatias motoras en el ser humano, comprendiendo dichas composiciones al menos un antagonista calcico de
acuerdo con la invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Los antagonistas calcicos de la invencién se conocen y estan disponibles en el mercado. Las formulaciones ya
desarrolladas y usadas se podran utilizar para cada uno de los antagonistas calcicos de la invencion. No importa que
antagonista calcico de acuerdo con la invencién se pueda combinar con cualquier tipo de vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable, en particular los que ya se han descrito una técnica anterior para su utilizaciéon para
los antagonistas calcicos de la invencion, para formar una composicion farmacéutica de acuerdo con la invencion. La
expresion "farmacéuticamente aceptable" se refiere a entidades moleculares y composiciones que no producen
reaccion inversa, alérgica u otra reaccién no deseada cuando se administran a un mamifero, en particular un ser
humano. Un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable puede ser sélido, semisélido o liquido.

La forma de las composiciones farmacéuticas, su via de administracion, su dosificaciéon y su posologia dependen
naturalmente de la gravedad de la patologia, de su estado de evolucion, de la edad, del sexo, del peso del sujeto a
tratar, etc. Por lo tanto, el experto en la materia se preocupara de la adaptacion de las dosificaciones en funcién del
paciente a tratar, en particular durante el tratamiento de la SMA en la que los pacientes son nifios.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la invencién se pueden formular para una administracién tépica,
oral, sistémica, intranasal, parenteral, intravenosa, intramuscular, subcutanea, u otra. De acuerdo con el modo de
administracion, la composicion que comprende un antagonista calcico de acuerdo con la invencion se puede
presentar en todas las formas galénicas.

De preferencia, el antagonista calcico de acuerdo con la invencion esta comprendido en una composicidon que se
administra por via oral. Por via oral, las composiciones se pueden presentar en forma de comprimidos, capsulas,
grageas, siropes, suspensiones, soluciones, polvos, granulos, emulsiones, microesferas o nanoesferas o vesiculas
lipidicas o polimérico es que permitan una liberacién controlada.

Para una aplicacién topica sobre la piel, la composiciéon puede tener la forma, en particular, de solucién acuosa u
oleosa o de dispersion de tipo locion o sérum; de emulsion de consistencia liquida o semiliquida de tipo leche,
obtenida por dispersién de una fase grasa en una fase acuosa (H/E) o a la inversa (E/H); de emulsién de
consistencia blanda de tipo crema; de emulsién bifasica; de gel acuoso o anhidro; de espuma o incluso
microcapsulas o microparticulas, o de dispersiones vesiculares de tipo idénico y/o no iénico, o incluso de férmulas
pulverizables de tipo « spray ». Estas composiciones se preparan de acuerdo con los métodos habituales conocidos
por el experto en la materia.

Para una aplicacion por via sistémica, la composicion se puede presentar en forma de soluciéon acuosa u oleosa o
en forma de sérum.

En un modo de realizacidon preferente, la composiciéon de acuerdo con la invencién comprende un antagonista
célcico de la familia de las fenilalquilaminas de acuerdo con la invencién y un antagonista calcico de la familia de los

benzofuranos de acuerdo con la invencion. Ademas, la invenciéon también se refiere a una composicidon que
comprende:

# un antagonista calcico de la familia de las fenilalquilaminas de férmula | y sus sales,

Férmula l

FN
R, — CH —N M—;;;H2 — CH — CH — R,

R

en la que:

- los grupos R1, R2 y Rs son idénticos o diferentes y se eligen entre los radicales fenilo y fluorofenilo, con la
condicion de que al menos uno de los grupos R1, R2 y R3 sea un radical fluorofenilo;
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y

# un antagonista calcico de la familia de los benzofuranos de férmula Ill y sus sales

Formula il

Y
A
C \ / D—C‘IH_CHE_N{RB]R'B
O

en la que:

- el grupo Re representa un radical alquilo inferior de cadena lineal o ramificada que contiene hasta 6 atomos
de carbono,

- el grupo Ry representa un atomo de hidrégeno o un grupo metilo,

- el grupo N(Rs)R’s representa un grupo dimetilamino, dietilamino, dipropilamino, piperidino, pirrolidino o
morfolino, y

- los grupos Y e Y1 son idénticos y representan un atomo de hidrogeno, de yodo o de bromo;

para su utilizacion en el tratamiento de una neuronopatia motora elegida entre la amiotrofia espinal infantil, la
esclerosis lateral amiotréfica, la esclerosis lateral primaria, la enfermedad de Kennedy, y la enfermedad de
Charcot-Marie-Tooth.

Todas las caracteristicas técnicas mencionadas anteriormente se aplican en el presente documento.

Preferentemente, dicho antagonista calcico de la familia de las fenilalquilaminas de férmula | es la flunarizina, y mas
preferentemente el diclorhidrato de flunarizina. Preferentemente, dicho antagonista calcico de la familia de los
benzofuranos de formula Il es el clorhidrato de amiodarona.

En efecto los inventores han mostrado que la administraciéon combinada del diclorhidrato de flunarizina y del
clorhidrato de amiodarona ejerce un efecto de sinergia, que va mas alla de la simple acumulacién de los efectos de
dichos dos compuestos tomados por separado.

Ademas el diclorhidrato de flunarizina y el clorhidrato de amiodarona actuan en sinergia sobre la distribucion de la
proteina SMN en los CB en los fibroblastos de pacientes.

Por consiguiente, la invencion también se refiere a una composicion que comprende diclorhidrato de flunarizina y
clorhidrato de amiodarona para su utilizacion en el tratamiento de una neuronopatia motora elegida entre la
amiotrofia espinal infantil, la esclerosis lateral amiotréfica, la esclerosis lateral primaria, la enfermedad de Kennedy, y
la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth.

En este modo de realizacion en particular, la combinacién de diclorhidrato de flunarizina y clorhidrato de amiodarona
se administra a una dosis inferior a 5 mg al dia. Al reducir ligeramente la dosis de principio activo administrada para
tratar a un paciente que padece una neuronopatia motora, los inventores han desarrollado una estrategia terapéutica
que reduce de forma considerable los riesgos de aparicion de efectos nocivos y/o secundarios relacionados con el
tratamiento. Por lo tanto, se demuestra que una estrategia terapéutica de este tipo es particularmente relevante, en
particular en el tratamiento crénico de pacientes de corta edad que padecen neuronopatia motora.

La composicidon de acuerdo con la invencion puede asociar los antagonistas calcicos de acuerdo con la invencién a

otros agentes activos, en particular agentes activos susceptibles de tratarlas neuronopatias motoras. Entre estos

agentes activos, se pueden mencionar a modo de ejemplo:

- riluzol, (Haddad H et al., Riluzole attenuates spinal muscular atrophy disease progression in a mouse model,
2003. 28 (4): 432-437; Y Wadman R et al., 2012. Drug treatment for spinal muscular atrophy type I, Cochrane
Database Syst Rev. 4: CD006281);

- hidroxiurea (Chen TH et al., Randomized, double-blind, placebo-controlled trial of hydroxyurea in spinal muscular
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atrophy, Neurology, 2010 75: 2190-21);

inhibidores de la ubiquitina/proteasoma (Chang HC et al., Degradation of survival motor neuron (SMN) protein is
mediated via the ubiquitin/proteasome pathway, Neurochem Int., 2004, 45: 1107-1112; y Kwon DY et al,,
Increasing expression and decreasing degradation of SMN ameliorate the spinal muscular atrophy phenotype in
mice, Hum Mol Genet., 2011, 20: 3667-3677);

inhibidores de las histona desacetilasas (Lunke S et al., The emerging role of epigenetic modifications and
chromatin remodeling in spinal muscular atrophy. J Neurochem, 2009, 109 (6): 1557-1569);

inhibidores de las proteinas fosfatasa as phosphatases (Novoyatleva T et al., Protein phosphatase 1 binds to the
RNA recognition motif of several splicing factors and regulates alternative pre-mRNA processing, Hum. Mol.
Genet., 2008, 17, 52-70);

olesoxima (TRO19622), Bordet T et al., Identification and characterization of cholest-4-en-3-one, oxime
(TRO19622), a novel drug candidate for amyotrophic lateral sclerosis, J Pharmacol Exp Ther, 2007, 322
(2): 709-720.);

aminoglucosidos (Mattis VB et al., Analysis of a read-through promoting compound in a severe mouse model of
spinal muscular atrophy, 2012, 525 (1): 72-75);

salbutamol (Pane M et al., Daily salbutamol in young patients with SMA type Il, Neuromuscul Disord., 2008,
18: 536-540);

isoindolin (solicitud US 2010/0267712);
ibudilast (solicitud US 2009/0062330);

moduladores de las quinasas (Burnett BG, et al., Regulation of SMN protein stability, Mol Cell Biol., 2009, 29
(5): 1107-1115);

variantes de IGF-1 (Murdocca M et al., IPLEX administration improves motor neuron survival and ameliorates
motor functions in a severe mouse model of SMA, Mol Med. 29 de mayo de 2012. doi:
10.2119/molmed.2012.00056);

factores de crecimiento humanos (solicitud US 2008/0187512);

pirimidinas biciclicas que inhiben la PTK (Hastings ML et &l., Tetracyclines that promote SMN2 exon 7 splicing
as therapeutics for spinal muscular atrophy, Sci Transl Med., 2009, 1 (5): 5ra12);

quinazolina que inhibe el EGFR (Butchbach ME et al., Effects of 2,4-diaminoquinazoline dérivatives on SMN
expression and phenotype in a mouse model for spinal muscular atrophy, Hum Mol Genet., 2010, 19 (3): 454-
467);

inhibidores de tirosina quinasas (solicitud US 2010/0305036);

inhibidores de VEGFR (solicitud US 2010/0331296);

inhibidores de HSP90 (Suzuki K et al., Pathogenesis-targeting therapeutics for spinal and bulbar muscular
atrophy. (SBMA), Neuropathology, 2009, 29 (4): 509-516);

antagonistas de la miostatina (Rose FF Jr et al., Delivery of recombinant follistatin lessens disease severity in a
mouse model of spinal muscular atrophy, Hum Mol Genet., 2009, 18 (6): 997-1005);

heparina de bajo peso molecular (solicitud US 2002/0040013);
neramexano (solicitud US 2010/0234402);
nicergolina (solicitud US 2003/0134869);

inhibidores de la proteina quinasa G3SKB (Makhortova NR et al., A screen for regulators of survival of motor
neuron protein levels, Nat Chem Biol., 2011, 7 (8): 544-552);

inhibidores de RhoA y de quinasa asociada a Rho (ruta de ROCK) (Bowerman M et al., Mol Cell Neurosci, 2009,
42: 66-74 y Bowerman M et al., Hum Mol Genet 2010, 19: 1468-1478);
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- antioxidantes (Wan L et al., Inactivation of the SMN complex by oxidative stress, Mol Cell., 2008 31 (2): 244-
254);

- inhibidores de la apoptosis (Sareen D et al., Inhibition of apoptosis blocks human motor neuron cell death in a
stem cell model of spinal muscular atrophy. PLoS One. 7 (6): €39113. 2012); o incluso

- moduladores de las vias de ERK y PI3K/AKT quinasas. (Biondi O et al., In vivo NMDA receptor activation
accelerates motor unit maturation, protects spinal motor neurons, and enhances SMN2 gene expression in
severe spinal muscular atrophy mice, J Neurosci., 2010 30: 11288-11299.)

Ademas, en el presente documento también se describe una composicion que comprende al menos un antagonista
célcico elegido entre el grupo formado por:

- antagonistas célcicos de la familia de las fenilalquilaminas de formula | y sus sales,

Férmula l

FN
R, — CH —N M—;;;H2 — CH — CH — R,

R,

en la que:

- los grupos R1, Rz y Rs son idénticos o diferentes y se eligen entre los radicales fenilo y fluorofenilo, con la
condicion de que al menos uno de los grupos R1, R2 y Rs sea un radical fluorofenilo;

- antagonistas calcicos de la familia de los benzofuranos de férmula lll y sus sales

Féormula (il

Y
A
CQD—GHGHE — NR R,
0

en la que:

- el grupo Re representa un radical alquilo inferior de cadena lineal o ramificada que contiene hasta 6 atomos
de carbono,

- el grupo Ry representa un atomo de hidrégeno o un grupo metilo,

- el grupo N(Rs)R’s representa un grupo dimetilamino, dietilamino, dipropilamino, piperidino, pirrolidino o
morfolino, y

- los grupos Y e Y1 son idénticos y representan un atomo de hidrégeno, de yodo o de bromo;

y

al menos un agente activo elegido entre riluzol, hidroxiurea, inhibidores de ubiquitina/proteasoma, inhibidores de las
histona desacetilasas, inhibidores de las proteinas fosfatasas, olesoxima, aminoglucésidos, salbutamol, isoindolina,
ibudilast, moduladores de las quinasas, variantes de IGF-1, factores de crecimiento humano, pirimidinas biciclicas
que inhiben la PTK, quinazolina que inhibe EGFR, inhibidores de tirosina quinasas, inhibidores de HSP90,
antagonistas de la miostatina, heparina de bajo peso molecular, neramexano, inhibidores de la proteina quinasa
G3SKB, inhibidores de RhoA y de quinasa asociada a Rho (ruta de ROCK), antioxidantes, inhibidores de la
apoptosis y moduladores de las vias de ERK y PIBK/AKT quinasas.
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Preferentemente, dicho antagonista calcico es la flunarizina o una de sus sales.

Por lo general, la asociacion de los antagonistas calcicos de la invencion y de dicho agente activo puede ser
simultédnea, separada, o escalonada en el tiempo.

Por lo general, los antagonistas calcicos de la invencion se pueden asociar al Riluzol para su utilizaciéon en el
tratamiento de esclerosis lateral amiotroéfica.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Efecto de sinergia entre el diclorhidrato de flunarizina y el clorhidrato de amiodarona en la distribucién de
la proteina SMN en los CB.

Esta figura muestra los efectos en los fibroblastos de SMA inmortalizados:

- del DMSO (control para el que se atribuy6 de forma arbitraria un valor de induccion de un factor igual a 1),

- del diclorhidrato de flunarizina solo,

- del clorhidrato de amiodarona solo, y

- de la combinacion del diclorhidrato de flunarizina y del clorhidrato de amiodarona.

Descripcion detallada de la invencién

Ejemplos

1. Ensayo de los antagonistas calcicos de la invencidén en los fibroblastos de SMA inmortalizados

Los inventores han mostrado un efecto beneficioso de los antagonistas calcicos de la familia de las fenilalquilaminas,
de la familia de los aminoacidos y los de la familia de los benzofuranos con el nombre de Cuerpos de Cajal de
fibroblastos de SMA inmortalizados. Para esta realizacién, sometieron al ensayo moléculas caracteristicas que
presentan del mejor modo a cada una de estas familias:

- diclorhidrato de flunarizina,
- gabapentina,

- pregabalina, y

- clorhidrato de amiodarona.

La inmortalizacion con la ayuda del antigeno grande T del virus SV40 de fibroblastos aislados a partir de un nifio
afectado con una forma grave de la enfermedad permitié establecer condiciones de cultivo celular particularmente
resistentes. Esta inmortalizacion se describe en la publicacion de Lefebvre S, Burlet P, Viollet L, Bertrandy S, Huber
C, Belser C et Munnich A. A novel association of the SMN protein with major non-ribosomal nucleolar proteins and its
implication in spinal muscular atrophy. Hum Mol Genet (2002) 11 (9) : 1017-1027.

El aumento del nimero de CB en los fibroblastos de SMA inmortalizados (de 10000 a 12000 células por pocillo de
0,8 a 1 cm cuadrado en medio de cultivo controlado) se evalué después de 24 horas de tratamiento para cada uno
de los antagonistas calcicos a una concentracion de 2 microgramos/ml (es decir, entre 2 y 10 micromolar, siguiendo
la masa molecular de una sustancia). Los antagonistas de la invencién estan disponibles en el mercado (por ejemplo
en Sigma-Aldrich) y se comercializan en placas de 96 pocillos, a 2 miligramos por molécula por pocillo a disolver en
1 ml de DMSO.

La concentraciéon de 2 microgramos/ml (es decir, una dilucién a 1:1000 de la solucién madre) corresponde a una
accion maxima para todos los antagonistas. El analisis mediante inmunomarcado con la ayuda de anticuerpos
dirigidos contra la proteina SMN (comercializados y producidos de forma personalizada) muestra que esta proteina
se localiza ocasionalmente a nivel de los CB en un 3 a un 6 % de las células no tratadas o tratadas con DMSO solo
(excipiente de control).

Para determinar si los antagonistas calcicos ejercian un efecto positivo, los inventores hicieron el recuento de las
células que tenian la proteina SMN localizada en los CB en 100 células elegidas al azar para cada experimento.

Este experimento se repitid tres veces. Los resultados obtenidos a partir de la media de los destinos experimentos
desvelaron que las moléculas sometidas a ensayo aumentaban de manera significativa el nimero de los CB que
contenian la proteina SMN después de 24 horas de tratamiento a 2 gramos/ml (khi-2, p < 0,001, n = 300, 100 células
por experimento).

Un valor de induccion de un factor igual a 1 se atribuy6 de forma arbitraria al DMSO. Los resultados muestran que
las 4 moléculas ejercian una induccion significativa de un factor igual a al menos 1,7.

De forma mas precisa, los inventores también mostraron que la pregabalina ejerce una induccién significativa de un
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factor igual a 1,7 (khi-2, 0,001 <p <0.01, n=2300 células). El clorhidrato de amiodarona ejerce una induccién
significativa de aproximadamente 2,8. La gabapentina ejerce la induccion significativa de aproximadamente 3,3. Por
ultimo, el clorhidrato de flunarizina ejerce la induccion significativa de aproximadamente 4,8.

Los inventores verificaron a continuacion que estas moléculas ejercian siempre el mismo efecto beneficioso después
de 78 horas de tratamiento con una sola dosis inicial.

El analisis estadistico a partir de estos experimentos permitié concluir que estas moléculas eran capaces de
aumentar de manera significativa la distribucién de la proteina SMN en los CB en la linea inmortalizada de
fibroblastos de SMA (khi-2, p < 0,0001, n > 3000 células). El analisis mediante inmunomarcado de las proteinas
SMN vy de coilina (otro marcador de los CB detectado con la ayuda de un anticuerpo comercial) confirmé que estas
dos proteinas estaban bien colocalizadas en los CB en las células tratadas con cada una de las 4 moléculas.

Por lo tanto los inventores han tenido éxito al mostrar que estos 4 compuestos son particularmente relevantes en el
tratamiento de neuronopatias motoras.

2. Verificacion de los efectos ejercidos en fibroblastos de pacientes con SMA

Se analizé la distribucién de la proteina SMN en los Cuerpos de Cajal en una serie de cultivos primarios de
fibroblastos de la piel de pacientes afectados con la forma grave (tipo 1), intermedia (Tipo Il) inmoderada de la
enfermedad (tipo Ill) inducida por la accion de los antagonistas calcicos de la invencidn. El valor medio se calcula a
partir de 3 a 7 experimentos (n = 300 a 700 células). El valor de khi-2 se indica en la tabla 1.

Para confirmar el efecto de los antagonistas calcicos de la invencion, los inventores analizaron la distribucion de la
proteina SMN en los Cuerpos de Cajal en una serie de cultivos primarios de fibroblastos de la piel de pacientes
afectados con la forma grave (tipo ), intermedia (Tipo IlI) inmoderada de la enfermedad (tipo Ill) inducida por la
accion de los antagonistas célcicos de la invencion.

Estos fibroblastos se obtienen a partir de:

- 2individuos afectados con la forma grave (tipo I),
- 2individuos afectados con la forma intermedia (tipo Il), y que
- 1individuo afectado con la forma moderada (tipo Il).

El analisis estadistico de los resultados para el ensayo de khi-2 se resume en la tabla 1.
Tabla 1: Analisis estadistico mediante ensayo de khi-2 de la accion de los antagonistas calcicos de la invencion en

la distribuciéon de la proteina SMN en los CB en cultivos primarios de fibroblastos de la piel de pacientes afectados
con la forma grave (tipo 1), intermedia (tipo 1), inmoderada de la enfermedad (tipo Ill)

Compuesto Tipo | Tipo Il Tipo 1l
Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4 Paciente 5
Diclorhidrato de 2.87 27,44 6,09 10,99 12,38
flunarizina
Gabapentina 5,38 36,85 3,1 0,78 5,85
Clorhidrato de 046 7.16 0 1,2 2,72

amiodarona

La accién de los antagonistas célcicos de la invencion es méas baja en cultivos primarios de fibroblastos de SMA.
Esto se explica por un metabolismo celular mas lento de los cultivos primarios, mientras que la linea inmortalizada
se divide mas rapidamente.

El andlisis detallado desvela que los 2 cultivos de tipo | no reaccionan de la misma manera. Uno de los cultivos
(paciente 2) responde de forma positiva a los compuestos de la invencién en las células inmortalizadas de tipo I,
mientras que el segundo (paciente 1) responde de manera significativa nada mas que a la molécula de gabapentina
(ensayo de khi-2, 0,02 < p < 0,05). Esta ultima es la linea GM03813 obtenida en Coriell Cell Repositories (USA); es
muy utilizada en la comunidad cientifica para realizar estudios sobre la accién de moléculas en el campo de la SMA.

Los cultivos de tipo Il e lll responden en conjunto de manera mas baja que el cultivo de tipo | positivo. Esta diferencia
esta relacionada con el numero de CB con la proteina SMN al principio del tratamiento, siendo este niumero ya mas
elevado en los tipos Il e lll que en los tipos | (Renvoisé B, Khoobarry K, Gendron MC, Cibert C, Viollet L y Lefebvre
S. Distinct domains of the spinal muscular atrophy protein SMN are required for targeting to Cajal bodies in
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mammalian cells. Journal of Cell Sciences (2006) 119: 680-692.

En conjunto, este estudio muestra que los antagonistas célcicos de la invencién son relevantes para el tratamiento
de neuronopatias motoras, en particular la SMA. Sin embargo, parece que el diclorhidrato de flunarizina es el
compuesto que ejerce una accion positiva para el mayor numero de cultivos primarios de pacientes con SMA, los
tres tipos mezclados.

Para evaluar la relacién entre la concentracion (dosis) y el efecto (respuesta) en los CB de las células de SMA
inmortalizadas, los inventores construyeron una curva de dosis-respuesta para cada una de las moléculas. La
concentracién eficaz media (CE50) en las condiciones experimentales que se describen en el presente documento
es de aproximadamente 80 + 22 nM para el diclorhidrato de flunarizina. Los resultados se enumeran en la tabla 2.

Tabla 2: Accion de los compuestos de la invencién en la distribucion de la proteina SMN en los CB en la linea
inmortalizada de fibroblastos de un paciente afectado con la forma grave (tipo )

Compuesto Concentracion a Maximo de Dilucién CES5O0, Dilucién a
P 2 pg/ml (uM) induccién a CE50 nM CE50

DMSO 1:1000 1+0,3 - - -
Diclorhidrato de 42 48+15 1/53 80 + 22 2.9
flunarizina

Gabapentina 11,6 44+1,0 1/55 210 + 38 2.9
Clorhidrato 3,0 2,8+1,0 1/50 60 + 26 18

de amiodarona

Varios informes publicados indican que la dosis eficaz media de diclorhidrato de flunarizina administrada por via oral
en el ser humano es de 10 mg al dia, lo que corresponde a valores de la tasa plasmatica maxima de diclorhidrato de
flunarizina de aproximadamente 81 + 16 nanogramos/ml (es decir, aproximadamente 170 + 34 nM) en un tiempo
comprendido entre 2 y 4 horas y el estado de equilibrio se alcanza en 5 a niumeros seis semanas. Ademas, la
distribucion tisular es importante y la semivida de eliminacion es larga. Por lo tanto, las concentraciones plasmaticas
se sitlan en un intervalo de concentraciones compatible con las concentraciones asociadas a los efectos del
diclorhidrato de flunarizina en el modelo celular de los inventores.

La proteina SMN forma parte de un gran complejo multiproteico, en el que el papel mejor estudiado es el montaje de
las particulas ribonucleoproteicas del corte y empalme, las snRNP (ribonucleoproteinas nucleares pequefias). Un
defecto de este montaje se visualiza mediante una disminucion notable de la localizacion de las snRNP al nivel de
los CB en los fibroblastos de pacientes con SMA (Renvoisé B, Khoobarry K, Gendron MC, Cibert C, Viollet L y
Lefebvre S. Distinct domains of the spinal muscular atrophy protein SMN are required for targeting to Cajal bodies in
mammalian cells. Journal of Cell Sciences (2006) 119: 680-692). En otro modelo celular, se publicé que la presencia
y el nimero de CB estaban directamente relacionados con la eficacia con la que se montan las snRNP (Klingauf M.,
Stanek, D. y Neugebauer, K.M. (2006). Enhancement of U4/U6 small nuclear ribonucleoprotein particle association in
Cajal bodies predicted by mathematical modeling. Mol. Biol. Cell., 2006, 17, 4972-4981.

En las células de SMA inmortalizadas se realizaron experimentos de coinmunomarcado similares a los precedentes
con la ayuda de dos anticuerpos disponibles en el mercado, uno especifico de la proteina coilina (marcador de los
CB) y el otro del revestimiento de trimetilguanosinas (TMG) de los pequefios ARN nucleares de las snRNP.

Estos ensayos muestran un aumento de la proteina SMN y de las snRNP en los Cuerpos de Cajal en la linea
inmortalizada de SMA de la forma grave de la enfermedad (Tipo |) inducido por los antagonistas calcicos de la
invencion. El valor medio para las snRNP se calcula a partir de los 3 experimentos (n = 300 células). El andlisis de
estos inmunomarcados muestra un aumento significativo de las snRNP a nivel de los CB en las células tratadas
durante 24 horas con diclorhidrato de flunarizina (khi-2, 0,001 <p <0,01), a partir de tres experimentos
independientes sobre 100 células por experimento.

Este estudio muestra que el diclorhidrato de flunarizina es el compuesto que ejerceria mejor un efecto beneficioso a
la vez en:

- laacumulacién de la proteina SMN en los CB; y
- laacumulacion de las snRNP en los CB.

En conclusioén, este estudio coloca:
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- los antagonistas calcicos de la familia de las fenilalquilaminas, en particular la flunarizina y sus sales,
- los antagonistas célcicos de la familia de los aminoacidos, y
- los antagonistas calcicos de la familia de los benzofuranos,

en una estrategia terapéutica de las enfermedades que implican la degeneracion de las neuronas motoras, en
particular la amiotrofia espinal infantil, la esclerosis lateral amiotrofica, la esclerosis lateral primaria, la enfermedad
de Kennedy, y la enfermedad de Charcot-Marie-Tooth.

3. Efecto de sinergia entre el diclorhidrato de flunarizina y el clorhidrato de amiodarona en la distribucién de
la proteina SMN en los CB

Los inventores sometieron a ensayo el efecto de la combinacion del diclorhidrato de flunarizina y del clorhidrato de
amiodarona en fibroblastos de SMA inmortalizados aislados a partir de un nifio que padece una forma grave de la
enfermedad, de acuerdo con los protocolos que se han descrito en los ejemplos 1y 2.

Para realizar esto, los inventores han observado en efecto en los fibroblastos de SMA inmortalizados:

- del DMSO (control para el que se atribuyd de forma arbitraria un valor de induccién de un factor igual a 1),
- del diclorhidrato de flunarizina solo,

- del clorhidrato de amiodarona solo, y

- de la combinacion del diclorhidrato de flunarizina y del clorhidrato de amiodarona.

Los inventores observan que el diclorhidrato de flunarizina y el clorhidrato de amiodarona se utilizan en una dilucion
a 1/1000 con respecto a los ejemplos 1y 2.

Los resultados se representan en la figura 1. La figura 1 muestra que el diclorhidrato de flunarizina y el clorhidrato de
amiodarona actuan en sinergia sobre la distribucion de la proteina SMN en los CB.

De forma mas precisa, los inventores han mostrado que:

- el diclorhidrato de flunarizina solo, diluido a 1/1000, ejerce una induccion significativa de un factor igual a 1,2
(khi-2, 0,001 < p < 0,01, n = 1072 células);

- el clorhidrato de amiodarona solo, diluido a 1/1000, ejerce una induccién no significativa de un factor igual a 1
(khi-2, 0,001 < p < 0,01, n = 625 células);

- el diclorhidrato de flunarizina y el clorhidrato de amiodarona ejercen en conjunto una induccion significativa de
un factor igual a 1,9 (khi-2, p < 0,001, n = 2625 células).

Este ejemplo muestra el efecto sorprendente y ventajoso de la combinacién del diclorhidrato de flunarizina y del

clorhidrato de amiodarona. De este modo los inventores han desarrollado una estrategia terapéutica particularmente
relevante para el tratamiento de neuronopatias motoras.
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REIVINDICACIONES

1. Antagonista célcico elegido entre el grupo formado por antagonistas calcicos de la familia de las fenilalquilaminas
de férmula | y sus sales,

Férmula |

SN
R, — CH —N N—;::;H2 — CH — CH — R,

en la que:

- los grupos R1, Rz y Rs son idénticos o diferentes y se eligen entre los radicales fenilo y fluorofenilo, con la
condicion de que al menos uno de los grupos R1, R2 y Rs sea un radical fluorofenilo;

para su utilizaciéon en el tratamiento de una neuronopatia motora elegida entre amiotrofia espinal infantil, esclerosis
lateral amiotrdéfica, esclerosis lateral primaria, enfermedad de Kennedy, y enfermedad de Charcot-Marie-Tooth.

2. Antagonista calcico para su utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado por que dicha
neuronopatia motora es amiotrofia espinal infantil.

3. Antagonista calcico para su utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada por que dicho
antagonista calcico pertenece a la familia de las fenilalquilaminas de formula | o una de sus sales,
en la que:

- los grupos R1 y Rz son radicales parafluorofenilo, y
- el grupo Rs es un radical fenilo.

4. Antagonista calcico elegido entre el grupo formado por flunarizina, sus sales, y sus mezclas para su utilizacion en
el tratamiento de una neuronopatia motora elegida entre amiotrofia espinal infantil, esclerosis lateral amiotrofica,
esclerosis lateral primaria, enfermedad de Kennedy, y enfermedad de Charcot-Marie-Tooth.

5. Antagonista calcico para su utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 4, dicho antagonista calcico siendo
flunarizina o una de sus sales.

6. Antagonista calcico para su utilizacién de acuerdo con la reivindicacién 4, dicho antagonista calcico siendo
diclorhidrato de flunarizina.

7. Antagonista calcico para su utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 6, caracterizado por que dicho
antagonista calcico se administra a una dosis comprendida entre 5 mg y 10 mg al dia.

8. Antagonista calcico para su utilizacion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado
por que permite el aumento de la distribucion de la proteina SMN y de las snRNP en los Cuerpos de Cajal y/o el
aumento del numero de Cuerpos de Cajal.

9. Composicion que comprende:

# un antagonista calcico de la familia de las fenilalquilaminas de férmula | y sus sales,

Formula |

FN
R, — CH —N N—QH2 — CH—CH — R,

R,
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en la que:

- los grupos R1, Rz y R3 son idénticos o diferentes y se eligen entre los radicales fenilo y fluorofenilo, con la
condicion de que al menos uno de los grupos R1, R2 y Rs sea un radical fluorofenilo;

y

# un antagonista calcico de la familia de los benzofuranos de férmula Ill y sus sales

Formula 1l

Y
A
C—\ D—C‘:H—CHE—N{RBJF{'B
0

en la que:

- el grupo Re representa un radical alquilo inferior de cadena lineal o ramificada que contiene hasta 6 atomos de
carbono,

- el grupo R7 representa un atomo de hidrégeno o un grupo metilo,

- el grupo N(Rs)R’s representa un grupo dimetilamino, dietilamino, dipropilamino, piperidino, pirrolidino o
morfolino, y

- los grupos Y e Y1 son idénticos y representan un atomo de hidrégeno, de yodo o de bromo;

para su utilizacién en el tratamiento de una neuronopatia motora elegida entre amiotrofia espinal infantil, esclerosis
lateral amiotrofica, esclerosis lateral primaria, enfermedad de Kennedy, y enfermedad de Charcot-Marie-Tooth.

10. Composicién para su utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 9, caracterizada por que dicho antagonista
calcico de la familia de las fenilalquilaminas de formula | es el diclorhidrato de flunarizina y por que dicho
antagonista calcico de la familia de los benzofuranos de férmula Il es el clorhidrato de amiodarona.

11. Composicion para su utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 9 o 10, caracterizada por que se administra a
una dosis inferior a 5 mg al dia.
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