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DESCRIPCION
Compuestos para uso en el tratamiento de enfermedades mediadas por acuaporina
Nuevos métodos

La materia objeto de este documento esta relacionado con la Solicitud Provisional 61/644.268 de los Estados
Unidos, presentada el 8 de mayo de 2012, la Solicitud Provisional 61/651.778 de los Estados Unidos, presentada el
25 de mayo de 2012, y la Solicitud Provisional de los Estados Unidos 61/799.606, presentada el 15 de marzo de
2013.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al uso de inhibidores selectivos de la acuaporina, por ejemplo, de la acuaporina-4 o
la acuaporina-2, a saber, los compuestos de fenilbenzamida reivindicados, para la profilaxis, el tratamiento y el
control de afecciones mediadas por la acuaporina en la medida en que las reivindicaciones lo describen. Las
afecciones mediadas por la acuaporina descritas en este documento son, por ejemplo, enfermedades de
desequilibrio hidrico, por ejemplo, el edema (particularmente el edema del cerebro y la médula espinal, por ejemplo,
después de un traumatismo o accidente cerebrovascular isquémico), asi como el edema asociado con glioma,
meningitis, mal agudo de montafia, convulsiones epilépticas, infecciones, trastornos metabdlicos, hipoxia,
intoxicacion por agua, insuficiencia hepatica, encefalopatia hepatica, cetoacidosis diabética, abscesos, eclampsia,
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob y lupus cerebritis, asi como el edema como consecuencia de la microgravedad y/o
la exposicién a la radiacién, asi como el edema como consecuencia de procedimientos invasivos del sistema
nervioso central, por ejemplo neurocirugia, eliminacion de coagulos endovasculares, puncién espinal, reparacion de
aneurismas o estimulacion cerebral profunda, asi como edema de la retina), asi como hiponatremia y retencion
excesiva de liquidos y enfermedades como la epilepsia, isquemia de la retina y otras enfermedades oculares
asociadas a anomalias en la presion intraocular y/o la hidratacion de los tejidos, isquemia miocardica, lesiéon por
isquemia/reperfusion del miocardio, infarto de miocardio, hipoxia miocardica, insuficiencia cardiaca congestiva,
sepsis y neuromielitis 6ptica, asi como migrafias. La invencion también se refiere a nuevos ensayos para identificar
inhibidores de la acuaporina.

Antecedentes de la invencion

Las acuaporinas son proteinas de la membrana celular que actian como canales moleculares de agua para mediar
el flujo de agua dentro y fuera de las células. Si bien hay cierto grado de difusién pasiva u 6smosis de agua a través
de las membranas celulares, el transporte rapido y selectivo del agua dentro y fuera de las células involucra a las
acuaporinas. Estos canales de agua conducen selectivamente las moléculas de agua dentro y fuera de la célula,
mientras que bloquean el paso de los iones y otros solutos, preservando asi el potencial de membrana de la célula.
Las acuaporinas se encuentran en practicamente todas las formas de vida, desde bacterias hasta plantas y
animales. En los seres humanos, se encuentran en las células de todo el cuerpo.

El edema cerebral (EC) es un importante contribuyente al dafio por accidente cerebrovascular, ya que puede resultar
en un aumento de la presion intracerebral (PIC), una disminucion correspondiente en la perfusion cerebral y un dafio
cerebral potencialmente permanente o fatal. EIl edema también contribuye al dafio del SNC en, por ejemplo, lesiones
traumaticas del cerebro y la médula espinal, glioma, meningitis, mal de montafia agudo, convulsiones epilépticas,
infecciones, trastornos metabdlicos, hipoxia, intoxicacion por agua, insuficiencia hepatica, encefalopatia hepatica,
cetoacidosis diabética, abscesos, eclampsia, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob y lupus cerebritis. Los pacientes que
sobreviven al periodo de PIC maxima, generalmente los tres dias posteriores a un accidente cerebrovascular o una
lesion cerebral traumatica, probablemente sobrevivan. Desafortunadamente, solo unas pocas opciones de
tratamiento estan disponibles para el EC, y estas tienen una eficacia limitada.

La hiponatremia, caracterizada por niveles séricos de sodio <135 mM, es la forma mas comln de desequilibrio
electrolitico en los hospitales de todo el pais que informan una incidencia de 15-20%. La retencién de liquidos
asociada es sintomatica de insuficiencia cardiaca (IC), cirrosis hepatica, trastorno nefrético y sindrome de secrecion
inadecuada de hormona antidiurética (SIADH). Se utilizan varios diuréticos para tratar la congestion asociada con la
IC. Al inhibir el cotransportador de Na/K/CI en el asa gruesa de Henle ascendente, los diuréticos de asa causan
natriuresis al disminuir la reabsorcion del Na* y CI- de la orina. Una terapia alternativa para la hiponatremia es el uso
de antagonistas de los receptores de vasopresina, que inhiben la reabsorcion de agua al inhibir el trafico de AQP2
inducido por la vasopresina. Desafortunadamente, tanto los diuréticos de asa como los antagonistas de los
receptores de vasopresina actlan indirectamente hacia un resultado fisiolégico deseado. Un medicamento ideal
bloquearia la reabsorcion de agua directamente, minimizando asi los posibles efectos secundarios causados por los
efectores aguas arriba, pero actualmente no se conocen tales medicamentos.

La epilepsia es un trastorno cerebral caracterizado por convulsiones recurrentes. Las convulsiones se producen
debido a una actividad cerebral perturbada que resulta en algun grado de disfunciéon cerebral temporal. Las
convulsiones pueden causar temblores incontrolables y pérdida de la consciencia, pero, mas comunmente, una
persona que experimenta una convulsion deja de moverse o deja de darse cuenta de lo que esta sucediendo. Los

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 699 646 T3

anticonvulsivos pueden usarse para tratar la epilepsia, sin embargo, los anticonvulsivos no son eficaces en todas las
personas con epilepsia.

La isquemia es una afeccion caracterizada por una interrupcion o suministro inadecuado de sangre a los tejidos. La
isquemia de la retina se produce debido a un suministro deficiente de sangre a la retina. La oclusién vascular, el
glaucoma vy la retinopatia diabética se asocian con isquemia de la retina y pueden producir edema de la retina y
muerte de células ganglionares, lo que conduce al deterioro visual y ceguera. AQP4 se expresa en las células de
Muller en la retina. Debido a un tratamiento relativamente ineficaz, la isquemia de la retina sigue siendo una causa
comun de discapacidad visual y ceguera.

La isquemia miocardica es una afeccién causada por una obstruccién o constriccion de una o mas de las arterias
coronarias, como puede ocurrir con la oclusién o ruptura de la placa aterosclerética. El infarto de miocardio, un
ataque cardiaco, se produce cuando la isquemia miocardica supera un umbral critico y supera los mecanismos de
reparacion celular del miocardio disefiados para mantener la funcién operativa normal y la homeostasis. El infarto de
miocardio sigue siendo una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo. Compuestos
eficaces en el tratamiento de la isquemia miocardica, la lesién por isquemia/reperfusion del miocardio, el infarto de
miocardio y la insuficiencia cardiaca congestiva serian productos farmacéuticos utiles.

Los compuestos de fenilbenzamida son conocidos como productos farmacéuticos. Las fenilbenzamidas incluyen
compuestos como la niclosamida (5-cloro-N-(2-cloro-4-nitrofenil)-2-hidroxibenzamida), un agente antihelmintico
usado para tratar las tenias, pero no se sabe que tengan ningun efecto sobre las acuaporinas. El documento de
patente de Estados Unidos US 2010/0274051 A1 describe ciertas fenilbenzamidas como utiles para inhibir NF-kB a
través de la inhibicion selectiva de IKK-, mientras que el documento de patente de Estados Unidos US 7.626.042
describe derivados de O-acilo de tales compuestos, mientras que el documento de patente de Estados Unidos
7.700.655 describe ciertas fenilbenzamidas como utiles para tratar enfermedades alérgicas. Estas solicitudes de
patente, sin embargo, no revelan nada sobre el edema cerebral o desequilibrio del agua (acuaresis) o acuaporinas.

En un articulo de 2004, un grupo supuestamente investigo la eficacia de la N-(3,5-bis-trifluorometil-fenil)-5-cloro-2-
hidroxi-benzamida en el bloqueo de la fosforilacion de IkB en el modelo de lesion de isquemia/reperfusion del
miocardio en la rata. Onai, Y. et al., “Inhibition of IkB phosphorylation in Cardiomyocytes Attenuates Myocardial
Ischemia/Reperfusion Injury,” Cardiovascular Research, 2004, 63, 51-59. El grupo informé de alguna actividad. Sin
embargo, posteriormente, el efecto de la actividad no se pudo confirmar y, por consiguiente, no se persiguio la N-
(3,5-bis-trifluorometil-fenil)-5-cloro-2-hidroxi-benzamida para esta indicacion en seres humanos.

Antes de esta invencion no se han conocido inhibidores especificos y validados de las acuaporinas, por ejemplo,
AQP4 o AQP2. Ciertos farmacos antiepilépticos o farmacos de sulfonamida (por ejemplo, acetilsulfanilamida,
acetazolamida, 6-etoxi-benzotiazol-2-sulfonamida, topiramato, zonisamida, fenitoina, lamotrigina y sumatriptan) se
informaron en un punto como posibles inhibidores de AQP4, pero esto, mas adelante, se probd que era incorrecto.
Yang, et al., Bioorganic & Medicinal Chemistry (2008) 16: 7489-7493. No se han reportado inhibidores directos de
AQP2. La busqueda de inhibidores de la acuaporina terapéuticamente Utiles se ha visto obstaculizada por la falta de
ensayos de seleccion eficaces de alto rendimiento, asi como por la falta de inhibidores muy selectivos para
desarrollar y validar los ensayos y para servir como controles positivos o competidores de la union.

Existe una gran necesidad de enfoques mejorados para tratar y controlar enfermedades de desequilibrio hidrico,
tales como el edema, por ejemplo el edema cerebral y retencion de agua e hiponatremia, asi como enfermedades
como la epilepsia, isquemia de la retina, isquemia miocardica, lesidon de isquemia/reperfusion del miocardio, infarto
de miocardio, hipoxia miocardica, insuficiencia cardiaca congestiva, sepsis y neuromielitis 6ptica, asi como
migrafas.

Breve compendio de la invencion

La invencion proporciona el uso de inhibidores selectivos de la acuaporina, es decir, de la acuaporina-4 o la
acuaporina-2 como se define en las reivindicaciones para la profilaxis, el tratamiento y el control de las afecciones
mediadas por acuaporina reivindicadas, es decir, enfermedades especificas de desequilibrio del agua, por ejemplo,
el edema. (en particular, el edema del cerebro y la médula espinal, por ejemplo, después de un traumatismo o un
accidente cerebrovascular isquémico, asi como el edema asociado con glioma, meningitis, mal agudo de montania,
convulsiones epilépticas, infecciones, trastornos metabdlicos, intoxicacion por agua, insuficiencia hepatica,
encefalopatia hepatica, cetoacidosis diabética, abscesos, eclampsia, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob y lupus
cerebritis, asi como el edema como consecuencia de la microgravedad y/o la exposicion a la radiacién, asi como el
edema como consecuencia de procedimientos invasivos del sistema nervioso central, por ejemplo, neurocirugia,
eliminacion de coagulos endovasculares, puncién espinal, reparacion de aneurismas o estimulacion cerebral
profunda, asi como edema de la retina, asi como la inflamaciéon del cerebro como consecuencia de un paro
cardiaco, por ejemplo, relacionado con el desarrollo de la acidosis metabdlica (por ejemplo, acidosis lactica) debida
a la hipoxia antes del periodo de reanimacion), asi como a la hiponatremia y la retenciéon excesiva de liquidos, asi
como a enfermedades como la epilepsia, isquemia de la retina, isquemia del miocardio, lesidon por
isquemia/reperfusion del miocardio, infarto de miocardio, hipoxia miocardica, insuficiencia cardiaca congestiva y
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neuromielitis dptica, asi como migranas. Las enfermedades mencionadas a continuaciéon que no estan cubiertas por
el alcance de las reivindicaciones no forman parte de la invencion.

La invencién proporciona ademas el uso de ciertas fenilbenzamidas para inhibir las acuaporinas, particularmente
AQP4 y AQP2.

La invencién proporciona, inter alia, métodos para tratar o controlar una enfermedad o afeccién mediada por una
acuaporina, por ejemplo, enfermedades o afecciones de desequilibrio del agua y otras enfermedades, por ejemplo,

edema del cerebro o la médula espinal, por ejemplo, edema cerebral, por ejemplo, edema cerebral como
consecuencia de traumatismo craneoencefalico, accidente cerebrovascular isquémico, glioma, meningitis, mal agudo
de montafa, convulsiones epilépticas, infecciones, trastornos metabdlicos, hipoxia (incluyendo la hipoxia sistémica
general y la hipoxia debida a paro cardiaco), intoxicacidon por agua, insuficiencia hepatica, encefalopatia hepatica,
cetoacidosis diabética, abscesos, eclampsia, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, lupus cerebritis o procedimientos
invasivos del sistema nervioso central, por ejemplo, neurocirugia, eliminacion de coagulos endovasculares, puncion
espinal, reparacion de aneurismas, o estimulacion cerebral profunda o, por ejemplo, edema de la médula espinal
como consecuencia de un trauma de la médula espinal, por ejemplo, compresién de la médula espinal; o edema del
nervio cerebral y/o 6ptico como consecuencia de la microgravedad y/o la exposicion a la radiacion; o

edema de la retina; o

hiponatremia o retencion excesiva de liquidos, p. ej., como consecuencia de insuficiencia cardiaca (IC),
cirrosis hepatica, trastorno nefrético o sindrome de secrecion inadecuada de hormona antidiurética (SIADH); o

epilepsia, isquemia de la retina, isquemia miocardica, lesion por isquemia/reperfusiéon del miocardio, infarto
del miocardio, hipoxia miocardica, insuficiencia cardiaca congestiva o neuromielitis éptica; o

migrafas,

que comprende administrar a un paciente que lo necesite una cantidad eficaz de un inhibidor de la acuaporina, es
decir, un inhibidor de AQP2 o AQP4, que es un compuesto de fenilbenzamida de férmula 1a:

Rs

I=Z

R,

en donde R4, Ry, Rs, Rs y Rs se seleccionan de H, halo, alquilo C4.4 halogenado (por ejemplo, trifluorometilo) y ciano;
y Rs se selecciona de H, un residuo de un aminoacido, formilo, glioxiloilo, tioformilo, carbamoilo, tiocarbamoilo,
sulfamoilo, sulfinamoilo, carboxi, sulfo, fosfono,
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5 en donde R?' y R?" pueden ser iguales o diferentes y representan un grupo hidrocarbonado o un grupo heterociclico,
o R?' y R®' se combinan entre si, junto con el atomo de nitrogeno al que se unen, forman un grupo amino ciclico; en
forma libre o de sal farmacéuticamente aceptable.

La invencion proporciona ademas ensayos de alto rendimiento para la identificacion de acuaporinas especificas, que
comprende medir la respuesta de una poblacién celular que expresa acuaporina frente a una poblacion celular de
10 control a una solucién hiperténica o hipoténica en presencia o ausencia de un compuesto de ensayo.

La invencion proporciona ademas un compuesto de formula.

F
F F
0
NaO<_ #
P ~
0 0
NaO
F
N
H F
F
Ci

En la medida en que estén cubiertas por las reivindicaciones, otras areas de aplicabilidad de la presente invencion
se haran evidentes a partir de la descripciéon detallada que se proporciona a continuaciéon. Debe entenderse que la

15 descripcion detallada y los ejemplos especificos, aunque indican la forma de realizacion preferida de la invencion,
tienen el propdsito de ilustrar solamente y no pretenden limitar el alcance de la invencién.

Breve descripcion de los dibujos

La presente invencion se comprendera mas completamente a partir de la descripcion detallada y los dibujos
adjuntos, en los que:

20 La Figura 1 muestra los resultados del ensayo de cambio de volumen celular mediado por aquaporina-4 (Figura 1A)
y aquaporina-2 (Figura 1B), y el efecto inhibitorio del compuesto 3 (compuesto de férmula 1a donde R4, Rz y Rs son
cada uno cloro, y Rz, Rs y Rs son H) frente a estas acuaporinas.

La Figura 2 muestra la especificidad del compuesto 3 hacia AQP-1, AQP-2, AQP-4-M1, AQP-4-M23 y AQP-5.

La Figura 3 representa un ensayo de estilo Hummel-Dryer para el compuesto 4 marcado con [3H] (compuesto de
25 férmula 1a en donde R+, R3 y Rs son cada uno trifluorometilo, y Rz, Rs y Rs son H) unidos a AQP4b purificada.

La Figura 4 muestra las curvas de supervivencia en porcentaje para el modelo de toxicidad por agua en el raton
utilizando 0,76 mg/kg del compuesto 1 (compuesto de formula 1a donde R; es cloro, R3 y Rs son cada uno
trifluorometilo, y Rz, Rs y Rs son H).
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La Figura 5 representa la inhibicion de la formacion de edema cerebral en un modelo de toxicidad por agua en el
raton determinada por el contenido de agua en el cerebro utilizando el compuesto 1.

La Figura 6 representa la inhibicion de la formacion de edema cerebral por el compuesto 1 en el modelo de toxicidad
por agua en el ratén por analisis del volumen cerebral por IRM, con n = 14 ratones/tratamiento. Se muestra
formacion del edema en un curso de tiempo en el que no se compara ningun farmaco con el compuesto 1 a 0,76
mg/kg. El primer punto de tiempo en 5,67 minutos coincide con el corte de exploracion en la mitad del cerebro
durante la primera exploracion posterior a la inyeccion. Otros puntos de tiempo se colocan de manera similar. Los
datos se ajustan a una sola ecuacion exponencial:

VIVo = Vi+ dVmax(1-€9); donde V/Vo = volumen cerebral relativo, Vi = volumen cerebral relativo inicial, dVmax
= cambio maximo en el volumen cerebral relativo, k = constante de velocidad de primer orden (min'), y t =
tiempo en minutos.

La Figura 7 muestra el ensayo de punto final de fluorescencia de calceina utilizado para el cribado de alto
rendimiento.

La Figura 8 muestra la validacion de aciertos usando el ensayo de acuaporina de explosion de la célula, el recuadro
muestra la estructura del compuesto 3.

La Figura 9 muestra la reduccion de la presion intracraneal (ICP) en el modelo de toxicidad por agua en el ratén con
el compuesto 1 a 0,76 mg/kg.

La Figura 10 muestra los niveles plasmaticos y séricos del compuesto 1 convertido a partir del Compuesto 5
(compuesto de formula 1a donde R+ es cloro, Rs y Rs son cada uno trifluorometilo, Rz y Rs son H, y Rs es P(=0)(0)2
en forma de sal disddica).

La Figura 11 muestra el modelo de accidente cerebrovascular isquémico de oclusion de la arteria cerebral media
(MCAO0), en el raton.

La Figura 12 muestra el cambio relativo en el volumen cerebral hemisférico en el modelo de oclusién de la arteria
cerebral media (MCAO0) en el ratén.

La Figura 13 muestra el resultado neuroldgico después de MCAo en ratones tratados con solucién salina (sin
farmaco, ¢) o Compuesto 5 (o).

Descripcion detallada de la invenciéon

La siguiente descripcion de las formas de realizacion preferidas es de naturaleza meramente ejemplar y de ninguna
manera pretende limitar la invencion, su aplicacién o usos.

La expresion de aquaporin-4 (AQP4) estd regulada al alza en modelos animales de trauma, accidente
cerebrovascular e intoxicacion por agua, asi como alrededor de los tumores cerebrales malignos humanos. Se ha
demostrado que la aquaporina-4 (AQP4) desempeifia un papel fundamental en el desarrollo del edema cerebral y de
la médula espinal. AQP4 proporciona la ruta principal para el movimiento del agua a través de BHE (barrera
hematoencefalica) y glia limitans. Los ratones knockout para AQP4, sin el gen APQ4, tienen mejor supervivencia, en
comparaciéon con los ratones de tipo silvestre, en modelos de accidente cerebrovascular isquémico, toxicidad por
agua, meningitis bacteriana y compresion de la médula espinal.

El edema cerebral (EC) generalmente se divide en 2 categorias principales: vasogénico y citotoxico. El edema
cerebral vasogénico puede ocurrir cuando una brecha en la barrera hematoencefalica (BHE) permite que el agua y
los solutos se difundan en el cerebro. Se ha informado que los ratones con AQP4 nulo tienen el edema cerebral
aumentado en un modelo de hemorragia subaracnoidea, lo que sugiere que la AQP4 puede ser necesaria para la
depuracion del agua recolectada en el espacio intercelular. Por el contrario, el edema cerebral citotdxico puede
iniciarse por una isquemia que produce una reduccidon de la osmolalidad plasmatica en lugar de una BHE
interrumpida. La isquemia puede disminuir los niveles de ATP, lo que se cree que ralentiza la bomba de ATPasa Na-
K, lo que da lugar a una captacion de Na* y CI, a través de las vias de fuga. El efecto neto puede ser un
desequilibrio osmético celular, conduciendo el H,O dentro de las células - astrocitos mas que en las neuronas - y
conduciendo a un aumento de la PIC. Los modelos de ratén para el accidente cerebrovascular isquémico, la
toxicidad por agua, la meningitis bacteriana y la compresién de la médula espinal entran en esta categoria. En estos
modelos, los ratones con AQP4 nulo tienen reducido el EC, apuntando a la AQP4 como la via central para el
movimiento del agua en el cerebro durante la formacion del EC citotoxico. Sin embargo, el edema citotoxico y
vasogénico no son categorias claramente divididas; una lesion que inicialmente causa un edema citotoxico puede
ser seguida mas adelante, por ejemplo, en las proximas horas o dias, por un edema vasogénico. Esto puede sugerir
diferentes tratamientos para el edema cerebral en diferentes momentos.

Se ha informado de que la propension a las convulsiones epilépticas esta relacionada con el volumen relativo del
espacio celular y extracelular (ECS). La hiperexcitabilidad y el aumento de la actividad epileptiforme se deben a la
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exposicion hipoténica que disminuye el volumen del ECS, mientras que la actividad epileptiforme atenuada se debe
al medio hiperosmolar. Se ha informado de que la furosemida, que bloquea la inflamacién celular inducida por
convulsiones, inhibe la actividad epileptiforme in vitro e in vivo. Se informé que los ratones knockout para AQP4
tenian una menor susceptibilidad a las convulsiones por el convulsivo pentilenotetrazol y un mayor umbral de
convulsiones electrograficas cuando las convulsiones se inducian por estimulacion eléctrica en el hipocampo.
También se informé de que los ratones knockout para AQP4 tenian convulsiones evocadas por estimulacion del
hipocampo mas prolongadas en comparacion con los ratones de tipo silvestre.

AQP4 se expresa en las células de Miler en la retina. Los estudios han implicado a las células de Mdller en la
patogénesis de la lesion de la retina después de la isquemia. Se ha informado de que la eliminacion de AQP4 en
ratones confirid una preservacion significativa de la funcién y arquitectura de la retina después de la isquemia de la
retina.

Se ha informado de que AQP4 se encuentra en el corazén de los mamiferos. Se ha informado de que la expresion
de AQP4 en el corazéon humano esta presente tanto a nivel de ARNm como de proteina. El agua se acumula en el
miocardio como resultado de la isquemia, cuando el tejido isquémico se vuelve hiperosmolar y atrae el agua desde
el lumen capilar. El agua se transporta a las células del miocardio, por ejemplo, a los cardiomiocitos. La reperfusion
suministra sangre normoosmolar a las células hiperosmolares, lo que conduce a una mayor inflamacion celular, que
puede incluso involucrar células fuera del area de riesgo. Esta acumulacion de agua conduce a una pronunciada
depresion de la funcién cardiaca y agrava los efectos de la escasez en el suministro de oxigeno y nutrientes. La
lesiéon por isquemia/reperfusion del miocardio se refiere al dafio causado por isquemia seguido de reperfusion en el
corazén. Se ha informado de que los ratones knockout para AQP4 tienen un tamafio de infarto reducido tanto
después de la isquemia-reperfusion ex vivo como después de la isquemia in vivo sin reperfusion. Se concluyoé que el
genotipo knockout AQP4 confirié mayor tolerancia a la lesién isquémica.

La neuromielitis optica (NMO) es una enfermedad desmielinizante neuroinflamatoria que afecta principalmente al
nervio optico y la médula espinal. Una caracteristica de la NMO es la presencia de anticuerpos séricos dirigidos
contra epitopos extracelulares en AQP4. Se ha informado de que la mayoria, si no todos, los pacientes con NMO
son seropositivos para autoanticuerpos AQP4 (NMO-IgG). Se cree que la union de NMO-IgG a AQP4 en los
astrocitos inicia una cascada inflamatoria y la neuroinflamacion y la pérdida de mielina consiguiente producen
déficits neurologicos. El bloqueo de la union de esos anticuerpos a AQP4 podria prevenir el inicio de la cascada
inflamatoria.

En una forma de realizacion, la invencién proporciona compuestos como se describen a continuacién para su uso en
el tratamiento del edema mediado por acuaporina, por ejemplo, AQP4, en donde el edema es consecuencia de la
hipoxia, por ejemplo, hipoxia general sistémica, por ejemplo, hipoxia causada por una interrupcion de la perfusion
sanguinea, por ejemplo en donde el edema es un edema cerebral como consecuencia de la hipoxia causada por un
paro cardiaco, un accidente cerebrovascular u otra interrupcion de la perfusion sanguinea en el cerebro, o en donde
el edema es un edema cardiaco como consecuencia de una isquemia cardiaca u otra interrupcion del flujo
sanguineo hacia el corazoén. La hipoxia puede conducir al desarrollo de acidosis metabdlica (por ejemplo, acidosis
lactica), que a su vez produce edema, y el propio edema puede reducir la perfusidon sanguinea, lo que lleva a la
muerte celular y resultados mas deficientes, especialmente en tejidos donde la inflamacion esta fisicamente
restringida, por ejemplo dentro del craneo o dentro del pericardio. Se cree que esta hipoxia es la razén por la cual,
por ejemplo, los pacientes que han sido rescatados de un paro cardiaco pueden exhibir posteriormente una
inflamacioén cerebral, asi como dafios en el tejido cardiaco. El bloqueo de los canales de acuaporina, por ejemplo,
AQP4, por ejemplo, mediante la administracion de un compuesto inhibidor de la acuaporina como se describe en
este documento, inhibe o controla este edema, limitando asi el dafio adicional al tejido afectado.

Aquaporin-2 (AQP2) es la ruta principal de movimiento de agua en el conducto colector en el rifion. Bloquear este
canal de agua disminuiria la reabsorcién de agua sin incurrir en desequilibrios de electrolitos o interferir con la
sefalizacion mediada por el receptor de vasopresina. La evidencia de que un bloqueador de AQP2 no produciria
desequilibrios electroliticos y, en cambio, seria un tratamiento eficaz para la hiponatremia, proviene de pacientes con
diabetes insipida que carecen de AQP2 funcional. Muestran acuaresis cronica pero, si se mantiene la hidratacion
normal, no demuestran ninguna otra consecuencia de su pérdida a largo plazo de la funcion de AQP2.

La invencion proporciona asi el uso de inhibidores de la acuaporina para controlar enfermedades o afecciones
especificas del desequilibrio del agua, incluido el edema, en particular el edema del cerebro y la médula espinal, por
ejemplo, después de un traumatismo o accidente cerebrovascular isquémico, asi como el edema asociado con
glioma, meningitis, mal de montafia agudo, convulsiones epilépticas, infecciones, trastornos metabdlicos, hipoxia,
intoxicacion por agua, insuficiencia hepatica, encefalopatia hepatica, hipoxia y cetoacidosis diabética mediante la
inhibicién de la captacion de agua a través de la BHE, y también son utiles para tratar y controlar la hiponatremia y la
retencion excesiva de liquidos, mediante la inhibicion de la captacion de agua en los rifiones. Esta invencion también
proporciona el uso de inhibidores de la acuaporina para controlar enfermedades o afecciones que incluyen la
epilepsia, isquemia de la retina, isquemia miocardica, lesién de isquemia/reperfusién del miocardio, infarto del
miocardio, hipoxia miocardica, insuficiencia cardiaca congestiva, neuromielitis optica y migrafas.
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En una forma de realizacion, la invencion proporciona un compuesto para uso en un método (Método 1) para tratar o
controlar una enfermedad o afeccién mediada por una acuaporina que comprende administrar a un paciente que lo
necesite una cantidad eficaz de un compuesto de fenilbenzamida, en donde el compuesto se selecciona de las
formas libres o de sales farmacéuticamente aceptables de:

N-[3,5-bis(trifluorometil)fenil]-5-fluoro-2-hidroxibenzamida,
N-[3,5-bis(trifluorometil)fenil]-5-ciano-2-hidroxibenzamida,
N-[3,5-bis(trifluorometil)fenil]-2-hidroxi-5-(trifluorometil)benzamida,
N-[3,5-bis(trifluorometil)fenil]-2-hidroxi-5-(1,1,2,2,2-pentafluoroetil)benzamida,
N-[3,5-bis(trifluorometil)fenil]-5-(2,2-dicianoeteno-1-il)-2-hidroxibenzamida,
N-[3,5-bis(trifluorometil)fenil]-5-etinil-2-hidroxibenzamida,
N-[3,5-bis(trifluorometil)fenil]-2-hidroxi-5-(feniletinil)benzamida,
N-[3,5-bis(trifluorometil)fenil]-2-hidroxi-5-[(trimetilsilil)etinil]benzamida,
N-[3,5-bis(trifluorometil)fenil]-4-hidroxibifenil-3-carboxamida,
N-[3,5-bis(trifluorometil)fenil]-2-hidroxi-5-(3-tienil)benzamida,
N-[3,5-bis(trifluorometil)fenil]-2-hidroxi-5-(1-pirrolil)benzamida,
N-[3,5-bis(trifluorometil)fenil]-2-hidroxi-5-(2-metiltiazol-4-il)benzamida,
N-[3,5-bis(trifluorometil )fenil]-2-hidroxi-5-(2-piridil)benzamida,
N-[3,5-bis(trifluorometil)fenil]-5-dimetilsulfamoil-2-hidroxibenzamida,
N-[3,5-bis(trifluorometil)fenil]-2-hidroxi-5-(pirrol-1-sulfonil)benzamida,
N-[2,5-bis(trifluorometil)fenil]-5-cloro-2-hidroxibenzamida,
N-(2,5-bis(trifluorometil)fenil-5-bromo-2-hidroxibenzamida,
2-acetoxi-N-[2,5-bis(trifluorometil)fenil]-5-clorobenzamida,
2-acetoxi-N-[3,5-bis(trifluorometil)fenil]-5-clorobenzamida,
5-cloro-N-[2-fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-2-hidroxibenzamida,
5-cloro-N-[2-fluoro-5-(trifluorometil)fenil]-2-hidroxibenzamida,
5-cloro-N-[2-cloro-5-(trifluorometil )fenil]-2-hidroxibenzamida,
5-bromo-N-[2-cloro-5-(trifluorometil )fenil]-2-hidroxibenzamida,
2-acetoxi-5-cloro-N-[2-cloro-5-(trifluorometil)fenillbenzamida,
5-cloro-N-[3-fluoro-5-(trifluorometil)fenil]-2-hidroxibenzamida,
5-bromo-N-[3-bromo-5-(trifluorometil)fenil]-2-hidroxibenzamida,
5-cloro-N-[3-fluoro-5-(trifluorometil)fenil]-2-hidroxibenzamida,
5-cloro-N-[4-fluoro-3-(trifluorometil)fenil]-2-hidroxibenzamida,
5-bromo-N-[4-cloro-3-(trifluorometil )fenil]-2-hidroxibenzamida,
5-cloro-2-hidroxi-N-[2-nitro-5-(trifluorometil)fenillbenzamida,
5-bromo-N-[4-ciano-3-(trifluorometil )fenil]-2-hidroxibenzamida,
5-cloro-2-hidroxi-N-[2-metil-3-(trifluorometilffenillbenzamida,

5-cloro-2-hidroxi-N-[2-metil-5-(trifluorometilffenillbenzamida,
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2-hidroxi-5-metil-N-[2-metil-5-(trifluorometil)fenillbenzamida,
5-cloro-2-hidroxi-N-[4-metil-3-(trifluorometilffenillbenzamida,
2-hidroxi-5-metil-N-[4-metil-3-(trifluorometil )fenillbenzamida,
5-bromo-2-hidroxi-N-[2-metoxi-5-(trifluorometil)fenillbenzamida,
5-cloro-2-hidroxi-N-[2-metoxi-5-trifluorometil )fenillbenzamida,
5-bromo-2-hidroxi-N-[3-metoxi-5-(trifluorometil)fenillbenzamida,
5-cloro-2-hidroxi-N-[4-metoxi-3-(trifluorometil )fenillbenzamida,
5-cloro-2-hidroxi-N-[2-metilsulfanil-5-(trifluorometil )fenil]benzamida,
5-cloro-2-hidroxi-N-[2-(1-pirrolidino)-5-(trifluorometil)fenillbenzamida,
5-cloro-2-hidroxi-N-[2"-morfolino-5-(trifluorometil)fenillbenzamida,
5-bromo-N-[5-bromo-4-(trifluorometil)tiazol-2-il]-2-hidroxibenzamida,
5-cloro-N-{5-ciano-4-[(1,1-dimetil)etil]tiazol-2-il}-2-hidroxibenzamida,
5-bromo-N-{5-ciano-4-[(1,1-dimetil )etilltiazol-2-il}-2-hidroxibenzamida,
Ester etilico del acido 2-(5-bromo-2-hidroxibenzoil)amino-4(trifluorometil tiazol-5-carboxilico; o
un compuesto de férmula 1a:

Rs

R,

Iz
3
@

Ry

en donde R4, Rz, R3 ,R4 y Rs se seleccionan de H, halo, alquiloC+.4 halogenado (por ejemplo, trifluorometilo) y ciano;
y Rs se selecciona de H y acilo fisioldgicamente hidrolizable y aceptable como se define a continuacion, o, por
ejemplo, en donde Rg es aciloC+.4 (por ejemplo acetilo); o el residuo de un aminoacido; o un grupo carbonilo de anillo
heterociclico no aromatico de 5 a 6 miembros, por ejemplo un grupo carbonilo de anillo heterociclico no aromatico de
5 a 6 miembros que comprende al menos un atomo de nitrdgeno como atomo constitutivo del anillo (atomos que
forman el anillo) de dicho anillo heterociclico y se une al grupo carbonilo en el atomo de nitrdgeno, por ejemplo,
donde dicho anillo heterociclico no aromatico de 5 a 6 miembros se selecciona del grupo 1-pirrolidinilo, el grupo
piperidino, el grupo morfolino y el grupo 1-piperazinilo, y dicho anillo heterociclico puede estar sustituido con uno o
mas sustituyentes, por ejemplo, seleccionados independientemente de un grupo alquilo, un grupo alquil-oxi-carbonilo
y un grupo carboxi; por ejemplo, (morfolin-4-il)carbonilo; o un grupo carbamoilo N,N-di-sustituido, en donde dos
sustituyentes de dicho grupo carbamoilo pueden combinarse entre si, junto con el atomo de nitrégeno al que se
unen, para formar un grupo heterociclico que contiene nitrégeno que puede estar sustituido; o un grupo fosfono, que
puede estar sustituido, por ejemplo, dibencil fosfono, o no sustituido;

en forma libre, o de sal farmacéuticamente aceptable.

1.1 Método 1 en donde el compuesto es un compuesto de férmula 1a en donde Ri se selecciona de
trifluorometilo, cloro, fluoro y bromo; R3 y Rs son iguales o diferentes y se seleccionan de trifluorometilo, cloro, fluoro
y bromo; y R> y R4 son ambos H.

1.2 Método 1.1 en donde el compuesto es un compuesto de formula 1a en donde R+ se selecciona de cloro y
bromo; R3 y Rs son ambos trifluorometilo; y Rz, R4 y Re son todos H, por ejemplo, en donde el compuesto de formula
1a se selecciona de:
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F F
FF FF
OH O
F
N :
r_'
Cl
Compuesto 1 Y Compuesto 2
1.5 Método 1. o0 1.1 en donde el compuesto es un compuesto de formula 1a en donde R+ se selecciona de cloro

y bromo; R3 y Rs son ambos trifluorometilo; y R y Ra son H y R es acetilo, por ejemplo, en donde el compuesto de
férmula 1a se selecciona de:

FOF FF
CHgy
& 0)\0 0
F
SOKe g i
F H F
y Br
1.6 Método 1.2 en donde el compuesto de férmula 1a es el compuesto 1

FFF
OH O
A :
F
Cl _

1.7 Método 1.1 en donde el compuesto es un compuesto de formula 1a en donde R4, R3 y Rs son cada uno
cloro, y Rz, Ra y R son cada uno H (compuesto 3).

1.8 Método 1.1 en donde el compuesto es un compuesto de formula 1a en donde R4, R3 y Rs son cada uno
trifluorometilo, y Rz, R4 y Rs son cada uno H (compuesto 4).

1.9. Método 1. o 1.1 en donde el compuesto es un compuesto de férmula 1a, y Re es aciloCy4 (por ejemplo
acetilo).

1.10. Método 1. o 1.1 en donde el compuesto es un compuesto de férmula 1a, y Rs es el residuo de un
aminoacido.

1.11. Método 1. 0 1.1 en donde el compuesto es un compuesto de formula 1a, y R es un grupo carbonilo de un
anillo heterociclico no aromatico de 5 a 6 miembros, por ejemplo un grupo carbonilo de un anillo heterociclo de 5 a 6
miembros del grupo de anillo carbonilo heterociclico no aromatico que comprende al menos un atomo de nitrégeno
como atomo constitutivo del anillo (atomos que forman el anillo) de dicho anillo heterociclico y se une al grupo
carbonilo en el atomo de nitrégeno, por ejemplo, en donde dicho anillo heterociclico no aromatico de 5 a 6 miembros
se selecciona del grupo 1-pirrolidinilo, grupo piperidino, grupo morfolino y grupo 1-piperazinilo, y dicho anillo
heterociclico puede estar sustituido con uno o mas sustituyentes, por ejemplo, seleccionados independientemente
de un grupo alquilo, un grupo alquil-oxi-carbonilo y un grupo carboxi ; por ejemplo, en donde Rs es (morfolin-4-
il)carbonilo.

1.12.  Método 1. 0 1.1 en donde el compuesto es un compuesto de formula 1a, y Rs es un grupo carbamoilo N,N-
disustituido, en donde dos sustituyentes de dicho grupo carbamoilo puede combinarse entre si, junto con el atomo
de nitrogeno al cual se unen para formar un grupo heterociclico que contiene nitrégeno que puede estar sustituido.

1.13.  Método 1. o 1.1 en donde el compuesto es un compuesto de formula 1a, y Re es un grupo (morfolin-4-
il)carbonilo.
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1.14. Método 1. o 1.1 en donde el compuesto es un compuesto de féormula 1a, y Re es un grupo fosfono, que
puede estar sustituido, por ejemplo dibencilfosfono, o no sustituido.

1.15.  Método 1.14 en donde el compuesto de formula 1a se selecciona de:

F
F F
HO //
F
F
F
F F
F F F F
NaD.\ ;j! NaO\ 4r
F
F
@J\ l @)\ I

1.16.  Método 1.15 en donde el compuesto de féormula 1a es el compuesto 5

F
F F
NaO\ ,{f
F
F
F

1.17.  Método 1 en donde el compuesto de fenilbenzamida es el compuesto que se muestra a continuacion

CN
4 I /Q/
N
H
[;)\ Cl
Cl

1.18.  Cualquiera de los métodos 1, y siguientes en donde la acuaporina es AQP4.

1.19.  Cualquiera de los métodos 1, y siguientes en donde la afeccion a ser tratada o controlada se selecciona de
un edema, por ejemplo, edema del cerebro o la médula espinal, por ejemplo, edema cerebral, por ejemplo, edema
cerebral como consecuencia de traumatismo craneoencefalico, accidente cerebrovascular isquémico, glioma,
meningitis, mal agudo de montafia, convulsiones epilépticas, infecciones, trastornos metabdlicos, intoxicacion por
agua, insuficiencia hepatica, encefalopatia hepatica o cetoacidosis diabética o, por ejemplo, edema de la médula
espinal, por ejemplo, edema de la médula espinal como consecuencia de un traumatismo de la médula espinal, por
ejemplo, compresién de la médula espinal.

1.20. El método 1.19 comprende ademas un tratamiento seleccionado de uno o mas de los siguientes:
posicionamiento 6ptimo de la cabeza y el cuello para facilitar el flujo venoso, por ejemplo, elevaciéon de la cabeza
30°; evitar la deshidratacion; hipotension sistémica; mantenimiento de normotermia o hipotermia; medidas agresivas;
osmoterapia, por ejemplo, usando manitol o solucidn salina hipertonica; hiperventilacion; terapia presora terapéutica
para potenciar la perfusion cerebral; administracion de barbitiricos para reducir el metabolismo cerebral (CMO>);
hemicraniectomia; administracion de aspirina; administracion de amantadina; trombolisis intravenosa (por ejemplo,
usando rtPA); eliminacién mecanica de coagulos; angioplastia; y/o stents.

1.21.  Cualquiera de los métodos 1, y siguientes en donde el paciente tiene un riesgo elevado de edema cerebral,
por ejemplo, debido a traumatismo craneal, accidente cerebrovascular isquémico, glioma, meningitis, mal de
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montafia agudo, convulsiones epilépticas, infeccion, trastorno metabdlico, intoxicacion por agua, insuficiencia
hepatica, encefalopatia hepatica o cetoacidosis diabética.

1.22. Método 1.19 en donde el paciente ha sufrido un accidente cerebrovascular, lesién en la cabeza o lesion en
la columna vertebral.

1.23. Método 1.22 en donde el paciente ha sufrido un accidente cerebrovascular, lesion en la cabeza o lesion en
la columna vertebral dentro de las 12 horas, por ejemplo, dentro de las 6 horas, preferiblemente dentro de las 3
horas de comenzar el tratamiento.

1.24. Método 1.19 en donde el paciente tiene un riesgo elevado de sufrir un accidente cerebrovascular, lesion en
la cabeza o lesién en la columna vertebral, por ejemplo, en combate o en una competicion atlética.

1.25.  Cualquiera de los métodos 1, y siguientes en donde el paciente ya tiene edema cerebral.

1.26.  Cualquiera de los métodos 1, y siguientes en donde la afeccién a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de un accidente cerebrovascular o una lesion cerebral traumatica.

1.27.  Cualquiera de los métodos 1, y siguientes en donde la afeccion a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de un accidente cerebrovascular en la arteria cerebral media.

1.28.  Cualquiera de los métodos 1, y siguientes en donde la afeccion a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de un traumatismo craneal cerrado.

1.29.  Cualquiera de los métodos 1-1.21, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de convulsiones epilépticas.

1.30. Cualquiera de los métodos 1-1.21, en donde la afeccién a tratar o controlar es un edema cerebral como
consecuencia de una infeccion.

1.31. Cualquiera de los métodos 1-1.21, en donde la afeccién a tratar o controlar es un edema cerebral como
consecuencia de un trastorno metabdlico.

1.32.  Cualquiera de los métodos 1-1.21, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de un glioma.

1.33.  Cualquiera de los métodos 1-1.21, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de la meningitis, el mal agudo de montafia o la intoxicacion por agua.

1.34. Cualquiera de los métodos 1-1.21, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de una insuficiencia hepatica, encefalopatia hepatica o cetoacidosis diabética.

1.35.  Cualquiera de los métodos 1-1.20, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de un absceso.

1.36.  Cualquiera de los métodos 1-1.20, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de la eclampsia.

1.37.  Cualquiera de los métodos 1-1.20 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob.

1.38.  Cualquiera de los métodos 1-1.20, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia del lupus cerebritis.

1.39. Cualquiera de los métodos 1-1.20 en donde la afecciéon que se va a tratar o controlar es un edema como
consecuencia de la hipoxia, por ejemplo, hipoxia sistémica general, por ejemplo, la hipoxia causada por una
interrupcion de la perfusion de sangre, por ejemplo, en donde el edema es un edema cerebral como consecuencia
de la hipoxia causada por un paro cardiaco, accidente cerebrovascular u otra interrupcion de la perfusion sanguinea
en el cerebro, o en donde el edema es un edema cardiaco como consecuencia de una isquemia cardiaca u otra
interrupcion del flujo sanguineo al corazon.

1.40. Cualquiera de los métodos 1-1.20, en donde la afeccion a tratar o controlar es un edema cerebral y/o del
nervio 6ptico como consecuencia de la microgravedad y/o la exposicién a la radiacion, por ejemplo, la exposicion en
vuelos espaciales o trabajo con materiales radiactivos o trabajo en areas radioactivas.

1.41.  Cualquiera de los métodos 1-1.20 en donde la afeccién a tratar o controlar es un edema cerebral como
consecuencia de procedimientos invasivos del sistema nervioso central, por ejemplo, neurocirugia, eliminacion de
coagulos endovasculares, puncion espinal, reparacion de aneurismas o estimulacién cerebral profunda.
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1.42. Método 1.40 o 1.41 en donde el paciente tiene un riesgo elevado de edema, por ejemplo, debido a la micro
gravedad y/o exposicion a la radiacion, neurocirugia, eliminacion de coagulos endovasculares, puncién espinal,
reparacion de aneurismas o estimulacién cerebral profunda.

1.43. Método 1.40 o 1.41 en donde el paciente ya tiene un edema.

1.44. Cualquiera de los métodos 1, y siguientes en donde el edema es un edema cerebral citotoxico o es
principalmente edema cerebral citotoxico.

1.45. Cualquiera de los métodos 1-1.34 o 1.39 en donde el edema es un edema cerebral citotéxico o es
principalmente edema cerebral citotoxico.

1.46. Cualquiera de los métodos 1-1.19 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema de la
médula espinal, por ejemplo, edema de la médula espinal como consecuencia de un trauma de la médula espinal,
por ejemplo, compresion de la médula espinal.

1.47. Método 1.46 en donde la afeccidon que se va a tratar o controlar es el edema de la médula espinal como
consecuencia de la compresién de la médula espinal.

1.48. Cualquiera de los métodos 1-1.19 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema de la
retina.

1.49.  Cualquiera de los métodos 1-1.18 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es la epilepsia.

1.50. Cualquiera de los métodos 1-1.18 en donde la afeccidon que se va a tratar o controlar es la isquemia de la
retina u otras enfermedades del ojo asociadas con anomalias en la presioén intraocular y/o hidratacion del tejido.

1.51.  Cualquiera de los métodos 1-1.18 en donde la afeccidon que se va a tratar o controlar es la isquemia del
miocardio.

1.52.  Cualquiera de los métodos 1-1.18, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es una lesiéon por
isquemia/reperfusion del miocardio.

1.53.  Cualquiera de los métodos 1-1.18, en donde la afecciéon que se va a tratar o controlar es un infarto del
miocardio.

1.54. Cualquiera de los métodos 1-1.18 en donde la afeccidon que se va a tratar o controlar es la hipoxia
miocardica.

1.55. Cualquiera de los métodos 1-1.18 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es la insuficiencia
cardiaca congestiva.

1.56. Cualquiera de los métodos 1-1.18 en donde la afeccidén que se va a tratar o controlar es la sepsis.
1.57.  Cualquiera de los métodos 1-1.18 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es una migrana.
1.58.  Cualquiera de los métodos 1-1.17 en donde la acuaporina es AQP2.

1.59. Cualquiera de los métodos 1-1.17 o 1.58 en donde la afeccion a tratar es la hiponatremia o retenciéon
excesiva de liquidos, por ejemplo, como consecuencia de la insuficiencia cardiaca (IC), por ejemplo, insuficiencia
cardiaca congestiva, cirrosis hepatica, trastorno nefrético o sindrome de secrecidon inadecuada de hormona
antidiurética (SIADH).

1.60.  Cualquiera de los métodos 1-1.17 0 1.58-1.59 que comprende ademas uno o mas de restriccion de sodio, y
liqguido y/o alcohol en la dieta; y/o la administracion de uno o mas diuréticos, antagonistas del receptor de
vasopresina, inhibidores de la enzima convertidora de la angiotensina (ECA), inhibidores de la aldosterona,
bloqueadores del receptor de la angiotensina (BRAs), antagonistas beta-adrenérgicos (bloqueadores beta) y/o
digoxina.

1.61.  Cualquiera de los métodos 1, y siguientes en donde el compuesto de férmula 1a inhibe la actividad de la
acuaporina, por ejemplo, la actividad de AQP2 y/o AQP4, en al menos un 50% en concentraciones de 10 micromolar
0 menos, por ejemplo, inhibe la actividad de APQ2 y/o AQP4 en al menos un 50% en concentraciones de 10
micromolar o menos en un ensayo de cambio de volumen celular mediado por acuaporina, por ejemplo, es activo en
cualquiera de los ensayos del método 10, y siguientes a continuacion.

1.62. Cualquiera de los métodos 1-1.18 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es la neuromielitis
Optica.

1.63.  Cualquiera de los métodos 1, y siguientes en donde el compuesto de formula 1a se administra por via oral.
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1.64. Cualquiera de los métodos 1, y siguientes en donde el compuesto de formula 1a se administra por via
parenteral.

1.65. Método 1.64 en donde el compuesto de formula 1a se administra por via intravenosa.
1.66.  Cualquiera de los métodos 1, y siguientes en donde el paciente es un ser humano.

1.67.  Cualquiera de los métodos 1, y siguientes en donde el inicio de la accién de cualquiera de los compuestos
identificados en los métodos 1-1.17 es bastante rapido.

La invencion proporciona ademas un compuesto de fenilbenzamida de férmula 1a como se describié en este
documento anteriormente, para uso en el tratamiento o control de una enfermedad o afeccion mediada por una
acuaporina, por ejemplo, en cualquiera de los métodos 1, 1.1 y siguientes.

La invencién proporciona ademas un compuesto de fenilbenzamida de férmula 1a como se describié anteriormente
en la presente invencion, en la fabricacién de un medicamento para tratar o controlar una enfermedad o afeccion
mediada por una acuaporina, por ejemplo, para usar en cualquiera de los métodos 1, 1.1 y siguientes.

La invencioén proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende una fenilbenzamida, un compuesto
de formula 1a como se describe en este documento anteriormente, en combinacion con un diluyente o vehiculo
farmacéuticamente aceptable para uso en el tratamiento o control de una enfermedad o afeccién mediada por una
acuaporina, por ejemplo, en cualquiera de los métodos. 1, 1.1, y siguientes

Las fenilbenzamidas de férmula 1a como se describieron anteriormente en este documento, pueden existir en forma
libre 0 en forma de sal, por ejemplo, como sales de adicion de acido. En esta solicitud, a menos que se indique lo
contrario, se entendera que lenguaje como "compuesto de formula 1a" o "compuestos de férmula 1a" abarca los
compuestos en cualquier forma, por ejemplo, en forma de sal de adicion de base o acido libre. Las sales
farmacéuticamente aceptables son conocidas en la técnica e incluyen sales que son fisiolégicamente aceptables en
la cantidad y forma de dosificacion que se va a administrar, por ejemplo, hidrocloruros.

El grupo acilo se selecciona de un residuo de un aminoacido, formilo, grupo glioxiloilo, grupo tioformilo, grupo
carbamoilo, grupo tiocarbamoilo, grupo sulfamoilo, grupo sulfinamoilo, grupo carboxi, grupo sulfo, grupo fosfono y
grupos representados por las siguientes formulas:
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en donde R?'y R®' pueden ser iguales o diferentes y representan un grupo hidrocarbonado o un grupo heterociclico,
o R?'y R®' se combinan entre si, junto con el atomo de nitrogeno al que se unen, para formar un grupo amino ciclico.
Acilo incluye un grupo acilo fisiolégicamente hidrolizable y aceptable. Los ejemplos del grupo acilo de "un grupo acilo
que puede estar sustituido" como se usa en este documento, por ejemplo, en relacién con "A" incluyen grupos
similares al grupo acilo en la definicion mencionada anteriormente. "A" es un grupo seleccionado del siguiente grupo
sustituyente w:

[Grupo sustituyente w] un grupo carbonilo de hidrocarburo que puede estar sustituido, un grupo carbonilo de anillo
heterociclico que puede estar sustituido, un grupo oxicarbonilo de hidrocarburo que puede estar sustituido, un grupo
sulfonilo de hidrocarburo que puede estar sustituido, un grupo sulfamoilo que puede estar sustituido, un grupo sulfo
que puede estar sustituido, un grupo fosfono que puede estar sustituido, y un grupo carbamoilo que puede estar
sustituido. Por el término "acilo fisioldgicamente hidrolizable y aceptable” como se usa en este documento, en
relacion con "Rg" en los compuestos de formula 1a, se entiende un residuo de un acido, por ejemplo un acido
carboxilico, un acido carbamico o un acido fosférico (por ejemplo, carbonilo opcionalmente sustituido tal como acetilo
o el residuo de un aminoacido, carbamoilo opcionalmente sustituido, por ejemplo (morfolin-4-il)carbonilo, o fosfono
opcionalmente sustituido, por ejemplo, dibencilfosfono), enlazados a un oxigeno, por ejemplo, como se muestra en
la formula 1a anterior, por ejemplo, para formar un éster o fosfoéster con un compuesto de férmula 1a, que es capaz
de hidrolizarse a partir de dicho oxigeno en condiciones fisioldgicas para producir un acido que es fisiolégicamente
tolerable en las dosis que se van a administrar, junto con el correspondiente compuesto hidroxi de formula 1a en
donde Rs es H. Como se apreciara, el término abarca asi las formas de profarmacos farmacéuticos convencionales,
aunque no necesariamente se requiere que los compuestos se hidrolicen para ser activos. Los compuestos de acilo
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se pueden preparar por medios convencionales, por ejemplo, por acilacion de un compuesto de formula 1a, en
donde Rg es H, con el acido o haluro de acido deseado. Se proporcionan ejemplos de compuestos acilados y
métodos para prepararlos, por ejemplo, en los documentos de patente de los Estados Unidos US 2010/0274051 A1,
US 7.700.655 y en US 7.626.042.

El término "paciente" incluye un paciente humano o no humano (es decir, un paciente animal). En una forma de
realizacién particular, la invencién abarca tanto seres humanos como no humanos. En otra forma de realizacion, la
invencién abarca seres no humanos. En otra forma de realizacion, el término abarca seres humanos.

El término "bastante rapido" con respecto al inicio de la accion significa que el tiempo que se tarda después de que
se administra un compuesto para observar una respuesta es de 30 minutos o menos, por ejemplo 20 minutos o
menos, por ejemplo 15 minutos o menos, por ejemplo, 10 minutos o menos, por ejemplo 5 minutos o menos, por
ejemplo 1 minuto o menos.

Las fenilbenzamidas de férmula 1a como se describieron anteriormente en este documento para uso en los métodos
de la invenciéon pueden usarse como un Unico agente terapéutico, pero también pueden usarse en combinacion o
para la administracion conjunta con otros agentes activos, por ejemplo junto con terapias convencionales para el
edema cerebral. accidente cerebrovascular, lesion cerebral traumatica, glioma, meningitis, mal agudo de montania,
infeccion, trastorno metabdlico, hipoxia, intoxicacion por agua, insuficiencia hepatica, encefalopatia hepatica,
cetoacidosis diabética, abscesos, eclampsia, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, lupus cerebritis, edema del nervio
6ptico, hiponatremia, retencion de liquidos, epilepsia, isquemia de la retina u otras enfermedades oculares asociadas
con anomalias en la presion intraocular y/o hidratacion del tejido, isquemia miocardica, lesion por isquemia/
reperfusion del miocardio, infarto del miocardio, hipoxia miocardica, insuficiencia cardiaca congestiva, sepsis,
neuromielitis dptica, o migrafias.

En una forma de realizaciéon adicional, la invencién proporciona compuestos de férmula 1a como se describié en
este documento anteriormente, por ejemplo, cualquiera de los compuestos identificados en 1-1.17 anterior, para uso
en un método (Método 2) para tratar o controlar el edema, por ejemplo, edema del cerebro o de la médula espinal,
por ejemplo, edema cerebral, por ejemplo, edema cerebral como consecuencia de traumatismo craneal, accidente
cerebrovascular isquémico, glioma, meningitis, mal agudo de montafia, convulsiones epilépticas, infecciones,
trastornos metabodlicos, hipoxia, intoxicacion por agua, insuficiencia hepatica, encefalopatia hepatica, cetoacidosis
diabética, abscesos, eclampsia, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob o lupus cerebritis, asi como edema como
consecuencia de la microgravedad y/o exposicion a la radiacion, asi como edema como consecuencia de
procedimientos invasivos del sistema nervioso central, por ejemplo, neurocirugia, eliminacion de coagulos
endovasculares, puncién espinal, reparacion de aneurismas o estimulacion cerebral profunda o, por ejemplo, edema
de la retina o, por ejemplo, edema de la médula espinal, por ejemplo, edema de la médula espinal como
consecuencia de un traumatismo de la médula espinal, por ejemplo, compresion de la médula espinal, el método
comprende administrar una cantidad efectiva de un inhibidor de AQP4, por ejemplo, un compuesto que se une a
AQP4, a un paciente que lo necesita, por ejemplo, en donde el inhibidor de AQP4 se selecciona de un compuesto de
fenilbenzamida de férmula 1a como se describid anteriormente en este documento, por ejemplo, cualquiera de los
compuestos identificados en los métodos 1-1.17 anteriores.

2.

2.1. Método 2, que comprende ademas un tratamiento seleccionado de uno o mas de los siguientes:
posicionamiento 6ptimo de la cabeza y el cuello para facilitar el flujo venoso, por ejemplo, elevaciéon de la cabeza
30°; evitar la deshidratacion; hipotension sistémica; mantenimiento de normotermia o hipotermia; medidas agresivas;
osmoterapia, por ejemplo, usando manitol o solucidn salina hipertonica; hiperventilacion; terapia presora terapéutica
para potenciar la perfusion cerebral; administracion de barbitiricos para reducir el metabolismo cerebral (CMO>);
hemicraniectomia; administracion de aspirina; administracion de amantadina; trombolisis intravenosa (por ejemplo,
usando rtPA); eliminacién mecanica de coagulos; angioplastia; y/o stents

2.2. Método 2 o 2.1 en donde el paciente tiene un riesgo elevado de edema cerebral, por ejemplo, debido a un
traumatismo craneal, accidente cerebrovascular isquémico, glioma, meningitis, mal agudo de montafia, convulsiones
epilépticas, infeccion, trastorno metabdlico, intoxicacion por agua, insuficiencia hepatica, encefalopatia hepatica, o
cetoacidosis diabética.

2.3. Método 2, 2.1 o0 2.2 en donde el paciente ha sufrido un accidente cerebro vascular, lesién en la cabeza o
lesién en la columna vertebral.

2.4. Cualquiera del método 2, y siguientes en donde el paciente ha sufrido un accidente cerebrovascular, lesion
en la cabeza o lesion en la columna vertebral dentro de las 12 horas, por ejemplo, dentro de las 6 horas,
preferiblemente dentro de las 3 horas de comenzar el tratamiento.

2.5. Cualquiera del método 2, y siguientes en donde el paciente tiene un riesgo elevado de sufrir un accidente
cerebro vascular, lesidon en la cabeza o lesidon de la columna vertebral, por ejemplo, en combate o en una
competicién atlética.
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2.6. Cualquiera del método 2, y siguientes en donde el paciente ya tiene un edema cerebral.

2.7. Cualquiera del método 2, y siguientes en donde la afecciéon que se va a tratar o controlar es un edema
cerebral como consecuencia de un accidente cerebrovascular o una lesién cerebral traumatica.

2.8. Cualquiera del método 2, y siguientes en donde la afeccidon que se va a tratar o controlar es un edema
cerebral como consecuencia de un accidente cerebrovascular en la arteria cerebral media.

2.9. Cualquiera del método 2, y siguientes en donde la afeccidon que se va a tratar o controlar es un edema
cerebral como consecuencia de un traumatismo craneal cerrado.

2.10 Cualquiera de los métodos 2-2.2, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de convulsiones epilépticas.

2.11.  Cualquiera de los métodos 2-2.2, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de una infeccion.

2.12.  Cualquiera de los métodos 2-2.2, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de un trastorno metabdlico.

2.13.  Cualquiera de los métodos 2-2.2 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de un glioma.

2.14.  Cualquiera de los métodos 2-2.2, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de la meningitis, mal agudo de montafia o intoxicacion por agua.

2.15.  Cualquiera de los métodos 2-2.2, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de una insuficiencia hepatica, encefalopatia hepatica o cetoacidosis diabética.

2.16. Método 2 o 2.1 en donde la afeccion que se va a tratar o controlar es un edema cerebral como
consecuencia de un absceso.

2.17. Método 2 o 2.1 en donde la afeccion que se va a tratar o controlar es un edema cerebral como
consecuencia de la eclampsia.

2.18. Método 2 o 2.1 en donde la condicién que se va a ftratar o controlar es un edema cerebral como
consecuencia de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob.

2.19. Método 2 o 2.1, en donde la afeccion que se va a tratar o controlar es un edema cerebral como
consecuencia de lupus cerebritis.

2.20. Método 2 o 2.1, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral y/o edema del
nervio optico como consecuencia de la exposicion a la microgravedad, por ejemplo, la exposicion en vuelos
espaciales o el trabajo con materiales radiactivos o el trabajo en areas radioactivas.

2.21. Método 2 o 2.1 en donde la afeccion que se va a tratar o controlar es un edema cerebral como
consecuencia de procedimientos invasivos del sistema nervioso central, por ejemplo, neurocirugia, eliminacion de
coagulos endovasculares, puncion espinal, reparacion de aneurismas o estimulacién cerebral profunda.

2.22. Método 2.20 o 2.21 en donde el paciente tiene un riesgo elevado de edema, por ejemplo, debido a la
microgravedad y/o exposicién a la radiacion, neurocirugia, eliminacion de coagulos endovasculares, puncion espinal,
reparacion de aneurismas o estimulacién cerebral profunda.

2.23. Método 2.20 o0 2.21 en donde el paciente ya tiene un edema.

2.24.  Cualquiera de los métodos 2, y siguientes en donde el edema es un edema cerebral citotoxico o es
principalmente edema cerebral citotoxico.

2.25.  Cualquiera de los métodos 2-2.15, y siguientes en donde el edema es edema cerebral citotoxico o es
principalmente edema cerebral citotoxico.

2.26. Método 2, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es el edema de la médula espinal, por
ejemplo, edema de la médula espinal como consecuencia de un traumatismo de la médula espinal, por ejemplo, la
compresion de la médula espinal.

2.27. Método 2.26 en donde la afeccidon que se va a tratar o controlar es el edema de la médula espinal como
consecuencia de la compresién de la médula espinal.

2.28. Método 2 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es el edema de la retina.
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2.29.  Cualquiera del método 2, y siguientes en donde el inhibidor de AQP4 inhibe la actividad de AQP4 en al
menos un 50% a concentraciones de 10 micromolar o menos, por ejemplo, inhibe la actividad de AQP4 en al menos
un 50% a concentraciones de 10 micromolar o menos en un ensayo de cambio de volumen celular mediado por
acuaporina, por ejemplo, es activo en cualquiera de los ensayos del método 10, y siguientes a continuacion.

2.30.  Cualquiera del método 2, y siguientes en donde la duracién del tratamiento con un inhibidor de AQP4 es de
menos de 21 dias, por ejemplo, menos de 2 semanas, por ejemplo, una semana 0 menos.

2.31.  Cualquiera del método 2, y siguientes en donde el inhibidor de AQP4 se administra por via oral.

2.32.  Cualquiera del método 2, y siguientes en donde el inhibidor de AQP4 se administra por via parenteral.
2.33. El método 2.32 en donde el inhibidor de AQP4 se administra por via intravenosa.

2.34.  Cualquiera del método 2, y siguientes en donde el paciente es un ser humano.

2.35. Cualquiera del método 2, y siguientes en donde el inicio de la accién de cualquiera de los compuestos
identificados en los métodos 1-1.17 es bastante rapido.

2.36. Cualquiera del método 2, y siguientes en donde el edema es consecuencia de la hipoxia, por ejemplo,
hipoxia general sistémica, por ejemplo, hipoxia causada por una interrupcion de la perfusidon sanguinea, por ejemplo,
donde el edema es edema cerebral como consecuencia de la hipoxia causada por un paro cardiaco u otra
interrupcion de la perfusion sanguinea en el cerebro.

En una forma de realizacion adicional, la invenciéon proporciona un inhibidor de AQP2, por ejemplo, un compuesto
que se une a AQP2, en donde el inhibidor de AQP2 se selecciona de un compuesto de fenilbenzamida de féormula
1a como se describié en este documento anteriormente, por ejemplo, cualquiera de los compuestos identificados en
los métodos 1-1.17 anteriores para uso en un método (método 3) para tratar o controlar una afeccion seleccionada
de hiponatremia y retencion excesiva de liquidos, por ejemplo, como consecuencia de insuficiencia cardiaca (IC),
por ejemplo, insuficiencia cardiaca congestiva, cirrosis hepatica, trastorno nefrético o sindrome de secrecion
inadecuada de hormona antidiurética (SIADH), en donde se administra una cantidad efectiva de dicho inhibidor de
AQP2, por ejemplo, un compuesto que se une a AQP2, por ejemplo, a un paciente que lo necesita.

3.

3.1. El método 3 comprende ademas uno o mas de restriccion de sodio, liquidos y/o alcohol en la dieta; y/o la
administracion de uno o mas diuréticos, antagonistas del receptor de vasopresina, inhibidores de la enzima
convertidora de la angiotensina (ECA), inhibidores de la aldosterona, bloqueadores del receptor de la angiotensina
(BRAs), antagonistas beta-adrenérgicos (bloqueadores beta) y/o digoxina.

3.2. Cualquiera de los métodos 3, y siguientes en donde el inhibidor de AQP2 inhibe la actividad de AQP2 en al
menos un 50% a concentraciones de 10 micromolar o menos, por ejemplo, inhibe la actividad de APQ2 en al menos
un 50% a concentraciones de 10 micromolar o menos en un ensayo de cambio de volumen celular mediado por
acuaporina, por ejemplo, es activo en cualquiera de los ensayos del método 10, y siguientes a continuacion.

3.3. Cualquiera de los métodos 3, y siguientes en donde el inhibidor de AQP2 se administra por via oral.

3.4. Cualquiera de los métodos 3, y siguientes en donde el inhibidor de AQP2 se administra por via parenteral.
3.5. Método 3.4 en donde el inhibidor de AQP2 se administra por via intravenosa.

3.6. Cualquiera de los métodos 3, y siguientes en donde el paciente es un ser humano.

3.7. Cualquiera de los métodos 3, y siguientes en donde el inicio de la accion de cualquiera de los compuestos

identificados en los métodos 1-1.17 es bastante rapido.

En una forma de realizacion adicional, la invenciéon proporciona un inhibidor de AQP4, por ejemplo, un compuesto
que se une a AQP4, en donde el inhibidor de AQP4 se selecciona de un compuesto de fenilbenzamida de féormula
1a como se describioé aqui anteriormente, por ejemplo, cualquiera de los compuestos identificados en el método 1-
1.17 para uso en un método (método 4) para tratar o controlar una afeccién seleccionada de epilepsia, isquemia de
la retina u otras enfermedades oculares asociadas con anomalias en la presion intraocular y/o hidratacion del tejido,
isquemia miocardica, lesién de isquemia/reperfusion del miocardio, infarto del miocardio, hipoxia miocardica,
insuficiencia cardiaca congestiva, sepsis, neuromielitis 6ptica o migrafias, el método comprende administrar una
cantidad efectiva del inhibidor de AQP4, por ejemplo, un compuesto que se une a AQP4, a un paciente que lo
necesite.
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4.

4.1. Método 4 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es la isquemia de la retina u otras
enfermedades oculares asociadas con anomalias en la presion intraocular y/o la hidratacion del tejido.

4.2. Método 4 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es la isquemia del miocardio.

4.3. Método 4 en donde la afecciéon que se va a tratar o controlar es una lesiéon de isquemia/reperfusion del
miocardio.

4.4, Método 4 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es el infarto de miocardio.

4.5, Método 4 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es la hipoxia miocardica.

4.6. Método 4 en donde la afeccidon que se va a tratar o controlar es la insuficiencia cardiaca congestiva.

4.7. Método 4 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es la sepsis.

4.8. Método 4 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es la neuromielitis dptica.

4.9. Método 4 en donde la afecciéon que se va a tratar o controlar es una migrafia.

4.10.  Cualquiera de los métodos 4, y siguientes en donde el inhibidor de AQP4 inhibe la actividad de AQP4 en al
menos un 50% a concentraciones de 10 micromolar o menos, por ejemplo inhibe la actividad de AQP4 en al menos
un 50% a concentraciones de 10 micromolar o menos en un ensayo de cambio de volumen celular mediado por
acuaporina, por ejemplo, es activo en cualquiera de los ensayos del método 10, y siguientes a continuacion.

4.11.  Cualquiera de los métodos 4, y siguientes en donde el inhibidor de AQP4 se administra por via oral.

4.12.  Cualquiera de los métodos 4, y siguientes en donde el inhibidor de AQP4 se administra por via parenteral.
4.13. Método 4.12 en donde el inhibidor de AQP4 se administra por via intravenosa.

4.14.  Cualquiera de los métodos 4, y siguientes en donde el paciente es un ser humano.

4.15. Cualquiera de los métodos 4, y siguientes en donde el inicio de la accién de cualquiera de los compuestos
identificados en los métodos 1-1.17 es bastante rapido.

En una forma de realizacién adicional, la invenciéon proporciona un compuesto de férmula 1a como se describié en
este documento anteriormente, por ejemplo, cualquiera de los compuestos identificados en el método 1-1.17 anterior
para uso en un método (método 5) para tratar o controlar una enfermedad o afeccién mediada por una aquaporina
que comprende administrar a un paciente que lo necesite el compuesto de férmula 1a en una cantidad eficaz para
inhibir la acuaporina, por ejemplo.

5.
5.1. Método 5 en donde la acuaporina es AQP4.
5.2. Método 5 o 5.1 en donde la afeccion que se va a tratar o controlar se selecciona de un edema, por ejemplo,

edema del cerebro o la médula espinal, por ejemplo, edema cerebral, por ejemplo, edema cerebral como
consecuencia de traumatismo craneal, accidente cerebrovascular isquémico, glioma, meningitis, mal agudo de
montafia, convulsiones epilépticas, infecciones, trastornos metabdlicos, intoxicacion por agua, insuficiencia hepatica,
encefalopatia hepatica o cetoacidosis diabética o, por ejemplo, edema de la médula espinal, por ejemplo, edema de
la médula espinal como consecuencia de un traumatismo de la médula espinal, por ejemplo, compresiéon de la
médula espinal.

5.3. Método 5.2 que comprende ademas un tratamiento seleccionado de uno o mas de los siguientes:
posicionamiento éptimo de la cabeza y el cuello para facilitar el flujo venoso, por ejemplo, elevacion de la cabeza a
30°; evitar la deshidratacion; hipotension sistémica; mantenimiento de normotermia o hipotermia; medidas agresivas;
osmoterapia, por ejemplo, usando manitol o solucidn salina hipertonica; hiperventilacion; terapia presora terapéutica
para potenciar la perfusion cerebral; administracion de barbitiricos para reducir el metabolismo cerebral (CMO>);
hemicraniectomia; administracion de aspirina; administracion de amantadina; trombolisis intravenosa (por ejemplo,
usando rtPA); eliminacién mecanica de coagulos; angioplastia; y/o stents.

54. Cualquiera de los métodos 5, y siguientes en donde el paciente tiene un riesgo elevado de edema cerebral,
por ejemplo, debido a un traumatismo craneal, accidente cerebrovascular isquémico, glioma, meningitis, mal de
montafia agudo, convulsiones epilépticas, infeccion, trastorno metabdlico, intoxicacion por agua, insuficiencia
hepatica, encefalopatia hepatica o cetoacidosis diabética.
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5.5. Cualquiera de los métodos 5, y siguientes en donde el paciente ha sufrido un accidente cerebrovascular,
lesién en la cabeza o lesion en la columna vertebral.

5.6. Cualquiera de los métodos 5, y siguientes en donde el paciente ha sufrido un accidente cerebrovascular,
lesiéon en la cabeza o lesion en la columna vertebral dentro de las 12 horas, por ejemplo, dentro de las 6 horas,
preferiblemente dentro de las 3 horas de comenzar el tratamiento.

5.7. Cualquiera de los métodos 5, y siguientes en donde el paciente tiene un riesgo elevado de sufrir un
accidente cerebrovascular, lesion en la cabeza o lesion en la columna vertebral, por ejemplo, en combate o en una
competicién atlética.

5.8. Cualquiera de los métodos 5 y siguientes en donde el paciente ya tiene un edema cerebral.

5.9. Cualquiera de los métodos 5, y siguientes en donde la afeccidon que se va a tratar o controlar es un edema
cerebral como consecuencia de un accidente cerebrovascular o una lesién cerebral traumatica.

5.10.  Cualquiera de los métodos 5, y siguientes en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema
cerebral como consecuencia de un accidente cerebrovascular en la arteria cerebral media.

5.11.  Cualquiera de los métodos 5, y siguientes en donde la afeccidon que se va a tratar o controlar es un edema
cerebral como consecuencia de un traumatismo craneal cerrado.

5.12.  Cualquiera de los métodos 5-5.4, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de convulsiones epilépticas.

5.13.  Cualquiera de los métodos 5-5.4, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de una infeccion.

5.14.  Cualquiera de los métodos 5-5.4, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de un trastorno metabodlico.

5.15.  Cualquiera de los métodos 5-5.4, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de un glioma.

5.16.  Cualquiera de los métodos 5-5.4, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de la meningitis, el mal agudo de montafia o la intoxicacion por agua.

5.17.  Cualquiera de los métodos 5-5.4, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de un fallo hepatico, encefalopatia hepatica o cetoacidosis diabética.

5.18.  Cualquiera de los métodos 5-5.3, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de un absceso.

5.19.  Cualquiera de los métodos 5-5.3, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de la eclampsia.

5.20.  Cualquiera de los métodos 5-5.3, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob.

5.21.  Cualquiera de los métodos 5-5.3, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de lupus cerebritis.

5.22.  Cualquiera de los métodos 5-5.3, en donde la afecciéon que se va a tratar o controlar es un edema como
consecuencia de la hipoxia, por ejemplo, hipoxia general sistémica, por ejemplo, la hipoxia causada por una
interrupcion de la perfusion sanguinea, por ejemplo, en donde el edema es un edema cerebral como consecuencia
de la hipoxia causada por un paro cardiaco, accidente cerebrovascular u otra interrupcion de la perfusion sanguinea
en el cerebro, o en donde el edema es un edema cardiaco como consecuencia de una isquemia cardiaca u otra
interrupcion del flujo sanguineo al corazén.

5.23.  Cualquiera de los métodos 5-5.3, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
y/o edema del nervio 6ptico como consecuencia de la microgravedad y/o la exposicién a la radiacién, por ejemplo, la
exposicion en vuelos espaciales o el trabajo con materiales radiactivos o el trabajo en areas radioactivas.

5.24.  Cualquiera de los métodos 5-5.3, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de procedimientos invasivos del sistema nervioso central, por ejemplo, neurocirugia, eliminacion
de coagulos endovasculares, puncién espinal, reparacion de aneurismas o estimulacion cerebral profunda.
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5.25. Métodos 5.23 o 5.24 en donde el paciente tiene un riesgo elevado de edema, por ejemplo, debido a la
microgravedad y/o exposicion a la radiacion, neurocirugia, eliminacion de coagulos endovasculares, puncion espinal,
reparacion de aneurismas o estimulacién cerebral profunda.

5.26. Métodos 5.23 0 5.24 en donde el paciente ya tiene un edema.

5.27. Cualquiera de los métodos 5, y siguientes en donde el edema es un edema cerebral citotéxico o es
principalmente edema cerebral citotoxico.

5.28. Cualquiera de los métodos 5-5.17 o 5.22 en donde el edema es un edema cerebral citotéoxico o es
principalmente edema cerebral citotoxico.

5.29. Método 5 0 5.1, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es el edema de la médula espinal, por
ejemplo, el edema de la médula espinal como consecuencia de trauma de la médula espinal, por ejemplo, la
compresion de la médula espinal.

5.30. Método 5.29 en donde la afeccidon que se va a tratar o controlar es el edema de la médula espinal como
consecuencia de la compresién de la médula espinal.

5.31.  Cualquiera de los métodos 5-5.2, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es el edema de la
retina.

5.32. Método 5 0 5.1 en donde la afeccidn que se va a tratar o controlar es la epilepsia.

5.33. Método 5 o 5.1, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es la isquemia de la retina u otras
enfermedades oculares asociadas con anomalias en la presion intraocular y/o la hidratacion del tejido.

5.34. Método 5 0 5.1 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es la isquemia del miocardio.

5.35. Método 5 o0 5.1 en donde la afeccidon que se va a tratar o controlar es una lesién por isquemia/reperfusion
del miocardio.

5.36 Método 5 o0 5.1 en donde la afeccidén que se va a tratar o controlar es el infarto de miocardio.

5.37. Método 5 0 5.1 en donde la afeccidn que se va a tratar o controlar es la hipoxia miocardica.

5.38. Método 5 0 5.1 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es la insuficiencia cardiaca congestiva.
5.39. Método 5 0 5.1 en donde la afeccidn que se va a tratar o controlar es la sepsis.

5.40. Meétodo 5 0 5.1 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es una migrafia.

5.41. Método 5 en donde la acuaporina es AQP2.

5.42. Método 5 0 5.41 en donde la afeccién que se va a tratar es la hiponatremia o retencién excesiva de liquidos,
por ejemplo, como consecuencia de insuficiencia cardiaca (IC), por ejemplo insuficiencia cardiaca congestiva,
cirrosis hepatica, trastorno nefrético o sindrome de secrecion inadecuada de hormona antidiurética (SIADH).

5.43. Método 5.42 que comprende ademas una o mas restricciones de sodio, liquidos y/o alcohol en la dieta; y/o
la administracion de uno o mas diuréticos, antagonistas del receptor de vasopresina, inhibidores de la enzima
convertidora de la angiotensina (ECA), inhibidores de la aldosterona, bloqueadores del receptor de la angiotensina
(BRAs), antagonistas beta-adrenérgicos (bloqueadores beta) y/o digoxina.

5.44.  Cualquiera de los métodos 5, y siguientes en donde el compuesto de formula 1a inhibe la actividad de la
acuaporina, por ejemplo, la actividad de AQP2 y/o AQP4, en al menos un 50% en concentraciones de 10 micromolar
0 menos, por ejemplo, inhibe la actividad de APQ2 y/o AQP4 en al menos un 50% en concentraciones de 10
micromolar o menos en un ensayo de cambio de volumen celular mediado por acuaporina, por ejemplo, es activo en
cualquiera de los ensayos del método 10, y siguientes a continuacion.

5.45.  Cualquiera de los métodos 5 y siguientes en donde la duracién del tratamiento con la fenilbenzamida es de
menos de 21 dias, por ejemplo, menos de 2 semanas, por ejemplo, una semana 0 menos.

5.46. Cualquiera de los métodos 5, y siguientes en donde el compuesto de férmula 1a se administra por via oral.

5.47.  Cualquiera de los métodos 5, y siguientes en donde el compuesto de férmula 1a se administra por via
parenteral.

5.48. Método 5.47 en donde el compuesto de férmula 1a se administra por via intravenosa.

5.49.  Cualquiera de los métodos 5, y siguientes en donde el paciente es un ser humano.
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5.50. Cualquiera de los métodos 5, y siguientes en donde el inicio de la accién de cualquiera de los compuestos
identificados en los métodos 1-1.17 es bastante rapido.

En una forma de realizacién adicional, la invencién proporciona un compuesto de féormula 1a como se describe
anteriormente en este documento, por ejemplo, cualquiera de los compuestos identificados en los métodos 1-1.17
anteriormente para uso en un método (método 6) de inhibicion de una acuaporina, el método comprende poner en
contacto la acuaporina con una cantidad eficaz del compuesto de fenilbenzamida de férmula 1a como se describid
anteriormente en este documento, por ejemplo, cualquiera de los compuestos identificados en los métodos 1-1.17
anteriormente.

6.

6.1. Método 6 en donde la acuaporina se inhibe in vivo.

6.2. Método 6 en donde la acuaporina se inhibe in vitro.

6.3. Cualquiera de los métodos 6, y siguientes en donde la acuaporina es AQP4.

6.4. Cualquiera de los métodos 6, y siguientes en donde la acuaporina es AQP2.

6.5. Cualquiera de los métodos 6, y siguientes en donde el compuesto de formula | o férmula 1a inhibe la

actividad de la acuaporina, por ejemplo, la actividad de AQP2 y/o AQP4, en al menos un 50% en concentraciones de
10 micromolar o menos, por ejemplo, inhibe la actividad de AQP2 y/o AQP4 en al menos un 50% en
concentraciones de 10 micromolar o menos en un ensayo de cambio de volumen celular mediado por acuaporina,
por ejemplo, es activo en cualquiera de los ensayos del método 10, y siguientes a continuacion.

6.6. Método 6.1 en donde el compuesto de férmula 1a se administra por via oral.
6.7. Método 6.1 en donde el compuesto de férmula 1a se administra por via parenteral.
6.8. Método 6.7 en donde el compuesto de férmula 1a se administra por via intravenosa.

En una forma de realizacién adicional, la invenciéon proporciona un compuesto de férmula 1a como se describe en
este documento anteriormente, por ejemplo, cualquiera de los compuestos identificados en los métodos 1-1.17
anterior, para uso en un método (método 7) para inhibir una acuaporina en un paciente que padece una enfermedad.
o afecciéon mediada por una acuaporina, el método comprende administrar una cantidad eficaz del compuesto de
fenilbenzamida de férmula 1a para inhibir la acuaporina.

7.
71. Método 7 en donde la acuaporina es AQP4.
7.2. Método 7 o 7.1 en donde la afeccion que se va a tratar o controlar se selecciona de un edema, por ejemplo,

edema del cerebro o la médula espinal, por ejemplo, edema cerebral, por ejemplo, edema cerebral como
consecuencia de traumatismo craneal, accidente cerebrovascular isquémico, glioma, meningitis, mal de montafa
agudo, convulsiones epilépticas, infeccion, trastorno metabdlico, intoxicacién por agua, insuficiencia hepatica,
encefalopatia hepatica o cetoacidosis diabética o, por ejemplo, edema de la médula espinal, por ejemplo, edema de
la médula espinal como consecuencia de un traumatismo de la médula espinal, por ejemplo, compresiéon de la
médula espinal.

7.3. Método 7.2, que ademas comprende un tratamiento seleccionado de uno o mas de los siguientes:
posicionamiento 6ptimo de cabeza y cuello para facilitar el flujo venoso, por ejemplo, elevacion de la cabeza 30°;
evitar la deshidratacion; hipotension sistémica; mantenimiento de normotermia o hipotermia; medidas agresivas;
osmoterapia, por ejemplo, usando manitol o solucidn salina hipertonica; hiperventilacion; terapia presora terapéutica
para potenciar la perfusion cerebral; administracion de barbitiricos para reducir el metabolismo cerebral (CMO>);
hemicraniectomia; administracion de aspirina; administracion de amantadina; trombolisis intravenosa (por ejemplo,
usando rtPA); eliminacién mecanica de coagulos; angioplastia; y/o stents.

7.4. Cualquiera del método 7, y siguientes en donde el paciente tiene un riesgo elevado de edema cerebral, por
ejemplo, debido a traumatismo craneal, accidente cerebrovascular isquémico, glioma, meningitis, mal de montafia
agudo, convulsiones epilépticas, infeccion, trastorno metabdlico, intoxicacién por agua, insuficiencia hepatica,
encefalopatia hepatica o cetoacidosis diabética.

7.5. Cualquiera del método 7, y siguientes en donde el paciente ha sufrido un accidente cerebrovascular, lesion
en la cabeza o lesién en la columna vertebral.

7.6. Cualquiera del método 7, y siguientes en donde el paciente ha sufrido un accidente cerebrovascular, lesion
en la cabeza o lesion en la columna vertebral dentro de las 12 horas, por ejemplo, dentro de las 6 horas,
preferiblemente dentro de las 3 horas de comenzar el tratamiento.
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7.7. Cualquiera del método 7, y siguientes en donde el paciente tiene un riesgo elevado de sufrir un accidente
cardiovascular, lesién en la cabeza o lesion de la columna vertebral, por ejemplo, en combate o en una competicion
atlética.

7.8. Cualquiera del método 7, y siguientes en donde el paciente ya tiene un edema cerebral.

7.9. Cualquiera del método 7, y siguientes en donde la afeccion a tratar o controlar es un edema cerebral como
consecuencia de un accidente cerebrovascular o una lesion cerebral traumatica.

7.10.  Cualquiera del método 7, y siguientes en donde la afeccion a tratar o controlar es un edema cerebral como
consecuencia de un accidente cerebrovascular en la arteria cerebral media.

7.11.  Cualquiera del método 7, y siguientes en donde la afeccion a tratar o controlar es un edema cerebral como
consecuencia de un traumatismo craneal cerrado.

7.12.  Cualquiera de los métodos 7-7.4, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de convulsiones epilépticas.

7.13.  Cualquiera de los métodos 7-7.4 en donde la afecciéon que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de una infeccion.

7.14.  Cualquiera de los métodos 7-7.4, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de un trastorno metabodlico.

7.15.  Cualquiera de los métodos 7-7.4, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de un glioma.

7.16.  Cualquiera de los métodos 7-7.4, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de la meningitis, el mal agudo de montafia o la intoxicacion por agua.

7.17.  Cualquiera de los métodos 7-7.4, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de una insuficiencia hepatica, encefalopatia hepatica o cetoacidosis diabética.

7.18.  Cualquiera de los métodos 7-7.3, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de un absceso.

7.19.  Cualquiera de los métodos 7-7.3, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de la eclampsia.

7.20.  Cualquiera de los métodos 7-7.3, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob.

7.21.  Cualquiera de los métodos 7-7.3, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia del lupus cerebritis.

7.22.  Cualquiera de los métodos 7-7.3, en donde la afecciéon que se va a tratar o controlar es un edema como
consecuencia de la hipoxia, por ejemplo, hipoxia general sistémica, por ejemplo, hipoxia causada por una
interrupcion de la perfusion sanguinea, por ejemplo, en donde el edema es un edema cerebral como consecuencia
de la hipoxia causada por el paro cardiaco, accidente cerebrovascular u otra interrupcion de la perfusion sanguinea
en el cerebro, o en donde el edema es un edema cardiaco como consecuencia de una isquemia cardiaca u otra
interrupcion del flujo sanguineo al corazén.

7.23.  Cualquiera de los métodos 7-7.3, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema del nervio
cerebral y/o nervio 6ptico como consecuencia de la microgravedad y/o la exposicion a la radiacion, por ejemplo, la
exposicién en vuelos espaciales o el trabajo con materiales radiactivos o el trabajo en areas radioactivas.

7.24.  Cualquiera de los métodos 7-7.3, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de procedimientos invasivos del sistema nervioso central, por ejemplo, neurocirugia, eliminacion
de coagulos endovasculares, puncioén espinal, reparacion de aneurismas o estimulacion cerebral profunda.

7.25. El método 7.23 o 7.24, en donde el paciente tiene un riesgo elevado de edema, por ejemplo, debido a la
microgravedad y/o exposicion a la radiacion, neurocirugia, eliminacion de coagulos endovasculares, puncion espinal,
reparacion de aneurismas o estimulacién cerebral profunda.

7.26. Elmétodo 7.23 o 7.24 en donde el paciente ya tiene un edema.

7.27.  Cualquiera del método 7, y siguientes en donde el edema es un edema cerebral citotoxico o es
principalmente edema cerebral citotoxico.
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7.28. Cualquiera de los métodos 7-7.17 o 7.22, en donde el edema es un edema cerebral citotdéxico o es
principalmente edema cerebral citotoxico.

7.29. Cualquiera de los métodos 7-7.2, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema de la
médula espinal, por ejemplo, edema de la médula espinal como consecuencia de un traumatismo de la médula
espinal, por ejemplo, compresion de la médula espinal.

7.30. El método 7.29 en donde la afecciéon que se va a tratar o controlar es un edema de la médula espinal como
consecuencia de la compresién de la médula espinal.

7.31.  Cualquiera de los métodos 7-7.2, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema de la
retina.

7.32. Método 7 0 7.1 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es la epilepsia.

7.33. Método 7 o 7.1 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es la isquemia de la retina u otras
enfermedades oculares asociadas con anomalias en la presion intraocular y/o la hidratacion del tejido.

7.34. Método 7 o0 7.1 en donde la afeccidn que se va a tratar o controlar es la isquemia del miocardio.

7.35. Método 7 o 7.1 en donde la afeccidon que se va a tratar o controlar es una lesién por isquemia/reperfusion
del miocardio.

7.36. Método 7 0 7.1 en donde la afeccion que se va a tratar o controlar es el infarto del miocardio.

7.37. Método 7 0 7.1 en donde la afeccion que se va a tratar o controlar es la hipoxia del miocardio.

7.38. Método 7 o 7.1 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es la insuficiencia cardiaca congestiva.
7.39. Método 7 0 7.1 en donde la afeccidn que se va a tratar o controlar es la sepsis.

7.40. Meétodo 7 o 7.1 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es una migrafia.

7.41. Método 7 en donde la acuaporina es AQP2.

7.42. Método 7 o0 7.41 en donde la afeccién que se va a tratar es la hiponatremia o retencién excesiva de liquidos,
por ejemplo, como consecuencia de la insuficiencia cardiaca (IC), por ejemplo insuficiencia cardiaca congestiva,
cirrosis hepatica, trastorno nefrético o sindrome de secrecion inadecuada de hormona antidiurética (SIADH).

7.43. Método 7.42 que comprende ademas uno o mas de restriccion de sodio, liquidos y/o alcohol en la dieta; y/o
la administracion de uno o mas diuréticos, antagonistas del receptor de la vasopresina, inhibidores de la enzima
convertidora de la angiotensina (ECA), inhibidores de la aldosterona, bloqueadores del receptor de la angiotensina
(BRAs), antagonistas beta-adrenérgicos (bloqueadores beta) y/o digoxina.

7.44.  Cualquiera del método 7, y siguientes en donde el compuesto de formula 1a inhibe la actividad de la
acuaporina, por ejemplo, la actividad de AQP2 y/o AQP4, en al menos un 50% en concentraciones de 10 micromolar
0 menos, por ejemplo, inhibe la actividad de AQP2 y/o AQP4 en al menos un 50% en concentraciones de 10
micromolar o menos en un ensayo de cambio de volumen celular mediado por acuaporina, por ejemplo, es activo en
cualquiera de los ensayos del método 10, y siguientes a continuacion.

7.45.  Cualquiera del método 7, y siguientes en donde la duracién del tratamiento con la fenilbenzamida es de
menos de 21 dias, por ejemplo, menos de 2 semanas, por ejemplo, una semana o0 menos.

7.46.  Cualquiera del método 7, y siguientes en donde el compuesto de férmula 1a se administra por via oral.

7.47.  Cualquiera del método 7, y siguientes en donde el compuesto de féormula 1a se administra por via
parenteral.

7.48. Método 7.47 en donde el compuesto de férmula 1a se administra por via intravenosa.
7.49.  Cualquiera del método 7, y siguientes en donde el paciente es un ser humano.

7.50. Cualquiera del método 7, y siguientes en donde el inicio de la accion de cualquiera de los compuestos
identificados en los métodos 1-1.17 es bastante rapido.

En una forma de realizacion adicional, la invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende un
compuesto de fenilbenzamida de férmula 1a como se describe anteriormente en este documento, por ejemplo,
cualquiera de los compuestos identificados en los métodos 1-1.17 anteriores, para uso (uso 8) en la inhibiciéon de
una acuaporina en un paciente que sufre de una enfermedad o afeccion mediada por la acuaporina. Por ejemplo,
para uso en cualquiera de los métodos anteriores:
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8.
8.1. Uso 8 en donde la acuaporina es AQP4.
8.2. Uso 8 u 8.1 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar se selecciona de un edema, por ejemplo,

edema del cerebro o la médula espinal, por ejemplo, edema cerebral, por ejemplo, edema cerebral como
consecuencia de un traumatismo craneal, accidente cerebrovascular isquémico, glioma, meningitis, mal agudo de
montafia, convulsiones epilépticas, infeccion, trastorno metabdlico, intoxicacion por agua, insuficiencia hepatica,
encefalopatia hepatica o cetoacidosis diabética o, por ejemplo, edema de la médula espinal, por ejemplo, edema de
la médula espinal como consecuencia de un traumatismo de la médula espinal, por ejemplo, compresiéon de la
médula espinal.

8.3. Uso 8.2 que comprende ademas un tratamiento seleccionado de uno o mas de los siguientes:
posicionamiento 6ptimo de la cabeza y el cuello para facilitar el flujo venoso, por ejemplo, elevaciéon de la cabeza
30°; evitar la deshidratacion; hipotension sistémica; mantenimiento de normotermia o hipotermia; medidas agresivas;
osmoterapia, por ejemplo, usando manitol o soluciéon salina hipertonica; hiperventilacion; terapia de presion
terapéutica para potenciar la perfusion cerebral; administracién de barbitiricos para reducir el metabolismo cerebral
(CMOy); hemicraniectomia; administracion de aspirina; administracion de amantadina; trombolisis intravenosa (por
ejemplo, usando rtPA); eliminacién mecanica de coagulos; angioplastia; y/o stents.

8.4. Cualquiera de los usos de 8, y siguientes en donde el paciente tiene un riesgo elevado de edema cerebral,
por ejemplo, debido a un traumatismo craneal, accidente cerebrovascular isquémico, glioma, meningitis, mal de
montafia agudo, convulsiones epilépticas, infeccion, trastorno metabdlico, intoxicacion por agua, insuficiencia
hepatica, encefalopatia hepatica o cetoacidosis diabética.

8.5. Cualquiera de los usos de 8, y siguientes en donde el paciente ha sufrido un accidente cerebrovascular,
lesién en la cabeza o lesidn en la columna vertebral.

8.6. Cualquiera de los usos de 8, y siguientes en donde el paciente ha sufrido un accidente cerebrovascular,
lesién en la cabeza o lesidon en la columna vertebral dentro de las 12 horas, por ejemplo, dentro de las 6 horas,
preferiblemente dentro de las 3 horas de comenzar el tratamiento.

8.7. Cualquiera de los usos de 8, y siguientes en donde el paciente tiene un riesgo elevado de sufrir un
accidente cerebrovascular, lesion en la cabeza o lesion de la columna vertebral, por ejemplo, en combate o en una
competicién atlética.

8.8. Cualquiera de los usos de 8, y siguientes en donde el paciente ya tiene un edema cerebral.

8.9. Cualquiera de los usos de 8, y siguientes en donde la afeccion que se va a tratar o controlar es un edema
cerebral como consecuencia de un accidente cerebrovascular o una lesién cerebral traumatica.

8.10.  Cualquiera de los usos de 8, y siguientes en donde la afeccion que se va a tratar o controlar es un edema
cerebral como consecuencia de un accidente cerebrovascular en la arteria cerebral media.

8.11.  Cualquiera de los usos de 8, y siguientes en donde la afeccion que se va a tratar o controlar es un edema
cerebral como consecuencia de un traumatismo craneal cerrado.

8.12.  Cualquiera de los Usos de 8-8.4, en donde la afeccidon que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de convulsiones epilépticas.

8.13.  Cualquiera de los Usos de 8-8.4 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de una infeccion.

8.14.  Cualquiera de los Usos de 8-8.4, en donde la afeccidon que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de un trastorno metabodlico.

8.15.  Cualquiera de los Usos de 8-8.4 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de un glioma.

8.16.  Cualquiera de los usos de 8-8.4, en donde la afecciéon que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de la meningitis, el mal agudo de montafia o la intoxicaciéon por agua.

8.17.  Cualquiera de los usos de 8-8.4 en donde la afecciéon que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de una insuficiencia hepatica, encefalopatia hepatica o cetoacidosis diabética.

8.18.  Cualquiera de los usos de 8-8.3 en donde la afeccidon que se va a a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de un absceso.
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8.19.  Cualquiera de los usos de 8-8.3 en donde la afecciéon que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de la eclampsia.

8.20.  Cualquiera de los usos de 8-8.3 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob.

8.21.  Cualquiera de los usos de 8-8.3, en donde la afecciéon que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia del lupus cerebritis.

8.22.  Cualquiera de los usos de 8-8.3 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema como
consecuencia de la hipoxia, por ejemplo, hipoxia sistémica general, por ejemplo, hipoxia causada por una
interrupcion de la perfusion sanguinea, por ejemplo, en donde el edema es un edema cerebral como consecuencia
de la hipoxia causada por el paro cardiaco, accidente cerebrovascular u otra interrupcion de la perfusion sanguinea
en el cerebro, o en donde el edema es un edema cardiaco como consecuencia de una isquemia cardiaca u otra
interrupcion del flujo sanguineo al corazén.

8.23.  Cualquiera de los usos de 8-8.3 en donde la afecciéon que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
y/o un edema del nervio 6ptico como consecuencia de la exposicion a la radiaciéon y/o la microgravedad, por
ejemplo, la exposicién en vuelos espaciales o el trabajo con materiales radiactivos o el trabajo en areas radioactivas.

8.24.  Cualquiera de los usos de 8-8.3 en donde la afecciéon que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de procedimientos invasivos del sistema nervioso central, por ejemplo, neurocirugia, eliminacion
de coagulos endovasculares, puncion espinal, reparacion de aneurismas o estimulacion cerebral profunda.

8.25. Uso de 8.23 u 8.24 en donde el paciente tiene un riesgo elevado de edema, por ejemplo, debido a la
exposicién a la microgravedad y/o radiacion, neurocirugia, eliminacion de coagulos endovasculares, puncién espinal,
reparacion de aneurisma o estimulacion cerebral profunda.

8.26. Uso de 8.23 u 8.24 en donde el paciente ya tiene un edema.

8.27.  Cualquiera de los usos de 8, y siguientes en donde el edema es un edema cerebral citotéxico o es
principalmente edema cerebral citotoxico.

8.28.  Cualquiera de los usos de 8-8.17 u 8.22 en donde el edema es un edema cerebral citotéxico o es
principalmente edema cerebral citotoxico.

8.29. Cualquiera de los usos de 8-8.2 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema de la
médula espinal, por ejemplo, edema de la médula espinal como consecuencia de un traumatismo de la médula
espinal, por ejemplo, compresion de la médula espinal.

8.30. El uso de 8.29 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es el edema de la médula espinal como
consecuencia de la compresién de la médula espinal.

8.31.  Cualquiera de los usos de 8-8.2 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema de la
retina.

8.32. Uso de 8 u 8.1 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es la epilepsia.

8.33. Uso de 8 u 8.1 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es la isquemia de la retina u otras
enfermedades del ojo asociadas con anomalias en la presion intraocular y/o la hidratacion del tejido.

8.34. Uso de 8 u 8.1 en donde la afeccion que se va a tratar o controlar es la isquemia del miocardio.

8.35. Uso de 8 u 8.1 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es una lesién por isquemia/reperfusion
del miocardio.

8.36. Uso de 8 u 8.1 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es el infarto del miocardio.

8.37. Uso de 8 u 8.1 en donde la afeccion que se va a tratar o controlar es la hipoxia del miocardio.

8.38. Uso de 8 u 8.1 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es la insuficiencia cardiaca congestiva.
8.39. Uso de 8 u 8.1 en donde la afeccion que se va a tratar o controlar es la sepsis.

8.40. Uso de 8 u 8.1 en donde la afeccion que se va a tratar o controlar es una migrania.

8.41.  Uso de 8 en donde la acuaporina es AQP2.
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8.42. Uso de 8 0 8.41 en donde la afeccidén que se va a tratar es la hiponatremia o retencién excesiva de liquidos,
por ejemplo, como consecuencia de la insuficiencia cardiaca (IC), por ejemplo insuficiencia cardiaca congestiva,
cirrosis hepatica, trastorno nefrético o sindrome de secrecion inadecuada de hormona antidiurética (SIADH).

8.43. Uso de 8.42 que ademas comprende una o mas restricciones de sodio, liquidos y/o alcohol en la dieta; y/o
la administracion de uno o mas diuréticos, antagonistas del receptor de vasopresina, inhibidores de la enzima
convertidora de la angiotensina (ECA), inhibidores de la aldosterona, bloqueadores del receptor de la angiotensina
(BRAs), antagonistas beta-adrenérgicos (bloqueadores beta) y/o digoxina.

8.44. Cualquiera de los usos de 8, y siguientes, en donde el compuesto de formula 1a inhibe la actividad de la
acuaporina, por ejemplo, la actividad de AQP2 y/o AQP4, en al menos un 50% en concentraciones de 10 micromolar
0 menos, por ejemplo, inhibe la actividad de AQP2 y/o AQP4 en al menos un 50% en concentraciones de 10
micromolar o menos en un ensayo de cambio de volumen celular mediado por acuaporina, por ejemplo, es activo en
cualquiera de los ensayos del Método 10, y siguientes a continuacion.

8.45. Cualquiera de los usos de 8, y siguientes, en donde la duracién del tratamiento con la fenilbenzamida es de
menos de 21 dias, por ejemplo, menos de 2 semanas, por ejemplo, una semana 0 menos.

8.46.  Cualquiera de los usos de 8, y siguientes en donde la composicion farmacéutica se administra por via oral.

8.47.  Cualquiera de los usos de 8, y siguientes en donde la composicion farmacéutica se administra por via
parenteral.

8.48. Uso de 8.47 en donde la composicion farmacéutica se administra por via intravenosa.
8.49.  Cualquiera de los usos de 8, y siguientes en donde el paciente es un ser humano.

8.50.  Cualquiera de los usos de 8, y siguientes en donde el inicio de la accién de la composicion farmacéutica es
bastante rapido.

En una forma de realizacién adicional, la invencién proporciona el uso (uso 9) de una fenilbenzamida, por ejemplo,
un compuesto de féormula 1a como se describié anteriormente en este documento, por ejemplo, cualquiera de los
compuestos identificados en los métodos 1-1.17 anteriores, en la fabricacién de un medicamento para tratar o
controlar una enfermedad o afeccion mediada por una acuaporina en donde el medicamento comprende la
fenilbenzamida en una cantidad eficaz para inhibir la acuaporina. Por ejemplo, para usar en cualquiera de los
métodos anteriores.

9.
9.1. Uso 9 en donde la acuaporina es AQP4.
9.2. Cualquiera de los usos 9 0 9.1 en donde la afeccidén que se va a tratar o controlar se selecciona del edema,

por ejemplo, edema del cerebro o la médula espinal, por ejemplo, edema cerebral, por ejemplo, edema cerebral
como consecuencia de traumatismo craneal, accidente cerebrovascular isquémico, glioma, meningitis, mal de
montafia agudo, convulsiones epilépticas, infeccion, trastorno metabdlico, intoxicacion por agua, insuficiencia
hepatica, encefalopatia hepatica o cetoacidosis diabética o, por ejemplo, edema de la médula espinal, por ejemplo,
edema de la médula espinal como consecuencia de un traumatismo de la médula espinal, por ejemplo, compresion
de la médula espinal.

9.3. Uso 9.2 que comprende ademas un tratamiento seleccionado de uno o mas de los siguientes:
posicionamiento 6ptimo de la cabeza y el cuello para facilitar el flujo venoso, por ejemplo, elevaciéon de la cabeza
30°; evitar la deshidratacion; hipotension sistémica; mantenimiento de la normotermia o hipotermia; medidas
agresivas; osmoterapia, por ejemplo, usando manitol o solucién salina hipertonica; hiperventilacién; terapia presora
terapéutica para potenciar la perfusion cerebral; administracién de barbitiricos para reducir el metabolismo cerebral
(CMOy); hemicraniectomia administracién de aspirina; administracion de amantadina; trombolisis intravenosa (por
ejemplo, usando rtPA); eliminacién mecanica de coagulos; angioplastia; y/o stents.

9.4. Cualquiera de los usos 9, y siguientes en donde el paciente tiene un riesgo elevado de edema cerebral, por
ejemplo, debido a un traumatismo craneal, accidente cerebrovascular isquémico, glioma, meningitis, mal de montafia
agudo, convulsiones epilépticas, infeccion, trastorno metabdlico, intoxicacién por agua, insuficiencia hepatica,
encefalopatia hepatica o cetoacidosis diabética.

9.5. Cualquiera de los usos 9, y siguientes en donde el paciente ha sufrido un accidente cerebrovascular, lesion
en la cabeza o lesioén en la columna vertebral.

9.6. Cualquiera de los usos 9, y siguientes en donde el paciente ha sufrido un accidente cerebrovascular, lesion
en la cabeza o lesion en la columna vertebral dentro de las 12 horas, por ejemplo, dentro de las 6 horas,
preferiblemente dentro de las 3 horas anteriores de comenzar el tratamiento.
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9.7. Cualquiera de los usos 9, y siguientes en donde el paciente tiene un riesgo elevado de sufrir un accidente
cerebrovascular, lesién en la cabeza o lesién de la columna vertebral, por ejemplo, en combate o en una
competicion atlética.

9.8. Cualquiera de los usos 9, y siguientes en donde el paciente ya tiene un edema cerebral.

9.9. Cualquiera de los usos 9, y siguientes en donde la afeccion que se va a tratar o controlar es un edema
cerebral como consecuencia de un accidente cerebrovascular o una lesién cerebral traumatica.

9.10.  Cualquiera de los usos 9, y siguientes en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema
cerebral como consecuencia de un accidente cerebrovascular en la arteria cerebral media.

9.11.  Cualquiera de los usos 9, y siguientes en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema
cerebral como consecuencia de un traumatismo craneal cerrado.

9.12.  Cualquiera de los usos 9-9.4, en donde la afecciéon que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de convulsiones epilépticas.

9.13.  Cualquiera de los usos 9-9.4 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral como
consecuencia de una infeccion.

9.14.  Cualquiera de los usos 9-9.4 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral como
consecuencia de un trastorno metabdlico.

9.15.  Cualquiera de los usos 9-9.4 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral como
consecuencia de un glioma.

9.16.  Cualquiera de los usos 9-9.4, en donde la afecciéon que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de la meningitis, mal de montafia agudo o intoxicacion por agua.

9.17.  Cualquiera de los usos 9-9.4 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral como
consecuencia de una insuficiencia hepatica, encefalopatia hepatica o cetoacidosis diabética.

9.18.  Cualquiera de los usos 9-9.3 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral como
consecuencia de un absceso.

9.19.  Cualquiera de los usos 9-9.3, en donde la afecciéon que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de la eclampsia.

9.20.  Cualquiera de los usos 9-9.3, en donde la afecciéon que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob.

9.21.  Cualquiera de los usos 9-9.3, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia del lupus cerebritis.

9.22.  Cualquiera de los usos 9-9.3 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema resultante de
la hipoxia, por ejemplo, hipoxia sistémica general, por ejemplo, hipoxia causada por una interrupcion de la perfusion
sanguinea, por ejemplo, en donde el edema es un edema cerebral como consecuencia de la hipoxia causada por un
paro cardiaco, accidente cerebrovascular u otra interrupcion de la perfusion sanguinea en el cerebro, o en donde el
edema es un edema cardiaco como consecuencia de una isquemia cardiaca u otra interrupcion del flujo sanguineo
al corazon.

9.23.  Cualquiera de los usos 9-9.3, en donde la afeccion que se va a tratar o controlar es un edema cerebral y/o
un edema del nervio 6ptico como consecuencia de la microgravedad y/o la exposicién a la radiacion, por ejemplo, la
exposicion en vuelos espaciales o al trabajo con materiales radiactivos o al trabajo en areas radioactivas.

9.24.  Cualquiera de los usos 9-9.3, en donde la afecciéon que se va a tratar o controlar es un edema cerebral
como consecuencia de procedimientos invasivos del sistema nervioso central, por ejemplo, neurocirugia, eliminacion
de coagulos endovasculares, puncioén espinal, reparacion de aneurismas o estimulacion cerebral profunda.

9.25. Uso 9.24 o 9.25 en donde el paciente tiene un riesgo elevado de edema, por ejemplo, debido a la
microgravedad y/o exposicion a la radiacion, neurocirugia, eliminacion de coagulos endovasculares, puncion espinal,
reparacion de aneurisma o estimulacion cerebral profunda.

9.26. Uso0 9.24 0 9.25 en donde el paciente ya tiene un edema.

9.27. Cualquiera de los usos 9, y siguientes en donde el edema es un edema cerebral citotoxico o es
principalmente un edema cerebral citotéxico.
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9.28. Cualquiera de los usos 9-9.17 o 9.22 en donde el edema es un edema cerebral citotoxico o es
principalmente un edema cerebral citotéxico.

9.29.  Cualquiera de los usos 9-9.2, en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema de la médula
espinal, por ejemplo, edema de la médula espinal como consecuencia de un traumatismo de la médula espinal, por
ejemplo, compresién de la médula espinal.

9.30. Uso 9.29 en donde la afecciéon que se va a tratar o controlar es un edema de la médula espinal como
consecuencia de la compresién de la médula espinal.

9.31.  Cualquiera de los usos 9-9.2 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es un edema de la retina.
9.32. Uso 9 0 9.1 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es la epilepsia.

9.33. Uso 9 o0 9.1 en donde la afecciéon que se va a tratar o controlar es la isquemia de la retina u otras
enfermedades del ojo asociadas con anomalias en la presion intraocular y/o la hidratacion del tejido.

9.34. Uso 9 0 9.1 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es la isquemia del miocardio.

9.35. Uso 9 0 9.1 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es una lesién por isquemia/reperfusion del
miocardio.

9.36. Uso 9 0 9.1 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es el infarto del miocardio.

9.37. Uso 9 0 9.1 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es la hipoxia del miocardio.

9.38. Uso 90 9.1 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es la insuficiencia cardiaca congestiva.
9.39. Uso 9 0 9.1 en donde la afeccién que se va a tratar o controlar es la sepsis.

9.40. Uso 90 9.1 en donde la afeccidon que se va tratar o controlar es una migrana.

9.41.  Uso 9 en donde la acuaporina es AQP2.

9.42. Uso 9 0 9.41 en donde la afeccidon que se va a tratar es la hiponatremia o retencién excesiva de liquidos,
por ejemplo, como consecuencia de la insuficiencia cardiaca (IC), por ejemplo, insuficiencia cardiaca congestiva,
cirrosis hepatica, trastorno nefrético o sindrome de secrecion inadecuada de hormona antidiurética (SIADH).

9.43. Uso 9.42 que ademas comprende una o mas restricciones de sodio, liquidos y/o alcohol en la dieta; y/o la
administracion de uno o mas diuréticos, antagonistas del receptor de vasopresina, inhibidores de la enzima
convertidora de la angiotensina (ECA), inhibidores de la aldosterona, bloqueadores del receptor de la angiotensina
(BRAs), antagonistas beta-adrenérgicos (bloqueadores beta) y/o digoxina.

9.44. Cualquiera de los usos 9, y siguientes en donde el compuesto de féormula 1a inhibe la actividad de la
acuaporina, por ejemplo, la actividad de AQP2 y/o AQP4, en al menos un 50% en concentraciones de 10 micromolar
0 menos, por ejemplo, inhibe la actividad de AQP2 y/o AQP4 en al menos un 50% en concentraciones de 10
micromolar o menos en un ensayo de cambio de volumen celular mediado por acuaporina, por ejemplo, es activo en
cualquiera de los ensayos del Método 10, y siguientes a continuacion.

9.45.  Cualquiera de los usos 9, y siguientes en donde la duracién del tratamiento con la fenilbenzamida es de
menos de 21 dias, por ejemplo, menos de 2 semanas, por ejemplo, una semana 0 menos.

9.46.  Cualquiera de los usos 9, y siguientes en donde el medicamento esta formulado para la administracion oral.

9.47.  Cualquiera de los usos 9, y siguientes en donde el medicamento esta formulado para la administracion
parenteral.

9.48. Uso 9.47 en donde el medicamento esta formulado para la administracion intravenosa.

La dosis o método de administracién de la dosis de la presente invenciéon no estan particularmente limitados. Por
supuesto, las dosis empleadas en la practica de la presente invencion variaran dependiendo, por ejemplo, de la
enfermedad o afeccion particular a tratar, el compuesto particular usado, el modo de administracién y la terapia
deseada. Los compuestos pueden administrarse por cualquier via adecuada, incluyendo la via oral, parenteral,
transdérmica o por inhalacién. En el accidente cerebrovascular u otras enfermedades o afecciones severamente
debilitantes, por ejemplo, cuando el paciente puede estar inconsciente o no puede tragar, puede preferirse una
infusion intravenosa o un bolo intravenoso. En general, se indica que se obtienen resultados satisfactorios, por
ejemplo, para el tratamiento de enfermedades como se expone anteriormente en este documento, con la
administracion oral en dosis del orden de 0,01 a 15,0 mg/kg. En mamiferos mas grandes, por ejemplo, seres
humanos, una dosis diaria indicada para administracion oral estara en el rango de 0,75 a 1000 mg por dia,
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convenientemente administrada una vez, o en dosis divididas de 2 a 3 veces, diariamente o en forma de liberacion
sostenida. Las formas de dosificacion unitaria para administracion oral, por lo tanto, por ejemplo, pueden
comprender de 0,2 a 75 o 150 mg, por ejemplo, de 0,2 0 2,0 a 50, 75, 100, 125, 150 0 200 mg de un compuesto de
la Invencion, junto con un diluyente farmacéuticamente aceptable o portador del mismo. Cuando el medicamento se
usa mediante inyeccioén (por via subcutanea, intramuscular o intravenosa), la dosis puede ser de 0,25 a 500 mg por
dia en bolo o si es intravenosa por bolo o infusion.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden compuestos de formula 1a pueden prepararse usando diluyentes
0 excipientes convencionales y técnicas conocidas en la técnica galénica. Asi, las formas de dosificacion oral
pueden incluir comprimidos, capsulas, soluciones, suspensiones y similares.

Los métodos para fabricar y formular los compuestos de férmula 1a se exponen en los documentos de patente de
Estados Unidos US 2010/0274051 A1, US 7.700.655 y en US 7.626.042.

En una forma de realizacién adicional, la invencion proporciona un método, por ejemplo, el Método 10, para la
identificacion de inhibidores especificos de la acuaporina, que comprende medir la respuesta de una poblacién
celular que expresa la acuaporina frente a una poblacion celular de control a una solucion hiperténica o hipoténica
en presencia o ausencia de un compuesto de ensayo. Por ejemplo, la invencién proporciona, por ejemplo,

10.
10.1.  Método 10 en donde la poblacién celular que expresa la acuaporina expresa AQP2 o AQP4.

10.2. Cualquiera de los métodos 10 o 10.1, en donde las células son de mamifero, por ejemplo, células CHO
transgénicas.

10.3.  Cualquiera de los métodos 10, y siguientes en donde las células de control expresan una proteina de
transmembrana transgénica diferente de una acuaporina, por ejemplo, CD81.

10.4.  Cualquiera de los Métodos 10, y siguientes en donde las células se exponen a un entorno hipoténico
durante un periodo de tiempo y a una concentracion que hace que la mayoria de la poblacion celular que expresa la
acuaporina explote en ausencia del compuesto de prueba, pero no la poblacion celular de control, por ejemplo, de 3-
8 minutos en agua.

10.5. Método 10.4, en donde la explosion celular se mide mediante una sefal fluorescente producida por células
viables pero no por células que han explotado, por ejemplo, la conversién de acetoximetil calceina (calceina-AM) al
colorante fluorescente calceina.

10.6. Método 10.4 o 10.5 en donde las células se exponen a un entorno hipotonico, por ejemplo, agua
desionizada, durante un periodo de 3 a 8 minutos, y luego se devuelven al ambiente normotonico (por ejemplo,
aproximadamente 300 mOSM) y luego se mide la proporcion de células viables.

10.7.  Cualquiera de los métodos 10, y siguientes en donde la medida de la viabilidad es la capacidad de las
células para convertir la acetoximetil calceina (calceina-AM) en el colorante fluorescente calceina.

10.8.  Cualquiera de los anteriores métodos 10.4, y siguientes en donde un compuesto de férmula 1a como se
describe en este documento anteriormente se usa como control positivo, que inhibe la explosion de la poblaciéon
celular que expresa acuaporina en un entorno hipoténico.

10.9.  Cualquiera de los métodos 10.4-10.8 anteriores en donde se identifica que un compuesto de ensayo tiene
actividad inhibidora de la acuaporina cuando la poblacién celular que expresa acuaporina se identifica como viable,
por ejemplo, por la capacidad de las células para convertir la acetoximetil calceina (calceina-AM) en el tinte
fluorescente calceina, después de la exposicidon en presencia de un compuesto de ensayo a un ambiente hipoténico
que hace que la poblacién de células que expresan acuaporina no sea viables en ausencia del compuesto de
ensayo.

10.10. Cualquiera de los métodos 10 o 10.1-10.3, en donde las células se exponen a un entorno hiperténico
durante un periodo de tiempo y a una concentracion suficiente para hacer que la poblacion celular que expresa
acuaporina se contraiga en ausencia del compuesto de ensayo, por ejemplo, de 3-8 minutos a aproximadamente
530 mOsm.

10.11. Método 10.9, en donde la contraccion de las células se mide mediante la dispersién de la luz.

10.12. Cualquiera de los métodos 10.10, y siguientes en donde el ambiente hiperténico es aproximadamente 530
mOsm y el ambiente normotdnico es aproximadamente 300 mOsm.

10.13. Cualquiera de los métodos anteriores 10.10, y siguientes en donde un compuesto anteriormente descrito de
férmula 1a, se usa como control positivo que inhibe la contraccién de la poblacion celular que expresa acuaporina en
un ambiente hiperténico.
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10.14. Cualquiera de los métodos anteriores 10.10, y siguientes en donde un compuesto de ensayo se identifica
como inhibidor de la actividad de la acuaporina al inhibir la contraccion de la poblacion celular que expresa
acuaporina en un ambiente hiperténico.

10.15. Cualquiera de los métodos anteriores en donde un compuesto de ensayo se identifica como inhibidor de la
actividad de la acuaporina.

10.16. Cualquiera de los métodos 10, y siguientes en donde la poblacion celular que expresa acuaporina expresa
AQP2.

10.17. Cualquiera de los métodos 10, y siguientes en donde la poblacion celular que expresa acuaporina expresa
AQP4.

10.18. Cualquiera de los métodos 10, y siguientes en donde el compuesto de ensayo es una fenilbenzamida, como
se describe anteriormente en este documento de férmula 1a.

Tal como se usa en este documento, los rangos se usan como abreviatura para describir todos y cada uno de los
valores que estan dentro del rango. Cualquier valor dentro del rango puede seleccionarse como el término del rango.
En el caso de un conflicto en una definicién en la presente divulgacion y la de una referencia citada, la presente
divulgacion controla.

A menos que se especifique lo contrario, debe entenderse que todos los porcentajes y cantidades expresados en
este documento y en otras partes de la especificacion se refieren a porcentajes en peso. Las cantidades dadas se
basan en el peso activo del material.

Ejemplos
Ejemplo 1 - Relacion estructura-actividad de fenilbenzamida-AQP

Las relaciones de estructura-actividad (SARs) se determinan mediante el andlisis de los anadlogos de aciertos
seleccionados a fin de guiar a los quimicos en la preparacion de nuevas moléculas a probar a fin de mejorar la
potencia. Para este proceso iterativo utilizamos un ensayo cinético cuantitativo, el ensayo de cambio de volumen de
las células mediado por acuaporina, en un lector multiplaca de 96 pocillos. Detecta cambios en la dispersion de la
luz por una monocapa de células CHO que expresan la AQP deseada a medida que se contraen cuando se les
expone a una solucién hiperténica (300 mOsm — 530 mOsm). La Figura 1 muestra el ensayo de cambio de volumen
celular mediado por acuaporina con células que expresan AQP4 (Figura 1A) y células que expresan AQP2 (Figura
1B). Las células que expresan acuaporina se contraen mas rapidamente que las células de control, debido a un
mayor flujo de agua, cuya contraccion puede ser inhibida por un compuesto que inhibe la acuaporina.

En la Figura 1, se muestran células que expresan acuaporina en presencia de DMSO (triangulos) o en presencia del
compuesto de ensayo (aqui, el compuesto 3) a 10 uM (cuadrados), junto con células de control que expresan CHO-
CD81 en presencia de DMSO (diamantes). Cada curva representa un promedio de 16 pocillos en la placa de 96
pocillos.

En la Figura 1A, cuando las células AQP4b tratadas con DMSO son expuestas a un shock hiperténico, las células
muestran una contraccion rapida, lo que produce un aumento en la dispersion de la luz (aumento del cambio relativo
en la absorbancia, Abs/Abs,) seguido de una descomposicion a medida que las células se desprenden de la placa.
La linea celular CHO-AQP4b muestra un aumento de 4,5 veces en la tasa de contraccién en comparacién con las
células de control CHO-CD81 (ajustado a un modelo exponencial doble). Las células CHO-AQP4b tratadas con el
analogo del compuesto 3 a 10 pM (cuadrados) muestran una tasa de contraccion mas lenta (55% de inhibicion)
como se ve por la caracteristica falta de flexibilidad en la curva de dispersién de la luz. De manera similar, la Figura
1B muestra un experimento que compara la linea celular CHO-AQP2 tratada con DMSO o con el compuesto 3 a 10
MM. La acuaporina-2 tiene una permeabilidad intrinseca al agua mas baja que AQP4 como se observa aqui. Las
lineas celulares CHO-AQP?2 tratadas con DMSO (Figura 1B, triangulos) muestran un aumento de 1,7 veces en la
tasa de contraccion en comparacion con las células de control CHO-CD81 (diamantes) también tratadas con DMSO
(ajustado a un modelo exponencial doble) (Figura 1B). Las células CHO-AQP?2 tratadas con el compuesto 3 a 10 yM
(cuadrados) muestran una tasa de contraccion mas lenta (81% de inhibicién), al comparar el cambio relativo en Abs
(Abs/Absy) (Figura 1B).

Los datos indican que en este ensayo, el compuesto 3 es capaz de inhibir significativamente la actividad de AQP2 y
AQP4, por ejemplo, en mas del 50%, a concentraciones de 10 uM.

Ejemplo 2 - Especificidad a la acuaporina de los compuestos de fenilbenzamida

La especificidad de los compuestos se prueba frente a la mas estrechamente relacionada de las 13 acuaporinas
conocidas: AQP1, AQP2, AQP5 y ambas variantes de empalme de AQP4 (A y B). Se crea una linea celular CHO
estable para cada una de las acuaporinas anteriores y se comprueba la inhibicién de la permeabilidad al agua
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utilizando el ensayo de cambio de volumen celular mediado por acuaporina con el compuesto 3 10 puM. El
Compuesto 3 inhibe AQP2 y 4, mientras que inhibe poco a AQP1 y 5 (Figura 2).

Ejemplo 3 - Interacciones directas farmaco-diana entre fenilbenzamidas y AQP4

Para respaldar el mecanismo de accién por el cual las fenilbenzamidas bloquean directamente AQP4, realizamos
estudios de unidn in vitro utilizando AQP4b purificada y el compuesto 4 radiomarcado con *H. Usando un ensayo de
tipo Hummel-Dryer, una columna de filtracion de gel se equilibra con un detergente que contiene tampén, para
mantener la solubilidad de AQP4b y [*H]-compuesto 4 1 uM. AQP4b se diluye a 250 uM en este tampon de columna
y se incuba a temperatura ambiente durante 30 minutos. Luego, la muestra se aplica a la columna, se recogen las
fracciones y se detecta la presencia del [> H]-compuesto 4 por recuento de centelleo liquido. La Figura 3 muestra el
perfil de elucién del [® H]-compuesto 4 de la columna de filtracion de gel con las posiciones de elucién indicadas de
AQP4b tetramérico y monomérico. El aumento de [*H]-compuesto 4 a partir de un valor de referencia de 1 uM
representa la unién a cada una de estas proteinas. Aunque no se puede detectar facilmente AQP4b monomeérico en
nuestro AQP4b altamente purificado por medios convencionales, este ensayo revela la presencia de una pequefia
cantidad de mondémero que se desvanece. Las afinidades relativas para el compuesto 4 son ~100 uM y menos de 1
MM para tetramero y monomero, respectivamente. Este ensayo muestra una union relativamente débil del
compuesto 4 a AQP4b solubilizada; sin embargo, demuestra claramente que esta fenilbenzamida interactia
directamente con AQP4b.

Ejemplo 4 - Prueba de concepto farmacoloégico

Modelo de toxicidad por agua en el raton - Curvas de supervivencia: las eficacias in vivo de los compuestos se
prueban utilizando el modelo de toxicidad por agua en el ratén, donde se inyecta agua a un raton al 20% de su peso
corporal. Manley, GT et al. Aquaporin-4 deletion in mice reduces brain edema after acute water intoxication and
ischemic stroke. Nat Med 6, 159-163 (2000); Gullans, S. R. & Verbalis, J. G. Control of brain volume during
hyperosmolar and hypoosmolar conditions. Annual Review of Medicine 44, 289-301 (1993). La hiponatremia
euvolémica resultante lleva rapidamente al EC, lo que lo convierte en un modelo practico para probar un inhibidor de
la acuaporina del SNC, AQP4b.

La capacidad de los ratones para sobrevivir la toxicidad por H,O se determina en tres experimentos utilizando de 10-
12 ratones cada uno (16-19 semanas de edad macho/hembra). El agua desionizada se prepara para inyeccion con
0,39 mg/kg de fenilbenzamida (placebo) o con 0,76 mg/kg con compuesto de ensayo. La Figura 4 muestra los
resultados combinados de estos experimentos (n=33 placebo, n =34 compuesto 1). El porcentaje de supervivencia
de las cohortes del compuesto 1 mejora 3,2 veces, y el tiempo hasta el 50% de supervivencia para los animales
tratados con el compuesto 1 se mejora en aproximadamente 52 minutos.

Modelo de toxicidad por agua en el ratén - Contenido de agua en el cerebro: los compuestos también se analizan
para determinar la capacidad de reducir el EC en ratones expuestos al shock de agua mediante el examen del
contenido de agua en el cerebro. Los ratones se tratan con un bolo de agua como se describe anteriormente, y
luego se sacrifican a los 30 minutos. El contenido de agua cerebral se evalta por la relacion peso fresco/seco, es
decir, los cerebros se pesan inmediatamente y luego se secan en un horno a 100° C durante 24 horas y se miden
los pesos secos (porcentaje de agua cerebral = 100 x peso seco/peso fresco). A los 30 minutos, los ratones tratados
con 0,76 mg/kg y 7,6 mg/kg del compuesto 1 muestran una reduccion de 11,2% y 15,9% en EC, respectivamente
(Figura 5).

Modelo de toxicidad por agua en el raton - Volumen cerebral por imagen de resonancia magnética (IRM): la IRM se
utiliza para medir los cambios en el volumen cerebral en respuesta al shock hidrico, utilizando el modelo de toxicidad
por agua. Como se describio para los estudios de supervivencia y contenido de agua cerebral anteriores, los ratones
se inyectan, IP, con un bolo de agua solo o bolo de agua y compuesto de prueba a 0,76 mg/kg, y se monitorean los
cambios en el volumen cerebral detectados por IRM. Los volimenes cerebrales del ratéon se evallan utilizando
imagenes de resonancia magnética recolectadas con un escaner de resonancia magnética Bruker Biospec RMI de
9,4T en el Case Center for Imaging Research en la Universidad de Case Western Reserve University. Se ha
encontrado que este método de obtencidon de imagenes proporciona un contraste y una resolucién suficientes para
detectar de manera sensible cambios en el volumen cerebral total en el modelo de toxicidad por agua en el ratén
para el edema cerebral. Se obtienen exploraciones sagitales de alta resolucion ponderadas en T2 (resolucion = 0,1
mm x 0,1 mm x 0,7 mm) de la cabeza del raton antes de la inyeccion de agua, 5,67 minutos después de la inyeccion
de agua, y luego cada 5,2 minutos hasta que el animal expira por la carga de agua. Cada exploracién contiene
veinticinco secciones de imagenes contiguas de 0,7 mm, de las cuales 14-15 secciones contienen una porcion del
cerebro. El area de la seccion transversal del cerebro en cada seccion de imagen se mide mediante la seleccion
manual de la region de interés utilizando ImagedJ. Los volumenes cerebrales se calculan después para cada
exploraciéon sumando las areas cerebrales de cada seccion transversal y multiplicandolas por el grosor de la seccion
(0,7 mm).

El tratamiento con el compuesto 1 a 0,76 mg/kg reduce la tasa de desarrollo del EC de 0,081 a 0,032 min™' (0 2,5
veces) ajustado a un solo modelo exponencial (Figura 6). Ademas, se reduce la extension del EC durante el periodo
de observacion (Figura 6). Ademas, se encuentra que los niveles plasmaticos en el mismo ensayo varian entre 0,03-
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0,06 ug segun lo determinado por LC-MS/MS (realizado en Lemer Center, Cleveland Clinic, Cleveland, OH) y son
suficientes para mostrar la eficacia en este modelo para el EC.

El volumen cerebral mediante el experimento de imagenes por resonancia magnética también se realiza con
fenilbenzamida (0,39 mg/kg) y el compuesto 4 (0,83 mg/kg). El compuesto 4 reduce la tasa de desarrollo de EC de
0,081 a 0,022 min™' (Tabla 1). La fenilbenzamida no muestra una reduccion en la tasa de EC en los ratones (Tabla

1),

Tabla 1. Eficacia de los compuestos sobre la formacion de EC en el modelo de toxicidad por agua en el ratén

Compuesto Ensayo basado en la inhibicion celular de | Tasa de edema cerebral por IRM (min-')
AQP (%)
Sin farmacos 0 0,081
Compuesto 1 479 0,032
Fenilbenzamida 4.5 0,096
Compuesto 4 38,9 0,022

Para sin farmacos y el compuesto 1, n = 14 ratones cada uno. Para la fenilbenzamida y el compuesto 4, n = 12
ratones cada uno.

Ejemplo 5 - Ensayo de seleccion de alto rendimiento

Bajo choque hipotonico, tanto las células no transfectadas como las células que expresan una proteina
transmembrana no relacionada (CD81, en niveles equivalentes a AQP4b) se hinchan lentamente pero permanecen
intactas. Estas observaciones se utilizan para desarrollar nuestro ensayo de deteccion de alto rendimiento (HTS).

Después del choque hipoténico en un formato de placa de 384 pocillos, devolvimos la osmolalidad a la normalidad
(300 mOSM) agregando 2x de solucion salina tamponada con fosfato concentrado complementada a 2 uM con un
derivado acetoximetilico no fluorescente de calceina (calceina-AM) a cada pocillo. Las células intactas absorben la
calceina-AM y la convierten en el colorante fluorescente calceina, lo que proporciona una medida cuantitativa de las
células intactas restantes. Las células explotadas no convierten el precursor en el tinte. La captacion de agua por las
células que expresan AQP4 es relativamente rapida, con la mayoria de las células de prueba explotando dentro de
los 4 minutos del choque hipotdnico, mientras que la mayoria de las células que expresan CD81 siguen siendo
viables después de 8 minutos. La conversion intracelular de calceina-AM proporciona una sefal fuerte y facilmente
detectable a 535 nM en nuestro ensayo (Figura 7).

Ensayo de punto final de fluorescencia de calceina: las células se siembran 24 horas antes del ensayo para alcanzar
el 100% de confluencia. El medio de cultivo se reemplaza con H>O durante 5:30 minutos (choque osmético). La
osmolalidad se normaliza luego con la adicién de 2x PBS mas 2 yM de calceina-AM. Las células se incuban
después a 37° C durante 30 minutos adicionales y se mide la fluorescencia en un lector de placas. Las filas 1-22 se
siembran con células CHO-AQP4, y las filas 23-24, con células CHO-CD81 (placa de 384 pocillos). Nétese que
todos los bordes de la placa se descartan. La intensidad de la fluorescencia relativa se calcula como la intensidad de
fluorescencia (FI) de cada pocillo dividida por la Fl media de las células AQP4 tratadas con DMSO (control). Criterios
para un ensayo exitoso: coeficientes de variacion (CVs) < 15% y factores Z > 0,5. El analisis estadistico muestra que
5,5 minutos de shock osmético proporciona la relacion éptima de sefial a ruido.

Tabla 2. Estadisticas para el ensayo de 'calceina’ de punto final en la Figura 7; punto de tiempo mostrado 5:30
minutos:

Promedio Desv. Estd. CcVv Z' S/B
AQP4 581618 66311 11% 0,629 5,0
CD81 2910106 221240 8%

Como se observara, la sefial para las células CD81 es aproximadamente 5 veces mayor que la sefial para las
células AQP4, ya que a los 5,5 minutos, la mayoria de las células AQP4 han explotado, mientras que la mayoria de
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las células CD81 permanecen intactas. Por lo tanto, se esperaria que la inhibicion de AQP4 proporcione una sefial
mas alta, mas como las células CD81.

Este ensayo se aplica en una pantalla piloto de las bibliotecas MicroSource GenPlus 960 y Maybridge Diversity™
20k (aproximadamente 21,000 compuestos analizados, cada compuesto a 10-20 uM).

A partir de este ensayo, se identifica una serie quimica especifica, las fenilbenzamidas, que representan 3 de los
234 resultados mas importantes.

Los éxitos del HTS se validan utilizando el mismo ensayo utilizando una disposicion de revestimiento diferente. En la
Figura 8, mostramos este ensayo de validacion utilizado para examinar el compuesto 3. Las células se siembran en
un formato multiplaca de 96 pocillos con los bordes de las placas omitidos (carriles 1 y 24) y se utiliza una columna
completa (n=16) para probar la capacidad de un compuesto para bloquear la explosiéon celular mediada por AQP4
con el shock de H;0. Las células CHO que expresan CD81 se siembran en los carriles 2-3 como control, y las
células CHO que expresan AQP4, en los carriles 4-23. Las células se tratan con DMSO al 0,1% en FBS al 10%,
DMEM (columnas de numero par) o Compuesto 1 10 uM (columnas de ndmero impar) en DMSO al 0,1%, FBS al
10%, DMEM durante 30 minutos. Las células se someten a shock con H2O durante 5:30 minutos, a continuacion, la
osmolalidad se vuelve 300 mOsm en presencia de 1 mM de calceina-AM, como se describe anteriormente. Las
células se incuban a 37° C durante 30 minutos y se mide la fluorescencia relativa (por ejemplo, 495 de
excitacion/535 de emision nM) en un lector multiplaca de fluorescencia. Los datos en la Figura 8 representan las
unidades de fluorescencia relativa promedio (RFU  error standard de la media, n = 16).

Ejemplo 6 - Modelo de toxicidad por agua para EC: presion intracraneal (PIC)

La ICP se mide utilizando un sensor Samba 420, un transductor de presioén, con una unidad de control Samba 202
(Harvard Apparatus, Holliston, MA). Este sistema de monitoreo de ICP consiste en un elemento sensor de silicona
de 0,42 mm montado en una fibra éptica. Se implanta una aguja de jeringa de calibre 20 a través de la cisterna
magna hasta una profundidad de ~ 1 cm. Luego, la aguja actia como una guia para la insercion del sensor Samba y
el sitio de implantacion y el extremo abierto de la aguja se sellan con un 100% sellador de 100% silicona. Se
establece una lectura de ICP de referencia seguida de una inyeccién IP de bolo de agua (20% en peso del animal)
con o sin el compuesto 1. Se controla la ICP hasta que el animal expira por la carga de agua.

Ajustando por el aumento leve en la ICP observado en los animales cuando se monitorizan sin la inyeccion de bolo
de agua (Figura 9, Sin Toxicidad por Agua), el compuesto 1 a 0,76 mg/kg redujo la tasa relativa de aumento de la
ICP en un 36%, de 3,6 x 103min"a 2,3 x 103 min™' (n = 6 ratones/tratamiento, media + error estandar de la media).

Ejemplo 7 - Conversion del compuesto 5 en el compuesto 1

Los niveles plasmaticos o séricos del Compuesto 1 se miden por LC-MS/MS en las instalaciones de Mass
Spectrometry Il Core en el Lerner Research Institute de la Cleveland Clinic Foundation. Las mediciones se toman a
los 15 minutos y 24 horas después de una dosis de carga ip de 10 mg/kg y 1 mg/ml a una dosis de mantenimiento
de 8 pl/hora (administrada por una bomba osmética ip de Alzet, Durect Corp., Cupertino, CA) del compuesto 5 (n =5
ratones/ punto de tiempo, promedio * error estandar de la media) (Figura 10). Después del procesamiento inicial
para eliminar las proteinas (75% de extraccion con acetonitrilo), se introduce el compuesto 3 para mejorar la
cuantificacion utilizando el monitoreo de reaccion multiple (MRM). Las muestras se analizan mediante LC-MS/MS en
tandem utilizando cromatografia de fase inversa C18 y analisis de masas con un espectrometro de masas de triple
cuadrupol. El método de LC es suficiente para separar el compuesto 1 del compuesto 3 y el MRM posterior
proporcioné una cuantificacion confiable con una respuesta lineal de 0,004 a 0,4 ng del Compuesto 1 para su ion
producto mas abundante. La linea discontinua en la Figura 10 es la concentracion plasmatica efectiva relativa del
compuesto 1 observada en el modelo de toxicidad por agua en el raton. La inclusion de una bomba osmotica Alzet
(Durect Corp., Cupertino, CA) que contenia el compuesto 5 en el peritoneo fue suficiente, junto con una dosis de
carga inicial, para mantener el compuesto 1 por encima de la concentracion plasmatica eficaz esperada de 20 ng/ml
durante 24 horas (Figura 10).

La solubilidad del compuesto 1 en agua es de 3,8 pug/ml. La solubilidad del compuesto 5 en agua es de 1 mg/ml. Los
experimentos iniciales mostraron una rapida bioconversién del Compuesto 5 al Compuesto 1 cuando se agrego al
plasma de ratén in vitro. Menos de 5 minutos a 20° C es suficiente para hacer que el Compuesto 5 no se detecte.
Ademas, el compuesto 1 no se detecta en muestras de plasma tomadas de ratones inyectados IP con el compuesto
5. En su lugar, el compuesto 1 se detecta a una concentracion consistente con una buena biodisponibilidad y una
conversion casi completa del compuesto 5. Con el compuesto 5, se pueden usar dosis de 10 mg/Kg y volumenes de
inyeccion IP en solucién salina (0,5 ml para un raton de 30 g), que proporcionan concentraciones séricas del
Compuesto 1 en exceso de 400 ng/ml (Figura 10). Los parametros clave de PK para el compuesto 5 son: tasa de
absorcién 0,12 min™'; tasa de eliminacion 0,017 min-'.

Ejemplo 8 - Modelo de accidente cerebrovascular en animales

La mayoria de los accidentes cerebrovasculares isquémicos (~ 80%) se producen en la region de la arteria cerebral
media (ACM). Para imitar esta lesion en ratones, se utiliza un modelo de monofilamento intraluminal de oclusion de
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la arteria cerebral media (ACMo). La oclusion se logra insertando un filamento quirdrgico en la arteria carétida
externa (AEC) y enroscandolo hacia delante en la arteria carétida interna (ACI) hasta que la punta bloquee el origen
de la ACM. El cese del flujo sanguineo resultante da lugar a un infarto cerebral posterior en el territorio de la ACM
(Longa, EZ et al., Reversible Middle Cerebral Artery Occlusion Without Craniectomy in Rats, Stroke, 20, 84-91
(1989)). Esta técnica se utiliza para estudiar una oclusion temporal en la que se bloquea la ACM durante una hora.
Luego, se retira el filamento, lo que permite que se produzca la reperfusion durante 24 horas antes de que se tome
una imagen del cerebro del animal utilizando exploraciones ponderadas en T2 en un escaner de resonancia
magnética Bruker 9.4T en el Case Center for Imaging Research (Figura 11). La Figura 11 muestra una Unica seccion
de una imagen de RM ponderada en T2 que muestra el centro del cerebro mostrando la corteza cerebral, el
hipocampo, el talamo, la amigdala y el hipotalamo para un ratén "normal" (paneles de la izquierda) y un ratén que ha
recibido ACMo durante una hora seguido de 24 horas de reperfusion (paneles a la derecha). Las lineas discontinuas
marcan la linea media del cerebro y muestran un gran desplazamiento en el cerebro de ACMo debido a un edema
cerebral. La linea continua resalta la region del infarto en el cerebro de ACMo.

Supervivencia: los ratones se tratan con el compuesto 5 utilizando una dosis de carga ip de 2 mg/kg y 1 mg/ml a una
dosis de mantenimiento de 8 pl/h (administrada por una bomba osmética ip) del compuesto 5, o se administra
solucidn salina (controles; n = 17) utilizando un enfoque idéntico. En este modelo, observamos una mejora del 29,4%
en la supervivencia general a las 24 horas cuando los animales se trataron con el compuesto 5 (X3(1) = 4,26; P <
0,05).

Edema cerebral: los ratones reciben solucion salina o se tratan con el Compuesto 5 mediante dosis multiples de 5
mg/kg ip cada tres horas (n = 8 por tratamiento). Este régimen de dosificacion es suficiente para mantener una
concentracion plasmatica del compuesto 1 > 10 ng/ml durante la duracion del estudio. El volumen hemisférico
ipsilateral y contralateral se mide a partir de las imagenes de RM ponderadas en T2 de los ratones 24 horas después
del ictus. El cambio relativo en el volumen hemisférico se calcula como un porcentaje de la diferencia entre el
volumen cerebral ipsilateral (Vi) y el volumen cerebral contralateral (V) en relacion con el volumen cerebral
contralateral (cambio porcentual en el volumen cerebral hemisférico = ((Vi- V¢ )/Vc) x 100%.

Los animales de control mostraron hinchazén en el hemisferio ipsilateral con un cambio relativo en el volumen
cerebral ipsilateral de 13,4% * 1,9%, mientras que los animales que recibieron el compuesto 5 mostraron un cambio
de 4,2 + 1,7% (P = 0,003,  error estandar de la media, véase la Figura 12). Esto representa una reduccion de 3,2
veces en la inflamacién del cerebro después de ACMo.

Resultado neuroldgico: en el mismo experimento anterior, los animales recibieron una puntuacion para el resultado
neurolégico en una escala simple de 5 puntos descrita en Manley, GT et al., Aquaporin-4 Deletion in Mice Reduces
Brain Edema After Acute Water Intoxication and Ischemic Stroke, Nature Medicine, 6, 159-163 (2000). Se observa
una mejora en el resultado neurolégico para los animales que recibieron el compuesto 5. Los animales de control
tuvieron una puntuacion neuroldogica promedio de 2,77 + 0,66, mientras que los animales que recibieron el
Compuesto 5 tuvieron una puntuacion promedio de 0,88 + 0,31 (Figura 13, recuadro, P = 0,025, n = 9 por
tratamiento). Los animales que recibieron el compuesto 5 no progresaron a un estado de paralisis severa o muerte.

Los datos del modelo de accidente cerebrovascular ACMo junto con el modelo de toxicidad por agua (edema
cerebral) vinculan la farmacologia del compuesto 5/compuesto 1 con mejores resultados en el accidente
cerebrovascular.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula 1a
HS
Rg By
o )
N R
g 3
Ra
Ry
en donde:

R1, Rz, R3, Rsy Rs se seleccionan de H, halo, alquilo C14 halogenado y ciano; y Rs se selecciona de H, un residuo de
un aminoacido, un formilo, glioxiloilo, tioformilo, carbamoilo, tiocarbamoilo, sulfamoilo, sulfinamoilo, carboxi, sulfo,
fosfono,
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en donde R?"y R®" pueden ser iguales o diferentes y representan un grupo hidrocarbonado o un grupo heterociclico,
o R?"y R se combinan entre si, junto con el atomo de nitrogeno al que se unen, para formar un grupo amino ciclico;

en forma libre o de sal farmacéuticamente aceptable,

para usar como un medicamento en el tratamiento de una enfermedad o afeccidn mediada por la acuaporina
mediante la inhibiciéon de la acuaporina-2 y/o la acuaporina-4, en donde la afeccion o enfermedad mediada por la
acuaporina se selecciona de la isquemia del miocardio, infarto de miocardio, hipoxia del miocardio e insuficiencia
cardiaca congestiva.

2. Un compuesto de férmula 1a
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HS
Rg Ry
~o o)
N R
h 3
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en donde:

R1, Rz, Rs, Rsay Rs se seleccionan de H, halo, alquilo C14 halogenado y ciano; y R ¢ se selecciona de H, un residuo
de un aminoacido, un formilo, glioxiloilo, tioformilo, carbamoilo, tiocarbamoilo, sulfamoilo, sulfinamoilo, carboxi, sulfo,
fosfono,
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en donde R?"y R®" pueden ser iguales o diferentes y representan un grupo hidrocarbonado o un grupo heterociclico,
o R?"y RP" se combinan entre si, junto con el atomo de nitrégeno al que se unen, para formar un grupo amino
ciclico;

en forma libre o de sal farmacéuticamente aceptable,

para uso en el tratamiento o control de una enfermedad o afeccion mediada por acuaporina mediante la inhibicién de
acuaporina-2 y/o acuaporina-4, en donde la afeccion o enfermedad mediada por acuaporina se selecciona del
edema, epilepsia, neuromielitis 6ptica, una migrafa, hiponatremia, isquemia de la retina y retenciéon excesiva de
liquidos.

3. El compuesto para uso de la reivindicacion 1 o 2, en donde Rg es acetilo o en donde Res es un grupo
carbonilo de anillo heterociclico no aromatico de 5 a 6 miembros que comprende al menos un nitrégeno como un
atomo constitutivo del anillo y se une al grupo carbonilo en el atomo de nitrégeno y el anillo heterociclico puede estar
sustituido con uno o mas sustituyentes seleccionados independientemente entre alquilo, alquil-oxi-carbonilo y
carboxi, opcionalmente en donde el anillo heterociclico no aromatico de 5 a 6 miembros se selecciona de 1-
pirrolidinilo, piperidino, morfolino y 1-piperazinilo, opcionalmente en donde Rs es (morfolin-4-il)carbonilo.

4. El compuesto para uso de la reivindicaciéon 1 o 2, en donde:

R+ se selecciona de trifluorometilo, cloro, flior y bromo;
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R3y Rsson iguales o diferentes y se seleccionan de trifluorometilo, cloro, fltor y bromo; y
R2y R4son ambos H.
5. El compuesto para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 0 4, en donde:
R1 se selecciona de cloro y bromo;
5 R3y Rsson ambos trifluorometilo; y
R2, R4y Rs son todos H.
6. El compuesto para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 0 4, en donde Rg es fosfono.

7. El compuesto para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 o 4, en donde el compuesto de
férmula 1a se selecciona de

F F F
FF F_F CH, FF
OH O OH O o)\o 0
i J F i ) F i J F
N N N
H F F H F F H £ F
cl , bBr cl

F. F
F
F F
)C\Ha OH O
0™ o N ::
N F : F
H F F
F F
Br , F ,
F
o F. F
O || HO., H
Ho' ™o o
F
F
r CI bl
F. 3 F F ] F
NaO., 9 Nao\g
HO~ ‘“ NaO” "0 O
F F
N
@x < @AH <
2 | Cl
8. El compuesto para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 4, 5 o0 7, en donde el compuesto de

15 férmula 1a es
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FUF
OH O
N :
F
Cl

2
en forma libre o de sal farmacéuticamente aceptable, en donde preferiblemente el compuesto esta en forma libre.

9. El compuesto para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2, 4, 6 o 7, en donde el compuesto de
férmula 1a es

HO. “
HO” 0 (o)

en forma libre o de sal farmacéuticamente aceptable.

2

10. El compuesto para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 2-9, en donde la afeccién que se va a
tratar o controlar es un edema cerebral, opcionalmente en donde el edema cerebral es consecuencia de un
traumatismo craneal, accidente cerebrovascular, glioma, meningitis, mal agudo de montafia, convulsiones
epilépticas, infeccion, trastorno metabdlico, hipoxia, intoxicacion por agua, insuficiencia hepatica, encefalopatia
hepatica, cetoacidosis diabética, exposicion a la microgravedad, exposicion a la radiacion, un procedimiento invasivo
del sistema nervioso central, un absceso, eclampsia, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob o lupus cerebritis.

11. El compuesto para uso de la reivindicacion 10, en donde el edema cerebral es
- como consecuencia de un accidente cerebrovascular, opcionalmente un accidente cerebrovascular isquémico, o
- como consecuencia de una lesion cerebral traumatica.

12. El compuesto para uso de la reivindicacion 10, en donde el edema cerebral es consecuencia de la hipoxia,
opcionalmente, en donde la hipoxia estda causada por un paro cardiaco, accidente cerebrovascular u otra
interrupcion de la perfusion sanguinea en el cerebro.

13. El compuesto para uso de la reivindicacién 10, en donde el edema cerebral es consecuencia de un
traumatismo craneal cerrado.

14. El compuesto para uso de la reivindicacién 10, en donde el edema cerebral es consecuencia de un
accidente cerebrovascular en la arteria cerebral media.

15. El compuesto para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 10-14, en donde el edema cerebral es un
edema cerebral citotoxico.

16. El compuesto para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 2-9, en donde la afeccién que se va a
tratar o controlar es un edema de la médula espinal, opcionalmente en donde el edema de la médula espinal es
como consecuencia de un trauma de la médula espinal, opcionalmente en donde el trauma de la médula espinal es
la compresién de la médula espinal.

17. El compuesto para uso de cualquiera de las reivindicaciones 10-16, en donde el paciente ha sufrido un
accidente cerebrovascular, lesién en la cabeza o lesiéon en la médula espinal dentro de las 12 horas de comenzar el
tratamiento, opcionalmente dentro de las 6 horas de comenzar el tratamiento, opcionalmente dentro de las 3 horas
de comenzar el tratamiento.

18. El compuesto para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 2-9, en donde la afeccién que se va a
tratar o controlar es un edema de la retina, edema del nervio 6ptico como consecuencia de la exposicion a la
microgravedad o exposicion a la radiacion, edema como consecuencia de la hipoxia o edema cardiaco,
opcionalmente en donde el edema cardiaco es como consecuencia de la isquemia cardiaca, opcionalmente, en
donde el edema es un edema cerebral como consecuencia de la hipoxia causada por paro cardiaco, accidente
cerebrovascular u otra interrupcion de la perfusion sanguinea en el cerebro.
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19. El compuesto para uso de una cualquiera de las reivindicaciones 2-9, en donde la afeccién que se va a
tratar o controlar es la hiponatremia o retencion excesiva de liquidos, opcionalmente en donde la hiponatremia o
retencién excesiva de liquidos es como consecuencia de insuficiencia cardiaca, cirrosis hepatica, trastorno nefroético,
o sindrome de secrecion inadecuada de hormona antidiurética (SIADH).

20. Un método para la identificaciéon de inhibidores especificos de la acuaporina, que comprende medir la
respuesta de una poblacién de células que expresan acuaporina frente a una poblacién de células control a una
solucioén hipertonica o hipoténica en presencia o ausencia de un compuesto de ensayo, en donde las células son de
mamiferos. El compuesto de ensayo es un control positivo y es un compuesto de férmula 1a.
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en donde: R+, Rz, R3, R4y Rs se seleccionan de H, halo, alquilo C1.4 halogenado y ciano; y Rs se selecciona de H, un
residuo de un aminoacido, un formilo, glioxiloilo, tioformilo, carbamoilo, tiocarbamoilo, sulfamoilo, sulfinamoilo,
carboxi, sulfo, fosfono,
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en donde R?"y R®" pueden ser iguales o diferentes y representan un grupo hidrocarbonado o un grupo heterociclico,
o R?"y RP" se combinan entre si, junto con el atomo de nitrégeno al que se unen, para formar un grupo amino
ciclico;

en forma libre o de sal farmacéuticamente aceptable, y opcionalmente, en donde la poblacién de células que
expresa acuaporina expresa acuaporina-2 o acuaporina-4.
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