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DESCRIPCION
Derivados utilizados en el tratamiento de atrofia muscular

[0001] La presente invencion se refiere a derivados Uutiles para el tratamiento de enfermedades relacionadas con la
atrofia muscular.

Campo de la invencion

[0002] Hoy en dia existe una clara falta de nuevos tratamientos para retrasar la aparicion y progresion de trastornos y
enfermedades relacionadas con la edad que se acompafian de una disminucién de la fuerza o potencia muscular
como la sarcopenia, mientras que los problemas de movilidad relacionados con la edad son problemas muy serios
con consecuencias de salud de gran alcance.

[0003] Las personas mayores con ciertos trastornos o enfermedades metabdlicas se enfrentan con mayor frecuencia
a una pérdida de masa corporal magra debida, al menos en parte, a una reduccién en la sintesis de proteinas
musculares (como sarcopenia), una disminucioén en la ingesta nutricional, o la presencia de inflamacién. Se sabe que
una disminucién en la masa corporal magra se asocia con fatiga, disminucién de la capacidad para realizar las tareas
requeridas para la vida diaria, mayor riesgo de fracturas 6seas, aumento de caidas y hospitalizaciones, mayor
metabolismo deficiente (tolerancia a la glucosa, sensibilidad a la insulina) y capacidad cognitiva, asi como disminucion
de la calidad de vida (Frontera WR y otros, 1991, Baumgartner y otros, 1998, Lloyd BD y otros, 2009). A diferencia de
la caquexia, los pacientes con sarcopenia pueden tener un peso estable, pero muestran una clara pérdida de masa
muscular, mientras que al mismo tiempo aumenta la masa grasa.

[0004] Hay muchos factores que influyen en la disminucion de la masa muscular. Esencialmente, se observa
resistencia anabdlica del musculo esquelético a la sintesis de proteinas, como se puede observar en la inmovilizacién,
que puede mejorarse, al menos en parte, mediante ejercicios de resistencia y suplementos dietéticos (Farnfield MM
et al. 2012). También se ha demostrado que la pérdida de inervacion y el dafio oxidativo pueden jugar un papel
importante (Chai RJ et al., 2011, O'Neill ED et al., 2010) y conducir a atrofia muscular que involucra diferentes vias.
La sefalizacion celular lleva a una muerte celular programada (apoptosis), a una mayor degradacion de las proteinas
o incluso a una disminucion de la activacion de las células responsables de la regeneracion muscular. La sarcopenia
es, por lo tanto, el resultado de un desequilibrio entre la degradacion de las proteinas y su sintesis, donde la
contribucién exacta de cada uno de los factores mencionados anteriormente varia segun el modelo o el caso estudiado.
Se ha descrito que algunos sistemas proteoliticos participan en la degradacion muscular, como las proteasas activadas
por calcio, como la calpaina y la caspasa; el sistema ubiquitina-proteasoma (Hasselgren PO et al., 2002, Purintrapiban
J et al., 2003). Entre los diferentes objetivos identificados durante el desarrollo de la sarcopenia, se encontré que
aumentaron atrogin-1 (también conocido como MAFbx) y disminuyeron MURF-1 y Akt/mTOR/S6K.

[0005] La miostatina, producida de forma autocrina por los musculos en si, también es un factor particularmente
importante, ya que esta proteina actia estimulando la protedlisis e inhibiendo la proteosintesis. Si bien el
envejecimiento se acomparia de cambios hormonales significativos, hay un aumento en la secrecion de miostatina
(Léger et al., 2008) cuya expresion en los musculos adultos aumenta con el grado de atrofia. La miostatina, también
conocida como factor de crecimiento y diferenciacion 8 (GDF-8) tiene todas las caracteristicas estructurales comunes
a las proteinas de la familia TGF- B: un amino terminal hidréfobo que actia como una sefal de secrecién, nuevos
residuos de cisteina invariantes, y un sitio de procesamiento proteolitico similar a furina "RXXR". La escision
proteolitica de la proteina da como resultado un dominio C-terminal que forma un homodimero que es la forma
bioldgicamente activa de la miostatina (Thies et al., 2001). Las alineaciones de secuencias de aminoacidos de la
miostatina de mudltiples especies de vertebrados muestran que la proteina esta altamente conservada (100% de
identidad) entre humanos, monos, vacas, perros, ratones, ratas, pavos y gallinas (McPherron et al., 1997). Su
expresion se limita principalmente al musculo esquelético y al tejido adiposo, donde desempefia el papel de regulador
negativo del desarrollo del musculo esquelético (Lee LS, 2010, 10: 183-194).

[0006] Se ha demostrado que los ratones y ganado genéticamente deficientes en miostatina exhiben un aumento
espectacular de la masa del musculo esquelético, que apoya el papel de la miostatina en la supresion del crecimiento
del musculo (Wolfman et al., 2003). En algunas razas bovinas, la hipertrofia muscular se debe a una mutacion sin
sentido en el tercer exon del gen de la miostatina bovina (Bass et al., 1999) que se acompafia de un aumento en el
numero de células o crecimiento hiperplasico, y tamafo celular, o crecimiento hipertréfico, dando como resultado
miofibras mas grandes y pesadas.

[0007] El aumento de la masa muscular esquelética y la fuerza también esta asociado con adaptaciones metabdlicas
que influyen positivamente en la composiciéon corporal, el gasto de energia, homeostasis de la glucosa y los
requerimientos de insulina. Los datos farmacoldgicos y genéticos indican que la miostatina regula el metabolismo
energético y que su inhibicion puede atenuar significativamente la progresion de enfermedades metabdlicas como la
obesidad y la diabetes. Por ejemplo, los ratones genéticamente deficientes en miostatina tienen una baja acumulacion
de grasa corporal (McPherron et al., 2002) en comparacion con los ratones de tipo natural de la misma edad,
relacionados con una reduccion en el recuento y tamafio de adipocitos, lo que demuestra asi, el importante papel de
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la miostatina en la adipogénesis y la miogénesis.

[0008] Los tratamientos experimentales actuales para tratar la sarcopenia se basan en enfoques nutricionales, la
practica de ejercicio fisico, el uso de estimulantes del apetito o compuestos anabdlicos como testosterona, pero los
efectos de estos tratamientos no son satisfactorios (Morley et al., 2007) y pueden causar efectos secundarios.

[0009] La presente invencion se refiere a derivados y composiciones farmacéuticas que los comprenden para su uso
para el tratamiento y/o prevencion de la atrofia muscular en el mamifero.

Descripcion detallada de la invencién

[0010] La presente invencion se refiere por tanto a los siguientes compuestos de férmula general I

en la que

0

- R' y R? representan independientemente uno de otro un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo C4-Ce,
ventajosamente metilo;
- n es un numero entero entre 1y 2, preferiblemente n = 1;

- R3 representa

- un grupo OH;

- un grupo-O (alquilo en C4-Cs), preferentemente-OEt o -OiPr;

- un grupo-O-cicloalquilo en Cs3-Cs), preferentemente-O-ciclopentilo;

- un grupo-O (heterociclico C3-Cy7), preferentemente-O-tetrahidropiran-4-ilo;

- un grupo -O-heteroarilo, preferiblemente -O-piridilo;

- un grupo -O-arilo, preferiblemente -O-fenilo;

- un grupo -O(C+-Cg)arilo, preferiblemente -O-bencilo;

- un grupo -NR7R8, en el que

R” representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo C+-Cs y R® representa

- un atomo de hidrégeno;

- un grupo heteroarilo, que contiene preferiblemente uno o mas atomos de nitrégeno, en particular
un

grupo piridazinilo o un grupo piridilo;

- un grupo alquilo en C4-Cg, ventajosamente un grupo etilo opcionalmente sustituido por un grupo -
NR°R'? en el que R® y R independientemente uno de otro un atomo de hidrogeno o un alquilo C+-
Cs, preferiblemente metilo;

- alquilo, C4-Cs, ventajosamente un grupo etilo opcionalmente sustituido por un grupo -OR*! en el
que R representa un atomo de hidrogeno o un grupo alquilo C+-Cs, preferiblemente metilo;

o R y R® se forman con el atomo de nitrdgeno que los porta un heterociclo, en particular una
pirrolidina, una piperidina, una morfolina, una piperazina, el heterociclo esta opcionalmente sustituido
con un grupo alquilo C4-Cs, ventajosamente un grupo metilo, en particular R” y R® forman un
metilpiperazinilo;

- R* representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo en C4-Cg, particularmente -Me o -Et, mas particularmente -

Et;

- R5 y R® representan, independientemente uno de otro, un hidrégeno, un atomo de halégeno, ventajosamente Cl, o
un grupo elegido entre:

un grupo -CN;
un grupo -OH;
un grupo -O(alquilo en C4-Cs), preferiblemente -OMe, el grupo alquilo esta opcionalmente sustituido por uno
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0 mas atomos de halégeno, preferiblemente F, tales como por ejemplo -OCF3 o OCHF;;
alquilo C4-Cs, preferiblemente metilo, opcionalmente sustituido por uno o mas atomos de halégeno,
preferiblemente F, tales como, por ejemplo -CF3, -O(cicloalquilo en C3-Cs), preferiblemente O-ciclopropilo;

0 un enantiomero, diastereoisémero, hidrato, solvato, tautémero, mezcla racémica o sal farmacéuticamente aceptable
de los mismos

para uso como medicamento para el tratamiento y/o prevencion de atrofia muscular de mamiferos y/o para limitar
atrofia muscular en mamiferos y/o para promover el crecimiento muscular en mamiferos, hacer ejercicio y apuntar a
aumentar la masa muscular y la calidad, previniendo los sintomas sarcopénicos relacionados con la edad o en
rehabilitacion después de una pérdida muscular,

la atrofia muscular esta relacionada con la edad y/o las consecuencias de la farmacoterapia y/o la inmovilizacion y/o
la caquexia.

[0011] En particular, la atrofia muscular esta relacionada con la edad, tales como pre-sarcopenia, sarcopenia o
sarcopenia severa. La atrofia muscular también puede estar relacionada con las consecuencias de la terapia con
medicamentos, como el tratamiento del cancer. La atrofia muscular también puede estar relacionada con la
inmovilizacion, en particular cualquiera que sea la causa, por ejemplo, debido a la debilidad relacionada con la edad,
un accidente o una operacioén quirdrgica, como una proétesis de la rodilla o la cadera. La atrofia muscular puede estar
relacionada con la caquexia, en particular por cualquier causa, por ejemplo, por anorexia nerviosa, cancer, insuficiencia
cardiaca, insuficiencia hepatica, etc., tuberculosis o SIDA.

[0012] En particular, el mamifero puede ser un animal o humano, ventajosamente se trata del hombre.

[0013] Segun la presente invencion, los derivados de formula (I) exhiben actividad para el tratamiento y/o prevencion
de la atrofia muscular, en particular atrofia muscular relacionada con la edad, como pre-sarcopenia, sarcopenia,
sarcopenia grave y/o las consecuencias de un tratamiento farmacolégico como cancer, y/o relacionado con la
inmovilizacién, en particular, cualquiera que sea la causa, como debilidad relacionada con la edad, un accidente, una
operacion quirdrgica como una protesis de rodilla o cadera, caquexia, y en general las patologias relacionadas con la
atrofia muscular en el mamifero.

[0014] Los derivados de formula (I) también son utiles para promover el crecimiento muscular en mamiferos,
preferiblemente seres humanos, haciendo ejercicio para aumentar la masa muscular y la calidad, la prevencion de la
aparicion de sintomas sarcopénicos relacionados con la edad.

[0015] Los inventores han descubierto que los compuestos de la presente invencion hicieron posible inhibir la
expresion del gen de la miostatina, para aumentar la sintesis de proteinas en las células musculares y/o aumentar el
diametro de miotubos C2C12.

[0016] La presente invencion se refiere ademas al uso de un derivado de férmula (I) de acuerdo con la invencién como
se define anteriormente para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento y/o prevencion de atrofia muscular
en mamiferos y/o para limitar la atrofia muscular en mamiferos y/o para promover el crecimiento muscular en
mamiferos en ejercicio para aumentar la masa y la calidad musculares, a fin de prevenir la aparicion de sintomas
sarcopénicos relacionados con la edad o reeducacion después de la pérdida muscular.

[0017] La cantidad eficaz se ajustara dependiendo de la naturaleza y gravedad de la afeccion a tratar, la via de
administracion y también el peso y la edad del sujeto. En general, la unidad de dosificacion variara entre 0,5 mg y
2000 mg por dia, en una o mas dosis, preferiblemente entre 1 y 1000 mg cuando el sujeto es un ser humano.

[0018] En una realizacion ventajosa, los derivados de férmula (1) dtiles en el contexto de la presente invencion son
tales que R* es un grupo -(alquilo en C4-Cg), ventajosamente -Et.

[0019] En otra forma de realizacion ventajosa, los derivados de férmula (1) dtiles en el contexto de la presente invencion
son tales que n = 1;

[0020] En otra forma de realizacion ventajosa, los derivados de férmula (1) dtiles en el contexto de la presente invencion
son tales que los grupos R® y/o RS representan un atomo de halégeno, preferiblemente un atomo de cloro.

[0021] En otra forma de realizacion ventajosa, los derivados de férmula (1) dtiles en el contexto de la presente invencion
son tales que R® y R® independientemente entre si, un atomo de haldgeno, preferiblemente Cl; particularmente, R% y
R® son cloros, y R* representa un grupo alquilo en C+-Cs, en particular Et.

[0022] En otra forma de realizacién ventajosa, los derivados de formula (1) utiles en el contexto de la presente invencion
son tales que R' y R? representan ambos un atomo de hidrégeno.

[0023] En otra forma de realizacion ventajosa, los derivados de férmula (1) utiles en el contexto de la presente invencion
son tales que R3 es -OH o un grupo - O(alquilo en C4-Cg), ventajosamente -OEt u -OiPr.
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[0024] En particular, los derivados de férmula (1) Utiles en el contexto de la presente invencién se seleccionan de los
siguientes compuestos.

(1) acido 4-(3,4-diclorofenil)-4-etoxiimino-butanoico;

(2) acido 4-(3,4-diclorofenil)-4-metoxiimino-butanoico;

(3) 4-(3,4-diclorofenil)-4-etoxiimino-butanoato de isopropilo;

(4) acido 5-(3,4-diclorofenil)-5-etoxiimino-pentanoico;

(5) 4-(3,4-diclorofenil)-4-etoxiimino-N-(2-piridil)butanamida;

(6) 4-(3,4-diclorofenil)-4-etoxiimino-N-(3-piridil)butanamida;

(7) 4-(3,4-diclorofenil)-4-etoxiimino-N-piridazin-3-il-butanamida;

(8) 4-(3,4-diclorofenil)-N-(2-dimetilaminoetil)-4-etoxiimino-butanamida;
(9) (4E)-4-(3,4-diclorofenil)-4-etoxiimino-N-(3-hidroxipropil)butanamida;
(10) 4-(3,4-diclorofenil)-4-etoxiimino-1-(4-metilpiperazin-1-il)butan-1-ona;

[0025] En particular, los siguientes compuestos 1 a 10 que estan cubiertos por la formula general (1) se describen en
la técnica anterior para otras aplicaciones:

N°|Estructura quimica Nombre quimico
WON
l o
1 I acido 4-(3,4-diclorofenil)-4-etoxiimino-butanoico
(=]
W
l =
2 acido 4-(3,4-diclorofenil)-4-metoxiimino-butanoico
ci °
WO
| 5
3 Y 4-(3,4-diclorofenil)-4-etoxiimino-butanoato de isopropilo
o
=]
N
|
4 > acido 5-(3,4-diclorofenil)-5-etoxiimino-pentanoico
[=}
WO
| i
5 | } 4-(3,4-diclorofenil)-4-etoxiimino-N-(2-piridil)butanamida
o F ° F
WO
1 !
Ny . . R - .
6 /(;)\/\H/ \(:/ 4-(3,4-diclorofenil)-4-etoxiimino-N-(3-piridil)butanamida
= ° /
WO
| A
Sy
7 \E) 4-(3,4-diclorofenil)-4-etoxiimino-N-piridazin-3-il-butanamida
° A
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N°|Estructura quimica Nombre quimico
WO
| K
NN , . o - )
8 | 4-(3,4-diclorofenil)-N-(2-dimetilaminoetil)-4-etoxiimino-butanamida
N
| “\/\/""
9 4-(3,4-diclorofenil)-4-etoxiimino-N-(3-hidroxipropil)butanamida

Ci

=

10 4-(3,4-diclorofenil)-4-etoxiimino-1-(4-metilpiperazin-1-il)butan-1-ona

Cl

[0026] De hecho, la solicitud de patente WO 2010011302 describe la sintesis de compuestos 1 a 10 cubiertos por la
férmula general (1) y sus aplicaciones en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas sin describir la actividad
en la atrofia muscular. Por lo tanto, los inventores han descubierto sorprendentemente que estos compuestos
conocidos tienen una actividad en el tratamiento y/o prevencion de patologias relacionadas con la atrofia muscular en
el mamifero.

[0027] En el contexto de la presente invencion, el término "grupo arilo", un anillo aromatico que tiene 5 a 8 atomos de
carbono o mas anillos aromaticos fusionados que tienen 5 a 14 atomos de carbono. En particular, los grupos arilo
pueden ser grupos monociclicos o biciclicos, preferiblemente fenilo o naftilo. Ventajosamente es un grupo fenilo (Ph).

[0028] En el contexto de la presente invencion, el término "grupo heteroarilo”, cualquier grupo hidrocarburo aromatico
de 3 a9 atomos que contienen uno o mas heteroatomos, en particular uno o dos, tal como, por ejemplo atomos de
azufre, nitrégeno u oxigeno, en particular uno o mas atomos de nitrégeno. El heteroarilo de acuerdo con la presente
invencion puede consistir en uno o mas anillos fusionados. Ejemplos de grupos heteroarilo son furilo, isoxazilo, piridilo,
tiazolilo, pirimidilo, piridazinilo, bencimidazol, benzoxazol, benzotiazol, pirazol. Ventajosamente, el grupo heteroarilo
se elige entre los grupos piridazinilo, pirazol y piridilo.

[0029] En el contexto de la presente invencion, el término "halégeno" significa cualquier haldgeno, elegido
ventajosamente entre Cl, Br, | o F, en particular seleccionado entre F, Cl o Br, en particular F o Cl, en particular CI.

[0030] en el contexto de la presente invencion, el término "grupo alquilo en C4-Cg" significa cualquier grupo alquilo de
1 a 6 atomos de carbono, lineal o ramificado, en particular, metilo, etilo, n-propilo, iso-propilo, n-butilo, isobutilo, sec-
butilo, t-butilo, n-pentilo, n-hexilo. Ventajosamente, es un grupo metilo (Me), etilo (Et), isopropilo (iPr) o t-butilo (tBu),
en particular un grupo metilo, etilo o isopropilo, mas particularmente un grupo metilo o etilo.

[0031] En el contexto de la presente invencion el término "cicloalquilo C3-Cg" significa cualquier anillo de hidrocarburo
saturado que tiene de 3 a 6 atomos de carbono, en particular, ciclopropilo, ciclobutilo, ciclopentilo o ciclohexilo.
Ventajosamente, es un grupo ciclopentilo o ciclohexilo.

[0032] En el contexto de la presente invencion, el término "grupo heterociclico” significa cualquier grupo hidrocarburo
ciclico saturado de 3 a 9 atomos que contienen uno o mas heteroatomos tales como por ejemplo azufre, nitrdgeno u
oxigeno, en particular atomos de nitrégeno y oxigeno, mas particularmente uno o mas atomos de nitrégeno. El grupo
heterociclico de acuerdo con la presente invencion puede consistir en uno o mas anillos fusionados. Ejemplos de
grupos heterociclicos son tetrahidrofurano, tetrahidropirano, pirrolidina, piperazina, piperidina, tiolano, oxirano, oxano,
tina, tiazolidina, morfolina. Ventajosamente, el grupo heterociclico se elige entre los grupos tetrahidropirano, piperidina,
pirrolidina, piperazina y morfolina.

[0033] En el contexto de esta invencion "farmacéuticamente aceptable” significa que es util en la preparacion de una
composicion farmacéutica que es generalmente segura, no téxica y ni biolégicamente ni de otro modo indeseable, y
que es aceptable para uso farmacéutico veterinario y humano.

[0034] En el contexto de la presente invencion, el término "sales farmacéuticamente aceptables de un compuesto” se
refiere a sales que son farmacéuticamente aceptables, como se define aqui, y que poseen la actividad farmacoldgica
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del compuesto original deseado. Tales sales incluyen:

(1) sales de adicion de acido formadas con acidos inorganicos tales como acido clorhidrico, acido
bromhidrico, acido sulfurico, acido nitrico, acido fosférico y similares; o formados con acidos organicos tales
como acido acético, acido bencenosulfénico, acido benzoico, acido canforsulfénico, acido citrico, acido
etanosulfénico, acido fumarico, acido glucoheptoénico, acido glucénico, acido glutamico, acido glicélico, acido
hidroxinaftoico, acido 2-hidroxietanosulfénico, acido lactico, acido maleico, acido magnético, acido mandélico,
acido metanosulfénico, acido mucénico, acido 2-naftalensulfénico, acido propidnico, acido salicilico, acido
succinico, acido dibenzoil-L-tartarico, acido tartarico, acido p-toluensulfénico, acido trimetilacético, acido
trifluoroacético y similares; o

(2) sales formadas cuando un protén acido presente en el compuesto original se reemplaza por un i6n
metalico, por ejemplo un idn de metal alcalino, un i6n de metal alcalinotérreo o un ién de aluminio; ya sea
coordenandose con una base organica o inorganica. Las bases organicas aceptables incluyen dietanolamina,
etanolamina, N-metilglucamina, trietanolamina, trometamina y similares. Las bases inorganicas adecuadas
incluyen hidréxido de aluminio, hidroxido de calcio, hidroxido de potasio, carbonato de sodio e hidréxido de
sodio.

[0035] En el contexto de la presente invencion, el término "solvato de un compuesto" significa cualquier compuesto
que se obtiene mediante la adicién de una molécula de disolvente inerte sobre el compuesto de acuerdo con la
invencion, el solvato de formacién debido a su fuerza de atraccion mutua. Los solvatos son, por ejemplo, alcoholatos
del compuesto. Un hidrato es un solvato en el que el disolvente inerte utilizado es agua. Puede ser mono, di o trihidrato.

[0036] En el contexto de la presente invencion, el término "tautdbmero” cualquier isémero de la incorporacion de los
compuestos de acuerdo con la presente invencién que son interconvertibles mediante una reaccién quimica reversible
llamada tautomerizacién. En la mayoria de los casos, la reaccién se produce por la migracion de un atomo de
hidrégeno acompariado por un cambio de localizacién de un doble enlace. En una solucién de un compuesto capaz
de tautomerizacion, se crea un equilibrio entre los dos tautdmeros. La relaciéon de tautémeros es, entonces, una funcion
del disolvente, la temperatura y el pH. El tautomerismo es, por lo tanto, la transformacion de un grupo funcional en
otro, mas a menudo por el desplazamiento concomitante de un atomo de hidrégeno y un enlace 1 (doble o triple
enlace). Los tautdmeros comunes son, por ejemplo, pares de aldehido/cetona-alcohol 0 mas precisamente pares de
enol; amidas - acidos imidicos; lactamas - lactimas; iminas - enaminas; enaminas - enaminas. En particular, puede
incluir un tautomerismo de cadena de ciclo que ocurre cuando el movimiento de protones esta acompafnado por la
transformacion de una estructura abierta en un ciclo.

[0037] Los compuestos de la invencion se pueden administrar en forma de una composicion farmacéutica que
comprende un excipiente farmacéuticamente aceptable.

[0038] Estas composiciones se pueden formular para la administracion a mamiferos, incluido el hombre. La politologia
varia segun el tratamiento y el afecto involucrado. Estas composiciones farmacéuticas son adecuadas para la
administracion por cualquier via adecuada, por ejemplo, por via oral (incluyendo oral y sublingual), rectal, nasal, topica
(incluyendo transdérmica), vaginal, intraocular o parenteral (incluyendo subcutanea, intramuscular o intravenosa).
Ventajosamente, las composiciones farmacéuticas estan adaptadas para administracion oral. Estas formulaciones
pueden prepararse usando cualquiera de los métodos conocidos por los expertos en la técnica mediante la
combinacion de los ingredientes activos con los excipientes farmacéuticamente aceptables apropiados.

[0039] Las formas unitarias adecuadas de administraciones orales incluyen comprimidos, capsulas, polvos, granulos
y soluciones o suspensiones orales en liquidos acuosos o espumas no acuosas, comestibles o alimentos, o
emulsiones de agua liquida -en aceite o aceite en agua. Al preparar una composicion solida en forma de tableta, el
ingrediente activo principal, ventajosamente en forma de polvo, se mezcla con un excipiente farmacéutico adecuado
tal como gelatina, almiddn, lactosa, estearato de magnesio, talco, goma arabiga o similares. Los comprimidos pueden
recubrirse con sacarosa u otros materiales adecuados o pueden tratarse de tal manera que tengan una actividad
prolongada o retardada y liberen continuamente una cantidad predeterminada de ingrediente activo.

[0040] Una preparacion en capsulas se obtiene mezclando el ingrediente activo, preferiblemente en forma de polvo,
con un diluyente y vertiendo la mezcla obtenida en capsulas de gelatina blandas o duras, en particular capsulas de
gelatina. Lubricantes tales como, por ejemplo, talco, estearato de magnesio, estearato de calcio o polietilenglicol en
forma solida se pueden agregar a la composicion antes de que se cargue en capsulas. También se puede agregar un
desintegrante o un solubilizante como, por ejemplo, carbonato de calcio o carbonato de sodio para mejorar la
disponibilidad del medicamento después de tomar la capsula.

[0041] Ademas se puede afadir si es necesario en la mezcla, aglutinantes, lubricantes y desintegrantes adecuados
como colorantes. Los aglutinantes adecuados pueden ser, por ejemplo, almidén, gelatina, azdcares naturales tales
como, por ejemplo, glucosa o beta-lactosa, agentes edulcorantes hechos de maiz, caucho sintético o natural, como
acacia, por ejemplo. o alginato de sodio, carboximetilcelulosa, polietilenglicol, ceras y similares. Los lubricantes utiles
en estas formas de dosificacion incluyen oleato de sodio, estearato de sodio, estearato de magnesio, benzoato de
sodio, acetato de sodio, cloruro de sodio y similares. Los desintegrantes incluyen almidéon, metilcelulosa, agar,

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2741012 T3

bentonita, goma xantana y similares. Las tabletas se formulan, por ejemplo, preparando una mezcla en polvo,
granulando o presionando en seco la mezcla, agregando un lubricante y un desintegrante y presionando la mezcla
para obtener las tabletas. Se prepara una mezcla en polvo mezclando adecuadamente el ingrediente activo agregado
con un diluyente o una base y, opcionalmente, con un aglutinante como, por ejemplo, carboximetilcelulosa, alginato,
gelatina o polivinilpirrolidona, un retardador de la disolucion como por ejemplo, parafina, un acelerador de absorcion
tal como, por ejemplo, una sal cuaternaria y/o un absorbente, tal como por ejemplo bentonita, caolin o fosfato dicalcico.
Las mezclas en polvo pueden granularse humedeciéndolas con un aglutinante como, por ejemplo, un jarabe, una
pasta de almidén, mucilago de acacia o soluciones de celulosa o materiales poliméricos y apretando a través de un
tamiz. Los granulos pueden lubricarse mediante la adiciéon de acido estearico, sal de estearato, talco o aceite mineral
para evitar que se adhieran a los moldes para hacer las tabletas. La mezcla lubricada se presiona luego para dar las
tabletas. Opcionalmente esta presente una capa protectora opaca o transparente que consiste en una capa de laca,
una capa de azucar o materiales poliméricos. Se pueden agregar tintes a estos recubrimientos para diferenciarlos de
otras tabletas.

[0042] Una preparacién en forma de jarabe o elixir puede contener el ingrediente activo conjuntamente con un
edulcorante, un antiséptico, un potenciador del sabor y un colorante adecuado. En general, las preparaciones de
jarabe se obtienen disolviendo el compuesto en una solucién acuosa con un agente que da un sabor apropiado
mientras que los elixires se preparan utilizando un vehiculo alcohélico no téxico.

[0043] Los polvos o los granulos dispersables en agua pueden contener el ingrediente activo mezclado con agentes
de dispersion o agentes humectantes, o agentes, tales como por ejemplo suspension, alcoholes de isoestearilo
etoxilados y éteres polioxietilen sorbitol, asi como con correctores del sabor o edulcorantes.

[0044] Para la administracion rectal, se hace uso de supositorios que se preparan con ligantes que funden a la
temperatura rectal, por ejemplo manteca de cacao o polietilenglicoles.

[0045] Para administracion parenteral, administracion intranasal o intraocular, suspensiones acuosas, soluciones
salinas isotonicas o soluciones estériles e inyectables que contienen agentes de dispersion y/o agentes humectantes
farmacoldgicamente compatibles.

[0046] EI principio activo también se puede formular en forma de microcapsulas, opcionalmente con uno o varios
aditivos.

[0047] Las composiciones farmacéuticas adaptadas para la administracion tépica se pueden formular como una
crema, ungiento, suspension, locién, polvo, solucion, pasta, gel, spray, aerosol o aceites.

[0048] Las composiciones farmacéuticas adaptadas para la administracion nasal en las que el vehiculo excipiente
esta en forma solida incluyen polvos que tienen un tamario de particula por ejemplo en el intervalo de 20 a 500 micras,
administradas por inhalaciéon de un recipiente que contiene el polvo dispuesto cerca de la nariz.

[0049] Las formulaciones farmacéuticas adaptadas para la administracion vaginal pueden administrarse como tampoén,
crema, gel, pasta, espuma o de pulverizacion.

[0050] En una realizacion ventajosa, la composicion farmacéutica de la presente invencion comprende ademas otro
agente activo, que preferiblemente tiene un efecto complementario o sinérgico.

[0051] El segundo agente activo se puede administrar en la misma composicion farmacéutica que el compuesto de
férmula (I) de la presente invencidon. También se puede administrar por separado, ya sea al mismo tiempo o
progresivamente en el tiempo.

[0052] Los derivados de acuerdo con la invencion se fabrican por métodos bien conocidos por los
expertos en la técnica y, en particular, los procedimientos para preparar los compuestos 1 a 10 se describen en la
técnica anterior (documento WO 2010011302).

[0053] La invencién se comprendera mejor a la luz de la descripcion de las figuras y ejemplos siguientes son
indicativos.

[0054] La Figura 1 muestra la visualizacion del diametro de la fibra muscular (en pm) en presencia de vehiculo (control:
Ctrl) del compuesto 1 a una concentracién de 10 um de dexametasona (DEX) a una concentracion de 10 ym y IGF-1
a una concentracion de 10 ng/ml.

CASCADA DE PROYECCION

[0055] El desarrollo de la prueba de selecciéon se inicid a partir de las obras de la literatura y en base a las

caracteristicas de la patologia de la sarcopenia. A nivel fisiopatoldgico, esta enfermedad se caracteriza por una
disminucion en la sintesis de proteinas y un aumento en la protedlisis. Por lo tanto, la clasificacion de los compuestos
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mencionados anteriormente se ha llevado a cabo en pruebas que permiten evaluar la capacidad de las moléculas
quimicas para inhibir la expresiéon génica de la miostatina y su capacidad para aumentar la sintesis de proteinas en
las células musculares. Ademas, hemos demostrado que algunos de los productos enumerados anteriormente
aumentan el diametro de los miotubos de las células C2C12.

Protocolos:
Medicion de la expresion de miostatina en células C2C12:

[0056] Las células mioblasticas C2C12 (ATCC CRL-1772) se siembran en placas de 24 pocillos a una densidad de
30.000 células por pozo y se cultivan en un medio DMEM (Medio de Eagle Modificado de Dulbecco) que contiene
glucosa a una tasa de 4,5 g/L y suplementado con suero de ternera fetal (10%) y antibidticos (penicilina y
estreptomicina). Cuarenta y ocho horas después, los mioblastos se inducen diferencialmente por privacion parcial en
suero (2% en lugar de 10%) durante 5 dias. Luego, las células se colocan en un medio empobrecido en glucosa
(DMEM que contiene 1 g/l de glucosa) y carecen de suero en presencia de las moléculas de prueba o referencias
(IGF-1 a una concentracion de 100 ng/ml) durante 6 horas. Al final del experimento, los ARN mensajeros (ARNm) se
extraen utilizando la metodologia convencional de fenol y cloroformo. Brevemente, las células se lisan en una solucion
de trizol (Sigma T9424) que contiene un acido fuerte y fenol. Los ARNm se separan de las proteinas mediante la
adicion de cloroformo seguido de centrifugacion. A continuacion, se precipitan en isopropanol y luego se suspendieron
a una concentracion de 1 ug/pL en agua ultrapura libre de RNasa y DNasa. 1 yg de ARNm se convierte luego por
transcripcion inversa en ADNc por la enzima AMV en presencia de un cebador y una mezcla de nucleétidos de acuerdo
con el protocolo dado por el proveedor (Applied Biosystems 4,368,814). La expresion génica se estudia mediante una
reaccion en cadena iniciada por una enzima polimerasa y comunmente llamada PCR en condiciones cuantitativas, de
ahi el nombre exacto de qPCR. Los qPCR se realizan en un sistema de deteccion de PCR en tiempo real rapido
7900HT (Applied Biosystems). Las condiciones de programacion son estandar y consisten en 1 ciclo a 95°C durante
15 min, seguido de 40 ciclos a 95°C durante 15 sy 60°C durante 1 min y finaliza con un paso de curva de fusion de
60°C y 95°C. Todas las muestras analizadas contienen 100 ng de ADNc, un tampén qPCR que incluye la enzima, la
mezcla de oligonucledtidos y el intercalante (sybergreen), y el par de cebadores especificos del gen estudiado,
estratégicamente elegidos entre dos secuencias. Exonatos y en la concentraciéon final de 200 nM. Las sondas
fluorescentes se unen al ADN de doble cadena y emiten fluorescencia solo una vez que se unen al ADN. El programa
de la maquina establece un umbral de fluorescencia. Cuando la cantidad de ADN permite que la sonda fluorescente
supere este umbral, se obtiene un ndmero de ciclo de PCR denominado "Ct" para el "Umbral de ciclo" o ciclo de
umbral. Este es el valor que subyace en los calculos para cuantificar el ADN en forma relativa. Se establece una
relacion R entre la cantidad de ADN inicial en una muestra y la de un control, que no se ha tratado (es decir, R = 2
(muestra Ct - control C1)) v gsta medida sera en comparacion con la de un gen domeéstico conocido por no modularse por el
tratamiento (ya sea R = 2-BECY),

[0057] Los cebadores usados se indican en la tabla siguiente:
Cebadores usados para evaluar los cambios de expresion génica

Gen Secuencia 5' — 3' N° de m N° de acceso

bases
Miostatinad |[GAGTCTGACTTTCTAATGCAAG (21 62 raton: NM_010834
Miostatina ind [TGTTGTAGGAGTCTTGACGG 20 60 rata: AF019624
Atrogina d AGAGTCGGCAAGTCTGTGCT 20 62 raton: AF441120
Atroginaind |[GTGAGGCCTTTGAAGGCAG 19 60 humano: NM_058229
beta-actinad [CTCTAGACTTCGAGCAGGAG 20 62 ,
beta-actina ind [GGTACCACCAGACAGCACT |19 |60 raton: X03672

Sintesis de proteinas

[0058] Las células se contaron y se sembraron a una densidad de 20.000 células por pocillo en placa de 24 pocillos
en medio DMEM que contenia glucosa a 4,5 g/L y suplementado con suero de ternera fetal (10%) y antibioticos
(penicilina y estreptomicina). Cuarenta y ocho horas después, los mioblastos se inducen diferencialmente por privacion
parcial en suero (2% en lugar de 10%) durante 5 dias. Luego, las células se colocan en un medio sin glucosa o leucina
(medio Krebs) durante 1 hora a 37°C y luego se incuban durante 2 horas 30 minutos en presencia de los productos a
analizar o de referencia (IGF-1, 100 ng/ml) en medio DMEM sin suero que contiene leucina radio marcada 2,5 uCi/mL.
Al final de la incubacién, los sobrenadantes se eliminan y las células se lisan en una solucién de NaOH 0,1 N durante
30 min. La radioactividad se mide en la fraccion celular y la cantidad de proteina total se determina mediante el ensayo
de Lowry. Cada condicion se evalta a un minimo de n = 6; IGF-1, 100 ng/mL es nuestro control para estimular la
sintesis de proteinas. Los resultados se expresan en cpm/ug de proteina después de 2,5 horas de incubacion o en
porcentaje con respecto a la condicion de control.

Evaluacion del diametro de la fibra muscular.
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[0059] Las células de mioblastos C2C12 (ATCC CRL-1772) fueron sembradas en placas de 8 pocillos tratados con
glicerol, a una densidad de 10.000 células por pocillo y se cultivaron en medio DMEM que contenia glucosa a 4,5 g/L
y suplementado con suero de ternera fetal (10%) vy antibidticos (peniciina y estreptomicina).

[0060] Cuarenta y ocho horas mas tarde, los mioblastos se inducen en la diferenciacion por la privacion de suero
parcial (2% en lugar del 10%) durante 3 dias. Luego, las células se colocan en medio agotado de glucosa (DMEM que
contiene 1 g/L de glucosa) y desprovisto de suero en presencia de las moléculas de prueba o referencias (IGF-1 a una
concentracion de 10 ng/ml o 10 uM de dexametasona) durante 3 dias. Al final del cultivo, las células se enjuagan y se
fijan con solucion de glutaraldehido al 2,5%/Triton al 0,1% durante 1 hora a temperatura ambiente. La capa celular
esta cubierta con DAPI (marcaje fluorescente del nucleo celular). Después del almacenamiento en la oscuridad durante
16 h en el frio, los porteobjetos se observan bajo un microscopio de fluorescencia (Carl Zeiss, AxioVert 200) y las
imagenes se analizan con el software Axiovision 4.1 para medir el diametro de las fibras.

Resultados:

* Efectos sobre la expresion de la miostatina (Tabla 1)

[0061] Para los efectos sobre la expresion de miostatina, los resultados se expresan como porcentaje de la expresion
de genes de la miostatina en las células en contacto con las moléculas reportados para la expresion en las células de
control. Se supone que el producto esta activo si esta relacion es menor o cercana al 70%, el valor promedio de IGF-

1 encontrado a la concentracion de 100 ng/ml en esta prueba, considerado como referencia.

Tabla 1

N Concentracion del compuesto
NuUmero del compuest
0,5 um
1 71%
3 41%

[0062] Los compuestos 1 y 3 inhiben significativamente la expresién de miostatina.
* Efectos sobre la sintesis de proteinas a través de la fosforilacion de S6K1 (Tabla 2)

[0063] Para el efecto sobre la sintesis de proteinas, los resultados se expresan como porcentaje de aumento de la
fosforilacion de S6K en las células musculares. Este porcentaje se considera significativo cuando es mayor que 120%,
el valor promedio de IGF-1 encontrado a la concentracion de 100 ng/mL en esta prueba, considerado como una
referencia.

Tabla 2
] sintesis de
Numero del proteinas
compuesto
0,5 um|5 pm |50 um
1 134% (142%| 151%

[0064] El compuesto 1 aumenta significativamente la sintesis de proteinas en las células musculares de la
concentracion de 0,5 pm.

* Efecto del compuesto 1 sobre el diametro de la fibra muscular (Figura 1)

[0065] Se diferenciaron células C2C12 y se trataron con el compuesto 1 los tres Ultimos dias de diferenciacion. Los
resultados se muestran en la Figura 1.

[0066] Como se esperaba, el tratamiento de IGF-1 aumenta de manera significativa el diametro de miotubos y por
contraste la dexametasona disminuye significativamente este parametro. El diametro de los miotubos aumenta
significativamente después del tratamiento con el compuesto 1 (Figura 1).
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<400> 3
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REIVINDICACIONES

1. Derivado de la formula general | a continuacion:

0

en la que

- R'y R?, independientemente entre si, son hidrogeno o alquilo (C+-Cs), preferiblemente un metilo;
- n es un ndmero entero entre 1y 2, preferiblemente n = 1;
- R3 representa

- un grupo -OH;

- un grupo -O(alquilo en C4-Cs), ventajosamente -OEt u -OiPr;

- un grupo -O(cicloalquilo en C3-Cs), ventajosamente un -O-ciclopentilo;

- un grupo -O(heterociclico en C3-Cy7), ventajosamente un -O-tetrahidropiran-4-ilo;
- un grupo -O-heteroarilo, ventajosamente un -O-piridilo;

- un grupo -O-arilo, ventajosamente un -O-fenilo;

- un grupo -O(alquilo en C4-Cg)arilo, ventajosamente -O-bencilo;

- un grupo -NR7R8, en el que

R representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo C+-Cs y R® representa

- un atomo de hidrégeno;

- un grupo heteroarilo, que contiene ventajosamente uno o mas atomos de nitrégeno;

- un grupo alquilo en C4-Cg, ventajosamente un grupo etilo, opcionalmente sustituido con un grupo -NR®R" en el que
R® y R' representan, independientemente uno de otro, un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo C4-Ce,
ventajosamente un grupo metilo;

- un grupo alquilo en C4-Cs, ventajosamente un grupo etilo, opcionalmente sustituido con un grupo -OR'! en el que R""
representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo C4-Cs, ventajosamente un grupo metilo;

o R” y R® forman, con el atomo de nitrogeno al que estan unidos, un heterociclo, en particular una
pirrolidina, una piperidina, una morfolina, una piperazina, el heterociclo esta opcionalmente sustituido
con un grupo alquilo C4-Cs, ventajosamente un grupo metilo;

- R* representa un atomo de hidrégeno o un grupo alquilo C+-Cg, en particular -Me o -Et;
- R% y RS representan, independientemente uno de otro, un atomo de hidrégeno, un atomo de halégeno,
ventajosamente ClI, o un grupo elegido entre:

un grupo -CN;

un grupo -OH;

un grupo -O(alquilo en C4-Cs), ventajosamente -OMe, estando el grupo alquilo opcionalmente
sustituido con uno o mas atomos de halégeno, ventajosamente F;

un grupo alquilo C+-Cs, ventajosamente metilo, opcionalmente sustituido con uno o mas atomos de
halégeno, ventajosamente F;

y un grupo -O(cicloalquilo en C3-Cs), ventajosamente un -O-ciclopropilo;

0 un enantiomero, diastereoisémero, hidrato, solvato, tautémero, mezcla racémica o sal farmacéuticamente aceptable
de los mismos

para uso como medicamento para el tratamiento y/o prevencion de atrofia muscular en mamiferos y/o para limitar
atrofia muscular en mamiferos y/o para promover el crecimiento muscular en mamiferos en ejercicio destinados a
aumentar la masa muscular y la calidad, evitando la aparicion de sintomas de Sarcopenia relacionada con la edad o
rehabilitacion después de una pérdida muscular, atrofia muscular relacionada con la edad y/o las consecuencias de la
terapia con medicamentos y/o la inmovilizacion y/o caquexia.
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2. Derivado para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizado porque R® y R® representan
independientemente entre si un atomo de haldgeno, preferiblemente R®y R® son atomos de cloro.

3. Derivado para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, caracterizado porque R* representa un
grupo alquilo C1-Cg, ventajosamente -etilo.

4. Derivado para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, caracterizado porque n = 1;

5. Derivados para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizados porque R®
representa un grupo -OH o un -O(alquilo en C+-Cs), ventajosamente -O Et o -OiPr.

6. Derivado para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, caracterizado porque R' y R? representan
ambos un atomo de hidrégeno.

7. Derivado para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque se selecciona
de los siguientes compuestos.

(1) acido 4-(3,4-diclorofenil)-4-etoxiimino-butanoico;

(2) acido 4-(3,4-diclorofenil)-4-metoxiimino-butanoico;

(3) 4-(3,4-diclorofenil)-4-etoxiimino-butanoato de isopropilo;

(4) acido 5-(3,4-diclorofenil)-5-etoxiimino-pentanoico;

(5) 4-(3,4-diclorofenil)-4-etoxiimino-N-(2-piridil) butanamida;

(6) 4-(3,4-diclorofenil)-4-etoxiimino-N-(3-piridil) butanamida;

(7) 4-(3,4-diclorofenil)-4-etoxiimino-N-piridazin-3-il-butanamiday;

(8) 4-(3,4-diclorofenil)-N-(2-dimetilaminoetil)-4-etoxiimino-butanamida;
(9) (4E)-4-(3,4-diclorofenil)-4-etoxiimino-N-(3-hidroxipropil) butanamida;
(10) 4-(3,4-diclorofenil)-4-etoxiimino-1-(4-metilpiperazin-1-il) butan-1-ona;

8. Derivado para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, caracterizado porque la atrofia
muscular relacionada con la edad es pre-sarcopenia, sarcopenia o sarcopenia grave.

9. Derivado para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque el
mamifero es un hombre.
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