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DESCRIPCION
Amidas ciclicas como abridores de canales de potasio

[0001] La presente invencion se refiere a compuestos novedosos que son Utiles como abridores de canales de potasio,
en particular como abridores del canal de potasio Kv7.4. La presente invencion también se refiere a medicamentos y
composiciones farmacéuticas que comprenden estos compuestos y a su uso en medicina humana y medicina
veterinaria.

[0002] Se estima que aproximadamente un 10% de la poblacion de las naciones industrializadas esta afectada por
problemas de audicion. La gran mayoria de estos casos se puede atribuir a una denominada pérdida de audicion
neurosensorial que esta caracterizada inicialmente por una pérdida de audicion de altas frecuencias que afecta a la
capacidad para oir y entender el habla. Esta pérdida de audicion neurosensorial o sordera neurosensorial resulta
principalmente del dafio de las células del oido interno conocidas como células "ciliadas". Estas células sensoriales
altamente complejas detectan las vibraciones sonoras que pasan desde el exterior, a través del timpano y los huesos
del oido medio, hasta la cdclea. Estas células ciliadas sensoriales estan localizadas en el denominado 6rgano de Corti.

[0003] Los mamiferos estan provistos de dos tipos bastante diferentes de células ciliadas, en concreto, las células
ciliadas internas (CCl) y las células ciliadas externas (CCE). Las CCI son las verdaderas células receptoras de la
audicion, conectadas a los nervios aferentes, mientras que las CCE sirven para preamplificar mecanicamente las
vibraciones sonoras que alcanzan el oido interno. Este proceso, la "amplificacion coclear", es crucial para la sensibilidad
y la resolucion de altas frecuencias de la audicion de los mamiferos. Como consecuencia, muchos casos de pérdida de
audicion tienen su origen en una disfuncion o una pérdida de CCE.

[0004] En este contexto, se sabe que, como en otras partes del cuerpo de los mamiferos, los canales de potasio juegan
un papel importante para la funcién normal de las células, aqui de las CCE. Una via principal para la salida de K+ de
las células ciliadas externas esta representada por el canal de potasio Kv7.4. Este canal esta muy expresado en las
células ciliadas externas (CCE) sensoriales en el érgano de Corti. Este hecho, junto con ofros resultados de
investigacion, sugiere que los canales de potasio, y en particular el Kv7.4, es una diana prometedora para la profilaxis
y el tratamiento de la pérdida de audicion.

[0005] En la actualidad, normalmente la pérdida de audicion tiene que tratarse con audifonos, que amplifican el sonido
a frecuencias predeterminadas para superar una pérdida de audiciéon en ese rango. En otro enfoque, la pérdida de
audicion tiene que tratarse con implantes cocleares que estimulan los nervios cocleares directamente.

[0006] Como se ha mencionado anteriormente, los canales de potasio se encuentran en la mayoria de los tipos celulares
y controlan una amplia variedad de funciones celulares. Por lo tanto, los compuestos que son abridores de canales de
potasio pueden ser importantes para la profilaxis o el tratamiento de una amplia variedad de trastornos. En este contexto,
se considera que el canal de potasio Kv7.4, como se ha mencionado anteriormente, juega un papel critico en la
regulacion de la excitabilidad neuronal.

[0007] Se considera que los trastornos asociados a una actividad aberrante de los canales de potasio son trastornos
neurodegenerativos con varios origenes, por ejemplo, la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y otros.
Son trastornos adicionales las condiciones neuroldgicas tales como la epilepsia o los trastornos cognitivos y
psiquiatricos como la depresion, la mania y la esquizofrenia.

[0008] Otros trastornos importantes son varios tipos de dolor, en concreto, el dolor neuropatico, el dolor crénico, el dolor
agudo, y las cefaleas tales como la migrafia y similares.

[0009] Hay también indicaciones de que otros trastornos pueden ser una diana de compuestos que tienen la funcién de
un abridor de canales de potasio. Por ejemplo, se especula que una activacion del canal de potasio Kv7.4 puede ser
util en la cardioproteccion.

[0010] El documento Calderone V. et al., "Heterocyclic analogs of benzanilide derivatives as potassium channel
activators. IX", Eur. J. Med. Chem. 2006, 41, 6, 761-767, divulga amidas tales como anilidas y benzamidas como
compuestos que abren canales de potasio BK, que juegan un papel en la regulacion del tono de las células de los
musculos lisos.
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[0011] EI documento Haibu Yu et al., "Discovery, Synthesis, and Structure Activity Relationship of a Series of N-Aryl-
bicyclo[2.2.1]heptane-2-carboxamides: Characterization of ML213 as a Novel KCNQ2 and KCNQ4 Potassium Channel
Opener", ACS Chem. Neurosci. 2011, 2, 572-577, se refiere a N-fenil carboxamidas como abridores de los canales de
potasio Kv7.4 (KCNQ4) y Kv7.2 (KCNQ2).

[0012] La WO 02/48131 A1 divulga amidas de acido carboxilico de tiofeno que muestran efectos de bloqueo de canales
de potasio. Se ha descrito el uso de acidos carboxilicos de tiofeno como medicamentos para el tratamiento o la profilaxis
de la arritmia auricular.

[0013] Por lo tanto, es un objeto de la presente invencién proporcionar un grupo novedoso de compuestos que son
capaces de tratar trastornos asociados a una actividad aberrante de los canales de potasio en mamiferos, en concreto,
en la profilaxis o la terapia. Preferiblemente, pero no necesariamente, dicho trastorno que se va a tratar es una pérdida
de audicion del oido interno después del dafio o la pérdida de células ciliadas sensoriales en un 6rgano de Corti.

[0014] Segun la invencion, se pone a disposicion un primer grupo de compuestos novedosos, en concreto:
(1R,2R,4S)-rel-N-(3-(pentafluorosulfanil)bencil)biciclo[2.2.1]heptano-2-carboxamida
(1S,2S,4R)-N-(3-(pentafluorosulfanil)bencil)biciclo[2.2.1]heptano-2-carboxamida
(1R,2R,4S)-rel-N-(3-(trifluormetil)bencil)biciclo[2.2.1]heptano-2-carboxamida
(1R,2R,4S)-rel-N-(3-(trifluorometoxi)bencil)biciclo[2.2.1]heptano-2-carboxamida
(1S,2S,4R)-N-(3-(trifluorometil)bencil)biciclo[2.2. 1]heptano-2-carboxamida
(1S,2S,4R)-N-(3-(trifluorometoxi)bencil)biciclo[2.2.1]heptano-2-carboxamida

donde se prefieren los compuestos siguientes:

- (1R,2R,4S)-rel-N-(3-(pentafluorosulfanil)bencil)biciclo[2.2.1]heptano-2-carboxamida

- (1S,28,4R)-N-(3-(pentafluorosulfanil)bencil)biciclo[2.2. 1]heptano-2-carboxamida

[0015] Segun la invencion, también se pone a disposicion un segundo grupo de compuestos novedosos, en concreto:
5-cloro-N-(4-trifluorometoxi)bencil)tiofeno-2-carboxamida
5-fluoro-N-(4-trifluorometoxi)bencil)tiofeno-2-carboxamida
5-cloro-N-(4-(pentafluorosulfanil)bencil)tiofeno-2-carboxamida
5-fluoro-N-(4-(pentafluorosulfanil)bencil)tiofeno-2-carboxamida
5-fluoro-N-(4-(trifluorometil)bencil)tiofeno-2-carboxamida
5-cloro-N-(4-(trifluorometil)bencil)tiofeno-2-carboxamida

donde se prefieren los compuestos siguientes:

- 5-cloro-N-(4-(pentafluorosulfanil)bencil)tiofeno-2-carboxamida

- 5-fluoro-N-(4-(pentafluorosulfanil)bencil)tiofeno-2-carboxamida
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[0016] Es posible el uso de los compuestos de la invencion para la terapia o la profilaxis de un trastorno asociado a una
actividad aberrante de los canales de potasio en mamiferos. Segun la presente invencion, dicho trastorno que se va a
tratar es una pérdida de audicidn del oido interno después del dafio o la pérdida de células ciliadas sensoriales en un
6rgano de Corti.

[0017] Como consecuencia, la invencidn proporciona ademas una composicion farmacéutica o medicamento que
comprende:

- al menos un compuesto de la invencién como se reivindica y se ha definido anteriormente y

- un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

[0018] Finalmente, los compuestos de la invencién son utiles en un método para tratar un trastorno en un mamifero que
necesita tal tratamiento, donde

- el trastorno comprende un trastorno asociado a la actividad aberrante de los canales de potasio, en particular una
pérdida de audicion del oido interno después del dafio o la pérdida de células ciliadas sensoriales en un 6rgano
de Corti, y

- el método comprende la administracién a dicho mamifero de una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto
como se reivindica y tal como se ha definido anteriormente.

[0019] En particular, el mamifero anteriormente mencionado es un humano.

[0020] Se prefiere, ademas, segun la invencion, que la composicion o medicamento de la invencion anteriormente
mencionado no solo comprenda al menos uno de los compuestos de la invencion, sino también al menos un ingrediente
farmacéutico activo adicional. Tales composiciones de combinacién o medicamentos de combinacién se pueden usar
en el método anteriormente mencionado para tratar al menos un trastorno simultaneamente o al menos dos trastornos
en paralelo. Dichos ingredientes farmacéuticos activos adicionales pueden ser, por ejemplo, compuestos usados como
una medicacién estandar para un cierto trastorno. En referencia a los trastornos del oido interno, en una composiciéon
o medicamento de la invencién, los compuestos de la invencidon se pueden combinar preferiblemente con un farmaco
estandar para tratar la sordera subita (en aleman: Horsturz), por ejemplo con dexametasona.

[0021] La definicion de compuestos segun la invencion incluye todos los posibles "estereoisomeros" y sus mezclas. En
particular, se incluyen las formas racémicas y los isémeros Opticos aislados con la actividad especificada. Las formas
racémicas se pueden resolver por métodos fisicos, tales como, por ejemplo, cristalizacion fraccional, separacién o
cristalizacion de derivados diastereoméricos o separacion por cromatografia en columna quiral. Los isémeros opticos
individuales se pueden obtener de los racematos de los métodos convencionales, tal como, por ejemplo, la formacion
de sales con un acido dpticamente activo seguido de una cristalizacion.

[0022] EI término "tautdmeros" se refiere a isdmeros constitucionales de los compuestos de la invencion que se
interconvierten facilmente mediante una reacciéon quimica llamada tautomerizacién. Esta reaccion causa cominmente
la migracion formal de un atomo de hidrégeno o protdn, acompafada por un cambio de un enlace simple y un enlace
doble adyacente.

[0023] Los compuestos de la invencion con la férmula (1) también pueden tener formas de "profarmaco”. Ya que se sabe
que los profarmacos mejoran las cualidades de los farmacos (por ejemplo, la solubilidad, la fabricacion, etc.), los
compuestos de la presente invencion pueden administrarse en forma de profarmaco. "Profarmacos" se destina a incluir
cualquier portador unido de manera covalente que libera un farmaco original activo de la presente invencion in vivo
cuando tal profarmaco se administra a un sujeto mamifero. Los profarmacos incluyen compuestos de la presente
invencion donde, por ejemplo, un hidroxilo, amino u otro grupo esta unido a cualquier grupo que, cuando se administra
el profarmaco, se escinde para formar un hidroxilo libre, amino libre u otro, respectivamente. Los ejemplos de
profarmacos incluyen, pero de forma no limitativa, derivados acetato, formiato y benzoato de grupos funcionales alcohol
y amina en los compuestos de la presente invencion. Varias formas de profarmacos son bien conocidas en la técnica.
En este contexto, segun la invencion, se pueden usar ésteres de profarmaco o péptidos de profarmaco como
compuestos de profarmaco. En determinados casos, acoplando moléculas que mejoran la penetracion celular tales
como, por ejemplo, biotina o acido maleimidopropionico, opcionalmente a través de moléculas separadoras adecuadas,
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al grupo amino primario, o por acilacion de este grupo amino, es posible mejorar la biodisponibilidad y, asi, la eficacia
de los compuestos segun la invencion.

[0024] La expresion "sales farmacéuticamente aceptables"” se refiere a derivados de los compuestos descritos donde el
compuesto original se modifica produciendo sales acidas o basicas de los mismos. Los ejemplos incluyen, pero de
forma no limitativa, sales de acidos minerales u organicos de grupos basicos tales como las aminas; y sales alcalinas y
organicas de grupos acidos tales como los acidos carboxilicos. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las
sales no toxicas convencionales o las sales amonicas cuaternarias formadas, por ejemplo, a partir de acidos inorganicos
u organicos no toxicos. Por ejemplo, tales sales no toxicas convencionales incluyen aquellas derivadas de acidos
inorganicos tales como el clorhidrico, el bromhidrico, el sulfurico, el fosférico y el nitrico; y las sales obtenidas a partir
de acidos organicos tales como el acético, el propionico y otros.

[0025] La expresion "portador farmacéuticamente aceptable" y la expresion "diluyente farmacéuticamente aceptable”
se refieren a medios aceptados generalmente en la técnica para la administracion de agentes biolégicamente activos a
animales, en particular a mamiferos. Tales medios son bien conocidos en la técnica.

[0026] La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" se destina a incluir una cantidad de un compuesto segun la
presente invencion que sea eficaz cuando se administra solo o en combinacion. Esta expresion se destina también a
incluir una cantidad de una combinacion de los compuestos reivindicados que sea eficaz para estimular la regeneracion
endégena de las células terminalmente diferenciadas en mamiferos. Preferiblemente, dicha combinacion de
compuestos es una combinacion sinérgica. Tal sinergia ocurre cuando el efecto de los compuestos administrados en
combinacién es mayor que el efecto aditivo de los compuestos administrados solos como un tnico agente.

[0027] Los términos "tratar" o "tratamiento”, como se utiliza en este caso, cubren el tratamiento de un estado patoldgico
en un mamifero, particularmente en un ser humano, e incluyen:

- prevenir que se produzca el estado patoldgico en un mamifero, por ejemplo, dicho mamifero esta predispuesto al
trastorno pero no esta diagnosticado con ese trastorno,

- inhibir el estado patoldgico, es decir, parar el desarrollo adicional, y/o

- aliviar el estado patoldgico, es decir, mejorar los sintomas del trastorno.

[0028] Segun la presente invencion, los compuestos reivindicados y la composicion farmacéutica/medicamento
reivindicada se pueden administrar a un mamifero en diferentes formas de dosificacion. Se prefiere una forma de
dosificacion que permita la administracion directa del compuesto a las células o tejidos dafiados, por ejemplo, en la
céclea del mamifero. Por lo tanto, segun una forma de realizacion de la invencion, se prefieren las formas de dosificacion
no orales, en particular las inyecciones. En estos casos, la administracion sobre o en el oido interno tiene lugar, por
ejemplo, transtimpanicamente por inyeccion en el oido medio, por aplicacion sobre la ventana redonda u oval del oido
interno o por inyeccion (directa) en el oido interno. En este contexto, pueden emplearse, por ejemplo, bombas o
dispositivos similares. Como una forma de dosificacion preferida también han de mencionarse geles o materiales
similares. Por ejemplo, dichos geles se pueden aplicar en el oido medio y liberar el/los agente(s) activo(s) a lo largo de
un periodo mas largo debido a su consistencia gelatinosa.

[0029] También es posible aplicar los compuestos (composicion farmacéutica, medicamento) sistémicamente, por
ejemplo, en una forma de dosificacion oral. Estas formas de dosificacion incluyen granulos, polvos, comprimidos o
capsulas, jarabes, emulsiones, suspensiones, etc.

[0030] Todas las formas de dosificacion se pueden fabricar por técnicas conocidas per se usadas de forma convencional
en procedimientos farmacéuticos, por ejemplo, por métodos de mezclado, granulacion o estratificacion. Adicionalmente,
las composiciones farmacéuticas o medicamentos pueden esterilizarse.

[0031] La dosificacion exacta (cantidad terapéuticamente eficaz) de los compuestos o la composicion
farmacéutica/medicamento segun la invencion se puede seleccionar apropiadamente segun el receptor, su edad y peso
corporal, su estado clinico actual, el tiempo de administracion, la forma de dosificacion, el método de administracion, el
compuesto empleado en realidad y, en su caso, otros farmacos usados.
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[0032] Un rango de dosis, preferiblemente un rango de dosis oral, para un receptor adulto se puede seleccionar entre
0,01 a 10 mg/kg de peso corporal, preferiblemente de 0,05 a 10 mg/kg de peso corporal, mas preferiblemente de 0,05
a 5 mg/kg de peso corporal. En el tratamiento de una pérdida de audicién del oido interno después del dafio o la pérdida
de células ciliadas sensoriales en un 6rgano de Corti, la dosificacion se puede relacionar con el "nimero de oidos
internos tratados" y/o con el "nimero de administracion". Esto se debe a que es apropiada una administracion repetida
del compuesto/composicién farmacéutica a lo largo de un periodo temporal, por ejemplo entre un nimero de dias y un
numero de semanas/meses, preferiblemente en intervalos de algunos dias (1 a 7 dias). En estos casos, la cantidad de
compuesto activo empleado, preferiblemente directamente en la céclea como se ha descrito anteriormente, por ejemplo,
mediante infusién, deberia estar en el rango de 0,5 g a 1,0 mg por oido interno y administracion.

[0033] Los compuestos de la invencion con la formula (1) se pueden preparar por métodos segun el estado de la técnica.
Como ejemplo, se describen los siguientes procedimientos generales para proporcionar compuestos de la invencioén
que son una " ... amida".

Procedimiento general para la sintesis de amidas

[0034] El acido carbociclico correspondiente (0,5 mmol) se disolvio en 3 ml de dimetilformamida seca (DMF) y se
afnadieron diisopropiletilamina (1,5 mmol) y reactivo de acoplamiento HATU [O-N,N,N',N'-tetrametiluronio-
hexafluorofosfato] (0,55 mmol). La mezcla se agitdé durante 15 min y se afiadio la amina correspondiente (0,55 mmol).
La mezcla reactiva resultante se agité durante un tiempo adicional de 4-16 h, mientras la finalizacion de la reaccion se
controlé por CCF (cromatografia en capa fina) o CL-EM (cromatografia liquida-espectrometria de masas). La mezcla
se diluy6 con 25 ml de acetato de etilo, (EtOAc), se lavd 1 vez con 20 ml de salmuera, se lavé 1 vez con 20 ml de
solucion de NaHCOs3 saturada, se lavé 3 veces con 20 ml de solucion de acido citrico al 5% y se lavo de nuevo 1 vez
con 20 ml de solucion de NaHCO3 saturada, se seco sobre Na;SO4 anhidro y se concentro al vacio. El residuo resultante
se purificd por cromatografia en columna rapida (tipicamente con un sistema de éter de petréleo-EtOAc) y/o
cristalizacion y/o HPLC preparativa de fase inversa, si fuera necesario.

Resultados farmacoloégicos

[0035] La activacion del Kv7.4 se midié usando una linea celular de Kv7.4 funcional y un tinte fluorescente sensible al
talio con FLIPRTetra (High-Throughput Cellular Sceening System of Molecular Devices, LLC, EE.UU.). El principio del
ensayo se basa en la permeabilidad de los canales de potasio al talio. La entrada de talio se midié en células CHO
(células de ovario de hamster chino) transfectadas de forma estable con un gen codificante de Kv7.4. Las células se
cargaron con el tinte Thallos™ (TEFLABS; n.° cat. 0913), que, en esta fase, es un tinte profluorescente. Después de la
activacion del canal, con una solucion extracelular que contiene talio, los iones de talio se desplazan segun el gradiente
de concentracion a través de canales de potasio abiertos a través de la membrana celular. Cuando un ion de talio se
une al tinte Thallos™, emite una emisidn fluorescente brillante a 515 nm tras una excitacién a 490 nm. Cabe destacar
que la senal fluorogénica medida de forma cuantitativa refleja la actividad de los canales iénicos permeables al talio.

[0036] Los experimentos se realizaron en placas de 384 pocillos segun el procedimiento siguiente:
1. Sembrar las células a 10.000 céls/pocillo en placas de 384 pocillos con las paredes negras y el fondo claro.

2. Veinticuatro horas después de la siembra, verter el medio manualmente y afadir 20 pl/pocillo de tinte sensible
Thallos™ 0,5X preparado segun las instrucciones del fabricante.

3. Incubar las células 1h a temperatura ambiente.

4. Inyectar fuera de linea 5 pl/pocillo de compuestos de prueba concentrados 5X en tampdn Tyrode sin talio y sin
cloruro (5 mM de D-gluconato de potasio, 130 mM de D-gluconato de sodio, 2 mM de D-gluconato de calcio, 5 mM
de NaHCO3,1 mM de D-gluconato de magnesio, 20 mM de HEPES, pH 7,4) con DMSO al 2,5% (el DMSO final
esta al 0,5%).

5. Después de 10 minutos de incubacion, inyectar 25 pl/pocillo de EC20 de talio concentrado 2X (5 mM) en
FLIPRTetra y controlar la respuesta cinética durante 120 segundos.
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[0037] El efecto de los compuestos de prueba de la invencion se midié como la actividad en porcentaje frente al abridor
de referencia ML213 a EC100 (100 uM) y los valores EC50 se calcularon en consecuencia. Los compuestos de la
invencion fueron activos como abridores del Kv7.4 con una EC50 comprendida entre 10 nM y 5 uM.

Experimentos in vivo

[0038] Los compuestos de la invencion también se evaluaron in vivo. En este contexto, para el registro repetido del
potencial de accion compuesto (PAC) del nervio auditivo, se implanté bilateralmente un electrodo de oro permanente
en conejillos de Indias en el nicho de la ventana redonda. La ventana redonda es una abertura desde el oido medio
hacia el oido interno. Los electrodos de oro se conectaron a un enchufe miniaturizado en el craneo. Durante los
experimentos, se determinaron los audiogramas entre 0,5 y 45,6 kHz, a una resolucion de 8 pasos por octava. Se aplicé
un algoritmo automatizado de busqueda del umbral.

[0039] Después de medir un audiograma de referencia, los animales fueron pretratados con un compuesto de la
invencion, como un activador de canales idnicos, mediante la aplicacion local al oido medio. La solucién correspondiente
del compuesto de la invencion se elimind después de un tiempo de exposicion, por ejemplo, después de 2 horas. Luego,
el oido medio se enjuago y se seco antes de realizar los registros del PAC para valorar los cambios del umbral.

[0040] A continuacion, se indujo una sordera en los conejillos de Indias por aplicacion local al oido medio de una mezcla
de al menos un agente ototdxico y al menos un compuesto de la invencion. Por ejemplo, se pueden usar como agentes
ototoxicos la kanamicina, la furosemida o mezclas de estos compuestos.

[0041] Los umbrales de respuesta del PAC resultantes se compararon con oidos que fueron expuestos a los agentes
ototdxicos solos.

[0042] Con estos experimentos se pudo demostrar que la exposicion a los agentes ototoxicos solos, por ejemplo, la
exposicion a kanamicina o a furosemida o a mezclas de estos compuestos, revelaron una pérdida de audicion coclear
grave. En cambio, si estos agentes ototdxicos se aplican junto con al menos uno de los compuestos de la invencion,
hay una reduccion significativa de la pérdida de audicién, en comparacion con la pérdida de audicion con los agentes
ototdxicos solos.

[0043] Detalles adicionales de los experimentos in vivo son los siguientes.
[0044] En este contexto, los dibujos muestran:

Figura 1: llustracion esquematica del disefio experimental para investigar compuestos otoprotectores en un modelo de
pérdida de audicion inducida por farmacos ototoxicos in vivo.

Figura 2: Analisis cuantitativo de respuestas del PAC el dia 0. (A) Pérdida del umbral del PAC después del
pretratamiento con ACOUO001. (B) Otoproteccion después de la aplicacion local de ACOUO001 y
kanamicina/furosemida en comparacion con el tratamiento con el farmaco ototdxico solo.

Figura 3: Analisis cuantitativo de respuestas del PAC en diferentes puntos temporales de observacion. Otoproteccion
a los 7 dias (A) y a los 21 dias (B) después del tratamiento con ACOUO01 y kanamicina/furosemida en
comparacion con el tratamiento con el farmaco ototéxico solo.

[0045] EI flujo de trabajo tipico de los experimentos in vivo se muestra en la figura 1. Todos los animales recibieron
cuidados conforme a los estandares descritos por la 'Ley de Proteccion Animal' alemana (Tierschutzgesetz) y a la
Directiva Europea 2010/63/EU para la proteccion de los animales utilizados para uso experimental. Los experimentos
fueron aprobados por las autoridades locales (Solicitud HN03/15).

[0046] Todos los procedimientos se realizaron bajo anestesia usando una mezcla de fentanilo, midazolam y
medetomidina. Durante la cirugia y las mediciones, los animales se mantuvieron sobre una almohadilla térmica a 37°C.
Para el registro repetido del potencial de accion compuesto (PAC) del nervio auditivo, se implanto bilateralmente en los
conejillos de Indias un electrodo de oro permanente en el nicho de la ventana redonda (VR) conectado a un enchufe
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miniaturizado en el craneo. Los audiogramas se determinaron entre 0,5 y 45,6 kHz, a una resolucién de 8 pasos por
octava. Se aplicd un algoritmo automatizado de busqueda del umbral.

[0047] Después de medir un audiograma de referencia, los animales fueron pretratados con un activador de canales
idnicos, en este caso con ACOUO001, mediante la aplicacién local en el oido medio. ACOUO0O01 (designacion interna del
solicitante) es 5-cloro-N-(4-(pentafluorosulfanil)bencil)tiofeno-2-carboxamida.

[0048] La estructura quimica de este compuesto ACOUQO1 es la siguiente:

Y '
(IS P
c s

[0049] La solucion que contiene ACOUOQO01 se elimind después de 2 horas y el oido medio se enjuagd y se seco antes
de realizar los registros del PAC para valorar los cambios del umbral. A continuacion, los conejillos de Indias fueron
ensordecidos por aplicacion local en el oido medio usando una mezcla de 200 mg/ml de kanamicina, 50 mg/ml de
furosemida y 100 pM de ACOUOQO01. Se compararon los umbrales de respuesta del PAC con oidos que fueron expuestos
al agente ototdxico solo. Se realizaron registros del PAC a los 7, 14 y 21 dias después de este tratamiento. Después de
la medicion final el dia 21, los animales fueron sacrificados, las cocleas fijadas por perfusion con paraformaldehido al
4% y preparadas para el analisis inmunohistoldgico para cuantificar la proteccion de las células ciliadas (CC).

[0050] Los resultados obtenidos de este conjunto de experimentos se muestran en la figura 2 y la 3. En comparacién
con los umbrales del PAC de referencia en oidos no tratados (Fig. 2A, linea discontinua (media)), el pretratamiento con
el compuesto ACOUQ01 (linea continua (superior)) condujo a una pequefia, muy probablemente conductora, pérdida
de audicion (linea de puntos y rayas (inferior): diferencia entre la linea superior y la linea media). Esta pérdida de
audicion conductora puede explicarse por el liquido restante en el oido medio después de la aplicacion local. El liquido
restante afecta a la transmision en el oido medio a bajas frecuencias (Fig. 2A, triangulos negros).

[0051] La exposicion a kanamicina y furosemida (Fig. 2B, linea discontinua (superior)) reveld una pérdida de audicion
pancoclear grave. En cambio, la aplicacion de ACOU001 junto con el farmaco ototdxico (linea continua (media)) causé
una reduccion significativa en la pérdida de audicion de ~ 25 dB NPS (NPS: nivel de presidn sonora) en las frecuencias
medias a altas (5-11 kHz) en comparacion con el farmaco ototdxico solo (linea de puntos y rayas inferior).

[0052] Siete dias después de la administracion de kanamicina y furosemida, se registré una pérdida de audicion
profunda y se mantuvo permanente en todo el rango de frecuencias (CPU: cambio permanente del umbral) a lo largo
de una duracion de 21 dias (Fig. 3A/B, linea discontinua superior). Las curvas del PAC después del tratamiento con
kanamicina/furosemida mas ACOUO001 también cambiaron a niveles umbrales mayores después de siete dias, pero
mejoraron después de 21 dias (Fig. 3A/B, linea continua media). En comparacion con el animal ensordecido, se registrd
una reduccion significativa de la pérdida de audicion (~25-40 dB NPS) en todas las frecuencias después de 21 dias de
cotratamiento con el aminoglucésido kanamicina mas ACOUOQ01 (Fig. 3B, linea de puntos y rayas inferior).

[0053] Se obtienen resultados significativos similares (con protecciones de audicion (reduccion de la pérdida de
audicion) de al menos 20-30 dB NPS) durante los experimentos in vivo con los compuestos:

- (1R,2R,4S)-rel-N-(3-(pentafluorosulfanil)bencil)biciclo[2.2.1]heptano-2-carboxamida
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- (1S,25,4R)-N-(3-(pentafluorosulfanil)bencil)biciclo[2.2.1]heptano-2-carboxamida
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REIVINDICACIONES
1. Compuesto seleccionado del siguiente grupo de compuestos:

(1R,2R,4S)-rel-N-(3-(pentafluorosulfanil)bencil)biciclo[2.2.1]heptano-2-carboxamida
(1S,2S,4R)-N-(3-(pentafluorosulfanil)bencil)biciclo[2.2.1]heptano-2-carboxamida
(1R,2R,4S)-rel-N-(3-(trifluormetil)bencil)biciclo[2.2.1]heptano-2-carboxamida
(1R,2R,4S)-rel-N-(3-(trifluorometoxi)bencil)biciclo[2.2.1]heptano-2-carboxamida
(1S,2S,4R)-N-(3-(trifluorometil)bencil)biciclo[2.2. 1]heptano-2-carboxamida
(1S,2S,4R)-N-(3-(trifluorometoxi)bencil)biciclo[2.2.1]heptano-2-carboxamida.

2. Compuesto segun la reivindicacion 1 seleccionado del siguiente grupo de compuestos:

(1R,2R,4S)-rel-N-(3-(pentafluorosulfanil)bencil)biciclo[2.2.1]heptano-2-carboxamida
(1S,2S,4R)-N-(3-(pentafluorosulfanil)bencil)biciclo[2.2. 1]heptano-2-carboxamida.

3. Compuesto seleccionado del siguiente grupo de compuestos:

5-cloro-N-(4-trifluorometoxi)bencil)tiofeno-2-carboxamida
5-fluoro-N-(4-trifluorometoxi)bencil)tiofeno-2-carboxamida
5-cloro-N-(4-(pentafluorosulfanil)bencil)tiofeno-2-carboxamida
5-fluoro-N-(4-(pentafluorosulfanil)bencil)tiofeno-2-carboxamida
5-fluoro-N-(4-(trifluorometil)bencil)tiofeno-2-carboxamida
5-cloro-N-(4-(trifluorometil)bencil)tiofeno-2-carboxamida.

4. Compuesto segun la reivindicacion 3 seleccionado del siguiente grupo de compuestos:

5-cloro-N-(4-(pentafluorosulfanil)bencil)tiofeno-2-carboxamida
5-fluoro-N-(4-(pentafluorosulfanil)bencil)tiofeno-2-carboxamida.

5. Composiciéon farmacéutica o medicamento, que comprende:

- al menos un compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes y
- un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

6. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para usar como una composicion farmacéutica o un
medicamento para la profilaxis o la terapia de una pérdida de audiciéon del oido interno después del dafio o la pérdida

de células ciliadas sensoriales en un érgano de Corti.
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