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DESCRIPCION

Uso de agonistas conocidos del receptor central de canabinoides CB1.

La presente invencién se refiere al uso de agonistas conocidos del receptor central de canabinoides CB1 para la
profilaxis y tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, en especial para el tratamiento de la apoplejia cerebral
y trauma craneoencefalico.

El A°-tetrahidrocanabinol (A°~-THC) y en pequefia medida también el A3-THC son los componentes biolégicamente
activos en los extractos de la planta Cannabis sativa (marihuana, hachis) y son responsables de los efectos sobre
el sistema nervioso central (SNC) humano. Aplicaciones terapéuticas potenciales histdricas y contemporaneas de
preparados de canabis comprenden entre otras la analgesia, emesis, anorexia, glaucoma y trastornos del movimiento.

Hasta ahora se han identificado dos subtipos de receptores de canabinoides y una variante de ayuste. El receptor
CB1 (Nature 1990, 346, 561) y una variante de ayuste CBla (J. Biol. Chem. 1995, 270, 3726) estidn localizados
predominantemente en el sistema nervioso central. El receptor CB2 se ha encontrado predominantemente en tejidos
periféricos, en especial en leucocitos, bazo y macréfagos (Eur. J. Biochem. 1995, 232, 54).

Los receptores CB1 y CB2 poseen siete regiones transmembrana y pertenecen a la familia de los receptores de
la proteina G. Ambos receptores estdn acoplados negativamente via la proteina G;/G, a la adenilatociclasa y tal vez
acoplados negativamente a la liberacion presindptica de glutamato (cf. J. Neurosci. 1996, 16, 4322). Los receptores
CBI1 estdn ademds acoplados positivamente con los canales de potasio asi como acoplados negativamente con los
canales de calcio de tipo N y Q.

Ademais es conocido que los agonistas de receptor CB1 de canabinoides se dividen en 4 clases, los canabinoides
clasicos y no clasicos, los aminoalquilindoles y los eicosanoides [cf. Pharmacol. Rev. 1986, 38, 75; Eur. Med. Chem.
1996, 3, 101; Cannabinoid Receptors, R. Pertwee (ed.), Academic Press, San Diego, 1995; J. Med. Chem. 1976, 19,
445; J. Med. Chem. 1976, 19, 454; J. Med. Chem. 1976, 19, 461; WO 95/33429, DE 2416491; J. Med. Chem. 1996,

36, 3875; US 4371720; Curr. Med. Chem. 1996, 3, 101; Curr. Pharm. Design 1995, 1, 343; Tetrahedr. Lett. 1994, 50,

2671; Life Sci. 1995, 56, 2007; Johnson. M.R., Melvin, L.S. en “Cannabinoids as Therapeutic Agents; Mechoulam
R., ed.; CRC Press, Boca Raton F1 1986, pp. 121-145; J. Med. Chem. 1984, 7, 67; Pharmacol. Rev. 1986, 38, 1;
Exp Op1n Invest. Drugs 1996, 5, 1245; Pharmacol. Rev. 1986, 38, 151; Drug De31gn and Discovery 1995, 13, 155; 7.
Pharm. Exp. Ther. 1993, 265, 218; US 4391827; J. Med. Chem. 1995, 38, 3094; Bioorg. Med. Chem. Lett. 6, 1996,
17; J. Med. Chem. 1992, 35, 124; J. Med. Chem. 1991, 34, 1099; Bioorg. Med. Chem. Lett. 4, 1994, 563; Bioorg.
Med. Chem. Lett. 35, 1995, 381; US 5112820; Tetrahedr. Lett. 1995, 1401; J. Med. Chem. 1996, 39, 4515; Drugs of
Today 32, 1996, 275; J. Med. Chem. 1996, 39, 471; J. Med. Chem. 1994, 37 1889; Mol. Pharmacol. 46, 516, 1994;
Biochem. Pharmacol. 1995, 50, 83; J. Med. Chem. 1993, 36, 3032; Biochem. Pharmacol. 1994, 48, 1537 J. Biol.
Chem. 1994, 269, 22397; Proc. Natl. Acad. Sci 1993, 90, 7656; J. Prostagl. Leukotr. Essen. Fatty Acids 1995, 52, 83;
Science 1992, 258, 1946; Life Sci 1995, 56, 2041; FEBS Lett. 1994, 350, 240; Showalter V.M.; J. Pharmacol. Exp.
Therap. 1996, 989; Pharm. Res. 13, 1996, 62; J. Med. Chem. 1997, 40, 659].

Ademais es conocido que la apoplejia cerebral es una consecuencia de un stubito trastorno de la circulacién de
una zona cerebral humana con subsiguientes déficits funcionales con correspondientes sintomas neuroldgicos y/o
psiquicos: Las causas de la apoplejia cerebral pueden encontrarse en hemorragias cerebrales (p.ej. tras un desgarro
vascular por hipertonia, arteriosclerosis y aneurisma apoplético) e isquemias (p.ej. por una crisis de caida de presién
sanguinea o embolia). Los déficits funcionales en el cerebro conducen a una degeneracién o necrosis de las células
cerebrales (cf. Journal of Cerebral Blood Flow and Metabolism 1981, 1, 155; Chem. Eng. News 1996 (Mayo 13), 41;
Trends Pharmacol. Sci. 1996, 17, 227). Por trauma craneoencefélico se entiende lesiones craneales abiertas y cerradas
con afectacion cerebral [cf. Schweiz. med. Wschr. 1993, 123, 449].

Tras una oclusién vascular cerebral solo se destruye una parte del volumen histico como consecuencia directa de
la circulacién reducida y del suministro de oxigeno reducido asociado con ello [cf. Neurology 1996, 47, 884]. Esta
zona de tejido designada como niicleo del infarto solo puede preservarse de la necrosis por la inmediata recanalizacién
de la oclusién vascular, p.ej. por trombdlisis local, y una terapia es accesible por consiguiente solo limitadamente.
La zona marginal, al menos igualmente grande, exterior a ese volumen, que también se denomina penumbra, ajusta
ciertamente de forma igualmente inmediata tras el comienzo de la oclusién vascular su funcién, se aprovisiona de
oxigeno, al principio todavia suficientemente, por suministro colateral, y solo tras algunas horas o incluso solo tras dias
se dafa irreversiblemente. Como la muerte celular no comienza en esta zona inmediatamente, se abre una oportunidad
terapéutica para bloquear el desarrollo de la enfermedad tanto tras ataque apoplético como también la evolucién
inapropiada tras trauma.

Los numerosos planteamientos terapéuticos para la reduccién del volumen de infarto comprenden por ejemplo el
bloqueo de receptores del glutamato o de la liberacién de glutamato, aceptores de radicales, substancias antiinflamato-
rias, substancias para el bloqueo de canales del calcio o sodio dependientes de estrés, agonistas de GABA [cf. Trends
Pharmacol. Sci. 17, 1996, 227].

La inhibicién de la neurotransmisién glutamatérgica o inhibicion de la liberacion de glutamato puede conseguirse
mediante mutiples substancias de distinta accién farmacolégica y mecanismos de accién consiguientemente distintos
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[ligandos de receptor de GABA (Neurosci. Lett 1990, 118, 99, Br. J. Pharmacol. 1997, 120, 60), aluminio (Neurotoxi-
col. 1992, 13, 413), etanol (Eur. J. Pharmacol. 1992, 219, 469), barbituratos, por ejemplo tiopental (Br. J. Pharmacol.
1996, 119, 1498), receptores Al de adenosina (Neurosci. Lett. 1996, 220, 163), a,-agonistas (Anesthesiol. 1996, 85,
551), agonistas de receptores de canabinoides (J. Neurosci. 1996, 16, 4322).

Para el acido kinurénico (Brain Res. 1992, 592, 333) y la teofilina (Brain Res 1991, 565, 353) se ha indicado
que estas substancias, aunque inhiben claramente la liberacién del glutamato in vitro, no tienen ninguna actividad
neuroprotectora in vivo.

En contraposicién a la especulaciéon de Shen y col. (J. Neurosci. 1996, 16, 4322) el agonista de receptor de cana-
binoides HU210, el enantiémero (-) del HU-211 inactivo en el receptor de canabinoides, no es neuroprotector en un
modelo de trauma craneoencefélico (J. Neurotrauma 1993, 10, 109).

Se ha encontrado ahora que los agonistas de receptor CB1 de canabinoides conocidos anteriormente citados son
sorprendentemente adecuados para la profilaxis y tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, en especial de
apoplejia cerebral y trauma craneoencefélico.

Preferiblemente se utilizan [A] agonistas conocidos del receptor central de canabinoides CB1 de férmula general

D
L
7N
(G). Pl M R1
[

E\:';'/D )]
R

en la que

Ay D son iguales o distintos y en funcién de la posicién de un enlace sencillo o doble representan un atomo de C
o el grupo CH,

E en funcién de la posicién de un enlace sencillo o doble representa el grupo CH o CH, o un dtomo de azufre,

G, L y M son iguales o distintos y en funcién de la posicién de un enlace sencillo o doble representan un resto de
férmula -CR?, -CRR” o NR?,

en las que
R, RS, R’ y R® son iguales o distintos y
significan hidrégeno, hidroxi, formilo, alquenilo C,-Cg, alquinilo C,-Cq, 0

significan alquilo C,-Cs, que dado el caso estd substituido con hidroxi o alcoxi C,-Cy,

o
R® y R representan conjuntamente un resto de férmula =0,

a representa un nimero 0 6 1,

R! representa hidrégeno o hidroxi, o

representa alquilo C,-C,;, alcoxi C,-Cs, alcoxicarbonilo C;-C¢ o aciloxi C,-C,, que dado el caso estin
substituidos con hidroxi, alcoxi C,-C,, 0 con un grupo de férmula -NR°R'?,

en la que

R’ y R'" son iguales o distintos y significan hidrégeno, fenilo, alquilo C,-C,,

(o)

R’ y R junto con el d4tomo de nitrégeno forman un heterociclo saturado de 5 a 7 eslabones, que dado el
caso puede contener atdn otro heterodtomo de la serie de S y O o un resto de férmula -NR!!,
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en la que

R"  significa hidrégeno, fenilo, alquilo C,-C; o acilo C,-Cg,

R? representa alquilo C,-C,, o alcoxi C,-C,, que dado el caso estan substituidos con fenilo, halégeno, hidroxi,
azido, nitro, trifluorometilo, trifluorometoxi, carboxilo, alcoxi C,-C, o alcoxicarbonilo C,-C, o con un grupo

de férmula -NR'"?R '3,
en la que
R'? y R son iguales o distintos y tienen el significado anteriormente indicado de R’ y R'°,

R® y R* son iguales o distintos y

representan hidrégeno o representan alquilo C;-Cq, que dado el caso estd substituido con hidroxi,
o

R® y R* representan conjuntamente un resto de férmula H,C=,

T representa alquilo C,-Cs 0 alquenilo C,-Cs,
y

A\ representa hidroxi,

0

T y V conjuntamente, con cierre de anillo,
representan un dtomo de oxigeno o un resto de férmula -NR™,
en la que
R"™  significa hidrégeno o metilo

a excepcidn de compuestos de la siguiente configuracién

L R’

o R

[B] canabinoides no cldsicos de féormula general (Ia)

OH

en la que
R" y R son iguales y distintos y tienen el significado anteriormente indicado de R' y R?,
R y R' son iguales y distintos y

representan hidrégeno o alquilo C,-Cg que dado el caso esta substituido con hidroxi,
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o

R" y R'® conjuntamente con inclusién del enlace C-C forman un anillo de fenilo o un anillo carbociclico de 3 a 7
eslabones, estando substituidos los sistemas ciclicos dado el caso con alcoxicarbonilo C;-Cgs 0 con alquilo
C,-Cs, que a su vez puede estar substituido con hidroxi,

R representa hidrégeno,

(0]

R'® y R forman conjuntamente un heterociclo de 6 eslabones, saturado, parcialmente saturado o insaturado que
puede contener un heterodtomo de la serie de S 'y O o un resto de formula -NR'8,

en la que
R"®  significa hidrégeno o alquilo C;-C,,

y estando los sistemas ciclicos dado el caso substituidos hasta 3 veces de forma igual o distinta, también
geminalmente, con alquilo C,;-Cy, que a su vez puede estar substituido con hidroxi,

[C] de los aminoalquilindoles de férmulas generales (Ib) y (Ic)
coR"

R®
N I I

R*” N7 ~R*
o\/\L CHNRTRZ R*

R" y R son iguales o distintos y

(k)

en las que

representan arilo C4-Cjo 0 un heterociclo de 5 a 7 eslabones saturado o insaturado con hasta 3 heterodtomos
de la serie de S, N y/o O, que dado el caso estdn substituidos con uno o varios substituyentes iguales o dis-
tintos que estan seleccionados del grupo constituido por: nitro, hal6geno, trifluorometilo, hidroxi, carboxilo
o con acilo C,-Cs, alcoxi C,-Cg, alquiltio C,-Cg, alcoxicarbonilo C,-Cq y alquilo C,;-Cg¢, que a su vez puede
estar substituido con hidroxi,

R*  representa hidrégeno o metilo,

R*' y R? son iguales o distintos y
representan hidrégeno o alquilo C,-Cg, 0

R?!' y R? junto con el dtomo de nitrégeno forman un heterociclo de 5 a 7 eslabones saturado o parcialmente
saturado, que dado el caso puede contener otro d4tomo de oxigeno o azufre o un resto de férmula -NR?,

en la que

R tiene el significado anteriormente indicado de R® y es igual o distinto a este,
R*»®  representa hidrégeno, haldgeno, hidroxi, alquilo C;-Cy 0 alcoxi C,-Cs,
R*  representa hidrégeno o alquilo C,-Cg,

R*»  representa hidrégeno, fenilo, cicloalquilo de 3 a 8 4tomos de carbono o alquilo C,-Cs, que dado el caso estd
substituido con un grupo de férmula -NR*R*,

en la que
R? y R¥ son iguales o distintos y tienen el significado anteriormente indicado de R’ y R'°,
R y R? representan hidrégeno, o

conjuntamente con inclusién del doble enlace forman un anillo de fenilo,
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[D] compuestos de férmula general (Id)

(1d)

NR¥R™

en la que

R  tiene el significado anteriormente indicado de R' y es igual o distinto a este,

R*  representa hidrégeno, alquilo C,;-C; o alcoxi C,-Cs,

R* y R* tienen el significado anteriormente indicado de R?' y R* y son iguales o distintos a estos,

y [E] eicosanoides de férmula general (Ie)

Y. Yy

X 09

Ru
en la que
Y e Y’ representan hidrégeno,
o
Y e Y’ representan conjuntamente un resto de férmula =O o =S,
R*»  representa alquenilo C,4-Cs, con al menos tres dobles enlaces,
R*  representa trifluorometilo o un grupo de férmula -OR*’ o -NR*R*,
en las que
R¥  significa hidrégeno o alquilo C,-C,,, que dado el caso estd substituido con uno o varios substi-
tuyentes iguales o distintos que estan seleccionados del grupo constituido por: hidroxi, halégeno,
trifluorometilo, arilo C4-Cq y alcoxi C;-Cs,
R*® y R¥ tienen el significado anteriormente indicado de R¥ y son iguales o distintos a este,
0

R*® y R¥ junto con el dtomo de nitrégeno forman un heterociclo saturado de 5 a 7 eslabones, que dado el
caso puede contener otro heterodtomo de la serie de S 'y O o un grupo de férmula -NR*,

en la que
R*  tiene el significado anteriormente indicado de R® y es igual o distinto a este,
y sus sales y formas isémeras,
en el combate de enfermedades neurodegenerativas, en especial apoplejia cerebral y trauma craneoencefélico.

Los compuestos utilizados conforme a la invencién pueden estar presentes también en forma de sus sales. En

general son aqui de mencionar sales con bases o dcidos orgdnicos o inorganicos.

En el marco de la presente invencidn se prefieren sales fisioldgicamente inocuas. Sales fisiol6gicamente inocuas

de los compuestos conforme a la invencién pueden ser sales de las substancias conforme a la invencién con 4cidos mi-
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nerales, dcidos carboxilicos o dcidos sulfénicos. Son especialmente preferidas p.ej. sales con 4cido clorhidrico, 4cido
brombhidrico, acido sulfirico, acido fosférico, acido metanosulfénico, dcido etanosulfénico, acido toluenosulfénico,
dcido bencenosulfénico, dcido naftalenodisulfénico, dcido acético, dcido propidnico, acido lactico, acido tartdrico, aci-
do citrico, 4cido fumadrico, dcido maleico o 4cido benzoico. Son muy especialmente preferidas las sales anteriormente
mencionadas que se forman a través de la funcién amino.

Igualmente pueden ser sales fisiolégicamente inocuas sales de metales o de amonio de los compuestos conforme
a la invencién. Son especialmente preferidas, p.ej., las sales de sodio, potasio, magnesio o calcio asi como las sales
de amonio, derivadas del amoniaco, o de aminas orgdnicas como por ejemplo etilamina, di- o trietilamina, di- o
trietanolamina, diciclohexilamina, dimetilaminoetanol, arginina, lisina, etilendiamina o 2-feniletilamina.

En el marco de la presente invencién los substituyentes tienen en general el siguiente significado:

Alguilo C,-Cy,, C,-Cyy, C,-Cs, C,-Cs, C,-C, y C,-C; representan en general en funcién de los substituyentes
anteriormente citados un resto de hidrocarburo de cadena lineal o ramificado de 1 hasta 11 atomos de carbono. A
modo de ejemplo son de mencionar metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, isobutilo, pentilo, isopentilo, hexilo,
isohexilo, heptilo, isoheptilo, octilo e isooctilo.

Alquenilo C4-C5y y C,-Ce representan en general en funcion de los substituyentes anteriormente citados un resto
de hidrocarburo de cadena lineal o ramificado de 2 hasta 30 4&tomos de carbono y con uno o varios, preferiblemente
con uno, dos o tres enlaces dobles. A modo de ejemplo son de mencionar alilo, propenilo, isopropenilo, butenilo,
isobutenilo, pentenilo, isopentenilo, hexenilo, isohexenilo, heptenilo, isoheptenilo, octenilo e isooctenilo.

Alquinilo C,-C, representa en general un resto de hidrocarburo de cadena lineal o ramificado de 2 a 6 4tomos de
carbono y con uno o varios, preferiblemente con uno o dos enlaces triples. Es preferido el resto alquilo inferior con 2
a aproximadamente 5 4&tomos de carbono y un enlace triple. Es especialmente preferido un resto alquenilo con 2 a 4
atomos de carbono y un enlace triple. A modo de ejemplo son de mencionar acetileno, 2-butino, 2-pentino y 2-hexino.

Cicloalquilo representa en general un resto de hidrocarburo ciclico de 3 a 8 dtomos de carbono. Es preferido el
anillo de ciclopropano, ciclopentano y ciclohexano. A modo de ejemplo son de mencionar ciclopentilo, ciclohexilo,
cicloheptilo y ciclooctilo.

Arilo representa en general un resto aromatico de 6 a 10 dtomos de carbono. Son restos arilo preferidos fenilo y
naftilo.

Alcoxi C-C,y, Ci-C¢ y C;-C, representan en general en funcién de los substituyentes anteriormente citados un
resto de hidrocarburo de cadena lineal o ramificado de 1 hasta 10 d&tomos de carbono unido a través de un dtomo
de oxigeno. A modo de ejemplo son de mencionar metoxi, etoxi, propoxi, isopropoxi, butoxi, isobutoxi, pentoxi,
isopentoxi, hexoxi, isohexoxi, heptoxi, isoheptoxi, octoxi o isooctoxi.

Acilo C,-Cy y C;-Cs representan en general alquilo inferior de cadena lineal o ramificado de 1 hasta 6 d4tomos de
carbono unido a través de un grupo carbonilo. A modo de ejemplo son de mencionar acetilo, etilcarbonilo, propilcar-
bonilo, isopropilcarbonilo, butilcarbonilo e isobutilcarbonilo.

Alcoxicarbonilo C,-Cq y C,-C, pueden representarse por ejemplo mediante la férmula

-@OAlquilo

Alquilo representa aqui un resto de hidrocarburo de cadena lineal o ramificado de 1 a 6 y 1 a 4 adtomos de car-
bono. A modo de ejemplo son de mencionar los siguientes restos alcoxicarbonilo: metoxicarbonilo, etoxicarbonilo,
propoxicarbonilo, isopropoxicarbonilo, butoxicarbonilo o isobutoxicarbonilo.

Halogeno representa en el marco de la invencién fldor, cloro, bromo y yodo.

Alquiltio C,-Cy representa en general un resto de hidrocarburo de cadena lineal o ramificado de 1 a 6 dtomos de
carbono unido a través de un dtomo de azufre. A modo de ejemplo son de mencionar metiltio, etiltio y propiltio.

Aciloxi C,-C, puede representarse por ejemplo mediante la férmula

-—-O—ﬁfAlquilo

Alquilo representa aqui un resto de hidrocarburo de cadena lineal o ramificado de 1 a 4 dtomos de carbono. A
modo de ejemplo son de mencionar los siguientes restos aciloxi: metilcarboniloxi, etilcarboniloxi y propilcarboniloxi.
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Heterociclo saturado, parcialmente saturado e insaturado representa en general en el marco de la invencién un
heterociclo de 5 a 7 eslabones, preferiblemente de 5 a 6 eslabones, que puede contener hasta 3 heterodtomos de la
serie de S, N y/o O. A modo de ejemplo son de mencionar: piridilo, tienilo, furilo, pirrolilo, pirrolidinilo, piperazinilo,
pirimidilo, tiazolilo, oxazolilo, imidazolilo, morfolinilo o piperidinilo.

Los compuestos conforme a la invencion pueden existir en formas estereoisémeras que se comportan como objeto
y su imagen especular (enantiémeros), o que no se comportan como objeto y su imagen especular (diastereémeros).
La invencidn se refiere tanto a los enantidmeros o diasteredmeros como también a sus mezclas respectivas. Estas mez-
clas de los enantiémeros y diasteredmeros pueden separarse de modo conocido en los componentes estereoisémeros
unitarios.

Preferiblemente se utilizan compuestos conforme a la invencién de férmula general (I),

en los que en los compuestos de férmula general (I)

A,D,E,G,a, L, M, Ty V tienen el significado anteriormente indicado,

R' representa hidroxi o el resto de férmula -O-CO-CH;, o -O-CO-(CH;)-N(C,Hs),,

R® y R* conjuntamente representan el resto =CH,

o

R? y R* representan hidrégeno, metilo o el resto (CH,);-OH,

en los que en los compuestos de férmula general (Ia)

R? y R tienen el significado anteriormente indicado,

RY representa hidroxi,

R y R'S representan hidrégeno, o

conjuntamente con inclusién del enlace C-C forman un anillo de fenilo substituido con piridilo o CH-OH,

en los que en los compuestos de férmula general (Ib)

R  representa naftilo,

R*  representa metilo,

R®  representa hidrégeno,

y

R?! y R* junto con el 4tomo de nitrégeno forman un anillo de morfolina,

en los que en los compuestos de férmula general (Ic)

R  representa naftilo substituido con metoxi,

R*  representa hidrégeno

R»  representa fenilo, alquilo C,-C¢ o

/ N\
el resto =—C—N O
H, \/
R? y R? representan hidrégeno o fenilo,
en los que en los compuestos de férmula general (Id)
R3'  representa naftilo que dado el caso estd substituido con metoxi,
R  representa hidrégeno o metilo,

R* y R* junto con el 4tomo de nitrégeno representan morfolina,
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en los que en los compuestos de férmula general (Ie)
Y e Y’ representan hidrégeno o conjuntamente el resto =0,
R¥»  representa alquenilo C4-C,,
y
R*  representa trifluorometilo o el resto de férmula -NR*®R,

en la que

R*® y R* son iguales o distintos y

significan hidrégeno o alquilo C,-Cs, que dado el caso estd substituido con fldor o hidroxi,

y sus sales y formas isémeras,
en el combate de enfermedades neurodegenerativas, en especial apoplejia cerebral y trauma craneoencefélico.

Con muy especial preferencia se utilizan los siguientes compuestos:

JO

me cH,

)
CH,
OH
HC |0
/g‘ HC CH, (@)
)
OH
y OH
" Hw
HS™ N

OH
y OAe
" "w
“s
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HO

R,C

H,C

CH,

(15)

(17)

CH,

10

H,C

a

CH,

a4

CH,

(16)
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R> = nBudlo %
R® = Fenilo
R®w pHexilo (23)

11

R . Rua=H g;
R2=CH; R =H

RR=aH ; R"=sOCH(27)
RR =CH, R¢ =O0CH, (28)
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R2eH (20) (an
R4 =CH, (30)

(32)

(34)

para la profilaxis y el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, en especial para el tratamiento de la apoplejia
cerebral y trauma craneoencefdlico.

Los compuestos conocidos anteriormente mencionados pueden prepararse por métodos habituales [cf. las citas
bibliograficas anteriormente mencionadas].

Son agonistas del receptor de canabinoides CB1 en el sentido de la invencién compuestos que en el siguiente
ensayo de gen reportero de CB1-luciferasa descrito a continuacién presentan un valor de Cls, inferior a 10~ M.

Ensayo de gen reportero de CBI-luciferasa
1. Clonacion del receptor de canabinoides CBI de ratas

Se aislé6 ARN completo de cerebro de ratas (el tejido se retir6 de animales recién sacrificados y se congel6 stbita-
mente en nitrégeno liquido) por extraccién dcida con tiocianato de guanidinio/fenol/cloroformo (J. Biol. Chem. 1979,
18, 5294) y se transformé mediante transcriptasa inversa y cebadores aleatorios (respectivamente de Invitrogen) en
ADNec. La reaccidén en cadena con polimerasa (PCR, condiciones: 4 min 94°C, 1x; 1 min 94°C; 2 min 53°C; 1 min
72°C, 50 ciclos; 1 min 94°C, 2 min 53°C; 4 min 72°C, 1x) se llevo a cabo en un termociclador Perkin Elmer con la
enzima Taq polimerasa (Perkin Elmer); los cebadores oligonucleotidicos utilizados (bases 99 a 122: 5’ —3’, “down”;
1556-1575: 3’5, “up”) se derivaron de la secuencia publicada del receptor de canabinoides de ratas (Nature 1990,

12
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346, 561) y se sintetizaron en un sintetizador de ADN, modelo 1380 de la fa. Applied Biosystems. Una parte de la
reaccién PCR se separ6 en un gel de agarosa al 1% en tampén TBE 1x y a continuacién se tifié con bromuro de
etidio, siendo visible solo una banda con la longitud esperada (aproximadamente 1,5 kb). Este producto de PCR se
subcloné en el vector de clonacién TA (Invitrogen) y se determind la secuencia de nucleétidos del inserto con T7TADN
polimerasa (Sequenase, USA/Amersham) mediante la reaccién de terminacién de cadena del didesoxinucledtido. El
inserto posee una longitud de 1477 pares de bases y contiene una fase de lectura abierta de 1419 pares de bases que
corresponde a una proteina de 473 aminodcidos. El nimero de pares de bases, la posicion de la fase de lectura abierta y
el nimero de aminodacidos coinciden con la secuencia publicada. Se llevaron a cabo andlisis por ordenador con ayuda
del soporte 16gico GCG Software Suite (Genetic Computer Group). El inserto de ADNc se subcloné tras digestion
parcial con HindIII y Notl (Biolabs) en el vector de expresién pRc/CMV (Invitrogen). Esta construccion (pladsmido
CMV-RH) se utiliz6 para experimentos de transfeccion.

2. Transfeccion estable de las células reporteras CHOluc9

Se cultivaron células CHOluc9 en 50% de medio Eagle modificado por Dulbecco/50% de F-12 (DMEM/F12) que
contenia 10% de suero bovino fetal (FCS). Las transfecciones se aplicaron en placas de 6 pocillos. Se afiadieron 7,5
ug de ADN de pldsmido CMV-RH purificado con Qiagen por 10° células con el sistema de transfeccion DOTAP
conforme al protocolo de ensayo del fabricante (Boehringer Mannheim). Las células transfectadas se seleccionaron
con 1 mg/ml de G418 y se obtuvieron clones individuales por dilucién limitante en placas de 96 pocillos. Las lineas
celulares que expresaban el receptor de canabinoides se identificaron tras incubacién con el agonista de receptor
de canabinoides WIN-55,212-2 en presencia de forskolina en la inhibicién de la expresién del gen reportero. Se
caracterizaron adicionalmente varias lineas transfectadas de modo estable y subclonadas mediante RT-PCR como se
ha descrito en 1.

3. Optimizacion del ensayo y caracterizacion farmacologica de la linea célular reportera CHOCBI

El ensayo de luciferasa se optimiz6 con el objetivo de mayor sensibilidad y reproducibilidad, menor varianza y
buena adecuacién para la realizacion en el sistema robotizado por variacién de varios pardmetros de ensayo, como p.ej.
densidad celular, duracién de la fase de cultivo y de la incubacién de ensayo, concentracién de forskolina, composicién
del medio. Para la caracterizacion farmacoldgica de las células y para el rastreo de substancias asistido robéticamente
se utilizé el siguiente protocolo de ensayo: Los cultivos madre se cultivaron en 50% de medio Eagle modificado por
Dulbecco/50% de F-12 (DMEM/F12) con 10% de suero bovino fetal (FCS) a 37°C bajo 10% de CO, y se dividieron
respectivamente tras 2 a 3 dias a 1:10. Se sembraron cultivos de ensayo con 5000 células por pocillo en placas de 96
pocillos y se cultivaron durante 70 horas a 37°C. Entonces se lavaron los cultivos cuidadosamente con solucién salina
tamponada con fosfato y se reconstituyeron con medio Ultra-CHO exento de suero (Bio-Whittaker). Las substancias
disueltas en DMSO se diluyeron 1 x en medio y se pipetearon a los cultivos de ensayo (mdxima concentracion final de
DMSO en la mezcla de ensayo: 0,5%). Después de 20 minutos se afiadié forskolina y a continuacion se incubaron los
cultivos durante 3 horas en el incubador a 37°C. Después de esto se retiraron los sobrenadantes y se lisaron las células
adicionando 25 ul de agente de lisis (trifosfato 25 mM, pH 7,8 con DTT 2 mM, 10% de glicerina, 3% de TritonX100).
Inmediatamente después se afladié solucién substrato de luciferasa (ATP 2,5 mM, luciferina 0,5 mM, coenzima A 0,1
mM, tricina 10 mM, MgSQO, 1,35 mM, DTT 15 mM, pH 7,8), se agité brevemente y se midi6 la actividad de luciferasa
con un sistema de cimara Hamamatzu.

Para la inactivacion de proteinas G; se trataron los cultivos de ensayo antes del ensayo durante 16 horas con 5
ng/ml (conc. final) de toxina de pertussis.

Los valores de Cls, se calcularon con el programa GraphPadPrism (ecuacién de Hill, en particular: one-site com-
petition).

Ensayo de gen reportero de CB1-uciferasa
Ejemplo Clso [nM]
1 13,32
5 0,48
15 0,23
18 1,55
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Estudios de union en membranas de cortex de ratas

Se prepar6 proteina de membrana conforme a métodos estdndar a partir de distintos tejidos o de células. Se pipeted
poniendo juntos tampén, ligando marcado y DMSO o substancia de ensayo, a continuacién se afiadieron 100 ug de
proteina, se mezcld bien la mezcla y se incub6 durante 60 min a 30°C en bafio de agua. Tras el transcurso del tiempo
de incubacién la reaccién se detuvo por adicion de tampdn de incubacidn enfriado con hielo en cada tubito. Tras filtrar
se lavé después con 3/4 ml de tamp6n de incubacion. El filtré se transfirié a miniviales, la radiactividad se determind
en un contador de centelleo de liquido.

Unidn en membranas de cértex de ratas
Ejemplo Ki [nM]
1 1,69
5 1,00
15 n.t.
18 0,06

Inhibicion de la liberacion de glutamato

Tras decapitar una rata se abri6 el crdneo, se extrajo el cerebro y se cort6 a lo largo del surco central. El hipocampo
se dejé exento, se separd del tejido residual, se corté en secciones de 350 um de grosor y se incub6 durante 60
min en recipientes-tamiz a 37°C. Después de valor basal y una 1* estimulacién con KCl 75 mM (S1) las secciones
se incubaron con substancia de ensayo y entonces se repitid la estimulaciéon con KCl y substancia de ensayo (S2).
Se determiné entonces la concentracién de glutamato de las muestras a estudiar mediante una reaccién enzimadtica
(GLDH) y medicién fluorométrica de NADH. Con ayuda de una curva patrén se determiné el contenido de glutamato
de la muestra, y conociendo el contenido de proteina pudo calcularse el contenido de glutamato/mg de proteina.
Se compard la relaciéon S2/S1, los inhibidores de la liberacién de glutamato reducen esta relacién en funcién de la
concentracion.

Inhibicion de la liberacion de glutamato
Ejemplo n° % de inhibicion a 1 uM
1 sin efecto
5 20
15
18 50

Hipotermia

1. Ensayo de agonismo

Cinco minutos después de la determinacién de la temperatura corporal basal mediante sonda de temperatura eso-
fagica se administré la substancia de ensayo (i.v.). Un grupo de control recibid, igualmente i.v., solo el disolvente de

las substancias de ensayo. La temperatura corporal se midi6 7,5, 15, 30 y 60 minutos después de la administracién i.v.
El tamafio de los grupos por dosis ascendié a 5-7 animales (ratas).

14
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Hipotermia
Ejemplo n° DE.1oc?
[mg/kg i.v.]
1 0,8
5 0,01
15 0,03
18 0,2

3 Dosis necesaria para conseguir un descenso de temperatura maximo de 1°C

2. Ensayo de antagonismo

Sesenta minutos antes de la administracion de la substancia de ensayo se administrd intraperitonealmente el anta-
gonista especifico de CB1 SR 141716A, al grupo de control solo el disolvente (solutol/0,9% de NaCl). La temperatura
corporal basal se midié cinco minutos antes de la administracion del SR /41716A mediante sonda de temperatura
esofagica. El resto del procedimiento correspondié al método del “ensayo de agonismo”. El tamafio de los grupos por
dosis ascendi6 a 5-7 animales (ratas).

Isquemia focal cerebral permanente en rata (MCA-O)

Bajo anestesia de isoflurano se dej6 exenta unilateralmente la arteria cerebral media y se ocluyd irreversiblemente
esta y sus ramas secundarias mediante electrocoagulacién. Como consecuencia de la intervencion se produjo un infarto
cerebral. Durante la operacién se mantuvo la temperatura corporal del animal a 37°C. Tras el cierre de la herida y la
atenuacion de la narcosis se llevaron nuevamente los animales a su jaula. La administracién de substancia se realiz6
segun distintos esquemas temporales y a través de distintas vias de administracién (i.v., i.p.) tras la oclusién. Después
de 7 dias se determind la magnitud del infarto. Para ello se extrajo el cerebro, se proceso histolégicamente y con ayuda
de un sistema de evaluacién asistido por ordenador se determiné el volumen del infarto.

Ejemplo n° % Reduccién del Dosis ¥
volumen de infarto
1 31 1,0 mg/kg
5 48 0,01 mg/kg
18 20 0,03 mg/kg

" La toma de substancia como respectiva inyeccion intravenosa en embolada
directa 2 y 4 h después de la oclusion.

Hematoma subdural en rata (SDH)

Bajo anestesia se inyect6 a los animales unilateral y subduralmente sangre propia. Debajo del hematoma se formé
un infarto. La administracion de substancia se realizé segin distintos esquemas temporales y a través de distintas vias
de administracién (i.v., i.p.). La determinacion de la magnitud del infarto se realizé como en el modelo de la isquemia
focal permanente en rata (MCA-O).

15



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2290975 T3

Ejemplo n° % Reduccion del Dosis ?
volumen de infarto
1 50% 0,3 mg/kg
5 58% 0,001 mg/kg

" La toma de substancia como respectiva inyeccion i.v. en embolada directa 2 y
4 h después del trauma.

A la presente invencion pertenecen también preparados farmacéuticos que ademds de coadyuvantes y vehiculos
inertes, no toxicos, farmacéuticamente adecuados contienen uno o mas compuestos de féormulas generales (I)-(Ie), o
que estdn compuestos por uno o mds principios activos de férmulas (I)-(Ie), asi como procedimientos para la elabora-
cion de estos preparados.

Los principios activos de férmulas (I)-(Ie) deben estar presentes en estos preparados en una concentracion de 0,1 a
99,5% en peso, preferiblemente de 0,5 a 95% en peso.

Ademais de los principios activos de férmulas (I)-(Ie) los preparados farmacéuticos pueden contener también otros
principios activos farmacéuticos.

Los preparados farmacéuticos anteriormente mencionados pueden elaborarse de modo habitual por procedimientos
conocidos, por ejemplo con el o los coadyuvantes o vehiculos.

En general ha mostrado ser ventajoso administrar los principios activos de férmulas (I)-(Ie) en cantidades totales
de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 100 mg/kg, preferiblemente en cantidades totales de aproximadamente
1 mg/kg a 50 mg/kg de peso corporal cada 24 horas, dado el caso en forma de varias monodosis, para la consecucién
de los resultados deseados.

Sin embargo, dado el caso puede ser ventajoso desviarse de las cantidades indicadas, y por supuesto en funcion del
tipo y del peso corporal del objeto a tratar, del comportamiento individual frente al medicamento, del tipo y gravedad
de la enfermedad, del tipo de preparado y de la administracion, asi como del momento o intervalo a los que se realice
la administracion.

16
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REIVINDICACIONES

1. Uso de agonistas conocidos del receptor de canabinoides CB1 para la preparaciéon de un medicamento para la
profilaxis y tratamiento de enfermedades neurodegenerativas, en especial de la apoplejia cerebral y trauma craneoen-

cefalico.

2. Uso conforme a la reivindicacién 1, en el que el agonista conocido del receptor de canabinoides CB1 se utiliza
para la profilaxis y tratamiento de la apoplejia cerebral.

3. Uso conforme a la reivindicacion 1, en el que el agonista conocido del receptor de canabinoides CB1 se utiliza
para la profilaxis y tratamiento del trauma craneoencefalico.

4. Uso conforme a alguna de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el agonista del receptor de canabinoides CB1
presenta la férmula general (I)

Ly
(G). -

en la que

Ay D son iguales o distintos y en funcién de la posicién de un enlace sencillo o doble representan un dtomo de C

E

o el grupo CH,

en funcion de la posicién de un enlace sencillo o doble representa el grupo CH o CH, o un dtomo de azufre,

G, L y M son iguales o distintos y en funcién de la posicién de un enlace sencillo o doble representan un resto de

Rl

R2

férmula -CR?, -CR°R7 o NR?,

en las que

R’, R% R’ y R® son iguales o distintos y

significan hidrégeno, hidroxi, formilo, alquenilo C,-Cs, alquinilo C,-Cg, 0

significan alquilo C,-Cg, que dado el caso esta substituido con hidroxi o alcoxi C,-C,,

0
R® y R7 representan conjuntamente un resto de férmula =O,
representa un ntimero 0 6 1,

representa hidrégeno o hidroxi, o representa alquilo C,-C,;, alcoxi C,-Cy, alcoxicarbonilo C;-Cy4 o aciloxi
C,-C4, que dado el caso estdn substituidos con hidroxi, alcoxi C,-C;, 0 con un grupo de férmula -NR°R!?,

en la que

R’ y R'" son iguales o distintos y significan hidrégeno, fenilo, alquilo C,-C,,

(o)

R’ y R' junto con el 4tomo de nitrégeno forman un heterociclo saturado de 5 a 7 eslabones, que dado el
caso puede contener adn otro heterodtomo de la serie de S y O o un resto de féormula -NR!!,

en la que

R"  significa hidrégeno, fenilo, alquilo C,-C; o acilo C,-Cg,

representa alquilo C,-C,, o alcoxi C,-C,, que dado el caso estan substituidos con fenilo, hal6geno, hidroxi,
azido, nitro, trifluorometilo, triffuorometoxi, carboxilo, alcoxi C,-C, o alcoxicarbonilo C,-C, o con un grupo

de férmula -NR'?R "3,

17
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en la que
R'? y R" son iguales o distintos y tienen el significado anteriormente indicado de R’ y R,

5 R? y R* son iguales o distintos y representan hidrégeno o representan alquilo C,-Cg, que dado el caso esté substi-
tuido con hidroxi,

o
10 R® y R* representan conjuntamente un resto de férmula H,C=,
T representa alquilo C,-Cq o alquenilo C,-Cs,
y
15
\" representa hidroxi,
o
20 T y V conjuntamente, con cierre de anillo, representan un 4tomo de oxigeno o un resto de férmula -NR™,
en la que
R"  significa hidrégeno o metilo
» a excepcién de compuestos de la siguiente configuracién
L
30 R1

35 0 R?

y sus sales y formas isémeras.

40 5. Uso conforme a alguna de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el agonista del receptor de canabinoides CB1
presenta la férmula general (Ia)

45

@)

50

R17

55 en la que
R" y R? son iguales y distintos y tienen el significado indicado en la reivindicacién 4 de R' y R?,

R"™ y R'® son iguales y distintos y representan hidrégeno o alquilo C;-Cy que dado el caso esta substituido con
60 hidroxi,

0
R y R!® conjuntamente con inclusién del enlace C-C forman un anillo de fenilo o un anillo carbociclico de 3 a 7

65 eslabones, estando substituidos los sistemas ciclicos dado el caso con alcoxicarbonilo C;-Cg4 0 con alquilo
C,-Cs, que a su vez puede estar substituido con hidroxi,
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representa hidrégeno,

R'® y R forman conjuntamente un heterociclo de 6 eslabones, saturado, parcialmente saturado o insaturado que

puede contener un heterodtomo de la serie de S 'y O o un resto de formula -NR',
en la que
R"®  significa hidrégeno o alquilo C,;-C,,

y estando los sistemas ciclicos dado el caso substituidos hasta 3 veces de forma igual o distinta, también
geminalmente, con alquilo C,;-Cy, que a su vez puede estar substituido con hidroxi,

y sus sales y formas isémeras.

6. Uso conforme a alguna de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el agonista del receptor de canabinoides CB1 es
un aminoalquilindol de férmula general (Ib) o (Ic)

COR"

NT “R® () | (k)

en las que

R" y R" son iguales o distintos y representan arilo C¢-Cjo 0 un heterociclo de 5 a 7 eslabones saturado o insa-

RZO

turado con hasta 3 heterodtomos de la serie de S, N y/o O, que dado el caso estdn substituidos con uno o
varios substituyentes iguales o distintos que estan seleccionados del grupo constituido por: nitro, halégeno,
trifluorometilo, hidroxi, carboxilo o con acilo C,-Cs, alcoxi C,-Cs, alquiltio C,-Cs, alcoxicarbonilo C,-C4 y
alquilo C;-Cg, que a su vez puede estar substituido con hidroxi,

representa hidrégeno o metilo,

R*!' y R? son iguales o distintos y representan hidrégeno o alquilo C;-Cq, 0

R*' y R* junto con el dtomo de nitrgeno forman un heterociclo de 5 a 7 eslabones saturado o parcialmente

R23

R24

saturado, que dado el caso puede contener otro d4tomo de oxigeno o azufre o un resto de férmula -NR?,
en la que

R tiene el significado anteriormente indicado de R® y es igual o distinto a este,

representa hidrégeno, halégeno, hidroxi, alquilo C,-Cs o alcoxi C,-Cs,

representa hidrégeno o alquilo C,-Cs,

representa hidrégeno, fenilo, cicloalquilo de 3 a 8 d&tomos de carbono o alquilo C,-Cg, que dado el caso esta
substituido con un grupo de férmula -NR®R?,

en la que

R? y R¥ son iguales o distintos y tienen el significado anteriormente indicado de R’ y R,

R? y R? representan hidrégeno, o conjuntamente con inclusion del doble enlace forman un anillo de fenilo,

y sus sales y formas isémeras.
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7. Uso conforme a alguna de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el agonista del receptor de canabinoides CB1
presenta la férmula general (Id):

J R

U

NR¥R*

(d)

en la que

R*  tiene el significado anteriormente indicado de R' y es igual o distinto a este,

R*  representa hidrégeno, alquilo C,;-C; o alcoxi C;-Cs,

R* y R* tienen el significado anteriormente indicado de R?' y R* y son iguales o distintos a estos,
y sus sales y formas isémeras.

8. Uso conforme a alguna de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el agonista del receptor de canabinoides CB1 es
un eicosanoide de formula general (Ie):

Y Yy

=X ae)

Ras

en la que
Y e Y’ representan hidrégeno,
0
Y e Y’ representan conjuntamente un resto de férmula =O o =S,
R*  representa alquenilo Cs-Cs, con al menos tres dobles enlaces,
R*  representa trifluorometilo o un grupo de férmula -OR* o -NR*R™,
en las que
R*  significa hidrégeno o alquilo C,-C,,, que dado el caso estd substituido con uno o varios substi-
tuyentes iguales o distintos que estdn seleccionados del grupo constituido por: hidroxi, halégeno,
trifluorometilo, arilo C4-Cy y alcoxi C;-Csg,
R*® y R¥ tienen el significado anteriormente indicado de R¥ y son iguales o distintos a este,

(o)

R*® y R* junto con el 4tomo de nitrégeno forman un heterociclo saturado de 5 a 7 eslabones, que dado el
caso puede contener otro heteroatomo de la serie de S y O o un grupo de férmula -NR*,

en la que
R*  tiene el significado anteriormente indicado de R® y es igual o distinto a este,

y sus sales y formas isémeras.
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9. Uso conforme a alguna de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el agonista del receptor de canabinoides CB1 se

ES 2290975 T3

selecciona de compuestos de las féormulas siguientes:

i

OH

HC H'o
() @
o
OH
by
" H, HC
&)

OH

21

OH

CH,

®)

@
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HC

ES 2290975 T3

()

CH,

(15)

(17)

CH,

22

H,C

L)

CH,

(14

CH,

(16)
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ES 2290975 T3

R

R® = nButilo
R = Fenilo Q
R® = pnHexilo (23)

23

RexH ; Ro=H (‘g
RER=CH; R"=H (

RR=2H ; Rt"=sQCH(27)
RR =CH, R" = OCH, (28)
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Re=H (29)
R@=CH, (30)

ES 2290975 T3

NH-R®
CH,

(34)

10. Uso conforme a la reivindicacién 9, en el que el agonista del receptor de canabinoides CB1 se selecciona de

compuestos de las férmulas siguientes:

o
. %i\f\/\
HC L O X,
© o 4 HC o, @

cHon

He

o

24
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o

25

CcH,

o’u\/\/ Nr\/c“'
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