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DESCRIPCION
Profarmacos de dantroleno y métodos para su uso

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud Provisional de Estados Unidos N2 62/575,124, presentada
el 20 de octubre de 2017, y la Solicitud Provisional de Estados Unidos N° 62/674,422, presentada el 21 de mayo de
2018.

CAMPO TECNICO

La divulgacion esta dirigida a profarmacos de dantroleno, composiciones de los mismos y métodos para su
uso en el tratamiento de enfermedades.

ANTECEDENTES

Los profarmacos tipicamente son formas alternativas de farmacos activos, modificados reversiblemente o
derivatizados con un grupo quimico que hace que el profarmaco sea inactivo o le confiere solubilidad, estabilidad o
biodisponibilidad, o altera alguna otra propiedad del farmaco activo. Tipicamente, el grupo quimico de un profarmaco
se escinde del profarmaco mediante calor, cavitacién, presion, cambio de pH, reduccién-oxidacién y/o actividad
enzimatica que actla sobre el profarmaco, liberando de este modo el farmaco activo. La escisién del grupo quimico
del profarmaco puede producirse antes de la administracion del farmaco a un sujeto, pero generalmente se produce
in vivo por procesos enzimaticos en el sujeto.

El dantroleno (1-{[5-(4-nitrofenil)-2-furillmetilideneamino}imidazolidina-2,4-diona), tiene la estructura de la

formula (1):
O,N 0
o ["/<
N

W2 S
O

El dantroleno es el agente de rescate de eleccidon en el tratamiento de la hipertermia maligna ("MH") y esta
ampliamente disponible en la mayoria de las ubicaciones donde se administran anestésicos. Sintetizado por primera
vez en 1967, el dantroleno se usé inicialmente en el tratamiento de los espasmos musculares en 1975, y
posteriormente recibié la aprobacién de la FDA en 1979 para el tratamiento de la MH. El dantroleno esta reconocido
como un potente relajante muscular y como tratamiento contra la espasticidad nerviosa. Desde su descubrimiento
inicial, el dantroleno se ha explorado para la profilaxis y el tratamiento de otras afecciones potencialmente mortales,
como la sobredosis de drogas recreativas como el "éxtasis” (N-metil-3,4-metilen-dioxifenilisopropilamina), el golpe de
calor, el sindrome neuroléptico maligno y el dafio isquémico del sistema nervioso periférico, y puede ser importante
en la prevencién del sindrome de muerte subita del lactante (SIDS).

El dantroleno es muy poco soluble en agua. La escasa solubilidad del dantroleno dificulta enormemente su
administracion. Por ejemplo, el DANTRIUM™ es dantroleno sédico suministrado en viales de 20 mg que deben
reconstituirse con 60 ml de agua estéril antes de su administracion intravenosa. La dosis recomendada de dantroleno
paratratar la MH es de 1 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg. Asi, un sujeto de 80 kg de peso necesitaria una infusion
rapida de hasta 2400 ml para tratar la MH.

Ademas de su escasa solubilidad, las soluciones de dantroleno tienen un pH elevado. El pH de DANTRIUM™
es de aproximadamente 9,5. EI RYANODEX®, una formulacibn mejorada de dantroleno sédico que puede
reconstituirse a 50 mg/ml, mejora en gran medida |a rapidez con la que puede administrarse el dantroleno sodico. Sin
embargo, el RYANODEX® reconstituido también tiene un pH elevado, de aproximadamente 10,3. Debido a su elevado
pH, las formulaciones actuales de dantroleno no pueden administrarse por via subcutanea o intramuscular, sino
Unicamente por via intravenosa. De hecho, hay que tener cuidado de evitar la extravasacion a los tejidos circundantes
para evitar la necrosis tisular.

Aunque un profarmaco del dantroleno podria ser Util para abordar los problemas de solubilidad y pH del
farmaco, la identificacién de una fracciéon de profarmaco adecuada se complica por varios factores inherentes a la
molécula de dantroleno. Por ejemplo, se especula que la escasa solubilidad del dantroleno es atribuible a su extenso
sistema aromatico, que puede presentar un comportamiento de apilamiento hidrofébico pi. Ni siquiera la fraccién nitro
cargada del dantroleno puede mejorar la solubilidad del compuesto en agua.

El dantroleno incluye una fraccién de hidantoina, presente en otros compuestos farmacéuticos como, por
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ejemplo, la fenitoina. Aunque se han notificado estrategias de profarmacos para mejorar la hidrosolubilidad de otros
compuestos que contienen hidantoina, no esta claro si podrian aplicarse con éxito estrategias similares al dantroleno,
teniendo en cuenta su estructura quimica y propiedades fisicas Unicas.

Hay una necesidad de nuevas formulaciones de dantroleno que tengan una concentraciéon y un pH
adecuados, haciéndolas apropiadas para el uso intramuscular o subcutaneo, asi como para la administracién oral,
transmucosal (por ejemplo, intranasal) e intradésea. Snyder, H.R. et. al. (Journal of Medicinal Chemistry, American
Chemical Society, vol. 10, 1967, péaginas 807-809) divulga que "se sintetiz6é una serie de 1-(5-
arilfurfurilideno)amino]hidantoinas y se examinaron los efectos de los compuestos sobre el reflejo flexor en el gato
anestesiado".

SUMARIO

La divulgacién se dirige a compuestos de formula |

C. O
N, ‘ R

en donde R es -P(O)(OH)2 o -P(O)(OR1)(ORz); R1 es H o -alquilo Ci26; y Rz es -alquilo Ci-25, asi como sales
farmacéuticamente aceptables de los mismos. También se describen composiciones farmacéuticas que comprenden
los compuestos de férmula |, asi como métodos para su uso.

También se divulgan, pero no se reivindican, compuestos de férmula Il

0

\N—‘Nré R

0 H

en donde Rses H, -C(0)-Z-N(R4)(Rs), -C(0)Z-C(O)-OH, o -C(0)-NH-Y-CH2-OC(0)-Z-C(0)-OH; Z es alquilo Cis; Y es
arileno; alquilo Cis; Rs es H o alquilo Cis; 0 Ray Rs, junto con el nitrébgeno al que estan unidos, forman un
heterocicloalquilo; asi como sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. También se divulgan composiciones
farmacéuticas que comprenden los compuestos de férmula Il (no reivindicados), asi como métodos para su uso (no
reivindicados). Todas las referencias a métodos de tratamiento que usan los compuestos y sales farmacéuticamente
aceptables en la presente se refieren a los compuestos y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos para su
uso en tales métodos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 representa el area de pico a lo largo del tiempo para la conversién de un profarmaco de la divulgacion
en dantroleno por fosfatasa alcalina a 25° C.

La Figura 2 representa el area de pico a lo largo del tiempo para la conversién de un profarmaco de la divulgacion
(2a) en dantroleno por fosfatasa alcalina a 25° C.

La Figura 3 representa el area de pico a lo largo del tiempo para la conversién de un profarmaco de la divulgacion
en dantroleno por plasma de rata a 22° C.

La Figura 4 representa el area de pico a lo largo del tiempo para la conversién de un profarmaco de la divulgacion
en dantroleno por plasma de rata a 372 C.

La Figura 5 representa la conversiéon del compuesto 2a en dantroleno en plasma de rata. El plasma de rata se
incub6 con 100 ug/ml del compuesto 2a a 37° C. El area bajo los picos del profarmaco y del dantroleno en los
cromatogramas de 385 nm se representa frente al tiempo de reaccién. Los circulos representan el profarmaco. Los
triangulos son el dantroleno.

La Figura 6 representa la concentraciéon media de dantroleno en el plasma de ratas a las que se les dosificaron 7,5
mg/kg del profarmaco 2a (n=5+SEM (error estandar de la media)). Cuantificacién por absorbancia a 385 nm.

La Figura 7 representa la concentracién media de dantroleno en sangre completa de rata de animales a los que
se les dosificaron 7,5 mg/kg del profarmaco 2a (n=3). Cuantificacién por absorbancia a 385 nm.

La Figura 8 representa la concentraciéon media de dantroleno en el plasma de ratas a las que se les dosificaron 7,5
mg/kg del profarmaco 2a (n=5+SEM). Cuantificaciéon por absorbancia a 385 nm.
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La Figura 9 representa la concentracién media de dantroleno en sangre completa de rata de animales a los que
se les dosificaron 7,5 mg/kg del profarmaco 2a (n=5+SEM). Cuantificacién por absorbancia a 385 nm.

La Figura 10 representa la conversién del compuesto 2b en dantroleno en plasma de rata. El plasma de rata se
incub6 con 100 pug/ml del compuesto 2b a 37° C. El area bajo los picos del profarmaco y del dantroleno en los
cromatogramas de 385 nm se representa a lo largo del tiempo de reaccién. Los circulos son el profarmaco. Los
triangulos son el dantroleno.

La Figura 11 representa la concentraciéon media de dantroleno en plasma de rata de animales a los que se les
dosificaron 10,6 mg/kg de 2b (n=5+SEM). Cuantificacién por absorbancia a 385 nm.

La Figura 12 representa la conversién de 10c en dantroleno en plasma de rata. El plasma de rata se incubé con
100 pg/ml del compuesto 10c a 37° C. El &rea bajo los picos del profarmaco y del dantroleno en los cromatogramas
de 385 nm se representa a lo largo del tiempo de reaccién. Los circulos son el profarmaco. Los triangulos son el
dantroleno.

La Figura 13 representa la conversion de 12a en dantroleno en plasma de rata. El plasma de rata se incubé con
100 yg/ml de 12a a 37° C. El area bajo los picos del profarmaco y del dantroleno en los cromatogramas de 385 nm
se representa a lo largo del tiempo de reaccion. Los circulos son el profarmaco. Los triangulos son el dantroleno.

La Figura 14 representa la concentracion media de dantroleno en la sangre completa de los animales a los que se
les dosificaron 4 mg/kg del profarmaco 12a (n=3+SEM). Cuantificacién por absorbancia a 385 nm.

La Figura 15 representa la version de conversion de 17b a dantroleno en plasma de rata. El plasma de rata se
incub6 con 100 pg/ml de 17b a 37° C. El area bajo los picos del profarmaco y del dantroleno en los cromatogramas
de 385 nm se representa frente al tiempo de reaccidén. Los circulos son el profarmaco. Los triangulos son el
dantroleno.

La Figura 16 representa la conversion de 22c en dantroleno en plasma de rata. El plasma de rata se incub6 con
100 pg/ml de 22¢ a 37° C. El area bajo los picos del profarmaco y del dantroleno en los cromatogramas de 385 nm
se representa frente al tiempo de reaccién. Los circulos son el profarmaco. Los triangulos son el dantroleno.

La Figura 17 representa la concentracién media de dantroleno en sangre completa de animales a los que se les
dosificaron 4 mg/kg del profarmaco 22¢ (n=3+SEM). Cuantificacién por absorbancia a 385 nm.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES ILUSTRATIVAS

La presente divulgacion puede entenderse mas facilmente por referencia a la siguiente descripcién detallada
tomada en relacién con las figuras y ejemplos acompafiantes, que forman parte de esta divulgacion. Debe entenderse
que la presente divulgacién no se limita a las composiciones, dispositivos, métodos, aplicaciones, condiciones o
parametros especificos descritos y/o mostrados en la presente, y que la terminologia usada en la presente tiene el
propésito de describir realizaciones particulares a modo de ejemplo Unicamente y no se pretende que sea limitativa
de la divulgacion reivindicada.

Como se usan en la memoria descriptiva, incluyendo las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un”,
"uno" y "el" incluyen el plural, y la referencia a un valor numérico particular incluye por lo menos ese valor particular, a
menos que el contexto indique claramente lo contrario.

Cuando se expresa un intervalo de valores, una realizacion ejemplar incluye desde un valor particular y/o
hasta otro valor particular. Todos los intervalos son inclusivos y pueden combinarse. Ademas, la referencia a valores
expresados en intervalos incluye todos y cada uno de los valores dentro de ese intervalo. Cuando los valores se
expresan como aproximaciones, mediante el uso de la preposicién "aproximadamente", se entendera que el valor
particular forma otra realizacién. Se pretende que el término "aproximadamente”, como se usa en la presente al
referirse a un valor medible, como una cantidad, una duracién temporal y similares, abarque variaciones razonables
del valor, como, por ejemplo, £10% del valor especificado. Por ejemplo, la frase "aproximadamente el 50%" puede
incluir +10% de 50, o del 45% al 55%, incluyendo el 50%.

Debe apreciarse que ciertas caracteristicas de la divulgacién que, por claridad, se describen en la presente
en el contexto de realizaciones separadas, también pueden proporcionarse en combinacién en una Unica realizacion.
A la inversa, varias caracteristicas de la divulgacion que, por brevedad, se describe en el contexto de una Unica
realizacion, también pueden proporcionarse por separado o en cualquier subcombinacién.

Como se usa en la presente, ya sea por si solo o junto con otro término o términos, debe entenderse que las
frases "método para tratar" y "método de tratamiento” pueden usarse indistintamente con la frase "para su uso en el
tratamiento de" una enfermedad particular.

Como se usa en la presente, ya sea por si mismo o junto con otro término o términos, "farmacéuticamente
aceptable" indica que la entidad designada como, por ejemplo, un excipiente farmacéuticamente aceptable, es
generalmente compatible quimica y/o fisicamente con otros ingredientes de una composicion, y/o es generalmente
compatible fisiolbgicamente con el receptor de la misma.

Como se usa en la presente, "composicién farmacéutica” se refiere a una composicion preparada combinando
cualquiera de las formulaciones, incluyendo las suspensiones o dispersiones descritas en la presente, con uno o mas
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excipientes farmacéuticamente aceptables.

"Excipiente farmacéuticamente aceptable" se refiere a un diluyente, adyuvante, excipiente o portador con el
que se administra un compuesto de la divulgacién. Un "excipiente farmacéuticamente aceptable" se refiere a una
sustancia no tdxica, biolégicamente tolerable y, por lo demas, biolégicamente adecuada para su administracion a un
sujeto, como una sustancia inerte, afiadida a una composicién farmacolégica o usada de otro modo como vehiculo,
portador o diluyente para facilitar la administracion de un agente y que es compatible con el mismo. Los ejemplos de
excipientes se enumeran, por ejemplo, en Remington's Pharmaceutical Sciences, 172 ed., Mack Publishing Co. (1985).

Como se usan en la presente, ya sea por si solos 0 junto con otro término o términos, "sujeto o sujetos”,
"individuo o individuos" y "paciente o pacientes" se refieren a mamiferos, incluyendo los humanos. El término humano
0 humanos se refiere e incluye un nifio, adolescente o adulto humano.

Como se usan en la presente, ya sea por si mismos o junto con otro término o términos, "trata", "que trata",
"tratado” y "tratamiento” se refieren e incluyen usos y resultados de mejora, paliativos y/o curativos, o cualquier
combinacién de los mismos. En otras realizaciones, los métodos descritos en la presente pueden usarse
profilacticamente. Debe entenderse que la "profilaxis" o un uso o resultado profilactico no se refieren ni requieren una
prevencién absoluta o total (es decir, un uso o resultado preventivo o protector al 100%). Como se usa en la presente,
profilaxis o un uso o resultado profilactico se refiere a usos y resultados en los que la administracién de un compuesto
o composicién disminuye o reduce la gravedad de una afeccion, sintoma, trastorno o enfermedad particulares descritos
en la presente; disminuye o reduce la probabilidad de experimentar una afeccién, sintoma, trastorno o enfermedad
particulares descritos en la presente; o retrasa la aparicion o recaida (reaparicién) de una afeccién, sintoma, trastorno
o enfermedad particulares descritos en la presente; o cualquier combinacion de lo anterior.

Como se usan en la presente, ya sea solos 0 junto con otro término o términos, "terapéutico” y "cantidad
terapéuticamente eficaz" se refieren a una cantidad de un compuesto o composiciéon que (a) trata una afeccién,
sintoma, trastorno o enfermedad particulares descritos en la presente; (b} atentia, mejora o elimina uno o mas sintomas
de una afeccién, trastorno o enfermedad particulares descritos en la presente; (c) retrasa la aparicion o recaida
(reaparicién) de una afeccién, sintoma, trastorno o enfermedad particulares descritos en la presente. Debe entenderse
que los términos "terapéutico" y "terapéuticamente eficaz" abarcan cualquiera de los efectos mencionados (a)-(c), ya
sea solo 0 en combinacién con cualquiera de los otros (a)-(c).

El término "alquilo C1-C¢" se refiere a un conector alifatico que tiene 1, 2, 3, 4, 5 0 6 atomos de carbono e
incluye, por ejemplo, -CHz-, -CH(CHas)-, -CH(CHs)-CH2- y -C(CHs)2-. El término "-alquilo Co-" se refiere a un enlace.

El término "alquilo" se refiere a un grupo hidrocarburo de cadena lineal o ramificada que tiene de 1 a 12
atomos de carbono ("C1-C12"), preferiblemente de 1 a 6 atomos de carbono ("C1-Ce"), en el grupo. Ejemplos de grupos
alquilo son metilo (Me, alquilo C1), etilo (Et, alquilo C2), n-propilo (alquilo C3), isopropilo (alquilo Cs), butilo (alquilo C4),
isobutilo (alquilo Ca), sec-butilo (alquilo Ca), terc-butilo (alquilo C4), pentilo (alquilo Cs), isopentilo (alquilo Cs), terc-
pentilo (alquilo Cs), hexilo (alquilo Cs), isohexilo (alquilo Ce), y similares.

El término "heterocicloalquilo” se refiere a cualquier estructura de anillo saturado monociclico o biciclico de
tres a diez miembros que contenga por lo menos un heteroatomo seleccionado del grupo que consiste en O, Ny S.
Los ejemplos de grupos heterocicloalquilo adecuados incluyen, entre otros, azepanilo, aziridinilo, azetidinilo,
pirrolidinilo, piperazinilo, piperidinilo, morfolinilo, tiomorfolinilo y similares.

El término "arilo", cuando se usa solo 0 como parte de un grupo sustituyente, se refiere a una estructura de
anillo de hidrocarburo aromatico monociclico o biciclico que tiene 6 o 10 atomos de carbono en el anillo. Las fracciones
de arilo preferidas son el fenilo y el naftilo.

El término "arileno" se refiere a una estructura de anillo de hidrocarburo aromatico monociclico o biciclico que
tiene 6 o 10 atomos de carbono en el anillo. Las fracciones de arileno preferidas son el fenileno y el naftaleno. Los
compuestos de la divulgacion pueden ser quirales y, como resultado, pueden existir como un solo enantiémero o como
una mezcla de enantiémeros. La presente divulgacion contempla todos los enantiomeros y mezclas de los mismos.

También se encuentran dentro del alcance de la divulgacion las variantes isotopicas del compuesto de
formula | y 1. Como se usa en la presente, el término "variante isotopica" se refiere a un compuesto que contiene
proporciones de isétopos en uno o mas de los atomos que constituyen dicho compuesto, en mayor abundancia que la
natural. Por ejemplo, una "variante isotépica" de un compuesto puede estar radiomarcada, es decir, contener uno o
mas isétopos radiactivos, o puede estar marcada con isétopos no radiactivos como, por ejemplo, deuterio (3H o D),
carbono-11 (''C), carbono-13 ('3C), nitrogeno-15 (°N), fluoruro-18 ('®F), o similares. Se entendera que, en un
compuesto en el que se realice dicha sustitucion isotopica, los siguientes atomos, cuando estén presentes, pueden
variar, de tal manera que, por ejemplo, cualquier hidrégeno puede ser 2H/D, cualquier carbono puede ser ''C o '3C,
cualquier nitrégeno puede ser N, o cualquier fluoruro (si esta presente) puede ser '8F, y que la presencia y colocacion
de dichos atomos puede determinarse dentro de la capacidad de la técnica.
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Los compuestos de formula | y 1l se convierten en dantroleno in vivo. En algunos aspectos, los compuestos
de férmula | y Il se convierten en dantroleno in vivo con una semivida de aproximadamente 1 segundo o menos a
aproximadamente de 1 minuto a 90 minutos. En algunos aspectos, los compuestos de férmula | y Il se convierten en
dantroleno in vivo con una semivida de menos de 1 segundo. En otros aspectos, los compuestos de formula |y Il se
convierten en dantroleno in vivo con una semivida de segundos, es decir, con una semivida de menos de un minuto,
por ejemplo, con una semivida de aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6,7 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21,22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51,
52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, o aproximadamente 59 segundos. En otros aspectos, los compuestos de formula | y Il se
convierten en dantroleno in vivo con una semivida de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 minutos, por ejemplo,
aproximadamente 1, 2, 3, 4 o aproximadamente 5 minutos. En otros aspectos, los compuestos de formula | y Il se
convierten en dantroleno in vivo con una semivida de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 minutos. En otros
aspectos de, los compuestos de férmula | y Il se convierten en dantroleno in vivo con una semivida de
aproximadamente 5 a aproximadamente 10 minutos. En algunos aspectos, los compuestos de férmula | y Il se
convierten en dantroleno in vivo con una semivida de aproximadamente 1 minuto a 60 minutos. En algunos aspectos,
los compuestos de féormula | y 1l se convierten en dantroleno in vivo con una semivida de aproximadamente 1 minuto
a 45 minutos. En algunos aspectos, los compuestos de férmula | y Il se convierten en dantroleno in vivo con una
semivida de aproximadamente 1 minuto a 30 minutos. En algunos aspectos, los compuestos de férmula | y Il se
convierten en dantroleno in vivo con una semivida de aproximadamente 1 minuto a 20 minutos. En algunos aspectos,
los compuestos de férmula | y Il se convierten en dantroleno in vivo con una semivida de aproximadamente 1, 2, 3, 4,
5,10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85 o aproximadamente 90 minutos.

La divulgacién se dirige a profarmacos de dantroleno de férmula I:

02N l’%o
O O
R
\ /) \N"NYN\/
0 I
endonde R es

-P(O}(OH)2 0 -P(O)(OR1}(ORz);

Ri1es H o -alquilo Ci-26; y

Rzes -alquilo Ci-25;

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En algunos aspectos, los profarmacos de dantroleno de la divulgacién son aquellos en los que R es -
P(O)(OH)2y son de férmula I-A:

OuN

Las sales farmacéuticamente aceptables de compuestos de férmula I-A también estan dentro del alcance de
la divulgacion. Las sales preferidas incluyen, por ejemplo, sales de sodio de compuestos de formula I-A. También
estan dentro del alcance de la divulgacion las sales de litio, magnesio, calcio y potasio de los compuestos de férmula
I-A. Las formas de sal alternativas incluyen sales de amonio, colina y trometamina. Una sal preferida del compuesto
de férmula I-A es la sal monosoédica. Otra sal preferida del compuesto de formula I-A es la sal disodica. Otra sal
preferida del compuesto de férmula I-A es la sal monotrometamina. Otra sal preferida del compuesto de féormula I-A
es la sal ditrometanina. También estan dentro del alcance de la divulgacion las sales organicas farmacéuticamente
aceptables de los compuestos de férmula I-A.

En algunos aspectos, los profarmacos de dantroleno de la divulgacién son aquellos en los que R es -
P(O)(OR1)(ORz) y son de férmula I-B:



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3016835 T3

O5N
2 pe

Os—p
O

/N
N 1

I-B

En algunos aspectos, R1 es H. En estos aspectos, Rz es -alquilo C1-26. También estan dentro del alcance de
la divulgacion las sales farmacéuticamente aceptables de tales compuestos de férmula I-B. Las sales preferidas
incluyen, por ejemplo, sales de sodio de compuestos de férmula I-B. Otras sales incluyen las sales de litio, magnesio,
calcio y potasio de los compuestos de féormula I-B. Las formas alternativas de sal incluyen sales de amonio, colina y
trometamina. También estan dentro del alcance de la divulgacion las sales organicas farmacéuticamente aceptables
de compuestos de férmula I-B.

En algunos aspectos de los compuestos de férmula |-B, Ri es Hy Rzes -alquilo Ci-26. Por ejemplo, en algunos
aspectos, Ri1es H y Rzes -alquilo Cis. En otros aspectos, Ries Hy Rzes -alquilo Ci-12. En otros aspectos, Ries Hy
R2es -alquilo C1326. En otros aspectos, Ri1es Hy Rzes -alquilo Cis26. En otros aspectos, Ri1es H y Rz2es -alquilo Czo-
26. En algunos aspectos, R1es H y Rz2es -alquilo C1. En algunos aspectos, R1es H y R2es -alquilo Cz. En algunos
aspectos, Ri1es Hy Rzes -alquilo Cs. En algunos aspectos, Ries H y Rzes -alquilo C4. En algunos aspectos, R1es H
y Rzes -alquilo Cs. En algunos aspectos, R1 es Hy Rzes -alquilo Cs. En algunos aspectos, Ries H y Rzes -alquilo C.
En algunos aspectos, Ri es H y Rz es -alquilo Cs. En algunos aspectos, Ri1es H y Rz es -alquilo Ce. En algunos
aspectos, Ries Hy Rzes -alquilo Cio. En algunos aspectos, R1 es H y Rz2es -alquilo C11. En algunos aspectos, Ri es
H y Rz es -alquilo Ci2. En algunos aspectos, Ries Hy Rzes -alquilo Cis. En algunos aspectos, R1es H y Rz es alquilo
-Ci4. En algunos aspectos, Ries Hy Rzes -alquilo C1s. En algunos aspectos, Ries Hy Rzes -alquilo Cis. En algunos
aspectos, Ries Hy Rzes -alquilo Ci7. En algunos aspectos, Ri es H y Rz2es -alquilo Cis. En algunos aspectos, Ri es
Hy Rzes -alquilo Cig. En algunos aspectos, Ries H y Rzes -alquilo C2o. En algunos aspectos, Ries Hy Rzes -alquilo
C21. En algunos aspectos, Ri1es Hy Rzes -alquilo C22. En algunos aspectos, Ries H y Rz2es -alquilo C23. En algunos
aspectos, Ri1es Hy Rzes -alquilo C24. En algunos aspectos, Ri es H y Rz es -alquilo C2s. En algunos aspectos, Ri1 es
Hy Rzes alquilo Cas.

En algunos aspectos de los compuestos de formula I-B, R1 es -alquilo Ci-26 y Rz es -alquilo Ci-26. En otros
aspectos, R1 es -alquilo Ci-12. En otros aspectos, Ri1 es -alquilo Ci3-26. En otros aspectos, R1 es -alquilo C1s-25. En otros
aspectos, Ri es -alquilo Cz20-26. En algunos aspectos, Ri1 es -alquilo C1. En algunos aspectos, Ri1es -alquilo Cz2. En
algunos aspectos, R1 es -alquilo Cz. En algunos aspectos, R1 es -alquilo Cs. En algunos aspectos, Ries -alquilo Cs.
En algunos aspectos, Ri es -alquilo Cs. En algunos aspectos, R1 es -alquilo C7. En algunos aspectos, R1 es -alquilo Cs.
En algunos aspectos, R1 es -alquilo Ce. En algunos aspectos, R1 es -alquilo Cio. En algunos aspectos, R1 es -alquilo
C11. En algunos aspectos, R1 es -alquilo Ci2. En algunos aspectos, Ri es -alquilo Ci3. En algunos aspectos, Ri1es -
alquilo C14. En algunos aspectos, Ri es -alquilo C1s. En algunos aspectos, R1 es -alquilo Cis. En algunos aspectos, Ri
es -alquilo C17. En algunos aspectos, R1 es -alquilo Cis. En algunos aspectos, R1 es -alquilo C19. En algunos aspectos,
R1 es -alquilo C20. En algunos aspectos, R1 es -alquilo C21. En algunos aspectos, Ri es -alquilo C22. En algunos
aspectos, R1 es -alquilo C2s. En algunos aspectos, R1 es -alquilo Cz24. En algunos aspectos, Ri1 es -alquilo Cos. En
algunos aspectos, R1 es -alquilo Cas.

En algunos aspectos, R1 es -alquilo Ci-2s y R2es -alquilo Ci-25. Por ejemplo, en algunos aspectos R1y Rz2son
cada uno independientemente -alquilo C1-s, -alquilo Cr-12, -alquilo Cis-26, -alquilo Cis-2s, -alquilo Czo-26, -alquilo Cr, -
alquilo Cz, -alquilo Cg, -alquilo Ca, -alquilo Cs, -alquilo Cs, -alquilo C7, -alquilo Ce, -alquilo Ce, -alquilo C1o, alquilo -C11,
-alquilo Ci2, -alquilo Ci3, -alquilo C1a4, -alquilo Cis, -alquilo Cis, -alquilo C17, -alquilo Cis, -alquilo C1g, -alquilo Czo, -alquilo
Ca1, -alquilo Coz, -alquilo Ces, -alquilo Cz4, -alquilo Cos, 0 -alquilo Cos.

Los compuestos de férmula |, que incluyen los compuestos de férmula I-A y |-B, pueden estar presentes como
sales farmacéuticamente aceptables, cuando proceda. Estas sales incluyen sales de sodio. También se conciben
sales de potasio, litio, calcio y magnesio. Otras formas alternativas de sales incluyen las sales de amonio, colina y
trometamina.

Los compuestos de formula | y I, que incluyen compuestos de formula I-A, I-B y sales farmacéuticamente
aceptables de los mismos, pueden prepararse como composiciones farmacéuticas combinando el compuesto con un
excipiente farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, los uno o0 mas excipientes farmacéuticamente
aceptables adicionales se seleccionan del grupo que consiste en conservantes, antioxidantes 0 mezclas de los
mismos. En otras realizaciones mas de la divulgacion, el excipiente adicional farmacéuticamente aceptable es un
conservante como, por ejemplo, fenol, cresol, éster p-hidroxibenzoico, clorobutanol o mezclas de los mismos. En otras
realizaciones mas de la divulgacién, el excipiente farmacéuticamente aceptable adicional es un antioxidante como,
por ejemplo, acido ascérbico, pirosulfito sodico, acido palmitico, hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado,
tocoferoles 0 mezclas de los mismos.
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Las composiciones farmacéuticas de la divulgacién pueden suministrarse como suspensiones. En otras
realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la divulgacion pueden proporcionarse como soluciones.

Las composiciones farmacéuticas de la divulgacién pueden tener el compuesto de la divulgacién presente a
una concentraciéon de aproximadamente 1 mg/ml a aproximadamente 400 mg/ml, por ejemplo, de 1 mg/ml a
aproximadamente 200 mg/ml, de 1 mg/ml a aproximadamente 300 mg/ml, preferiblemente de 5 mg/ml a
aproximadamente 125 mg/ml, preferiblemente a pH fisiolégico. En realizaciones particulares de la divulgacion, un
compuesto de la divulgacion esta presente a una concentracion igual o mayor de aproximadamente 5 mg/ml. En
realizaciones adicionales, un compuesto de la divulgacion esté presente a una concentracion de aproximadamente 10
a 25 mg/ml. En mas realizaciones adicionales, un compuesto de la divulgacion esta presente a una concentracion de
aproximadamente 1 mg/ml, 5 mg/ml, 10 mg/ml, 15 mg/ml, 20 mg/ml, 25 mg/ml, 30 mg/ml, 35 mg/ml, 40 mg/ml, 45
mg/ml, o 50 mg/ml. En otras realizaciones mas, un compuesto de la divulgacion esta presente a una concentracion de
aproximadamente 125 mg/ml, 150 mg/ml, 175 mg/ml, 200 mg/ml, 225 mg/ml, 250 mg/ml, 275 mg/ml, 300 mg/ml, 325
mg/ml, 350 mg/ml, 375 mg/ml, o aproximadamente 400 mg/ml.

En ciertas realizaciones, un compuesto de la divulgacion esta presente a una concentracion igual o mayor de
aproximadamente 55 mg/ml. En realizaciones adicionales, un compuesto de la divulgaciéon esta presente a una
concentracion de aproximadamente 55 a 125 mg/ml. En realizaciones particulares, un compuesto de la divulgacién
esta presente a una concentracién de aproximadamente 75 mg/ml, 80 mg/ml, 85 mg/ml, 90 mg/ml, 95 mg/ml, 100
mg/ml, 105 mg/ml, 110 mg/ml, 115 mg/ml, 120 mg/ml o 125 mg/ml. En otras realizaciones, un compuesto de la
divulgacion esta presente a una concentracién de aproximadamente 75 mg/ml a 95 mg/ml, de 80 mg/ml a 100 mg/ml,
de 90 mg/ml a 110 mg/ml, de 95 mg/ml a 105 mg/ml, de 95 mg/ml a 115 mg/ml, de 100 mg/ml a 110 mg/ml, de 110
mg/ml a 125 mg/ml, incluyendo todos los intervalos y subintervalos intermedios.

En ciertas realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la divulgacién pueden comprender ademas un
estabilizador o dos 0 mas estabilizadores. En mas realizaciones adicionales de la divulgacion, el estabilizador se
selecciona del grupo que consiste en surfactantes, polimeros, polimeros reticulados, agentes tampén, electrolitos y no
electrolitos. En otras realizaciones mas de la divulgacion, la composicién comprende una combinaciéon de dos o0 mas
estabilizadores seleccionados del grupo que consiste en surfactantes, polimeros, polimeros reticulados, agentes
amortiguadores, electroliticos y no electroliticos. En otras realizaciones mas de la divulgacion, el estabilizador es un
surfactante como, pero no limitado a, 6xido de polietileno (PEO), un derivado de PEO, polisorbato 80, polisorbato 20,
poloxamero 188, aceites vegetales polietoxilados, lecitina, albumina de suero humano y mezclas de los mismos. En
realizaciones particulares de la divulgacion, el estabilizador es un polimero como, pero no limitado a, una
polivinilpirrolidona (como, pero no limitado a povidona K12, povidona K17, y mezclas de las mismas), polietilenglicol
3350, y mezclas de los mismos. En otras realizaciones de la divulgacion, el estabilizador es un electrolito como, pero
no limitado a, cloruro de sodio, cloruro de calcio y mezclas de los mismos. En otras realizaciones mas de la divulgacion,
el estabilizador es un no electrolito como, pero no limitado a, dextrosa, glicerol, manitol, 0 mezclas de los mismos. En
otras realizaciones de la divulgacién, el estabilizador es un polimero reticulado como, pero no limitado a,
carboximetilcelulosa sodica (CMC). En algunas realizaciones de la divulgacion, el estabilizador es CMC 7LF, CMC
7MF, CMC 7HF, o0 mezclas de los mismos.

En realizaciones adicionales de la divulgacion, pueden usarse combinaciones de estabilizadores no
electroliticos y estabilizadores electroliticos. En algunas realizaciones, la combinacion de estabilizadores puede
comprender dos o mas estabilizadores no electroliticos. En otras realizaciones, la combinacién de estabilizadores
puede comprender dos o mas estabilizadores electroliticos. En realizaciones adicionales, la combinacién de
estabilizadores puede comprender uno o mas estabilizadores no electroliticos y uno o mas estabilizadores
electroliticos. En otras realizaciones mas, la combinacion de estabilizadores puede comprender dos 0 mas de manitol,
dextrosa y cloruro sédico.

En ciertas realizaciones de la divulgacion, pueden usarse combinaciones de estabilizadores surfactantes y
estabilizadores poliméricos. En algunas realizaciones, la combinacién de estabilizadores puede comprender dos o
mas estabilizadores surfactantes. En otras realizaciones, la combinacién de estabilizadores puede comprender dos o
mas estabilizadores poliméricos. En realizaciones adicionales, la combinacién de estabilizadores puede comprender
uno o mas estabilizadores surfactantes y uno o mas estabilizadores poliméricos. En otras realizaciones mas, la
combinacioén de estabilizadores puede comprender dos 0 mas de polisorbato 80, polisorbato 20 y poloxamero 188. En
otras realizaciones adicionales, la combinacién de estabilizadores puede comprender uno o mas de polisorbato 80,
polisorbato 20 y poloxamero 188 y uno o mas de povidona K12, povidona K17 y polietilenglicol 3350.

En ciertas realizaciones de la divulgacion, la composiciéon comprende de aproximadamente 0,2 mg/ml a
aproximadamente 75 mg/ml de uno o mas estabilizadores, y todos los intervalos y subintervalos entre ellos. En
realizaciones particulares de la divulgacién, la composicién comprende aproximadamente de 0,2 a 0,7 mg/ml, de 0,5
aimg/ml,de1ab5mg/ml,de2a8mg/ml de5a6mg/mlde5aild mg/ml, de 8a 12 mg/ml, de 10 a 15 mg/ml, de
15 a 20 mg/ml, de 20 a 30 mg/ml, de 30 a 40 mg/ml, de 40 a 50 mg/ml, de 45 a 55 mg/ml, de 50 a 60 mg/ml, o de 60
a 75 mg/ml de uno o mas estabilizadores, y todos los intervalos y subintervalos entre ellos. En realizaciones adicionales
de la divulgacién, la composicion comprende aproximadamente 0,2 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml, 3 mg/ml, 4
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mg/ml, 5 mg/ml, 5.5 mg/ml, 6 mg/ml, 7 mg/ml, 8 mg/ml, 9 mg/ml, 10 mg/ml, 12 mg/ml, 15 mg/ml, 17 mg/ml, 20 mg/ml,
25 mg/ml, 30 mg/ml, 35 mg/ml, 40 mg/ml, 45 mg/ml, 50 mg/ml, 55 mg/ml, 60 mg/ml, 65 mg/ml, 70 mg/ml, o 75 mg/mi
de uno o0 mas estabilizadores.

En realizaciones particulares de la divulgacion, la composicion comprende ademas uno o mas agentes
tampo6n como, pero no limitados a, NaH2PQO4-H20, NaH2PO4-2H20, NaH2PO4 anhidro, citrato sédico, acido citrico, Tris,
hidréxido sédico, HCI, o mezclas de los mismos. En ciertas realizaciones de la divulgacion, la composiciéon comprende
aproximadamente de 1 mM a 20 mM de uno o mas agentes tampon, y todos los intervalos y subintervalos entre ellos.
En realizaciones particulares de la divulgacién, la composicién comprende aproximadamente de 1 a2 mM, de 1 a 3
mM,deta5mM,de2a8mM,de5a6 mM,de5a10 mM,de8a 12 mM, de 10 a 15 mM, o de 15 a 20 mM de uno
0 mas agentes tampon, y todos los intervalos y subintervalos entre ellos. En realizaciones adicionales de la divulgacion,
la composicion comprende aproximadamente 1 mM, 2 mM, 3 mM, 4 mM, 5 mM, 6 mM, 7 mM, 8 mM, 9 mM, 10 mM,
11 mM, 12 mM, 13 mM, 14 mM, 15 mM, 16 mM, 17 mM, 18 mM, 19 mM, o 20 mM de uno o mas agentes tampon.

En ciertas realizaciones de la divulgacién, una composicion farmacéutica tiene un pH de aproximadamente
3-10, por ejemplo, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 0 10. En realizaciones adicionales de la divulgacion, la composicién tiene un pH
de aproximadamente 5-9. En realizaciones adicionales de la divulgacién, la composicién tiene un pH de
aproximadamente 6 a 9. En realizaciones adicionales de la divulgacién, la composicion tiene un pH de
aproximadamente 6 a 7. En realizaciones adicionales de la divulgacién, la composicion tiene un pH de
aproximadamente 6 a 8,5. En realizaciones adicionales de la divulgaciéon, la composicién tiene un pH de
aproximadamente 7 a 8,5. En ciertas realizaciones de la divulgacion, la composicién tiene un pH de aproximadamente
6,0 a 8,0. En realizaciones particulares de la divulgacién, la composicién tiene un pH de aproximadamente 6,0 a 7,0,
6,5a7,0,65a75,6,7a72,70a72,70a7,5,7,0a8007,0a8,5.

En ciertas realizaciones de la divulgacion, una composicion farmacéutica tiene una osmolaridad de
aproximadamente 280 mOsm/l a aproximadamente 310 mOsm/l, por ejemplo, de aproximadamente 280, 285, 290,
300, 305, o aproximadamente 310 mOsm/I. En realizaciones adicionales de la divulgacion, la composicion tiene una
osmolaridad de aproximadamente 290 mOsm/| a aproximadamente 300 mOsm/I. En otras realizaciones adicionales
de la divulgacién, la composicion tiene una osmolaridad de aproximadamente 290 mOsm/I. En algunas realizaciones,
la osmolaridad puede seleccionarse mediante el uso de cantidades apropiadas de uno o mas estabilizadores que
actlan como tonificantes en una composicién como, pero no limitados a, los estabilizadores no electroliticos y
estabilizadores electroliticos descritos en la presente. En algunas realizaciones, la osmolaridad puede seleccionarse
mediante el uso de cantidades apropiadas de uno o mas agentes tampon que actlan como tonificantes en una
composicidon como, pero no limitados a, los agentes tampdn descritos en la presente.

Las composiciones farmacéuticas de la divulgacién pueden administrarse por via intravenosa.
Alternativamente, las composiciones farmacéuticas de la divulgacién pueden administrarse por via intramuscular. En
otras realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la divulgacién se administran por via subcutanea. Las
composiciones farmacéuticas de la divulgacion también pueden administrarse por via oral. En otras realizaciones, las
composiciones farmacéuticas de la divulgacion se administran por via transmucosal, por ejemplo, por via intranasal.
En otras realizaciones, las composiciones farmacéuticas de la divulgaciéon se administran por via intradsea.

Los compuestos y las composiciones farmacéuticas de la divulgacién pueden usarse para tratar trastornos
que responden al dantroleno. Todas las referencias a métodos de tratamiento que usan los compuestos y sales
farmacéuticamente aceptables en la presente se refieren a los compuestos y sales farmacéuticamente aceptables de
los mismos para su uso en tales métodos. Por ejemplo, a los sujetos que necesitan tratamiento se les puede
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la divulgacién, o una sal del mismo. En otros
aspectos, a los sujetos que necesitan tratamiento se les puede administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
una composicién farmacéutica de la divulgacion, o una sal de la misma. En otros aspectos, los sujetos que necesitan
tratamiento pueden exponerse a una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la divulgacion, por
ejemplo, un compuesto de férmula I-A, I-B o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Por ejemplo, los sujetos
que necesitan tratamiento pueden exponerse a una cantidad terapéuticamente eficaz de un compuesto de la
divulgacion.

Los trastornos que responden al dantroleno incluyen, por ejemplo, hipertermia maligna, espasticidad crénica,
golpe de calor por esfuerzo, arritmias cardiacas, taquicardia, fibrilacién auricular, parada cardiaca, infarto de miocardio,
insuficiencia cardiaca, lesion miocardica, cardiomiopatia, enfermedad del nlcleo central, esclerosis lateral amiotrofica,
rabdomidlisis, distrofia muscular de Duchenne, ataxia, hiperactividad del detrusor, vejiga hiperactiva, convulsiones,
epilepsia, sindrome neuroléptico maligno, trastorno por estrés humano, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Huntington, esclerosis mudltiple, esclerosis lateral amiotrofica, enfermedad de Parkinson, lesién por isquemia-
reperfusion, lesién por reperfusién neuronal, hipoxia, aneurisma cerebral, hemorragia subaracnoidea, accidente
cerebrovascular, hipertermia asociada al abuso de drogas o hipertermia asociada a sobredosis de drogas.

En aspectos preferidos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para
tratar la hipertermia maligna en un sujeto.
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En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
la espasticidad crénica en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
el golpe de calor por esfuerzo en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
arritmias cardiacas en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
la taquicardia en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
la fibrilacion auricular en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
la parada cardiaca en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
el infarto de miocardio en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
la insuficiencia cardiaca en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
la lesién miocardica en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
la cardiomiopatia en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
la enfermedad del nicleo central en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
la esclerosis lateral amiotrofica en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
la rabdomiblisis en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
la distrofia muscular de Duchenne en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
la ataxia en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
la hiperactividad del detrusor en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
la vejiga hiperactiva en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
las convulsiones en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
la epilepsia en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
el sindrome neuroléptico maligno en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
el trastorno de estrés humano en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
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la enfermedad de Alzheimer en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
la enfermedad de Huntington en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
la esclerosis multiple en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
la enfermedad de Parkinson en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
la lesién por isquemia-reperfusion en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
la lesién neuronal por reperfusién en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
la hipoxia en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
el aneurisma cerebral en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
la hemorragia subaracnoidea en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
el accidente cerebrovascular en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
la hipertermia asociada al abuso de drogas (por ejemplo, el abuso de éxtasis (3,4-metilendioximetanfetamina)) en un
sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
la hipertermia asociada a |la sobredosis de drogas (por ejemplo, sobredosis de éxtasis (3,4-metilendioximetanfetamina)
en un sujeto.

En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas de la divulgacion se usan para tratar
la acumulacién de acetilcolina en un sujeto. En otros aspectos, los compuestos y/o las composiciones farmacéuticas
de la divulgacién se usan para tratar la exposicién a agentes nerviosos neurotéxicos, por ejemplo, exposicion a gases
nerviosos, (por ejemplo, gases organofosforados como sarin, soman y VX) en un sujeto. Véase, por ejemplo, la
Solicitud Provisional de Estados Unidos N® 62/554,049, presentada el 5 de septiembre de 2017. Como se usa en la
presente, "agente nervioso neurotoxico" o "agente nervioso” se refiere a compuestos que afectan a la transmisién de
los impulsos nerviosos en el sistema nervioso. Los agentes nerviosos son compuestos organofosforados, es decir,
son de la férmula (R)3P(O), en donde cada grupo R puede ser igual o diferente. Los agentes nerviosos de tipo "G"
incluyen el metilfosfonofluoridato de O-pinacolilo (soman, GD), el N,N-dimetilfosforamidocianidato de etilo (tabun, GA),
el metilfosfonofluoridato de propan-2-ilo (sarin, GB), el metilfosfonofluoridato de ciclohexilo (ciclosarin, GF) y el 2-
(dimetilamino)etilo (GV). Los agentes nerviosos de tipo "V" incluyen el metilfosfonotiolato de O-ciclopentilo S-(2-
dietilaminoetilo) (EA-3148), (S)-({[2-(dietilamino)etil]sulfonil}(etil}ffosfonatos de etilo) como el (S)-({[2-
(dietilamino)etil]sulfanil} (etil)fosfinato de etilo) (VE), S-[2-(dietilamino)etil] fosforotioato de O,O-dietilo (VG),
metilfosfonotioato de S-[2-(dietilamino)etil] O-etilo (VM), N,N-dietil-2-(metil-(2-metilpropoxi)fosforil}sulfaniletanamina
(VR), y ({2-[bis(propan-2-ilyamino]etil}sulfanil}(metil)fosfinato de etilo (VX). Los métodos descritos en la presente
pueden usarse para tratar a un sujeto expuesto a un agente nervioso. Los métodos descritos en la presente también
pueden usarse para tratar a un sujeto expuesto a dos 0 mas agentes nerviosos.

Como se usa en la presente, las expresiones "resultante de la exposicién a un agente nervioso" y "debido a
la exposicién a un agente nervioso" se refieren a los efectos que son consecuencia directa de la exposicién a un
agente nervioso, asi como a los efectos que son consecuencia secundaria de la exposicién a un agente nervioso.

En algunos aspectos, la divulgacion se dirige a métodos de tratamiento de un sujeto expuesto a un agente
nervioso con una composicién farmacéutica que comprende una cantidad de un compuesto de Férmula | como se
describe en la presente, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Todas las referencias a métodos de
tratamiento que usan los compuestos y sales farmacéuticamente aceptables de la presente se refieren a los
compuestos y a las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos para su uso en dichos métodos. Por ejemplo,
en algunos aspectos, los métodos descritos previenen el dafio neurolégico secundario a la exposicién a agentes
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nerviosos. En otros aspectos, los métodos descritos proporcionan efectos neuroprotectores después de la exposicion
a agentes nerviosos. En otros aspectos, los métodos descritos mejoran el dafio tisular cerebral secundario a la
exposicion a agentes nerviosos. En otros aspectos, los métodos descritos mejoran el dafio tisular cerebral secundario
al estado epiléptico secundario a la exposicibn a agentes nerviosos. En otros aspectos, los métodos descritos
previenen la necrosis neuronal debida a la exposicién a agentes nerviosos. En otros aspectos, los métodos descritos
mejoran la necrosis neuronal debida a la exposicion a agentes nerviosos. En otros aspectos, los métodos descritos
tratan la sobrecarga de calcio intracelular debida a la exposicién a agentes nerviosos. En otros aspectos, los métodos
descritos mejoran la sobrecarga de calcio intracelular debida a la exposicion a agentes nerviosos. En otros aspectos,
los métodos descritos previenen la sobrecarga de calcio intracelular debida a la exposiciéon a agentes nerviosos.

Los sujetos descritos en la presente pueden exponerse a un agente nervioso por inhalacién. En otros
aspectos, l0s sujetos se exponen a un agente nervioso por transmisién transdérmica del agente. En otros aspectos,
los sujetos se exponen a un agente nervioso a través del consumo de un liquido o alimento contaminado con un agente
nervioso. En otros aspectos, los sujetos se exponen a un agente nervioso mediante la administracion subcutanea,
intravenosa o intramuscular del agente al sujeto.

En algunos aspectos, los métodos se dirigen a métodos para proteger a un sujeto de la necrosis neuronal,
después de que el sujeto haya estado expuesto a un agente nervioso. En estas realizaciones, se administra al sujeto
una composicién farmacéutica que comprende una cantidad de un compuesto de férmula | o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, después de que el sujeto haya estado expuesto a un agente nervioso. Como
se usa en la presente, la "proteccion” frente a la necrosis neuronal abarca la disminucién de la gravedad de los efectos
del agente nervioso o la mejora del efecto del agente nervioso o la disminucion del dafio neural resultante de la
exposicion al agente nervioso. En algunos aspectos, la "proteccion” frente a la necrosis neuronal abarca la prevencion
de la necrosis neuronal en un sujeto que ha estado expuesto a un agente nervioso. Es decir, los sujetos que estan
"protegidos” de la necrosis neuronal mediante la administracién de los compuestos y composiciones descritos en la
presente obtienen mejores resultados en las pruebas neuroconductuales, en comparacion con los sujetos expuestos
a agentes nerviosos a los que no se les han administrado los compuestos o composiciones descritos.

En algunas realizaciones, la totalidad del sistema nervioso central del sujeto esta protegido de la necrosis
neuronal. En algunas realizaciones, estan protegidos de la necrosis neuronal la corteza fronto-parietal, el hipocampo
y/o el talamo. En otros aspectos, estara protegida de la necrosis neuronal la corteza fronto-parietal. En otros aspectos,
esta protegido de la necrosis neuronal el hipocampo. En otras realizaciones, esta protegido de la necrosis neuronal el
talamo.

La presencia y el alcance de la necrosis neuronal pueden determinarse usando métodos conocidos en la
técnica, incluyendo pruebas neurocomportamentales, pruebas radiolégicas y evaluacién patologica.

La divulgacion también se dirige a métodos para proteger a un sujeto de una disminucién de la funcion del
sistema nervioso central resultante de la exposicién a un agente nervioso. Estos métodos comprenden administrar al
sujeto una composicién farmacéutica que comprende una cantidad de un compuesto de férmula | o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, después de que el sujeto haya estado expuesto a un agente nervioso.

La divulgacién también se dirige a métodos para proteger a un sujeto de una disfuncién del sistema nervioso
central resultante de la exposicidon a un agente nervioso. Estos métodos comprenden administrar al sujeto una
composicion farmacéutica que comprende una cantidad de un compuesto de formula | como se describe en la presente
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, después de que el sujeto haya estado expuesto a un agente
nervioso.

La divulgacién también se dirige a métodos para tratar cambios de comportamiento en un sujeto como
resultado de la exposicién a un agente nervioso. Estos métodos comprenden administrar al sujeto una composicién
farmacéutica que comprende una cantidad de un compuesto de férmula | o0 una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, después de que el sujeto haya estado expuesto a un agente nervioso.

Como se usa en la presente, la "proteccién” frente a una disminucién de la funcién del sistema nervioso
central abarca la disminucion de la gravedad de los efectos del agente nervioso sobre el sistema nervioso central o la
mejora de los efectos del agente nervioso sobre el sistema nervioso central o la disminucion de los efectos del agente
nervioso sobre el sistema nervioso central. Es decir, los sujetos que estan "protegidos" de una disminucién de la
funcion del sistema nervioso central mediante la administracion de los compuestos descritos de las composiciones
que contienen férmula |, obtienen mejores resultados en las pruebas neuroconductuales, en comparacion con los
sujetos expuestos al agente nervioso a los que no se les han administrado las composiciones descritas.

La divulgacién también se dirige a métodos de tratamiento de convulsiones inducidas por agentes nerviosos
en un sujeto que ha estado expuesto a un agente nervioso. En algunos aspectos, las convulsiones tratadas son
estados epilépticos (SE). Estos métodos comprenden administrar al sujeto una composicién farmacéutica que
comprende una cantidad de un compuesto de férmula | o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo. Como se
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usa en la presente, el tratamiento de las convulsiones inducidas por agentes nerviosos da como resultado una
reduccién de la gravedad o duracion de las convulsiones. En otros aspectos, el tratamiento da como resultado una
reduccién tanto de la gravedad como de la duracién de las convulsiones.

La cantidad del compuesto de férmula I, o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, que es eficaz
para tratar al sujeto de acuerdo con cualquiera de los métodos descritos debe ser determinada por un profesional
experto en la técnica. La cantidad terapéuticamente eficaz puede ser la cantidad necesaria para tratar al sujeto en una
Unica dosis. Alternativamente, la cantidad terapéuticamente eficaz puede ser la cantidad acumulativa de dantroleno
necesaria para tratar al sujeto a lo largo de un tratamiento crénico.

En aquellas realizaciones en las que el sujeto es humano, la cantidad eficaz del compuesto de férmula | es
una cantidad de compuesto equivalente a de 1 mg/kg a 100 mg/kg de dantroleno, administrado en una o mas dosis.
En otros aspectos, la cantidad eficaz del compuesto de férmula | es equivalente a de 1 mg/kg a aproximadamente 90
mg/kg de dantroleno. En otros aspectos, la cantidad eficaz del compuesto de férmula | es equivalente a de 1 mg/kg a
aproximadamente 80 mg/kg de dantroleno. En otros aspectos, la cantidad eficaz del compuesto de férmula | es
equivalente de 1 mg/kg a aproximadamente 70 mg/kg de dantroleno. En otros aspectos, la cantidad eficaz del
compuesto de formula | es equivalente a de 1 mg/kg a aproximadamente 60 mg/kg de dantroleno. En otros aspectos,
la cantidad eficaz del compuesto de férmula | es equivalente a de 1 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg de dantroleno.
En otros aspectos, la cantidad eficaz del compuesto de féormula | es equivalente a de 1 mg/kg a aproximadamente 40
mg/kg de dantroleno. En otros aspectos, la cantidad eficaz del compuesto de formula | es equivalente a de 1 mg/kg a
aproximadamente 30 mg/kg de dantroleno. En otros aspectos, la cantidad eficaz del compuesto de férmula | es
equivalente a de 1 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg de dantroleno. En otros aspectos, la cantidad eficaz del
compuesto de férmula | es equivalente a de aproximadamente 5 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg de dantroleno.
En otros aspectos, la cantidad eficaz del compuesto de formula | es equivalente a de aproximadamente 10 mg/kg a
aproximadamente 30 mg/kg de dantroleno. En otros aspectos, la cantidad eficaz del compuesto de férmula | es
equivalente a de aproximadamente 15 mg/kg a aproximadamente 30 mg/kg de dantroleno. En otros aspectos, la
cantidad eficaz del compuesto de férmula | es equivalente a de aproximadamente 20 mg/kg a aproximadamente 30
mg/kg de dantroleno. En otros aspectos, la cantidad eficaz del compuesto de férmula | es equivalente a de
aproximadamente 5 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg de dantroleno. En otros aspectos, la cantidad eficaz del
compuesto de férmula | es equivalente a de aproximadamente 5 mg/kg a aproximadamente 15 mg/kg de dantroleno.
En otros aspectos, la cantidad eficaz del compuesto de férmula | es equivalente a de aproximadamente 5 mg/kg a
aproximadamente 10 mg/kg de dantroleno. En otros aspectos, la cantidad eficaz del compuesto de férmula | es
equivalente a de aproximadamente 10 mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg de dantroleno. En otros aspectos, la
cantidad eficaz del compuesto de férmula | es equivalente a de aproximadamente 2 mg/kg a aproximadamente 10
mg/kg, preferiblemente de aproximadamente 2 mg/kg a aproximadamente 6 mg/kg, de dantroleno. En otros aspectos,
la cantidad eficaz del compuesto de férmula | es equivalente a de aproximadamente 15 mg/kg a aproximadamente 20
mg/kg de dantroleno. En otros aspectos, la cantidad eficaz del compuesto de férmula | es equivalente a de 10 mg/kg
a 100 mg/kg de dantroleno. En otros aspectos, la cantidad eficaz del compuesto de férmula | es equivalente a de 20
mg/kg a 100 mg/kg de dantroleno. En otros aspectos, la cantidad eficaz del compuesto de férmula | es equivalente a
de 30 mg/kg a 100 mg/kg de dantroleno. En otros aspectos, la cantidad eficaz del compuesto de férmula | es
equivalente a de 40 mg/kg a 100 mg/kg de dantroleno. En otros aspectos, la cantidad eficaz del compuesto de férmula
| es equivalente a de 50 mg/kg a 100 mg/kg de dantroleno. En otros aspectos, la cantidad eficaz del compuesto de
formula | es equivalente a de 50 mg/kg a 75 mg/kg de dantroleno. En otros aspectos, la cantidad eficaz del compuesto
de férmula | es equivalente a de 25 mg/kg a 75 mg/kg de dantroleno. En algunos aspectos, la cantidad eficaz del
compuesto de férmula | es equivalente a aproximadamente 1, 2,3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33 o aproximadamente 34 mg/kg de dantroleno. En algunos
aspectos, la cantidad eficaz del compuesto de férmula | para tratar a un sujeto humano es equivalente a
aproximadamente 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, o aproximadamente 100 mg/kg de dantroleno. En
otros aspectos, la cantidad eficaz del compuesto de férmula | es equivalente a aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,
9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70,
71, 72,73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, o
aproximadamente 100 mg/kg de dantroleno.

En algunos aspectos de la divulgacién, el momento de la administracion de la composicién farmacéutica que
comprende el compuesto de férmula | o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, al sujeto, después de la
exposicién a un agente nervioso, puede afectar a la cantidad de proteccién contra la necrosis neuronal conferida al
sujeto.

En algunos aspectos de la divulgacién, el momento de la administracion de la composicién farmacéutica que
comprende el compuesto de férmula | o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, al sujeto, después de la
exposicion a un agente nervioso, puede afectar a la cantidad de disminucién de la funcién del sistema nervioso central
conferida al sujeto.

En algunos aspectos de la divulgacién, el momento de la administracion de la composicién farmacéutica que
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comprende el compuesto de férmula | o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, al sujeto, después de la
exposicion a un agente nervioso puede afectar al tratamiento de las convulsiones inducidas por agentes nerviosos en
el sujeto.

En cuanto al momento de la administracion de la composicién farmacéutica que comprende el compuesto de
féormula |, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en algunos aspectos, se administra al sujeto por lo menos
una dosis de la composicién farmacéutica que comprende el compuesto de férmula |, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, 24 horas 0 menos después de que el sujeto haya estado expuesto al agente nervioso. En algunos
aspectos, se administra al sujeto por lo menos una dosis de la composicién farmacéutica que comprende el compuesto
de férmula |, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, 20 horas 0 menos después de que el sujeto haya
estado expuesto al agente nervioso. En algunos aspectos, se administra al sujeto por lo menos una dosis de la
composicién farmacéutica que comprende el compuesto de férmula |, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, 16 horas 0 menos después de que el sujeto haya estado expuesto al agente nervioso. En algunos aspectos,
se administra al sujeto por lo menos una dosis de la composicidon farmacéutica que comprende el compuesto de
féormula |, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, 12 horas 0 menos después de que el sujeto haya estado
expuesto al agente nervioso. En algunos aspectos, se administra al sujeto por lo menos una dosis de la composicion
farmacéutica que comprende el compuesto de férmula |, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, 8 horas
o menos después de que el sujeto haya estado expuesto al agente nervioso. En algunos aspectos, se administra al
sujeto por lo menos una dosis de la composicién farmacéutica que comprende el compuesto de férmula |, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, 4 horas 0 menos después de que el sujeto haya estado expuesto al agente
nervioso. En algunos aspectos, se administra al sujeto por lo menos una dosis de la composicién farmacéutica que
comprende el compuesto de féormula |, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, 2 horas o menos después
de que el sujeto haya estado expuesto al agente nervioso. En algunos aspectos, se administra al sujeto por lo menos
una dosis de la composicién farmacéutica que comprende el compuesto de férmula |, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, 1 hora o menos después de que el sujeto haya estado expuesto al agente nervioso. En algunos
aspectos, se administra al sujeto por lo menos una dosis de la composiciéon farmacéutica que comprende el compuesto
de férmula I, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en el plazo de aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 0 en el plazo de aproximadamente 24 horas después de que
el sujeto haya estado expuesto a un agente nervioso.

Mientras que en algunos aspectos, la composicién farmacéutica que comprende el compuesto de férmula |,
o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, puede administrar la cantidad eficaz del compuesto de férmula | al
sujeto expuesto al agente nervioso en una dosis. En otros aspectos, pueden necesitarse dos o mas dosis de la
composicion farmacéutica para administrar la cantidad eficaz del compuesto de férmula | al sujeto expuesto al agente
nervioso. Por ejemplo, pueden necesitarse 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 dosis de la composicién farmacéutica para
administrar la cantidad eficaz del compuesto de férmula | al sujeto expuesto al agente nervioso. Estas dosificaciones
adicionales pueden administrarse sustancialmente al mismo tiempo que la primera dosis. En otros aspectos, las
dosificaciones adicionales estan separadas en el tiempo de la primera dosis. En aquellos aspectos en los que se
administran 3 o0 mas dosis, cada dosis puede estar separada en el tiempo de la administracién de cualquier otra dosis.
Las separaciones de dosis pueden estar separadas 1 o mas horas, por ejemplo, 1,2, 3,4,5,6,7,8, 9,10, 11, 12, 13,
14, 15,16, 17,18, 19, 20, 21, 22, 23, 0 24 horas. En otros aspectos, las separaciones de dosis pueden ser de 1 o mas
dias.

De acuerdo con la divulgacion, la administracién del compuesto de férmula | al sujeto expuesto al agente
nervioso es una terapia complementaria para la exposicion al agente nervioso. A los sujetos expuestos a un agente
nervioso también se les puede administrar uno 0 mas antidotos contra agentes nerviosos. Una clase de antidotos para
la exposicién a agentes nerviosos son los reactivadores de la acetilcolinesterasa, por ejemplo el cloruro de asoxima
(HI-6). Otra clase de antidotos para la exposicién a agentes nerviosos son los antagonistas inversos de los receptores
de acetilcolina, por ejemplo, el nitrato de metilo de atropina. A los sujetos expuestos a agentes nerviosos también se
les puede administrar medicacién anticonvulsiva. Los medicamentos anticonvulsivos ejemplares incluyen aldehidos
(por ejemplo, paraldehido), alcoholes alilicos aromaticos (por ejemplo, estiripentol), benzodiazepinas (por ejemplo,
clobazam, clonazepam, clorazepato, diazepam, midazolam, lorazepam, nitrazepam, temazepam, nimetazepam),
barbituricos (por ejemplo, fenobarbital, metilfenobarbital, barbexaclona), bromuros (por ejemplo, bromuro de potasio),
carbamatos (por ejemplo, felbamato), carboxamidas (por ejemplo, carbamazepina, oxcarbazepina, acetato de
eslicarbazepina), acidos grasos (por ejemplo, acido valproico, valproato sédico, divalproex sédico, vigabatrina,
progabida, tiagabina), topiramato, analogos de GABA (por ejemplo, gabapentina, pregabalina), hidantoinas (por
ejemplo, etotoina, fenitoina, mefenitoina, fosfenitoina), oxazolidinedionas (por ejemplo, parametadiona, trimetadiona,
etadiona), propionatos (por ejemplo, beclamida), pirimidinedionas (por ejemplo, primidona), pirrolidinas (por ejemplo,
brivaracetam, levitiracetam, seletracetam), succinimidas (por ejemplo, etosuximida, fensuximida, mesuximida),
sulfonamidas (por ejemplo, acetazolamida, sultiame, metazolamida, zonisamida)}, triazinas (por ejemplo, lamotrigina),
ureas (por ejemplo, feneturida, fenacemida), valproilamidas (por ejemplo, valpromida, valnoctamida), perampanel y
combinaciones de los mismos. En algunos aspectos, el medicamento anticonvulsivo es una benzodiazepina, por
ejemplo, midazolam. En otros aspectos, el medicamento anticonvulsivo es un barbitirico. En otros aspectos mas, el
medicamento anticonvulsivo es una hidantoina. En algunos aspectos, el medicamento anticonvulsivo es paraldehido.
En otros aspectos, el medicamento anticonvulsivo es bromuro de potasio. En algunos aspectos, el medicamento
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anticonvulsivo es un acido graso. En otros aspectos, el medicamento anticonvulsivo es topiramato.

En aquellos aspectos en los que al sujeto expuesto al agente nervioso se le administra un antidoto, el
compuesto de formula | se administra después de que se haya administrado el antidoto. Por ejemplo, el compuesto
de férmula | puede administrarse después de la administracion del reactivador de la acetilcolinesterasa y/o después
de la administracion del antagonista inverso de los receptores de acetilcolina.

En aquellos aspectos en los que al sujeto expuesto al agente nervioso se le administra un medicamento
anticonvulsivo, el compuesto de férmula | puede administrarse simultaneamente con la administracion del
medicamento anticonvulsivo. El compuesto de férmula | puede administrarse sustancialmente al mismo tiempo con la
administracion del medicamento anticonvulsivo, asi como, por ejemplo, en el plazo de aproximadamente 5 minutos de
la administracion del medicamento anticonvulsivo. En otras realizaciones, el compuesto de féormula | se administra
antes de que se administre el medicamento anticonvulsivo. En otras realizaciones, el compuesto de formula | se
administra después de la administracion del medicamento anticonvulsivo.

La composicién farmacéutica que comprende el compuesto de férmula I, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, puede administrarse por via intravenosa. En otros aspectos, la composicion farmacéutica que
comprende el compuesto de férmula |, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, puede administrarse por
via transdérmica. En otros aspectos, la composicién farmacéutica que comprende el compuesto de férmula |, o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo, puede administrarse por via intramuscular. En otros aspectos, la
composicion farmacéutica que comprende el compuesto de férmula |, o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, puede administrarse por via intradsea. En otros aspectos, la composiciéon farmacéutica que comprende el
compuesto de férmula I, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, puede administrarse por via subcutanea.

Las composiciones farmacéuticas preferidas para su uso en los métodos descritos incluyen el compuesto de
formula |, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.
Las composiciones farmacéuticas preferidas comprenden el compuesto de férmula | o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, manitol, un polisorbato (por ejemplo, polisorbato 80), una povidona (por ejemplo, povidona K12),
un ajustador de pH opcional (por ejemplo, NaOH o HCI) y agua.

De acuerdo con la divulgacién, la administracién de un compuesto y/o composicién farmacéutica como se
divulga en la presente producira una AUC sustancialmente equivalente en el sujeto, en comparacion con la
administracién de un producto de dantroleno incluido en |a lista de referencia, como RYANODEX®. En otros aspectos,
la administracién de un compuesto y/o composicién farmacéutica como se divulga en la presente producira una AUC
sustancialmente equivalente en el sujeto, en comparacion con una composiciéon comparativa. Por ejemplo, en algunos
aspectos, tras la administracién a un sujeto, los intervalos de confianza (IC) del 90% de la media relativa de AUC oy
AUC --) de dantroleno de una composicién farmacéutica divulgada estaran dentro del 80% al 125% (por ejemplo, 80%,
85%, 90%, 95%, 100%, 105%, 110%, 115%, 120% o 125%) de la media relativa de AUCp+y y AUC(-~),
respectivamente, de dantroleno tras la administracion de un producto de dantroleno listado de referencia, por ejemplo,
RYANODEX®. En algunos aspectos, tras la administracion a un sujeto, los intervalos de confianza (IC) del 90% de la
media relativa de AUC oty AUC(0--) de dantroleno de una composicion farmacéutica divulgada estaran dentro del 80%
al 125% (por ejemplo, 80%, 85%, 90%, 95%, 100%, 105%, 110%, 115%, 120% 0 125%) de la media relativa del AUC -
yy AUC0-«), respectivamente, del dantroleno tras la administracion de un producto comparativo.

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar algunos de los conceptos descritos en la presente
divulgacion. Aunque se considera que cada ejemplo proporciona realizaciones individuales especificas de la
divulgacion, no debe considerarse que ninguno de los Ejemplos limita las realizaciones mas generales descritas en la
presente. En los siguientes ejemplos, se ha procurado garantizar la exactitud con respecto a las cifras usadas (por
ejemplo, cantidades, temperatura, etc.), pero deben tenerse en cuenta algunos errores y desviaciones experimentales.

EJEMPLOS

Ejemplo 1

g Y
& J(

SN o. P

O Q \p
i, 9 ‘ Q 0 e
o o« §\—/N:43 3 N }_N/‘*O ><

-N 0 .
Y 0 Q o SN Ao
4

Se disolvié dantroleno sédico (1 eq.) en dimetilformamida anhidra. Se afiadié el reactivo 3 (1 eq.) y la mezcla
de la reaccion se agitd a 60° C bajo nitrégeno. Después de 4 h, se afiadié otro equivalente de reactivo 3 y la reaccién

1a
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se agité a 60° C durante la noche. A continuacién, la reaccion se diluyé con acetato de etilo y se lavo dos veces con
cloruro sédico saturado. Se separaron las capas. Las capas organicas se secaron sobre sulfato sodico y se
concentraron al vacio. El producto bruto se purificé usando cromatografia en gel de silice. El producto deseado se
aislo con una pureza del 90-95%. La 'H NMR era congruente con la prevista para el producto deseado.

Ejemplo 1, Método A se sec6 1a con P20s durante una noche. A una mezcla de 1a (500 mg, 1,48 mmol) en
DMF (10 ml) se afiadié 3 (0,84 ml, 3,72 mmol) seguido de Nal (245 mg, 1,63 mmol) a 0° C. La mezcla resultante se
agité a temperatura ambiente durante 64 h. La mezcla se diluyé con EtOAc (30 ml) y salmuera (20 ml). La capa
organica se separo, se lavé con agua (2x15 ml), se secé sobre Na2SO4 anhidro, se filtré y se evaporo. El residuo bruto
se purificé por cromatografia ultrarrapida (dos veces), eluyendo con un 0-10% de MeOH/CH:Cl2 para proporcionar el
compuesto deseado 4 (355 mg, 45%) como un sélido amarillo.

Ejemplo 1, Método B: se sec6 1a con P20s durante una noche. A una mezcla de 1a (8,0 g, 23,8 mmol) en
DMF (160 ml) se le afiadié 3 (6,5 ml, 28,79 mmol) seguido de Nal (4,28 g, 28,55 mmol) a temperatura ambiente. La
mezcla resultante se agitdé a temperatura ambiente durante 40 h. La mezcla se diluyé con EtOAc (250 ml) y salmuera
(60 ml). La capa organica se separd, se lavo con agua (2x75 ml), se sec6 sobre Na2SO4 anhidro, se filtro y se evaporo.
El residuo se triturd con CH2Clz-hexanos para dar un sélido amarillo (~7 g). Este sélido se purificé por cromatografia
ultrarrapida (dos veces, SiO2 desactivado), eluyendo con un 0-10% de MeOH/CH2Clz para proporcionar el compuesto
4 deseado (1,92 g, 15%) como un solido amarillo.

Ejemplo 2
OQP/O O O‘ :
#
RP- 0 Ol \O ’Rp— O N —~) GH
O'/ O x N K ’ 18] O N ‘,N
\ N-N O N/ N 8]

Se traté una muestra del compuesto 4 con 1 ml de mezcla 9/1 de acido trifluoroacético/agua durante 20-30
min a temperatura ambiente. El exceso de TFA se eliminé inmediatamente usando alto vacio y el solido resultante se
recogi6 por filtracién, se lavé con agua (5 ml) y se secé al aire. El material de partida, la mezcla de la reaccion y el
producto final se analizaron por LC/MS para determinar si 2 revierte a dantroleno durante las condiciones de
desproteccion. No se observo reversion de 2 a dantroleno. La 'H NMR del producto era congruente con la prevista
para el producto deseado.

Ejemplo 2, Método A: A una mezcla de 4 (886 mg, 1,65 mmol) en CH2Cl2 (9 ml) se le afiadié TFA (9 ml). La
mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente durante 3 h. El solvente se evaporé en un rotavapor hasta la
sequedad. El residuo resultante se trituré con hexanos durante 1 h y el sélido amarillo se filtré y se seco para
proporcionar el compuesto deseado 2 (660 mg, 94%).

Ejemplo 3
0, _PH a7 Na
O b ~ C\D\ (o] O’ \O"N E
v Q /-0’ OH ,N* }—N/‘ a
o o N O SNESN Be
N -
2 23

Se mezclaron 50 mg de 2 con 3 ml de metanol (soluciéon completa) y se aplicaron a 1 g de columna de
intercambio iénico Na+. El compuesto se eluy6é con metanol y después de liofilizacién dio 18 mg (36% de recuperacion)
de un solido naranja. Este material se disolvié en agua y se titulé cuidadosamente a pH 8,5 mediante la adicién de
pequerias alicuotas de NaOH 0,1 M, con agitacién. A continuacion, la solucién se liofilizé para proporcionar el sélido
naranja, el compuesto 2a. La LC/MS de la muestra antes y después de la liofilizacién fue idéntica, lo que indica que
no se produjo reversion a dantroleno durante el intercambio idnico. La 'H NMR del producto era congruente con la
prevista para el producto deseado.

Ejemplo 3, Método A: A una suspension agitada de 2 (500 mg, 1,17 mmol) en agua (63 ml, grado HPLC) se

le afiadi6 NaOH 0,1 N (23,6 ml, 2,34 mmol) a temperatura ambiente en alicuotas de 650 ul seguido inmediatamente
por un vortex rapido hasta que el pH alcanzé 8,5. La solucién se filtrd, y el filtrado se liofilizé durante la noche para dar
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el compuesto del titulo 2a (530 mg, 96%) como un sélido amarillo. MS (Cl} m/z=424.9 [M]*. "H NMR (300 MHz, D20):
5 8.08 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.72 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.59 (s, 1H), 6.98 (d, J=3.6 Hz, 1H), 6.86 (d, J=3.6 Hz, 1H), 5.19 (d,
J=6.0 Hz, 2H), 4.32 (s, 2H).

Ejemplo 4. Conversion de 2a en dantroleno por fosfatasa alcalina a 252 C
Incubacion con fosfatasa alcalina

El profarmaco 2a se incub6 con fosfatasa alcalina purificada a 25° C. La mezcla de la reaccién final contenia
aproximadamente 20 pg/ml de profarmaco y 50 pU/ul de fosfatasa alcalina (de intestino de ternera, Sigma N°
11097075001) en 1xPBS, pH 7,4. T También se preparé una mezcla de control que contenia 20 uyg/ml de profarmaco
sin enzima en 1xPBS pH 7,4. La mezcla de la reaccién enzimatica se almacen6 a 25° C y se inyectaron alicuotas de
10 ul para analizarlas por HPLC a las 0,9 h, 3,2 h, 5,5 h, 7,7 h y 19,9 h. La mezcla de control también se almacené a
25° C y se inyectaron alicuotas de 10 ul para analizarlas por HPLC alas 1,5 h, 3,8 h, 6,6 h, 8,3 hy 20,4 h.

Analisis de muestras por HPLC

El analisis se realizé usando un sistema Waters 2695 Alliance equipado con un detector PDA y una columna
Restek Ultra C18 (5 um, 250x4,6 mm) mantenida a 25° C. Las muestras se analizaron usando un método de gradiente
con una fase movil A que contenia acetonitrilo y una fase moévil B que contenia 33:67 de acetonitrilo:tamp6n de fosfato
pH 6,9. La columna se equilibré con un 100% de fase mévil B y se mantuvo a esta composicion durante 19 minutos.
A continuacioén, la fase movil A se incrementé al 55% durante 5 minutos. La columna se lavé con un 55% de A durante
2 minutos, se devolvié al 100% de B durante 2 minutos y se volvié a equilibrar con un 100% de B durante 5 minutos
para un tiempo de ejecucion total de 33 minutos. Se inyecté una muestra de 10 ul y los analitos se detectaron por UV
a 375 nm. El profarmaco eluy6 aproximadamente a los 3,1 minutos y el dantroleno eluyé aproximadamente a los 15,4
minutos. Los cambios en el area del pico se monitorizaron a lo largo del tiempo para determinar la conversion del
profarmaco en dantroleno. En la Figura 1 y la Figura 2 se muestran los graficos del area del pico a lo largo del tiempo.

Ejemplo 5. Conversion de 2a en dantroleno en plasma de rataa 222 C
Incubacién con plasma

Se realiz6é un experimento in vitro afiadiendo 40 ul de aproximadamente 10 mg/ml de 2a disuelto en DMF a
360 ul de plasma de rata previamente congelado de ratas macho Sprague Dawley a 22° C. El plasma enriquecido se
almacend a 22° C y se tomaron alicuotas de 50 pl a los 25 min, 3 h y 20 h después del enriquecimiento. Las alicuotas
se trataron inmediatamente con 50 ul de acetonitrilo y se mezclaron mediante agitacion en vértex seguido de
centrifugacién a 4000 rpm durante 5 min a 25° C. Se diluyeron 50 veces 50 ul de sobrenadante en 33:67 de tampén
de acetonitrilo: fosfato pH 6,9 y se transfirieron a un vial de vidrio para su andlisis por HPLC.

Analisis de muestras por HPLC

Los andlisis se realizaron usando un sistema Waters 2695 Alliance equipado con un detector PDA y una
columna Restek Ultra C18 (5 um, 250x4,6 mm) mantenida a 25° C. Las muestras se analizaron usando un método de
gradiente con una fase mévil A que contenia acetonitrilo y una fase mévil B que contenia 33:67 de acetonitrilo: tampdn
de fosfato pH 6,9. La columna se equilibré con un 100% de fase mévil B y se mantuvo a esta composicion durante 19
minutos. La columna se equilibré con un 100% de fase moévil B y se mantuvo en esta composicién durante 19 minutos.
A continuacioén, la fase movil A se incrementd al 55% durante 5 minutos. La columna se lavé con un 55% de A durante
2 minutos, se devolvié al 100% de B durante 2 minutos y se volvié a equilibrar con un 100% de B durante 5 minutos
para un tiempo total de 33 minutos. Se inyecté una muestra de 10 ul y los analitos se detectaron por UV a 375 nm. El
profarmaco eluy6 aproximadamente a los 3,1 minutos y el dantroleno eluyé aproximadamente a los 15,4 minutos. Los
cambios en el area del pico se controlaron con el tiempo para determinar la conversién del profarmaco en dantroleno.
Véase la Figura 3.

Ejemplo 6. Conversion de 2a en dantroleno en plasma a 372 C
Incubacién con plasma

Se realiz6 un experimento in vitro afiadiendo 60 pl de aproximadamente 10 mg/ml de profarmaco disuelto en
DMF a 690 ul de plasma de rata congelado previamente de ratas macho Sprague Dawley a 37° C. El plasma
enriquecido se almacen6 a 37° C y se tomaron alicuotas de 50 pl a los 5, 10 min, 20 min, 30 min, 40 min, 50 min, 60
min, 100 min, 2,5 h, 3,5 h, 4 h, 5 hy 6,5 h después del enriquecimiento. Las alicuotas se trataron inmediatamente con
50 ul de acetonitrilo y se mezclaron mediante agitaciéon en vértex seguido de centrifugacion a 4000 rpm durante 5 min
a 25° C. Se transfirieron 50 pl de sobrenadante a un vial de vidrio para su analisis por HPLC.

Analisis de muestras por HPLC
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Los andlisis se realizaron usando un sistema Waters 2695 Alliance equipado con un detector PDA y una
columna Restek Ultra C18 (5 um, 250x4,6 mm) mantenida a 25° C. Las muestras se analizaron usando un método de
gradiente con fase mévil A que contenia acido trifluoroacético al 0,1% en agua y fase movil B que contenia acido
trifluoroacético al 0,1% en acetonitrilo a un caudal de 1,0 ml/min. La columna se equilibré con un 67% de fase movil
A/33% de fase movil B y se mantuvo en esta composicion durante 19 minutos. Después se aumento la fase movil B
al 70% durante 5 min. La columna se lavo con 70% de B durante 2 min, se volvié a 33% de B durante 2 min, y luego
se reequilibré con 33% de B durante 15 min para un tiempo total de ejecucién de 47 min. Se inyecté una muestra de
5 ul y los analitos se detectaron por UV a 375 nm. El profarmaco eluyé aproximadamente a los 6,5 minutos y el
dantroleno eluy6 aproximadamente a los 18,5 minutos. Los cambios en el area del pico se monitorizaron a lo largo del
tiempo para determinar la conversion del profarmaco en dantroleno. El grafico del area del pico del profarmaco a lo
largo del tiempo se muestra en la Figura 4.

Ejemplo 7. Biodisponibilidad del dantroleno después de la administracion de 2a a ratas
Métodos

El compuesto 2a se formula a 8 mg/ml en manitol acuoso al 5% (como modificador de la tonicidad), a pH 8,0. La
formulacién se administra 1V, SC o IM a ratas Harlan Sprague Dawley canuladas (3 ratas/grupo) de Envigo RMS Inc
(Indianapolis, IN). Cada grupo recibe 7,5 mg/kg de 2a, lo que equivale a 5 mg/kg de equivalentes de dantroleno (DE).
Se recoge sangre completa (0,1 ml) a través de un catéter en la vena yugular a las 0, 0,033 (s6lo V), 0,083, 0,167,
0,33, 0,66, 1, 3, 6 y 9 horas. Inmediatamente después de la recogida, los 0,1 ml de sangre completa se afiaden a 0,3
ml de acetonitrilo para inactivar la reaccién de bioconversion del profarmaco. A continuacion, las muestras se colocan
en hielo hiumedo hasta que se centrifugan para eliminar el precipitado. La matriz de sangre completa precipitada se
analiza para 2a, dantroleno y el metabolito 5-OH dantroleno usando una columna Phenomenex Synergi 4 pm Polar
RP de 80A, 75x2 mm en un sistema Waters Acquity UPLC conectado a un sistema Applied Biosystems/MDS Sciex
AP| 6500 LC/MS/MS. Las muestras se cuantifican basandose en curvas estandar preparadas con cada analito en la
matriz de sangre completa precipitada.

De manera similar, se miden las concentraciones plasmaticas de dantroleno a lo largo del tiempo después
de la administracion de Ryanodex por via intravenosa a ratas a una dosis de 5 mg kg'. Como el Ryanodex es el
hidrato 3,5 de dantroleno sédico, esto es equivalente a una dosis de 3,9 mg kg' de dantroleno sobre una base molar,
(es decir, 3,9 mg kg'' de equivalentes de dantroleno (DE)).

El area bajo la curva (AUC) se calcula usando la regla trapezoidal con el software SigmaPlot 12.5.
Resultados

La administracién de 2a a ratas por via IV, IM y SC dara como resultado la aparicion rapida de dantroleno en
la sangre.

Ejemplo 8. Biodisponibilidad de dantroleno después de la administracion de compuestos de la divulgacion a
ratas.

Métodos

Los compuestos de la divulgacion se formulan en manitol acuoso al 5% (como modificador de la tonicidad).
La formulacién se administra por via IV, SC o IM a ratas Harlan Sprague Dawley canuladas (3 ratas/grupo) de Envigo
RMS, Inc. (Indianapolis, IN). Cada grupo recibe una cantidad equivalente a 5 mg/kg de equivalentes de dantroleno
(DE). Se recoge sangre completa (0,1 ml) a través de un catéter de vena yugular a las 0, 0,033 (sélo 1V), 0,083, 0,167,
0,33, 0,66, 1, 3, 6 y 9 horas. Inmediatamente después de la recogida, los 0,1 ml de sangre completa se afiaden a 0,3
ml de acetonitrilo para inactivar la reaccion de bioconversién del profarmaco. A continuacién, las muestras se colocan
en hielo hiumedo hasta que se centrifugan para eliminar el precipitado. La matriz de sangre completa precipitada se
analiza para el profarmaco original, dantroleno, y el metabolito 5-OH dantroleno usando una columna Phenomenex
Synergi 4 um Polar RP 80 A, 75x2 mm en un sistema Waters Acquity UPLC acoplado a un sistema LC/MS/MS Applied
Biosystems/MDS Sciex APl 6500. Las muestras se cuantifican basandose en curvas estandar preparadas con cada
analito en la matriz de sangre completa precipitada.

De manera similar, se miden las concentraciones plasmaticas de dantroleno a lo largo del tiempo después
de la administracién de Ryanodex por via intravenosa a ratas a una dosis de 5 mg kg'. Como el Ryanodex es el
hidrato 3,5 de dantroleno sodico, esto equivale a una dosis de 3,9 mg kg™ de dantroleno sobre una base molar, (es
decir, 3,9 mg kg™' de equivalentes de dantroleno (DE)).

El area bajo la curva (AUC) se calcula usando la regla trapezoidal con el software SigmaPlot 12.5.
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Resultados

La administracién de los compuestos de la divulgacién a ratas por via IV, IM y SC dara como resultado una
aparicion rapida de dantroleno en la sangre.

Ejemplo 9
Vision de conjunto del estudio

El objeto de estudio es determinar si un compuesto de la divulgacion (por ejemplo, el compuesto 2a) tiene
efectos neuroprotectores en un modelo de supervivencia en mamiferos, por ejemplo, perros, cerdos, conejos, roedores
(por ejemplo, ratas, ratones, cobaya) y primates (por ejemplo, mono, chimpancé). Un modelo ejemplar es un modelo
de supervivencia a GD (soman) en ratas.

Se administraran dosis Unicas de un compuesto de la divulgacién tras la aparicion de convulsiones inducidas
por agentes nerviosos. Por ejemplo, se administran dosis Unicas del compuesto equivalentes a de 1 mg/mg a 30 mg/kg
de dantroleno (por ejemplo, 10 mg/kg o 30 mg/kg). La administraciéon del compuesto de la divulgacién puede ser por
via intravenosa, subcutanea, intramuscular, transdérmica, intradsea. Por ejemplo, la dosis puede administrarse por
via intravenosa.

La supervivencia puede verse facilitada por el tratamiento con un antidoto contra agentes nerviosos. Por
ejemplo, antes de la exposicién al agente nervioso puede administrarse cloruro de asoxima (HI-6), por ejemplo, treinta
minutos antes de la inyeccién subcutanea (SQ) de soman, nitrato de metilo de atropina un minuto después de la
inyeccion SQ de soman y midazolam veinte minutos después del inicio de las convulsiones inducidas por soman que
alcanzan una puntuacién Racine de por lo menos 3.

Los controles incluyen un grupo de animales no tratados (sin tratamiento previo) y otro grupo que recibira
agua estéril después del inicio de las convulsiones inducidas por el agente nervioso (por ejemplo, 50 minutos después
del inicio de las convulsiones inducidas por el agente nervioso).

Se llevan a cabo una serie de pruebas neuroconductuales durante un periodo de tiempo, por ejemplo,
aproximadamente 28 dias después de la exposicién a una dosis Unica de agente nervioso. Al dia siguiente del periodo
de tiempo de pruebas (por ejemplo, el dia 29), se sacrifica a todos los animales bajo anestesia, por ejemplo, mediante
exsanguinacion y perfusién intracardiaca. Se recoge el cerebro de cada animal para un examen neuropatolégico
microscopico y se recoge el corazén de cada animal para un posible examen patolégico.

Materiales

Soman (GD) - diluido con cloruro sédico al 0,9%. El soman es un agente nervioso organofosforado que
desactiva la acetilcolina esterasa (AChE) al formar un aducto con la enzima.

¢ Nombre quimico: Pinacolil metil fosfonofluoridato
s  Férmula: C7H16FO2P

e Peso molecular: 182,17

s MRIGlobal Lote N%: GD090415-DOC-1

e |ID de Norma primaria: 13972-49-3

e  Pureza: 100%.

s Condiciones de almacenamiento: <4° C.

HI-6: Nombre quimico: [(E)-{1-[(4-carbamoilpiridin-1-io-1-ilymetoximetil]piridin-2-ilideno]metil]-
oxoazanio;metanosulfonato (cloruro de asoxima)

Estructura:

Foérmula: C14H16Cl2N4O3
Peso molecular: 359.207
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Nitrato de metilo de atropina: Nombre quimico: (8,8-dimetil-8-azoniabiciclo[3.2.1]octan-3-il} 3-hidroxi-2-
fenilpropanoato;nitrato

Estructura:

Férmula: CigH2sN20s
Peso molecular: 366.414

Midazolam: Nombre quimico: 8-chloro-6-(2-fluorophenyl)-1-methyl-4H-imidazo[1,5-a][1,4]benzodiazepin

Estructura:

Foérmula: C1gH13CIFN3
Peso molecular: 325.771

Dosis

HI-6, soman, nitrato de metilo de atropina y midazolam: Pueden seleccionarse dosis Unicas de HI-6 (IP,
125 mg/kg); soman (SC, 154 ug/kg, 1,4x LDso), nitrato de metilo de atropina (IM, 2 mg/kg); y midazolam (IM, 2 mg/kg).
Se espera que este régimen provoque convulsiones que alcancen una puntuacién de Racine de por lo menos 3 y un
nimero aceptable de supervivientes para el estudio de seguimiento.

Compuestos de la divulgaciéon: puede administrarse cualquier compuesto de la divulgacién, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, como se describe en la presente. Un compuesto preferido es el compuesto
2a.

Preparacion de la dosis

En los experimentos en los que se usa GD, el GD se prepara en cloruro sédico al 0,9% enfriado con hielo, de
acuerdo con SOP MRI-5821 "Preparacién de patrones y muestras a partir de soluciones diluidas de evaluacion de
pruebas y desarrollo de la investigacién (RDTE)".

Escala de Racine

1=inmovilizacién y mirada fija

2=asentimiento con la cabeza, "sacudidas de perro mojado’

3=clonus de la extremidad anterior

4=clonus bilateral de la extremidad anterior

5=clonus bilateral de la extremidad anterior, encabritamiento y pérdida de equilibrio

Pruebas neuroconductuales
Las areas cerebrales dafiadas por la exposicion al soman pueden incluir el hipocampo y las cortezas
entorrinal, frontal y parietal. Estas zonas contienen estructuras y circuitos neuronales para el aprendizaje, la formacién

de la memoria, el procesamiento de la informacién y otros procesos cognitivos. Para evaluar los posibles efectos
neuroprotectores del compuesto de la divulgacion, se evalla a los animales usando una serie de pruebas de
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comportamiento que requieren aprendizaje, memoria, integracién sensorial motora y respuestas adaptativas. Ejemplos
de tales pruebas incluyen: 1) Prueba de preferencia por la sacarosa y 2) Prueba de natacién forzada.

Prueba de preferencia por la sacarosa

La prueba de preferencia por la sacarosa (SPT) utiliza la inclinacién natural de las ratas a preferir el agua
azucarada al agua normal. Es una prueba establecida para medir el comportamiento de buUsqueda de placer
(hedonismo) o la falta del mismo (anhedonia) y requiere que los animales se adapten al cambio en la colocacion a la
izquierda frente a la derecha de botellas que contienen agua del grifo y agua con un 1% de sacarosa.

Las ratas se alojan individualmente con acceso a voluntad a comida y agua (una botella de agua en cada
jaula) antes del SPT. Para la parte de aclimatacion del SPT, se introducen 2 botellas de agua en la jaula de cada rata
durante 5-6 dias. Las botellas de agua estaban provistas de tubos con cazoleta que minimizaban las fugas y se
pesaban aproximadamente cada 24 horas. Después de la fase de aclimatacion, se llena una botella de agua con
aproximadamente 200 ml de solucién de sacarosa al 1% y la otra botella de agua con aproximadamente 200 ml de
agua del grifo. Veinticuatro horas después, se registra la cantidad de liquido que queda en cada botella. A continuacion,
se cambia la posicién D/l de las botellas y, veinticuatro horas después, se vuelve a registrar la cantidad de liquido que
queda en cada botella. La cantidad (ml) de solucién de sacarosa consumida se expresa como porcentaje del volumen
total de liquido consumido (agua con sacarosa mas agua) en cada uno de los dos periodos de 24 horas y se compara
entre grupos y dias.

Prueba de natacion forzada

La prueba de natacion forzada (FST) fue desarrollada a finales de la década de 1970 por Porsolt como una
forma rapida de evaluar la eficacia de los farmacos antidepresivos en roedores. Se interpreté que el aumento de la
inmovilidad que se produce hacia el final del FST de 5 minutos en roedores no tratados ("normales") reflejaba
"desesperacién conductual’, y su reversion con farmacos antidepresivos se correlacioné con la eficacia antidepresiva
de estos agentes en las personas. Sin embargo, la validez de constructo de esta prueba se ha cuestionado por muchas
razones, que incluyen: 1) los efectos agudos de los antidepresivos se prueban en el FST mientras que en pacientes
clinicamente deprimidos, los farmacos requieren de 4 a 6 semanas para la mejora clinica; 2) la variable dependiente
en el FST es la respuesta aguda del animal a la prueba y no una caracteristica del animal; y 3) la interpretacién del
comportamiento flotante como "desesperacion conductual" es antropomérfica. Ahora se cree que la inmovilidad
progresiva observada en las ratas no tratadas refleja una respuesta adaptativa al estrés agudo de ser colocadas en
un recipiente sin posibilidad de escapar.

En el FST, la actividad natatoria y la inmovilidad se miden en una camara cilindrica de vidrio (46 cm de altura
x 30 cm de diametro) llena de agua (30 cm de altura, 25° C). Se usan termémetros para garantizar que la temperatura
del agua es constante (24-26° C) para todos los animales. Se llevan a cabo dos sesiones de natacién, una como
"preprueba” inicial de 15 minutos, seguido 24 horas mas tarde por una segunda "prueba" de 5 minutos. Las sesiones
de prueba se graban en video. Se puntia el tiempo pasado nadando activamente y el tiempo pasado inmévil por cada
minuto del FST.

Neuropatologia

Las 7 secciones cerebrales de cada animal se evalGian microscopicamente usando un sistema de puntuacién
semicuantitativo de 6 puntos. Las lesiones microscopicas se califican en una escala de 6 puntos:

0 = normal

1 = 1-5 células afectadas por campo microscopico de 40x

2 = 6-20 células afectadas por campo microscépico de 40x

3 = 21-50 células afectadas por campo microscopico de 40x

4 = 50%-80% de las células afectadas por campo microscépico de 40x
5 = >80% de las células afectadas por campo microscépico de 40x

Ejemplo 10. Preparacion de 2b
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A una suspension agitada de 2 (100 mg, 0,23 mmol) en agua (12 ml, grado HPLC) se le afiadié Tris (5, 57
mg, 0,47 mmol) disuelto en agua (5 ml) gota a gota a temperatura ambiente. El pH de la solucién final fue de 6,6. La
solucién se filtré y el filtrado se liofilizé durante la noche para dar el compuesto del titulo 2b (150 mg, 95%) como un
solido amarillo. MS (Cl) m/z=424.9 [M]+. '"H NMR (300 MHz, DMSO-de): & 8.24 (m, 2H), 7.93 (m, 2H), 7.73 (m, 1H),
7.12 (m, 1H), 6.97 (m, 1H), 5.20 (m, 2H), 4.40 (m, 2H), 3.63 (m, 15H).

Ejemplo de referencia 11
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PASO 1: se sec6 1a con P20sdurante la noche. A una mezcla de 1a (1,0 g, 2,97 mmol) en DMF (20 ml) se
le afiadié acido acético glacial (340 pl, 5,95 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla se agitdé durante toda la noche
a temperatura ambiente. La mezcla se vertié sobre hielo triturado, el sélido se filtré y se lavé con agua. El sélido
humedo resultante se sec6 sobre P20Os anhidro durante la noche para obtener el compuesto 7 deseado (920 mg, 98%)
como un solido amarillo.

PASO 2: A una suspensién de 7 (1,35 g, 4,29 mmol} en agua (45 ml} se le afiadié formalina (4,35 ml, 57,45
mmol, 37% de formaldehido en agua) seguido de K2COs3 (51 mg, 0,37 mmol). La mezcla se agité a temperatura
ambiente durante 24 h. La mezcla de la reaccion se filtrd, y el sélido amarillo se lavd con formaldehido acuoso al 3%
y se sec6 al aire durante 24 h para dar el compuesto deseado 9 (1,2 g, 82%).

PASO 3: A una solucién de 9 (615 mg, 1,78 mmol)} en DMF:Acetona (40 ml, 15:25 ml) se le afiadié PCl3 (1,2
ml, 13,71 mmol) lentamente a 0° C. La mezcla de la reaccion se agité durante 10 min a 0° C y 2 h a temperatura
ambiente. Después la mezcla se vertié sobre hielo triturado, y el sélido amarillo resultante se filtrd, se lavoé con agua
(8x50 ml) y se seco sobre P20s al vacio durante 16 h para dar el compuesto deseado 6 (600 mg, 92%). '"H NMR (300
MHz, DMSO-ds): d 8.33 (d, J=8.5 Hz, 2H), 8.03 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.87 (s, 1H), 7.48 (d, J=3.3 Hz, 1H), 7.11 (d, J=3.6
Hz, 1H), 5.42 (s, 2H), 4.53 (s, 2H).

Ejemplo de referencia 12

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3016835 T3

9

Q

" Q. Na Q Q

N ) Y e Q R O/ OH
O o. - NH , ‘ } £

=~ 7 Mo © Oy N ° WY
PASC-1 \ r” ° PASO-2 v °
1a 7 B

PASO 1: se sec6 1a con P20sdurante la noche. A una mezcla de 1a (1,0 g, 2,97 mmol) en DMF (20 ml) se
le afiadié acido acético glacial (340 ul, 5,95 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla de la reaccién se agité durante
la noche a temperatura ambiente. La mezcla se vertié sobre hielo triturado, el sélido resultante se filtré y se lavd con
agua. El sélido humedo se sect sobre P20s anhidro durante la noche para obtener el compuesto deseado 7 (920 mg,
98%) como un sélido amarillo.

PASO 2: A una suspension de 7 (90 mg, 0,28 mmol} en agua (2,6 ml} se le afiadié formalina (0,29 ml, 3,83
mmol, 37% de formaldehido en agua) seguido de K2COs3 (3,4 mg, 0,02 mmol). La mezcla se agité a temperatura
ambiente durante 24 h. La mezcla de la reaccién se filtré y el s6lido amarillo se lavé con formaldehido acuoso al 3% y
se seco al aire durante 24 h para dar el compuesto deseado 9 (86 mg, 88%). MS (Cl} m/z=343 [M]-. 'TH NMR (300
MHz, DMSO-ds): & 8.32 (d, J=9.0 Hz, 2H), 8.03 (d, J=9.1 Hz, 2H), 7.83 (s, 1H), 7.47 (d, J=3.6 Hz, 1H), 7.08 (d, J=3.6
Hz, 1H), 6.52 (t, 1H), 4.85 (d, J=7.1 Hz, 2H), 4.45 (s, 2H).

Ejemplo de referencia 13
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PASO 1: Se disolvié DMF anhidro (0,8 ml, 10,33 mmol) en tetrahidrofurano anhidro (13 ml). Esta solucion se
afiadié gota a gota a una solucién agitada de cloruro de tionilo (0,75 ml, 10,33 mmol) disuelto en tetrahidrofurano (9
ml} y se enfrié en un bafio de hielo. Tras la adicién completa y 30 minutos en hielo, se retir6 el bafio de hielo y se
afiadié N-hidroxisuccinimida sélida (832 mg, 7,23 mmol)} (que se disolvié completamente) seguido inmediatamente de
la adicion de acido acético de morfolina solido prepolimerizado (1,0 g, 6,88 mmol). El &cido morfolino acético se disolvio
lentamente dando una solucién homogénea que se enturbié rapidamente. La reaccion se dej6 agitando enérgicamente
durante toda la noche a temperatura ambiente. El s6lido blanco se lavé con tetrahidrofurano y se secé al vacio, para
dar el compuesto deseado 11 (1,6 g, 96%) como sélido blanco.
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PASO 2: A una solucién de 9 (660 mg, 1,92 mmol} y 11 (928 mg, 3,83 mmol) en DMF anhidra (12 ml) se le
afiadio trietilamina (0,39 ml, 2,8 mmol). La mezcla resultante se agité durante una noche a 60° C. La mezcla de la
reaccion se enfri6 a temperatura ambiente y se purificdé por cromatografia en columna de fase inversa usando
acetonitrilo-agua como eluyente. Las fracciones de columna se analizaron por HPLC y las fracciones que contenian
producto se liofilizaron para obtener el compuesto bruto con una pureza del 50%. Este producto bruto se purificé de
nuevo por HPLC preparativa usando acetonitrilo-agua. La liofilizacion de las fracciones puras dio el compuesto del
titulo 10 (100 mg, 10%) como un sélido amarillo.

PASO 3: A una solucién agitada de 10 (75 mg, 0,16 mmol) en 1,4-dixoano anhidro (4 ml) se le afiadié HCI
(0,3 ml, 4N en 1,4-Dioxano) a temperatura ambiente y la mezcla resultante se agité durante 2 h. Los solventes se
evaporaron en un rotavapor hasta la sequedad. El residuo resultante se disolvié en agua y se liofilizoé durante la noche
para obtener 10¢ (75 mg, 94%).

MS (Cl) m/z=472.1 [M]*. "H NMR (300 MHz, DMSO-ds): 5 8.33 (d, J=8.8 Hz, 2H), 8.03 (d, J=9.1 Hz, 2H), 7.89
(s, 1H), 7.49 (d, J=3.6 Hz, 1H), 7.11 (d, J=4.1 Hz, 1H), 5.60 (s, 2H), 4.54 (s, 2H), 3.32-3.81 (m, 10H). 'H NMR (300
MHz, D20): 5 8.17 (d, J=8.5 Hz, 2H), 7.81 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.60 (s, 1H), 6.93-7.02 (m, 1H), 6.88-6.92 (m, 1H), 5.73
(s, 2H), 4.39 (s, 2H), 4.26 (s, 2H), 3.90-4.09 (m, 4H), 3.30-3.52 (m, 4H).

Ejemplo de referencia 14
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PASO 1: A una mezcla de K2CO3 (4,0 g, 28,94 mmol} y TBAHSO4 (240 mg, 0,70 mmol) en agua (8 ml) se le
afiadié 13 (2,0 g, 11,48 mmol) en CH2Cl2 (8 ml) a 0° C. La mezcla resultante se agité durante 20 min a 0° C antes de
afiadir 14 (1,3 ml, 12,85 mmol} y se agité de nuevo durante 3 h. La capa organica se separd y se lavé con agua (2x5
ml} y salmuera acuosa saturada (5 ml). La capa de CH2Cl2 se secd sobre Na2SQO4 anhidro, se filtré y se concentro al
vacio. El residuo bruto se purificd por cromatografia ultrarrapida eluyendo con 0-100% de EtOAc/hexanos para obtener
el compuesto 15 deseado (2,2 g, 86%) como una goma incolora.

PASO 2: se sec6 1a con P2Osdurante la noche. A una mezcla de 15 (2,2 g, 9,87 mmol) en DMF (35 ml) se
le afiadi6 1a (1,66 g, 4,93 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente
durante 20 h. La mezcla se diluy6é con EtOAc (50 ml) y se lavd con agua (2x25 ml) y salmuera acuosa saturada (15
ml). La capa de EtOAc se secé sobre Na=SO4 anhidro, se filtré y se evaporé al vacio. El residuo bruto se purificé por
cromatografia ultrarrapida eluyendo con 0-100% de EtOAc/CH2Cl2 (dos veces) seguido de trituracion con CH2Cle-
hexanos para obtener el compuesto deseado 16 (500 mg, 20%) como un s6lido amarillo.

PASO 3: A una mezcla de 16 (340 mg, 0,68 mmol) en CH2Cl2 (18 ml) se le afiadié TFA (1,8 ml). La mezcla

resultante se agité durante la noche a temperatura ambiente. Los solventes se evaporaron en un rotavapor hasta la
sequedad. El residuo resultante se triturdé con hexanos durante 1 h y el s6lido amarillo se filtr6 y se secé para obtener

24



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3016835 T3

el compuesto deseado 12 (300 mg, 99%).

PASO 4: A una suspension agitada de 6 (260 mg, 0,58 mmol) en agua (36 ml, grado HPLC) se le afiadio
NaOH 0,1 N (5,85 ml, 0,58 mmol) a temperatura ambiente en 400 alicuotas seguido inmediatamente de una agitacién
en vortex rapida. El pH de la solucién final fue de 6,73. La solucién se filtro y el filtrado se liofilizé durante la noche
para dar el compuesto del titulo 12a (150 mg, 55%) como un sélido amarillo. MS (Cl) m/z=445.1 [M]*. '"H NMR (300
MHz, DMSO-ds): & 8.34 (d, J=8.8 Hz, 2H), 8.04 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.87 (s, 1H), 7.49 (d, J=3.6 Hz, 1H), 7.11 (d, J=3.8
Hz, 1H), 5.43 (s, 2H), 4.51 (s, 2H), 2.40 (m, 2H), 2.15 (m, 2H).

Ejemplo de referencia 15
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PASO 1: A una solucién del compuesto 9 (500 mg, 1,45 mmol} en DMF anhidra (10 ml) se le afiadio el
compuesto 18 (488 mg, 1,85 mmol) en DMF (2 ml) seguido de TEA (0,3 ml, 2,2 mmol). La mezcla resultante se agitd
durante 16 h a temperatura ambiente. La mezcla se diluy6é con EtOAc (50 ml), se lavd con agua (2x15 ml). La capa
organica se sec6 sobre Na2S04 anhidro, se filtré y se evapor6 hasta la sequedad. El producto bruto se purificé dos
veces por cromatografia ultrarrapida eluyendo con un 0-10% de MeOH/CH2Cl2 para obtener el compuesto 19 deseado
(350 g, 40%) como solido amarillo.

PASO 2: A una solucién del compuesto 19 (200 mg, 0,32 mmol) en MeOH:1,4-Dioxano (1:1, 6 ml) se le afiadio
acido p-toluenosulfénico monohidrato (63 mg, 0,32 mmol). La solucién trasparente se agité durante 16 h a temperatura
ambiente. Los solventes se evaporaron en un rotavapor hasta la sequedad. El residuo se purificé por cromatografia
ultrarrapida eluyendo con un 0-10% de MeOH/CH:Cl2 para obtener el compuesto deseado 20 (125 g, 77%) como un
s6lido amarillo.

PASO 3: A una solucién del compuesto 20 (120 mg, 0,24 mmol) y el compuesto 21 (26,4 mg, 0,26 mmol) en
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m-xileno:1,4-dioxano (1:1, 16 ml) se le afiadié acido p-toluenosulfonico monohidrato (15 mg, 0,07 mmol) y tamices
moleculares de 4A (100 mg). La mezcla resultante se someti6 a reflujo durante 16 h. La mezcla de la reaccién se enfrid
a temperatura ambiente, se diluy6 con 1,4-dioxano (30 ml} y se filtro. El filtrado se evaporo y el residuo bruto se purificd
dos veces por cromatografia ultrarrapida eluyendo con un 0-10% de MeOH/CH2Clz para obtener el compuesto deseado
17 (16 mg, 11%) como un solido amarillo.

PASO 4: A una suspensién agitada de 17 (5 mg, 8,4 umol) en agua (3 ml, grado HPLC) se le afiadi6 Tris 0,1
N (90 ul, 8,9 umol) gota a gota a temperatura ambiente. La mezcla se agitd a temperatura ambiente durante 3 h. La
solucién se filtré, y el filtrado se liofilizé durante la noche para dar el compuesto del titulo 17b (6 mg, 100%) como un
s6lido amarillo. MS (Cl) m/z=594.1 [M]*. 'TH NMR (300 MHz, DMSO-ds): 5 9.96 (brs, 1H), 8.34 (d, J=8.8 Hz, 2H), 8.05
(d, J=8.5 Hz, 2H), 7.89 (s, 1H), 7.5 (d, J=3.2 Hz, 1H)}, 7.46 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.29 (d, J=8.5 Hz, 2H), 7.12 (d, J=3.5 Hz,
1H), 5.57 (s, 2H), 4.99 (s, 2H), 4.55 (s, 2H), 3.23-3.32 (m, 9H), 2.33-2.36 (m, 4H).

Ejemplo de referencia 16
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PASO 1: A una mezcla de 23 (2,5 g, 14,28 mmol) en DMF (30 ml) se le afiadio trietilamina (3,47 ml, 24,93
mmol) seguido de 24 (3,92 ml, 53,9 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla resultante se agité a temperatura
ambiente durante 40 h. La mezcla se diluyé con EtOAc (100 ml) y agua (50 ml). La capa de EtOAc se lavd con agua
(2x25 ml), NaHCOs al 5% (25 ml} y salmuera acuosa saturada (15 ml). La capa de EtOAc se sec6 sobre Na2SOa
anhidro y se concentr6 al vacio. El residuo bruto se purificd por cromatografia ultrarrapida eluyendo con 0-100% de
EtOAc/hexanos para obtener el compuesto deseado 25 (657 mg, 21%) como un aceite incoloro.

PASO 2: se sec6 1a con P20s durante la noche. A una mezcla de 1a (647 mg, 1,92 mmol) en DMF (12 ml)
se le afiadi6 25 (647 mg, 2,89 mmol) a temperatura ambiente. La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente
durante 110 h. La mezcla se diluyé con EtOAc (40 ml), se lavd con agua (2x15 ml) y salmuera acuosa saturada (15
ml}. La capa de EtOAc se sec6 sobre Na2SO4 anhidro, se filird y se evapor6 al vacio. El residuo bruto se purificé por
cromatografia ultrarrapida eluyendo con 0-100% de EtOAc/CH2Cl2 para obtener el compuesto deseado 26 (260 mg,
27%) como un sélido amarillo.

PASO 3: A una solucién agitada de 26 (210 mg, 0,41 mmol} en 1,4-dixoano anhidro (4 ml) se le afiadié HCI
(4 ml, 4N en 1,4-Dioxano) a temperatura ambiente y la mezcla resultante se agité durante la noche. Los solventes se
evaporaron en un rotavapor hasta la sequedad. El residuo resultante se trituré con hexanos durante 1 h y el sélido
amarillo se filtrd y se secd para obtener el compuesto 22¢ (153 mg, 83%). MS (Cl) m/z=402.1 [M]*. "H NMR (300 MHz,
DMSO-de): & 8.47 (brs, 3H), 8.34 (d, J=8.8 Hz, 2H), 8.04 (d, J=8.8 Hz, 2H), 7.91 (s, 1H), 7.50 (d, J=3.6 Hz, 1H), 7.12
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(d, J=3.6 Hz, 1H), 5.61 (s, 2H), 4.56 (s, 2H), 3.85 (s, 2H).
Ejemplo 17. Materiales y métodos generales de UPLC

El analisis LC-MS se realizé usando un sistema de cromatografia liquida de ultra alto rendimiento Agilent
1290 Infinity Il equipado con una columna Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 (2,1x50 mm, 1,8 ym). La elucién se
monitorizé a 210 nm y 385 nm usando un detector de matriz de diodos. La fase mévil A fue agua con 0,1% (v/v) de
acido trifluoroacético, y la fase mévil B fue acetonitrilo con 0,1% de acido trifluoroacético. Para cada muestra, se
inyectaron 10 yl, y la elucién se realizé usando un gradiente lineal que comenzé en 25% de B y aumento al 43% de B
durante 4 minutos a un caudal de 0,5 ml/min. El sistema de cromatografia liquida se acoplé a un espectrometro de
masas Agilent 6420 de triple cuadrupolo.

Curvas estandar de HPLC para la medicion de la concentracion

Se pes6 aproximadamente 1 mg del compuesto de interés y se disolvié a 1 mg/ml usando acetonitrilo al 25%
(en agua v/v). Se preparé una dilucion de 10 veces usando acetonitrilo al 25% del profarmaco para obtener una
solucion de 100 pg/ml. Se realizd una serie de diluciones dobles con acetonitrilo al 25% para obtener soluciones de
50, 25, 12,5 y 6,25 pg/ml. Para cada muestra se analizaron 10 pl usando el equipo y el gradiente descritos en la
seccién Materiales y métodos generales de UPLC. Se gener6 una curva estandar para la concentracién integrando
manualmente los cromatogramas de 385 nm y trazando el area del pico en funcién de la concentracion.

Analisis farmacocinético

En cada punto temporal, se recogieron 400 pl de sangre en un tubo de K2EDTA y se colocaron en hielo antes
de la centrifugacion. Después de la centrifugacion, se combinaron 100 pl de plasma con 300 pl de acetonitrilo antes
de centrifugar para eliminar el material precipitado. Las muestras se analizaron usando el gradiente de la seccién
Materiales y métodos generales de UPLC. Se cre6 una curva estandar de dantroleno para cada experimento
disolviendo 3,8 mg de dantrio en 14,9 ml de metanol al 50% (v/v) en agua. El dantrio se diluy6 en el sobrenadante de
sangre de rata precipitada 1:3:acetonitrilo para generar las muestras para la curva estandar. La curva estandar vario
de 5000 a 5 ng/ml. El dantroleno se monitorizé por absorbancia a 385 nm usando el detector de matriz de diodos y la
funcionalidad de monitorizacion de reaccion multiple del espectrémetro de masas.

Reconversion del compuesto 2a en plasma y farmacocinética

Para medir la conversion del compuesto 2a en dantroleno en plasma de rata, se disolvié 1 mg de compuesto
2a a 1 mg/ml en agua. Se combiné una alicuota de 100 pl del Compuesto 2a con 900 ul de plasma tomado de ratas
Sprague Dawley. A continuacion, la reaccién plasmatica se colocé en un bafio de agua a 37° C. La concentracion
inicial del Compuesto 2a en el plasma fue de 100 pug/ml. Se prepar6 una muestra inicial extrayendo inmediatamente
100 pl de la reaccion plasmatica y se mezclé con 100 ul de acetonitrilo para inactivar la reaccion, lo que provoco la
precipitacion. El material insoluble se sediment6 por centrifugacién a 15000 rpm durante 5 minutos a 25° C. Se prepard
una muestra para el analisis LC-MS combinando 75 ul del sobrenadante con 75 ul de agua. El analisis LC-MS se
realiz6 inyectando 10 pl, y las muestras se eluyeron usando el equipo y el gradiente descritos en la seccion Materiales
y métodos generales de UPLC. Se prepararon muestras adicionales después de 10, 30, 45, 60, 120, 180 y 240
minutos. La pérdida de compuesto de ensayo y el aumento de dantroleno se cuantificaron mediante la integracién
manual de los picos en los cromatogramas de 385 nm (Figura 5). La semivida del Compuesto 2a en estas condiciones
se obtuvo ajustando una funcion exponencial a los datos. La semivida del Compuesto 2a fue de 82 minutos. También
se realiz6é un control negativo en el que se uso6 solucién salina tamponada con fosfato en lugar de plasma de rata, y
no se observé ninguna conversion.

La farmacocinética plasmatica del dantroleno después de la administracion del Compuesto 2a en ratas vivas
se ensay6 dosificando ratas Sprague-Dawley canuladas en vena, y analizando el plasma en busca de dantroleno
mediante LC-MS (Figura 6 y Tabla 1). La dosificacion, la recogida de muestras y el analisis fueron realizados por MPI
Research. Las dosis intravenosas se administraron a través de la canula venosa yugular. Las dosis intramusculares
se administraron inyectando la mitad de la dosis en la masa muscular grande de la extremidad posterior izquierda y la
otra mitad de la dosis en la extremidad posterior derecha. Habia cinco ratas en cada grupo de prueba. El Compuesto
2a se disolvio a 8 mg/ml en manitol acuoso al 5% (p/v) filtrado estérilmente para obtener un nivel de dosis de 7,5 mg/kg
y un volumen de dosis de 0,94 ml/kg. Se recogié plasma antes de la administracién y a las 0,033, 0,083, 0,167, y 0,33,
0,66, 1, 2, 3, 6, 9 horas después de la administracion.

En cada experimento, sélo se observaron cantidades traza de 2a después de la administracion del compuesto
por via IV, IM o SC. En consecuencia, para la medicion farmacocinética sélo se sigui6 la concentracién de dantroleno.
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Tabla 1. Biodisponibilidad plasmatica del dantroleno después de la administracion del Compuesto 2a por
via intravenosa e intramuscular

Via de Administracion AUC (ng*hr/ml) AUC (ug*hr/ml) % de Biodisponibilidad
v 52148 5.2148 100
IM 40565 4.0565 77.8

En un segundo analisis, se realizé la farmacocinética en sangre completa del Compuesto 2a en ratas vivas
(Figura 7 y Tabla 2). Cada grupo de prueba incluy6 tres ratas. EI Compuesto 2a se disolvié a 8 mg/ml en manitol
acuoso al 5% (p/v) filtrado estéril para proporcionar un nivel de dosis de 7,5 mg/kg y un volumen de dosis de 0,94
ml/kg. Se recogi6 sangre antes de la administracion, 0,033, 0,083, 0,167, y 0,33, 0,66, 1, 2, 3, 6, 9 horas después de
la administracién. Las muestras de sangre completa se diluyeron 4 veces en acetonitrilo y se centrifugaron para
eliminar el precipitado.

Tabla 2. Biodisponibilidad de sangre completa del dantroleno después de la administracion del Compuesto
2a por via intravenosa e intramuscular

Via de Administracion AUC (ng*hr/ml) AUC (ug*hr/ml) % de Biodisponibilidad
v 47528 4.7528 100
IM 45297 4.5297 95.3

Se realizé otro analisis farmacocinético del Compuesto 2a en ratas vivas (Figuras 8 y 9 Tabla 3). Cada grupo
de prueba tenia cinco ratas. El Compuesto 2a se disolvié a 8 mg/ml en manitol acuoso al 5% (p/v) filtrado estéril para
obtener un nivel de dosis de 7,5 mg/kg y un volumen de dosis de 0,94 ml/kg. Se recogié sangre antes de la
administracion y a las 0,033, 0,083, 0,167,y 0,33, 0,66, 1, 2, 3, 6, 9 horas después de la administracién. Las muestras
de sangre se diluyeron 4 veces en acetonitrilo y se centrifugaron para eliminar el precipitado. Las muestras de plasma
se obtuvieron introduciendo la sangre en tubos de K2EDTA y centrifugando a continuacion. El plasma resultante se
aspird y se diluy6 4 veces en acetonitrilo antes de centrifugar de nuevo para eliminar el material precipitado.

Tabla 3. Biodisponibilidad del dantroleno después de la administracion del Compuesto 2a por via
intravenosa, intramuscular y subcutanea

Via de Administracién AUC (ng*hr/ml) AUC (ug*hr/ml) % de Biodisponibilidad
Iva 41906 4.1906 100
M2 33861 3.3861 80.8
SCa 26388 2.6388 64.0
Vo 40298 4.0298 100
IMP 22857 2.2857 56.7
SCP 20019 2.0019 49.7
a Andlisis de sangre completa PAnalisis del plasma

Reconversion del compuesto 2b en plasma y farmacocinética

Para medir la conversién del Compuesto 2b en dantroleno en plasma de rata, se disolvié 1 mg de Compuesto
2b a 1 mg/ml en agua. Se combiné una alicuota de 100 pl del Compuesto 2b con 900 ul de plasma tomado de ratas
Sprague Dawley. A continuacion, la reaccién plasmatica se colocé en un bafio de agua a 37° C. La concentracion
inicial del Compuesto 2b en el plasma era de 100 ug/ml. Se prepar6é una muestra inicial extrayendo inmediatamente
100 pl de la reaccién plasmatica y mezclando con 100 ul de acetonitrilo para inactivar la reaccién, lo que provoco la
precipitacion. El material insoluble se sediment6 por centrifugacién a 15000 rpm durante 5 minutos a 25° C. Se prepard
una muestra para el analisis LC-MS combinando 75 ul del sobrenadante con 75 ul de agua. El analisis LC-MS se
realiz6 inyectando 10 pl, y las muestras se eluyeron usando el equipo y el gradiente descritos en la seccion Materiales
y métodos generales de UPLC. Se prepararon muestras adicionales después de 15, 30, 45, 60, 120, 180 y 240
minutos. La pérdida de Compuesto 2 y el aumento de dantroleno se cuantificaron mediante integracién manual de los
picos en los cromatogramas de 385 nm (Figura 10). La semivida del Compuesto 2b en estas condiciones se obtuvo
ajustando una funcioén exponencial a los datos. La semivida del Compuesto 2b fue de 77 minutos. También se realizd
un control negativo en el que se us6 solucion salina tamponada con fosfato en lugar de plasma de rata, y no se observo
conversion.

La farmacocinética del dantroleno después de la administracién del Compuesto 2b a ratas vivas se ensayo
dosificando ratas Sprague-Dawley canuladas en vena, y analizando la sangre en busca de dantroleno usando LC-MS
(Figura 11 y Tabla 4). La dosificacion, la recogida de muestras y el analisis fueron realizados por MP| Research. Las
dosis intravenosas se administraron a través de la canula venosa yugular. Las dosis intramusculares se administraron
inyectando la mitad de la dosis en la masa muscular grande de la extremidad posterior izquierda y la otra mitad de la
dosis en la extremidad posterior derecha. Habia cinco ratas en cada grupo de prueba. El Compuesto 2b se disolvié a
11,4 mg/ml en manitol acuoso al 5% (p/v) filtrado estéril para obtener un nivel de dosis de 10,6 mg/kg y un volumen
de dosis de 0,94 ml/kg. Se recogi6 plasma antes de la administracién y a las 0,033, 0,083, 0,167,y 0,33, 0,66, 1, 2, 3,
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6, 9 horas después de la administracion.

Tabla 4. Biodisponibilidad plasmatica del dantroleno después de la administracion del Compuesto 2b por
via intravenosa e intramuscular

Via de Administracion AUC (ng*hr/ml) AUC (pg*hr/ml) % de Biodisponibilidad
1% 55748 5.5749 100
IM 41947 4.1947 75.2

Ejemplo de referencia 18. Reconversion del Compuesto 10¢ en plasma

Para medir la conversién de 10c en dantroleno en plasma de rata, se disolvieron 0,9 mg de 10c a 1 mg/mlen
agua. Se combiné una alicuota de 100 ul de 10c con plasma tomado de ratas Sprague Dawley. A continuacion, la
reaccion plasmatica se coloco en un bafio de agua a 37° C. La concentracién inicial de 10c en el plasma era de 100
pl/ml. Se preparé una muestra inicial extrayendo inmediatamente 100 pl de la reaccién plasmatica y se mezcld con
100 pl de acetonitrilo para inactivar la reaccion, lo que provoco precipitacion. El material insoluble se sedimenté por
centrifugacién a 15000 rpm durante 5 minutos a 25° C. Se prepar6 una muestra para el andlisis LC-MS combinando
75 ul del sobrenadante con 75 ul de agua. El analisis LC-MS se realizé inyectando 10 ul, y las muestras se eluyeron
usando el equipo y el gradiente descritos en la Seccidn de materiales y métodos generales de UPLC. Se prepararon
muestras adicionales después de 10, 20, 35, 45 y 60 minutos. La pérdida de 10c y el aumento de dantroleno se
cuantificaron mediante integracién manual de los picos en los cromatogramas de 385 nm. La semivida del 10c en
estas condiciones se obtuvo ajustando una funcién exponencial a los datos. En el plazo de los primeros 10 minutos
de incubacion con plasma, el 10c se habia convertido completamente en dantroleno. La semivida se estimé en 1,9
min. También se realiz6 un control negativo en el que se us6 solucion salina tamponada con fosfato en lugar de plasma
de rata, y se observé una conversion lenta a dantroleno. La semivida del 10¢ en solucién salina tamponada con fosfato
fue de 294 minutos. Véase la Figura 12.

Ejemplo de referencia 19. Conversion plasmatica y farmacocinética del compuesto 12a

Para medir la conversién de 12a en dantroleno en plasma de rata, se preparé una solucién de 1 mg/ml de
12a en agua. Se combind una alicuota de 100 pl de 12a con plasma tomado de ratas Sprague Dawley. A continuacién,
la reaccién plasmatica se colocé en un bafio de agua a 37° C. La concentracion inicial de 12a en el plasma era de 100
pg/ml. Se preparé una muestra inicial extrayendo inmediatamente 100 ul de la reaccién plasmatica y se mezcl6 con
100 ul de acetonitrilo para inactivar la reaccién, lo que provocé la precipitacion. El material insoluble se sedimenté por
centrifugacién a 15000 rpm durante 5 minutos a 25° C. Se prepar6 una muestra para el andlisis LC-MS combinando
75 ul del sobrenadante con 75 ul de agua. El analisis LC-MS se realizé inyectando 10 ul, y las muestras se eluyeron
usando el equipo y el gradiente descritos en la Seccién materiales y métodos generales de UPLC. Se prepararon
muestras adicionales después de 10, 20, 35, 45, 60, 75 y 150 minutos. La pérdida de 12a y el aumento de dantroleno
se cuantificaron mediante la integracion manual de los picos en los cromatogramas de 385 nm (Figura 13). La semivida
de 12a en estas condiciones se obtuvo ajustando una funcién exponencial a los datos. Se calculd que la semivida era
de 12,2 min. También se realizé un control negativo en el que se us6 solucién salina tamponada con fosfato en lugar
de plasma de rata; la semivida fue mayor de 150 minutos.

Las propiedades farmacocinéticas de 12a se ensayaron de la misma manera que 22¢, excepto que el
compuesto se disolvié a 5 mg/ml en manitol al 5% para proporcionar un nivel de dosis de 4 mg/kg y un volumen de
dosis de 0,8 ml/kg (Figura 14).

Ejemplo de referencia 20. Conversion plasmatica del compuesto 17b

Para generar una curva estandar para calcular la concentracion de 17b disolvimos 1 mg de compuesto en
200 pl de dimetilformamida para obtener una solucién de 5 mg/ml. La solucién de 5 mg/ml se diluy6 5 veces en agua
y se centrifugd a 15000 rpm, 25° C, 5 min. El sobrenadante se us6 para hacer una dilucion de 10 veces en acetonitrilo
al 25% en agua para obtener una solucién de 100 ug/ml. Se realizé una serie de diluciones dobles usando acetonitrilo
al 25% para obtener soluciones de 50, 25, 12,5 y 6,25 pug/ml. Estas soluciones se analizaron como se describe en la
Seccion materiales y métodos generales de UPLC, salvo que el gradiente se amplié para terminar en acetonitrilo al
90% después de 14,4 minutos.

Para medir la conversién de 17b en dantroleno en plasma de rata, se preparé una solucién de 1 mg/ml de
17b en agua. Se combiné una alicuota de 100 pl de 17b con 900 ul de plasma tomado de ratas Sprague Dawley. A
continuacion, la reaccién plasmatica se colocoé en un bafio de agua a 37° C. La concentracion inicial de 17b en el
plasma era de 100 ug/ml. Se prepar6 una muestra inicial extrayendo inmediatamente 100 ul de la reaccion plasmatica
y se mezcld con 100 ul de acetonitrilo para inactivar la reaccion, lo que provoco la precipitacion. El material insoluble
se sedimenté por centrifugacion a 15000 rpm durante 5 minutos a 25° C. Se prepard una muestra para el analisis LC-
MS combinando 75 ul del sobrenadante con 75 ul de agua. El andlisis LC-MS se realiz6é inyectando 10 pl, y las
muestras se eluyeron usando el equipo descrito en la Seccion de materiales y métodos generales de UPLC y el método
ampliado descrito en el parrafo anterior. Se prepararon muestras adicionales después de 15, 30, 45, 60, 180, 240 y
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300 minutos. La pérdida de 17b y el aumento de dantroleno se cuantificaron mediante la integracion manual de los
picos en los cromatogramas de 385 nm (Figura 15). La semivida de 17b en estas condiciones se obtuvo ajustando
una funcién exponencial a los datos. Se calculd que la semivida era de 94,5 min. También se realizé un control negativo
en el que se usd solucién salina tamponada con fosfato en lugar de plasma de rata; la semivida se estimé en 447
minutos.

Ejemplo de referencia 21. Conversion plasmatica y farmacocinética del Compuesto 22¢

Para medir la conversién de 22¢ en dantroleno en plasma de rata, se preparé una solucién de 1 mg/ml de
22¢ en agua. Se combind una alicuota de 100 ul de 22c con 900 pl de plasma tomado de ratas Sprague Dawley. A
continuacion, la reaccién plasmatica se colocd en un bafio de agua a 37° C. La concentracion inicial de 22¢ en el
plasma era de 100 pyg/ml. Se prepar6 una muestra inicial extrayendo inmediatamente 100 pl de la reaccién plasmatica
y se mezcld con 100 ul de acetonitrilo para inactivar la reaccion, lo que provoco la precipitacion. El material insoluble
se sedimenté por centrifugacion a 15000 rpm durante 5 minutos a 25° C. Se prepard una muestra para el analisis LC-
MS combinando 75 ul del sobrenadante con 75 ul de agua. El andlisis LC-MS se realiz6é inyectando 10 pl, y las
muestras se eluyeron usando el equipo y el gradiente descritos en la Seccién materiales y métodos generales de
UPLC. Se prepararon muestras adicionales después de 10, 20, 35, 45, 60, 75 y 150 minutos. La pérdida de 22c y el
aumento de dantroleno se cuantificaron mediante la integracion manual de los picos en los cromatogramas de 385 nm
(Figura 16). La vida media del 22¢ en estas condiciones se obtuvo ajustando una funcién exponencial a los datos. En
el plazo de los primeros 10 minutos de incubacion con plasma, el 22c se habia convertido completamente en
dantroleno. La semivida se estimé en 3,2 minutos. También se realizé un control negativo en el que se usd solucién
salina tamponada con fosfato en lugar de plasma de rata, y se observo una reconversion del 85% al cabo de 150
minutos.

La farmacocinética del 22c en ratas vivas se ensayo dosificando ratas Sprague-Dawley canuladas por vena
y analizando la sangre en busca de dantroleno mediante LC-MS (Figura 17). Las dosis intravenosas se administraron
a través de la canula de la vena yugular. Las dosis subcutaneas se administraron mediante inyeccién entre la piel y
las capas subyacentes de tejido en la extremidad posterior izquierda de cada animal. Las dosis intramusculares se
administraron inyectando la mitad de la dosis en la masa muscular grande de la extremidad posterior izquierda y la
otra mitad de la dosis en la extremidad posterior derecha. Habia tres ratas en cada grupo de prueba. El 22¢ se disolvio
a 3 mg/ml en manitol acuoso estéril filtrado al 5% (p/v) con DMSO al 10% para proporcionar un nivel de dosis de 4
mg/kg y un volumen de dosis de 1,33 ml/kg. Se recogié sangre antes de la administracion y 0,167, 0,33, 0,66 y 1,33
horas después de la administracion. En cada punto temporal, se recogieron 100 pl de sangre en un vial cargado con
300 ul de acetonitrilo. Las muestras de sangre se centrifugaron para separar cualquier material insoluble. Los
sobrenadantes se congelaron rapidamente y se almacenaron en hielo seco. Las muestras se analizaron usando los
métodos de las Secciones materiales y métodos generales de UPLC y Analisis farmacocinético.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de férmula |

O2N§

en donde R es

-P(O)(OH)z2 0 -P(O)(OR1}(ORz2);

Ri1es H o -alquilo Ci-26; y

Rzes -alquilo Ci-25;

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2. El compuesto de la reivindicacion 1, en donde R es -P(O}(OR1)(OR2) y R1 es H.
3. El compuesto de la reivindicacion 1, en donde R es -P(O)(OR1)(ORz2) y Rz es -alquilo Ci-26.

4. El compuesto de la reivindicacion 1, en donde el compuesto es:

O,N O
g Aot
| mN‘N\‘( N~ Hélp\OH
)

5. El compuesto de cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en forma de una sal farmacéuticamente aceptable.
6. El compuesto de la reivindicacién 4, en donde la sal es una sal de sodio.

7. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, 0
una sal farmacéutica del mismo, y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

8. Un compuesto de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para
su uso en un método de tratamiento de un trastorno que responde al dantroleno en un sujeto, en donde el método
comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto o de la sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, en donde el trastorno es hipertermia maligna, espasticidad crénica, golpe de calor por esfuerzo,
arritmias cardiacas, taquicardia, fibrilacion auricular, paro cardiaco, infarto de miocardio, insuficiencia cardiaca, lesién
miocardica, cardiomiopatia, enfermedad del nicleo central, esclerosis lateral amiotrofica, rabdomidlisis, distrofia
muscular de Duchenne, ataxia, hiperactividad del detrusor, vejiga hiperactiva, convulsiones, epilepsia, sindrome
neuroléptico maligno, trastorno de estrés humano, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntington, esclerosis
multiple, enfermedad de Parkinson, lesién por isquemia-reperfusién, lesion por reperfusién neuronal, hipoxia,
aneurisma cerebral, hemorragia subaracnoidea, accidente cerebrovascular, hipertermia asociada al abuso de drogas,
hipertermia asociada a sobredosis de drogas, exposicion a agentes nerviosos, exposicion a gases nerviosos o
acumulacion de acetilcolina.

9. El compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo para el uso de la reivindicacién 8, en donde la
administracion es intravenosa o intramuscular.

10. El compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo para el uso de la reivindicacién 8, en donde la
administracién es oral.

11. El compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo para el uso de la reivindicacién 8, en donde la
administracién es subcutanea.

12. El compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo para el uso de la reivindicacién 8, en donde la
administracién es intranasal.

13. El compuesto o la sal farmacéuticamente aceptable del mismo para el uso de la reivindicacién 8, en donde la
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14. El compuesto de la reivindicacion 1, en donde el compuesto es la sal de ditrometamina de Férmula I-A:

O,N
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Figura 4
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Figura 5

Area Pico

ES 3016835 T3

1600 +
1400 ¢

1200 -
1000 -
800 -
600 -
400 |
200 -

0h

50 100 150 200

Tiempo (min)

250

37

3

00



ES 3016835 T3

Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13
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Figura 14
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Figura 17
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