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SAFINAMIDA PARA EL TRATAMIENTO DE MIOTONIA

Campo de la Invencién

La presente invencion se refiere a safinamida o una sal farmacéuticamente aceptable de la
misma para su uso en el tratamiento de miotonia. En particular, la presente invencién se refiere a
composiciones farmacéuticas que comprenden safinamida o sal farmacéuticamente aceptable del mismo
para su uso en el tratamiento de una enfermedad o afeccién, en donde la miotonia es un aspecto no
deseado.

Antecedente de la Invencién

La miotonia se puede definir como una persistencia involuntaria de contraccion de musculos
esqueléticos después de la activacién, que causa rigidez y dolor.

La miotonia se debe a una anomalia de la membrana de fibra muscular (hiperexcitabilidad
patologica del sarcolema) que resulta en un retraso prolongado antes de que los musculos se relajen
después de una contraccidon y puede ser doloroso e interferir gravemente con las actividades motrices
diarias y la calidad de vida. Un musculo comienza su contraccion en el momento justo, pero la actividad
eléctrica continua después de que la sefal nerviosa ha terminado, causando una rigidez o "bloqueo" del
musculo.

La relajacion muscular lenta debilitante experimentada por pacientes con trastornos mioténicos se
causa por disparo involuntario de potenciales de accion (APs). En afecciones fisioldgicas, corrientes de
cloruro (mediadas por el canal de cloruro CIC-1) que representan el 70 hasta 80% de la conductancia de
la membrana muscular en reposo, compensan la influencia despolarizante de la acumulacion de K+ en
los tubulos T musculares (Adrian and Bryant, J Physiol 1974; 240: 505-515) y prevenir la apertura del
canal de Na+ dependiente de voltaje evitando asi los AP involuntarios y descarga repetitiva observada en
la miotonia.

Las mutaciones en genes que codifican el cloruro del musculo esquelético (CLCN1) y/o canales
de sodio (SCN4A) resulta en miltiples defectos en canalizacién que conduce a hiperexcitabilidad
muscular y descargas mioténicas (Burge and Hanna, Curr Neurol Neurosci Rep 2012;12:62—69).

La miotonia es un sintoma distintivo de diversas enfermedades genéticas y adquiridas que se
pueden clasificar como trastornos miotonicos tales como miotonias no distréficas y distrofias mioténicas.

Las miotonias no distréficas (NDMs, por sus siglas en inglés) son enfermedades puras del
musculo esquelético sin la implicacion del corazéon o musculos en el tracto digestivo. Dependiendo del
tipo y la gravedad del trastorno, la miotonia puede afectar cualquier cosa desde las piernas, cara, manos,
caderas, hombros, pies, parpados, hasta la capacidad de una persona para hablar con claridad. Las
sorpresas emocionales, resfriado, potasio o ejercicio son posibles desencadenantes de la miotonia.

En los casos mas graves, las NDM se pueden debilitar crénicamente debido al dolor y rigidez
muscular. Muy pocos casos de muerte perinatal se han reportado como una complicacién lamentable de
una afeccién mioténica grave llamada SNEL (siglas en inglés de Laringoespasmos Episodicos
Neonatales Graves) (Gay et al., Am J Med Genet A 2008; 146:380-383; Lion-Francois et al., Neurology
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2010; 75(7): 641-645. Portaro et al., Pediatrics 2016; 137(4); Lehmann-Horn et al., Acta Myologica 2017;
XXXVI: 125-134). Muy recientemente, las mutaciones mioténicas en el canal de sodio se han identificado
como un factor de riesgo de SIDS (siglas en inglés Sindrome de Muerte Infantil Subita) (Mannikko et al.,
Lancet 2018;391(10129):1483-1492).

Las NDM se pueden clasificar como trastornos del canal idnico causados por mutaciones
puntuales convencionales o eliminaciones en los genes de los canales de cloruro o sodio con expresion
exclusiva en musculo esquelético. Las NDM se sabe que son causadas por mutaciones de ganancia de
funcién en el gen SCN4A que codifica el canal de sodio Nav1.4 del musculo esquelético (paramiotonia
congénita y miotonia de canal de sodio) o mutaciones con pérdida de funcién en gen CLCN1 que codifica
el canal de cloruro CIC-1 del musculo esquelético (miotonia congénita).

La actividad reducida de canales de cloruro mutados o actividad incrementada de canales de
sodio mutados determina una hiperexcitabilidad patolégica del sarcolema, con aparicién de descargas
potenciales de accion de alta frecuencia; la dificultad constante en relajacion muscular es responsable de
la rigidez caracteristica de musculo miotonico.

Las NDM incluyen canalopatias de cloruro, tal como, por ejemplo, miotonia congénita de
Thomsen y miotonia congénita de Becker; y canalopatias de sodio tal como, por ejemplo, paramiotonia
congénita con/sin paralisis periddica hipercalémica y miotonias de canal de sodio (SCMs), que incluyen,
por ejemplo, miotonia fluctuante, miotonia permanente y miotonia que responde a acetazolamida,
miotonia agravada K+, y laringoespasmos episddicos neonatales graves (SNEL). Todas las formas de
miotonia congénita son causadas por mutaciones que resultan en pérdida de la funciéon del canal de
cloruro CIC-1, que se expresa exclusivamente en la membrana del musculo esquelético.

La siguiente descripcion clinica y opciones terapéuticas potenciales para las NDM enumeradas
anteriormente se han tomado de Review Article Myotonic disirders of Ami Mankodi, publicado en
Neurology India, Julio-Septiembre 2008, Vol.56, Emisién 3.

Miotonia congénita de Thomsen

La llamada miotonia congénita de Thomsen se deriva de la descripcién original de la enfermedad
en la década de 1870 por el médico Danés en si mismo y los miembros de su familia con patréon de
herencia dominante autosémico. Los sintomas comienzan durante la infancia o la nifiez. Los pacientes
reportan rigidez muscular indolora sobre la activacion muscular después del descanso. La miotonia
puede disminuir con esfuerzos musculares repetitivos, el llamado fendbmeno de calentamiento. Las
sorpresas emocionales, resfriado, o embarazo pueden empeorar la miotonia. El examen fisico puede
revelar un aspecto atlético con hipertrofia muscular en extremidades y musculos faciales en algunos
pacientes. Los pacientes demuestran miotonia de agarre manual y miotonia de parpados. Los pacientes
pueden tener problemas para sentarse rapidamente después de estar en decubito supino durante varios
minutos reflejando miotonia en musculos paraespinales y proximales en las extremidades. La fuerza
muscular es normal.

El prondstico es bueno en la mayoria de los pacientes. Los pacientes con miotonia incapacitante

puede obtener beneficio con mexiletina 150 mg por via oral dos veces al dia con una titulacién gradual
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hasta la dosis maxima de 300 mg por via oral tres veces al dia.

Miotonia congénita de Becker

La miotonia de Becker es una miotonia del canal de cloruro recesiva autosémica. El nombre se
deriva del investigador que describié esta afeccion en la década de 1970. La presentacion clinica incluye
miotonia generalizada e hipertrofia muscular similar a la miotonia de Thomsen. Sin embargo, existen
diferencias importantes: el inicio es insidioso y tardio durante la infancia; los sintomas suelen estar en las
extremidades inferiores al inicio (el llamado miotonia congénita ascendente); debilidad lentamente
progresiva en algunos pacientes; episodios transitorios de debilidad muscular proximal que duran
segundos o minutos y se pueden desencadenar pidiendo al paciente que se levante rapidamente
después de varios minutos de reposo supino; e hipertrofia mas pronunciada de musculos en las
extremidades inferiores. Exposicion al frio, tension muscular prolongada, embarazo, menstruacién, y
tensién emocional puede exacerbar miotonia. EI examen fisico revela el aspecto atlético con hipertrofia
muscular, particularmente implicando mdusculos en las extremidades inferiores y alrededor de los
hombros. Algunos pacientes pueden mostrar atrofia muscular en los antebrazos, manos y cuello anterior.
La miotonia se reconoce facilmente en muchos grupos de musculos incluyendo musculos masticatorios,
musculos de la lengua y el cuello ademas de miotonia de agarre y retraso palpebral. El hallazgo mas
caracteristico es una marcada dificultad para levantarse de la posicidn supina y subir escaleras que
mejora gradualmente después de diversas etapas, secundario al fendmeno de calentamiento. Se cree
que esto se debe a una combinacion de miotonia y debilidad muscular. La mayoria de los pacientes
avisan de debilidad muscular tras actividad después de un periodo de descanso. Algunos pacientes
pueden tener debilidad persistente de las extremidades inferiores, que puede ser incapacitante en las
actividades de la vida diaria. Los reflejos de estiramiento muscular se pueden deprimir en las
extremidades inferiores. Los niveles de Creatina Cinasa (CK) pueden aumentar. La estimulacién nerviosa
repetitiva y la prueba corta de esfuerzo pueden mostrar disminucién de la amplitud del potencial de
accion muscular compuesto (CMAP). La prueba larga de esfuerzo puede revelar una pequefia
disminucién, que no es una caracteristica de la miotonia de Thomsen. La mayoria de los pacientes
disfrutan de buena calidad de vida. Los sintomas Unicamente son lentamente progresivos y pueden
estabilizarse después de que un paciente alcanza la tercera década. El tratamiento se dirige hacia las
modificaciones de la actividad, evitar los desencadenantes de la miotonia y la debilidad. En algunos
pacientes con terapia farmacologica de miotonia incapacitante incluyendo mexiletina, tocainida o
acetazolamida es benéfico.

Paramiotonia congénita (PMC)

La paramiotonia congénita se refiere a miotonia, que empeora con ejercicio, particularmente en
temperaturas frias. Los sintomas comienzan durante la infancia o la nifiez. La presentacién tipica incluye
cierre prolongado de los ojos después de llorar en bebés o lavarse la cara con agua fria y "lengua
congelada" después de comer helado. Algunos pacientes pueden informar debilidad flacida después de
ejercitarse en temperaturas frias. La ingestion de potasio, descanso seguido de ejercicio y el ayuno

prolongado también puede agravar la paramiotonia. El examen fisico revela paramiotonia palpebral
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prominente que se manifiesta como incapacidad para abrir los ojos después de un cierre ocular sostenido
repetido o una retraccién palpebral sostenida después de una mirada hacia arriba prolongada. La
colocacién de la bolsa de hielo sobre los parpados puede agravar la paramiotonia. La inmersién de la
mano en agua helada durante 10-15 minutos antes del ejercicio de agarre manual puede provocar la
paramiotonia y posterior debilidad. Los estudios de conduccién nerviosa motora y sensitiva son normales.
La estimulacion nerviosa repetitiva en 5 Hz puede resultar en disminucion en amplitudes CMAP.
Similarmente, la prueba corta de esfuerzo después de la exposiciéon al frio también puede resultar en
disminucién de la respuesta. La electromiografia (EMG) revela miotonia en muchos musculos. Los
potenciales de fibrilaciéon y las ondas agudas positivas pueden volverse evidentes después de la
exposiciéon al frio. La contractura muscular silenciosa puede ocurrir con la exposicion al frio extremo.
EMG de fibra simple puede mostrar incrementa la fluctuacion y ocasionalmente bloquea. La biopsia
muscular no se indica para el diagndstico. En la mayoria de los pacientes, evitando desencadenantes
tales como ejercicio y exposicion al frio son suficientes para mantener una buena calidad de vida. La
mexiletina se puede usar para deshabilitar la paramiotonia.

Las miotonias sensibles al potasio

Existen tres distintos trastornos mioténicos del canal de sodio, en los cuales la miotonia se
agrava con la ingestion de potasio. La exposicién al frio generalmente no empeora la miotonia como lo
hace en la paramiotonia congénita. La debilidad no es un sintoma prominente.

La miotonia fluctuante se caracteriza por miotonia generalizada desencadenada por ingestion de
potasio o por ejercicio. En contraste con la paramiotonia, los pacientes pueden tener un efecto de
calentamiento después de ejercicio inicial, sin embargo, la miotonia se vuelve mas pronunciada después
de un segundo episodio de ejercicio siguiendo un periodo de descanso de alrededor de 20-40 min. Los
pacientes informan fluctuacién en la severidad de miotonia con periodos sin miotonia evidente que duran
de horas a dias. La masa y fuerza muscular son normales. Los niveles de CK se pueden elevar de dos
hasta tres veces. La EMG puede revelar miotonia y potenciales de fibrilacion. Los estudios de conduccién
nerviosa son normales. La biopsia muscular puede revelar anomalias leves tales como aumento de los
nacleos internos, variabilidad del tamafio de la fibra y vacuolas sub-sarcolema. La mayoria de los
pacientes no requieren medicacion. Puede ser suficiente evitar el consumo de alimentos ricos en potasio.
La mexiletina puede ser util para aliviar la rigidez miotdnica incapacitante.

La miotonia permanente es una forma rara y severa de miotonia no distréfica. La presentacion
clinica incluye aparicién antes de los 10 afios, miotonia generalizada grave, e hipertrofia muscular. La
debilidad muscular no es prominente. La miotonia grave que implica musculos intercostales puede
resultar en compromiso respiratorio con hipoxemia y acidosis. La ingestién de potasio y ejercicio son los
desencadenantes habituales de la miotonia. La EMG revela la miotonia generalizada con potenciales de
unidad de motor normales. La mexiletina puede proporcionar un alivio parcial de la rigidez mioténica. La
acetazolamida puede ayudar a aliviar la rigidez muscular inducida por el ejercicio o calambres.

La miotonia que responde a acetazolamida se caracteriza por miotonia generalizada empeorada

por ingestion de potasio, resfriado y ayuno, y excelente recuperaciéon con acetazolamida. Los pacientes
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se presentan durante la infancia con miotonia generalizada progresiva, que es facilmente evidente en el
examen clinico y por EMG. Paramiotonia palpebral puede observarse en algunos pacientes. La rigidez
miotonica puede ser dolorosa. El ejercicio generalmente no tiene un efecto significativo en la miotonia. El
tratamiento incluye acetazolamida con dosis inicial de 125 mg diaria con titulacién gradual hasta 250 mg
tres veces al dia si se requiere. Los efectos secundarios incluyen formacion de calculos renales,
parestesia, nauseas, confusion, irritabilidad del estado de animo, depresién, erupcion cutéanea y
anomalias de la funcién hepatica. Monitoreo regular de hemograma completo y las funciones hepaticas
se recomiendan. La mexiletina también puede aliviar miotonia.

Las NDM son distintas de distrofias mioténicas debido a la ausencia de debilidad progresiva y
caracteristicas sistémicas.

Las distrofias miotonicas (DMs) son enfermedades caracterizadas por miopatia progresiva,
miotonia, y participaciéon multiorganica.

La presencia de miotonia no es el aspecto mas desalentador de las DM, pero es el sello distintivo
reconocido de la afeccioén, y el aspecto de la enfermedad que la distingue de otras formas de distrofia
muscular.

Hasta la fecha, dos formas distintas causadas por mutaciones similares se han identificado:
distrofia mioténica tipo 1 (DM1) y distrofia miotdnica tipo 2 (DM2).

En particular, DM1 y DM2 son enfermedades humanas heredadas debido a la expansiéon de
repeticiones de nucleétidos en cromosoma 19 y 3, respectivamente (Meola, Acta Myol. 2013; 32(3):154—
165). Tal alteracion lleva a la acumulacion de ARN tdxico en el nucleo, lo que afecta el procesamiento
normal de proteina en muchos tipos de células. Por lo tanto, DM1 y DM2 son enfermedades
multisistémicas que afectan, por ejemplo el SNC, el corazén, y musculo esquelético. En el ultimo, el canal
CIC-1 es un objetivo de este proceso téxico. La reduccién de proteina CIC-1 y alteracion de su empalme
es el principal responsable de miotonia en pacientes con DM1 y DM2 (Charlet-B et al., Mol Cell. 2002;
10(1):45-53; Mankodi et al., Mol Cell. 2002; 10(1):35—44; and Chen et al., J Mol Biol. 2007; 368(1):8-17).

Actualmente, los medicamentos para la miotonia tienen como objetivo reducir la hiperexcitabilidad
patolégica del sarcolema. Esos medicamentos incluyen mexiletina (Logigian et al., Neurology
2010;74(18):1441-1448).

Breve Descripcion de la Invencién

Buscando farmacos antimioténicos que operen para la reducciéon de hiperexcitabilidad patolégica
del sarcolema, los presentes inventores han encontrado que la safinamida es capaz de restaurar la
excitabilidad del sarcolema en fibras de musculo mioténico aisladas y para aliviar los sintomas mioténicos
in vivo en un modelo de rata inducido farmacolégicamente de miotonia. Por lo tanto, la presente invencion
se basa en este hallazgo y se refiere a safinamida como un farmaco anti-miotdnico para tratar pacientes
con trastornos mioténicos en necesidad de eso.

La presente invencién también se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden
safinamida o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma en combinacién con excipientes

adecuados, vehiculos o portadores, para su uso en trastornos mioténicos.
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Breve Descripcion de los Dibujos

La FIG. 1 muestra el efecto antimiotonico in vitro de safinamida en excitabilidad de la fibra de
musculo esquelético de rata en una afeccion como miotonia inducida por acido 9-antraceno carboxilico
(9-AC). La excitabilidad de la fibra de musculo esquelético (nimero maximo de picos, N picos) se midioé
antes (control, ctrl), después de solo 9-AC 50 uyM vy, después de aplicacién concomitante de safinamida
en seis diferentes concentraciones (0.1 hasta 30 uM). El efecto antimiotonico fue reversible tras el lavado
con safinamida (50 uM 9-AC, columna de la derecha). Los resultados se expresaron como Media +
S.E.M; P<0.05 vs solo 9-AC, prueba t de Bonferroni.

La FIG. 2 muestra el efecto de dosis-respuesta antimiotdnico in vivo de safinamida en un modelo
de rata inducido farmacolégicamente de miotonia congénita. La safinamida en 0.3, 1, 3, 10 y 30 mg/kg
(respectivamente: triangulo negro, circulo gris, circulo vacio, circulo negro, tridngulo gris; solo vehiculo:
cuadrado vacio) dada oralmente fue capaz de contrarrestar la prolongacion del tiempo reflejo (TRR, por
sus siglas en inglés) inducido por acido 9-antraceno carboxilico (9-AC, 30 mg/kg) como signo de miotonia
en la rata. Los resultados se expresaron como Media + S.E.M, n=5-7 ratas; P<0.05 vs vehiculo, prueba t
de Bonferroni.

Descripcion Detallada de la Invencidn

En consecuencia, la presente invencion se refiere a safinamida o una sal farmacéuticamente
aceptable de la misma para su uso en el tratamiento de una afecciéon causada por hiperexcitabilidad
patologica del sarcolema, y/o de cualquier otra afeccién en la cual la restauracion de excitabilidad del
sarcolema normal puede producir un beneficio o mejora terapéutica, en donde tal afeccién es un trastorno
miotoénico.

De hecho, hasta el 30% de pacientes con trastornos mioténicos encuentran ineficaz mexiletina (el
farmaco de referencia en trastornos mioténicos) (Desaphy et al., 2013; Suetterlin et al., JAMA Neurol.
2015 Dec; 72(12): 1531-3; Portaro et al., 2016).

Para el propdsito de la presente invencion, los trastornos miotonicos donde la mexiletina es
ineficaz se han definidos resistentes a la mexiletina y una modalidad adicional de la presente invencion se
refiere al uso de safinamida en el tratamiento de trastornos miotdnicos resistentes a la mexiletina.

Ademas, la presente invencion se refiere a safinamida o una sal farmacéuticamente aceptable de
la misma para su uso en el tratamiento de un trastorno mioténico, en donde el trastorno mioténico es,
preferiblemente, una miotonia no distréfica (NDM).

Aun mas preferiblemente, los pacientes con NDM para quienes la safinamida puede ser benéfica
portan una mutacion sin sentido en el gen SCN4A. De hecho, sin estar ligado a ninguna teoria en
particular y como se detalla mejor en la parte experimental, se ha encontrado que la potencia de
safinamida, medida como valores de ICso al potencial de membrana en reposo y después de pulsos
despolarizantes repetitivos, no disminuye, en comparacion con el tipo natural, en células transfectadas
con las mutaciones sin sentido en el canal hNav1.4 (Desaphy et al., 2001, 2003 and 2016). Un compuesto
capaz de bloquear canales de sodio de una manera dependiente del uso y de la frecuencia se espera

que disminuya la descarga anormal pero que no afecte la actividad normal de las fibras musculares.
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Por el contrario, de manera notable, la potencia de mexiletina significativamente disminuye en las
células transfectadas con mutaciones puntuales de hNav1.4.

En una modalidad adicional, la presente invencion se refiere a safinamida o una sal
farmacéuticamente aceptable de la misma para su uso en el tratamiento de una NDM, en donde tal NDM
es, preferiblemente, una miotonia congénita tal como, por ejemplo, miotonia congénita de Thomsen o
miotonia congénita de Becker, paramiotonia congénita o una miotonia del canal de sodio o cloruro; mas
preferiblemente, tal miotonia de canal de sodio es una canalopatia hNav1.4 y el paciente en necesidad de
eso es un portador de mutacion en el gen SCN4A, que codifica el canal hNav1.4.

En una modalidad adicional, la presente invencion se refiere a safinamida o una sal
farmacéuticamente aceptable de la misma para su uso en el tratamiento de una miotonia congénita, en
donde tal miotonia congénita es miotonia congénita de Thomsen o miotonia congénita de Becker.

En una modalidad preferida, la presente invencion se refiere a safinamida o una sal
farmacéuticamente aceptable de la misma para su uso en el tratamiento de paramiotonia congénita.

Ademas, la presente invencion se refiere a safinamida o una sal farmacéuticamente aceptable de
la misma para su uso en el tratamiento de una miotonia de canal de sodio, en donde tal miotonia de canal
de sodio es miotonia fluctuante, miotonia permanente o miotonia que responde a acetazolamida.

Adicionalmente, la presente invencion se refiere a safinamida o una sal farmacéuticamente
aceptable de la misma para su uso en el tratamiento de un trastorno mioténico, en donde tal trastorno
mioténico es preferiblemente una DM.

AUn mas, la presente invencion se refiere a safinamida o una sal farmacéuticamente aceptable de
la misma para su uso en el tratamiento de una DM, en donde tal DM preferiblemente se selecciona de
DM1y DM2.

En un aspecto preferido, la presente invencidon se refiere a safinamida o una sal
farmacéuticamente aceptable de la misma para su uso en el tratamiento de una miotonia congénita.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a safinamida o una sal farmacéuticamente
aceptable de la misma para su uso en aliviar uno o mas de sintomas mioténicos asociados con una
afeccion como se definié anteriormente, en donde los sintomas miotdnicos incluyen rigidez muscular
esquelética, espasmos, y dolor. De acuerdo a la presente invencion, safinamida es (2S)-2-[[4-[(3-

fluorofenil)metoxilfenillmetilamino]propanamida, de la férmula:

Iz

La safinamida esta preferiblemente en la forma de una sal farmacéuticamente aceptable. Las
sales farmacéuticamente aceptables de safinamida incluyen sales de adicién con acidos inorganicos, por

ejemplo acido nitrico, clorhidrico, sulfurico, perclorico y fosférico o con acidos organicos, por ejemplo
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acido acético, propionico, glicélico, lactico, oxalico, maldnico, malico, tartarico, citrico, benzoico, cinamico,
mandélico, metanosulfénico y salicilico; metanosulfonato de safinamida (mesilato) siendo la sal preferida.

Como se usa en la presente, los articulos "un" y "uno/una" se refieren a uno o hasta mas de uno
(por ejemplo, hasta al menos uno) del objeto gramatical del articulo.

Como se usa en la presente, el término "enfermedad", "trastorno", o "afeccion" se usa
intercambiablemente.

Como se usa en la presente, el término "tratar" o “tratamiento”, se refiere a obtener el efecto
farmacolégico deseado incluyendo revertir, aliviar, inhibir el progreso, o prevenir el trastorno o afeccién a
la cual tal término se aplica, o uno o mas sintomas de tal trastorno o afeccion.

La safinamida o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma se incluyen tipicamente en
una composicién farmacéutica.

Una composicidon farmacéutica para el tratamiento de trastornos mioténicos como se definid
anteriormente y de acuerdo a la presente invencién, comprende safinamida o una sal farmacéuticamente
aceptable de la misma en una cantidad efectiva, suficiente para proporcionar ya sea el efecto terapéutico
deseado o el alivio de sintomas de trastornos mioténicos. La composiciéon farmacéutica comprende
portador o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Una composiciéon farmacéutica de acuerdo a la presente invencion se puede administrar a un
sujeto/paciente por cualquier ruta conveniente de administracion, ya sea sistémicamente/periféricamente
o topicamente (esto es, en el sitio de la accién deseada).

Una composicion farmacéutica de acuerdo a la presente invencion se puede formular para
administracion oral, administracion topica, administracion transdérmica, administracion parenteral y
combinaciones de las mismas. Las composiciones preferidas son para administracion oral o parenteral.
Formas adecuadas para administracién oral incluyen comprimidos, pildoras comprimidas o recubiertas,
sobres, trociscos, granulados, capsulas de gelatina duras o suaves, comprimidos sublinguales, jarabes,
soluciones, y suspensiones; para administracion parenteral la invencién proporciona ampollas o viales
que incluyen una emulsiéon o solucién acuosa 0 no acuosa; para administracién rectal se proporcionan
supositorios con vehiculos hidrofilicos o hidrofobicos; y para aplicacion tépica como unglentos y
suministro transdérmico se proporcionan sistemas de suministro adecuados como se conoce en la
técnica.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo a la presente invencién se pueden preparar por
procesos, que son conocidos per se y familiares para la persona experta en la técnica.

El régimen de dosificacion para safinamida o sales farmacéuticamente aceptables del mismo y/o
composiciones farmacéuticas que contienen el mismo, se basa en una variedad de factores, que incluyen
el tipo, edad, peso, sexo y condicion médica del sujeto, la severidad de la afeccién y/o sintomas
miotonicos asociados con tal afeccién, y la ruta de administracion.

De esta manera el régimen de dosificacion puede variar ampliamente. Los niveles de dosificacion
del orden de alrededor de 5 hasta alrededor de 500 mg por dia (administrado en dosis simples o

divididas) de safinamida o sales farmacéuticamente aceptables de los mismos son Utiles en el tratamiento
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de las afecciones indicadas anteriormente. En una modalidad, la dosis diaria total es tipicamente desde
alrededor de 10 hasta alrededor de 250 mg. En otra modalidad, la dosis diaria total es tipicamente desde
alrededor de 50 hasta alrededor de 100 mg.

Los comprimidos orales recubiertos con pelicula de metanosulfonato de safinamida, en una dosis
de 50 y 100 mg, actualmente se encuentran en el mercado bajo el nombre comercial Xadago®.

De acuerdo a la presente invencion, la actividad antimioténica de safinamida se ha evaluado al usar
protocolos experimentales que imitan las condiciones miotonicas tanto in vitro (hiperexcitabilidad del
sarcolema en fibras del musculo esquelético miotdnicas) como in vivo (modelo de rata inducido
farmacolégicamente de miotonia congénita imitando la afeccién patolégica humana en la cual una pérdida
genética de la conductancia del cloruro causa alteracion de la relajacion muscular y rigidez muscular;
Desaphy et al., Neuropharmacology 2013, 65: 21-7; y Desaphy et al., Exp Neurol 2014; 255: 96-102).

Los siguientes Ejemplos y sus FIGS. 1 y 2 que acompafian ilustran la invencién sin limitar su
alcance.

PARTE EXPERIMENTAL
EJEMPLO 1. Actividad antimioténica In vitro de safinamida en fibras del musculo esquelético de
rata

La actividad antimiotdnica de safinamida se evalué al registrar la excitabilidad del sarcolema en
microfibras simples de los musculos Extensor Digitorum Longus (EDL) aislados usando técnica de pinza
de corriente de dos microelectrodos. El modelo in vifro de miotonia congénita se obtuvo al incubar
musculos EDL de rata con acido 9-antraceno carboxilico (9-AC) (Conte Camerino et al., Muscle Nerve.
1989; 12(11): 898-904. Altamura et al., Br J Pharmacol. 2018; 175(10): 1770-1780). El aumento de
excitabilidad del sarcolema causado por 9-AC a través del bloqueo de canales de cloruro de CIC-1 de
musculo esquelético imitaba la activacién del potencial de accién anormal observada en pacientes
afectados por miotonia congénita.

Los musculos EDL se disecaron de ratas Wistar macho bajo anestesia profunda (80 mg/kg de
ketamina ip y 10 mg/kg de xilacina ip). Los musculos se colocaron en un bafio muscular de 25 mL
mantenido a 30°C y perfundido con solucién salina (gaseado con 95% de Oz y 5% de COz; pH=7.2-7.3).
Por medio de técnica estandar de dos microelectrodos intracelulares, el potencial de membrana en
reposo y las caracteristicas de excitabilidad (nUmero de picos) de las fibras musculares se midieron en el
modo de pinza de corriente. Las caracteristicas de excitabilidad de las fibras muestreadas se
determinaron al grabar la respuesta del potencial de la membrana intracelular a un pulso de corriente
constante de onda cuadrada (100 ms). En cada fibra, el potencial de membrana se fijé por una corriente
de mantenimiento constante a -80 mV antes de pasar los pulsos de despolarizacion. Al incrementar la
amplitud del pulso fuimos capaces de obtener el primer potencial de acciéon simple y al incrementar
ademas la intensidad de corriente en la misma fibra, el nUmero maximo de picos obtenibles (N picos) se
midio (Pierno et al., Br J Pharmacol. 2006;149(7):909-19).

Las contracciones musculares injustificadas se obstaculizaron con sodio de dantroleno (2 mg/l).

Los parametros de excitabilidad celular (N picos) se midieron antes (control) y después de solo 9-AC 50
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MM vy la aplicaciéon concomitante de safinamida en seis diferentes concentraciones (0.1 hasta 30 uM). En
estas condiciones experimentales, metanosulfonato de safinamida se usé y disolvié como solucion de
reserva (10 mM) en agua destilada, luego se diluy6 a las concentraciones finales en la solucién de bafio
muscular. Un animal se usé para probar dos concentraciones de safinamida: una concentraciéon en cada
musculo EDL.

Como se muestra en la FIG. 1, 9-AC indujo una afeccion como miotonia al incrementar N picos
por 60%. La safinamida a 1, 5, 10, y 30 yM redujo significativamente N picos por 22 + 6%, 35 £ 5%, 42
5%, y 60 + 6%, respectivamente (P<0.05 vs solo 9-AC, prueba t de Bonferroni) restaurando asi la
excitabilidad del sarcolema. La ICso (la concentracion capaz de reducir al 50% el efecto de 9-AC) y
calculada del ajuste de la curva de concentracion-respuesta) fue 13.4 + 2.4 yM (£SE del ajuste). El efecto
antimioténico fue reversible tras el lavado con safinamida (9-AC, 50 pM).

Es de destacar que la misma prueba, ICso de mexiletina fue mas de tres veces mayor, indicando
una potencia menor.

EJEMPLO 2. Estudio de la actividad antimiotonica in vivo de safinamida en un modelo de rata de
miotonia congénita

La miotonia se indujo en ratas por inyeccion intraperitoneal de 9-AC, que es un bloqueador
conocido de canales de cloruro de CIC-1 de musculo esquelético (Conte Camerino et al., Muscle Nerve.
1989;12(11):898-904. Altamura et al., Br J Pharmacol. 2018; 175(10):1770-1780).

Las ratas Wistar macho (250-300 g) se usaron. Los experimentos se realizaron de acuerdo con la
Guia para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio y con la aprobaciéon del Departamento de
Salud Italiano n. 194/2018-PR. Los experimentadores se cegaron a los tratamientos.

En este modelo animal, 9-AC imita la miotonia congénita in vivo, una enfermedad humana debido
a mutaciones con pérdida de funciéon en canales CIC-1 que codifican el gen CLCN17. Después de la
inyeccion de 9-AC, las ratas mostraron rigidez muscular evidente, especialmente en extremidades
traseras, y dificultades para moverse. No obstante, los animales permanecieron completamente
conscientes y alertas. Respirar fue normal. Al escuchar un ruido inesperado, los animales reaccionaron
por un salto en el sitio pero tuvieron grandes dificultades para trasladarse debido a rigidez muscular. La
miotonia se evalué al medir el tiempo del reflejo de enderezamiento (TRR, el tiempo necesario para que
la rata colocada en posicién supina gire hacia atras sobre sus cuatro patas). En ratas, antes de la
inyecciones de 9-AC la TRR fue menor que 0.5 s. La TRR se prolongé dramaticamente hasta alrededor
de 2 s, 10 min después de 9-AC, e incrementd ademas hasta alrededor de 4 s, 30 min después de 9-AC.
Luego la TRR disminuyé gradualmente con el tiempo, estando cerca de 1 s, 3 h después de 9-AC. Un
farmaco anti-mioténico se espera que contrarreste la prolongacion de TRR inducida por 9-AC.

La TRR se evalud alrededor de 10 minutos antes de 9-AC (Tiempo 0) y 10, 37, 67, 127,y 187 min
después de 9-AC (30 mg/kg i.p.). La TRR medida en cada momento fue la media de 7 mediciones
espaciadas por 1 min (para limitar el efecto de calentamiento). El metanosulfonato de safinamida (10 y 30
mg/kg como base libre) o vehiculo se administraron por sonda oral a las ratas 17 min después de la

inyeccion de 9-AC. 9-AC y metanosulfonato de safinamida se disolvieron en bicarbonato y solucién NaCl
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al 0.9%, respectivamente. Para permitir la comparacion entre las ratas, la TRR medida en cada momento
se normalizé como una funcion de TRR medida 10 min después de la inyeccion de 9AC en la misma rata.
Luego los datos promedio se calcularon para cada dosificacion como la media £+ S.E.M. El analisis
estadistico se realiz6 usando analisis de varianza unidireccional (ANOVA) seguido por la prueba t de
Bonferroni ad hoc. El valor P < 0.05 se consideré estadisticamente significativo.

Como se muestra en la FIG. 2, en aumentos significativos en ratas tratadas con vehiculo de la
TRR se observaron en 37, 67 y 127 min después de la inyeccion de 9-AC. En el efecto pico (37 y 67 min),
el tratamiento concomitante con safinamida dependiente de la dosis y significativamente contrarrestado
con la prolongacién de TRR inducida por 9-AC y el efecto que duro hasta 120 min demuestran que
safinamida in vivo fue provisto con actividad antimioténica en un modelo de rata de miotonia congénita.

En este modelo in vivo la curva de dosis-respuesta de metanosulfonato de safinamida en dosis
crecientes (0.3, 1, 3, 10 y 30 mg/kg como base libre) también se estudié. Para permitir la comparacién
entre las ratas, la TRR medida en cada momento se normalizé como una funcién de TRR medida 10 min
después de la inyeccion con 9AC en la misma rata. Luego los datos promedio se calcularon para cada
farmaco/dosificacion como la media + S.E.M. El analisis estadistico se realizard usando analisis de
varianza unidireccional (ANOVA) seguido por prueba t de Bonferroni ad hoc. El valor P < 0.05 se
consider6 estadisticamente significativo.

Los resultados se muestran en la FIG. 2, lo que muestra que en aumentos significativos en ratas
tratadas con vehiculo de la TRR se observaron en 37, 67 y 127 min después de la inyeccion de 9-AC. El
tratamiento con safinamida dependiente de la dosis y significativamente contrarrestado con la
prolongacion de TRR inducida por 9-AC. De hecho, la safinamida oral fue capaz de contrarrestar la
prolongacion de correccion del reflejo de tiempo (TRR) inducida por acido 9-antraceno carboxilico (9-AC)
como signo de miotonia en la rata.

En particular, a los 37 min, la reduccién de TRR fue significativa con 3, 10 y 30 mg/kg de
safinamida. A los 67 min (efecto pico 9-AC), la inhibicién de TRR fue significativa también con la dosis
mas baja de 1 mg/kg de safinamida. A los 127 min, unicamente 10 y 30 mg/kg produjo inhibicion
significativa. El analisis de la curva de dosis-respuesta a los 67 min revelé un ED50 (dosis efectiva en
inhibir al 50% prolongacion TRR) de 1.2 mg/kg y efecto maximo de 66% obtenido con la dosis de 10-30
mg/kg demostrando que safinamida in vivo fue provista con actividad antimioténica significativa en un
modelo de rata de miotonia congénita.

Es de destacar que la misma prueba, el farmaco de referencia para miotonias, mexiletina, fue
alrededor de 6 veces menos potente.

EJEMPLO 3. Efecto in vitro de safinamida en mutaciones de miotonia Nay1.4 humana
seleccionadas en lineas celulares transfectadas.

Mas de cuarenta mutaciones diferentes de hNav1.4 se han ligado a diversos trastornos del
musculo esquelético hereditarios autosémicos dominantes humanos fenotipicamente diferentes
(Cummins & Bendahhou, 2009; Jurkat-Rott et al. 2010).

El canal Nav1.4 se expresa principalmente en musculo esquelético y esta compuesto de una
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subunidad a de 260 kDa que esta asociada con una subunidad B mas pequefia en el musculo. La
subunidad a consiste de cuatro dominios homoélogos (I-1V), y cada dominio tiene seis segmentos
transmembrana (S1-S6) (Noda et al., 1984). Las mutaciones del canal Nav1.4 que conducen a paralisis
periddica o miotonia no distrofica se han encontrado a lo largo de cada dominio y segmento de este canal
y puede ser la base de la hiperexcitabilidad muscular o inexcitabilidad al cambiar la cinética o funcién del
canal, produciendo asi cambios en las propiedades biofisicas micro o macroscoépicas del canal. Diversas
mutaciones del canal Nav1.4 asociadas con miotonia se han descrito para alterar la funcion del canal al
reducir la inactivacion rapida, incrementando la velocidad de recuperacion de inactivacion rapida,
desacelerando la desactivacion o cambiando la dependencia del voltaje de activacién a potenciales mas
negativos (Cummins & Bendahhou, 2009).

El efecto de safinamida se evalué en algunas mutaciones puntuales hNay1.4 ubicadas en el sitio
de inactivacion.

p-P1158L: esta mutacién se encontrd en una joven Argelina, y se asocia a miotonia permanente
grave (Desaphy et al., 2016).

p-V1293l: la mutacién V1293l se asocia a diversos fenotipos, de miotonia de canal de sodio a
paramiotonia congénita + paralisis periddica hipercalémica (Koch et al., 1995).

p.F1298C: esta mutaciéon se encontré en una mujer de 35 afios de edad, que se presenta a la
edad de 32 con rigidez en musculos faciales, superiores e inferiores, principalmente después de la
contraccion (Farinato et al., 2019). Los sintomas empeoran con el resfriado y la miotonia se reporté como
dolorosa. El paciente noté una leve mejoria de miotonia con ejercicio.

p-11310N: esta mutacion se ha encontrado en 5 consanguineos de un pariente Francés, y se
asocia a miotonia de canal de sodio (Farinato et al., 2019).

El subtipo de musculo esquelético humano de canales de sodio activados por voltaje (hNav1.4), ya
sea mutantes de tipo natural o miotdnicos, se transfectaron transitoriamente en células HEK293T con el
método de coprecipitacion de fosfato de calcio. Las corrientes de sodio de células enteras (INa) se
registraron a temperatura ambiente (20-22°C) usando hardware de fijacion de voltaje (patch-clamp)
convencional Axon (Molecular Devices, EUA). Los protocolos de fijacion de voltaje y adquisicion de datos se
realizaron con software pCLAMP (Axon Instruments). La solucién del bafio contenia (mM) NaCl 150, KCI 4,
CaClz 2, MgClz 1, Na-HEPES 5, y glucosa 5 (pH 7.4). La solucién de la pipeta contenia (en mM) CsF 120,
CsCl 10, NaCl 10, EGTA 5, y Cs-HEPES 5 (pH 7.2). Las pipetas de parche fabricadas con vidrio Corning
7052 (King glass, EUA) tenian una resistencia que varia desde 1 hasta 3 MQ. Las corrientes de
capacitancia se compensaron parcialmente usando el circuito amplificador. Unicamente aquellos datos
obtenidos de células que exhiben errores de resistencia en serie <5 mV se consideraron para analisis.
Después de romper la membrana del parche, un pulso de prueba de 25 ms de duracion hasta -20 mV de un
potencial de retencién (hp) de -120 mV se aplicé a la célula en una frecuencia baja hasta que la
estabilizacion de la amplitud y la cinética de INa se alcanzé (tipicamente 5 minutos). La safinamida se
solubilizé en la concentracién final en la solucién de bafio complementada con DMSO al 0.2%. La célula

parcheada se expuso a una corriente continua de control o solucién de bafio complementada con farmaco.
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Un maximo de dos concentraciones de farmaco se probaron en cada célula, para maximizar el posible
sesgo debido a desaceleracién de corriente de sodio. Debido al conocido cambio espontaneo de la
dependencia del voltaje durante los experimentos de células completas, se tuvo mucho cuidado en realizar
los diversos protocolos respetando una secuencia constante para permitir la comparacion entre las células.

La inhibicidon de los canales hNav1.4 por safinamida se evalué al medir la reduccién de INa
obtenido de un potencial de retenciéon (HP) de -120 hasta -30 mV en estimulaciones de frecuencia de 0.1
y 10 Hz. Las curvas de concentracion-respuesta de safinamida se produjeron al obtener la amplitud de
corriente maxima medida en la presencia de farmaco (IDRUG), normalizada a la amplitud de corriente
maxima medida en la misma célula antes de la aplicacion de farmaco (/ICTRL), como una funciéon de
concentracion de farmaco [(DRUG)]. Las curvas de concentracién-respuesta se equiparon con una
funcion de enlace de primer orden:

IDRUG/ICTRL =1/{1+([DRUG]/ICs0)"H}

donde ICso0 es la concentracién inhibidora mitad del maximo y nH es el factor de pendiente. Los valores
ICs0 se determinaron al potencial de membrana en reposo (bloqueo ténico: -120 mV a 0.1 Hz) y después
de pulsos despolarizantes repetitivos hasta -20 mV en 10 Hz (uso y bloque dependiente de la frecuencia).
Un compuesto capaz de bloquear canales de sodio de una manera dependiente del uso y de la
frecuencia se espera que disminuya la descarga anormal pero sin afectar la actividad normal de las fibras
musculares.

La Tabla 1 muestra los efectos in vitro de safinamida en mutantes de miotonia de canal de sodio
Nav1.4 humanos en lineas celulares transfectadas. Los resultados se expresaron como valores ICso +
Error Estandar del ajuste (SE).
Tabla 1. Efecto de safinamida en mutantes de miotonia de canal de sodio Nay1.4 humanos en una
linea celular transfectada.
mutacion del canal ICso £ SE (M) ICso % SE (M)

hNa,1.4 Bloqueo ténico a 0.1 Hz Uso y frecuencia -bloqueo

dependiente en a 10Hz

hNa,1.4 Tipo Natural 160 £ 18 334
P1158L 148 £ 13 34+3
V1293l 171+£19 475
F1298C 173+ 12 8312
[1310N 170 £ 26 467

Los resultados mostrados en la Tabla 1 demuestran que las mutaciones seleccionadas no tenian
efecto significativo en la potencia de safinamida (ICso) en ambas frecuencias (0.1 y 10 Hz), como los valores
ICso fueron del mismo orden de magnitud que el tipo natural. Los portadores de las mutaciones en el canal
hNav1.4 pueden obtener mas beneficios con la safinamida que con los farmacos actualmente usados.

Estos resultados allanan el camino para la terapia impulsada por mutaciones de trastornos

mioténicos.



