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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA ¥ COMERCIO

109225- -00000-0000

Fecha: 2011 08 -26 11:51:50  Dep. 2020 DIR.NUEVASCR

Tre. 11 PATENTEIYII
Act. 411 PRESENTACION

Eve: 378 FASENACIONALI
Folios: 77

PCT

FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE

ENTRADA EN FASE NACIONAL

5. Lars TORUP

inavej 41,
DK-3500 Vasrigse,
Dinamarca

@ SOLICITUD DE:
[X] Patente de Invencion. [1 Patente de Modelo de Utilidad.
Capitulo I. O Capitulo II.
@ Nombre; H. LUNDBECK A/S
= CITANTE i(;t;lsetée;dD;zn;gtrtgga y existente bajo las IDENTIEICACION
) c.C. [ NIT O
Direccidn: 9, Ottiliavej,
DK- 2500 Valby, C.E. D Otro D
Dinamarca Cual
Domicilio: Vaiby, Numero o
Dinamarca
Nombre: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ IDENTIFICACION
Direccién: Carrera 42. No. 72-35 c.C. NIT ]
Teléfono: 347 36 11
REPRESENTANTE . C.E. D Otro D
O APODERADO Fax: 211 86 50
E-mail; clientes@cavelier.com Cual __
Domicilio: Bogota, Colombia. Numero 35.456.344 T.P 23.555
@ 1. Hakan WIKSTROM 2. Morten JORGENSEN
Smérkullevagen 37, Aldershvilevej 94,
INVENTOR (ES) S-45746 Hamburgsund, DK-2880 Bagsvaerd,
{72) Suecia Dinamarca
3. Niels MGRK 4. Jennifer LARSEN
Bakkevej 59, Bellisvej 21,
DK-2830 Virum, DK-4000 Roskilde
Dinamarca Dinamarca

6. Benny BANG-ANDERSEN
Lillegrund 33,
DK-2300 Copenhagen S.
Dinarnarca

PCT (86)

©

Solicitud Internacional No. PCT/DK2010/050051
Publicacion Internacional No. WO 2010/097092 A1

Fecha: 26 de febrero de 2010
Fecha: 02 de septiembre de 2010

Titulo {54)

O,

TRATAMIENTO DE TRASTORNOS RELACIONADOS CON LA DISCINESIA

@ Clasificacion Internacional (51) A61K 031/473




CAVELIER ABOGADOS COLO-03003-841-110-1 ID-199462
Prioridad | (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
siX nol] DK 27 de febrero de 2009 PA 200900281
us 27 de febrero de 2009 61/155,943
DK 27 de febrero de 2009 PA 200900273
us 27 de febrero de 2009 61/155,953
DK 27 de febrero de 2009 PA 200900280
uUs 27 de febrero de 2009 61/155,966
@ Comprobante de pago No.: 11-0081485 Fecha: 22 de agosto de 2011
Comprobante de pago No.: 11-0076301 Fecha: 08 de agosto de 2011
Comprobante de pago No.: 00-1176302 Fecha: 08 de agosto de 2011
Comprobante de pago No.: 11-0081409 Fecha: 22 de agosto de 2011
Comprobante de pago No.: 11-0081554 Fecha: 22 de agosto de 2011
Anexos:

® OO0 0000 ENO0O0OE ® IZIH°|

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud por $ 571.000.00.

Comprobante de pago por 4 reivindicaciones adicionales después de la décima reivindicacion
por $108.000.00.

Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poder de la sociedad H. LUNDBECK A/S.

Documento de cesion del inventor al sclicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Copia de la caratula de la Publicacién Internacional WO 2010/097092 A1

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.
Traduccion del examen preliminar efectuado por la IPEA.
De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depédsito del material bioldgico.
Arte final 12x12

De ser el caso, informacion sobre ofras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el
extranjero por el mismo titular o su causante, reiacionadas parcial o totalmente con la invencién
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS

L



CAVELIER ABOGADOS COLO-03003-841-110-1 ID-199462

@ FIGURA CARACTERISTICA

@ Solicito la concesién de la patente,

NOMBRE: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ
FIRMA : e2 Bl St bes
m@( C.C. 35.456.344 de Usaquén T.P. 23.555

SCT




CAVELIER ABOGADOS COLO-02003-841-110-1 ID-199462 %

DOCUMENTOS ANEXOS

1. Publicacion Internacional WO 2010/097092 A1

Descripcién:
Paginas 49 en espafioi
Reivindicaciones: Nimero (s} 14

Figuras: Numero (s) 2

2. Forma PCT/ISA/210. Informe de Busqueda Internacional.

3. Extracto de publicacion.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA FASE
INTERNACIONAL



" REPRESENTACION Y PODER
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For patents, utility models, industzial designs,
trademarks, commercial names, trade emblems,
sle:gans.

Para patentes, modelos de utlidad, disefios
industriales, marcas de fabrica, nombres
comrerdiales, ensefias, lemas comerciales.

REPRESENTATION AND
POWER OF ATTORNEY

I (we), the undersigned /Yo {nosotros), akajo firmado (s)

H. LUNDBECK A/S

AT
(;"‘fu‘%«;
-

LU

of/domiciliado (s) en 9, Qtt{liavej, DK-2500,
Copenhagen, DENMARK

00y

Enr el presente nombramos a GERMAN CAVELIER, tpa. 832;
ONZALO PERDOMO, tpa. 831; EMILIQO FERRERO, tpa,
31929; y LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa, 23555; domiclliados
en la Carrera 4* N9 72-35, Bogoté, Colombls, en obedecimlento a
lo dispuesto en el pardgrafo 1° del Articulo 543 del Cédigo de
Comerclo, el primero como principal y los demids como
suplentes, en su orden, como mis (nuestros) representantes en
todos los asuntos de propiedad industrial con facultad para
recibir notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales. El primer representante auglente reemplazard al
principal en caso de ausencia o impedimento temporal o
definitivo de aquél. La misma regla se aplicard cuando el
segundo representante suplente haya de reemplazar al primero,
0 el tercero al segundo, En tales casos, el representante
principal, o el primero, o segundo suplente, en su caso, o amboes,
declararan su intencién de no ejercer la representacién
mediante declaracién autenticada por Notario Piblico en
Colombia, o por Notario u otro Funcionario Piblico, o Cénsul
de Colombia, en el extranjero; y si se tratare de impedimento,
con el certificado respectivo. 51 alguno de los nombrados faltare

definitivamente, el sigulente tomara su lugar. Cuando cesare la -

ausencla ‘0 impedimento del representante princlpal, o de su
priniero o segundo ‘suplentes, en su caso, podran ejercer la
representacién, en su orden, unc u otros seglin el caso,
asumiéndola por el solo hecho de ejercerla, cesando en ese
mowmento el ejercicio de la representacidn por el primero,
segundo o terzer suplente en su caso.

Ademds, confiere (conferimos) poder a los abogados arriba
nombrados, para obtener la proteccién de mi (nuestra)
propiedad industrial y contra la competencia desleal, a cuyo
efecto autorizo (amosgy a los dichos apoderados para que me
(nos) representen ante cualesquiera entldades o personas,
ejerzan o no jurisdiccidn, especialmente ante las del orden
administrative, contenciose-administrativo y judicial, as{ como
los tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a los
sigulentes asuntos: a) Obtencién de patentes de invencidn,
modelos de utilidad, y disefios industriales; el registro de
marcas de fabrica, colectivas, defensivas, de servicio, lemas
comerciales, nombres comerciales, ensefias, variedades
vegetales y denominaciones de origen; su rencvacidn, traspaso,
cambio de nombre o domicilio, cancelacién voluntaria; y el
registro de licencias de uso de esos derechos; b) Las acciones de
competencia desleal, proteccién del consumidor, oposiciones u
observaciones, cancelacién administrativa y judicial, nulidad,
medidas cautelares, concesién de licencias, la tutela, la
proteccién de secretos industriales, y en general los juiclos
civiles, penales, administrativos o contencioso-administrativos
relacionados con estos derechos; acclones y procesos que
promovamos ¢ se nos promuevan. Y para que en todos los
asuntos arriba determinados, puedan sustituir este mandato,
trangipir, conciliar, admitlr log heches del procesn, desistir,
cancelar, recibir, renurciar, y ratificar los actos de agentes
oficiosos. .

Given and signed this/Dado y firmado hoy

11 June 1998

in due complance with the terms of paragraph 1st. of article 543
of the Commerclal Code, do hereby appoint GERMAN
CAVELIER, tpa. 832; GONZALO PERDOMO, tpa, 831; EMILIO
FERRERO, tpa. 31929; and LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tFn:
23555; domiciled at Carrera 4* N 72-35, Bogoté, Colombla, the
first as principal and the others as alternates, in the order of
their appointment, as our representatives for all industrial
property matters with faculty to receive notifications and to
appoint attorneys in and out of Court. The first alternate shall
replace the principal in case of his absence or of temperal or
definitive impediment. The same rule will aﬁply when the
second alternate representative is to replace the first une, or
when the third is to replace the first or second alternates in their
turn, or both of them, second. In such cases, the principal
representative, or the first or second alternates in their turmn, or
both- of them, shall state their intention not to act as
representatives through a declaralion given before a Notary
Public in Colombia, or before a Notary or ancther Public Official
or a Colombian Consul abread; and in case of impediment, the
appropriate certificate shall suffice. If any of the appointess
were to be definitely absent, the following alternate shall take
his place. When the absence or impediment of the principal
representative, or of the first or second alternate in their turn
ceases, the representation can be taken again In their seque:
by the principal, the first or second alternate depending oncr_o,

and the mere fact or its exercise will suffice. The exercise of tl.e

representation by the first, second or third alternates in their
turn shall end at such time,

In addition, we grant a Power of Attorney in favor of the
above-named attorneys-at-law so that they may obtain the
protection of my (our) industrial property and against the
unfajr competition, for which purpose I (we) authorize the said
attorneys to represent me (us) before any authorities or persons,
with or without jurisdiction, specially those administrative,

i
1

administrative contentious and judicial, as well as beforn-.

Arbitration Court, In ali matters concerning the z'oliowing: a
Obtainment of patents, utility models and industrial designs;
the registration of trademarks, collective, defensive and service
marks, slogans, commercial names, trade emblems, vegetai .
varieties and denominations of origin; its renewal, assignment,
change of name or domicile, voluntary cancellation; and the
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LEGALIZACION LEGALIZATION L ‘ﬁ et
El Sefior Cénsul de Colombia debe expedir un certificado The Colombia Consul must issue a congule cerbificale, op (1)
consular sobre (1) la existencia legal de la com afifa que otorga the legal existence of the company which “grdnts the
el poder, (2) que éata ejerce su objeto social, ¥y (3) .que las Power-of-Attorney, (2) that it is In actual exercise oi its =
personas que otorgan el poder estAn autorizadas para darlo. A company purposes, and (3) that the peisous who axecute the
Fote efecto les solicitamos que muestren al Sefior Clénsul las Power of Atterney is autorized to do so. To this effect, ‘plense
pruebas que acreditan esos hechos (1), (2) y (). show the Consul the evidence to prove the above facts (1), (2}

and (3).

"WOTARIA SEXTA: OEL:L O
OO T REPI ICA T COLOMEA

12 AGD 201

(1) :‘
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NOTA PARA EL SENOR CONSUL DE COLOMBLA: SeFfm los articulos 65 del C. de P.C. y 430 del C. de Co.
-~ el poderdante es una sociedad, el Sefor Consul debe certificar que tuvo a la vista las pruebas de st
existencia, que ejerce su objeto social y que quien confiere el poder es su representante.



La suscrita Ilse Greby, notario pablico de Copenhague,

Dinamarca, certifica que el sgefior
John Meidahl Petersen,

que en la fecha de hoy ha firmado ante mi el presente docu-
mento, esta autorizado, segin documentos Jjustificativos que

juzgo suficientes, para usar la firma de la sociedad denomi-
nada

H. LUNBECK A/S,

L
o
o
Salataty
e
Mt o d,\ \“\ s
Vi

= . . i 4 \\\“
En fé de lo cual pongo mi firma y el se RO

AN
Dt
Wt

Ils ‘ﬁmm
R

notarioc pubi€es;
S <A

"
Derechos: 200, - DKK.

SE LEGALIZA LA FIRMA QUE ANTECEDE DE
ILSE G REB
p—
COPENHAGUE, EL 4§ JoH 1R

POR EL MINISTRO DE RELACIONES EXTERIORES
PA

T, S
f’%?rg
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FRHVLI—’\/S 0G ¢ SELSKABSSTYRELSEN

:FiH‘»E'h‘f‘;Ml\‘f TERIET

The Danish Commerce and Companies Agency

certifies and attests that

"H. LUNDBECK A/S*
Ottiliavej 7-9
DK-2500 Valby

Denmark

of the municipality of Copenhagen
which company was established 14th October l_

TS
A t;onsm
o f’ommmﬁann%lm ¥ IJ'SV“'

under registration number A/S 22.472

in the Danish Commerce and Companies Agenc
limited 1liakility, 1is legally existing agf.
Company, limited by shares, and duly. reg.l
porated under the provisions of the Company =

Kingdom of Denmark.
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KAMPMANNSGADE 1 1780 KOBENHAVN V TELEFON 333077 00 EKSPEDITIONSTID 10.00 - 15.00



CONSULADO DE COLOMBIA

No 33-98

El suscrito, Consul de Colombia en Copenhague, Dinamarca, vistos los documentos presentados
por los interesados,

CERTIFICA:

Que la Sra, Inger Elgaard quien autoriza el documento adjunto, ejercia legalmente, en la fecha
alli expresada, sus funciones como Funcionario del Ministerio de Relaciones Exteriores de
Dinamarca, y que su firma y sellos corresponden a los registrados en este Consulado.

Que la firma H. LUNDBECK A/S. existe legalmente, que ejerce su objeto social de acuerdo a
las leyes danesas y que el Sr. John Meidahl Petersen esti autorizado para firmar el
documento, de cuerdo al Resumen expedido por la Direccién de Industrias y Comercio Nr. A/S
22472, cuya copia se adjunta.

El suscrito Consul de Colombia no asume responsabilidad por el contenido del documento.

"Se pagarin en Colombia los impuestos de Timbre que se ocasionen al ejecutar en Colombia las
obligaciones emanadas del presente documento de conformidad con el articulo 519 del Estatuto
tributario."

Copenhague, Junio 23 de 1.998.
;)

CARILOS ARTURO MORALES —
Cénsul de Colombia :

Pagado : Impuesto Timbre ~ USD. _ 6.00
Derechos Consulares USD: %00 .00

‘ I
“|\\q\

Wt
\\‘, W




\gAD DEL TEXTE

SE ASLM

10
GHSABIL

!‘

RES?

NG sem neu. CIACULODE R,
t:oﬂt QUE LA FOT,
abmcm NG

oPWY
HE|:
Wi hrmf ITENIDO




TRADUCCION OFICIAL N° 0807981 al- gspafiol de un documento
escrito en .inglés, preparada por Jaimé Armandc Garavito
Burgos, Traductor Oficial debidamente reconocido por el
Ministerio de Relaciones Exteriores 7y aprobado por el

Ministerio de Justicia de la Repiblica de Colombia wmediante

Resolucidn N° 034 de eneroc 11 de 1983

{En la parte superior central de las tres primeras paginas
aparece sello redondo en relieve de 1la Embajada de Colombia

en Copenhague, Dinamarca)

(Adherido en la esguina superior izquierda de las dos
primeras hojas del documento aparece sello rojo de oblea,

junto con sello en tinta del Notario Pdblico de Copenhague,

Dinamarca)

R e e e T e e e o e E e M e e e e e e e R M R L RS BN e e e e o = e — — vw wr  ms o A e e e - o - -

Documento escrito en inglés y espaficl por medic del cual
H. LUNDBECK A/S, otorga podef a favor de GERMAN CAVELIER,
GONZALO PERDCMO, EMILIO FERRERQO y LUZ CLEMENCIA DE PAEZ. Dado
Y fifmado el 11 de junio de 1998 en Cbpenhague, Dinamarca.

(firmado} John Meidahl Petersen, Departamento de Patentes

exlstencia 1legal de la

representante autorizado f}

11 de junio de 1998 en (firmado) Ilse

Greby, Notario Pablico WncerAane#ido sello notarial rojo

de oblea)



El Ministerio de Relaciones Exteriorss en Copenhague,
Dinamarca legaliza la firma de Ilse Greby, Notario Piblico el

19 de junio de 1998. (firmado) INGER ELGAARD

ERHVERVS- OG SELSKABSSTYRELSEN (Aparece un simbolo)
ERHVERVSMINISTERIET

La Agencia Danesa de comercio y Compafias certifica y
atestigua que
“H. LUNDBECK A/S”
Ottiliavej 7-9
DK-2500 Valby
Dinamarca

del municipic de Copenhague, compafiia que fue establecida el
14 de octubre de 1950 bajo el nimero de registro A/S 22.472
en la Agencia Danesa de Comercio y de Compaffas constituida
con responsabilidad limitada, existe Jegalmente como una
Compafifa Piblica Danesa, limitada por acciones y debidamente

registrada y constituida bajo las dispogsiciones de la

Legislacidén de Compaiiias del Reino de Dinamarca.

SEXTA-OEL-CIRCULO: BOGOT
‘ %'OMNEOA‘C%;STAR QUE LK FOTOCONR ‘COINCIDE;

(Aparece copia de sello de oblea) gkmmmn&%Hﬂ“MW

Copenhaguey
(£irmado)

AL % S <
ELL MINISTERIC DE RELACIONE&.;aEX EN COPENHAGUE,
DINAMARCA CERTIFICA LA FIRM

g ¥ & vt ,GV
de 1998. (firmado) INGER El M

Dinamarca, certifica las funciones y firma de Inger Elgaargd,

el 23 de junio de 1988. Pagado impuesto de timbre y derechos



consulares. (firmado) CARLOS ARTURO MORALES, Cénsul de

Colombia

EL MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES en Santafé de Bogotd,
D.C. certifica la firma y las funciones de Carlos Morales, el

1 de Jjulio de 1998. N° 051248.- (firmado) Jefe de

Legalizaciones.

Es traduccidn fiel y completa de la cual se deja copia en los

archivos de esta oficina para su confrontacidén y a la cual me
remito.
Santafé de Bogotd, D.C., julio 8 de 1998

COLO: 3003-801-001-0
WPCL3003- ID # 19 ;
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CAVELIER
ABOGADOS
EDIFICIO SISKI
WEB SITE: www.cavelier.com : CARRERA 4 No.72-135 TELEFQONO: (571 (1Y 347-3611
E-MAIL: cavelier@cavelier.com BOGOTA 8, COLOMBIA TELEFAX: (S7Y(1)217-9211 (57} (1} 310-4995

Sefiores
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
E. S. D.

Poderdante : H. LUNDBECK A/S

Poder conferido el : 11/06/1998

Yo, EMILIO FERRERO, obrando como apoderado principal del
poderdante arriba mencionado, mediante el presente escrito
sustituyo el poder a mi otorgado a la doctora LUZ CLEMENCIA DE
PAEZ, identificada con cédula de ciudadania No. 35.456.344 vy

Tarjeta Profesional N°23.555, con todas las facultades gue me

fueron conferidas.

Hago la anterior sustitucidn conforme al articulo 66 del

Cédigo de Procedimiento Civil.

Seniora Jefe,

~ 3, . '
EMILIO FERRERC

T.P.A. N°® 31.9298
C.C. N° 438.019 de Usaquén

o,
t,
-

L

Vi

= i
%f‘ -2_ C/ @-’)’7’) 9-/']@) - & @@&9 :" T . - \::\\':‘\l‘ \\\\u

" '-"

qu Py !

|\‘|\ \\ ;l\ l “

Irmt.'.
R

'

Acepto:
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UZ CLEMENCIA DE PAEZ
T.P.A. N° 23.555
C.C. No. 35.456.344 de Usaguén

N 1T 860.047.367-3
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property Organization

International Bureau

(43) International Publication Date
2 September 2010 (02.09.2010)

00 A0 G

(10) International Publication Number

WO 2010/097092 Al

{51) International Patent Classiflcation: DK-3500 Varlese (DK). BANG-ANDERSEN. Benny
A6IK 31/473 (2006.01) A61P 25/14 (2006.01) [DK/DK]; Lillegrund 33, DK-2300 Copenhagen § (DK).
1 {2006.0 06.01
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TRATAMIENTO DE TRASTORNOS RELACIONADOS CON LA DISCINESIA

CAMPO DE LA INVENCION

Los aspectos de la invencién objeto se relacionan con métodos para tratar la
enfermedad de Parkinson mientras que mantiene un perfil de induccién a la discinesia
bajo y con métodos para revertir discinesias que comprenden la administracién de una
cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto descrito aqui. La presente
invencién se relaciona adicionalmente con usos y composiciones farmaceuticas de
dichos compuestos en la fabricacion de medicamentos para el tratamiento de los

mismos u otros trastornos del movimiento tales como corea de Huntington.

TECNICA ANTECEDENTE

Ha sido indudablemente exitoso, el uso de agentes de reemplazo de dopamina
en el tratamiento sintomatico de la enfermedad de Parkinson (PD) en el aumento de la
calidad de vida en pacientes. La L-DOPA, que se ha utilizado durante muchos anos y
continlla siendo el estandar de oro para el tratamiento de PD, alivia los sintomas
motores de PD caracterizados por la lentitud del movimiento (bradiquinesia), rigidez y/o
temblor. Se entiende que L-DOPA actiia como uh profarmaco que se biometaboliza
en dopamina (DA). La DA a su vez activa los receptores de dopamina en el cerebro
que se dividen en dos clases: receptores D1y D2. Los receptores D1 se pueden dividir
en receptores D¢ y Ds mientras que los receptores D2 se pueden dividir en receptores
D, D3, Ds. Sin embargo, la terapia de reemplazo de dopamina no tiene limitaciones,
especialmente siguiendo un tratamiento a largo plazo. La duracion del periodo de
reaccion a una dosis de L-DOPA llega a ser progresivamente més corto a con los
ahos, y periodos en los que el paciente responde al farmaco se vuelven complicados

por la aparicidn de una variedad de efectos colaterales.



Los efectos colaterales se pueden manifestar como discinesias, que se pueden
ver, ya sea cuando el paciente esta siendo sometido a una terapia de reemplazo de
dopamina o incluso cuando el paciente esta sin terapia. Las discinesias son trastornos
de movimiento involuntaric anormal. Los movimientos anormales se pueden
manifestar como corea (movimientos involuntarios, rapidos, iregulares, bruscos que
pueden afectar la cara, los brazos, las piemas, o el tronco), balismo (movimientos
involuntarios similares a la corea pero de una naturaleza mas violenta y fuerte),
distonia (contracciones del muasculo sostenidas, que generalmente producen
movimiento repetitivos y de torsion o posturas o posiciones anormales) y/o atetosis
(movimientos de contorsién, sinuosos, lentos, involuntarios, repetitivos, que son
especialmente severos en las manos).

Los pacientes que padecen PD pueden variar entre ciclos "de periodos de
movilidad" que son complicados por la discinesia y periodos "de inmovilidad” que son
rigurosamente parkinsonianos. Como una consecuencia pueden experimentar una
profunda discapacidad a pesar del hecho que la L-DOPA permanece como un agente
anti-Parkinson efectivo a lo largo de la evolucion de la enfermedad (Obeso, et al.
Neurology 2000, 55, S13-23). Los agonistas de dopamina, tales como bromocriptina,
lisurida, pramipexol, ropinirol y pergolida son menos eficaces que la L-DOPA,
particularmente en la PD moderada a severa. Sin embargo, su perfil de efectos
colaterales es diferente de aquel de L-DOPA. Es importante notar gue los agonistas
de DA producen menos discinesias que la L-DOPA, pero esto es de un valor limitado
para los pacientes PD con discinesias, porque muchos de ellos tienen PD maoderada a
severa y, por lo tanto, ellos necesitan la eficacia de L-DOPA.

Las discinesias y otros trastornos del movimiento por la disfuncion de los
ganglios basales son de gran importancia socioeconomica. Se han hecho muchos

intentos para desarroliar agentes para prevenir y/o tratar discinesias, a pesar de que



dichos intentos han logrado un éxito limitado. Por lo tanto, subsiste una necesidad de
proporcionar agentes novedosos para tratar la discinesia.

El modelo de lesion de 6-hidroxidopamina (6—OHDA) de parkinsonismo en la
rata ha proporcionado una herramienta valiosa para la investigacion de PD a un nivel
preclinico y para la evaluacion de opciones terapéuticas novedosas (Schwarting y
Huston, Prog. Neurobiol. 1996, 50, 275-331). Uno de los paradigmas del 6-OHDA
mas ampliamente utilizado es la evaluacién del comportamiento de rotacion en ratas
que lleva una degeneracion discreta de la via dopaminérgica nigroestriada (Ungerstedt
y Aburthnott, Brain Res. 1970, 24, 485). En este modelo, el 6~-OHDA se infunde
unilateralmente en el sistema nigroestriado, cuerpo estriado o haz prosencefalico
medio (MFB), lo que produce un desequilibric funcional entre los sistemas
dopaminérgicos nigroestriados. La administracion de farmacos que estimulan
directamente los receptores de dopamina, como el precursor metabélico de dopamina
L-DOPA y [a apomorfina agonista de dopamina produce un comportamiento de
rotacion dirigido hacia el lado del cuerpo en el que se ha infundido el 6-CHDA.

Ademas de los déficits relacionados con la motricidad, se puede utilizar el

modelo de 6—~OHDA para reproducir ofras caracteristicas de la PD. El desarrolio del

comportamiento de rotacién sensible asi como también los movimientos involuntarios -

anormales (AIM) se ha observado en ratas inyectadas con 6-OHDA, ya sea en el
cuerpo estriado o en el MFB, y las tratadas cronicamente con L-DOPA, por lo tanto, se
proporciona adicionalmente un modelo animal para el estudio de discinesia inducida
por L-DOPA (Lundblad, et al. Eur. J Neurosci. 2002, 15,120-132). Durante el
tratamiento crénico en este modelo, la L-DOPA, pero no la bromocriptina induce un
desarrollo gradual de AIM. Con base en estas observaciones, se ha aceptado que las
ratas lesionadas con 6-OHDA exhiben deficits mofrices que comparten similitudes
funcionales esenciales con la discinesia de Parkinson y se puede utilizar para evaluar

el potencial de un tratamiento para proporcionar tratamientos para discinesia.



En un intento por identificar nuevas terapias para el tratamiento de discinesia y
otros trastornos del movimiento relacionados, los solicitantes sorprendentemente han
encontrado que el (4aR,10aR1-n-propi~1,2,3,4,4a,5,10,10a—octahidro—
benzofgjquinolin-6,7—diol como un agonista de D1/D2 potente [aqui denominado como
10]; el (6aR,10aR)}-7-n—propil-6,6a,7,8,9,10,10a,11-octahidro-1,3—dioxa-7—aza~
ciclopentafajantraceno [aqui denominado como Compuesto 11]; vy el (4aR,10aR)=1-n—
propil-2,3,4,4a,5,7,8,9,10,10a-decahidro—1H-benzo[g]quinolin—-6—ona [aqui
denominado como 12] tienen perfiles favorables en ratas con lesiones de 6—-OHDA
unilaterales. Ellos inducen menos discinesias que L-DOPA y apomorfina, y reducen
las discinesias inducidas por L-DOPA mas efectivamente que los agonistas de D2,
como se ejemplifica mediénte pramipexol. Por lo tanto, los Compuestos 10, 11 y 12
tienen el potencial de convertirse en los primeros farmacos de PD con eficacia similar a
L-DOPA y un perfil favorable no solo en términos de inducciéon de discinesia, sino
también como medicamentos para la reversion de discinesias.

Por consiguiente, se espera que los compuestos identificados anteriormente se
puedan utilizar para ftratar discinesias y otros trastormos relacionados con el
movimiento tal como corea de Huntington, Mas aun, la presente invencién contempla
el uso de la mezcla frans racémica comespondiente. La presente invencion
proporciona adicionalmente métodos para el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson con un bajo perfil de induccion a discinesia que comprende administrar una
cantidad terapéuticamente efectiva de dicho compuesto. En un aspecto, el tratamiento
de la enfermedad de Parkinson es tan eficaz como el tratamiento de L-DOPA. Se
proporcionan adicionalmente métodos para revertir las discinesias o para tratar la
enfermedad de Parkinson que comprenden administrar dicho compuesto vy

composiciones farmacéuticas del mismo.

RESUMEN DE LA INVENCION

Un aspecto de la invencién se relaciona con el uso de (4aR,10aR)~1-n-propil—

1,2,3,4,4a,5,10,10a—octahidro-benzo[g]quinolin-6,7—diol 0 una sal farmacéuticamente



aceptable del mismo, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de la
enfermedad de Parkinson mientras que mantiene un bajo perfil de induccion a
discinesia.

Oftro aspecto se relaciona con el uso de trans—1—n—propil-1,2,3,4,4a,5,10,10a—
octahidro—benzo[g]quinolin—6,7—diol racemico en la preparacion de un medicamento
para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson mientras que mantiene un bajo
perfil de induccién a discinesia.

Un aspecto separado de la invencién se relaciona con el uso de (4aR,10aR)}-1—
n—propi1,2,3,4 4a,5,10,10a—octahidro—benzo[glquinolin—6,7—diol o una  sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en la preparacion de un medicamento que
trata la enfermedad de Parkinson.

Otro aspecto se relaciona con el uso de trans—-1-n—propil-1,2,3,4,4a,5,10,10a—
octahidro—benzo[g]quinolin—-6,7—diol racémico en la preparacion de un medicamento
para tratar la enfermedad de Parkinson.

Un aspecto separado de la invencion se relaciona con el uso de (4aR,10aR)-1-
n—propi1,2,3,4,4a,5,10,10a—0ctahidro—benzojgjquinolin—6,7—diol 0 una sal
farmaceuticamente aceptable del mismo, en la preparacion de un medicamento para
revertir las discinesias.

Otro aspecto se relaciona con el uso de trans—1-n—propi-1,2,3,4,4a,5,10,10a-
octahidro-benzo[gjquinolin—6,7-diol racémico en la preparacion de un medicamento
para revertir Iés discinesias.

Otro aspecto se dirige a una composicidn farmacéutica que comprende
(4aR,10aR}1-n—propil-1,2,3,4,4a,5,10,10a—octahidro-benzo[g]quineclina—6,7-diol o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para el tratamiento de la enfermedad
de Parkinson mientras que mantiene un bajo perfil de induccion a discinesia.

Aspectos separados de la invencidon se relacionan con una composicion

farmacéutica que comprende  frans—1-n-propil-1,2,3,4,4a,5,10,10a—octahidro—



benzo[g]quinalina—6,7—diol racémico en la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson mientras gue mantiene un bajo perfil de
induccién a discinesia.

Otro aspecto se dirige a un método para el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson mientras que mantiene un bajo perfil de induccion a discinesia que
comprende administrar una cantidad terapeuticamente efectiva de (4aR,10aR-1-n—
propit-1,2,3,4,4a,5,10,10a—occtahidro-benzo[g]quinolin—6,7—diol 0] una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

Un aspecto separado se relaciona con un método para el tratamiento de la
enfermedad de Parkinson mientras que mantiene un bajo perfil de inducciéon a
discinesia, un perfil de induccién a discinesia que comprende administrar una cantidad
terapéuticamente efectiva de trans-1-n-propil-1,2,3,4 4a,5,10,10a—octahidro—
benzo[g]quinolin—8,7—diol racémico.

Otro aspecto se dirige a un método para revertir discinesias que comprende
administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de (4aR,10aR)}1-n—propil—
1,2,3,4,4a,5,10,10a—octahidro—benzc[g]quinclin—6,7—diol ¢ una sal farmaceuticamente
aceptable del mismo.

Todavia otro aspecto se dirige un método para revertir discinesias que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de frans—1-n—propil—
1,2,3,4,4a,5,10,10a—octahidro—benzo[g]quinolin—8,7—diol racémico o wuna sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

Un aspecto de la invencion se relaciona con el uso de (6aR,10aR}~7—n-propil-
6,6a,7,8,9,10,10a,11—octahidro-1,3—dioxa—7-aza—ciclopenta[ajantraceno o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson mientras que mantiene un bajo perfil de

induccion a discinesia.



Un aspecto separado de la invencion se relaciona con el uso de (6aR,10aR)-7—
n—propi-6,6a,7,8,9,10,10a,11-octahidro—1,3—dioxa—-7-aza—ciclopentafalantraceno o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la preparacion de un
medicamento para revertir discinesias.

Otro aspecto se dirige a una composicion famacéutica que comprende
(6aR,10aR)-7—-n—propil-6,6a,7,8,9,10,10a,11—octahidro—1,3-dioxa-7-aza—
ciclopentalalantraceno o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para el
tratamiento de la erifermedad de Parkinson mientras que mantiene un bajo perfil de
induccion a discinesia.

Aspectos separados de la invencién se relacionan con una composicién
farmaceutica que comprende (6aR,10aR)}-7—n—propil-6,6a,7,8,9,10,10a,11—octahidro—
1,3—dioxa—7-aza—ciclopentafa] antraceno o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson mientras que mantiene un bajo perfil de induccidn a discinesia.

Otro aspecto se dirige @ un método para tratar la enfermedad de Parkinson
mientras que mantiene un bajo perfil de induccion a discinesia que comprende
administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de (6aR,10aR)}~7-n—propil—
6,6a,7,8,9,10,10a,11—octahidro—1,3—dioxa—7-aza—ciclopentaja] antraceno o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

Otro aspecto se dirige a un método para revertir discinesias que comprende
administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de (6aR,10aR}-7-n-propil-
6,6a,7,8,9,10,10a,11—octahidro-1,3—dioxa-7—-aza—ciclopentafalantracenc o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

Un aspecto de la invencién se relaciona con el uso de (4aR,10aR)}-1-n—propil-
2,3,4,4a,5,7,8,9,10,10a—decahidro—1H-benzo[g]quinolin—-6—ona, o} una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo, en la preparacion de un medicamento para el



tratamiento de la enfermedad de Parkinson mientras que mantiene un bajo perfil de
induccion a discinesia.

Un aspecto separado de la invencion se relaciona con el uso de (4aR,10aR)}-1-
n—propi2,3,4,4a,5,7,8,9,10,10a—decahidro—1H-benzo[g]quinclin~6—ona, o una sal
fammacéuticamente aceptable del mismo, en la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson.

Todavia otro aspecto se relaciona con el uso de (4aR,10aR)}1-n—propil-
2,3,4,4a,5,7,8,9,10,10a—decahidro—1H-benzo|[g]quinolin~6—ona, o una sal
farmaceuticamente aceptable del mismo, en ia preparacion de un medicamento para
revertir discinesias.

Otro aspecto se dirige a una composicién farmacéutica que comprende
(4aR,10aR}-1-n—propi-2,3,4,4a,5,7,8,9,10,10a—decahidro—1H-benzo[g]quinolin—6—
ona, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, para tratar la enfermedad de
Parkinson mientras que mantiene un bajo perfil de induccién a discinesia.

Aspectos separados de la invencidn se relacionan con una composicion
farmacéutica que comprende (4aR,10aR)}-1-n-propil-2,3,4,4a,5,7,8,9,10,10a—
decahidro—1H-benzo[g]quinclin-6—ona ¢ una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, en la preparacién de un medicamento para el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson manteniendo un bajo perfil de induccion a discinesia.

Otro aspecto se dirige a un método para tratar la enfermedad de Parkinson
mientras que mantiene un bajo perfil de induccién a discinesia que comprende
administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de (4aR,10aR)}-1-n—propil—
2,3.4,4a3,5,7,8,9,10,10a—decahidro—1H-benzo[g]quinoclin—6—ona 0 una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

Otro aspecto se dirige a un método para revertir discinesias que comprende

administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de (4aR,10aR}-1-n—propil-



2,3,4,4a,5,7,8,9,10,10a—decahidro—1H-benzo[g]quinoiin-6—ona 0 una sal

farmacéuticamente aceptable del mismo.

DESCRIPCION DETALLADA

Los compuestos de la presente invencién contienen dos centros quirales

(indicados con * en la férmula a continuacion)

N
HO ; :“'

CH

Los compuestos de la invencion pueden existir en dos formas diastereoméricas
diferentes, los isomeros cis— y trans—, los cuales pueden existir en dos formas
enatioméricas. La presente invencién se relaciona solamente con el racemato trans y

el (4aR, 10aR)}—enantioméro.

enantibmeros
racematos

g g ot

4aR, 18aS)-enantiomero (4aS, 10aR)-enantibmero

........................................................................

irans dinsterémeros H H g
Reesiireclives

oH ’
trans racemato de la formulg | - (48R, 108R)-enantibmere (4aS, 10aS)-enantibmero

cis diasterémeros ¢is racemato de |a férmula |

Como se indico previamente, la presente invencion se basa en el
descubrimiento de que (4aR,10aR)}-1-n—propi1,2,3,4,4a,5,10,10a—octahidro—
benzo[glquinolin—6,7—diol (aqui denominado como “Compuesto 10") revierte las

discinesias inducidas por L-DOPA/benserazida y apomorfina en ratas lesionadas con
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6—OHDA. El racemato trans correspondiente también se abarca por el alcance de la
presente invencién.
Adicionalmente, el compuesto de la presente invencion contiene dos centros

quirales (indicados con * en la férmula continuacion)

O
A

0

El compuesto de la invencion puede existir en dos formas diasteroméricas
diferentes, los isémeros cis— y trans—, los cuales pueden existir en dos formas
enantioméricas. La presente invencién se refiere solamente al racemato frans y el

(6aR, 10aR}-enantiomero.

racematos + enantibmeros

506 b gt

diasterdmeros cig racemato cis de formula | (GaR 16aS)-enantibmero (635, 10aR)-enantiomero

diasterbmeras trans ') : l) ‘)

L0 200 200

racemato trans de formuta | (GaR 10aR)-enantibmero  (6aS, 1088 )-enantidmero

Como se indico previamente, la presente invencion se basa en el
descubrimiento de que (6aR,10aR)}-7-n—propil-6,6a,7,8,9,10,10a,11—octahidro—1,3—
dioxa—7-aza—ciclopentalalantraceno (denominado aqui como “Compuesto 117%)
revierte las discinesias inducidas por L-DOPA/benserazida y apomorfina en ratas
lesionadas con 6—OHDA.

Adicionalmente, la presente invencidon se basa en el descubrimiento de que
el (4aR,10aR)-1-n—propil-2,3,4,4a,5,7,8,9,10,10a—decahidro—1H-

benzo[g]quinclin—8—ona {(denominado aqui como Compuesto 12) tiene perfiles
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favorables en ratas con lesiones de 6—-OHDA unilaterales. Este induce menos
discinesias que L-DOPA y apomorfina, y reduce discinesias inducidas por L—
DOPA mas efectivamente que los agonistas de D2, como se ejemplifica por
pramipexol.

La invencion se explica en mayor detalle a continuacion, pero esta
descripcion no intenta ser un catalogo detallado de todas las diferentes formas en
las que se puede implementar la invencidn, o todas las caracteristicas que se

pueden agregar a la presente invencion.

Definiciones

Como se utiliza aqui, "discinesia” se refiere a una afeccién que se caracteriza
por movimientos involuntarios anormales que se asocian con trastornos de regiones
del cerebro conocidas como ganglios basales. La discinesia puede ser una "discinesia
inducida por L-DOPA" que surge y es una complicacion de! tratamiento de la
enfermedad de Parkinson (la enfermedad de ganglios basales mas comun). La
discinesia se puede manifestar fisicamente en dos formas, corea y distonia. La corea
consiste en movimientos involuntarios, continuos, irresolutos, abruptos, rapidos,
breves, no sostenidos e irregulares que fluyen desde una parte del cuerpo a otra. La
distonia se refiere a contracciones musculares sostenidas que producen movimientos
repetitivos y de torsién o posturas anormales.

“Tratar" o "tratamiento” se refiere a la inhibicién de la enfermedad o trastorno, ya
sea fisicamente, (por ejemplo, estabilizacion de un sintoma perceptible),
fisiologicamente, (por ejemplo, estabilizacién de un parametro fisico), o de ambas
formas, e inhibir por lo menos un parametro fisico que puede no ser perceptible al
paciente. Adicionalmente, "tratar” o "tratamiento” se refiere al retraso del inicio de Ia

enfermedad o trastomo o por lo menos los sintomas del mismo en un paciente que
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puede estar expuesto a o predispuesto a una enfermedad o trastorno a pesar de que
el paciente aun no experimente o presente sintomas de la enfermedad o trastorno.

"Cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a la cantidad del compuesto
que, cuando se administra a un paciente para tratar una enfermedad o trastorno, es
suficiente para afectar dicho tratamiento para la enfermedad o trastorno. La "cantidad
terapéuticamente efectiva” variara dependiendo del compuesto, la enfermedad o
trastomo y su gravedad y la edad y peso del paciente que se va a tratar.

Como se utiliza aqui, la frase "mientras mantiene un bajo perfil de discinesia" se
refiere al perfil de discinesia como el que se ve en pacientes que se han tratado a
través de una estimulacién dopaminérgica continua. Se describen los tratamientos que
implican estimulacion dopaminérgica continua en Stocchi y Olanow, Neurology 2004,
2004, 62, 356-363; y Hilary, et al., Journal of Neurology 2004, 251, 11, 1370-1374.

Como se utiliza aqui, el (4aR,10aR}-1-n—propil-1,2,3,4,4a,5,10,10a—octahidro—
benzo[g]quinolin-6,7—diol como un agonista de D1/D2 se denomina como Compuesto
10.

Como se utiliza aqui, (6aR,10aR)-7—n—propi-6,6a,7,8,9,10,10a,11-octahidro-
1,3—dioxa—7-aza—ciclopenta[a]antraceno se denomina como Compuesto 11.

Como se utiliza aqui, (4aR,10aR}1-n-propi-2,3,4,4a,5,7,8,9,10,10a—
decahidro—1H-benzo[g]quinolin~6—ona [aqui denominado como 12.

Se puede utilizar el compuesto 10, 11 o 12 para tratar discinesia como una
monoterapia (es decir, el uso del compuesto solo); como adyuvante de composiciones
para prevenir efectos colaterales discinéticos provocados por la composicion (por
glemplo, como un adyuvante para L-DOPA o apomorfina proporcionado a pacientes
parkinsonianos) o, alternativamente, se puede proporcionar el compuesto en
combinacién con otros tratamientos que también reducen la discinesia (por ejemplo,
antagonistas del receptor opioide, (antagonistas del a2-adrenoreceptor, antagonistas

CBl—cannabinoide, antagonistas del receptor NMDA, antagonistas del receptor
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colinérgico, agonistas del receptor H3 de histamina, y estimulacién de globo pélido/
lesion de ndcleo subtalamico /cerebral profunda).

La presente invencién, se relaciona adicionalmente con el uso simultaneo,
separado o secuencial en el tratamiento de la enfermedad de Parkinson mientras que
reduce la discinesia inducida por L-DOPA o una agonista de dopamina que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva del Compuesto 10, 11
o 12 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

En una realizacién, la discinesia se asocia con un trastorno de movimiento
relacionado con los ganglios basales.

En otra realizacién, la discinesia se asocia con la enfermedad de Parkinson.

Una realizaciéon se relaciona con la discinesia asociada con enfermedad de
Parkinson idiopatica o Parkinsonismo postencefalitico.

En una realizacion, la discinesia se asocia con distonia de periodo de
inmovilidad en la enfermedad de Parkinson.

En una realizacion separada, la discinesia surge como un efecto colateral de un
agente terapéutico para tratar la enfermedad de Parkinson.

En todavia otra realizacién, la discinesia se asocia con una terapia de
reemplazo de dopamina. En una realizacion, la terapia de reemplazo de dopamina se
selecciona del grupo que consiste de rotigotina, ropinirol, pramipexol, cabergolina,
bromocriptina, lisurida, pergolida, L-DOPA y apomorfina.

En una realizacion, la discinesia se establece como un resultado de la
administracion repetida de L-DOPA.

Como se indicdé previamente, la presente invencion proporciona una
composicion farmacéutica que comprende el Compuesto 10, 11 o 12 o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo, en la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson mientras que mantiene un bajo perfil de

induccién a discinesia, y una composicion farmacéutica que comprende trans—1-n—
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propit-1,2,3,4,4a,5,10,10a—octahidro-benzo[g]quinclin—6,7—diol  racémico en la
preparacion de un medicamento para tratar la enfermedad de Parkinson mientras que
mantiene un bajo perfil de induccién a discinesia.

En una realizacion, la composicién farmacéutica adicionalmente comprende un
inhibidor de MAO-B.

En una realizacion, el inhibidor de MAO-B es selegina. En una realizacion
separada, el inhibidor de MAO-B es rasagilina.

En ofra realizacién, la invencién se relaciona con una composicion
farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente efectiva del
Compuesto 10, 11 o 12, o una sal de adicion de acido farmacéuticamente
aceptable del mismo, y uno o més excipientes, diluyentes y portadores
farmaceuticamente aceptables.

En una realizacién especifica de la invencién, el mamifero es un sujeto
humano.

La cantidad terapéuticamente efectiva del Compuesto 10, 11 o 12,
calculado como la dosis diaria del Compuesto 10, 11 o 12 anterior como la base
libre, esta adecuadamente entre 0,01 y 125 mg/dia, mas adecuadamente entre
0,05 y 100 mg/dia, por ejemplo, entre 0,1 y 50 mg/dia.

En una realizacion especifica, la dosis diaria de Compuesto 10, 11 o 12
esta entre 1,0 y 10 mg/dia.

En otra realizacion, la dosis diaria del Compuesto 10, 11 o0 12 es menos de
aproximadamente 1,0 mg/dia.

En una realizacién separada, la dosis diaria del Compuesto 10, 11 0 12 es
aproximadamente 0,10 mg/dia.

En una realizacion adicional, la invencién proporciona una formulacién oral

que comprende desde 0,001 mg a 125 mg del Compuesto 10, 11 o 12.
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En una realizacién adicional, la invencion proporciona una formulacion oral
que comprende desde 0,001 mg a 0,100 mg del Compuesto 10, 11 o0 12.

En una realizacion adicional, la invencién proporciona una formulacion oral
que comprende desde 0,01 mg a 1,0 mg del Compueste 10, 11 o 12.

En una realizacion adicional, la invencion proporciona una formulacion oral que

comprende desde 0,10 mg a 10 mg del Compuesto 10, 11 0 12.

Sales farmacéuticamente aceptables

El compuesto 10, 11 o 12 forma sales de adicién de acido farmacéuticamente
aceptables con una amplia variedad de acidos organicos e inorganicos. Tales sales
son también parte de esta invencién. Una sal de adicion de acido farmacéuticamente
aceptable del Compuesto 10, 11 o 12 se forma a partir de un acido farmacéuticamente
aceptable como se conoce bien en la técnica. Tales sales incluyen las sales
farmacéuticamente aceptables enumeradas en Joumal of Pharmaceutical Science,
1977, 66, 2-19 y conocidas por la persona experta. Los acidos inorganicos tipicos
utilizados para formar tales sales incluyen clorhidrico, bromhidrico, yodhidrico, nitrico,
sulflrico, fosférico, hipofosférico, metafosférico, pirofosférico, y similares. También se
pueden utilizar las sales derivadas de Acidos organicos, tales como &cidos alifaticos
mono vy dicarboxilicos, &cidos alcanoicos sustituidos con fenilo, acidos
hidroxialcanoicos y hidroxialcandioicos, acidos arométicos, acidos sulfonicos alifaticos
y aromaticos. Tales sales farmacéuticamente aceptables, por lo tanto, incluyen cloruro,
bromuro, yoduro, nitrato, acetato, fenilacetato, triflucracetato, acrilato, ascorbato,
benzoato, clorobenzoato, dinitrobenzoato, hidroxibenzoato, metoxibenzoato,
metilbenzoato, o—acetoxibenzoato, isobutirato, fenilbutirato, a—hidroxibutirato, butino—
1.4-dicarboxilato, hexino—-1,4—dicarboxilato, caprato, caprilato, cinamato, citrato,
formato, fumarato, glicolato, heptanoato, hipurato, lactato, malato, maleato,

hidroximaleato, malonato, mandelato, mesilato, nicotinato, isonicotinato, oxalato,
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ftalato, teraftalato, propiolato, propionato, fenilpropionato, salicilato, sebacato,
succinato, suberato, bencensulfonato, p—bromobencensulfonato,
clorobencensulfonato, etilsulfonato, 2-hidroxietilsulfonato, metilsulfonato, naftalen—1—
sulfonato, naftalen—2-sulfonato, naftalen—1,5—sulfonato, p—toluensulfonato,

xilensulfonato, tartrato, y similares.

Composiciones farmacéuticas

Los métodos de preparacion de composiciones farmacéuticas solidas también
se conocen bien en la técnica. Por lo tanto, se pueden preparar los comprimidos, al
mezclar el ingrediente activo con los adyuvantes, rellenos y diluyentes comunes y
comprimir posteriormente la mezcla en una maquina para comprimidos adecuada.
Ejemplos de adyuvantes, rellenos y diluyentes comprenden celulosa microcristalina,
almidén de maiz, almidén de papa, lactosa, manitol, talco de sorbitol, estereato de
magnesio, gelatina, lactosa, gomas, y similares. También se puede utilizar cualquier
ofro adyuvante o aditivo como colorantes, aroma, conservantes, etc. siempre que sean
compatibles con los ingredientes activos.

En particular, también se pueden preparar las formulaciones de comprimido de
acuerdo con la invencién mediante compresion directa del Compuesto 10, 11 0 12 en
mezcla con adyuvantes o diluyentes convencionales. En forma altemmativa, se puede
utifizar un granulado hamedo o granulado fundido del Compuesto 10, 11 o 12,
opcionalmente en mezcla con adyuvantes o diluyentes convencionales para la
compresion de comprimidos.

Se pueden preparar las soluciones del Compuesto 10, 11 o 12 para
inyecciones al disolver el ingrediente activo vy los posibles aditivos en una parte del
disolvente para inyeccion, preferentemente agua estéril, al ajustar la solucion al
volumen deseado, mediante la esterilizacién de la solucién y el lienado en ampollas o

frascos adecuados. Se puede agregar cualquier aditivo adecuado utilizado
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convencionalmente en la técnica, tal como agentes de tonicidad, conservantes,

antioxidantes, agentes solubilizantes, etc.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

FIGURA 1: La esfructura de cristal del compuesto ent-10. La configuracion
absoiuta se determina mediante la dispersion anémala del atomo de bromo 'pesado’.

FIGURA 2: La curva de dosis y efecto para la estimulacion dependiente de
concentracién de liberacion de Ca®" intracelular mediante dopamina en células CHO—

Ga16 transfectadas con hDs.

SECCION EXPERIMENTAL

Los datos del LC/MS analitico se obtienen en un instrumento PE Sciex API
150EX equipado con fotoionizacion de presion atmosférica y un sistema Shimadzu
LC-BA/SLC-10A LC. La pureza se determina mediante la integracion de UV (254 nm)
y rastros de ELSD. Los instrumentos de MS son de Peskier (API), equipados con
fuente APPI y operados en un modo de ién positivo. Los tiempos de retencién en el
rastro UV (RT) se expresan en min. E!l disolvente A se hace de 0.05% de TFA en agua,
mientras que el disolvente B se hace de 0,035% de TFA y 5% de agua en acetonitrilo.
Se han utilizado varios métodos diferentes:

Método 25 APl 150EX y sistema Shimadzu LC10AD/SLC-10A LC.
Columna: dC-18 4,6x30mm, 3pum (Atlantis, Waters). Temperatura de columna: 40
°C. Gradiente: fase inversa con apareo de iones. Flujo: 3,3 mL/min. Volumen de
inyeccion: 15 ulL. Gradiente: 2% B en A a 100% B durante 2,4 min luego 2% B en
A durante 0,4 min. Tiempo de funcionamiento total: 2,8 min.

Método 14: APl 150EX y sistema Shimadzu LC8/SLC—-10A LC. Columna: C-18
4,6x30mm, 3,5um (Symmetry, Waters). Temperatura de columna: ta. Gradiente: fase

inversa con apareo de iones. Flujo: 2mL/min. Volumen de inyeccién: 10 pL. Gradiente:
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10% B en A a 100% B durante 4 min luego 10% B en A durante 1 min. Tiempo de
funcionamiento totai: 5 min.

La determinacién de la estructura de cristal de rayos X se lleva a cabo como
sigue. El cristal del compuesio se enfria a 120 K usando un sistema de enfriamiento de
gas nitrégeno Cryostream. Los datos se recolectan en un difractometro SMART
Platform Siemens con un detector sensible de area CCD. Las estructuras se resuelven
mediante métodos directos y refinados mediante minimos cuadrados utilizando matriz
completa contra F2 de todos los datos. Los atomos de hidrégeno en las estructuras se
pueden encontrar en los mapas de diferencia de densidad de electron. Los atomos de
no hidrogeno se refinan en forma anisotropica. Todos los atomos de hidrogeno estan
en posiciones calculadas usando un modelo “Riding” con O-H=0,84, C-H = 0,98-1,00,
N-H = 0,92-0,93 A. Para todos atomos de hidrégeno los parametros térmicos se fijan
[U(H) = 1,2 U para atomo unido]. Los parametros x Flack estan en el rango 0,0(1)-
0,05(1), lo que indica que son correctas las estructuras absolutas. Los programas
utilizados para la recoleccidn de datos, reduccion y absorcion de datos fueron SMART,
SAINT y SADABS [cf. “SMART y SAINT, Software de Integracién y Control de Detector
de Area”, Versiéon 5.054, Bruker Analytical X-Ray Instruments Inc., Madison, USA
(1998), Sheldrick “SADABS, Programa para la Correccion Empirica de los Datos de
Detector de Area” Versién 2.03, Universidad de Gottingen, Alemania (2001)]. El
programa SHELXTL [cf. Sheldrick “SHELXTL, Programas de Determinacion de
Estructura”, Version 6.12, Bruker Analytical X—-Ray Instruments Inc., Madison, USA

(2001)] se utilizan para resolver las estructuras y graficos moleculares.

Sintesis de los compuestos de la invencion (compuestos 10 y 11)

A partir del compuesto 1 cuya sintesis se describe en la bibliografia preparada
como se describe en Taber et al., J. Am. Chem. Soc., 124(42), 12416 (2002), el

compuesto 8 se puede preparar como se describe en la presente en ocho etapas. Este
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material se puede resolver mediante SFC quiral como se describe en la presente para
dar los compuestos 9 y ent-9. Luego de la escision del grupo protector Boc, la
aminacion reductora se puede utilizar para introducir el grupo n—propilo en el atomo de
nitrdgeno. Las aminas de catecol enmascaradas resultantes pueden ser desprotegidas
en condiciones estandar por el tratamiento con 48% de HBr o mediante la reaccion con
BBr; para dar compuestos 10 y ent—10. La reaccién adicional de 10 con CH.CIBr o un
reactivo relacionado en la presencia de una base se puede aplicar para dar un

compuesto de la invencién (compuesto 11).

¥

OMe
GG ocho etapas \l
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OMe compuesto 8
compuesto 1 (racemato)
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| {resoxKn}

HeO

eT-omrEEn g
{435, 1038 ErEmRin)

compuests 13 ent-compuesto 10 rEo-camptesto i
{4sR, 10sR-enantibmero) {435, 10s5-enantiomarc)

4}
p
compuesty 11 enf-compuasto 17 rac-oompuasto 13
(&R, 10s5R-enantiomerc) (835, 10a5-enantidmero}

Sintesis de los compuestos 10 y ent-10.

7-Yodo—-1,2,6-trimetoxi—naftaleno {compuesto 2).
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compuesto 1 compuesto 2

A una solucién agitada del compuesto 1 (26,2 g; preparada como se describe
en Taber et al,, J. Am. Chem. Soc., 124(42), 12416 (2002) en THF seco (200 mL) bajo
argon y a =78 °C se agrega lentamente s—butilo litio (1,2 M en ciclohexano, 110 mL).
La solucion se agita a —78°C durante 3h. Se agrega una solucién de yodo (30,5 g) en
THF seco (50 mL) durante un periodo de 10 min. La mezcla resultante luego se agita
durante otros 10 min a —78 °C. La mezcla de reaccion se neutraliza mediante la adicion
de NH4Cl sat. (100 mL), agua (240 mL), y Et,;O (240 mL). La capa organica se lava con
solucion de sulfito de sodio acuoso al 10% (100 mL), se seca (Na;SQ4) y se concentra
al vacio. El material crudo se purifica mediante la destilacion completa del material de
partida sin reaccionar. El residuo se purifica adicionalmente mediante cromatografia de
gel de silice (EtOAc/heptano) para producir un material sélido impuro, que se purifica

por la precipitacion de EtOAc/heptano lo que proporciona 11,46 g del compuesto 2.

(ElZ}-3—(3,7,8-Trimetoxi-naftalen—2—ilo}-acrilonitrilo (compuesto 3).

sl ool

compuesto 2 compuesto 3

A una suspension del compuesto 2 (3,41 g) en acetonitrito seco (10,7 mL) en un
frasco de reactor para microondas se agrega acrilonitrito (1,19 mL) Pd(QAc). (73 mg),
y trietilamina (1,48 mL). Se sella el frasco, y la mezcla se calienta durante 40 min a 145
°C bajo iradiacion de microondas. Este procedimiento se lleva a cabo dos veces mas
(usando un total de 10,23 g del compuesto 5). Las mezclas de reaccion crudas se
combinan y el catalizador se filtra completamente, y el filtrado se concentra al vacio. El
residuo se divide entre Et;O (300 mL) y HCI 2M (150 mL). La capa organica se lava

con solucion salina (100 mL), se seca (Na;SO,) y se concentra al vacio. El material
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crudo (7,34 g) se purifica mediante cromatografia de gel de silice (EtOAc/heptano)

para producir 5,23 g del compuesto 3 como una mezcla de isémeros de olefina.

33,7 8—Tnmetox|-naftalen—2—|lo)—prop|0mtrllo {compuesto 4).

o mpuestu 3 compuestn 4

El compuesto 3 (5,23 g) se disuelve en CHCI; (15 mL) y 99% de EtOH (100
mL). Se agrega 10% de Pd/C (0,8 g} a la solucién y se hidrogena durante 45 min bajo
presion de hidrogeno de 3 bar usando un agitador Parr. El catalizador se filtra
completamente, y el filtrado se pasa a través de un tamiz pequefio de gel de silice
(eluyente: 99% de EtOH). Rendimiento: 4,91 g del compuesto 4 como un sélido

blanco.

Ester t-butilico del acido [3—(3,7,8-trimetoxi~1,4—dihidro—naftalen—2—ilo}-propil]-

carbamico (compuesto 5).

CoC OU T
0

R

compuesto 4 co mpue:v.to 5

Se disuelve el compuesto 4 (5,0g) en 99% de EtOH (150 mL) y la mezcla se
calienta a refivjo bajo atmosfera de nitrégeno. Se agrega el metal de sodio (5g) en
cantidades pequenas durante 3h. La mezcla se somete a reflujo por un periodo
adicional de 2h, antes de agitarlo a ta durante 2 dias. Luego se calienta a refiujo
nuevamente, y se agrega mas metal de sodio (3,68 g) y la mezcla se somete a refiujo
durante 1a noche. Luego del enfriamiento en un bafic de hielo/agua, la reaccion se
neutraliza por la adicién de cloruro de amonio sélido (20 g) y agua (25 mL). La mezcla

resultante se filtra, y el filtrado se concentra al vacio. El residuo se divide en partes
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entre éter de dietilo (50 mL) y agua (50 mL). La capa acuosa se neutraliza con 37% de
HCl y se extrae con éter de dietilo (2x50 mL). Los extractos organicos combinados se
lavan con solucién salina (50 mL), se secan (MgSQ,) y se concentran al vacio para
proporcionar un aceite. Este material se disuelve en THF (50 mL) y se trata con Boc,O
(2,34 g) y EtsN (1,78 mL) a ta. Luego de seis dias los volatiles se eliminan al vacio y el
residuo se purifica mediante cromatografia de gel de silice (EtOAc/heptano). Esto
proporciona un compuesto 5 impuro (1,52 g).

Clorhidrato de 6,7-dimetoxi-2,3,4,4a,5,10-hexahidro-benzo[g]quinolina

racémico (compuesto 6).

w) =

compuesto 5 compuesio 6
(racemato)

Se disuelve el compuesto 5 (1,52 g de la etapa anterior) en MeOH (20 mL). Se
agrega 37% de HCI (3,5 mL), y la mezcla se somete a reflujo durante 4h. Los volatiles
se eliminan al vacio, usando tolueno para eliminar en forma azeotrépica el agua. Esto

proporciona el compuesto impuro 6 (0,82 g) como un aceite amarillo.

Ester t-butilico del acido trans—6,7—dimetoxi-3,4,4a,5,10,10a-hexahidro—2H-

benzo[g]quinolina—1—carboxilico racémico (compuesto 8).

Feosplivesmleech

compuesto 6 compuesto 7 compuestoe &
(racemata) (racemato) (racemato)

Se disuelve el compuesto 6 (0,89 g) en MeOH (10 mL) y se agrega NaCNBHj;
(0,19 g). La reaccion se agita durante la noche a ta. La mezcla cruda se enfria en un

bafic de hielo/agua, antes se neutraliza con HCI 2 M en Et;O0 (1 mL). La mezcla se
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divide en partes entre Et;O (50 mL), agua (50 mL), y 2 M NaOH (10 mL). La capa
acuosa se extrae con éter de dietilo (3x50 mL). Las capas organicas combinadas se
secan (MgSQ,) y se concentran al vacio para proporcionar la amina libre impura
(compuesto 7). Este material se disuelve en THF (25 mL) y se trata con Boc,O (0,68 g)
y EtsN (0,86 mL} a ta durante 1h. La mezcla cruda se concentra al vacio, y el residuo
se purifica mediante cromatografia de gel de silice (EtOAc/heptano) para proporcionar

1,189 del compuesto 8 racémico ligeramente impufo.

Separacion SFC de los enantiomeros de éster t-butilico del acido trans—6,7-
dimetoxi-3,4,4a,5,10,10a-hexahidro—2H-benzo[g]quinolin—-1—carboxilico

racémico (compuestos 9 y ent-9).

@OJ,J*J;I]’N PR

compuesto 8 compuestc 9 compuesto ent-9
(racemata) (4R, 10R enantibmero) (45, 10S enantidmers)

Se resuelve el compuesto 8 (19,7 g) en sus enantidmeros utilizando SFC quiral
en un instrumento muitigrama Il Berger SFC equipado con una columna Chiralcel OD
21,2 x 250 mm. Sistema de disolvente: CO/EtOH (85:15), Método: gradiente constate
con una tasa de flujo de 50 ml/min. La recoleccién de fraccion se realiza mediante
deteccion de UV 230 nm. Enantiomero eluyente rapido (4aR, 10aR enantiémero;
compuesto 9): 8,0 g de un sdlido blanco. Enantiomero eluyente lento (4aS, 10aS

enantiomero; compuesto ent-9); 8,1 g de un sélido blanco.

Clorhidrato de (4aS,10aS)-6,7-dimetoxi-1,2,3,4,4a,5,10,10a—octahidro—

benzo[g]quinolina (compuesto ent-9').
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compuesto ent-9

com uestu.enl‘—-é
(45, 105 enantidmero} P

{45, 10S enantiomero)

Se disuelve el compuesto ent-9 (0,52g) en MeOH (15 mL) y se trata con HCI 5
M en Et,O (7,5 mL) a ta durante 2h. La mezcla se concentra al vacio y el sélido se
seca al vacio para proporcionar el compuesto ent-9’ como un sélido blanco. LC/MS

(método 14): RT 1,31 min.

Bromohidrato de (4aR,10aR)}-1—propil-1,2,3,4,4a,5,10,10a-octahidro—
benzo[g]quinolin-6,7-diol (compuesto 10).

ung/%ﬁ—’mgféﬁ

compuesto 9 compuesto 10
(48R, 10aR enantidmero}  (4aR, 10aR enantiomero}

Se disuelve el compuesto 9 (0,5 g) en 99% de EtOH (5 mL) y se trata con HCI
2M en EO (4 mL) durante la noche a ta. La mezcla cruda se concentra al vacio, y el
residuo se divide en partes entre EtOAc y 10% de NaOH acuoso (5 mL). La capa
acuosa se extrae con EtOAc, y las capas organicas combinadas se lavan con solucién
salina, se secan (MgSQy), y se concentran al vacio. El residuo se disuelve en 99% de
EtOH (5 mL) y se trata con aldehido propi6nico (0,52 mL), NaCNBH; (0,45 g), y AcOH
(3 gotas) durante la noche a ta. La mezcla cruda se divide en partes entre NaHCO;
acuoso sat. (12,5 mL), agua (12,5 mL), y EtOAc (2x25 mL). Las capas organicas
combinadas se lavan con solucion salina, se secan (MgSQ0,), y se concentran al vacio.
El residuo se purifica mediante cromatografia de gel de silice (MeOH/EtOAC). El
intermedio obtenido se trata con 48% de HBr (3 mL) a 150 °C durante 1h bajo

condiciones de microondas, antes la mezcla cruda se almacena a 4 °C durante la
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noche. El material precipitado se aisla mediante filtracion y se seca al vacio.
Rendimiento del compuesto 10: 103 mg como un sélido. LC/MS {método 25): RT 0,77

min.

Bromohidrato de (4aS,10aS)-1-propil-1,2,3,4,4a,5,10,10a—octahidro—
benzo[g]quinolin—-6,7—diol (compuesto ent-10).

“ HQ ﬁsr
A -
Mz0 HO
Olle

compuests ent-9° compuesto ent-10
(4a5, 10aS enantibmero) (485, 10aS enantidmero)

Se sigue el procedimiento descrito para el compuesto 10 a partir del compuesto
ent-9’ (0,5 g; la sal de HCl se libera mediante el dividir en partes entre EtOAc y NaOH
acuoso al 10% antes de la etapa de aminacion reductora). Rendimiento del compuesto
ent-10: 70 mg como un sdlido. LC/MS {métode 25): RT 0,70 min. Una muestra
pequena del compuesto ent-10 se disuelve en MeOH y se deja cristalizar lentamente a
ta durante 2 meses. Los cristales blancos formados se recolectan y se sometieron a
analisis de rayos X (cf. Figura 1). La configuracién absoluta del compuesto ent-10 se
determina por cristalografia de rayos X y se deja para determinacién inequivoca de la

estereoquimica de los compuestos 9y 10 y, por lo tanto, sus derivados.

Clorhidrato de (6aR,10aR}-7-n—propil-6,6a,7,8,9,10,10a,11—octahidro—1,3—dioxa—

T-aza—ciclopenta[a]antraceno {compuesto 11).

compuesto 10 compueste 11
(4aR, 10aR enantibmero) (6aR, 10aR enantibmero)
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Se calienta el compuesto 10 (7,80 g), CsCO; (18,6 g), CH.BrCI (2,2 mL), y
DMF (180 mL) hasta 100 °C durante 1h bajo una atmésfera de argén. La mezcla de
reaccion cruda se agrega a un embudo separador y se diluye con hielo/ agua (300
mL). La mezcla resultante se extrae con Et;O (3x300 ml). Las capas organicas
combinadas se lavan con solucion salina (200 mL), se secan (MgSQy) y se concentran
al vacio. El residuo se purifica mediante cromatografia de gel de silice {EtOAc/MeOH)
para proporcionar un solido rojo palido, que se disuelve en MeOH (25 mL} y se
precipita como la sal de clorhidrato mediante Ia adicion de HCI 2 M en Et,;O (20 mL) y
Et,O (100 mL). Et producto precipitado se aisla mediante filtracion y se seca al vacio.
Rendimiento del compuesto 11: 5,1 g. LC/MS {método 111): RT 0,70 min. ELSD
100%. UV 97,0%. MH™: 274.0.

(4aR,10aR}-n—1—propil-2,3,4,4a,5,7,8,9,10,10a—decahidro—1H-benzo[g]quinolin—
6—ona (Compuesto 12)

Se puede preparar la sintesis del Compuesto 12 como se describe en la
Patente EP N.° 1274411, los contenidos de la cual se incorporan aqui a modo de
referencia. El compuesto 12 se denomina como (—}-GMC6650 en la patente

anteriormente identificada.

SECCION EXPERIMENTAL

Ejemplo 1: Los compuestos 11 y 12 se convierten en metabolito activo que

contiene catecol det compuesto 10 luego de la administracién in vivo.

metabolizme

= b

metabolisme
—

in-vivo in-vivo

Compueste 11 Compuesto 10 Compuesto 12
fetabolito Activo
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Se encuentra que el metabolito activo (es decir, el Compuesto 10) funciona
como un agonista potente en los receptores D1 y D2 in vitro. Como se explica en
mayor detalle a continuacion, los datos generados a partir de experimentos in vivo
indican que este metabolito activo posee un perfil superior contra otros agonistas de
dopamina y esta en par con la eficacia vista con el tratamiento L-DOPA/apomorfina.
Ejemplo 2: Prueba farmacolégica de! Compuesto 10
Ensayo de Dy cAMP

La capacidad de los compuestos para estimular o inhibir la formacién de cAMP
mediada por receptor D en células CHO que expresan de manera estable el receptor
D4 recombinante humano se mide como sigue. Las células se siembran en placas de
96 pozos a una concentracidén de 11000 células/ pozo 3 dias antes del experimento.
En el dia del experimento las células se lavan una vez en regulador G precalentado (1
mM MgCly, 0,9 mM CaCl,, 1 mM IBMX (3—i~butil-1-metilxantina) en PBS (solucién
salina regulada con fosfato}) y el ensayo se inicia por la adicion de 100 micro-L de una
mezcla de 30 nM A68930 y el compuesto de pruesba se diluye en regulador G
(antagonismo) o el compuesto de prueba se diluye en regulador G (agonismo).

Las células se incuban durante 20 minutos a 37 °C y la reaccion se detiene por
la adicion de 100 micro-L de regulador S (0,1 M HCl y 0,1 mM CaCl,)y las placas se
colocan a 4 °C durante 1h. Se agrega 68 micro-L. de regulador N (0,15 M NaOH y 60
mM NaOAc) y las placas se agitan durante 10 minutos. Se transfieren 60 micro-l de Ia
reaccion a cAMP FlashPlates {DuPont NEN) que contiene 40 micro-L 60 mM acetato
de sodio pH 6,2 y 100 micro-L mezcla IC (50 mM Acetato de sodio pH 6,2, 0,1 % de
azida de sodio, 12 mM CaCl, 1% de BSA (ailbumina de suero bovina) y se agregan
0,15 micro—CifmL "l-cAMP). Luego de una incubacién de 18h a 4 °C las placas se
lavan una vez y se cuentan en un contador Wallac TriLux. Se demuestra que el

Compuesto 10 actia como un agonista de D; en este ensayo.
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Ensayo D, cAMP

La capacidad de los compuestos para estimular o inhibir la inhibicién mediada
por receptor D; de la formacién de cAMP en células CHO transfectadas con receptor
D, humano se mide de la siguiente manera. Las células se cultivan en placas de 96
pozos a una concentracion de 8000 células /pozos 3 dias antes del experimento. En el
dia del experimento las células se lavan una vez con regulador G precalentado (1 mM
MgCl,, 0,9 mM CaCly, 1 mM IBMX en PBS) y el ensayo se inicia por la adicion de 100
micro— de una mezcla de 1 micro—M quinpirol, 10 microM forskolin y el compuesto de
prueba en regulador G (antagonismo) o 10 micro—M forskolin y compuesto de prueba
en regulador G (agonismo).

Las células se incuban 20 minutos a 37 °C vy ia reaccion se detiene por la
adicion de 100 micro— regulador S (0,1 M HCiy 0,1 mM CaCl,)y las placas se colocan
a 4 °C durante 1h. Se agregan 68 micro-L regulador N (0,175 M NaOH y 60 mM
Acetato de sodio) y las placas se agitan durante 10 minutos. Se transfieren 60 micro—L
de la reaccion a cAMP FlashPlates (DuPont NEN) que contienen 40 micro—L 60 mM
NaOAc pH 6,2 y se agregan 100 micro-L mezcla IC (50 mM NaOAc pH 6,2, 0,1 %
Azida de sodio, 12 mM CaCl,, 1% de BSA y 0,15 micro—Ci/ml *®l-cAMP). Luego de
una incubacion de 18h a 4 °C las placas se lavan una vez y se cuentan en un contador
Waliac TriLux. Se demuestra que el Compuesto 10 actia como un agonista de D; en

este ensayo.

Ensayo Ds

Estimulacién dependiente de concentracion de la liberacién de Ca®" intracelular
mediante dopamina en células CHO-(Ga16 transfectadas con hDs. Las células se
cargan con flluoro—4, un colorante de indicador de calcio, durante 1h. La respuesta de
calcio (cambio de fluorescencia) se monitorea mediante FLIPR (lector de placa de

imagen flucrométrico) durante 2,5 min. Las respuestas pico (ECs) se promedian de

4
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pozos duplicados para cada punto de datos y se grafican con concentraciones de
farmaco (cf. Figura 2 para dopamina). Se demuestra que el Compuesto 10 actiia como

un agonista de Ds en este ensayo.

Modelo de rata con 6-OHDA

Los agonistas de dopamina pueden tener actividad en los receptores D1, los
receptores D2, 0 ambos. La reaccion de rotacién en ratas con lesiones de 6-OHDA
unilaterales puede utilizarse para evaluar la capacidad de los compuestos para
estimular los tipos de receptores e inducir la rotacién (Ungerstedt y Arbuthnott, Brain
Res., 1970, 24, 485; Setler, et al. Eur. J. Pharmacol., 1978, 50(4), 419; y Ungerstedt, et
al. "Advances in Dopamine Research” (Kohsaka, Ed.), Pergamon Press, 1982, Oxford,
p. 219). La 6-OHDA (6-hidroxidopamina) es una neurotoxina utilizada por los
neurobidlogos para matar de manera selectiva neuronas dopaminérgicas en el sitio de
inyecciéon en el cerebro en animales experimentales. En el modelo 6-OHDA, ias
células de dopamina nigroestriatal se destruyen en un lado del cerebro (unilateral)
mediante la inyeccion de 6-OHDA en el haz prosencefalico medio, ubicado en el frente
de la sustancia negra. Esta inyeccién unilateral combinada con la estimulacién por
agonistas de dopamina, como apomorfina inducira el comportamiento de rotacion, ya
gue solo se estimula un solo lado del cerebro. Los experimentos consisten en
determinar una dosis efectiva minima (MED) para inducir la rotacion para el compuesto
en cuestién. Una vez que se ha determinado la MED, se lleva a cabo un segundo
experimento para determinar ia MED del compuesto para superar el blogue de
Nemonaprida (MEDnemonaprida)- L@ nemonaprida es un antagonista de D2 que bloguea
al receptor D2, por Io tanto, cualesquier rotaciones observadas serian dependientes de
la actividad en el receptor D1. Finalmente, una vez que se conoce [a MEDnemonaprida, S€

lleva a cabo un tercer experimento usando la dosis MEDnemonapica Y Observando el
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efecto del antagonista de D1, SCH 23390 solo, el antagonista de D2, Nemonaprida
solo y finalmente, el efecto del tratamiento combinado con SCH 23390 y Nemonaprida.
Este tercer experimento confirma la actividad del compuesto en ambos receptores, ya
que cualquier antagonista solo puede inhibir solo parcialmente fa reaccion de rotacién
inducida por el compuesto de prueba mientras que el tratamiento de combinacién
bloquea completamente todas las rotaciones en las ratas [Amt y Hyttel,
Psychopharmacology, 1985, 85(3), 346; y Sonsalla et al., J. Pharmacol Exp. Ther.,
1988, 247(1), 180]. Este modelo se valida utilizando apomarfina como el compuesto de
prueba de! principio para agonistas de D1/D2 mezclados.

En este modelo, el Compuesto 10 posee perfiles del tipo ‘apomorfina’ con una
relacion de D1/D2 de aproximadamente 2-4 en comparacidn con la relacion de
aproximadamente 3 para apomorfina. Mas adn, la duracién de accién observada es
ca. 18h para el compuesto que es significativamente mayor que la observada con L-
DOPA / apomorfina. No se puede observar un componente D1 para los agonistas D2

como se ejemplifica por pramipexol y rotigotina.

Modelo de superioridad

La apomorfina y L-DOPA son capaces de revertir los déficits de motilidad en un
modelo de ratdn de agotamiento de dopamina severo. Tanto la apomorfina como la L—
DOPA estimulan los receptores de dopamina D1 y D2. El pramipexol, un agonista en
receptores de tipo D2 no es efectivo en este modelo.

Los experimentos se llevan a cabo como sigue: los ratones se tratan
previamente con MPTP (2x15mg/kg subcutaneamente)} y aquellos que tienen lesiones
estables se utilizan y los ratones tratados con vehiculo sirven como controles
normales. La MPTP (1-metil-4—fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina) es una neurotoxina
que causa sintomas permanentes de enfermedad de Parkinson mediante la muerte de

ciertas neuronas en [a sustancia negra del cerebro. Esta se utlliza para estudiar ia
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enfermedad en monos y ratones. En el dia del experimento, los ratones se tratan con
AMPT (250mg/kg subcutdneamente) y luego se devuelven a sus jaulas durante 1,5
horas después de lo cual se colocan en jaulas individuales en la unidad de motilidad. El
AMPT (alfa—metil-p-tirosina) es un fArmaco que reduce temporalmente la actividad de
catecolamina del cerebro {(en este caso especialmente niveles de dopamina). Tres
horas después de la inyeccion de AMPT, se intenta el rescate de déficits locomotores
con el Compuesto 10 y la actividad se registra durante 1,5 hora adicional. Los primeros
30 min de los datos recolectados luego de que el tratamiento de rescate fue
‘contaminado’ debido al estrés de los animales con el manejo y la inyeccién como se
comprueba por los mayores niveles en los controles de vehiculo, por lo tanto, los datos
se analizan usando la dltima hora de los datos registrados. Se evallan varios
compuestos dopaminérgicos por su capacidad para revertir los déficits de motilidad
producidos en este modelo. Tanto la L-DOPA/Benserazida, como la apomorfina
restauraron la locomocion en los ratones en una forma dependiente de dosis. La
benserazida es un inhibidor de descarboxilasa de DOPA que no es capaz de cruzar la
barrera hematoencefalica; se usa para prevenir el metabolismo de L-DOPA a
dopamina fuera del cerebro. Por el contrario, los agonistas de D2, pramipexol y
bromocriptina no restauraron la locomocién en los ratones.

Este modelo se utiliza para evaluar si el Compuesto 10 exhibe o no la misma
superioridad como la L-DOPA y la apomorfina respecto de los agonistas de D2. Un
experimento de reaccion de dosis para el Compuesto 10 se lleva a cabo y hay una
tendencia dependiente de dosis para revertir los déficits de hipomovilidad inducidos por
el agotamiento severo de dopamina enddgena. Se lieva a cabo un experimento final
que compara directamente los efectos de la apomorfina, pramipexol y Compuesto 10
en este modelo y confirma que el Compuesto 10 puede restaurar la locomocion en

ratones tratados con MPTP y es superior al pramipexol.

-
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Induccion de modelo de discinesia con ratas de 6—~OHDA sin tratamiento previo

Se utilizan veinte ratas Sprague Dawley macho con lesiones de 6-OHDA
unilaterales para evaluar la induccién de discinesia por el compuesto 10 (administrado
subcutaneamente; n=7; grupo 1) en comparacién con L-DOPA/benserazida (6mg/kg /
16mg/kg subcutédneamente; n=7; grupo 2) y apomorfina (1mg/kg subcutaneamente;
n=6; grupo 3). La benserazida es un inhibidor de descarboxilasa de DOPA que no &5
capaz de cruzar la barrera hematoencefalica; se usa para prevenir el metabolismo de
L-DOPA a dopamina fuera del cerebro. Tres semanas después de la cirugia de 6-
OHDA, los animales se evalGan para su reaccion de rotacion inducida por 2,5mg/kg de
anfetamina, que induce la contorsion homolateral (la anfetamina aumenta el nivel de
dopamina en el cerebro a través de las neuronas intactas en el lado no iesionado lo
que causa que los animales roten en la direccion opuesta en comparacion con su
respuesta para dirigir agenistas, como L-DOPA y apomorfina que actdan
predominantemente en el lado lesionado del cerebro). Todos los animales incluidos en
este estudio cumplen los criterios de mas de 350 rotaciones en 60 min. Las ratas luego
se ubican de manera aleatoria en ios tres grupos de tratamiento lo que equilibra los
grupos para la reaccion de rotacion de los animales por la anfetamina.

Durante los experimentos de discinesia actuales, las ratas reciben una vez por
dia inyecciones una vez por dia inyecciones de los compuestos de prueba
subcutaneamente y se observan durante 3h luego de la inyeccion. Cada animal se
observa durante 1 minuto cada 20 min durante un periodo de 3h para la presencia de
discinesias usando la Escala de Movimiento Involuntaric Anormal (AIMS) como se
describié previamente (Lundblad, ef al., Eur. J Neurosci., 15, 120, (2002)). Las ratas
reciben farmaco durante 14 dias consecutivos y se puntuan en los dias 1, 2, 3, 4, 5, 8,
10 y 12. Las mediciones repetidas de dos formas ANOVA muestran que hubo un
efecto del tratamiento significativo, el efecto de tiempo y tratamiento por interaccién de

tiempo (p<0,001, en todos los casos). Las comparaciones post hoc utilizando el
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método Holm-Sidak indican que los animales tratados con el compuesto 10 tuvieron
discinesia significativamente menor (puntuaciones de aproximadamente 30) en
comparacion con los animales tratados con L-DOPA o apomorfina (puntuaciones de
aproximadamente 70). No hubo diferencias entre los grupos tratados con L-DOPA vy
apomorfina. Con posterioridad a este experimento se proporciona a todas las ratas
inyecciones subcutaneas del compuesto 10 desde el dia 1519 con el fin de
determinar como el Ejemplo | influencia en la gravedad de discinesia observada en los
grupos de apomorfina y L-DOPA. La puntuacién de discinesia se realiza el dia 19 del
experimento (que corresponde a 5 dias en el compuesto 10). Los datos mostraron una
reversion parcial de las discinesias inducidas por L-DOPA y apomorfina a
aproximadamente el nivel de discinesias inducidas por el compuesto 10 (que no causa
un aumento en discinesia en el grupo 1 en comparacion con el puntaje de

aproximadamente 30 observado luego de 12 dias de tratamiento).

Modelo de Rata de Discinesia

Un estudic de discinesia separado conduce a la reversion de discinesias
inducidas por L-DOPA con pramipexol o compuesto 10. Brevemente, 18 animales se
tratan con L-DOPA/Benserazida (6/15mg/kg subcutaneamente) durante 7 dias. Los
animales se observan en los Dias 1, 3 y 5 y se registra | AIMS. Los puntajes del dia 5
se utilizan luego para separar animales en tres grupos de 6 animales cada uno. El
grupo 1 continGa con el tratamiento de L-DOPA diario. El grupo 2 se trata con el
compuesto 10 (administrado subcutaneamente). El grupo 3 se trata con pramipexol
(0,16 mg/kg subcutaneamente). El tratamiento continua diariamente durante 10 dias y
la cantidad de discinesia se puntua en los dias 1, 5, 9 y 10. El anélisis de medicion
repetido de dos formas de variacion indica que los animales tratados con el compuesto
10 tenian significativamente menos discinesias que el grupo pramipexol y el grupo L—

DOPA/Benserazida. El grupo pramipexol tuvo significativamente menos discinesias
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que el grupo L-DOPA/Benserazida. Por lo tanto, el compuesto 10 tiene un perfil
superior respecto de! pramipexol en términos de reversion de discinesias inducidas por

L-DOPA.

Efectos anti-parkinsonianos en monos titi comunes tratados con MPTP

Los experimentos se llevan a cabo usando 6 monos titi tratados con MPTP (2,0
mg/kg diariamente por hasta 5 dias consecutivos disueitos en solucidn saiina al 0,9%
estéril). Todos los animales habian sido previamente tratados con L-DOPA (12,5mg/kg
p.0., mas carbidopa 12,5mg/kg p.o.) administrado diariamente durante hasta 30 dias
con el fin de inducir la discinesia. Con anterioridad al estudio todos los sujetos
exhibieron déficits motores estables que incluye una marcada reduccién de la actividad
locomotora basal, pobre coordinacién del movimiento, postura anormal y/o rigida, . Se
administra domperidona 60 min antes de cualquiera de los compuestos de prueba. La
domperidona es un farmaco antidopaminérgico que suprime las nauseas y el vomito.
La actividad locomotora se evalda usando jaulas de prueba que estan comprendidas
de 8 interruptores fotoeléctricos que comprenden 8 haces inframojos que estan
ubicados estratégicamente en la jaula y la interrupcion de un haz se registra como un
contéo. El nimero total de conteos de haces por segmento de tiempo luego se grafica
como el curse del tiempo o se muestra como un area bajo la curva (AUC) para la
actividad total. La evaluacion de la discapacidad motora se realiza por un observador
entrenado ciego al tratamiento.

La L-DOPA (12,5mg/kg, p.o.) aumenta la actividad locomotora y revierte la
discapacidad motora como se describié anteriormente (Smith, et al. Mov. Disord. 2002,
17(5), 887). La dosis elegida para este desafic es la maxima de la curva de efecto de
dosis para este farmaco. El Compuesto 10 (dosificado subcutdneamente) produce
aumentos relacionados con la dosis en la actividad locomotora y reversién de la

discapacidad motora que tiende a producir una respuesta mayor para L-DOPA

U
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(12,5mgl/kg, p.o.). Ambos compuestos de prueba produjeron una reversion prolongada
de la discapacidad motora en comparacion con L-DOPA y fueron eficaces como L—
DOPA. El Compuesto 10 produce una reversion prolongada de discapacidad motora
en comparacion con L-DOPA y es tan eficaz como L-DOPA.

Ejemplo 3: Prueba Farmacolégica del Compuesto 11

Ensayo de Dy cAMP

La capacidad de los compuestos para estimular o inhibirl la formacién de cAMP
mediada por receptor D1 en células CHO que expresan de manera estable el receptor
D1 recombinante humano se mide como sigue. Las células se siembran el placas de
96 pozos a una concentracion de 11000 células/ pozo 3 dias antes del experimento.
En el dia del experimento las células se lavan una vez en regulador G precalentado (1
mM MgCiz, 0.2 mM CaCl;, 1 mM IBMX (3—~buti-1-metilxantina) en PBS (solucion
salina regulada con fosfato)) y el ensayo se inicia por la adicién de 100 micro—L de una
mezcla de 30 nM AB68930 y el compuesto de prueba se diluye en regulador G
(antagonismo) o el compuesto de prueba se diluye en regulador G (agonismo).

Las células se incuban durante 20 minutos a 37 °C y la reaccion se detiene por
la adicién de 100 micro-L regulador S (0,1 M HCl y 0,1 mM CaCl,) y las placas se
colocan a 4 °C durante 1h. Se agrega 68 micro—L regulador N (0,15 M NaOH y 60 mM
NaOAc) y las placas se agitan durante 10 minutos. Se transfieren 60 micro-l de la
reaccion a cAMP FlashPlates (DuPont NEN) que contienen 40 micro-L 60 mM acetato
de sodio pH 6,2 y 100 micro—L mezcla IC (50 mM Acetato de sodio pH 6,2, 0,1 % de
azida de sodio, 12 mM CaCl,, 1% de BSA (albumina de suero bovina) y se agregan
0,15 micro—Ci/mL "®I—cAMP). Luego de una incubacion de 18h a 4 °C las placas se
lavan una vez y se cuentan en un contador Wallac TriLux. Se demuestra que el

metabolito activo o Compuesto 10 es un agonista de D4 en este ensayo.

Ensayo D, cAMP
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La capacidad de los compuestos para estimular o inhibir la inhibicion mediada
por receptor D; de la formacion de cAMP en células CHO transfectadas con receptor
D2 humano se mide como sigue. Las células se cultivan en placas de 96 pozos a una
concentracion de 8000 células /pozos 3 dias antes del experimento. En el dia del
experimento las células se lavan una vez con regulador G precalentado (1 mM MgCl,,
0,2 mM CaClz, 1 mM IBMX en PBS) y el ensayo se inicia por la adicion de 100 micro-
de una mezcla de 1 micro—M quinpirol, 10 microM forskolin y el compuesto de prueba
en regulador G (antagonismo) o 10 micro—M forskolin y compuesto de prueba en
regulador G (agonismo).

Las células se incuban 20 minutos a 37 °C vy la reaccidén se detiene por la
adicion de 100 micro—l regulador S (HCI 0,1 My 0,1 mM CaCl,)y las placas se colocan
a 4 °C durante 1h. Se agregan 68 micro—L regulador N (NaOH 0,15 M y 60 mM
Acetato de sodio) y las placas se agitan durante 10 minutos. Se transfieren 60 micro—L
de [a reaccion a cAMP FlashPlates (DuPont NEN) que contienen 40 micro-L 60 mM
NaOAc pH 6,2 y se agregan 100 micro-L mezcla IC (50 mM NaOAc pH 6,2, 0,1 %
Azida de sodio, 12 mM CaCl,, 1% de BSA y 0,15 micro—Ci/mil '®I-cAMP). Luego de
una incubacion de 18h a 4 °C las placas se lavan una vez y se cuentan en un contador
Wallac TriLux. Se encuentra que el metabolito activo o el Compuesto 10 es un

agonista Dy era un ensayo.

Ensayo Ds

La estimulacién dependiente de concentracion de la liberacion de Ca*
intracelular mediante dopamina en células CHO-Ga16 transfectadas con hDs. Las
celulas se cargan con fluoro-4, un colorante de indicador de calcio, durante 1h. La
respuesta de calcio (cambio de fluorescencia) se monitorea mediante FLIPR (lector de
placa de imagen fluorométrico) durante 2,5 min. Las respuestas pico (ECs) se

promedian a partir de placas duplicadas para cada punto de datos y se grafican con

s
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concentraciones de farmaco. Se encuentra que el metabolito activo 0 Compuesto 10
es un agonista de Ds en este ensayo.
Modelo de rata con 6-OHDA

Los agonistas de dopamina pueden tener actividad en receptores D1, los
receptores D2, o ambos. Se puede utilizar la reaccion de rotacion en ratas con lesiones
de 6-OHDA unilaterales para evaluar la capacidad de los compuestos para estimular
los tipos de receptores e inducir la rotacion (Ungerstedt y Arbuthnott, Brain Res., 24,
485, (1970); Setler, et al. Eur. J. Pharmacol., 50(4), 419 (1978); y Ungerstedt, et al.
“Advances in Dopamine Research” (Kohsaka, Ed.), Pergamon Press, 1982, Oxford, p.
219). La 6-OHDA (6-hidroxidopamina) es una neurotoxina utilizada por los
neurobidlogos para matar de manera selectiva neuronas dopaminérgicas en el sitio de
inyeccion en el cerebro en animales experimentales. En el modelo 6—-OHDA, las
células de dopamina nigroestriatal se destruyen en un lado del cerebro (unilateral)
mediante la inyeccién de 6-OHDA en el haz prosencefalico medio, ubicado en el frente
de la sustancia negra. Esta inyeccién unilateral combinada con la estimulacion por
agonistas de dopamina, tal como apomorfina inducird el comportamiento de rotacion,
ya que solo se estimula un solo lado del cerebro. Los experimentos consisten en
determinar una dosis efectiva minima (MED) para inducir la rotacion para el compuesto
en cuestidn. Una vez que se ha determinado la MED, se lleva a cabo un segundo
experimento para determinar la MED del compuesto para superar el bloque de
Nemonaprida (MEDnemonapriga). L@ Nnemonaprida es un antagonista de D2 que bloquea
al receptor D2, por io tanto, cualquier rotacion observada seria dependiente de la
actividad en el receptor D1. Finalmente, una vez que se conoce la MEDnemonaprida, S€
lleva a cabo un tercer experimento usando la dosis MEDnemonapida Y Observando el
efecto del antagonista de D1, SCH 23390 solo, el antagonista de D2, Nemonaptida
solo y finalmente, el efecto del tratamiento combinado con SCH 23390 y Nemonaprida.

Este tercer experimento confirma la actividad del compuesto en ambos receptores, ya
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que cualquier antagonista solo puede inhibir solo parcialmente la reaccion de rotacién
inducida por el compuesto de prueba mientras que el tratamiento de combinacion
bloquea completamente todas las rotaciones en las ratas (Amt y Huyttel,
Psychopharmacology, 1985, 85(3), 346; y Sonsalla et al., J. Pharmacol Exp. Ther.,
247(1), 180, (1988)). Este modelo se valida utilizando apomorfina como el compuesto
de prueba del principio para agonistas de D1/D2 mezclados.

En este modelo, el metabolito activo 0 Compuesto 10 y Compuesto 11 poseen
perfiles similares a ‘apomorfina’ con una relacion de D1/D2 de aproximadamente 2 en
comparacion con la relacion de aproximadamente 3 para apomorfina. Mas aun, la
duracion de accién observada es ca. 18h para el compuesto que es significativamente
mayor que la observada con L-DOPA / apomorfina. No se pudo observar un

componente D1 para agonistas D2 como se ejemplifica por pramipexo! y rotigotina.

Modelo de superioridad

La apomorfina y L-DOPA son capaces de revertir los déficits de motilidad en un
modelo de raton de agotamiento de dopamina severo. Tanto la apomorfina como la L—
DOPA estimulan los receptores de dopamina D1 y D2. El pramipexol, un agonista en
receptores de tipo D2 no es efectivo en este modelo.

Los experimentos se llevan a cabo como sigue: los ratones se ftratan
previamente con MPTP (2x15mg/kg subcutaneamente) y aquellos que tienen lesiones
estables se utilizan y los ratones tratados con vehiculo sirven como controles
nomales. La MPTP (1-meti4—feni1,2,3,6—tetrahidropiridina) es una neurotoxina
que causa sintomas permanentes de enfermedad de Parkinson mediante la muerte de
ciertas neuronas en la sustancia negra del cerebro. Se utiliza para estudiar la
enfermedad en monos y ratones. En el dia del experimento, los ratones se tratan con
AMPT (250mg/kg subcutaneamente) y luego se devuelven a sus jaulas durante 1,5

horas después de lo cual se colocan en jaulas individuales en la unidad de motilidad. El
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AMPT (alfa-meti-p-tirosina) es un farmaco que reduce temporalmente la actividad de
catecolamina de! cerebro (en este caso especialmente niveles de dopamina). Tres
horas después de la inyeccion de AMPT, se intenta el rescate de déficits locomotores
con el metabaolito activo 0 compuesto 10 y la actividad se registra durante 1,5 hora
adicional. Los primeros 30 min de los datos recolectados después de que el
tratamiento de recate fue ‘contaminado’ debido al estrés de los animales con el manejo
y la inyeccion como se comprueba por los mayores niveles en los controles de
vehiculo, por lo tanto, los datos se analizan usando la ditima hora de los datos
registrados. Se evallan varios compuestos dopaminérgicos para su capacidad de
revertir los déficits de motilidad producidos en este modelo. Tanto la L-
DOPA/Benserazida, como la apomorfina restauraron la locomocién en los ratones en
una forma dependiente de dosis. La benserazida es un inhibidor de descarboxilasa de
DOPA que no es capaz de cruzar la barrera hematoencefalica; se usa para prevenir el
metabolismo de L-DOPA a dopamina fuera del cerebro. Por el contrario, los agonistas
de D2, pramipexol y bromocriptina no restauraron la locomocién en los ratones.

Este modelo se utiliza para evaluar si el metabolito activo o compuesto 10
exhibe o no la misma superioridad como la L-DOPA y la apomorfina respecto de los
agonistas de D2. Un expenmento de reaccién de dosis se lleva a cabo y hubo una
tendencia dependiente de dosis para revertir los déficits de hipomovilidad inducidos por
la reduccion severa de dopamina endégena. Se lleva a cabo un experimento final que
compara directamente los efectos de apomorfina, pramipexol y compuesto 10. Se
confirma que el compuesto 10 es capaz de restaurar la locomocién en ratones tratados

con MPTP y que es superior a pramipexol.

Modelo de Rata de Discinesia
Un modelo de discinesia en ratas reportade en la bibliografia (Lundblad, et al,,

Eur. J Neurosci, 2002, 15, 120) se utiliza para examinar los efectos del metabolito

)
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activo vs. L-DOPA/benserazida con respecto a discinesias que se evalian como
movimientos involuntarios anormales (AIM) en ratas ‘parkinsonianas’.
Disefio de Estudio

A lo largo del estudio los animales reciben L-DOPA/benserazida (6 mg/kg y 15
mg/kg subcutanea) o el metabolito activo (Compuesto 10) (Grupo B) una vez al dia a t
= —20 min. 0 — 180 min. Los se animales se puntlan para las discinesias. Dias 1 — 14:
todos los animales se dosifican con L-DOPA/benserazida (grupo A) o el metabolito
activo (Compuesto 10) (Grupo B).

En los dias 1, 3, 5, 8 y 12, los animales se puntian de acuerdo con el puntaje
AIM mediante el registro de discinesias usando la Escala de Movimiento Involuntario
Anommal (AIMS) como se describié previamente (Lundblad, et al., Eur. J Neurosci,
2002, 15, 120). Dias 15 — 26: los animales del grupo A se tratan con el farmaco de
prueba (como el grupo B) en lugar de L-DOPA/benserazida. Dia 15, 16, 17, 19, 22, 24
y 26: los animales puntuados de acuerdo con la puntuacion AlM,
Reversion de discinecias inducidas por L-DOPA en ratas 6—OHDA

Después de ocho dias de tratamiento, los animales del grupo A tuvieron
puntuaciones de discinesia de 10-12, que permanecieron constantes hasta el dia 12.
En comparacién, los animales del grupo B tuvieron significativamente menos
discinesias (puntajes de 2-4). Para el grupo B, el grado de discinesias no cambia
durante el estudio. Luego del cambio de los animales del grupo A de L-
dopa/benserazida al farmaco de prueba, su nivel de discinesia disminuye
gradualmente al nivel observado para el otro grupo de animales. Por lo tanto, el
Compuesto 11 induce significativamente menos discinesia que L-DOPA y pudo

reducir las discinesias inducidas por L-DOPA.

Efectos anti-parkinsonianos en monos titi comunes tratados con MPTP
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Los experimentos se llevan a cabo usando 6 monos titis tratados con MPTP
(2,0mg/kg diariamente por hasta 5 dias consecutivos disueltos en solucién salina al
0,9% estéril). Se habian tratado previamente todoso los animales con L-DOPA
(12,5mg/kg p.o., mas carbidopa 12,5mg/kg p.o.) administrado diariamente durante
hasta 30 dias con el fin de inducir la discinesia. Con anterioridad al estudio todos los
sujetos exhibieron deficits motores estables que incluyen una marcada reduccién de la
actividad locomotora basal, pobre coordinacién del movimiento, postura anormal y/o
rigida, movimientos de control de cabeza y estado de alerta reducidos. Se administra
domperidona 60 min antes de cualquiera de los compuestos de prueba. La
domperidona es un farmaco antidopaminérgico que suprime las nauseas y el vomito.
La actividad locomotora se evalla usando jaulas de prueba que estan comprendidas
de 8 interruptores fotoeléctricos que comprenden 8 haces inframrojos que estan
ubicados estratégicamente en la jaula y la interrupcion de un haz se registra como un
contéo. El nimero total de contéos de haces por segmento de tiempo se grafica luego
como el curso de tiempo o se muestra como un area bajo la curva (AUC) para la
actividad total. La evaluacion de la discapacidad motora se realiza por un observador
entrenado ciego para el tratamiento.

La L-DOPA (12,5mg/kg, p.0.}) aumenta la actividad locomotora y revierte la
discapacidad motora como se describidé anteriormente (Smith, et al. Mov. Disord. 2002,
17(5), 887). La dosis elegida para este desafio es la maxima de la curva de dosis y
efecto para este farmaco. El compuesto 11 (dosificado p.o.) asi como también el
compuesto 10 (dosificado subcutaneamente) produce aumentos relacionados con la
dosis en la actividad locomotora y reversion de la discapacidad motora que tiende a
producir una respuesta mayor para L-DOPA (12,5mg/kg, p.o.). Ambos de estos
compuestos produjeron una reversion prolongada de la discapacidad motora en

comparacion con L-DOPA y fueron eficaces como L-DOPA.
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Ensayo de hepatocito in vitro

Los hepatocitos de ratas macho agrupadas criopreservadas (Sprague Dawiey)
y hepatocitos humanos agrupados de 10 donantes {machos y hembras) se compraron
en In Vitro Technologies Inc., BA, USA. Las células se descongelan a 37 °C en un
bafio de agua, las células vivas contadas y sembradas en un total de 100 micro-L en
medio Eagle modificado de Dulbecco (alta glucosa} con 5 mM regulador Hepes en
placas de 96 pozos, cada pozo contiene 250.000 y 500.000 células/ml para
hepatocitos de humanos y ratas, respectivamente. Las incubaciones se comienzan
después de 15 min de preincubacion y se detienen en puntos de tiempo de 0, 5, 15, 30
y 60 min para ratas y a 0, 30, 60, 90 y 120 min para hepatocitos humanos. Las
incubaciones se detienen por la adicion de un volumen igual de acetonitrilo helado que
contiene 1 M HCI al 10%. Luego de la centrifugacion, 20 micro—L de los supematantes
se inyectan en una Columna de HPLC Atlantis dC18 3 micro—m, 150 x 2,1 mm id.
(Waters, MA, USA). La fase movil tenia la siguiente composicion: A: 5% de acetonitrilo,
95% de H,0, 3,7 mi!t 25% de NH;3 ac., 1,8 mL/L de acido férmico. Fase Movil B: 100%
de acetonitrilo y 0,1% de acido férmico. La tasa de flujo es de 0,3 ml/min. El gradiente
opera desde 0% a 75 % B desde 5 min a 20 min y el eluato se analiza usando un
espectometro de masa Q—TOFmicro (Waters, MA, USA). Se confirma la formacion del
producto/metabolito por mediciones de masa precisas y comparacion con estandar
sintetizado lo que proporciona tiempos de retencién coincidentes. En este ensayo, se

demuestra el metabolismo del Compuesto 11 al Compuesto 10.

Ejemplo 4: Pruebas farmacolégicas del Compuesto 12
Ensayo de Dy cAMP

La capacidad de los compuestos para estimular o inhibir la formaciéon de cAMP
mediada por receptor D1 en células CHO que expresan de manera estable el receptor

D1 recombinante humano se mide como sigue. Las células se siembran el placas de
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96 pozos a una concentracion de 11000 células/ pozo 3 dias antes del experimento.
En el dia del experimento las células se lavan una vez en regulador G precalentado (1
mM MgCly, 0,9 mM CaCl,, 1 mM IBMX (3—~butil-1-metilxantina) en PBS (solicion
salina regulada con fosfato)) y el ensayo se inicia por la adicién de 100 micro—L de una
mezcla de 30 nM A68930 y el compuesto de prueba se diluye en regulador G
(antagonismo) o el compuesto de prueba se diluye en regulador G (agonismo).

Las células se incuban durante 20 minutos a 37 °C y la reaccién se detiene por
la adicion de 100 micro-L regulador S (HCI 0,1 M y 0,1 mM CaCl,) y ias placas se
colocan a 4 °C durante 1h. Se agrega 68 micro-L regulador N (NaOH 0,15 M y 60 mM
NaOAc) y las placas se agitan durante 10 minutos. Se transfieren 60 micro—l de la
reaccion a cAMP FlashPlates (DuPont NEN) que contienen 40 micro—L 60 mM acetato
de sodio pH 6,2 y 100 micro-L mezcla IC (50 mM Acetato de sodio pH 6,2, 0,1 % de
azida de sodio, 12 mM CaCl,, 1% de BSA (albumina de suero bovina) y se agregan
0,15 micro-Ci/mL "’|-cAMP). Luego de una incubacion de 18h a 4 °C las placas se
lavan una vez y se cuentan en un contador Wallac TriLux. Se encuentra que el
metabolito activo (es decir, el compuesto 10) actta como un agonista de D; en este

ensayo.

Ensayo D, cAMP

La capacidad de los compuestos para estimular o inhibir la inhibicidon mediada
por receptor D, de la formacion de cAMP en células CHO transfectadas con receptor
D2 humano se mide como sigue. Las células se cultivan en placas de 96 pozos a una
concentracion de 8000 células /pozos 3 dias antes del experimento. En el dia del
experimento las células se lavan una vez con reguiador G precalentado {1 mM MgCl,,
0,9 mM CaCl,, 1 mM IBMX en PBS) y el ensayo se inicia por la adicion de 100 micro-|

de una mezcla de 1 micro—M quinpirol, 10 microM forskolin y el compuesto de prueba
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en regulador G (antagonismo) o 10 micro—M forskolin y compuesto de prueba en
regulador G {agonismo).

Las células se incuban 20 minutos a 37 °C y la reaccion se detiene por la
adicion de 100 micro regulador S (0,1 M HCly 0,1 mM CaCl,)y las placas se colocan
a 4 °C durante 1h. Se agregan 68 micro-L regulador N (0,15 M NaOH y 60 mM
Acetato de sodio) y las placas se agitan durante 10 minutos. Se fransfieren 60 micro-L
de la reaccion a cAMP FlashPlates (DuPont NEN) que contienen 40 micro-L 60 mM
NaOAc pH 6,2 y se agregan 100 micro-L mezcla IC (50 mM NaOAc pH 6,2, 0,1 %
Azida de sodio, 12 mM CaCly, 1% de BSA y 0,15 micro—Ci/mi l—cAMP). Luego de
una incubacion de 18h a 4 °C las placas se lavan una vez y se cuentan en un contador
Wallac TriLux. Se encuentra que ¢l metabolite activo (es decir, el Compuesto 10) era

un agonista de D; en este ensayo.

Ensayo Ds

La estimulacién dependiente de concentracién de la liberacién de Ca®*
intracelular mediante dopamina en células CHO-Ga16 fransfectadas con hDs. Las
células se cargan con fluoro4, un colorante de indicador de calcio, durante 1h. La
respuesta de calcio (cambio de fiuorescencia) se monitorea mediante FLIPR (lector de
placa de imagen fluorométrico) durante 2,5 min. Las respuestas pico (ECso) se
promedian a partir de de placas duplicadas para cada punto de datos y se grafican con
concentraciones de farmaco. Se encuentra que el metabolito activo (es decir,

Compuesto 10) era un agonista de D5 en este ensayo.

Modelo de rata con 6-OHDA
Los agonistas de dopamina pueden tenher actividad en receptores D1, los
receptores D2, o ambos. Se puede utilizar la reaccion de rotacién en ratas con lesiones

de 6-OHDA unilaterales para evaluar la capacidad de los compuestos para estimuiar
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los tipos de receptores e inducir la rotacidén (Ungerstedt y Arbuthnott, Brain Res., 24,
485, (1970); Setler, et al. Eur. J. Pharmacol.,, 50(4), 419 (1978); y Ungerstedt, et al.
"Advances in Dopamine Research” (Kohsaka, Ed.}, Pergamon Press, 1982, Oxford, p.
219). La 6-OHDA (6-hidroxidopamina) es una neurotoxina utilizada por los
neurobidlogos para matar de manera selectiva neuronas dopaminérgicas en el sitio de
inyeccién en el cerebro en animales experimentales. En el modelo 6-OHDA, las
células de dopamina nigroestriatal se destruyen en un lado del cerebro (unilateral)
mediante la inyeccion de 6-OHDA en el haz prosencefalico medio, ubicado en el frente
de la sustancia negra. Esta inyeccidén unilateral combinada con la estimulacion por
agonistas de dopamina, tal como apomorfina inducira el comportamiento de rotacion,
ya que solo se estimula un solo lado del cerebro. Los experimentos consisten en
determinar una dosis efectiva minima (MED) para inducir la rotacion para el compuesto
en cuestién. Una vez que se ha determinado la MED, se lleva a cabo un segundo
experimento para detemminar la MED del compuesto para superar el blogue de
Nemonaprida (MEDnemenaprica). L@ nemonaprida es un antagonista de D2 que bloquea
al receptor D2, por lo tanto, cualesquier rotaciones observadas serian dependiente de
la actividad en el receptor D1. Finalmente, una vez que se conoce la MEDnemonaprida, S€
lleva a cabo un tercer experimento usando la dosis MEDwemorapida ¥ Observando el
efecto del antagonista de D1, SCH 23390 solo, el antagonista de D2, Nemonaprida
solo y finalmente, el efecto del tratamiento combinado con SCH 23390 y Nemonaprida.
Este tercer experimento confirma la actividad del compuesto en ambos receptores, ya
que cualquier antagonista solo puede inhibir solo parcialmente la reaccion de rotacion
inducida por el compuesto de prueba mientras que el tratamiento de combinacion
bloquea completamente todas las rotaciones en las ratas (At y Hyttel
Psychopharmacology, 1985, 85(3), 346; y Sonsalla et al., J. Pharmaco! Exp. Ther.,
1988, 247(1), 180). Este modelo se valida utilizando apomorfina como el compuesto de

prueba del principio para agonistas de D1/D2 mezclados.
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En este modelo, ios Compuesios 10 y 12 poseen perfiles similares a
‘apomorfina’ con una relacion de D1/D2 de aproximadamente 2—4 en comparacion con
la relacion de aproximadamente 3 para apomorfina. Mas aun, la duracién de accion
observada es ca. 18h para el compuesto que es significativamente mayor que la
observada con L-DOPA / apomorfina. No se pudo cbhservar un componente D1 para

agonistas D2 como se ejemplifica por pramipexol y rotigotina.

Modelo de superioridad

La apomorfina y L-DOPA son capaces de revertir los déficits de motilidad en un
modelo de raton de agotamiento de dopamina severo. Tanto la apomorfina como la L—
DOPA estimulan los receptores de dopamina D1 y D2. El pramipexol, un agonista en
receptores de tipo D2 no es efectivo en este modelo.

Los experimentos se llevan a cabo como sigue: los ratones se tratan
previamente con MPTP (2x15mg/kg subcutaneamente) y aquellos que tienen lesiones
estables se utilizan y los ratones tratados con vehiculo sirven como controles
nomales. La MPTP {1-metil-4—fenil-1,2,3,6—tetrahidropiridina) es una neurotoxina
que causa sintomas permanentes de enfermedad de Parkinson mediante la muerte de
ciertas neuronas en la sustancia negra del cerebro. Se utiliza para estudiar la
enfermedad en monos y ratones. En el dia del experimento, los ratones se tratan con
AMPT {250mg/kg subcutaneamente) y luego se devuelven a sus jaulas durante 1,5
horas después de lo cual se colocan en jaufas individuales en la unidad de motilidad. El
AMPT (alfa~metil-p—tirosina) es un farmaco que reduce temporalmente la actividad de
catecolamina del cerebro (en este caso especialmente niveles de dopamina). Tres
horas después de la inyeccién de AMPT, se intenta el rescate de déficits locomotores
con el Compuesto 10 y la actividad se registra durante 1,5 hora adicional. Los primeros
30 min de los datos recolectados luego de que el tratamiento de recate fue

‘contaminado’ debido al estrés de los animales con el manejo y la inyeccion como se

S
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comprueba por los mayores niveles en los controles de vehiculo, por lo tanto, los datos
se analizan usando la Ultima hora de los datos registrados. Se evallan varios
compuestos dopaminérgicos para su capacidad de revertir los déficits de motilidad
producidos en este modelo. Tanto la L-DOPA/Benserazida, como la apomorfina
restauraron la locomocion en los ratones en una forma dependiente de dosis. La
benserazida es un inhibidor de descarboxilasa de DOPA que no es capaz de cruzar la
barrera hematoencefélica; se usa para prevenir el metabolismo de L-DOPA a
dopamina fuera del cerebro. Por el contrario, los agonistas de D2, pramipexol y
bromocriptina no restauraron la locomocion en los ratones.

Este modelo se utiliza para evaluar si el Compuesto 10 exhibe o no la misma
superioridad como la L-DOPA vy la apomorfina respecto de los agonistas de D2. Un
experimento de reaccion de dosis se lleva a cabo y hay una tendencia dependiente de
dosis para revertir los déficits de hipomovilidad inducidos por la reduccién severa de
dopamina enddgena. Se lleva a cabo un experimento final que compara directamente
los efectos de apomorfina, pramipexol y Compuesto 10. Se confirma que el
Compuesto 10 es capaz de restaurar la iocomocion en ratones tratados con MPTP y

que es superior a pramipexol.

Modelo de Rata de Discinesia

Un modelo de discinesia en ratas reportado en Ia bibliografia (Lundblad, et al.,
Eur. J Neurosci., 2002, 15, 120) se utiliza para examinar los efectos del Compuesto 12
vs. L-DOPA/benserazida con respecto a discinesias que se evalian como
movimientos involuntarios anormales (AlM) en ratas ‘parkinsonianas’.
Diseno de Estudio

A lo largo del estudio los animales reciben L-DOPA/benserazida (6 mg/kgy 15

mg/kg subcutanea) o el Compuesto 12 (Grupo B) una vez al dia a t = =20 min. 0 — 180
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min. Los se animales se puntuan para las discinesias. Dias 1 — 14: todos los animales
se dosifican con L-DOPA/benserazida (grupo A) o el Compuesto 12 (grupo B).

En los dias 1, 3, 5, 8 y 12, los animales se puntian de acuerdo con el puntaje
AIM mediante el registro de discinesias usando la Escala de Movimiento Involuntario
Anormal (AIMS) como se describié previamente. Dias 15 — 26: los animales del grupo
A se tratan con el Compuesto 12 (como el grupo B) en lugar de L-DOPA/benserazida.
Dia 15, 16, 17, 19, 22, 24 y 26: los animales puntuados de acuerdo con la puntuacion
AIM.
Resultados

Despues de ocho dias de tratamiento, los animales del grupo A tuvieron
puntuaciones de discinesia de 70-80, que permanecieron constates hasta el dia 15.
En comparacion, los animales del grupo B tuvieron significativamente menos
discinesias (puntajes de 10-25). Para el grupo B, el grado de discinesias no cambia
durante el estudio. Luego del cambio de los animales del grupo A de L-
dopa/benserazida al compuesto 12 durante 10 dias, su nivel de discinesia disminuyo
gradualmente a puntajes de 30-35. Por lo tanto, el compuesto 12 induce
significativamente menos discinesia que L-DOPA y pudo reducir las discinesias

inducidas por L-DOPA.

Efectos anti-parkinsonianos en monos titi comunes tratados con MPTP

Los experimentos se lievan a cabo usando 6 monos titis tratados con MPTP
(2,0mg/kg diariamente por hasta 5 dias consecutivos disueltos en solucién salina al
0,9% estéril). Se habian tratado previamente todoso los animales con L-DOPA
(12,5mg/kg p.o., mas carbidopa 12,5mg/kg p.o.) administrado diariamente durante _
hasta 30 dias con el fin de inducir la discinesia. Con anterioridad al estudio todos los
sujetos exhibieron déficits motores estables incluida una marcada reduccion de la

actividad locomotora basal, pobre coordinacion del movimiento, postura anormal y/o
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rigida, movimientos de control de cabeza y estado de alerta reducidos. Se administra
domperidona 60 min antes de cualquiera de los compuestos de prueba. La actividad
locomotora se evalla usando jaulas de prueba que estan comprendidas de 8
interruptores fotoeléctricos que comprenden 8 haces infrarrojos que estan ubicados
estratégicamente en la jaula y la interrupcién de un haz se registra como un contéo. El
numero total de contéos de haces por segmento de tiempo se grafica luego como el
curso de tiempo o se muestra como un drea bajo la curva (AUC) para la actividad total.
La evaluacién de la discapacidad motora se realiza por un observador entrenado ciego
para el tratamiento.

La L-DOPA (12,5mg/kg, p.o.) aumenta la actividad locomotora y revierte la
discapacidad motora como se describid anteriormente (Smith, et al. Mov. Disord. 2002,
17(5), 887). La dosis elegida para este desafio es la maxima de la curva de dosis y
efecto para este fammaco. El compuesto 12 (dosificado p.o.) asi como también el
compuesto 10 (dosificado p.o.) produce aumentos relacionados con la desis en la
actividad locomotora y reversion de la discapacidad motora que tiende a producir una
respuesta mayor para L-DOPA (12,5mg/kg, p.o.). Ambos de estos compuestos
produjeron una reversion prolongada de la discapacidad motora en comparacion con

L-DOPA y fueron eficaces como L-DOPA.
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REIVINDICACIONES

1. El uso (4aR,10aR)}-1-n—propil-1,2,3,4,4a,5,10,10a—occtahidro—
benzo[g]quinolin—6,7—diol © una sal famacéuticamente aceptable del mismo, en la
preparacion de un medicamento para tratar la enfermedad de Parkinson mientras que

mantiene un bajo perfil de induccién a discinesia.

2. El uso de (4aR10aR1-n—propil-1,2,3.4,4a,5,10,10a—cctahidro—
benzo[g]quinalin—6,7—diol o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la

preparacién de un medicamento para revertir discinesias.

3. El uso de (6aR,10aR)}-7-n—propi-6,6a,7,8,2,10,10a,11-octahidro-1,3—
dioxa—7—aza—ciclopentafalantraceno o una sal farmaceéuticamente aceptable del
mismo, en la preparacion de un medicamento para tratar la enfermedad de Parkinson

mientras que mantiene un bajo perfil de induccién a discinesia.

4. El uso de (6aR,10aR}-7—n—propi6,6a,7,8,9,10,10a,11-octahidro-1,3—
dioxa—7—aza—ciclopentafalantraceno o una sal farmacéuticamente aceptable del

mismo, en la preparacién de un medicamento para revertir discinesias.

5. El uso de (4aR,10aR}1-n—propi-2,3,4,4a,5,7,8,9,10,10a—decahidro—
1H-benzo[g]quinolin-6—-ona, o una sal famacéuticamente aceptable del mismo, en la
preparacion de un medicamento para tratar la enfermedad de Parkinson mientras que

mantiene un bajo perfil de induccion a discinesia.
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6. El uso de (4aR,10aR)-1—n—propil-2,3,4,4a,5,7,8,9,10,10a—~decahidro—
1H-benzo[g]quinolin—6—ona, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en la

preparacion de un medicamento para revertir discinesias.

7. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde la discinesia

se asocia con un trastorno del movimiento relacionado con los ganglios basales.

8. El uso de la reivindicacion 7, en donde la discinesia se asocia con la

enfermedad de Parkinson.

9. El uso de la reivindicacion 8, en donde la discinesia se asocia con la

enfermedad de Parkinson idiopatica o el parkinsonismo post—encefalitico.

10. El uso de la reivindicacion 9, en donde la discinesia se asocia con la

distonia de periodo de inmovilidad en la enfermedad de Parkinson.

11.  El uso de la reivindicacién 10, en donde la discinesia surge como efecto

colateral de un agente terapéutico para tratar la enfermedad de Parkinson.

12. El uso de la reivindicacidon 11, en donde la discinesia se asocia con la

terapia de reemplazo de dopamina.

13. El uso de la reivindicacién 12, en donde el agente de terapia de
reemplazo de dopamina se selecciona del grupo que consta de rotigotina, ropinirol,

pramipexol, cabergolina, bromocripting, lisurida, pergolida, L-DOPA y apomorfina.
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14. El uso de la reivindicacion 13, en donde la discinesia se establece como

resultade de la administracién repetida de L-DOPA.
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RESUMEN
Se describen aqui métodos de tratamiento de la enfermedad de Parkinson
mientras que mantiene un bajo perfil de induccién a discinesia y métodos para revertir
discinesias que comprende administrar una cantidad terapéuticamente efectiva de un
compuesto de la invencion. La presente invencién adicionalmente se relaciona con los
usos y composiciones farmacéuticas de dichos compuestos en la fabricacién de

medicamentos para tratar la misma.
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Estructura de cristal del ent-compuesto 10. La configuracion absoluta se

determina mediante la dispersion andmala del atomo de bromo ‘pesado’.

Fig. 1
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