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o Nombre ALLERGAN, INC * IDENTIFICACION
SOLICITANTE Direccion Dupont Drive, Irvine,
™) Califarnia, Estados Unidos c'b Avfrica cc D NIT D
Nacionalidad o Domiclio estadouridese | CE [ ow [
Lugar de Constitucion  California
Cud
Teléfono Fax Nimero
E mail
® Nombre JERONIMD CASTILLO BONILLA IDENTIFICACION
REPRESENTANTE| Direccién cc kKl w~ [J
Calle 93A Mo, 14-17, Ofc 3N
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Emal  info ?fustmummda. oam Nimero 79462057  Tp10M67
()] Nombre CHOW, Ken/
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INVE M(ES) Direccibn 20 Tidal Surf, Newport Coast, California,
Estados Unidos de América
Nacionalidad o Domiciho estadounidense
® FCT (85)
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Publicacion Intemacional No W02005/034946 A1~ Fecha Abril 21, 2005
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Continuacion Inventores

Nombre
Direccién

Nacionalidad

Nombre
Direccién

Nacionalidad

Nombre
Direccion

HEIDELBAUGH Todd M

18886 Mt Castle Circle Fountain Valley
Califomia Estados Unidos de Aménica
astm:lounld;:i1

DONELLO" John E

34041 Pequito Dnve Dana point Calfomia
Estados Unidos de Aménca
estadounidense

Gl Daniel W
2541 Point Del Mar Corona del Mar Calformia
Estados Unidos de America



Q) ANEXOS

3 Comprobants de pago de latasa de presentacion de la solictud

B Documento que acredita ia existancia y representacion legal cuando el solicitente sea persona juridica

[ Poderes sifuers eiceso

D Documento de casion del mventor al solicitante o a su causante.

D Declaracones

[} Copiadelasobcitudinienacional. (Resumen descaripcidn. revindicacones dibuos)

En Traduccion de la solicitud intemacional &l castellano. {Resumen, descripcidn relvindicaciones, dibupos)

D Copla del examen prefiminar intemacianal efectuado por la Autoridad Intemacional de Examen Prelirminar (IPEA)
[} Treduccitn del examen prefminar nemacaonal efactuado por ta IPEA,

[] Desereicaso. copiadel contrato de acceso.

D Daserel caso documento que acredits la licancia o autortzaciin de uso da conacimisntns radiclonales de tas comuni-
dades indligenas
[} Deser e caso, cartificado de deposito del malarial biokigico

[ Adefinel 12012

] Deserel caso nformacitn sobre otras sollcitudas de patente o thulos obienwdos en & extranjero por el mismo tiular o su
causante. relacionadas parcal ¢ totaimente con la invencidn de esta soficitud

D De ser el caso. modificacones efechuadas a la soicitud Intemacional
[ ows Publicacidn Internacional WO 2005/034946 A1

@ FIGURA CARACTERISTICA

4 ™)

Ms Me H Mo Me
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Compound 1
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@  soiicito 1a concesion de ta patente

NOMBRE JER CASHILLO ILLA

1o}
FIRMA — °
CC 79452057 TP 104167
\ Instrucciones para la presentacidn de los anexos. ver reverso de esta pagina
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LAW QOFFICES IMPORTANT NOTE

PEDRO CASTILLO PINEDA & The lodging of this GENERAL POWER with the Pateat

1 Applicant s
name

2 Applicant s
address

3 Date
4 Applicant s
signature

Office obviates the need of presenting special powers
ASSOCIATES with each individual trade mark applicaion.
PO BOX 48362

Bogoti, Colombia / South America

FOR PATENTS AND TRADE MARKS IN

COLOMBIA
Poder General General Power of Attorney
1)
ALLERGAN, INC 7
1
domucihado en (2) domiciled m (2)

2525 Dupont Drive
/Irv:l.ne, CA 92612 USA

nombra al Dr JERONIMO CASTILLO hereby appomt, JERONMO CASTILLO

GRAU Calle 93A N° 14-17 Oficina 311 en Calle 93A N° 14-17 Office 311 en Bogotd
Bogotd, Colombia, como sus representanies con Colombia, as our representatives with special
poder especaal, amplo y suficsente, para recsbar de ample and sufficient power to obtan from the
las oficmas y sutondades Colombianas, offices and Colombian authorities, administrative,
ldmmmjmduodepnhdn.mmo Judn:ul and police, in first or in second i1ostance.

formular descripciones, ennuendas, protestas, formulate descniptons comrections. protests,
declaraciones, apelaciones y reclamos, solicitar Ia declaratons. sppeals, and claims, apply for
aphcacin de modidas cautelares solcuar ln precaumonary measures. apply for the nullity of
mihdad de Patentes de Invencidn, modelos de Patent Invenmtions Utiity Models Industnal
utibdad, disefios mdustnales, asf como la de Designs as well as for Trademark Registrations
registos de marcas ante la muondad nacional before the competent national authonty to accept
competenic, aceptr en nucsho nombre Yy on our behalf and representation the assignment of
representacsn la Cesidin de derechos de invenadn nghts of inventions and titles of nvention that
y de patenie de invencidn que se nos haga por may be done to us by any person, to pay all taxes.
cualquer persona, abonar tdos los impuestos, quotas and payments prescnbed by law to receive
cuotas y pagos determinados por la ley recibir all the documents and proceeds giving the

competencia desleal Este poder comprende faculties to receive, desist, compromuse, iransact
ademfls lag facultades de recibir desistir substitute it in all or in part, o revoke
trangigir comprometer sustitir revocar substitutions to conciliate, to receive nonfications
susttuciones, conciliar recibir notificaciones and to eppoint extra judicial or judicial attorneys.
y nombrar apoderados judiciales o

extrajudiciales.
Dado y firmado en (3) Given and
y @@ E‘lﬁne:l%ﬂi )rnia
April 12, 2005
4)Signature (5)

' 7 ‘ ,
rfin“A Voet
As

sistant Secretary



OFICINAS DE ABOGADOS
PEDRO CASTILLO PINEDA & ASOCIADOS
Bogota, Colombia / Sur Amérnica
NOTA IMPORTANTE
Al registrar este PODER GENERAL en la Oficina de Patentes no se necesita
presentar poderes especiales con cada solicitud de marca registrada
PARA PATENTES MARCAS REGISTRADAS EN
COLOMBIA
Poder General
1 Nombre del Solicitante (1) ALLERGAN INC
2 Direccién del solictante (2) 2525 Dupont Dnv7w</|ne CA 92612 USA
Nombra al Dr JERONIMO CASTILLO BONILLA'y/o Dra XIMENA BONILLA
PEREIRA, y/o Dr ALVARO CASTILLO GRAU Calie 93A No 14-17 Oficina 311 en
Bogota Colombia como sus representantes con poder especial amplio vy
suficente para recabar de las oficnas y autondades Colombianas
adminustrativas judiciales o de icla en pnmera O segunda instancia la
obtencién de Patentes de Invencién Registro de Marcas de Modelos y de Dibujos
Industnales de Nombres Comerciales y Ensefias Lemas Comerciales Yy
Denominaciones de Ongen o mismo que traspasos extensiones renovaciones
cambios de nombre registro de licencias de explotacién y registro de licencias de

uso referentes a tales actuaciones cancelacion de Registros de marca a cuyo

efecto les faculta para dar ante dichas autondades todos los pasos necesarios al




cautelares solicitar la nuidad de Patentes de Invencion modelos de utilidad
disefios industnales asi como la de registros de marcas ante |a autondad nacional
competente, aceptar en nuestro nombre y representacion la Ceaién de derechos
de invencién y de patente de nvencibn que se nos haga por cualguier persona
abonar todos los impuestos cuctas y pagos determinados por la ley recibir todos
los documentos y valores dando el descargo respectivo llenar cualesquiera otros
requisitos desistir y tomar en fin todas las medidas que creyeren conducentes al
resguardo de nuestros intereses y en caso de presentarse oposiciones y/o
observaciones para que intervengan como demandantes ¢ como demandados
con todas las demas facultades necesanas asi como Iniciar y tramitar procesos
junsdiccionales relativos a competencia desleal Este poder comprende ademas
las facultades de recibir desistir transigr comprometer susttuir revocar
sustituciones conciliar recibir notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales
Dado y firmado en (3) Irvine California — Abnl 12 de 2005

(Firmado) {

Martin A Voet

Secretano Encargado

NOTA DEL TRADUCTOR

YO ROSALIA MOGOLLON C TRADUCTORA E INTERPRETE OFICIAL PARA LOS IDIOMAS
ESPANOL - INGLES — ESPANOL, AUTORIZADA POR EL MINISTERIO DE JUSTICIA
MEDIANTE RESOLUCION # 2037 DE DICIEMBRE 1 DE 2003 CONFIRMO POR MEDIO DE LA
PRESENTE, QUE LA ANTERIOR TRADUCCION CORRESPONDE CABALMENTE AL ORIGINAL
ESCRITO EN INGLES

MiI DIRECCION CRA 15899 13 OFICINA 308 TEL. 2188209-2766303 BOGOTA — COLOMBIA
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SECRETARY OF STATE

APOSTILLE

) (Convention de La Haye du 5 ociobre 1961)

1 Country United States of Amenca
This public document

2 has been signed by TAMARA J HALLEN
3 acting in the capacity of Notary Public State of California

“ 4 bears the seal/stamp of TAMARA J HALLEN Notary Public
! State of California

CERTIFIED

At Sacramento Califomia

the 21st day of Apnil 2005

by Deputy Secretary of State State of California
No 236021

Seal/Stamp

© O N O O

10 Signature

y o

BRUCE McPHERSON
Secretary of State

NP-24 A (REV. 2-05)




Estado de California

Secretaria de Estado
APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
1 Pais Estados Unidos de América
EL PRESENTE DOCUMENTO PUBLICO

2 Ha sido firmado por TAMARA J HALLEN g J =

3 Actuando en calidad de NOTARIO PUBLICO, ESTADO DE g’ﬁtilFORNIA; i

4 lleva el sello/estampilla de TAMARA J HALLEN, Notario Publl_é% . ,-:— -
Certificado ' :

3 En Sacramento, California

4 EI 21 de Abnl de 2005

5 Por Secretano Encargado de| Estado, Estado de Califom[mqa: ) -';

8 No 236021 E;— 3

Mo 4

7 Sello /Estampilla 10 Fima (Firmado) :__. 3
BRUCE McPHERSON E‘ - )
Secretano de Estado T

NOTA DEL TRADUCTOR

YO ROSALIA MOGOLLON C TRADUCTORA E INTERPRETE OFICIAL PARA LOS IDIOMAS
ESPANOL — INGLES - ESPANOL, AUTORIZADA POR EL MINISTERIO DE JUSTICIA
MEDIANTE RESOLUCION # 2037 DE DICIEMBRE 1 DE 2003 CONFIRMO POR MEDIO DE LA
PRESENTE QUE LA ANTERIOR TRADUCCION CORRESPONDE CABALMENTE AL ORIGINAL

ESCRITO EN INGLES.
M! DIRECCION CRA 15#99 13 OFICINA 308 TEL 2188209-2766303 BOGOTA — COLOMBIA




CALIFORNIA ALL-PURPOSE ACKNOWLEDGMENT

Countyot _ Orange

State of Califomia
55

on April 12, 2005 beforeme _ Tamara J Hallen, Notary Public
[ ‘Name and Tiie of Otficar (.0 Jans Dow, Moty Public’}

personally appearad Martin A. Voet
Ngnai) of Sgrarta)
Brpersonally known to me
C) proved to me on the basis of satisfactory
avidence

to be the personis) whose namefs) is/are-
subscribed to the within instrument and

TAMARA acknowledged to me that he/she/they-executed
Oumtlu:l"::ﬂn the same in hisherther— authorized
capacityfies) and that by hisherthew
signature{s} on the instrument the person{s)- or
the entity upon behalf of which the parson(s)
acted exacuted the Instrument

WITNESS my hand and

OPTIONAL

Though the information balow is not required by law, i may prove vaiusbie 10 persons relying on the documen! and could provent
fraudkdent ramoval and reatiachment of this form o anothar document

Description of Attached Document

Title or Type of Document. neral Power of Aetorney - Colombia

Document Date ___April 12, 2005 Number of Pages ___1

Signer{s) Other Than Named Above

Capacity(ies) Claimed by Signer
Signer's Name: Martin A Voet

O indvidual

O Corporate Officer — Tiie(s) Aagigstant Secretary
{1 Parnner —[] Limited (] General

0O Atomey-in-Fact

0 Trustee

O Guardian or Conservator

O Othar

Signer is Representing’ Allergan, Inc

© 1999 Maslormsl Notary Associxton 380 Dy oo Ave. PO, Fem 2402  Chetsmorh, CA 913130402  wesnatioreintary.on Prod. No. 3007 Reorder: Cull Tal-Fme 1-800-579-0027

AN R’ 4
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RECONOCIMIENTO PARA TODOS LOS EFECTOS LEGALES OTORGADO EN
CALIFORNIA

Estado de Califormia
} S$S

Condado Orange

A los 12 de Abnl de 2005 ante mi Tamara J Hallen, Notana Publica comparecid

Martin A Voet
Bd A quien conozco personalmente y sé que es la persona cuyo nombre aparece
suscrito en el instrumento adjunto y reconocio ante mi haber otorgado dicho
instrumento en wvirtud de su capacidad legal Mediante su firma autonzd el
presente instrumento en nombre propio o en nombre de la entdad en cuya
representacion estéa actuando
EN TESTIMONIO DE LO ANTERIOR firmo y coloco mi sello oficial
(Firma)
NOTARIO PUBLICO

OPCIONAL
Aunque la informacion que aparece a confinuacidn no es exigida por la ley puede
ser valiosa para las personas que se basen es este documenic y puede ayudar

para que no sea ublizado o anexado de manera fraudulenta a un documento

distinto

Descripcién de Documento Adjunto

Nombre y tipc de documento Poder general — Colombia
Fecha del documento 12 de Abnlde 2005 No de hojas 1

Signatario distinto al mencionado antenormente Ninguno

10



Capacidad legal del signatano
Nombre del signatano Martin A Voet

[] Funcionario corporativo — cargo Secretario encargado

el signatano representa a Allergan, Inc.

TAMARA J HAL._EN

~oend A # 141487

Natario Publico — Califormea
Condaadso de Orange

M1 ucencia vence ol 28 de mayo de 2607

1}
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Soliciiud internucioaal N*

PETITORIO

Fecha de nazido intenucioan|

E! abajo firmantc pide que Ia presenic solicitud
in crnacional sea tramitads con srregio sl Trutado de

Cooperncidn en materis de Patentes. Nombire do Ia Oficina

“Solicitud internacional PCT™

Recuadro N | TITULOQ DE LA INVENCION
AGONISTA A2 NO SEDANTE
Recuadro N°II  SOLICITANTE
Nombre duwenh.

E] Esta persons también e3 waventor

seyuidy det 2l sv treto de uno peryoma
S et B o TR P A | (114) 2464920
m:-.ummusmb*mwm d e
ALLERGAN, INC 714)_246-4249
2525 Dupont Drive Fd‘eﬁ‘njﬁ——
Irvine, Ca 92612 NO
Estados Unidos de América N de reguetrs dol soiveianis v s Ofidas
36510
Ex Tonaligy ] qpeily
BB i b v R rca R
Ditimen (] spme () prastmeomens [ mortves (]t s,
Recuadre N' 111 OTRO(S) SOLICITANTE(S) Y/0 (OTRO(S)) INVENTOR(ES)
Nombre y ducer.éa. fapelide ey wle del  wmbe ::r F) :cr'u :rc purs . dica, fi Est persons e3;
Egu:wg. l:?hi"%?u \:ﬁ‘ﬁ.h:;??:‘ 4 m{;lllnll: l:‘*t'- by 'llvlll.‘l-lllldﬂ'\:‘:l D ”hmum: dhicamente
CHOH‘ Ken m 5oUCithnte & IBVEALOT
20 T da‘l SI.ll't inveator dpicamente {irf 3¢ maree ara
Newport Coast, Ca 92657 L el ke e s
Estados Unidos de América N de registro dol soliciancs an Ia Ofician
Estads de nacioaalidad (nombre del Estadn) smda de doniicito (maaw:
Estados Unidos de América
snlw IluI:I:l.Q:I. D w"“ Bm' Eﬁ"dﬂ."ﬁ?&"&‘&h‘" ° m pr Eandn ety D <l n:um |upl=unl.|rh

m LosYemas solcitantes y/o (demu) Inventores se incican eo uas hoja de condouscién,

Recundre N [V MANDATARIO O REPRESENTANTE COMUN O DIRECCION PARA LA CORRESPONDENCIA

E:;m- -m;' cio 8k oiiviacie o O] pandeino 5 dey |

dendficada se nombra/ba ndo nombrads mumumhr:dell - comxln
3 n'l'::;m:(;) ante us ademrustraciones iotemacionales competentes cOma: mandsarde [ represeatace

R e e ot ot v p T | (i) B0
yd
FISER, Carlos A, BARAN, Robert J, DONOVAN Stephen; JOHNSON{N' de facsioul
Brent A, STATHKIS, Dean G VOET, Martin A. (714) 2464299

c/o A11ergm, Inc N ;;ulempml

Iarﬁm, g “%1512 N d:sfegsiqcadelmdmoen s Oficica

Estados Amfrica )
e e, B T o e e

Eormulario PFCT/RO/101 (pricers boja) (warzo de 200 reunprenba julio de "003) Ver las Yores of formulario del petiterie

i



@

Hoja N

Coutlsuacién ¢ recusdro N°Il - OTRO(S) SOLICTTANTE(S) Y/O (OTRO(S)) INVENTOMES)
i no s¢ ha de utilizar ninguno de sstos subrecundres, esta haja no debe ser ncluida an ol pezisorio.

Nombre y direccidn. (apeifide suguide dal nombre, | ¢ ram di usa pery Esta persona es

R T YOS S e o et e
I-EIIILBN.E-I TGH M. n solicitate o sovenlor
168886 Mt Casl:ﬂe Circle D Qveutor ducumente (if se marce asia
Fountain Valleg CA 92708 cil 0 s ol s e
Estados Unidos de Anfrica N de reglawo del sobciant en Is Oficina

&mrghh# f’:‘q: IElndodsdomuho {uunln& mca

mm D wdos los Enados D mlolblﬂlhlplhlhl . zlliﬂl}llhﬁ Dnmm
Nnml.'n directidn. ido def u-in i dy waa m{:’h persona e
£l w:zfnm i'E::u e et e '.: ::.Ef:'-" l‘hdlrlmud::n’:: EE| lohcin:::ﬁucum
mds abgje of Estado de domicilis,) "
mlo. J’l‘l E. m solicitante ¢ :nventor
K’ 1.y) ventor dmcame;
0 m:% ell[lla.mudek #&[:Lubm;::)

Estados Unidos de Anfrica * de rguaro del solicimate en la Oficioa

"t e & Wi RS thids & Mnflca

1ados lo pudos " Bataddos indicados
sotuchame pun. L] Genpamier - ] WRiiisena e D mintiduied [] i

€l rveusdro -ulllnu:r'h
Nowmbre y dirvocidn. (apellido seyuids def wmbre, 3! re irsin de une persena jusidien, la | Etia persocacs
o 17 al fwa, £ ! direc ign Ui ¢ ol eoull wal p of nomérs o pi b . )
Erpeade T eecia Tnbencis e eete s evuiig on o Ecie 16 nl o dol orkeanee . 20 4 [] swiciane Sncamente
dico mi/ubnye 1 Entacle de domicliie.)
GIL el W m soliciants ¢ iaveator
" .
inveninr doicamente (i u marca exs
wg E E_m D casiila, no s¢ dide rellmar io qua sigus
Estados ul‘ldﬁ'ﬁ Andrica N* de tegistro dal solicitagts en 1a Ofieng
naci (mombre del Exad) Estada do domlicilio (nombre def Exiadn):
“Btads inlds “Estas Ui i Apirica.
Esws persoay va Mﬂh&lﬂn nday Jos Esindos deslgados salve mn-u-uuud- los Huados mdicados o8
tahuulmc pan ﬂ D ™ E'Ihdol Unldos de Amiries m D ol recusdso suplementario
Nombre y dzoecidn, (apeilido seguiido 4 numbr 4 2u irmia da s persoas juridice, In | Este peraoas ey
[ I d weh rar el ¥ tol y ol bre del o
#"h.l‘j”?ﬂ{:::f:ﬂ il :uulf ‘::':Lndm ::{’,I E:ln:ﬁ n‘afhk:l:-l'l:n ' -;mmu: L D solicitante drucamente
ice mdx abaye of £ ioda da domicliiv)

D salicitante ¢ ventor

inveator unycamente ﬁln-ﬂn i
D carlila, a9 38 deba rellencr lo que nipue )

N* de regutro del soliciunte ca 1o Oficios

Estado de nacionalidad {mombre el Enada) Fndud-domdlwfmbudd&m:
1gEado ados lllﬂ de oy 5 'mdos lndicados e
E-,l:.ﬂllnl:np.ll?- D Egl';‘m. D mlﬂén?mfau Allirll:ln v r—sr‘m U D 'n:;ndu swplemcaano

D tuy deruds solwitagtey y/0 (dembs) everores s & dicas cb otr Eois ¢ coaL., we ]

Farmulurio PCT/RO/0! (hoja de conummacidn) (masze de 2001  ceunprenda jhode 003}  Var lax Notar af farmulario del pasiiario

1%
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Haja N
| RacusdroN VI REIVINDICACION DE PRIORIDAD 38
Se reivindice s praridad de las siguleats soliciodes saicrions =
Fuhl”drﬁg:l:m dols wlili:::n deln — Si I nolicinud naterior ou;
soterios antadar — —t — omts | solicind fotenmcomal
Y psls 0 mlemien do In OMC ugu’::.w OBcina moopioms
Pumo (1) i
Puaie %S a7 01) 10/881 Estados Unidos
15 dulio 204
Paan (3)
Punw (4)
Punip (5)

] En el recuadro suplementano 1o incluyen mivindicaclones de prioridad sdicioasles

Slnr:eplhmmmwmytlrd‘;nlhorghlﬁmﬁuﬂme?ilmﬁhﬂwwﬂh
wolivitudes anscrioros M ia rolicird anierior ha sido praseniads anse Iz oficing de iz presents solicinud insernacionsl
s iz Oficing recepiorg) ideat flenda(s) suprs como: i fha

. moos‘lol 0 ruoo() [ P [ Puao@) [ Puowo(s) ] Puase(s) Dow

51 lo soticinud anterior es wna solicind ARIPO. 38 Indicord of menny un Exindo miembro del Convenio de Poris o Projeocidn de ko
mfdmmromm& la Organksacidn Mundial dal Camereio para el que ha sido presentiuks & solicioud anierior

Recusdro N VII  ADMINISTRACION ENCARGADA DE LA BUSQUEDA INTERNACIONAL

Elscclén de ks Adminktraciio cocargada de s biisqueds loternacipnal {3 day o inds Adm inlxracionsr s bu inloquedia intrnacionsl
108 compelenias para gfectunr lo busguads insmociono), indiguess ol nombre de la Adminlicraciin slegida; s williaer of obclipo ds des Jeormw)
ISA/

Peteiba purn que se utllicen los resultados de la baiqueds aoterior refereacls s ves biisqueds (3f una dusquanks anverior ha xido
realizade por o pedidy s la Adminkspracidn encorgado de fo ialrqueds internacioral)

Fochs (dia/mesfaic) Niimero Pals (it Oficina regional)

Recusdro N VIB DECLARACIONES

N —
Las siguicnics declarucionss se coutiensn ¢o Joa Recuadros N® VIILI) 1 v) (mdrquanse lox casilior Indicadar ~ Nimeen de
abgjo qua correspondin, ¢ indiquess ¢! nimero de cads tipo de declaracidn en la columna de la derecha) declarcionce

D Recusdro N*VIILi)  Declamcido sobre Ia ideatidad del wventar
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AGONISTA A-2 NO SEDANTE 1-(2,3-DIMETIL-FENIL)-ETIL-1,3-
DIHIDRO-IMIDAZOL-2-TIONA

Esta solicitud de patente rervindica el beneficio de prionidad bajo 35
USC § 119 (e) a la solicitud de patente provisional 60/502, 562, presentada
el 12 de septiembre, 2003, que por la presente se incorpora aqui por
referencia

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
CAMPO DE LA INVENCION
La invencién se refiere generalmente a la medicina molecular y, mas
particularmente, a agomstas a-2 adrenergicos que son altamente selectivos
para el receptor a-2A adrenergico, comparados con el receptor a-1A
adrenérgico

INFORMACION DE ANTECEDENTES

Una vanedad de enfermedades pueden estar mediadas, al menos en
parte, por el sistema nervioso simpatico, incluidas una variedad de
dolencias asociadas con estres Enfermedades reforzadas por el sistema
nervioso simpatico ("sympathetically-enhanced conditions™) incluyen, sm
hmitacion, hipersensibilidad sensitiva tal como hipersensibilidad asociada
con fibromialgia o cefalea tal como jaqueca, enfermedades
gastrointestinales tales como sindrome de intestino iritable y dispepsia,
afecciones cutaneas tales como psonasis, trastornos cardiovasculares,
taquicardias, trastornos de vasoconstriccion periferica, incluido el Sindrome
de Raynaud, y esclerodermia, crisis de angustia, trastornos metabolicos
tales como diabetes tipo II, resistencia a la msulina y obesidad, trastornos
de la contraccion de los musculos, incluidos trastornos de contracci6n de los
musculos del esqueleto, trastornos de la contraccion de los misculos lisos,
espasticidad y trastomos de la contraccion de los musculos, asociados con
cefalea tipo tension, trastonos del cormportamiento tales como, pero no
limitados a, bulimia y farmacodependencia, y disfuncton sexual

7
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Aunque los agomstas a-2 adrenergicos han demostrado ser
promisorios en tratar sintomas de afecciones reforzadas por el sistema
nervioso simpatico, el uso de estos agonistas a-2 adrenergicos puede ser
insatisfactorio debido a los efectos sedantes concomitantes Este mismo
problema limita el tratamiento efectivo, con agonistas a-2 adrenérgicos, de
otras enfermedades, incluidas dolencias neuronales, trastornos oculares y
dolor cronico Por lo tanto, existe una necesidad de agonistas a-2
adrenergicos no sedantes, efectivos, novedosos para uso como
medicamentos La presente imnvencion satisface esta necesidad y brinda
asimismo ventajas relacionadas

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente mvencién provee un agonsta selecivo a-2A/a-1A que

incluye un compuesto representado por

Me Me

s=<N/ -

o su sal farmacéuticamente aceptable, ester, amida, estereoisomero o
mezcla racemica. La presente mnvencion ofrece ademas una composicion
farmacéutica que contiene un excipiente farmaceutico y una cantidad
terapeuticamente efectiva de un agonista selectivo a-2A/a-1A que incluye

un compuesto representado por
Me

H
N Me
=]
N
H

(ESTRUCTURA 1) o su sal farmacéuticamente aceptable, ester, amda,

e
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estereoisomero 0 mezcla racémica

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
Figura 1 muestra Compuesto 1 {(+)~(S)4-[1-(2,3-dumet1l-ferul)-etrl]
1,3-dihidro-imidazol-2-tiona) de (+)-(S)-4-[1-(2,3-dimet:l-
ferul)-et1l]- 1 H-1midazol

Figura 2 muestra que Compuesto 1 es superior a bimonidina en su
capacidad de aliviar hipersensibilidad tactil inducida por sulprostona en la
ausencia de sedacion Los efectos sedantes y anti-hipersensitivos, con
grado de respuesta a la dosis, de cuatro agonistas a-2 se compararon en
modelos de hipersensibihdad tact:l inducida por sulprostona y actividad
locomotora Panel 1zquierdo superior 1P Brimomdina. Panel derecho
superior IP Dexmeditorudina Panel 1zquierdo infennor Compuesto 1
oral Panel derecho inferior IP Compuesto 2 Se calcularon el puntaje de
sensibilidad total media y el error estandar de la media (vease linea gruesa y
simbolos gruesos, eje 1zquerdo) La actividad locomotora relativa a los
animales tratados con excipiente se expresé como porcentaje, y la sedacion
porcentual se calculo como 100% menos la actividad locomotora porcentual
(véase linea punteada y simbolos abiertos, eje derecho)

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Los receptores adrenérgicos median las respuestas fisiologicas a las
catecolaminas, norepmnefrna y epmnefrina, y son muembros de la

superfamilia de receptores G acoplados a proteina (GPCR) que tienen siete
dominios de transmembrana Estos receptores, que se dividen

farmacologicamente en tipos de receptores a-1, a-2 y B-adrenergicos, se
encuentran involucrados en diversas funciones fisiolégicas, incluidas
funciones del sistema cardiovascular y nervioso central Los receptores a-
adrenergicos median funciones excitadoras e inhibidoras Los receptores a-
1 adrenergicos son receptores post-sindpticos tipicamente excitadores que,
por lo general, median respuestas en el organo efector, mientras que los
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receptores a-2 adrenérgicos se localizan postsinapticamente, asi como
presinapticamente, donde inhiben la liberacion de neurotransmisores. En la
actualidad los agonistas de receptores a-2 adrenérgicos se usan clinicamente
en el tratamiento de hipertension, glaucoma, espasticidad y trastorno de
falta de atencién, en la supresién de abstinencia de opiaceos, como
auxiliares a la anestesia general y en el tratamiento del dolor producido por

el cancer.

Los receptores 0-2 adrenérgicos se clasifican actualmente en tres
subtipos basados en su caracterizacion farmacologica y molecular: ¢-2A/D
(a-2A en humano y a-2D en rata); «-2B; y a-2C (Bylund y colaboradores,
Pharmacol Rev. 46:121-136 (1994); y Hein y Kobilka, Neuropharmacol.
34:357-366 (1995)). Los subtipos a-2A y a-2B pueden regular la

contraccion arterial en algunos lechos vasculares, y los subtipos a-2A y a-
2C median la retro-inhibicion de la liberacion de norepinefrina de las
terminaciones nerviosas simpaticas. El subtipo a-2A media asimismo
muchos de los efectos centrales de los agonistas a-2 adrenérgicos (Calzada
y Artifiano, Pharmacol. Res. 44: 195-208 (2001); Hein y colaboradores,
Ann. NY Acad. Science 881:265-271 (1999); y Ruffolo (Ed.), a-

Adrenoreceptors: Molecular Biology, Biochemistry and Pharmacology S.

Karger Publisher's Inc. Farmington, CT (1991)).

Como se divulga aqui, varios agonistas a-2 se analizaron con
respecto a la selectividad funcional o-2A/a-1A usando analisis a base de
células in vitro. El Ejemplo 1 divulga la preparacion del agonista a-2
adrenérgico  {{+)-(S)-4-[1-(2,3-dimetil-fenil)-etil}-1,3-dthidro-imidazol-2-
tiona) de (+)-(S)-4-[1-(2,3-dimetil-fenil)-etil]-1 H-imidazol (véase, ademas,
Figura 1). Como se muestra en Tabla 1, este agonista a-2 adrenérgico,
denotado Compuesto 1|, fue altamente selectivo «-2A/a-1A, como se
evidencio por el nivel indetectable de actividad a-1A observada para este
compuesto en un analisis funcional a base de células (véase, también

Ejemplo II). En contraste, la dexmeditomidina fue menos se¢lectiva para a-

720
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2A/a-1A que la bnmomdina (vease Tabla 1) Estos resultados indican que
Compuesto 1 es altamente selectivo la activacion del receptor a-2A
comparado con el receptor a-1A.

Tabla 1
Eficacia relativa a-1A e indices de potencia a-1A/0-2A de vanos
agomstas a-2
Compuesto Efic rel * a-1A |Indice de potencia a-1A/a-2A
Brnimomdina 02 744
Dexmeditomidina 05 539
Compuesto 1 NA -—
Compuesto 2 08 980

*Eficacia relativa al agomsta total de referencia, feulefrina.
NA = no activo

Como se divulga adicionalmente aqu: en Ejemplo II, la selecuvidad
funcional a-2A/a-1A, exhibida en analisis a base de celulas i vitro, se
correlaciono inversamente con actividad sedante m vivo con la dosis
terapeutica. Como se revela en Figum 2, el agomsta a-2 que fue mas
altamente selectivo la funcién a-2A/a-1A in vitro exhibio 1gualmente la
maxima separacién entre la dosis terapeutica, que alivio la sensibilidad
tactil inducida por la sulprostona, y la dosis resultante en una sedacién
significativa En particular, Compuesto 1, admimstrado oralmente con una
dosis de 1 pg/kg, produjo una reduccién del 50% en la sensibilizacion (linea
gruesa, eje 1zquierdo), con menos del 30% de sedacién (diamante abierto,
eje derecho) con dosis 100 veces e, incluso, 1 000 veces mayores que la
dosis terapéuticamente efectiva de 1 pg/kg (vease Figura 2, panel 1zquierdo
infenor) Esta separacion entre dosis terapeuticamente efectiva y sedante
fue mayor que la observada para cualquier otro agomista a-2 analizado
Estos resultados indican que la selectvidad del receptor a-2A/a-1A
adrenérgico de agomstas a-2, defimda usando analisis a base de celulas in

witro, se correlaciona immversamente con la actividad sedante con dosis

a
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terapéutigas in vivo, luego de la dosificacion sistémica u otra dosificacion
periférica. Estos resultados indican ademas que agonistas a-2
particularmente utiles, con amplia separacién entre dosis terapéuticamente
efectivas y sedantes, son aquellos que exhiben selectividad funcional de

receptores a-2A/a-1A adrenérgicos.

Basados en estos descubrimientos, la presente invencién provee un

agonista selectivo a-2A/a-1A que incluye un compuesto representado por

M
¢ Me
H -
N Me
S :< /
N
H

(ESTRUCTURA 1) o su sal farmacéuticamente aceptable, éster, amida,
estereoisomero o mezcla racémica. Un agonista selectivo de la invencion
puede tener, por ejemplo, una eficacia a-1A menor que la de brimonidina o
un indice de potencia a-1A/a-2A mayor que el de brimonidina. En una
incorporacion, un agonista selectivo a-2A/a-1A de la invencion incluye un

compuesto representado por FORMULA 1.

Un "agonista selectivo «o-2A/0-1A" de la invencién puede
caracterizarse, en parte, por (1) tener mas del 25% de eficacia relativa a
brimonidina en uno o mas receptores a-2 adrenérgicos, incluidos el receptor
a-2A adrenérgico, y (2) poseer ademas una eficacia a-1A menor que la de
brimonidina o un indice de potencia a-1A/0-2A mayor que el de
brimoniciina. En incorporaciones particulares, un agonista selectivo o-
2A/a-1A de la invencion tiene un indice ECsy a-1A/a-2A que es por lo
menos dos veces mayor que el indice ECsg a-1A/a-2A de la brimonidina, o
un indice ECsy a-1A/0-2A que es por lo menos cinco, diez, veinte, treinta,
cuarenta, cincuenta, sesenta, setenta, ochenta, noventa o 100 ve—" s

que el indice ECs; a-1A/a-2A de brimonidina. Se entiende q

la actividad agonista a-2A, un agonista selectivo a-2A/a-1A de
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puede tener, de manera opcional, actividad agonista o antagonista en uno o
mas receptores adrenérgicos adicionales u otros receptores, a condicién de
que el agonista selectivo satisfaga los criterios expuestos mas arriba con

respecto a la selectividad a-2A/a-1A.

La eficacia, también conocida como actividad intrinseca, es una
medida de la activacion maxima de receptor lograda por un agente. Para los
efectos de determinar la selectividad a-2A/0-1A, la eficacia se determina
preferiblemente usando cualquier analisis funcional que no amplifique
significativamente la respuesta del receptor. La eficacia puede
representarse como un indice o porcentaje del efecto maximo del agente al
efecto maximo de un agonista estandar para cada subtipo de receptor. La
brimonidina (UK 14304) se usa generalmente como el agonista estandar
para los receptores a-2A, a-2B y a-2C y se usa aqui como el estandar donde
se define la eficacia relativa de un receptor a-2. La fenilefrina es un
agonista estandar aceptado para los receptores a-1A, a-1B y a-1D y se usa
aqui como el estandar donde se define la eficacia relativa de un receptor a-

1.

Al caracterizar funcionaimente un agonista selectivo a-2A/a-1A de la
invencion, la eficacia a-1A 6 el indice de potencias a-1A/a-2A, o ambos, se
comparan con la/los de brimonidina. Tal como se emplea aqui, el término

"brimonidina" significa un compuesto que tiene la siguiente formula

e
(Y T

o su derivado farmacéuticamente aceptable. El término brimonidina
comprende, sin limitacion, 5-bromo-6-(2-imidazolin-2-ilamino)quinoxalina

D-tartrato (1:1), Alphagan™ y UK 14304. La brimonidina, y sus derivados

Z3
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farmacéuticamente aceptables, pueden adquinrse de fuentes comerciales o

prepararse por métodos rutinarios, por gemplo, como se descnbe en la
Patente de los Estados Umidos No 6,323,204

Cualquiera de una vanedad de analisis son utiles para determinar la
selecividad funcional a-2A/a-1A  Como ejemplos no lmitantes, la
potencia, actividad o ECs en un receptor a-2A pueden determinarse
anahizandolas con respecto a la mhibicion de actividad de ademlato ciclasa.
Mas aun, la mmhibicion de la actividad adenilato ciclasa puede analizarse, sin
limitacion, en celulas PC12 que expresan en forma estable un receptor a-
2A, tal como un receptor a-2A humano Como ejemplos adicionales no
hnutantes, la potencia, actividad o ECsy en un receptor a-1A pueden
determinarse analizandolas con respecto a calcio intracelular El calcio
intracelular puede analizarse, sin lumitacion, en celulas HEK293 que
expresan en forma estable un receptor a-1A, tal como el receptor a-1A

bovino

Por consiguente, se entiende que la selectividad funcional a-2A/a-
1A puede caracterizarse usando cualquiera de una variedad de analisis
funcionales rutinanos, por ejemplo, anahsis a base de celulas in witro que
miden la respuesta de un agente proxumal a la activacion del receptor
Analisis utiles incluyen, s limitacion, analisis n vitro tales como analisis
de AMP cichico o anahsis de incorporacidn de GTPyS para valorar la
funcion proximal a la activacion del receptor a-2 (Shumizu y colaboradores,
J Neurochem 16 1609-1619 (1969), Jasper y colaboradores, Biochem
Pharmacol 55 1035-1043 (1998), y analisis de calcio intracelular tales
como los andlisis FLIPR y deteccion de pulsaciones de calcio por fluo-3,
para valorar la funcion proxamal a la activacion del receptor a-1 (Sullivan y
colaboradores, Methods Mol Biol 114 125-133 (1999), Kao y
colaboradores, J Biol Chem 264 8179-8184 (1989)) Mas adelante, en
Ejemplo II, se divulgan aqu analisis de selecuvidad a-2A, basados en la
mhibicién de la acumulacion de cAMP 1nducida por forskolina en celulas

24
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PC12, que expresan en forma estable un receptor a-2A, y aumentos en
calcio intracelular en células HEK293, que expresan en forma estable un
receptor a-1A.  Analisis adicionales utiles incluyen, sin limitacion, analisis
de mositol fosfato, tales como analisis de proximidad por escintilacion
(Brandish y colaboradores, Anal Biochem 313 311-318 (2003), analisis
para secuestro GPCR de p-arrestina, tales como analisis de transferencia de
energia por resonancia de biolumimiscencia ("bioluminescence resonance
energy transfer assays") (Bertrand y colaboradores, ] Receptor Si
Transduc Res 22 533-541 (2002)), y analisis de microfisiometna por
citosensor (Neve y colaboradores, J Biol Chem 267 25748-25753
(1992)) Estos y otros andlisis adicionales para la funcion proximal de
receptor a-2 y a-1 son rutinanos y bien conocidos en el arte

Como otro ejemplo no limitante, un andlisis GTPYS es un analisis util
para determunar la selectividad funcional a-2A/a-1A Los receptores o-2
adrenérgicos median la incorporacion de guanosina 5'-O-(gamma-ti0)
trnifosfato ([*°S]GTPYS) en protemnas G en membranas asladas por
intercambio catalizado por receptor de [*SJGTPYS para GDP Un analisis
basado en la mncorporacién de [*°S]JGTPyS puede realizarse esencialmente
como se describe en Jasper y colaboradores, mas arriba 1998 En pocas
palabras, células confluyentes, tratadas con un agente a valorarse, se
recogen de placas de culavo de tejudo en solucion salina tamponada con
fosfato antes de centrifugar a 300 x g durante cinco minutos a 4°C El
sedimento celular se re-suspende en tampon de lisis frio (5 mM Tnis/HC], 5
mM EDTA, 5 mM EGTA, 0 1 mM PMSF, pH 7 5) usando un Disruptor
Polytron (ajuste #6, cinco segundos), y se centrifuga a 34 000 x g durante
15 minutos a 4°C antes de re-suspenderse en tampon de hsis frio y
centnfugarse otra vez, como ya se indico Luego del segundo paso de
lavado, alicuotas de la preparacién de membrana se ponen en un tampon de
membrana (50 mM Tns/HCl, 1 mM EDTA, 5SmM MgCl,, y 0 1 mM PMSF,
pH 7 4) y se congelan a -70°C hasta cuando se usen en el analisis de

fijacion
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La ncorporacion de GTPyS se valora usando [S]JGTPYS con una
actividad especifica de 1250 Cvmmol Alicuotas de membrana congeladas
se descongelan y diluyen en tampén de ncubacion (50 mM Tns/HCI, 5 mM
MgCl;, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM propranolol, 2
mM GDP, pH 7 4) y se incuban con radio-hgando con una concentracion
final de 0 3 nM a 25°C durante 60 minutos Luego de la incubacion las
muestras se pasan a traves de filtros de fibra de vidno (Whatman GF/B, pre-
tratadas con 0 5% de albumina sérica bovina) en un cosechador de 96
pocilios y se lavan répidamente cuatro veces con cuatro ml de tampén de
lavado helado (50 mM Trnis/HCI, 5 mM MgCl,, 100 mM NaCl, pH 7 5)

Luego de secarse en un homo, los filtros se transfieren a ampollas de
escintilacién que contienen cinco ml de combinado de escintilacién Ready
Protein® de Beckman, para conteo Seguidamente se determinan la ECso y
el efecto méximo (eficacia) para el receptor a-2A

Se entiende que analisis utiles se realizan por lo general usando
células que expresan naturalmente miveles significativos de solo un subtipo
de receptor a-adrenergico umco, o usando celulas transfectadas que
expresan miveles sigmficativos de solo un subtipo de receptor a-adrenergico
recombinante umco Como un ejemplo no limtante, el receptor
adrenergico puede ser un receptor humano o su homologo, que tiene una
farmacologia ssmilar Como se divulga aqui, la selecuvidad a-2A/a-1A se
determina prefeniblemente con analisis proximales de receptor, es decir,
aquellos los cuales la respuesta del receptor es amplificada o no
amplificada solo en forma minima, o aquellos en los cuales se analiza una
sefial rapida En vista de lo anterior, un experto en el arte preferira usar
andlisis distintos a los andlisis de Tecnologia de Amphificacién y Seleccion
de Receptor (RSAT) y analisis simulares, en los cuales el agonusmo pleno y
el agonismo parcial no estdn bien diferenciados

Una sal farmacéuticamente aceptable, éster, amida, estereoisomero o
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mezcla racemica de Compuesto 1 pueden prepararse por metodos rutinarios
El agonista selectivo «-2A/a-1A, mdicado por la Estructura 1, es
meramente ejemplar de una vanedad de sales, ésteres, amidas, etc , de este
compuesto, que pueden prepararse facilmente por un experto en el arte en
una manera similar a la divulgada aqui, usando metodos bien conocidos de
sintesis quimica, incluudos metodos similares a los ejemplificados aqu

(vease Ejemplo I)

Un experto en el arte entiende que, aparte del esquema sintetico
mostrado en Ejemplo I, puede usarse una variedad de rutas para preparar,
por ejemplo, el sistema de amllo imdazol de Compuesto 1 Tales sintesis
son bien conocidas en el arte, como se describe, por ejemplo, en Gnmmett,
"Imidazol and Benznmmidazol Synthesis," Ross Academic Press (1997) Mas
aun, rutas alternativas para producir imidazol-2-tionas a partir de imidazoles
pueden utilizarse 1gualmente en preparar el agomsta selectivo de
Compuesto 1 Como un ejemplo no limitante, el sistema de anillo inidazol-
2-tiona puede prepararse de un anillo imidazol, protegiendo selectivamente
el N1 nutrogeno por un grupo tritilo, seguido por la desprotonacion con una
base fuerte, tal como n-BuL1 o LDA (dusopropilamida de litio), para formar
el amion en C2 Postennormente el amén puede hacerse reaccionar con
azufre para producir la imdazol-2-tiona deseada Como un ejemplo
adicional no limitante, un amllo imdazol puede hacerse reaccionar con
fenilcloroformiato para producir 2-imidazolona, la cual puede convertirse
en la tiona, por ejemplo, usando reactivo de Lawesson Estos y metodos
similares son bien conocidos en el arte para la preparacion de Compuesto 1
y otros agonistas selectivos para a-2A/a-1A de la invencién

Un agomista selecivo a-2A/a-1A contemplado aqui puede ser util,
por ejemplo, para la prevencion o alivio de una enfermedad reforzada por el
sistema nervioso simpatico sin sedacion concomitante, luego de su
admimistracion penferica Cualquera de una vanedad de dolencias

reforzadas por el sistema nervioso sumpético pueden prevenirse o aliviarse,
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sin sedacién concomitante, por un agonista selechvo a-2A/a-1A de la
mvencién, incluidas, sin imitacién, hipersensibilidad sensitiva tal como la
asociada con fibromialgia o cefaleas tales como jaquecas, enfermedades
gastrointestinales tales como sindrome de intestino umitable y dispepsia,
dolencias cutineas tales como psonasis, trastornos cardiovasculares,
taquicardias, trastornos de vasoconstriccién penfenca incluidos el
Sindrome de Raynaud y escleroderrma, cnisis de angustia, trastornos
metabolicos tales como diabetes tipo II, resistencia a la mnsulina y obesidad,
trastomos de contraccién de los musculos, incluidos trastornos de la
contraccion de los musculos del esqueleto, trastormos de la contraccion de
los musculos hsos, espasticidad, y trastornos de contraccion de los
musculos, asociados con cefalea de tension, trastornos de comportamiento
tales como, pero no lumitados a, bulma y farmacodependencia, y
disfunci6n sexual

Un agomista selectvo a-2A/a-1A contemplado aqui puede ser utl
ademss, por ejemplo, para la prevencién o alivio de dolor cronico sin
sedacion concomitante luego de la administracién penferica Dolor crémico
es un término que significa dolor distinto del dolor agudo e incluye, sin
Iimitacion, dolor neuropético, dolor visceral, dolor inflamatorio, cefalea,
dolor muscular y dolor referido con la palpacion Se enhende que el dolor
crénico es de duracion relativamente prolongada, por ejemplo, vanos afios,
y puede ser continuo o mtermitente El dolor cromco se distingue del dolor
agudo, que es un dolor de umbral generalmente alto, inmediato, ocasionado
por una lesion tal como una cortada, magulladura, quemadura, o por
esimulacion quumca tal como la experimentada con la exposicion a

capsaicina, el ingrediente activo en aji

Cualquera de una vanedad de tipos de dolor crémico pueden
prevenurse o aliviarse sin sedacion concomitante por un agomsta selectivo
a-2A/o-1A de la nvencion incluidos, pero no hmitados a, dolor neuropatico
tal como dolor neuropitico asociado con neuropatia diabetica o neuralga
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post-herpetica, dolor crénico asociado con cancer, dolor post-operatorio,
alodinico tal como dolor fibromdlgico, dolor cronico asociado con
Sindrome de Dolor Regional Complejo (CRPS), dolor visceral cronico tal
como el asociado con sindrome de mtestino irritable o dismenorrea, cefalea
cronica tal como jaqueca, cefalea no vascular, cefalea histaminica o cefalea
por la tensi16n diana, y dolor muscular cronico tal como, aunque no limitado
a, al asociado con ciatica.

Un agonusta selechvo a-2A/a-1A provisto adicionalmente aqui puede
ser util, por ejemplo, para la prevencion o alivio de una enfermedad
neuronal sin sedacién concomitante luego de la admimstracion periférica
Tal enfermedad neuronal puede ser, sin limitacion, una dolencia neuronal
cronica 0 aguda Como ejemplos no limitantes, enfermedades neuronales
agudas que pueden prevemrse o aliviarse sin sedacion concomitante, por un
agonista selecivo a-2A/a-1A de la invencion incluyen apoplejia, trauma
cerebral y de la médula espmnal, y convulsion Mis aun, dolencias
neuronales crénicas, que pueden prevenirse o aliviarse sin sedacion
concomitante por un agomsta selectivo o-2A/c-1A de la invencion
incluyen, pero no se hmitan a, enfermedades neurodegenerativas tales como
enfermedad de Alzhemmer, enfermedad de Parkinson, enfermedad de
Huntington, esclerosis lateral amiotrofica y esclerosts multiple, demencia
asoclada con VIH y neuropatia, enfermedades oculares tales como
glaucoma, neuropatia diabética y degeneracién maculara relacionada con la
edad, y esquizofrema, drogadiccion, abstinencia y dependencia, y depresion
y ansiedad

El termmo enfermedad neuronal abarca todos los trastornos cromicos y
agudos que afectan, al menos en parte, las neuronas Por lo tanto, el
termino enfermedad neuronal comprende, sin imitacion, hipoxia-isquemia
(apopleja), lesion del cerebro y la medula espinal, epilepsia, trastornos
neurodegencrativos tales como enfermedad de Alzheimer, enfermedad de
Parkinson, parkinsomismo, enfermedad de Huntington, esclerosis lateral
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amiotrofica y esclerosts multiple, neuropatias opticas tales como glaucoma,
degeneracion retiniana inducida por la luz tal como degeneracion de
fotorreceptor, y degeneracion macular; trastornos de degeneracion de
fotorreceptor tales como retimtis pigmentosa, demencia asociada con VIH
(complejo de la demencia del SIDA) y neuropatia asociada con VIH,
anomalias cerebrales metabdlicas, mitocondnales e infecciosas tales como,
pero no hmitadas a, encefahitis, sindromes de dolor neuropatico tales como
causalgia o neuropatias periféricas dolorosas, atrofia olivopontocerebelosa,
anomalias mitocondriales y otros trastornos bioquimicos tales como
sindrome de MELAS (miopatia mitocondrnial, acidosis ldctica y episodios
similares al 1ctus), MERRF (epilepsia mioclomica, fibras rojas
deshilachadas), enfermedad de Leber, encefalopatia d¢ Wemicke, sindrome
de Rett, homocisteinuna, hiperhomocisteinemia, hiperprolinemia,
hiperglucinemma no ceténica, amnoaciduna hdroxibutirica, deficiencia de
sulfito oxidasa, enfermedad de sistemas combinados, encefalopatia
saturmina, encefalopaba hepatica, sindrome de Tourette, drogadiccion y
farmacodependencia, abstinencia de drogas tal como abstinencia de alcohol
u opiaceos, y sintomas de depresion o ansiedad (vease, por ejemplo, Lipton
y Rosenberg, New Engl J Med 330 613 (1994))

Un agonista selectivo a-2A/a-1A provisto aqui adicionalmente puede
ser utl, por ejemplo, para la prevencion o alivio de una enfermedad ocular
sin sedaci6n concomitante luego de la admunustracion penferica Dolencias
oculares a prevenirse o aliviarse sin sedacién concomitante por un agonista
selectivo a-2A/a-1A de la invencion incluyen, s himitacién, glaucoma,

degeneraci6n macular, y retinopatias tales como retinopatia diabetica.

Cualquiera de una variedad de enfermedades oculares pueden
prevenurse ¢ aliviarse sin sedacion concomitante luego de la administracién
penferica de un agomsta selectivo a-2A/a-1A de la invencion Tales
dolencias mcluyen, aunque no se limitan a, retinopatia diabetica, edema
macular tal como el asociado con diabetes, enfermedades de la
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degeneracién retimana tal como glaucoma, degeneracion macular tal como
degeneracion macular relacionada con la edad (ARMD) y retitis
pigmentosa, distrofias retimanas, trastornos inflamatorios de la retina,
enfermedades oclusivas vasculares de la retina tales como oclusiones
venosas retimanas u oclusiones de la artena retimiana central o ramificada,
retinopatia de prematuro, retinopatia asociada con trastornos sanguimneos tal
como anemia drepanocitica, presion intraocular elevada, prunto ocular,
dafio a consecuencia del desprendimiento de la retina, dafio o traumatismo
debido a la vitrectomia, cirugia retimana u otra cirugia, y otfro dafio
retiniano incluido dailo terapeutico tal como el resultante de tratamiento con
laser de la retina, por ejemplo, fotocoagulacion pan-retmiana para
retinopatia diabetica o terapia fotodinamica de la retina Enfermedades
oculares que pueden prevenurse o aliviarse sin sedacion concomitante
mediante admimstracion penferica de un agonista selecivo a-2A/a-1A de
la invencion incluyen ademas, sin limitacién, neuropatias opticas adquiridas
y genéticas tales como neuropatias opticas caracterizadas principalmente
por la pérdida de la wvision central, por ejemplo, neuropatia optica
hereditania de Leber (LHON), atrofia dptica dominante autosomica
(enfermedad de Kjer) y otras neuropatias opticas tales como las que
mvolucran defectos mutocondnales, proteinas aberrantes relacionadas con
dinamina o apoptosis inapropiada, y neuritis optica tal como la asociada con
esclerosis multiple, oclusiones venosas retinianas o terapia fotodinamica o
por laser Vease, por ejemplo, Carell1 y colaboradores, Neurochem Intl
40 573-584 (2002), y Olichon y colaboradores, I Biol Chem 278 7743-
7746 (2003) Se entiende que estas y otras anomalias oculares,
especialmente aquellas de la retna neurosensitiva, pueden prevenirse o
aliviarse sin sedacion concomitante usando los agomstas selectivos de la

mvencion

Ademas de prevenir o aliviar enfermedades reforzadas por el sistema
nervioso simpatico, dolencias neuronales, afecciones oculares y dolor

crénico, un agonista selecivo a-2A/a-1A puede ser util para prevenir o

o)
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aliviar otros trastornos smn sedacion concomutante Tal trastorno puede ser,
por ejemplo, trastorno de falta de atencion (ADHD/ADD), que es un
trastorno caracterizado principalmente por desatencion, distraccién e
impulsividad que se mcia antes de los siete afios de edad Los sintomas
pueden inclur, sin limitacion, movimientos nerviosos y contorsivos,
dificultad en permanecer sentado, distracci6n fécil, dificultad en esperar su
turno, dificultad en abstenerse de farfullar respuestas, incapacidad de seguir
instrucciones, conversacidon excesiva, y ofra conducta inquetante
(Anderson, mas armba, 1994) Mas aun, aunque reconocido onginalmente
en niiios, el ADHD/ADD continua en la adultez en muchos individuos
(vease, por ejemplo, Block, Pediatr Clin North Am. 45 1053-1083 (1998),
y Pary y colaboradores, Ann Clhin_Psychiatry 14 105-111 (2002)) Un
experto en el arte entiende que un metodo de la mmvencion puede ser util
para prevenir o aliviar ADHD/ADD en miflos y adultos con formas
moderadas y severas del trastorno

Un agomsta selecuvo a-2A/a-1A puede ser util asimismo para
prevenir 0 aliviar la congestién nasal, diarrea, trastornos unnanos tales
como miccién hiperactiva o vejiga superactiva, insuficiencia cardiaca
congestiva, 0 una psicosis tal como un trastorno maniaco Mas aun, un
agonista selectivo a-2A/a-1A puede ser util para prevenur o aliviar uno o
més smntomas asoclados con anestesia, tales como nauseas, vomito,
estremecimiento o panico, o para aumentar la memona y los procesos

cognitivos, sin sedacién concomitante

Como se divulga aqu:, un agomsta selecuvo a-2A/a-1A de la
Invencion se caracteriza, en parte, por la capacidad de prevenir o aliviar
cualquiera de una vanedad de enfermedades reforzadas por el sistema
nervioso siumpético, dolencias neuronales, trastornos oculares y tipos de
dolor cronico sin sedacién concomitante El término "aliviar”, tal como se
emplea aqui, sigmfica reducir en por lo menos alrededor del 50% como
mimmo de un sintoma de la enfermedad particular o tipo de dolor cronco
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que se esta tratando

Como es bien sabido en el arte, sedaci6n es un término que sigmifica
una reduccion en la actividad motora. La expresidn "sin sedacion
concomitante”, tal como se emplea aqui en referencia a un agonista
selectivo, significa que, luego de la administracién periferica, el agomsta
selectivo produce menos de alrededor del 30% de sedacién con una dosis 10
veces mayor que la dosis de agonista selectivo, requerido para producir una
reducci6n del 50% de uno o mas sintomas de la afeccion particular o tipo de
dolor cronico que se estd tratando Por ejemplo, como se indica en Figura 2
(panel 1zquierdo inferior), Compuesto 1 se administro oralmente con una
dosis de 1 pg/kg para producir una reduccion del 50% en el puntaje de
sensibilizacion (linea gruesa, eje 1zquierdo) con menos del 30% de sedacion
(diamante abierto, eje derecho) con dosis 100 veces e incluso 1 000 veces
mayores que la dosis terapéuticamente efeciva de 1 pg/kg. Por
consiguiente, el agonista selectivo a-2A/a-1A representado por Compuesto
de formula 1 tiene actividad terapeutica efectva "sin sedacion
concomtante” En contraste, muchos agomstas a-2 tales como
dexmeditomidina son completamente sedantes con dosis 10 veces mayores
que la dosis requenida para producir una reduccion del 50% en el puntaje de

sensibilizaci6n

Como ejemplos no limitantes, ]la dosis de agonusta selectivo a-2A/a-
1A requenda para producir alrededor del 30% de sedacion (reduccion en la
actividad motora) puede ser por lo menos 25 veces mayor que, 50 veces
mayor que, 100 veces mayor que, 250 veces mayor que, 500 veces mayor
que, 1 000 veces mayor que, 2 500 veces mayor que, 5 000 veces mayor
que, o 10000 veces mayor que la dosis requenda para producir una
reduccion del 50% en uno o més sintomas de la enfermedad particular o
tipo de dolor crémico que se esta tratando Metodos para determinar la
magmtud de una reduccién en un sintoma, asi como la magmtud de la
sedacién se describen aqui y, ademas, son bien conocidos en ¢l arte

25
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De 1gual forma, la presente imvencion provee una composiCion
farmaceutica que contiene un excipiente farmaceutico y una cantidad
terapeuticamente efectva de un agomsta selectvo a-2A/a-1A que incluye

un compuesto representado por

Me Me

H

N Me
s= |

N

H

(ESTRUCTURA 1) o su sal farmacéuticamente aceptable, ester, amida,
estereoisomero o mezcla racémica En una composicion farmaceutica de la
invencidn, el agomsta selectivo puede tener, por ejemplo, una eficacia a-1A
menor de la de bnmomdna o un indice de potencia a-1A/a-2A mayor que
el de bnmomidina En una incorporacion, el agomista selectvo a-2A/a-1A
de la invencién incluido en una composicidon farmacéutica de la mvencién

contiene un compuesto representado por Estructura 1

Por consiguente, la invencion provee una composicion farmaceutica
que contiene una cantidad efecva de un excipiente farmaceutico y una
cantidad terapeuticamente efectiva de un agorusta selectivo a-2A/a-1A de
la Invenci6n Tal composicién farmaceutica puede ser util para prevenir o
aliviar, por ejemplo, cualquiera de las enfermedades reforzadas por el
sistema nervioso simpatico, neuronales, u oculares o tipos de dolor cronico
divulgados aqui, mas armba en el texto, sin sedacion concomtante Una
composicion farmaceutica de la mnvencion mcluye un agonista selectivo a-
2A/a-1A y comprende ademas un excipiente farmacéuticamente aceptable,
que es cualquier vehiculo, excipiente o diluyente que, sustancialmente, no
posea un efecto perjudicial permanente o a largo plazo cuando se admimistre
a un sujeto Generalmente un excipiente se mezcla con un agomista

selectivo a-2A/a-1A activo, o se permite para dilwr o mmcluir el agomista



WO 2005/034946 PCTAIS2004/027134
19

selecavo Un vehiculo puede ser una agente solido, semi-s6lido, o hquido
que actua como un excipiente o vehiculo para el agonmsta selectivo activo
Ejemplos de vehiculos solidos utiles en composiciones farmaceunticas de la
invencién incluyen, sin himitacién, grados farmaceuticos de manitol,
lactosa, almidén, estearato de magnesio, sacarma sodica, polialquilen
ghcoles, talco, celulosa, glucosa, sacarosa y carbonato de magnesio
Formulaciones de supositorios pueden imncluir, por ejemplo, propilen glicol
como un excipiente Ejemplos de vehiculos farmacéuticamente aceptables
incluyen ademas, sin limtacién, agua, tal como agua destilada o
desiomzada, solucion salina, dextrosa acuosa, glicerol, etanol y similares
Se entiende que los ingredientes activos en una composicién farmacéutica

pueden ser solubles o pueden integrarse como una suspensién en el
excipiente o diluyente deseado

De manera opcional, una composicion farmacéutica puede inchur uno
0 mas agentes tales como, sin limitacion, agentes emulsionantes, agentes
humectantes, agentes edulcorantes o sabonzantes, ajustadores de torucidad,
preservantes, tampones o anti-oxidantes Ajustadores de tomicidad utiles en
una composicion farmaceutica de la mvencion incluyen, pero no se lumitan
a, sales tales como acetato de sodio, cloruro de sodio, cloruro de potasio,
manitol o glicerna y otros ajustadores de tomucidad farmacéuticamente
aceptables Preservantes utiles en las composiciones farmacéuticas de la
mnvencion incluyen, sin hmitacion, cloruro de benzalconio, clorobutanol,
timerosal, acetato femlmercunco y nitrato femlmercurico Vanos tampones
y medios para ajustar el pH pueden usarse para preparar una composicion
farmacéutica, incluidos, pero no imitados a, tampones de acetato, tampones
de citrato, tampones de fosfato y tampones de borato Analogamente, anti1-
oxidantes utiles en composiciones farmacéuticas son bien conocidos en el
arte e incluyen, por ejemplo, metabisulfito de sodio, tiosulfato de sodio,
acetilcisteina, hidroxianisol butilado e hudroxitolueno butilado Se entiende
que estas y otras sustancias conocidas en el arte de la farmacologia pueden

incluirse en una composicion farmacéutica de la mvencién Vease, por
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ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences Mack Publishing Company,
Easton, PA 16th Editon 1980 Se entiende igualmente que una
composicion farmaceutica que contenga un agonista selectvo a-2A/0-1A
puede admimstrarse en forma opcional, en conjuncién con una o mas
sustancias terapeuticas distintas, en la misma o en una composicion
farmacéutica diferente y por las mismas o diferentes vias de administracion

Un agomsta selectivo a-2A/a-1A se administra penifericamente a un
syjeto en una cantidad terapeuticamente efectiva Tal cantidad
terapéuticamente efectiva es por lo general la dosis mimma necesana para
lograr la prevencién o alivio deseado de uno o mas sitomas de, por
gjemplo, una enfermedad reforzada por el sistema nervioso simpético,
trastorno neuronal, afeccidn ocular o dolor crénico, tal como la cantidad
aproximadamente necesana para reducir a mveles tolerables el malestar
causado por la enfermedad reforzada por el sistema nervioso simpético,
dolencia neuronal, afeccion ocular o dolor cronico Tal dosis puede ser una
cantidad que reduzca por lo menos un sintoma de la enfermedad o tipo de
dolor en como minimo 50% y, por lo general, esta en el margen de 0 1-1000
mg/dia y puede estar, por ejemplo, en el margen de 0 1-500 mg/dia, 0 5-500
mg/dia, 0 5-100 mg/dia, 0 5-50 mg/dia, O 5-20 mg/dia, 0 5-10 mg/dia o 0 5-
5 mg/dia, determindndose la cantidad efectiva a admimistrarse por un
medico, tomando en cuenta las curcunstancias relevantes, incluidas la
gravedad y el tipo de enfermedad reforzada por el sistema nervioso
simpatico, dolencia neuronal, afeccion ocular o dolor crénico, 1a edad y el
peso del sujeto, el estado fisico general del sujeto, y la formulacion
farmacéutica y via de admimstracion Como se discute con mas detalle a
continuacion, una composicion farmacéutica de la invencion puede ser
igualmente util en la forma de un supositono o formulacion de hiberacion
extendida tal como, sin limitacion, un parche cutaneo, una formulacion para

depositarla sobre o bajo la piel, o formulacion para inyeccion intramuscular

En una incorporacién, una composicion farmaceutica de la invencion
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es una composicion oftalmica. Una composicién oftdlmica contiene un
excipiente oftdlmicamente aceptable, que es cualquier excipiente que no
posee, de manera sustancial, un efecto perjudicial permanente o a largo
plazo sobre el ojo al cual se admmistra Ejemplos de excipientes
oftalmologicamente aceptables incluyen, sin limitacién, agua, tal como
agua destilada o desiomzada, solucion salina, y otros medios acuosos Las
composiciones oftdlmicas pueden incorporar, por ejemplo, un agonista
selectivo a-2A/a-1A soluble, o un agonista selectivo a-2A/a-1A como una

Suspension en un excipiente apropiado

Son también utiles composiciones oftilmicas de uso extemo Tales
composiciones abarcan, sin limitacién, gotas oftdlmicas, unguentos
oftaimicos, geles oftdlmicos y cremas oftilmicas Tales composiciones
oftalmicas son faciles de aplicar y liberan el agomnsta selectivo en forma
efecitva Componentes de una composicion oftalmica de uso extemo,

ejemplar no limitante se muestran en la sigmente Tabla 2

TABLA 2
Ingrediente Cantidad (% P/V)
Compuesto 1 alrededor de 0 0001 a
alrededor de 0 1
Preservante 0-010
Vehiculo 0-40
Ajustador de Tomcidad 1-10
Tampon 001-10
Ajustador de pH csp pH45-75
Antioxidante sSegun sea necesario
Agua Purificada segun se necesite para completar 100%

S1 se desea, puede incluirse un preservante en una composicion
oftalmica de la mvencion Tal preservante puede ser, sin limitacion, cloruro
de benzalcomo, clorobutanol, ttmerosal, acetato femlmercurico, o mitrato
fenilmercurico Vehiculos utiles en una composicion oftalmica de uso

externo incluyen, aunque no limitados a, alcohol polivinilico, povidona,
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hidroxipropilmetilcelulosa, poloxameros, carboxumetilcelulosa,
hidroxietilcelulosa y agua purificada

S1 se desea, puede incluirse un ajustador de tonucidad en una
composicion oftalmica de la invencion Tal ajustador de tonicidad puede
ser, sin limitacién, una sal tal como cloruro de sodio, cloruro de potasio,
mamtol o glicerina, u otro ajustador de tomcidad farmaceutica u
oftalmicamente aceptable

Pueden usarse varios tampones y medios para ajustar el pH en la
preparacion de una composicion oftalmica en la invencion, a condicion de
que la preparacién resultante sea oftdlmicamente aceptable Tales tampones
incluyen, pero no se lunitan a, tampones de acetato, tampones de citrato,
tampones de fosfato y tampones de borato Se entiende que pueden usarse
dcidos o bases para ajustar el pH de la composicién, segun sea necesario
Anti-oxidantes oftdlmicamente aceptables utiles en preparar una
composicidn oftdlmica incluyen, aunque no se limitan a, metabisulfito de
sodio, tiosulfato de sodio, acetilcisteina, hidroxiamsol butilado e
hidroxitolueno butilado

Un agonista selectivo a-2A/a-1A de la invencién o una composicion
farmaceutica que contenga tal agomista selectivo se admimstra
penfericamente a un sujeto Tal como se emplea aqui con referencia a un
agomsta selechvo a-2A/a-1A, el término "administrar perifericamente” o
"administracion periferica” significa introducir el agomsta selectivo a-2A/a-
1A en un sujeto fuera del sistema nervioso central Por consiguiente, la
admimistracién penferica abarca cualquier via de administracion distinta de
la administracion directa en la médula espinal o el cerebro

Una cantidad terapeuticamente efectiva de un agonista selectivo a-
2A/a-1A puede admimstrarse periféncamente a un sujeto por cualquiera de
una variedad de medios dependiendo, por ejemplo, del tipo de enfermedad
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o dolor cronico a prevenurse o aliviarse, la formulacion farmaceutica, y la
histona clinica, factores de rnesgo y sintomas del sujeto  Vias apropiadas de
admimstracion penfénca incluyen admimstracién sistemica y local Como
ejemplos no hmitantes, una cantidad terapéuticamente efectiva de un
agorusta selecutvo a-2A/o-1A puede admimstrarse oralmente,
parenteralmente, por bomba subcutanea, por parche cuténeo, por mnyeccién
intravenosa, intra-articular, subcutanea o mtramuscular, por gotas de uso
externo, cremas, geles o ungilientos, como una formulacion de liberacion
extendida inyectada o implantada, o por mimi-bomba subcutanea u otro
dispositivo implantado

Un experto en el arte entiende que la administracién periferica puede
ser local o sistermca La admimstracion local tiene como resultado que, al
sitio de administracion local o alrededor de él, se summistre una cantidad
de un agomsta selecivo a-2A/a-1A sigmficatvamente mayor que a
regiones distales al siio de admimstracion La admimistracion sistémica
resulta en la liberacion de un agomsta selectivo a-2A/a-1A esencialmente a

traves de por lo menos el sistema penferico total del sujeto

Vias de administracién periferica utiles para Iiberacion de un agonista
selectivo a-2A/a-1A o composicion farmaceutica de la invencion abarca,
sin limutacion, admimstracion oral, admnistracion externa, imyeccion
ntravenosa u otra inyeccion, y mini-bombas implantadas u otros
dispositivos de hiberacion extendida o formulaciones Un agomista selectivo
a-2A/a-1A o composicion farmacéutica de la invencion puede
administrarse perifenicamente, sin limitacién, oralmente en cualquer forma
aceptable tal como en una tableta, pildora, capsula, polvo, liquido,
suspensién, emulsion o similares, como un aerosol, como un supositorio,
por myeccién intravenosa, mtraperitoneal, wntramuscular, subcutanea o
parenteral, por difusién transdérmica o electroforesis, topicamente en
cualquier forma aceptable tal como gotas, cremas, geles o ungiientos, y por
mini-bomba u otro disposiivo de hberacion extendida, implantado o
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formulacién De manera opcional, un agomsta selectivo a-2A/a-1A puede
empacarse en una presentacion farmaceutica umtana apropiada para
administracion umca de posologias precisas, 0 en una presentacidn
farmacéutica de liberacion sostenida para administracién controlada

continua

La admimstracién cronica de un agomsta selectivo a-2A/a-1A o
composicién farmaceutica de la invencion puede ser util, por ejemplo, para
la prevencion o alivio de dolor crémico u otra enfermedad cronica tal como,
sin limitacion, una afeccién neuronal crémca. Medios para administracion
penferica contnua o repetida incluyen, sin limtacion, administracion
externa u oral repetida, y administracién mediante mmm-bomba subcutanea
Como ejemplos no limitantes, un agomista selechvo a-2A/o-1A o
composicion farmaceutica de la invencion puede administrarse penferica y
cronicamente mediante administracion intravenosa continua por una mini-
bomba de infusion implantada, o usando una formulacion de hberacion
extendida

Se entiende que formulaciones de liberacion lenta pueden ser utiles
para prevemr o aliviar dolor crénico u otra enfermedad cronica tal como,
sin limitacion, una afeccion neurodegenerativa crénuca  Se entiende ademas
que la frecuencia y duracion de la dosificacion de tal formulacién de
liberaci6n lenta dependera, en parte, de la prevencion o magmtud del alivio
deseado y la semivida del agonista selectivo a-2A/a-1A, y que una vanedad
de vias de admimstracién son utiles para aplicar formulaciones de
liberacion lenta, como se discute mas arriba en el texto

Un agomista selecivo a-2A/a-1A o composicidon oftalmica de la
invencién puede admimstrarse periféricamente a un sujeto para prevenir o
aliiar una afeccién ocular por cualquiera de una variedad de medios
dependiendo, en parte, de las caracteristicas del agomsta selectivo a
admimstrarse y la historia climca, factores de riesgo y sintomas del sujeto
Vias penféricas de admimstracién apropiadas para prevenir o aliviar una
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afeccion ocular incluyen admunistracion sistemica y local En
mcorporaciones particulares, una composicion oftalmica que contenga un
agomsta selectivo a-2A/e-1A se administra topicamente tal como mediante
gotas oftalmicas, o por inyeccion local, o se hibera de un implante
mntraocular o pen-ocular

Vias sistemicas y locales de admimstracion utiles en prevemir o
aliviar una afeccion ocular mediante la admumstraciéon de un agonista
selectivo a-2A/a-1A o composicién oftalmica de la invencion abarcan, sin
hmitacion, administracion oral por sonda géstrica, inyeccidn intravenosa,
Inyeccion intraperitoneal, inyeccion mtramuscular, myeccion subcutanea,
difusién transdérmica y electroforesis, gotas oftalmicas topicas y
unguentos, inyeccién periocular e intraocular mcluida 1nyeccion
subconjunctival, dispositivos de aplicacion de hberacion extendida tales
como dispositivos de hberacion extendida implantados localmente, e
implantes intraoculares y peri-oculares incluidos implantes bic-erosionables
y a base de depésito

En una incorporacién, una composicién oftdlmica que contiene un
agorsta selectivo a-2A/a-1A se administra tépicamente al ojo El agonista
selectivo a-2A/a-1A puede administrarse, por ejemplo, como parte de una
solucion oftdlmica tal como gotas oftdlmicas En otra incorporacion, una
composicion oftalmica que contenga un agomsta selectivo a-2A/a-1A de la
invencién se inyecta directamente en el ojo En una incorporacién
adicional, una composicion oftdlmica que contenga un agonista selectivo a-
2A/a-1A de la invencién se hibera de un implante intraocular o pen-ocular
tal como un implante bio-erosionable o a base de deposito

Como ya se indico, una composicion oftalmica que contenga un
agonista selectivo a-2A/a-1A puede admimstrarse localmente mediante un
implante intraocular o pen-ocular, que pude ser, sin limitacién, bio-
erosionable o a base de depésito Tal como se emplea aqui, el termino
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"implante" se refiere a cualquier matenial que no migre sigmficativamente
del siio de nsercién luego de la implantacion Un implante puede ser
biodegradable, no biodegradable, o compuesto de ambos matenales,
biodegradables y no biodegradables, un implante no biodegradable puede
inclur, s1 se desea, un deposito recargable Implantes utiles para prevenir o
aliviar una afeccion ocular incluyen, por ejemplo, parches, particulas, hojas,
placas, microcépsulas y similares, y pueden ser de cualquier forma y
tamafio compatibles con el sitio seleccionado de nsercion, que puede ser,
s lmitacién, la cdmara posterior, la camara anterior, supracoroides o
subconjuntiva del ojo Se entiende que un mmplante util hibera, por lo
general, la composicion oftalmica implantada en una dosis terapéuticamente
efectiva al ojo del sujeto durante un periodo extendido de ttempo Una
vanedad de implantes oculares y formulaciones de liberacion extendida
apropiadas para hiberacion ocular son bien conocidas en el arte, como se
describe, por ejemplo, en las Patente de los Estados Umdos No 5,869,079 y
5,443,505

Los sigumentes ejemplos tienen como proposito 1ilustrar y no lumitar la

presente invencion

EJEMPLO I
PREPARACION DE COMPUESTO 1

Este ejemplo describe la preparacion del agonista selectivo a-2A/a-
1A, Compuesto 1

A Preparacion de Co to 1 ((+)-(S)-4-[1-(2,3-dimenl-fenil)-et1l]-1 3-
dihidro-imidazol-2-tiona)
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Compuesto 1

Una mezcla de (+)(S)4-[1+2,3-dimetil-ferul)-et1l]-1H-imidazol
(dexmeditomidina, 2 00 g, 10 0 mmol) preparada como se describe en
Cordr y colaboradores, Synth Comm 26 1585 (1996), en THF (45 mL) y
agua (40 mL) se trat6 con NaHCO; (84 g, 100 mmol) y
fenilclorotionofornmato (3 7 mL, 274 mmol) Luego de agitar durante
cuatro horas a temperatura de la sala, la mezcla se diluyé con agua (30 mL)
y eter (75 mL) Se retird la capa orgénica, y la capa acuosa se extrajo dos
veces con un volumen de 50 ml de eter Las capas orgamcas se secaron
sobre MgSQ, y se filtraron El residuo se concentro bajo vacio, se diluyo
con MeOH (54 mL) y se hizo reaccionar con NEt; (6 5 mL) a temperatura
de la sala durante 16 horas El disolvente se retir6 bajo vacio y se
reemplazo con 30% CH,Cl, hexano El disolvente se retiré nuevamente, y
se formaron sohidos Luego de una re-suspension adicional en 30% CH,Cl,
hexano, el sohdo se recogio en un filtro, se lavé con CH,Cl, hexano y se
seco bajo vacio para producir Compuesto 1 ((+)-(S)4-[1-(2,3-dimet:l-
fenil)-etil]-1,3-dihidro-1midazol-2-tiona) 123 g (53%) Un esquema de la
preparacion de Compuesto 1 se muestra mas armba.

La caracterizaciébn del producto produjo los sigwentes datos
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Rotacién 6ptica [a]p20 +14° (c 125 en MeOH) 1" NMR. (300 MHz,
DMSO) d 11 8 (s, 1H), 11 6 (s, 1H), 7 03-7 01 (m, 2H), 6 95-6 91 (m, 1H),
6 50 (s,1H), 4 15 (q, J= 6 9 Hz, 1H), 2 25 (s, 3H), 220 (s,3H) , 138 (d,J =
6 9 Hz, 3H)

B Procedimiento para la preparacion de Co to 2 (5-(1H-Imidazol-4-
iimenil)-ciclohex-1-emil]-metanol

1) TsOH o
OBn 2)LDA SOCly
° ChoOue u-o"l')/\""" prara o8n
——pe MO
<’o 3) NaBH, HO benceno
DBU calor
Intermedic R1 Iintsymedio R2 intermedio R3
1) Na 1)TOSMIC NaCN
1) DIBAL T'snfU\,OBﬂ NH, (i) TBSO r 2} N3, MeOH
2) TesC 2) Swemn o
" R %0 RS 3)TBAF THE
N
"°’\OA[ ’
N
H
Compussio 2

8-(2-Benciloxi-etil)-1,4-dioxa-spiro[4 5]decano (/ntermedio R1 1 02
g, 3 70 mmol) se preparo como se describe en Ciufolim y colaboradores, J
Amer Chem Soc 113 8016 (1991) Este compuesto se disolvio en
acetona (100 mL) H,O (5 mL) y se hizo reaccionar con TsOH (140 mg,
074 mmol) a 45°C durante 5 horas Luego de un desarrollo acuoso
estindar ("after a standard aqueous work-up”) el matenial se punifico por

cromatografia en Si10; para producir 4-(2-benciloxi-etil}-ciclohexanona
como un acerte incoloro (97%)

Una solucion de LDA (dusopropilamida de litio) (33 ml, 15 M en
Et;0) en THF (50 mL) a -78°C se trato con 4-(2-benciloxi-etil)-
ciclohexanona (9 5 g, 40 2 mmol) La mezcla se calento a 0°C durante 30
minutos antes de volver a enfriar a -78°C y agregar HMPA
(hexametilfosforammda) (7 mL) Se agregé cianoformiato de metilo (4 1
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mL, 85 mmol), y la mezcla se agité durante 15 munutos antes de la
extincion acuosa y el desarrollo El producto se punficé por cromatografia
en S10; con 10% EtOAc Hx Se aislé éster metihco de acido 5-2-
benciloxi-etil)-2-oxo-ciclohexanocarboxilico, 5 8 g (49%), y se redujo con
un equivalente de NaBH, en MeOH a -10°C El alcohol (Intermedio R2,
mas arriba), se purifico por cromatografia en S10, con 30 a 50 %
EtOAC Hx (rendimuento ~90%)

Una solucion de ester metilico de acido 5-(2-benciloxi-etil)-2-
hidroxi-ciclohexanocarboxilico (Infermedio R2, 072 g, 248 mmol) en
pridina (10 mL) se trato con SOCl; (0 73 mL, 12 4 mmol) a -20 °C La
mezcla se dejo reaccionar durante 15 minutos y luego se calento a 55 °C
durante 16 horas Los disolventes se retiraron bajo vacio y el residuo se
diluyo en eter a 0°C La solucion se extinguid con agua, se lavé con 1M
HCIl, 5% NaOH y salmuera El matenal organico se seco sobre MgSQO,, se
filtro y se libero del disolvente La mezcla se diluyo con benceno, y el agua
se retiro por destilacion azeotrdpica bajo vacio El residuo se disolvio en
benceno (15 mL), y se agrego DBU (0 76 mL., 5 mmol) La mezcla se hizo
reaccionar durante 30 minutos a temperatura de la sala Luego del
desarrollo y cromatografia en $10, con 20% EtOAc Hx, se aisld éster
metibico de dcido  5-(2-benciloxi-etal)-ciclohex-1-enocarboxilico
(Intermedio R3) (0 56 g (82%))

Intermedio R3 se disolvio en THF (100 mi) y se agrego a una
solucién de DIBAL (70 mL, 1M en hexanos) en THF (160 mL) a -35°C
durante 35 minutos La mezcla se extinguio con solucion de sal de
Rochelle, y se extrajo con eter El residuo secado se punfico por
cromatografia en $10; con 30% EtOAc Hx para producir [5-(2-benciloxi-
et1l)-ciclohex-1-enil]-metanol 4 6 g (80%) Una solucién del alcohol (4 0 g,
18 7 mmol) en DMF (60 mL) se trato con trietilamina (3 mL) seguida por
TBSCI (3 0 g, 22 4 mol) durante 20 munutos a temperatura de la sala El
residuo se aislé de un desarrollo acuoso y se purificé por cromatografia para
producir [5-(2-benciloxi-etil)-ciclohex-1-emlmetoxa]-terc-butil-dimet:]-
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silano (Intermedio R4) 3 6 g (63%)

El alcohol protegado con bencilo (Intermedio R4) (2 0 g, 5 55 mmol)
en THF (20 mL) se enfné a -70°C, y NH, se condenso en este matraz (-20
mL) Se agregaron trozos de Na, y la mezcla se dej6 agitar a -70°C durante
15 minutos La mezcla se calento a -30°C durante 20 minutos, se extinguio
con NH,Cl, y se aslé6 por extraccion. El residuo se purifico por
cromatografia en 810, con 25 % EtOAc Hx (99%) El alcohol se oxidé por
el protocolo "Swemn" estindar El alcohol 2-{3-(terc-butil-dimetil-
silamloximeti])-ciclohex-3-enil]-etanol (1 8 g, 4 8 mmol) se agrego a una
solucion de cloruro de oxalilo (3 55 mL, 7 1 mmol) en CH,;Cl; (30 mL) con
DMSO (0 63 mL, 8 9 mmol) a -78°C Pasados 40 minutos, se agrego NEt;
(2 51 mL), y la mezcla se calentd a temperatura de la sala Luego de un
desarrollo acuoso estandar y punficacion, se aslo [3-(terc-butil-dimetil-
stlaniloximetil)-ciclohex-3-enil}-acetaldehido (Intermedio RS) (~95%)

La sigwente preparacién sigmé el procedimiento de Home y
colaboradores, Heterocycles 39 139' (1994) Una solucion del aldelido
(Intermedio R5 034 g, 1 3 mmol) en EtOH (5 mL) se tratd con 1socianuro
de tosiimetilo (TosMIC, Aldnich, 025 g, 13 mmol) y NaCN (~15 mg,
catalizador ("cat")) y se dejo agitar a temperatura de la sala durante 20
mmutos El disolvente se retiro in vacuo, el residuo se disolvié en ~ TM
NH; en MeOH y se paso a un tubo re-sellable antes de calentar a 100°C
durante 15 horas La mezcla se concentro y se purifico por cromatografia
en S10; con 5% MeOH (saturado con NH;) CH;Cl, Una solucton del
producto en THF con TBAF (1 5 eq ) se agit6 a temperatura de la sala luego
de un desarrollo acuoso El producto crudo se cromatografio (5-7%
NH3/MeOH en CH;Cl;) y se designo Compuesto 2

La caractenzacién de Compuesto 2 produjo los siguientes datos 'H
NMR (300 MHz, DMSO-d%) d 752 (s, 1H), 6 72 (s, 1H), 5 54 (brs, 1H) ,
373 (s, 2H), 2 46 (d, /= 6 Hz, 2H), 1 5-2 1 (m, 6H), 1 0-1 55 (m, 1H)



WO 2005/034846 PCTS2004/027134
3

EJEMPLO I

CARACTERIZACION DE UN AGONISTA -2 CON SELECTIVIDAD
FUNCIONAL a-2A/a-1A MAYOR QUE BRIMONIDINA

Este ejemplo demuestra que la selecividad a-2A/a-1A en analisis
funcionales proximales de receptor se correlaciona con actvidad » vivo no
sedante

A_Anahisis fimcionales in vitro

La actividad funcional proximal en los receptores a-1A y a-2A
adrenérgicos se comparo para brimomidina, dexmeditormdina, Compuesto 1
y Compuesto 2 La brimomdina se obtuvo de Sigma, la dexmeditomidina
se preparo como se describe en Cordr y colaboradores, mis amba, 1996, y
Compuestos 1 y 2 se sintetizaron como se describe en Ejemplo I mds amba
Los perfiles farmacolégicos de receptor a-adrenergico se valoraron en
analisis que utilizaban estirpes celulares que expresan en forma estable
receptores a-2A o0 a-1A, descritas mas adelante

Para evaluar la actvidad a-1A, los compuestos se analizaron
funcionalmente en cuanto a la capacidad de estmular un aumento en el
calcio mtracelular en celulas HEK293 que expresan en forma estable el
receptor a-1A bovino La eficacia relativa a-1A se determino en referencia
al agorusta total, femlefrina, como se descnbe mdis adelante Como se
resume en Tabla 1 mostrada miAs ammba, la dexmeditomidina y el
Compuesto 2 tuvieron eficacias relativas a-1A mayores que la de la
brimonidina, mentras que la eficacia relativa a-1A de Compuesto 1 fue tan
baja como para no ser detectable en este analisis

Los mismos compuestos se analizaron ademds funcionalmente con
respecto a la funcion @-2A proximal valorando la mhibicion de la
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acumulacion de cAMP inducida por forskolina en celulas PC12 que
expresan en forma estable el receptor a-2A humano Niveles de cAMP
intracelular se determmaron usando el sistema de mmunoanélisis
enzimatico cAMP Biotrak descrito mas adelante La ECs para la
inhibicion de cAMP a-2A fue la expresidn como un indice con la ECy a-
1A para producir un indice de potencia a-1A/a-2A Como se muestra en
Tabla 1 més amba, el agomsta a-2 adrenérgico, denotado Compuesto 1, fue
altamente selectivo a-2A/a-1A, como se evidencio por el mvel indetectable
de actvidad a-1A observada para este compuesto En contraste, la
dexmeditomidina, por ejemplo, fue menos selectiva a-2A/a-1A de lo que
fue la bnmomdina. Estos resultados indican que Compuesto 1 es altamente
selectivo para activacion del receptor a-2A comparado con el receptor a-
1A

Estirpes celulares estables que expresan un receptor adrenergico se
establecieron en la sigwente forma Los cADNs de receptor a-1A bovino,
a-1B de hamster, a-2A humano y a-2C humano se subclonaron con
extremo romo ("were blunt-end subcloned’) en los sitios Nhel-EcoRlI en el
vector retroviral pCL. BABE Puro Las creaciones retrovirales se
venficaron por secuenciacion de ADN de doble hebra Se produjeron
particulas retrovirales pseudotipo con alta valoracion de disolucién ("hegh
titer pseudotyped retroviral particles”), co-transfectando HEK293GP, una
estirpe celular HEK293 que expresa en forma estable Gag-Pol del virus de
leucerma de Maloney, con el vector retroviral apropiado y pMD G, un
factor de expresion para la proteina envolvente del virus de la estomatitis
vesicular, VSV-G Dieciseis horas luego de la transfeccion, se cambié el
medio (DMEM, 10% FCS), se recogio entonces el medio con alta
valoracion de disolucién (~1 X 106 pfu/mL) cuarenta y ocho horas despues
El sobrenadante se pasé a traves de un filtro de 0 4 uM

Se agregd el sobrenadante del receptor a-2A humano, en cantidades
vanables, a células virgenes PC12, que se incubaron entonces durante 48

48
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horas La poblacion de celulas transducidas se volvio a esparcir en las
placas con una densidad menor y se cultivaron en medio que contenia 100
ug/ml de puromicina. Se eliminaron las celulas no transducidas en el
térmuno de tres dias, y foc1 (focos) individuales crecieron en dos meses Se
recogieron los foci, se expandieron y se analizaron con respecto a densidad
de receptores mediante fijaciébn de radio-hgando de bnmonmidina. La
actvidad de receptor a-2 funcional se confirmé por mhibicion de
acumulacién de cAMP nducida por forskolina

Se agrego el sobrenadante de receptor a-1A bovino, en cantidades
vanables, a celulas virgenes HEK293, las cuales se incubaron luego durante
48 horas La poblacidn de celulas transducidas se volvié a esparcir en las
placas con una densidad menor y se cultivaron en medio que contenia 0 25
pg/ml de puromicina. Fue evidente una muerte celular significativa en el
término de tres dias, con la aparicion de foc: individuales en dos semanas
Una vez recogidos y expandidos los foci, se analizaron funcionalmente los
subclones con respecto a la expresion de receptor a-1 midiendo la
acumulacion de Ca,, intracelular inducida por fenilefrina, como se describe
a continuacién La densidad del receptor se cuantifico en un anahsis de

fijacion de radio-ligando de prazosina

Las respuestas de Ca,; intracelular se midieron en celulas HEK293
que expresan en forma estable el receptor a-1A adrenérgico bovino Se
esparcieron en placas entre 40 000 a 50 000 células por pocillo en placas
recubiertas con poli-D-lisina de 96 pocillos en 0 2 ml DMEM que contemian
10% de suero fetal bovino imactivado por calor, 1% de antibiotico-
antimicotico y 0 25 g/ml de puromicina un dia antes del uso Las células se
lavaron dos veces con HBSS suplementado con 10 mM HEPES, 2 0 mM
CaCl, y 25 mM probemcida y, postenormente, se incubaron a 37°C
durante 60 minutos con 4 M Fluo-4 (Molecular Probes, Eugene, Oregon)
La tintura extracelular se lavo de las placas dos veces antes de ponerlas en
el lector de placas por radiografia fluorometrica (FLIPR, Molecular
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Devices, Sunnyvale, California) Los compuestos a analizar se diluyeron en
HBSS y se dividieron en alicuotas en una mucroplaca de 96 pocillos, los
compuestos se analizaron en un margen de concentracion de 0 64 nM a
10000 nM Los datos para las respuestas Ca.; se obtuvieron en unidades

de fluorescencia arbitranas

La eficacia porcentual a-1A (%E) se determino comparando el efecto
maximo de cada agomsta con el efecto maximo del agomsta total estandar
fenulefrina Los valores representan la media y la SEM de 3-15
experimentos independientes La selectividad multiplo de los agomistas
para los receptores a-2 relativa a los receptores a-1 se calculo a partir del
indice de sus ECsps medias para activar los receptores a-1A y a-2A

La medicion del cAMP 1ntracelular se llevo a cabo en la siguiente
forma. Celulas PC12 que expresan en forma estable el receptor a-2A
adrenergico humano se esparcieron en placas de 96 pocillos, recubiertas con
polhi-D-lisina con una densidad de 30 000 celulas por pocillo en 100 pl
DMEM suplementado con 10% suero equno, 5% suero fetal bovino
mnactivado por calor, 1% antibiotico-anumicotico y 100 pg/ml de
puromicing.  Las celulas se cultivaron de un dia para otro a 37 °C y 5%
CO; Las células se dosificaron agregando un volumen 1gual de medio que
contenia [BMX (a una concentracion final de 1 mM), forskolna (a una
concentracion final de 10 M) y la dilucién apropiada del medicamento (a
una concentracion final de entre 10-5 My 10-12 M) Luego de 10 minutos
de incubacion, se aspird el medio, y las celulas se sometieron a lisis con 200
ul de tampon de hisis (Amersham Biosciences, Piscataway, New Jersey) Se
almacenaron las placas a -20°C durante hasta 24 horas antes del analisis El
cAMP intracelular se determiné usando un sistema de inmunoandlisis
enzzmatico de cAMP Biotrak (Amersham Biosciences) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante Las placas se leyeron en un lector de placas a
450nm
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Las curvas de respuesta a la dosis para anahsis in vifro se generaron
usando KaleidaGraph (Synergy Software, Reading, PA) por ajustes de
mimimos cuadrados a la ecuacion, respuesta = respuesta maxima +
((respuesta minima - respuesta mixima)/(1 + (concentracion de ligando/
ECs)) La eficacia a-1A porcentual se determiné comparando el efecto
maximo del compuesto con el efecto del agonista total estandar ferulefrina

B_Eficacia i vivo y efectos sedantes

Aparte de los analisis a base de celulas descntos anteriormente, los
diferentes agonistas a-2 se valoraron con respecto a la capacidad de aliviar
la hipersensibilidad tdctil inducida por la sulprostona y con respecto a la
actividad sedante con diversas dosis La hipersensibilidad tactil de 5-6
ratones por grupos se registré cada cinco minutos entre 15 y 50 minutos
luego de la dosificacién intrapentoneal Los amimales tratados con vehiculo
tuvieron tipicamente un puntaje de alrededor de 4 Adicionalmente, se
mudio la actividad locomotora de 5-6 ratones por grupo en periodos de
cinco minutos luego de 30 munutos de la dosificacion intrapenitoneal La
actividad locomotora relativa a los amimales tratados con excipiente se
expreso como un porcentaje, la sedacién porcentual se calculo como 100%
menos la actividad locomotora porcentual

Como se indica en Figura 2 (panel 1zquierdo superior), la bnmonidina
fue aproximadamente 60% sedante con una dosis 10 veces mayor que la
dosis de 100 pg/kg, lo cual produjo una reduccién del 50% en la
sensibilizacién de la sulprostona Miés aun, la dexmeditomidina, mostrada
en el panel derecho supenor de Figura 2, fue completamente sedante con
una dosis 10 veces mas grande que la dosis requenda para producir una
reduccién del 50% en el puntaje de sensibilizacién  En contraste,
Compuesto 1 admumstrado oralmente con una dosis de 1 pg/kg, produjo una
reduccion del 50% en el puntaje de sensibihizaciéon (linea gruesa, eje
1zquierdo) con menos del 30% de sedacién (diamante abierto, eje derecho)

ol
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con dosis 100 veces e mcluso 1 000 veces mayores que la dosis de 1 pg/kg
(vease Figura 2, panel 1zquerdo imnferior) Resultados sumilares se
observaron luego de la administracion intrapentoneal de Compuesto 1 La
administracién mtrapentoneal de Compuesto 2 produjo asimismo una
reduccion de mas del 50% en el puntaje de sensibihizacion con 10 pg/kg
(linea gruesa, eje 1zquierdo) con menos del 30% de sedacion con una dosis
10 veces mas grande Por consigumiente, Compuesto 1, que tuvo una
eficacia relativa a-1A extremadamente baja (indetectable), alivio la
hipersensibiidad tactil sin sedacion concomitante luego de la
admimstracion periferica. Andlogamente, Compuesto 2, que tiene un indice
de potencia a-1A/a-2A mayor que el de la bnmomdina, alivio asimismo la
hipersensibilidad tactil sin  sedacion concomitante luego de 1la
admunistracion penferica

Experimentos iz vivo se llevaron a cabo en la sigwmente forma
Sulprostona (Cayman Chemical, Ann Arbor, Michigan) se disolvio en
sulfoxido de dimetilo (DMSO), y bnnmonidina, fenulefnina, y clomidina se
obtuvieron de Sigma (St Lows, MO) y se disolvieron en solucion sahina.
Se realizaron inyecciones lumbares del medicamento en la siguiente forma
Se inyectaron ratones intratecalmente (20-30 ug), como se describe en
Hylden and Wilcox, Eur J Pharmacol 67 313-316 (1980) En pocas
palabras, una aguja estéril de 1,27 cm, calibre 30, unida a una micro-jeringa
se mnserto entre las vertebras L5 L6 El raton se sujeto fuertemente por la
cintura pélvica en una mano, mientras la jeringa se sostenia en la otra mano
en un angulo de aproximadamente 20° sobre la columna vertebral La aguja
se 1nserto en el tejido a un lado de la apofisis espinosa L6, en el surco entre
las apofisis espinosas y transversales El angulo de la aguja se disminuyo a
alrededor de 10°, y se avanzo lentamente la agwa hacia el espacio
intervertebral hasta que se escucho un chasquido y hubo un movimiento
visible de la cola en serpentina. Se inyectaron lentamente los compuestos
en el espacio subaracnoideo en un volumen de 5 pl Cada compuesto se
probo en multiples dosis La dosis eficaz minima se utilizo para todos los
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expenmentos subsiguientes

La sensibilidad al toque ligero se cuantifico registrando la respuesta
de los ratones a la palpacién higera de sus flancos con un pequefio pincel
que no es normalmente dolorosa Los ratones se clasificaron en la siguiente
escala una vez cada 5 munutos entre 15 y 50 munutos después de la
inyeccion se asigno un puntaje de "2" a los ammales que mostraban
respuestas de fuga agresivas junto con chillidos y mordiscos al pincel, un
puntaje de "1" se dio a los anunales que exhibian un chillido moderado con
intentos de fuga, se otorgo un puntaje de "0" si1 el amimal no mostraba
respuesta a la palpacion ligera de la brocha. Los puntajes se recopilaron
para generar un puntaje acumulativo de 0 a 16, como se describe en Minam
y colaboradores, Pain 57 217-223 (1994) Se realizaron célculos
estadisticos de sigmificancia para estudios iz vivo usando una prueba ¢ de
Student de dos colas

En sintesis, estos resultados indican que la selectividad funcional del
receptor a-2A/a-1A adrenérgico de agonistas a-2 en analisis funcionales a
base de celulas i vitro se asocia con falta de actividad sedante con la dosis
terapéutica luego de la dosificacion sistemica u otra Estos resultados
indican ademis que Compuesto 1, el cual exhibe una selectividad funcional
in vitro del receptor a-2A/a-1A adrenérgico mejor que la selectividad de la
brimomudina, es un agomsta a-2 particularmente util debido a la falta de
efectos sedantes n vivo con dosis terapéuticas

Todas las citas de articulos de revistas cientificas, referencias y
patentes expuestas mas arrba en el texto, entre parentesis o bajo otra
modalidad, indicadas previamente o no, se incorporan aqui por referencia
en su integridad

Aunque la invencién se ha descrito con referencia a los ejemplos
dados anteniormente, debe entenderse que pueden introducirse varias

53
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modificaciones sin desviarse del espiritu de la invencion Por consiguiente,

la 1nvencion estd limitada unicamente por las reivindicaciones

74
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Reivindicamos

1 Un agomsta selecuvo a-2A/a-1A, que comprende un
compuesto representado por

s=<N/ "

o su sal farmaceuticamente aceptable, ester, amida, estereoisomero o

mezcla racémica

2 El agomsta selectivo a-2A/a-1A de la reivindicacion 1, en
donde dicho agorusta selectivo tiene una eficacia a-1A menor que la de la
brimomdina o un indice de potencia a-lA/a-2A mayor que el de la

brimonidina

3 El agomsta selechvo a-2A/a-1A de la reivindicaciébn 1, que
comprende un compuesto representado por

Me
H
N Me
S % I
N
H

4 Una composicion farmaceutica, que comprende un excipiente
farmaceutico y una cantidad terapéuticamente efecuva de un agomsta
selectivo a-2A/a-1A que comprende un compuesto representado por
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Me

H
N Me
= |
N
H
o su sal farmacéuticamente aceptable, ester, amida, estereoisomero o

mezcla racémica

5 La composicion farmaceutica de la reivindicacion 4, agonista
selecivo que tiene una eficacia a-1A menor que la de brimonidina o un

indice de potencia a-1A/a-2A mayor que el de brimonidina

6 La composicion farmaceutica de la rervindicacion 4, agonista

selectivo que comprende un compuesto representado por

Me
Me

s=<N/ "
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NORSEDATING A-2 AGONIST

1-(2 3-DIMETHYL-PHENYL)-ETHYL~1 3-DINYDRO-IMIZADOLE-2-THIONE

This patent application claims benefit of
priority under 35 USC § l1ll9(e) to provisional patent
application 60/502 562 filed Septamber 12 2003 which
is hereby incorporated by refsrence herein

BACKGROUND OF THE INVENTIQN
FIELD OF THE INVENTION
The invention relates generally to molecular

medicine and more particularly to o-2 adremergic
agonists that are highly selective for the a-2A
adrenergic receptor as compared to the o-1A adremergic
receptor
BACKGROUND INPORMATION

A variety of conditions can be mediated at
least in part by the sympathetic nervous system
including a variety of conditions associated with
stress Sympathetically-enhanced conditiona include
without limitation sensory hypersemsitivity such as
gsensory hypersensitivity associated with fibromyalgia
or headache such as migraina gastrointestinal diseases
such as irritable bowel syndrome and dyspepsia
dermatological conditions such ag psoriasis
cardiovascular disorders tachycardias disorders of
peripheral vasoconstriction including Raynaud s
Syndroma and scleroderma panic attack metabolic
disorders such as type II diabstes insulin-resistance
and obesity disorders of muscle contraction including
disorders of skeletal muscle contraction disorders of
smooth muscle contraction spasticity and disorders of
muacle contraction associated with tension-type
headachs bshavioral disorders such as but not limited to
over-eating and drug dependsnce and seual ‘dysfunction
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Alcthough @-2 edrenergic agonists have shown
promise in treating symptoms of sympathetically-
enhanced conditions use of theee 0-2 adrenergic
agonists can be unsatisfactory due to concomitant
sedative effects Thi=s same problem limits effective
-2 adrenergic agonist treatmant of other conditions
including neurclogical conditions, ocular conditions
and chronic pain Thus there is a need for novel
effective non-sedating a-2 adrenergic agonists for usea
as therapeutice The prasant invention satigfies this
neads and provides related advantages ag wvell

SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention provides an a-2A/0-1A
selective agonist that includes a compound represented
by

or a pharmaceutically acceptable salt ester amide
steriolisomer or racemic mixture thersof The presént
invention further provides a pharmaceutical composition
that contains a pharmaceutical carrier and a
tharspeutically effective amount of an ox-2A/a-1A
selective agonist that includes a compound represented

by
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10 (STRUCTURE 1) or a pharmaceutically acceptable salt

egter amide sterioisomer or racemic mixture thereof

15
Figure 1 shows Compound 1
{{+)-(8)-a-[1-(2 3-dimethyl-phenyl)-
athyl] -1 3-dihydro-imidazole-2-thione) from
(+)~-(5)-4-[1~(2 3-dimbthyl-
20 phenyl) ~ethyl)] -1H-imidazole

Figure 2 shows that Compound 1 is superior to
brimonidine in its ability to alleviate
sulprostone-induced tactile hypersenmitivity in the

25 absence of sedation The dose-responsive
anti-hypersensitive and sedative effects of four Q-2
agoniscs were compared in models of sulprostons-induced
tactile hypersensitivity and locomotor activity Upper
lefr panel I P Brimonidine Upper right panel

30 1P Dexmeditomidine Lower left pane]l Oral
Compound 1 Lower right panel IP Compound 2 The
mean total sensitivity score and standard error of the
mean were calculated (see solid line and solid ayubols
laft axia) Locomator activity relative to
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vehicle-treated animals was expressed as a percentage
and the percent sedation calculated as 100% minus the
percent locomotor activity (see hatched line and open
eymbols right axis)

Adrenergic receptors mediate physioclogical
responses to the catecholamines norephinephrine and
epinephrine and are members of the superfamily of G
protein-coupled receptors having seven transmembrane
domains These receptors which are divided
pharmacologically into 0-1 «-2 and (f-adrenergic
recaptor types are involved in diverse physiological
functions including functions of the cardiovascular and
central nervous systems The a-adranergic receptors
mediate excitatory and inhibitory functions -1
adrenergic receptors are typically excitatory
post-synaptic receptors which ganarally mediate
responses in the effector organ while a-2 adrenergic
recaptors are lacated postsynaptically as wall as
presynaptically where they inhibit release of
neurotransmitters Agonists of o-2 adremergic
receptors currently are used clinically in the
treatnant of hypertension glaucoma spasticity and
attention-deficit disoxder in the suppression of
cpiate withdrawal as adjuncts to general anesthesia
and in the treatment of cancer pain

-2 adrenergic receptors are presently
claspified into three subtypes based on their
pharmacological and molecular characterization a-2A/D
(2-2A in human and a-2D in rat) o-2B and o-2C
(Bylund et al Pharwicol. Rev, 46 121-136 {(1994) and
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Hein and Kobilka Neuropharzmacol 34 357-366 (1995))
The a-2A and 0-2B subtypes can regulate arteraial
contraction in some vascular beds and the a-2A and
a-2C subtypes mediate feedback inhibition of
norepinephrine release from sympathetic merve endings
The o-2A subtype also mediates many of the central
effects of a-2 adrenergic agonists (Calzada and
Artifiano Pharymacol, Reas. 44 195-208 {2001) Hein et
al Ann NY Acad Science 881 265-271 (1999) and
Ruffoleo (Ed ) o Adrenoreceptorxs. Molecular Bioloqy,

Biochemistry and Phazmacology 8 Karger Publisher s
Inc Parmington CT (1991))

As disclosed herein sevaral a-2 agoniste
were assayed for a-2A/a-1A functional selectivity using
in vitro cell-based assays Example I digcloses
preparation of the a-2 adrenergic agonist
{{+)-({S)-4-[1-(2 3-dimethyl-phenyl) -ethyl] -

1 3-dihydro-imidazols-2-thione) from

(+)-(S)-4-[1-(2 3-dimethyl-Phenyl) -athyl] -1H-imidazole
(see also Figurxe 1) As shown in Table 1 this a-2
adrenergic agonist danoted Compound 1 was highly
a-2A/a-1A selective as evidenced by the undetectable
level of a-1A activity cbserved for this compound in a
cell-based functional assay (see also, Example II)

In contrast dexmeditomidine was lags O-2A/a-1A
selective than was brimonidine (see Table 1) These
repults indicate that Compound 1 1s highly selective
for activation of the Q-2A receptor as comparad to the
0-1A receptor

61
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«-1A relative efficacy and a-1A/a-2A potency ratios
of several -2 agonists

Compound a-1A rel a-1A/a-2A
eff+ potency ratlo

Brimonidine 02 744

Dexmeditomidine 0S5 539

Compound 1 NA .

Compound 2 08 980

«Efficacy relative to tha reference full agonist

pbenylephrine
NA = not active

As further disclosed herein in Example II,
the o-2A/a-1A functional selectivity exhibited in in
vitro cell-based mesays correlated invereely with {n
vivo sedative activity at the therapeutic dose As
revealed in Figure 2 the -2 agonist which was moet
highly selective for a-2A/a-1A function in vitro also
exhibited the greatest separation between the
therapeutic dose which alleviated sulprostone-inducad
tactile sensitivity and dose resulting in significant
sedation In particular Compound 1 administered
orally at a dose of 1 ug/kg produced a S0% reduction
in semaitization (solid line laft axis) with less
chan 30% sedation {(open diamond right axis) at doses
100-fold and even 1000-fold greater than the 1 ug/kg
therapeutically effective dose (see Figure 2 lower
left panel) This separation between therapeutically
effective and sedative doses was greater than that
cbserved for any other a-2 agonist assayed These
results indicate that a-2A/o-1A adrenergic receptor
selectivity of a-2 agoniste defined using in vitro

o
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cell-bagsed functional assays is inversely correlated
with sedative activity at therapeutic doses in vivo
following systemic or other peripheral dosing These
resulte furcher indicate that particularly useful a-2
agonists with wide separation between therapeutically
effective and sedative doses are those exhibiting
x-2A/a-1A adrenergic receptor functional aselectivity

Baged on thess discoveries the present
invention provides an O-2A/0-1A gelettive agonist that
includes a compound reprasented by

Me Me

N
H -

(STRUCTURE 1) or a pharmaceutically accaptable salt
ester amide sterioisotwr or racemic mixture thereof
A selective agonist of the invention can have for
example an O-1A efficacy less than that of brimonidine
or a ratio of a-1A/x-2A potency greater than that of
brimonidine In one embodiment an or-2A/0-1A selactive
agonist of the invention includes a compound
rapresanted by FORMULA 1

An “a-2A/0-1A selective agonist* of the
invention can be characterized in part by (1) having
greater than 25% efficacy relative to brimonidine at
one or more U-2 adrenergic receptors including the a-2A
adrenergic receptor and (2) further having an a-1A
efficacy less than that of brimonidine ox a ratio of
a-1A/u-2A potency greater than that of brimonidine In

71
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particular embodiments an O-2A/0 1A selective agonist
of the invention has an o lA/a-2A EC,, ratio which 1s
at least two fold greater than the o-1A/a-2A EC,, ratio
of brimonidine or an &-1R/0-2A EC,, ratio which 15 at
least five-fold ten-fold twenty-fold thirty-fold
forty-fold fifty-fold eixty-fold seventy-fold
eighty-£fold ninety-fold or 100-fold greater than the
a-1A/a-2A ECy ratio of brimonidine It is underatood
that in addition to Gy-2A agonist activicy an
a-2A/0-1A selective agonist of the invention may
optionally have agonist or antagonist activity at ona
or more additional adrenergic or other receptors
provided that the selective agoniet satisfies the
criteria set forth above in regard to a-2A/a-1A
selectivity

Efficacy also known as intrinsic activity
is a measure of maximal receptor activation achieved by
an agent PFor the puxposes of determining o-2A/a-1A
selectivity efficacy is preferably determined using
any functional assay that does not significantly
amplify receptor response Efficacy can be represented
as a ratio or psrcentage of the maximal effect of the
agent to the maximbl effect of a standard agomist for
each receptor subtype Brimonidine (UK14304} generally
is used as the standard agonist for the a-2A, a-2B and
a-2C receptors and ie used as the standard herein where
relacive efficacy of an -2 receptor is defined
Phenylephrine is an accepted standard agonist for the
a-l1A o-1B and q-1D receptorse and is used herein as
the standard where relative efficacy of an a-1 receptor
is defined
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In functionally characterizing an a-2A/a 1A
selective agonist of the invention «-1A efficacy or
the ratio of a-1A/a-2A potencies or both are compared
to that of brimonidine As used herein the term
*brimofirdine” means a compound having the formula that

d@)

or a pharmaceutically acceptable derivative thereof

The term brimonidine encompasses without limitationm,
S-bromo-6- (2-imidazolin-2-ylamino) quincxaline
D-tartrate (1 1) Alphagan™ and UK14304 Brimonidine
and pharmaceutically acceptable derjvatives thereof can
be purchased from commercial sources or prepared by
routine mathods for example as described in U S
Patent No 6 3323 204

Any of a variety of apsays ara useful to
determine a-2A/a-1A functional selectivity As
non-limiting examples potency activity or EC;, at an
0-2A receptor can be determined by assaying for
inhibition of adenylate cyclase activity Furthermore
inhibition of adenylate cyclase activity can be
agsayed without limitation in PCl2 cells stably
expressing an (Y-2A receptor such as a human o-2A
receptor As further non-limiting examples potancy
activity or EC,, at an -1lA receptor can be determined
by assaying for intracellular calcium Intracellular
calcium can be assayed without limitation in HEX283

tb
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As another non-limiting example a GTPYS
assay 18 an assay useful for determining a-2A/a-1A
functional gelectivity -2 adrenergic raceptors
mediate incorporation of guanosine 5'-0-(gamma-thio)
triphosphate (([»8]GTPyS) into G-proteins in isolated
membranes via receptor-catalyzed exchange of [MS]GTPYS
for GDP An assay based on (5]GTPYS incorporatian
can be performed essent:ally as described in Jasper et
al supra 1998 Briefly confluent celle treated
wich an agent to be tested are harveated from tissue
culture plates in phosphate buffered saline before
centrifuging at 300 x g for five minutes at 4°C The
cell pellet is repuspanded in cold lysis buffer (5 mM
Tria/HCl1 S mM EDTA S mM EGTA 0 1 mM PMSF pH 7 5}
using a Polytrom Disrupter (setiing #6 five seconds)
and centrifuged at 34 000 x g Tor 15 minutes at 4°C
befores being resuspended in cold lysis bhuffer and
centrifuged again as above Following the second wash
step aliquots of the membrane preparation are placed
in mewbrane buffer {50 mM Tris/HC1 1 mM EDTA SmM
MgCl2 and ¢ 1 mM PMSF pH 7 4) and frozen at -70°C
until used in the binding assay

GTPYS incorporation is assayed using
[**S]GTPYS at a specific activity of 1250 Ci/mmol
Frozen mambrane aligquots are thawad and diluted in
incubation buffer (50 mM Tris/HCl, 5 mM MgCl2 100 mM
NaCl 1 mM EDTA 1 mM DIT 1 mM propranolol 2 mM GDP
PH 7 4) and incubated with radioligand at a £inal
concentration of 0 3 nM at 25°C for 60 minutes After
incubation samples are filtered through glass fiber
filters (Whatman GF/B pretreated with 0 5% bovine
serum albumin) in a 96-well cell harvester and rapidly
wvashed four times with four mls of ice-coild wash buffer
(50 mM Tris/HC1 5 mM MgCl, 100 mM MaCl, pH 7 5)

S
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After being oven dried the filters are transferred to
ascintillation vials containing five mls of Beckman s
Ready Protein® scintillation cocktail for counting
The EC,, and maximal effect (efficacy) are then
determined for the a-2A receptor

It is uynderstood that usesful assays generally
ara performed using cells that naturally express
significant levels of only a single o-adrenergic
receptor subtype or using transfected cells that
express significant levels of only a single recombinant
a-adrenergic receptor subtype As a non-limiting
exanple the adrenergic receptor can be a human
receptor or homolog thereof having a similar
pharmacoclogy As disclosed herein o-2A/o-1A
selectivity is preferably determined with
raceptor-proximal assays 1 e those in which receptor
response is unamplified or amplified only minimally or
those in which a rapid signal is assayed In view of
the above one gkilled in the art will prefer to use
assays other than Receptor Selection and Amplification
Technology (RSAT) assays and similar assays in which
partial and full agonism are not well differentiated

A pharmaceutically acceptable salt esster
amide sgterioisomer or racemic mixture of Compound 1
can be prepared by routine methods The a-2A/a-1A
selective agonist shown by Structure 1 is merely ,
axemplary of a variety of salts esters amidea etc
of this compound that can be readily prepared by one
skilled in the art in a simjilar wmanner as that
discloged herein using well known methodsg of chamical
synthesis including methods similar to those
exemplified herein {(see Example I}
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One skilled in the art understands that in
addition to tha synthetic scheme shown in Example I a
variety of routes can be used to prepare, for example,
the imidazole ring system of Compound 1 Such
syntheses are well known in the art, as described, for
example in Grimmett, “ Imidazole and Benzimidazole
Synthesis,” Ross Academic Press (1997) Furthermore,
alternative routes for producing imidazole~2-thiones
from imidazoles also can be useful in preparing the
selective agonist of Compound 1 As a non-limiting
example, the 1imidazole-2-thione ring system can be
prepared from an imidazole ring by selectively
protecting the N1 nitrogen by a trityl group, followed
by deprotonation with a strong base such as n-BulLi or
LDA to form the anion at C2 The anion can
subsequently be reacted with sulfur to give the desired
imidazole-2-thione As a further.non-limiting example,
an imidazole ring can be reacted with
phenylchloroformate to produce 2-imidazolone, which can
be converted to the thione, for example, using
Lawesson s reagent These and similar methods are well
known in the art for preparation of Compound 1 and
other a-2A/a-1A selective agonists pof the jinvention

An o-2A/a-1A selective agonist provided
herein can be useful, for example, for prevantion or
allaviation of a sympathetically-enhancad condition
without concomitant sedation upon peripheral
administration Any of a variety of
sympathetically-enhanced conditions can be prevented or
alleviated without concomitant sedation by an a-2A/a-1A
selective agonist of the invention, including without
limitation, sensory hypersensitivity such'as that
asgsociated with fibromyalgia or headaches such aa

Tq
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migraines gastrointestinal diseases such as irritable
bowel syndrome and dyspepsia dermatological conditions
such as psoriasis cardiovascular disorders
tachycardias disorders of peripheral vasoconstriction
including Raynaud s Syndrome and scleroderma panic
attacks =metabolic disorders such as type II diabetes
insulin-resistance and obesity disorders of muscle
contraction including disorders of skalastal muscls
contraction disorders of smooth muscle contraction
spasticity and disorders of muscle contraction
associated with tension-type headachs behavioral
disordezrs such as but not limited to over-eating and
drug dependence and sexual dysfunction

An o-2A/a-1Xk selective agonist provided
herein also can be usaful for axample for prevention
or alleviation of chronic pain without concomatant
sedation upon peripheral administration Chronic pain
is a term which means pain cther than scute pain and
includes without limitation neuropathic pain
visceral pain inflammatory pain headache pain muacle
pain and referred pain It is understood that chronic
pain is of relatively long duration for example
several years and can be continucus or intermittent
Chronic pain is distinguished from acute pain which is
immediate generally bigh threshold pain brought about
by injury such as a cut crush buwrn or by chemical
stimulation such as that axperienced upon exposure to
capsaicin the active ingredient in chila peppers

Any of a variaty of types of chronic pain can
be prevented or alleviated without concomitant sedation
by an a-2A/a-1A selective agonist of the invention
including but not limited to neurcpathic¢ pain such as
neurcpathic pain associated with diabetic neuropathy or
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post-herpetic nsuralgia chroni¢ pain associated with
cancer post-operative pain allodynic pain such as
fibromyalgic pain chronic pain associated with Complex
Regional Pain Syndrome (CRPS) chronic visceral pain
such as that associated with irritable bowel syndrome
or dysmennorhes chronic headache pain guch as migraine
pain non-vascuiar headache pain c¢luster headache pain
or daily tension headache pain and chronic muscle pain
such as yet not limited to that associated with back

spaam

An a-2A/a-1A selective agonist provided
herein additionally can be useful for example for
prevention or alleviation of a neurclogical condition
without concomitant sedation upon peripheral
admnistration Such a neurological condition can be
without limitation an acute or chronic neurclogical
condition As non-limiting examplea acute
neurological conditions which can be prevented or
allevaiated without concomitant sedatibm by an a-2A/a-1A
selective agoniat of the invention include stroke head
and spinal cord trauma; and seizure Furthermore
chronic neurological conditions which can be pravented
or allaviated without concomitant sedation by an
a-2A/a-1A selective agomist of the invantion include
but are not limited to neurodegenerative diseases such
as Alzheimer’s disease Parkinson s disease
Huntington s disease amyotrophic lateral sclerosis and
multiple aclerosis HIV associated dementia and
neuropathy ocular diseases such as glaucoma diabetic
neuropathy and age-ralated macular degeneration and
schizophrenia drug addiction withdrawal and
dependency and depression and anxiety

7
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The term neurological condition encompasses
all acute and chronic disorders wvhich affect at least
in part neurons Thus the term neurological
condition encompasses without limitation
hypoxia-ischemia (stroke}! head and spinal cord injury
epilepsy neurodegenerative disorders such as
Alzheimer s dissase Parkinson & diseagse Parkinsonism
Huntington s disease amyotrophic lataral sclerosis and
multiple sclarosis optic neuropathies such as
glaucoma light-induced retinal degensration such as
photoreceptor degeneration and macular degeneration
disorders of photoreceptor degeneration such as
retinitic pigmentosa HIV-associated dementia (acquired
immunodaficiency syndrome dementia complex) and
HIV-associated neuropathy metabolic mitochondrial and
infectious brain abnorwalities such as but not limited
to encephalitis, neurcpathic pain syndromes such as
causalgia or painful peripharal naurcopathies
olivopontocerebellar atrophy mitochondrial
abnormalities and other biochemical disorders such as
MELAS syndrome MERRF Leber s disease Wernicke s
encephalopathy, Rett syndrome homocysteinuria
hyperhomocysteinemia hyperprolinemia nonketotic
hyperglycinemia, hydroxybutyric amincaciduria sulfite
oxidase deficiency combinad systems disease lead
sncephalopathy hepatic encephalopathy Touretta s
syndrome drug addiction and drug dependency drug
withdrawal such as withdrawal from alcohol or opiates
and depression or anxiety syndromes (see for example

Lipton and Rosenberg New Engl. J. Med, 330 613
{(1994))
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An a-2A/o-1A selective agonist provided
herein further can be useful for example for
prevention or alleviation of an ocular condition
without concomitant sedation upon peripheral
administration Ocular conditions to be prevented or
alleviated without concomitant sedation by an a-2A/a-1A
selective agonist of the invention include without
limitation glaucoma macular degeneration and
retinopathies such as diabetic retinopathy

Any of a veristy of ocular conditions can be
prevented or alleviated without concomitant sedation
following peripheral administration of an x-2A/a-1A
selective agonist of the invention Such conditions
inciude yet are not limited to diabetic retinopathy
macular edema such as that associated with diabetes
conditions of retinal dagsneratign such as glaucoma
macular degeneration such as age-related macular
degeneration {ARMD) and retinitis pigmentosa zretinal
dystrophies inflammatory disorders of the retina,
vascular occlusive conditions of the retina such as
retinal vein occlusions or branch or central retinal
drtery occlusions retinopathy of prematurity
retinopathy mssociated with blood disorders such as
sickle cell anemia elevatad intraocular pressure
ocular itch damage following retinal detachment
damage or insult due to vitrectomy retinal or other
surgery and other retinal damage including therapeutic
damage such as that resulting from laser treatment of
the retina for example pan-retinal photocoagulation
for diabetic retinopathy or photodynamic therapy of the
retina Ocular conditions that can be prevented or
allsviated without concomitant sedation by peripheral
administration of an a-2A/x-1A selective agonist of the
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invention further include without limitation genetic
and acquired optic neuropatbies such as optic
neuropathies characterized primarily by loss of central
vision for example Leber 8 hereditary optaic
neuropathy (LHON) autosomal dominant optic atrophy
(Kjer disease) and other optic neuropathies such as
those involving mitochondrial defects aberrant
dynamin-related proteins or inappropriate apoptosis
and optic neuritis such as that assocliated with
multiple sclerosis retinal vein occlusions or
photodynamic or laser therapy See £for example
Carelli et al Neurochem. Intl, 40 573-584 (2002) and
Olichon et al J, Biol, Chem 278 7743-7746 (2003)

It is understcocod that these and other ocular
abnormalities especially those of the nenrosansory
ratina can be prevented or alleviated without
conmcomitant sedation using the selective agoniste of
the invention

In addition to praventing or alleviating
sympathetically-enhanced conditions neurological
conditions ocular conditions and chronic pain an
o-2A/0-1A selective agonist can be useful for
preventing or alleviating other disordera without
concomitant sedation Such a disorder can be for
example attantion deficit disorder (ADHD/ADD) which
18 a disorder primarily characterized by inattentidn
distractibility and impuleiveness starting before the
age of seven Symptoms can include, without
limitation fidgeting and sgquirming difficulty in
remaining seated easy distractability difficulty
avaiting cne 8 turn difficulty in refraining from
blurting out answers 1inability to follow instructions
excegeive talking and other disruptive behavior
(Anderson supra 1994} Furthermore while originally
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recognized in children ADHD/ADD continues into
adulthood in wmany individuals (see for example Block

Pediatr, Clip. Noxth Am. 45 1053-1083 (1998) and Pary
et al Amgp, Clin, Psychiatry 14 105-111 (2002)) One

skilled 1n the art understands that a method of the
invention can be useful for preventing or alleviating
ADMD/ADD in children and adults having mild as well as
severe forms of the disorder

An a-2A/a-1A selective agonist also can be
useful to prevent or alleviats nasal congestion
diarrhea urinary disorders such as hyperactive
micturition and overactive bladder congestive heart
failure or a psychosis such az a manic disorder
Furthermore an 0-2A/a-1A selective agoniat can be
useful to prevent or alleviate one or more symptoms
agsoclated with anesthesia such as nausea vomiting
shivering or panic or to enhance memory and cognitive
processes without concomitant sedation

)

As discloeed herein an o-2A/a-1A selective
agonist of the invention is characterizad in part by
the abiljity to prevent or allaviate any of a variety of
sympathetically-enhanced conditions neurological
conditions ocular conditions and types of cthronic pain
without concomitant sedation The term "alleviating -
as used harein means reducing by at least about 50% at
least one symptom of the particylar condition or type
of chronic pain being treated

As ip well known in the art sedation is a
term that means a reduction in motor activicy The
phrase “without concomitant sedation * as used harein
in reference to a selective agaonist wmeans, that upon
peripheral administration the selective agonist

.~
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produces less thsn about 30% sedation at a doae 10-fold
greater than the dose of selective agonist required to
produce a 50% reduction of one or more gymptoms of the
particular condition or type of <hronic pain being
treated For example as shown in Figure 2 (lower left
panel) Compound 1 was administered orally at a dose of
1 pg/kg to produce a 50% reducticn in sensitization
score (solid line 1left axis) with less than 30%
sedacion (open diamond right axis) at doses 100-fold
and even 1000-fold greater than the 1 ng/kg
therapeutically effective dose Thus the a-2A/c-1A
selective agonist represented by formula Compound 1 has
effective therapeutic activity *without concomitant
sedation * In contrast many Q-2 agonists such as
dexmeditomidine are completely sedating at doses
10-fold greater than the dose required to produce a 50%
reduction in sensitization ecore

As non-limiting examples the dose of
a-2A/a-1A selective agonist required to produce about
30% sedation (reducticn in motor activity) can be at
least 25-fold greater than 50-fold greater than
100-fold greater than 250-fold greater than 500-fold
greater than 1000-fold greater than 2500-fold greater
than 5000-fold greater than or 10 000-fold greater
than the dose regquired to produce a 50% reduction an
cme or more gymptome of the particular condition or
type of chronic pain being treated Nethods for
determining the extent of a reduction in a symptom as
well as the extent of sedation are described hersin and
further are well kmown in the art

The pregent invention further provides a

pharmaceutical composition that contains, a
pharmaceutical carrier and a therapeutically effective

84
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amount of an a-2A/a-lA selective agonist that includes
a compound representad by

Me Me

H
N Me
S% / ]
N
H

(STRUCTURE 1) or a pharmaceutically acceptable salt
ester amide sterioisomer orf racemic mixture thereof
In a pharmaceutical composition of the invention the
selactive agonist can have for example an ao-1A
efficacy less than that of brimonidine or a ratio of
o-1A/0-2A potency greater than that of briwmonidine In
one embodiment the a-2A/a-1lA selective agonist of the
invention included in a pharmaceutical composition of
the invention contains & compound represented by
struccture 1

Thus the invention provides a pharmaceutical
composition containing an effective amount of a
pharmaceutical carxier and & therapdutically effactive
amount of an g-2A/0-1A selective agonist of the
invention Such a pharmaceutical composition can be
useful for preventing or alleviating for example, any
of the aympathetically-enhanced neurological or
ocular conditions oxr types of chronic pain disclosed
herein above without concomitant sedation A
pharmaceutical composition of the invention includes an
a-2A/a-1A selective agonist and further includes a
pharmaceutically acceptable carrier, which is any
carriar excipient or diluent that hag substantially no
long term or permanent detrimental effect when
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administered to a subject An excipient generally 1is
mixed with an active X-2A/a-1A selective agonist or
permitted to dilute or enclose the seleactive sagonist
A carrier can be a solid semi-solid or liquid agent
that acts as an excipient or vehicle for the active
selective agonist Examples of solid carriers useful
in the pharmaceutical compcsitiaons of the invention
include without limitation pharmaceutical grades of
mannitol lactose starch magnesium stearaste sodium
saccharin polyalkylene glycols talcum cellulose,
glucose aucrose and wmagnesium carbonate Suppository
formulations can include for example propylene glycol
as a carrier Examples of pharmaceutically acceptable
carriers further include without limitation water
such as distilled or deionized water salins agqueous
dextrocse glycerol ethanol and the like Xt is
underastood that the active ingredients within a
pharmaceutical composition can be soluble or can be
delivered as a suspension in the desired carrier or
diluent

A pharmaceutical compogition can optiomally
include one or more agents such as without limitation
emulsifying agents wetting agents sweetening or
flavoring agents tonicity adjusters preservatives
buffers or anti-oxidante Tonicity adjustors useful in
a pharmaceutical composition of the invention include
but ara not limited to wsalts such as sodium acetate
sodium chlorida potassium chloride mannitol or
glycerin and other pharmaceutically acceptable tonicity
adjustors Pregervatives useful in the pharmaceutical
compositione of the invention include without
limitation benzalkonium chloride chlorobutanol
thimerocsal phenylmercuric acetate and phenyluwercuric
nitrate Various buffers and wmeans for adjusting pH
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can be used to prepars a pharmaceutical composition,
ancluding but not limited to acetate buffers citrate
buffers phosphate buffers and borate buffers

Similarly anti-oxidants useful in pharmaceutical
compositions are well known in the art and include for
example sodium metabisulfite sodium thiocsulfate
acetylcysteine butylated hydroxyanisole and butylated
hydroxytoluene It is understood that these and other
substances known in the art of pharmicology can be
included in a pharmaceutical cowposition of the
invention Bee for example Remington s
Pharmaceutical Sciences Mack Publishing Company

Easton PA 16th Edition 1530 It 19 further undsrstood
that a pharmaceutical composition containing an
a-2h/a-1a pelective agonist can optionally be
administered in conjunction with one or more other
therapeutic substances 1in the same or a different
pharmaceutical composition and by the same or different
routes of administration

An a-2A/a-1A selective agonist is
peripherally administered to a subject in a
therapeutically effective amount Such a
therapeutically effective amount generally is the
minimum doge nacessary to achieve the degired
prevention or alleviation of one or more symptoms of
for example a sympathetically-enhanced condition
aeurclogical condition ocular condition or chromic
pain such ag that amount roughly nacessary to raduce
to tolerable levels the discomfort caused by the
sywpathetically-enhanced condition neurological
condition ocular condition or chronic pain Such a
dose can be an amount which reduceg at least one
symptom of the condition or type of pain:by at least
about 50% and generally is in the range of

8y
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0 1-1000 mg/day and can be for example jin the range
of 0 1-500 mg/day, 0 5-500 wmg/day 0 5-100 mg/dav
0 5-50 mg/day 0 5-20 mg/day 0 5-10 mg/day or 0 S-S
mg/day with the actual amount to be administared
determined by a physician taking into account the
relevant circumstances including the severity and type
of sympathetically-enhanced condition neurclogical
condition ocular conditlion or chronic pain the age
and weight of the subject the subject s general
physical condition and the pharmaceutical formulation
and route of administration As discussed further
balow a pharmaceutical composition of the invention
also can ba useful in the form of a suppository or
axtended release formulation such as without
limitation a dermal patch formulation for deposit on
or under the skin or formulation for intramuscular
injection

In one embodiment a pharmaceutical
composition of the invention is an ophthalmic
composition An ophthalmic composition contains an
ophthalmically acceptable carrier which is any carrier
that has substantially no long term or permanent
detrimental effsct an the eye to which it is
administered Examples of ophthalmically acceptable
carriers include without limitation water such as
distilled or deicnized water saline and other agqueous
media Ophthalmic compesitions can incorporate for
sxample soluble o-2A/a-1A selectiva agonist or an
O-2A/a-1A selective agonist as a suspension in a
suitable carrier

Topical cphthalmic compositions also are
useful Such compositions encompass without
limitation ocular drops ocular ointments ocular gels
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and ocular creams Such ophthalmic compoeitions are
easy to apply and deliver the selective agonist
effactively Components of a non-limiting exemplary
topical ophthalmic coumposition are shown below in
Table 2

TABLE 2
Ingredient Amount (% W/V)
Compound 1 7 about 0 0001 to
about 0 1
Preservative 0-0 10
Vehicle 0-40
Tonicity Adjustor 1-140
Buffer 0 01-10
pH Adjustor gs pH 4 5-75
antioxidant As needed
Purified Watar A8 needed to make 100%

A preservative can be included if debmired
in an ophthalmic composition of the invention Such a
presaervative can be without limitation benzalkonium
chloride, chlorobutancl thimezrosal phenylmercuric
acetate or phenylmercuric nitrate Vehicles useful in
a topical ophthalmic composition include, yet are not
limited to polyvinyl alcohol povidone hydroxypropyl
methyl cellulose, poloxamers, carboxymethyl cellulose
hydroxyethyl cellulcse and purified water

A tonicity adjustor also can be included if
desired in an ophthalmic composition of the invention
Such a tonicity adjustor can be withour limitation, a
salt such as sodium chloride, potassium chloride
mannitol or glycerin or another pharmaceutically ox
ophthalmically acceptable tonicity adjustor
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Various buffers and means for adjusting pH
can be used to prepare anophthalmic composition in the
invention provided that the rasulting preparation is
ophthalmically acceptable Such buffers include but
are not limited to acetate buffers citrata buffers
phosphate buffers and borate buffers It is understood
that acids or bases can be used to adjust the pH of the
composition as needed Ophthalmically acceptable
antioxidants useful in preparing an ophthalmac
composition include yat are not limited to ecdium
metabagsulfite sodium thiocsulfate, acetylcysteine
butylated hydroxyaniscle and butylated hydroxytoluena

An a-2A/c-1A salective agonist of the
invention or a pharmaceutical composition containing
such a sslective agomist is peripherally administered
to a subject As used herxein in reference to an
-2A/G-1A selective agonist, the ferm “peripherally
administering” or "“peripheral administration” means
introducing the a-2A/a-1A gelective agonjst into a
subject outaside of the central nervous system Thus
peripheral administration encompasses any route of
administration other than direct administration to the
spine or brain

A therapeutically effective amount of an
a-2A/a-1A selective agonist can be peripherally
administered to a subject by any of a variety of means
depending for example on the type of condition or
chronic pain to be prevented or alleviated the
pharmaceutical formulation and the history risk
factors and symptoms of the subject Suitable routes
of peripheral administration include both systemic and
local administration As non-limiting éxamples a
therapeutically effective amount of an a-2A/a-1A
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gelective agonist can be administered orally
parenterally by subcutansous pump by dermal patch by
iptravenous intra-articular subcutaneous or
intramuscular injection by topical drops creams gels
or cintments as an implanted or injected extended
release formulation or by subcutanecus minipump Or
other implanted device

One skilled in the art underatands that
peripheral administration can be local or systemic
Local administration resulte in sagnificantly more of
an o-2A/a-1A selective agonist being delivered to and
about the site of local admimistration than to regions
distal to the asite of administration Systemic
administration results in delivery of an x-2A/0-1A
selective agoniat essentially throughout at least the
entire peripheral system of tha subject

Routes of paripheral adminmistration useful
for delivery of an a-2h/a-1A selective agonist or
pharmaceutical composiction of the invention encompass
without limitation oral administration topical
administration intravenous or other injection and
implanted minipumps or other extended release devices
or formulations An a-2A/a-1A selective agonist or
pharmaceutical composition of the invention can be
peripherally administered without limitation orally
in any acceptable form such a® in a tablet pill
capsule powder 1liquid suspension ewulsion or the
like as an aerosol as a suppository by intravenous
intraperitoneal intramuscular subcutaneous or
parenteral injection by transdermal diffusion or
electrophoreals topically in any acceptable form such
as 1n drops creams gels or ointments;,and by minipump
or other implanted extended releuse devics or

!
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formulation An a-2R/a-1A selective agonist optionally
can be packaged in unit dosage form suitable for single
administration of precise dosage®s or in sustained
release dosage form for continuous controlled
administration

Chronic administratation of an a-2A/a-1A
selective agonist or pharmaceutical couwposition of the
invention can be useful for example for prevention or
alleviation of chronic pain or another chronic
condition euch as without limitation a chremic
neurological condition Means for repeated or
continuous peripheral administration include without
limitation repsated oral or topical administration
and admainistration via subcutanecus miunipump As
non-limiting examples an O-2A/Q-1lA selective agonast
or pharmaceutical compoeition of the invention can be
peripherally and chronically admipistered by coatinuous
intravenous administration via implanted infusion
minipump or using an extendesd release fqmulati.on

It is understood that slow-releage
formulations can be useful for preventing or
alleviating chronic pain or anotber chronic conditiomn
such as without limitation a chronic
neurodegenerative condition It is further understood
that the frequency and duration of dosing of such a
elow-release formulation will be dependent in part omn
the prevention or extent of allaviation desired and the
half-life of the a-3aA/a-1A selective agonist and that
a varisty of routes of administration are useful for
delivering slow-release formulations, as discussed
hareinabove

qQz
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An o-2A/a-1A selective agonist or ophthalmic
composition of the invention can be peripherally
administered to a subject to prevent or alleviate an
ocular condition by any of a variety of means
depending in part on the characteristics of the
selective agonist to be administered and the history
rigsk factors and symptoms of the subject Peripheral
routes of administration suitable for preventing or
alleviating an ocular condition include both systemic
and local administration 1In particular embodiments
an ophthalmic compositiom containing an a-2A/a-1A
selective agonist is administered topically such as by
ocular drops or by lccal injection or is released
from an intraocular or periocular implant

Systemic and local routes of administration
ugeful in preventirg or alleviating an ocular candition
by administration of an -2A/0~1A selective agonist or
ophthalmic composition of the invention encompass
without limitation oral gavage intravenous injection
intraperitoneal injection intramuscular injection
subcutaneous injection transdermal diffusion and
electrophoresia topical eye drops and ointments
periocular and intraccular injection including
subcanjunctival injection extended release delivery
devices such as locally implanted extended release
devices and intraocular and periocular implants
including biocerodible and reservoir-based implants

In one embodiment an ophthalmic composition
contalning an x-2A/a-1A selective agonist is
administered topically to the eye The o-2n/a-1lA
selective agonist can be adminietered, for example as
part of an ophthalmic solution such as dcular dropas
In another embodiment an opbthalmic composition

3
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containing an 0-2A/x-1A selective agonist of the
invention is injected directly into the eye In a
further smbodiment an ophthalmic composition
containing an a-2A/a 1A selective agonist of the
invention 1e¢ released from ah intraocular or periocular
implant such as a bioerodible or reservoir-based
implant

As indicated above an ophthalmic composition
contailning an o-2A/a 1A selective agonist can be
administared locally via an intraocular or periocular
implant which can be without limitation bioerodible
or reservoir-based As usad herein, the term “implant”
refers to any material that does not significantly
migrate from the insertion site following implantation
An implant can be biodegradable non-biodegradable or
composed of both biodegradable and non-biodegradable
materials a non-biodegradable implant can include if
desired, a refillable reservoir Implants useful for
praventing or alleviating an ocular condifion include
for example patches particles sheets plaques
microcapsules and ths like and can be of any shape and
size compatible with the selected gite of insertion
which can be without limitation the posterior
chamber anterior chamber suprachoroid or
subconjunctiva of the eye It i3 understood that a
useful implant generally releases ths implanted
ophthalmic composition at a therapeutically sffective
dose to the eye of the subject over an extended period
of time A variety of ocular implants and extended
release foxmulations suitable for ocular release are
wall known in the art as described for example in
US Patent No 5 869 079 and 5,443 505

a4
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The following examples are intended to
illustrate but not limit the present invention

EXAMPLE I
EREPARATION OF COMPOUND 1

This example describes preparation of the
u-2A/0a-1A selective agonist Compound 1

ﬁ: Ne Ms . 2::33%{: '=1: Me Mo "

H 2) NEly
daxmadRomidine Compound 1

G = et G — G

Compound &

A mixture of (+)-(S)-4-{1-(2,3-dimethyl-

phenyl) -ethyl]-1H-imidazole (dexmeditomidine 2 00'g
10 0 mmol) prepared as described in Cordi et al ,
Svnth, Comm, 26 1585 (1996), in THF (45 mL) and water
(40 mL) was treated with NaHCO, (8 4 g, 100 mmol) and
phenylchlorothionoformate (3 7 mL, 27 4 mmol) After
stirring for four hours at room temperature, the
mixture was diluted with water (30 mL) and ether (75
mL) The organic layer was removed, and the agueous

gs
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layer extracted twice with a 50 ml volume of ether
The organic layers were dried over MgSO, and filtered
The residue was concentrated under vacuum diluted with
MeOH (54 mL) and reacted with NEt; {6 5 mL) at zoom

5 temperature for 16§ hours The solvent wag removed
under vacuum and replaced with 30% CH,C,, hexane The
solvant was remdved again and solids formed After
further resuspension i1n 30% CH,C,, hexane the aclid was
collected on a £ilter washed with CH,C,, hexane and

10 dried under vacuum to give Compound 1
{(+)-(8)-4-[1-(2,3-dimethyl-phenyl)
-ethyl] -1 3-dihydro-imidazole-2-thione) 1 23 g (53%)
A achematic of the preparation of Compound 1 is shown
above

15
Characterization of the product yielded the

following Optical rotation [a]lp,20 +14° (¢ 1 25 in
MeOH) 1* NMR (300 MHxz, DMSO) d.11 8 (s 1H) 11 6
(s 1H) 7 03-7 01 {m 2H) 6 95-6 91 (m 1H)} 6 50 (s

20 1H) 415 (q, v =6 9 Hz 1H) 2 25 (8 3IH) 2 20 (=
3H) 1 38 (4 J=6 9 Hz 3H)

HLDA E 000y
COIC ' _"_.. .agU/\fmﬂ
3) NaBH, ]
Intermediste AT intormediste A2 DEL hew intermedists A3
11 Na +JTOBMIG, NaCN
1) DAL m'\of\)ln !!‘! oo — 2} Ny, MgpOW
T80 2 Beam H 3} TRAF THF
inlsonedista R4 inwmrmadisie RS
O ‘
N
as H
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8- {2-Benzyloxy-ethyl) -1 4-dioxa-
spiro{4 S5]decane (Intermediate R1 1 02 g 3 70 mmol)
was prepared as described in Ciufolini et al o, Amer.
Chem Soc 113 8016 {1991} This compound was
dissolved in acetone (100 mi) HO (5 mI,) and reacted
with TsOH (140 mg 0 74 mmol) at 45°C for 5 hours
After a standard aquecus work-up the material was
purified by chromatography on 5§10, te give 4-{2-
bensyloxy-ethyl) -cyclohexanone &s a colorless oil
{(97%)

A molution of LOA (33 ml 1 5 M in Et,0) in
THF (50 mL) at -78°C was treated with 4- (2-benxyloxy-
ethyl) -cyclohexanone (9 S g 40 2 mmol) The mixture
was warmed to 0°C over 30 minutes before re-cooling to
-78°C and adding HMPA (7 mb) Methyl cyanoformate (4 1
ml: 685 mnol) was added, and the mixture stirred for 15
mirmutes before agqueous quench and work-up The product
was purified by chromatography en $i0, with 10%
EtOAc Hx 5-({2-Benzyloxy-ethyl}-2-oxo-
cyclohexanecarbaxylic acid wmethyl ester was isolated
5 8 g (49%) and reduced with an equivalent of WaBH, in
MeOH at -10*C The alcehol (Intermediate R2 above) was
purified by chromatography on 510, with 30 to 50 &
EtOAC Hx (-30% yield)

A solution of 5-(2-benzyloxy-ethyl)-2- 1
hydroxy-cyclohexanecarboxylic acid methyl ester
(Interwediate R2 0 72 g 2 48 mmol) in pyridine (10
mL) was treated with S0Cl; (0 73 mI. 12 4 mmol) at =20
°C The mixture was allowsd to react for 15 minutes
and was then warmed to 55 °C for 16 hours The
solvents ware removed under vacuum and the residue was
diluted in ether at 0°C The solution was gquenched
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with water washed with 1M HCl 5% NaOH and brine The
organic material was dried over MgsSO, filtered and
freed of solvent The mixture was diluted with
banzene and water was removed by azeotropic
distillation under vacuum The residue was dissolved
in benzene {15 mL} and DBU {0 76 mL 5 mmol) was
added The mixture was reacted for 30 minutes at room
temperature After work-up and chromatography on S10,
with 20% EtOAc Hx 5-(2-benzryloxy-ethyl)-cyclohex-1-
enecarboxylic acid methyl ester (Intermediate R3) was
isclated (0 56 g (82%))

Intermediate R3 wae dissolved in THF (100 mL)
and added to a solution of DIBAL (70 mL 1M in hexanes)
in THF (160 mL) at -35°C for 35 minutes  The mixture
was quenched with Rochelle 3 salt solution and
extracted with ether The dried residue was purified
by chromatography on 510, with 30& EtOAc Hx to yleld
{5- (2-benzyloxy-ethyl) -cyclohex-l-enyl]-methanol 4 6 g
{(8o%) A solution of the alcohol (4 0 g; 18 7 mmol) in
DMF (60 mlL) was treated with triethylamine (3 mL)
followed by TBSCl (3 0 g 22 4 mol) for 20 minutes at
room temperature The residue was isclated from an
aquecus wark-up and purified by chromatography to give
[5- (2-benzyloxy-ethyl) -cyclohex-1-enylmethoxy] -tert-
butyl-diwmethyl-silane (Intermediate R4) 3 6 g (63%)

The benzyl protected alcohol {Intermediate
R¢) (2 0g 5 55 mmol) in THF (20 mL) was cooled to
=70°C and NH, was condensed in this flask (~20 mL)
Na chunks were added and the mixture was allowed to
stir at -70°C for 15 wminutes The mixture was warmed
to -30°C for 20 minutes, quenched with NH,Cl and
isclated by extraction The residue was purified by
chromatography on S10, with 25 & EtOAc Hx {(99%} The
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alcohol wvas oxidized by the standard “Swern protocol
The alcchol 2-([3-{tert-butyl-dimethyl-
si1lanyloxymsthyl)~cyclohex-3-enyl]l -ethanol (13 g 4 8
mmol) was added to a solution of oxalyl chloride (3 55
ml, 7 1 mmol) in CH,Cl, (30 mL) with DMSO (0 63 mL. 8 9
mmol) at -78°C After 40 minutese NEL, (2 51 mL) was
added and the mixture was warmed to room tempsrature
After standard aqueous work-up and purification (3-
(tert-butyl-dimethyl-silanyloxymethyl) -cyclohex-3-
enyl) -acetaldehyde (Intermediaté R5) was 1sclated
{-95%)

The following preparation followed the
procedure by Horne et al Heterocycleg 39 139 (1994)
A solution of the aldehyde (Intermediate R5 0 34 g
1l 3 mmol) in EtDH (5 ml) was treated with tosylmethyl
isocyanide {TceMIC Aldrich 0 25 g 1 3 mmol) and NaCN
{~15 mg cat) and allowed to stir at room temperature
for 20 minutes The solvent was removed in vacuc the
residue was dissolved in - 7M NH, in MeOH and
transferrsd to a rmsealable tube before heating at
100°C for 15 bhouras The mixture was concentratad and
purified by chromatography on Si0, with 5% MeOH (mat
w/ NH;) CM,Cl,. A solution of the product in THF with
TBAF (1 5 eag } was stirred at room temperature after
agueoua workup The crude product was chromatographed
{5-7% NH,/MeOH in CH,Cl,) and designated Compound 2

Characterization of Compound 2 yielded tlhe
following 'H MMR (300 MHz DMSO-a%) 4 7 52 {8 1H)
672 (8 1B) 5 54 (bre 1H) 3 73 (g 2H) 2 46 (d J
= 6§ Hz 2H) 1 5-2 2 (m 6H) 1 0-155 (m 1H)



W 2008/034946 PCT/US2004027134

15

20

a5

30

35

16 o

This example demonstrates that o-2A/0-1A
selectivity in receptor proximal functional assays

correlates with non-sedating in vivo activity

A. Ip vitro Functional

Proximal functional activity at the o-1A and
a-2A adrenergic receptors was compared for brimonidine
Gexmeditomidine Compound 1 and Compound 2
Brimonidine was obtained from Sigma desmeditomidine
wap prepared as described in Cordi et al gupra 1996
and Compounds 1 and 2 were synthesized as described in
Example I above The O-adrenergic xeceptor
pharmacological profiles were analyzed in assays using
cell lines etably expreasing a-2A or a-lA receptors,
described below

To assess O-1A activity compounds were
functionally tested for the ability to stimulate an
increase in intracellular calcium in HEX293 cells
stably expressing hovine a-1h receptor O-1A relative
efficacy was determined in reference to the full
agonist phanylephrine asa described below As
summarized in Table 1 shown above dexmeditomidine and
Compound 2 had a-1A relative efficacies greater than
that of briwmenidine while the a-1A relative efficacy
of Compound 1 was so low as to be undetectable in this

o
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The same compounds were 2lso functionally
assayed for proximal «-2A function by assaying for
inhibition of forskolin-induced cAMP accumulation in
PC12 cells stably expressing human a-2A raceptor
Intracellular cAMP levels were determined using the
Biotrak cAMP enzyme immuncassay eystem described below
The BEC,, for a 2A cAMP inhibition wvas expression as a
ratio with the a-1A EC,, to give an a-1A/a-2A potency
ratio As shown in Table 1 above the -2 adrenergic
agonist denoted Compound 1 was hHighly o-2A/a-1A
selective as evidenced by the undetectable level of
a-1A activity cbserved for this compound 1In contrast
dexmeditomidine for example was less «-2A/a-1A
selective than was brimonidine These rasulte indicate
that Compound 1 i® highly selective for activation of
the 0-2A receptor as compared to the a-1A raceptor

Stable cell lines expressing an adrenergic
receptor were established as follows The bovine a-1a
hameter «~-1B human a-2A and human Q-2C receptor cliNAs
weres blunt-end subcloned into the RheI-EcoRI sites in
the retroviral vector pCL BABE Puro The retroviral
conatructs were verified by double stranded DNA
sequencing High titer pseudotyped retroviral
particles were produced by co-transfecting HEK293GP, a
HEK3193 cell line stably expressing Gag-Pol of the
Maloney leukemia virus with the appropriate retrowviral
vector and pMD G an expression vector for the 1
vesicular stomatitis virus envelope protein VSV-G
Sixteen hours after transfection the media (DMEM 10%
FCS) was changed the high titer (-1 X 106 pfu/mL)
media was then harveasted forty-eight hours later Tha
supernatant was filtered through a 0 4 pM filter

——
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The human -2A receptor supernatant was
added 1in wvarying amounts to naive PCl2 cells which
were then incubated for 48 hours The transduced cell
population was replated at a lower density and grown in
media containing 100 ug/ml puromycin Non-traneduced
cells were killed within three days and single foci
grew within two months The foci were picked
expanded and assayed for receptor density by
brimonidine radioligand binding Functional a-2
receptor activity was confirmed by inhibition of
forskolin-induced cAMP accumulation

The bovine O-1A receptor supernatant was
added in varying amounts to naive HEK293 cells which
were then incubated for 48 hours The transcduced cell
population was replated at a lower density and grown in
media containing 0 25 ug/wl puromycin Significant
call death was avident within thrae days with single
faci appearing within two weeks After the foci were
picked and expanded subclaones wers functionally
assayed for g-1 receptor expression by measuring
phenylephrine-induced intracellular Ca,, accumulation
as described below Receptor density was measured in a
prazosin radicligand binding assay

Intracellular Ca, responses wars measured in
HEX293 cells stably expresaing the bovine a-1A
adrenergic receptor Between 40 000 to 50 000 cells
were plated per well in 96-well poly-D-lysine coated
plates in 0 2 ml DMEM containing 10§ heat-inactivated
fetal calf serum 1% antibiotic-antimycotic and 0 25
g/ml puromycin one day prior to uss Cplls were washed
twice with HBSS supplemented with 10 mM HEPES 2 0 uM
CaCl, and 2 S mM probenicid and subsequently incubated
at 37°C for 60 minutes with 4 M Fluo-4 (Molecular
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Probes Eugene Oregon) Extracellular dye was washad
from the plates twice prior to placing the plates in
the fluorocmetric imaging plate reader (FLIPR Molecular
Devices Sunnyvale Californmia) Compounds to be
assayed were diluted in HBSS and aliquoted into a
96-well microplate compounds were tasted over the
concentration range of 0 64 nM to 10 000 nM Data for
Ca , responses were cbtained in arbitrary fluorescence

units

The percent -1A efficacy (%¥E) was determinad
by comparing the maximum effect of each agonist to the
maximum effect of the standard full agomist
phenylephrine The values represent the mean and SEM
from 3-15 independent experiments The
fold-selectivicy of the agonists for a-2 receptora
relative to a-1 raceptors was calculated from the ratio
of their mean EC,8 for activating the a-1A and o-22
receptors

Intracellular cAMP measurement was performed
as follows ©PCl12 cells stably expressing thé human
a-2A adrenerqic receptor were plated in 96-well
poly-D-lysine coatad plates at a density of 30,000
cells per well in 100 pul DMEM supplemeanted with 10%
horse serum 5% heat i1nactivated fetal bovine sexum 1%
antibiotic-antimycotic and 100 ug/ml puromycin Cells
were grown overnight at 37°C and S¥ CO; Cells wexe
dosed by adding an equal volume of media containing
IBMX (to a final concentration of 1 mM) £orskelin (to
a final concentration of 10 M) and the appropriate drug
dilution (to a final concentration of batween 10-5 M
and 10-12 M) After a 10 minute incubation media was
aspirated and the cells lysed with 200 ul lysis buffer
(Anersham Biosciences Piscataway New Jersey) Plates
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were stored at -20°C for up to 24 hours prior to assay
Intracellular cAMP was determined using the Biotrak
cAMP enzyme immuncassay system (Amergham Biosciences)
according to the manufacturer s instructions Plates
were read on a plate reader -at 450nm

Dosa rasponse curves for ipn vitro assays were
generated using Kale:daGraph (Synargy Scftwara,
Reading PA) by least squares fits to the equataocn
regsponse = maximum response + ((minimum response -
maximum response) /(1 + (concentration of ligand/
ECy,) } The percent O-1A efficacy was determined by
conparing the maxioum effact of the compound to the
effect of the ptandard full agonist phenylephrine

B.__In vivo efficacy and sedative effects

In addition to the cell-based assays
deacribed ahove the various o-2 agonists were aseayed
for the ability to alleviate sulprostone-induced
tactile hypersensitivity and for sedating activity at
various doseg The tactile hypersensitivity of 5-6
mice per group was acored every five minuteb between 15
and 50 minutes following intraperitoneal dosing
Vehicle treated animals typically bhad a score of about
4 In addition the locomoter activity of 5-6 mice par
group was measured in a five minute period 30 minutes
following intraperitcneal dosing Locomoter activity
relative to vehicle-treatad animala was expresssd ag a
percentage percentage gedation was calculated as 100%
minus the percent locombter activity

As shown in Figura 2 (upper left panel)
brimonidine was approximately 60% sedating at a dose

(Of
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10-fold greater than the 100 pg/kg dose which gave a
50% reduction i1n sulprostone sensitization
Purthermore, dexmeditomidine ehown in the upper right
panel of Figure 2 was coumpletely sedating at a dose
106-fold greater than the dose required to produce s 50%
reduction in sensitization score In contrast
Compound 1 administered orally at a dose of 1 pg/kg
produced a 50% reduction in the sensitization score
{solid line left axis) with less than 30% medation
(open diamond right axis) at doses 100-fold and even
1000-fold greater than the 1 ug/kg dose (see Pigure 2
lower left panel) Similar resulte were gbserved
following intraperitoneal administration of Compound 1
Intraperitoneal administration of Compound 2 ailso
produced more than a 50% reduction in tha sensitization
score at 10 ug/kg (solid line 1left axis) with lass
than 304 sedation at a 10-fold greater dose Thus
Compound 1 which had an extremely low (undetectable)
a~1A relative efficacy alleviated tactile
hypersensitivity without concomitant sedation upon
peripheral administration Similarly Compound 2
which has an ¢-1A/x-2A potency ratio greater than that
of brimonidine also alleviated tactile
hypersensitivity without concomitant sedation upon
peripheral administration

In vivo experiwments were performed as
follows Sulprostone (Cayman Chamical Ann Arbor
Michigan) was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSQ),
and brimonidine phenylephrine and clonidine were
obtained from Sigma (St Louis MO) and dissolved in
saline Spinal drug injections were performed as
followa Mice {20-30 ng) were injected intrathecally
as described in Hylden and Wilcox Eur, J. Pharmaco]

67 313-316 (1980) Briafly a sterile 30-gauge ¥ inch

(7573
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neadle attached to a microsyringe was inserted between
the LS5 and L6 vertebrae The mouse was held firmly by
the pelvic girdle in one hand while the syringe was
held in the other hand at an angle of approximately 20°
above the vertebral column The needle was inserted
into the tissue to one side of the L6 spinous process
into the groove between the spinous and transverse
processes The needle angle was decreased to about

10° and the needle slowly advanced forward into the
intervertebral space until a pop was felt and there was
a visible aserpentine tail movement Compounds were
slowly injected i1n the subarachnoid space in a volume
of 5 ul Each compound was tested at multiple doses
The minimal efficacious dose was used for all
subsequent experiments

Sengitivaty to light touch was quantified by
scoring the response of mice to light stroking of their
flanks with a small paintbrush which is not normally
paimful The mice were rated on the following scale
onca every S minutes between 15 and SO0 minutes post
injection a score of 2" was given to animals showing
aggressive escape responses along with sgqueaking and
biting at the brush a score of "1" was given to
animals exhibiting mild squeaking with attempts to
egcape and a score of "0" was given if the animal
showed no reaponse to the light stroking of the
paintbrush The acorss wera summed to generate a
cumulative score of 0 to 16 as described in Minami et
al Paipg 57 217-223 (1994) Statistical calculations
of significance for in vivo studies were done using a
two-tailed Student s t-test

In sum these results indicate that a-3A/a-1A
adrenargic receptor functional selectivity of a-2

S gl
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agonists in in vitro cell-based functional assays is
associated with lack of sedative activity at the
therapeutic dose following systemic or other peripheral
dosing. These results further indicate that

Compound 1, which exhibits an o-2A/a-~1A adrenergic
receptor in vitro functional selectivity better than
the selectivity of brimonidine, is a particularly
useful a-2 agonist due to the lack of in vivo sedative

effects at therapeutic doses.

A1l journal article, reference and patent
citations provided above, in parentheses or otherwise,
whether previously stated or not, are incorporated
herein by reference in their entirety. '

Although the in&ention has been described
with reference to the examples provided above, it
should be understood that various modifications can be
made without departing from the spirit of the
invention. Accordingly, the invention is limited only
by the claims.
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We claim

1 An & 2A/a 1A selective agonist comprising a
5 compound represented by

Me
Me

oz

15 or a pharmaceutically acceptahle salt ester amide
sterioisomer or racemic mixture thereof

2 The a-2A/a 1A selective agonist of claim 1
wherein said selective agonist has an o-lA efficacy
20 less than that of brimonidine or a ratio'of a-1A/a-2A
potency graater than that of brimonidine

3 The a-2A/a-1A selective agonist of claim 1
comptising a compound represented by
25

Me
Me

50 ; ]

o 2
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4 A pharmaceutical composition comprising a
pharmaceutical carrier and a therapeutically effective
amount of an a-2A/a-1A selective agonist that comprises
a compound representsd by

Me
Me

s=<N/ "

or a pharmaceutically acceptables galt, ester amida,
steriolisomer or racemic mixture thereof

§ The pharmaceutical composition of claim 4
said selective agonist having an a-1lA efficacy less
than that of brimonidine or a ratio of a-}A/a-2A
potency greater than that of brimonidine

6§ The pharmaceutical composition of claim 4

said gselective agonist comprising a compound
repressnted by

o 4
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Compound 1
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