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Derivados de cis-tetrahidro-espiro(ciclohexan-1,1'-pirido[3,4-blindol)-4-amina

MEMORIA DESCRIPTIVA

CAMPO DE APLICACION DE LA INVENCION

La invencion se relaciona con compuestos que actian sobre el sistemé
receptor Nociceptina/ORL-1 al igual que sobre el sistema receptor p-opioide y que,
de manera mas especifica, se caracterizan por tener una eficacia selectiva con el
tratamiento del dolor crénico (entre otros, dolor inflamatorio, dolor visceral, doldr
tumoral, de preferencia, dolor neuropatico), sin presentar al mismo tiempo una
eficacia acentuada en dolores agudos, nociceptivos.Los compuestos que se
relacionan con la invencion, se tratan de derivados de cis—tetrahidré-

espiro(ciclohexan-1,1'-pirido[3,4-b]indol)-4-amina

DECRIPCION DEL ARTE PREVIO |

Los dolores cronicos se pueden subdividir en dos grandes grupos. El dolor
nociceptor fisiopatologico se puede producir debido a traumas en el tejido causadb
por la excitacion de nociceptores intactos. A este grupo pertenecen, de manera
especial, los dolores inflamatorios cronicos. Por el contrario, los dolores que se
originan por un dafio mecanico, metabdlico o inflamatorio de nervios, se
denominan dolores neuropaticos. El tratamiento del dolor crénico constituye un
gran desafio para la medicina, porque aunque los medicamentos que se
encuentran en el mercado son, en parte, altamente eficaces con el dolor agudo, ep

muchos casos estos no logran conducir a un buen control del dolor crénico en

|
Los procesos de la inflamacion pertenecen a los mecanismos mas

forma satisfactoria, en particular, el dolor neuropético.

importantes de la generacién del dolor. Los dolores inflamatorios tipicos se gatillafn
por medio de la liberacién de bradiquinina, histamina y prostaglandina coh
acidificacion del tejido y la presién del exudado en los nociceptores. Comb
consecuencia de lo anterior, a menudo aparecen fenémenos de sensibilizacion del
sistema nervioso central, los cuales se manifiestan en un incremento de la
actividad espontanea neuronal y en respuestas de estimulo mas fuertes de las
neuronas centrales (Coderre et al., Pain 1993, 52, 259-285). Estos cambios en Ig
conducta de respuestas de las neuronas centrales pueden contribuir al dolor
espontaneo y la hiperalgesia (sensacion creciente del dolor a un estimulo nocivo),
que son tipicos del tejido inflamado (Yaksh et al., PNAS 1999, 96, 7680-7686). |
Los antiinflamatorios no esteroidales (AINEs), junto al efecto antiinflamatorio
poseen ademds actividad analgésica (Dickensen, A., International Congress and
|

1
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Symposio Series - Royal Society of Medicine (2000), 246, 47-54). Sin embargol; su
uso en terapias prolongadas de dolores cronicos esta limitado en parte por sus
efectos considerados no deseados, como la Ulcera gastroenteral o dafio a los
rifiones. Los AINEs reducen solo levemente los dolores inflamatorios fuertes a r’_nuy
fuertes (a modo de ejemplo, en el marco de una pancreatitis cronica), ademas
constituyen un gran riesgo debido a un alto peligro de hemorragia. Por lo general,
el paso siguiente es el tratamiento con p-opioides , en donde la dependencna a
narcoticos es ampliamente difundida entre las personas afectadas (Vercauteren et
al., Acta Anaesthesiologica Bélgica 1994, 45, 99-105). Es por esta razon, que
existe la urgente necesidad de compuestos, que tengan un buen efecto ante el
dolor inflamatorio y que posean un potencial de dependencia reducido. "
Los dolores neuropaticos aparecen cuando los nervios periféricos se danan
por causas mecanicas, metabolicas o inflamatorias. Los perfiles del dolor
existentes son caracterizados principalmente por la aparicién del dolor espontaneo
la hiperalgesia y la alodinia (el dolor se gatilla por medio de estimulos no téxicos)
(compare con Baron, Clin. J. Pain 2000;16 (2 Supp!), 12-20). Las causas Yy
caracteristicas y, posteriormente, también las condiciones de los tratamientos del
dolor neuropatico son muiltiples. Esto ocurre como resultado de lesiones ©
enfermedades del cerebro, de la médula espinal o los nervios periféricos. Las
causas pueden ser operaciones (por ejemplo, dolores fantasmas tras
amputaciones), lesiones a la médula espinal, apoplejias, esclerosis multiple, abuso
de alcohol 0 medicamentos, como también, otros sustancias toxicas, cancer, pv‘ero
ademas, enfermedades metabolicas como la diabetes, gota, insuficiencia renal, o
cirrosis hepética, como por ejemplo, las enfermedades infecciosas (entre otros,
Herpes zoster, mononucleosis infecciosa, erliquisis, tifus, difteria, VIH, sifilis o
borreliosis). La percepcion del dolor tiene signos y sintomas muy diversos (por
ejemplo, sensacién de hormigueo, ardor, dolores marcados, dolor electnzadq o}

irradiado), los cuales pueden variar en cantidad e intensidad con el tiempo.

La terapia farmacolégica basica, para el dolore neuropatico incll%lye
antidepresores y anticonvulsivos triciclicos, los cuales se emplean como
monoterapia, o bien, en combinacion con opiodes. Por lo general, estos
medicamentos solo proporcionan un cierto grado de alivio, mientras que: la
ausencia completa de dolor a menudo no se logra.. Los efectos secundarios que
se producen a menudo impiden que las dosis de los medicamentos se incremente
con el fin de lograr alivio adecuado del dolor. De hecho, el tratamiento satisfactorio
del dolor neuropatico con frecuencia requiere una dosis mayor de un y-opioide que

lo requerido para el tratamiento del dolor agudo, como resultado de lo cual los
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efectos secundarios se vuelven alun mas importantes. Hoy en dia, el dolori
neuropatico es por lo tanto dificil de tratar, siendo sélo parciaimente aIiviado:
incluso con dosis altas de opioides de 3ra generacion (Saudi Pharm. J. 2002, 10‘1
(3), 73-85). j

Los opioides que se utilizan en el tratamiento del dolor neuropatico, ejercen:
un efecto casi simultaneo contra el dolor agudo. Hasta ahora, no és posible hacer%
una divisién entre el tratamiento de, por un lado el dolor neuropatico y, por otro!
lado, el dolor agudo. Por lo tanto, segun la dosis de opioides, cualquier sensacién}
del dolor del paciente se suprime lo que podria ser una desventaja. El dolor agudo
cumple una funcién protectora del cuerpo, que se pierde si el sentido del dolor.
agudo disminuye o se suprime. Asimismo, es necesario conservar la sensibilidadé
del dolor en general, y al mismo tiempo, luchar contra el dolor neuropatico. Los
derivados de ciclohexano espirociclico con efecto sobre receptores
Nociceptina/ORL-1- y el sistema receptor y-opioide son conocidos en el estado del’
arte. Estos compuestos se presentan, entre otros aspectos, por medio de unaj
variabilidad estructural extraordinariamente grande y son apropiados, entre otras,
cosas, para el tratamiento del dolor causado por la inflamacion y el dolori
neuropatico. En este contexto, se puede hacer completa referencia, a modo de
ejemplo, a WO 2004/043967, WO2005/063769, WO2005/066183 vy
WQ02006/108565. '

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Existe la necesidad de medicamentos que tengan efecto con el tratamiento
de dolores crénicos, en particular, dolor neuropatico y que al mismo tiempo afecten
en el menor grado posible la sensibilidad al dolor agudo. Siempre que sea posible,i
estos medicamentos deben contener una baja dosis del ingrediente activo,%
mediante lo cual se logre una terapia satisfactoria contra el dolor sin producif
efectos secundarios no tolerables. Por lo tanto, el objetivo de la presente invenciéni
es hacer disponible nuevos compuestos que sean adecuados como producto§

farmacéuticos y que presenten ventajas sobre el estado del arte. |

Este objetivo se soluciona a través del objeto de las reivindicaciones.

La invencion se refiere a los compuestos de la formula general (1), =
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en donde
Ry es-H o CHjs;
R, es-H o -halégeno;
Rs es-H o -halégeno;
R, es -H, -halégeno o ~OC.alquilo;
Rs es -H, -haldgeno o —OC4.zalquilo;
-Q4-Q»- forman el grupo -CHz- 0 -CRg=CH-; y
Re y R7 pueden ser -H al mismo tiempo, o bien, juntos forman un anillo de cinco
elementos a través del enlace -S-;

en la forma de bases libres o sales fisiologicamente aceptables.

De manera sorprendente, se descubri6 que los compuestos segun la
invencién son eficaces sobre el receptor de nociceptina/ORL-1- 'y el sistema
receptor p-opioide y, especialmente eficaces con el tratamiento del dolor crénico,
de manera mas especifica, del dolor neuropatico, sin que al mismo tiempo se
suprima la sensibilidad del dolor agudo. Ademas, sorprendentemente, estos
compuestos muestran muy bajos efectos secundarios tipicos de opioides en el
rango de dosis de analgésicos eficaces.

Los compuestos segun la invencion presentan una eficacia analgésica muy
alta en el tratamiento de dolores cronicos, de manera mas especifica, los dolores
neuropaticos, de preferencia, a consecuencia de las enfermedades poli- 0
mononeuropaticas.

De manera sorprendente, se descubrié que los compuestos suministrados
en dosis, que conducen a una supresion casi total del dolor neuropatico en
modelos de mono- o polineuropatia, no tienen efecto en la nocicepcion normal en
animales sanos, de manera mas especifica, en animales con tejido sano
mononeuropatico. Lo anterior significa que estos compuestos suprimen el estado
patolégico (alodinia, de manera mas especifica, hiperalgesia), al mismo tiempo, sin

embargo, en la mayoria de los casos solo afectan ligeramente la sensacion del
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dolor normal. El efecto antinociceptivo de los compuestos en el dolor agudo es, en
consecuencia, insignificante. !

Los compuestos de acuerdo con la invencién facilitan una eficacia selectiva
contra el dolor cronico, de preferencia contra el dolor neuropatico, mejor aun,
contra el dolor mononeuropatico/neuralgico o polineuropatico, mucho mejor aun,
contra el dolor en la neuralgia postherpética o la polineuropatia diabética, de
preferencia con insignificante eficacia antinociceptiva en el caso de dolor agudo.
Esta inusual caracteristica de los compuestos de acuerdo con la invencion implica

|
un significado esencial para la terapia del dolor en su totalidad.

Un primer aspecto de la invencion se refiere a los compuestos de la férmula general

(), ‘

Re ) |

en donde,

R; es-H o CHj; de preferencia, -CHs; I
R, es-H o -halégeno; de preferencia, -H o -F; de especial preferencia, -H; |
Rs es-H o -halégeno; de preferencia, -halégeno; de especial preferencia, -F;
R, es -H, -halégeno o —OC1.zalquilo; de preferencia, -H 0 -OCHj; !
Rs es -H, -halégeno o —OCj.alquilo; de preferencia, -H o -OCHj3;
-Q4-Q,- forman el grupo -CH,- 0 -CRg=CH-; y
Rs y R7 pueden ser -H al mismo tiempo, o bien, juntos forman un anillo de cinco
elementos a través del enlace -S-;

en la forma de bases libres o sales fisiolégicamente aceptabies.

Cuando -Q;-Q,- forme el grupo -CH,-, los compuestos de la formula geheral
(1) son derivados de amida de acido fenil acético.

Cuando -Q;-Q,- forman el grupo -CRs=CH-, entonces el 4tomo de carbono
de este grupo esta unido al atomo de carbono del grupo carbonilo del compuesto
de la formula general (1), al cual se une el residuo Re. En este caso, Re puede ser -
H o # -H. Cuando Rg es -H, entonces R; es -H. Cuando Rs es # -H, entonces ;Rs y
R, de manera conjunta forman un anillo de cinco elementos a través del enlac? -S-

t
f
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. de modo que el compuesto de la formula general (l) sea entonces un derivado de
benzotiofeno.

Los compuestos de acuerdo con la invencion representan una seleccion en
donde se presentaron los compuestos contenidos en WO2004/043967,
WO02005/066183 y WO2006/108565. De manera sorprendente se descubri6 que la |
espiroamina segun la invencion, que tiene una configuracion cis en el amllo .
ciclohexano en relacién a los dos nitrogenos (derivados de cis-tetrahidro- esplro-
(ciclohexan-1,1'-pirido[3,4-b]lndol)-4-am|na), presentan ventajas frente a los OtrOSI
heterociclos. |

De este modo, la cis-espiroamida de acuerdo con la invencion, a dlferenma
de otros compuestos conforme a WO02004/043967, WO2005/066183 y'
WO02006/108565 en el modelo con animales presenta un excelente efecto contra:
dolores crénicos, de preferencia, dolores neuropaticos; mejor aun, el dolor en la
polineuropatia diabética, sin presentar un efecto significativo contra el dolor agudo
en la dosis terapéutica obligatoria. Debido a que numerosos efectos secundarioé
de analgésicos convencionales son asociados con el mecanismo de accion contra
el dolor agudo, los derivados espirociclicos de ciclohexan cis sustituidos segun Ié
invencion se destacan por un especial perfil ventajoso de efectos secundarios, en
particular, con respecto a los efectos secundarios tipicos de opioides. |

Los compuestos de acuerdo con la invencion son, de preferencia, aqmrales
la estructura base de la formula general (I) no contiene elementos de quiralidad

(centro, eje o plano). |

En términos del sistema de anillos espiro, los compuestos de acuerdo con %a
invencién son isomeros, en los cuales el patron de sustitucion en el sistema de
anillos de espiro-ciclohexan (no en indol), también se puede denominar cis/trans,
7/E o sin/anti. Los "Cis-trans-isomeros" corresponden a un subgrupo de los
estereoisémeros (isémeros de configuracion). |

En los compuestos conforme a la invencion, los dos atomos de nitrégeno de

la espiroamina estan, en cada caso, en configuracién sin o cis o Z entre si:

cis-espiroamina trans-espiroamina

En una modalidad de preferencia, el excedente del asi designado bis—

isémero es al menos 50%, de preferencia, al menos 75 %, mejor aun, al menos de
\
|

{
1

!
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un 90%, mucho mejor aun, al menos de un 95% y, de manera mas especifica, al
menos de un 99%.

Los métodos apropiados para la separacion de los isémeros
(diastereémeros) son conocidos por el experto. A modo de ejemplo, podemos
nombrar la cromatografia en columna, HPLC vy cristalizacion. Los procedimientos
de sintesis especificos, donde el isémero es formado en exceso, también son
basicamente conocidos por el especialista.

Las ventajas de los cis-isbmeros también son particularmente
sorprendentes, ya que los espiroéteres normalmente relacionados en forma
estructural tienen propiedades favorables desde una perspectiva farmacolégica no
como cis-isomero, sino como trans-isomero (los cuales, de todos modos, son de
naturaleza diferente a las ventajas de la cis espiroamina de acuerdo con la
invencién):

cis-espiroéter trans-espiroéter

En una modalidad preferida, los compuestos de acuerdo con la invencion
existen en la forma de base libre.

En otra modalidad preferida, los compuestos de acuerdo con la invencidn se
presentan en la forma de sales fisiolégicamente aceptables.

Para propositos descriptivos, se entiende por una "sal' cada forma del
compuesto, en donde esta adquiere una forma idnica,o esta cargada y se acopla

con un contraiéon (un catiébn o anién) o se encuentra en una solucién. Entre ellos,

también deben entenderse complejos del compuesto con otras moléculas e iones,

de manera mas especifica, complejos que se asocian via interacciones idnicas.Las

sales preferidas son aquellas fisiolégicamente aceptables, de manera mas

especifica, las sales fisiolégicamente aceptables con aniones o acidos, o también .

una sal formada con un acido fisiologicamente aceptable.

Las sales fisiologicamente aceptables con aniones o acidos son sales del
compuesto correspondiente con acidos inorganicos, u organicos, que son
aceptables fisiolégicamente, de manera especial, en el uso en personas y/o
mamiferos. Ejemplos de sales fisioldgicamente aceptables de dichos acidos son
las sales de: A&cido clorhidrico, acido bromhidrico, acido sulftrico, acido

metanosulfénico, acido férmico, acido acético, acido oxalico, acido succinico, acido
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malico, acido tartarico, acido mandélico, acido fumarico, acido lactico, acido citrico‘;
acido glutamico, acido sacarinico, acido monometilsebacico, 5-Oxo-prolina, acido
sulfénico 1-hexano, acido nicotinico, acido 2-, 3- 6 4-aminobenzoico, acido 2,4,6-
Trimetil-benzoico, acido a-liponico, acetilglicina, acido acetilsalicilico, acido hipurico
ylo acido aspartico. De especial preferencia, son el clorhidrato, el citrato y e!
hemicitrato. |
En una modalidad de preferencia, el compuesto de acuerdo con la invencic')r;

se presenta en la forma de compuesto libre o sal fisioldgicamente aceptable, pero
de preferencia no como sal de acido bencenosulfénico, sal de acido clorhidrico 6
como sal de acido citrico. I
Para propositos descriptivos, "-halégeno” significa, de preferencia, -F, -Cl, -

Br o -1, mejor aun, -F o -Cl, de manera mas especifica, -F. |
Para propositos descriptivos, "alquilo Ci3" es en cada caso lineal o
ramificado, saturado o no saturado en forma simple o multiple. De este modo;
"alquilo C1.3" comprende residuos de hidrocarburo aciclico saturado o no saturado,
que pueden estar ramificados o en cadena lineal, es decir, alcanilo Cy.3, alquenilo
C1.Y alquinilo Cq.a. ?
Formas preferidas de los compuestos de la formula general (l) son Iosl
compuestos de la formula general (I1), (Ill) o (IV): |

I

(i (n (V)

en la forma de bases libres o sales fisioldgicamente aceptables.

De preferencia, R; es -H y/o R; es -F.

De preferencia, R4 y Rs son ya sea ambos -H o ambos -OCHs.

En una modalidad de especial preferencia, la invencion se refiere a Iog

compuestos que se seleccionan a partir del grupo formado por los compuestos de“
la formula general (V), (V1) y (VII), ' ‘_
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V) (V1) (Vi)
en la forma de bases libres o sales fisiologicamente aceptables. :
La base libre del compuesto de la formula general (V) se puede denominar'
sistematicamente amina 2',3',4',9'-tetrahidro-N,N-dimetil-4—(3-fluorofenil)-2'—(3,4-5
dimetoxibenzil)carbonil-espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-b]indol]-4 (Cis-:
diastereoisomero) o] también como 2-(3,4-Dimetoxifenil)-1-((1s,4s)-4-.
(dimetilamino)-4-(3-fluorofenil)-3',4'-dihidroespiro[ciclohexan-1,1'-pirido[3,4-b]indol]- {
2'(9'H)-il)etanona. De preferencia, este compuesto se presenta como base libre, en
la forma de clorhidrato, citrato o hemicitrato.

La base libre del compuesto de la féormula general (VI) se puede denominar
sistematicamente amina (E)-2',3',4',9'-tetrahidro-N,N-dimetil-4-(3-fluorofenil)-2'-(2-
fenilvinil)carbonil-espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-b]indol]-4- (Cis-
diastereoisomero) o también, (E)-1-((1s,4s)-4-(dimetilamino)-4-(3-fluorofenil)-3',4'-
dihidroespiro[ciclohexan-1,1'-pirido[3,4-bJindol]-2'(9'H)-il)-3-fenilprop-2-en-1-ona.
De preferencia, este compuesto se presenta como base libre, en la forma de
clorhidrato, citrato o hemicitrato. [

La base libre del compuesto de la formula general (VII) se puede denominarf
sistematicamente amina 2',3'4',9'-tetrahidro-N,N-dimetil-4-(3-fluorofenil)-2'-(3,4-
dimetoxibenzil)carbonil-espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-b]indol]-4 (Cis—;
diastereoisbmero) o también como Benzo[b]tiofen-2-i|((1s,4s)-4-(dimetilamino)—4i
(3-fluorofenil)-3',4'-dihidroespiro[ciclohexano-1,1'-pirido[3,4-blindol]-2'(9'H)- ;
illmetanona. De preferencia, este compuesto se presenta como base libre, en Ié
forma de clorhidrato, citrato o hemicitrato.

De acuerdo con la invencioén, los compuestos de especial preferencia sej

seleccionan a partir del grupo formado por

Amina (E)-2',3',4',9"tetrahidro-N,N-dimetil-4-fenil-2'- (2-fenilvinil)carbonil-espiro[ciclohexan- | AMD-1** |
1,1'(1'H)-pirido[3,4-bJindol]-4 (Cis-diastereoisémero) o (E)-1-((1s,4s)-4-(Dimetilamino)-4-fenil- l
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3' 4'-dihidroespiro[ciciohexan-1,1'-pirido[3,4-blindol]-2'(9'H)-il)-3-fenilprop-2-en-1-ona

Amina 2',3" 4' 9'-tetrahidro-N,N-dimetil-4-(3-fluor-fenil)-2'-(4-clorbenzil)-carbonil-
espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-blindol}-4  (Cis-diasterecisémero) o 2-(4-clorofenil)-1-
((1s,4s)-4-(dimetilamino)-4-(3-fluorofenil)-3'4'-dihidroespirofciclohexan-1,1'-pirido[3,4-b}indol]-

2'(9'H)-il)etanona

AMD-2%*

Amina 2',3' 4' 9'-tetrahidro-N,N-dimetil-4-(3-fluorofenil)-2'-(benzotiofen-2-il)carbonil-
espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-blindol]-4  (Cis-diastereocisémero) o Benzo[bjtiofen-2-
il{(1s,4s)-4-(dimetilamino)-4-(3-fluorofenil)-3',4'-dihidroespiro[ciclohexan-1,1'-pirido[3,4-bjindol]-
2'(9'H)-il)metanona

AMD-3%°

Amina 2',3' 4' 9'-tetrahidro-N,N-dimetil-4-(3-fluor-fenil)-2'-(4-fluorbenzil)-carbonil-
espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-b]indol]-4 (Cis-diasterecisomero) o] 1-((1s,48)-4-
(Dimetilamino)-4-(3-fluorofenil)-3',4"-dihidroespiro-{ciclohexan-1, 1'-pirido[3,4-blindol]-2'(9'H)-il)-2-
(4-fluorofenil)etanona

AMD-4%°

Amina (E)-2',3',4' 9'-tetrahidro-N,N-dimetil-4-(3-fluorofenil)-2'-(2-fenilvinil)carbonil-
espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-b)indol]-4  (Cis-diasterecisdbmero) o (E)-1-((1s,4s)-4-
(Dimetilamino)-4-(3-fluorofenil)-3',4'-dihidroespiro[ciclohexan-1,1'-pirido[3,4-b]indol}-2'(9'H}-il}-3-
fenilprop-2-en-1-ona

AMD-5% .
AMD-6°¢ |

Amina 2',3'.4',9'-tetrahidro-N,N-dimetil-4-(3-fluorofenil)-2'-(3,4-dimetoxibenzil)carbonil-
espirofciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-blindol)-4 (Cis-diastereoisémero) o 2-(3,4-Dimetoxifenil)-1-
((1s,4s)-4-(dimetilamino)-4-(3-fluorofenil)-3',4'-dihidroespiro[ciclohexan-1,1'-pirido[3,4-b]indol}-
2'(9'H)-il)etanona

AMD-7%®

Amina (E)-2',3' 4',9'-tetrahidro-N,N-dimetil-6'-fluor-4-(3-fluorofenil)-2'-(2-fenilvinil)carbonil-
espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-blindo!]-4  (Cis-diastereoisébmero) o (E)-1-((1s,4s)-4-
(Dimetilamino)-6'-fluoro-4-(3-fluorofenil)-3',4'"-dihidroespiro[ciclohexan-1,1'-pirido[3,4-b]indol]-
2'(9'H)-il)-3-fenilprop-2-en-1-ona

AMD-8%*

Amina 2’,3',4‘,9'-tetrahidro-N,N-dimetiI-6'-ﬂuor-4-(3-ﬂuorofenil)-2'-(benzil)carbonil-
espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-b]indol]-4 (Cis-diastereoisémero) o] 1-((1s,4s)-4-
(Dimetilamino)-6'-fluoro-4-(3-fluorofenil)-3',4'-dihidroespiro[ciclohexan-1,1"-pirido[3,4-b]indol]-
2'(9'H)-if)-2-feniletanona

AMD-9%*

Amina (E)-2',3',4' 9'-tetrahidro-N,N-dimetil-6'-fluor-4-fenil-2'-(2-fenilvinil)carbonil-
espirofciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-blindol]-4  (Cis-diastereoisémero) o (E)-1-((1s,4s)-4-
(Dimetilamino)-6'-fluoro-4-fenil-3',4'-dihidroespiro{ciclohexan-1,1'-pirido[3,4-bjindol]-2'(9'H)-il)-3-
fenilprop-2-en-1-ona

AMD-10%°

Amina 2',3',4',9'-tetrahidro-N,N-dimetil-4-(3-fluorofenil)-2'-benzilcarbonil-espiro[ciclohexan-
1,1'(1'H)-pirido[3,4-blindol]-4  (Cis-diastereoisémero)) o  1-((1s,4s)-4-(Dimetilamino)-4-(3-
fluorofenil)-3',4'-dihidroespiro[ciclohexan-1,1'-pirido[3,4-blindol]-2'(9'H)-il)-2-feniletanona

AMD-11%®

Amina (E)-2',3',4' 9'-tetrahidro-N,N-dimetil-4-(4-fluorofenil)-2'-(2-fenilvinil)carbonil-
espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-b]indol]-4  (Cis-diastereoisébmero) o (E)-1-((1s,4s)-4-
(Dimetilamino)-4-(4-fluorofenil)-3',4'-dihidroespiro[ciclohexan-1,1'-pirido[3,4-b]indol]-2'(9'H)-il)-3-
fenilprop-2-en-1-ona

AMD-12%®

Y sus sales y/o solvatos fisiolégicamente aceptables, de manera mas:

especifica, las bases libres, clorhidratos, citratos o hemicitratos.

1

Otro aspecto de la invencion se refiere a los compuestos de acuerdo con la.

invencion como productos farmacéuticos.

Otro aspecto de la invencion se refiere a los compuestos de acuerdo con la !

invencidn para el uso en el tratamiento del dolor neuropatico y/o crénico, en donde, |

\

|

|2
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de preferencia, el uso se realiza dos veces al dia, una vez al dia o menos, de
preferencia, no mas de una vez al dia.

Otro objeto de la invencion se refiere a los compuestos de acuerdo con la
invencion para el uso en el tratamiento del dolor crénico. De preferencia, el dolor
cronico se selecciona a partir del grupo formado por el dolor inflamatorio, dolor
visceral, dolor tumoral y el dolor neuropatico. El dolor neuropatico puede ser de
origen mononeuropatico/neuralgico o polineuropatico.

Otro objeto de la invencién se refiere a los compuestos de acuerdo con la
invencion para el uso en el tratamiento del dolor en la polineuropatia diabética.

Otro objeto de la invencion se refiere a los compuestos de acuerdo con la
invencion para el uso en el tratamiento del dolor como resultado de la neuralgia
postherpética.

Los compuestos de acuerdo con la invencién son apropiados para el
tratamiento  del dolor  neuropético, de  preferencia, del  dolor
mononeuropatico/neuralgico o dolor polineuropatico.

De preferencia, el dolor es dolor periférico polineuropatico o dolor central
polineuropatico.

De preferencia, la polineuropatia corresponde de manera mas especifica, al
dolor polineuropético agudo (hasta cuatro semanas), subagudo (de cuatro a ocho
semanas) o croénico (mas de ocho semanas).

En la polineuropatia, el sistema motor, sensorial, sensorimotora autonémica
o sistema nervioso central esta preferiblemente afectada. De preferencia, los
sintomas se distribuyen como simétricos o asimétricos. El dolor puede ser leve,
moderado, medio fuerte, fuerte o muy fuerte. Como medida se puede usar la
escala de dolor neuropatico (NPS) (compare con B.S. Galer et al., Neurology 1997,
48, 332-8).

Ejemplos de las causas del dolor neuropatico periférico son la polineuropatia
diabética, neuralgia postherpética, radiculopatia, neuralgia postraumatica, por
medio de sustancias quimicas, por ejemplo, por medio de polineuropatia inducida
por quimioterapia, dolores fantasma en extremidades, sindrome regional complejo,
polineuropatia sensorial inducida por VIH y polineuropatia alcohélica. Ejemplos de
las causas del dolor polineuropatico central son la mielopatia compresiva, como
consecuencia de la estenosis de canal estrecho, dolor espinal postraumatico, dolor
de apoplejia, mielopatia postisquémica, mielopatia inducida por irradiacion, por
medio de mielopatia inducida por esclerosis multiple y mielopatia inducida por VIH.

En una modalidad,preferida, la neuropatia causante del dolor neuropatico y
asociada con una enfermedad se selecciona a partir del grupo formado por la

diabetes mellitus, vasculitis, uremia, hipotiroidismo, abuso de alcohol, neuralgia

12
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postherpética, neuropatia idiopatica, neuropatia inflamatoria diesmilinizante
crénica, neuropatia motora multifocal, polineuropatia hereditaria, sindrome de
Guillain-Barré, intoxicacion [por ejemplo, por medio de alcohol, metales pesados
{de manera mas especifica, Pb, Hg, As}, hidrocarburos, como consecuencia de
una quimioterapia con citostaticos], porfiria, enfermedades infecciosas,
enfermedades de cancer [por ejemplo, mieloma, amiloide, leucemia, linfoma],
anemia perniciosa, deficiencia de vitamina E, enfermedad de Refsum, sindrome de
Bassen-Kornzweig, enfermedad de Fabry, vasculits y amiloidosis. La
polineuropatia diabética y la neuralgia postherpética tiende manera mas especifica,y
preferencia. En el caso de la enfermedad infecciosa, esta se selecciona, de

preferencia, a partir del grupo formado por la mononucleosis, ehrlichiosis, tifus,

difteria, lepra, VIH, sifilis y borreliosis.

De preferencia, el dolor polineuropatico se trata de un dolor que tiene como
causa una polineuropatia en el sentido de ICD-10 (clasificacidn estadistica
internacional de la enfermedad y problemas de salud respectivos, emision de
WHO, de preferencia, Stand 2008).

Otro objeto de la invencidn se refiere a los compuestos de acuerdo con la

invencion para el uso en el tratamiento de la ansiedad, estrés y sintomas ligados al

estrés, depresion, epilepsia, enfermedad de Alzheimer, demencia senil,

disfunciones cognitivas generales, trastornos de aprendizaje y de memoria (como
nootrépico), manifestaciones de abstinencia, abuso y/o dependencia de alcohol y/o
drogas y/o medicamentos, disfunciones sexuales, enfermedades cardiovasculares,

hipotension, hipertension, tinnitus, prurito, migrafia, pérdida de la audicion, falta de

motilidad intestinal, problemas de ingestién, anorexia, obesidad, trastornos del?

aparato locomotor, diarrea, desnutricidén, incontinencia urinaria, de manera mas

especifica, relajacion muscular, anticonvulsivos o anestésico, de manera mas

especifica, para la administracién conjunta de tratamiento con un analgésico
opioide o con un anestésico, para la diuresis o antinatriuresis, anxiolisis, para la
modulacién de la actividad del movimiento, la modulacion de la liberacién del
neurotransmisor y el tratamiento ligado a enfermedades neurodegenerativas, para
el tratamiento de los sintomas de abstinencia y/o a la reduccion del potencial
adictivo de opioides.

Otro objeto de la invencidn se refiere a un procedimiento para el tratamiento,
de manera mas especifica, en las indicaciones mencionadas anteriormente, de un
mamifero no humano o persona, el o la cual necesita un tratamiento para dolores
crénicos, de preferencia, el dolor neuropatico, mas preferentemente el dolor en la
polineuropatia diabética o neuralgia postherpética, por medio de la preparaciéon de

una dosis terapéutica individual diaria necesaria de un compuesto conforme a la
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invencion, o una formulaciéon segin la invencion, en donde, de preferencia, no se

logra en forma simultanea una supresién significativa de la sensacion del dolor |

nociceptor agudo ni tampoco la formacién de efectos secundarios significativos

tipicos de los opioides, esencialmente, depresion respiratoria, ni estreftiimiento, ni

retencién urinaria, ni nauseas o vomitos, ni hipotension o bradicardia, ni adiccién o

dependencia, ni efecto euforizante, ni depresion, ni sedacién o mareos.
Otro objeto de la invencion se refiere a un procedimiento para el tratamiento,
de manera mas especifica, en las indicaciones mencionadas anteriormente, un

mamifero ho humano o persona, el o la cual necesita un tratamiento para dolores

cronicos, de preferencia, el dolor neuropatico, mejor adn, el dolor en la .

polineuropatia diabética o neuralgia postherpética, por medio de la preparacion de

una dosis diaria X de un compuesto de acuerdo con la invencién o una formulacion

segun la invencion, en donde, de preferencia, no se logra en forma simultanea una -

supresion significativa de la sensacion del dolor nociceptor agudo ni tampoco la

formacion de efectos secundarios significativos tipicos de los opioides, |

esencialmente, depresiéon respiratoria, ni estrelimiento, ni retencion urinaria, ni i

nauseas o vomitos, ni hipotension o bradicardia, ni adiccion o dependencia, ni

efecto euforizante, ni depresion, ni sedacién o mareos; en donde, la dosis diaria X
se selecciona a partir del grupo formado por 0,001, 0,002, 0,003, 0,004, 0,005,

0,008, 0,007, 0,008, 0,009, 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08, 0,09, 0,1, .

02,0304,0506,07,08,09,1,2,3,45,6,7,8,9, 10 mg.

Otro objeto de la invencién se refiere a los compuestos conforme a la invencién

con afinidad al receptor p-opioide y al receptor ORL-1, los cuales

- son significativamente efectivos en el tratamiento del dolor neuropatico, de
preferencia, en ratas, mejor aun, como tratamiento de dolor neuropatico en el

modelo segin Chung, y se caracterizan por una dosis efectiva media-maxima
EDso", y

|

- no tienen esencialmente un efecto significativo.en el tratamiento del dolor .

agudo, de preferencia, en ratas, mas preferiblemente en la prueba de Tail-

Flick, en una dosis la cual es mayor que EDsy" por un factor de 5,

Por consiguiente, los compuestos de acuerdo con la invencién, cuando se
administran en dosis EDsy" media-maxima efectiva, que se define en relacion con
la eficacia del compuesto contra el dolor neuropatico, e incluso en una dosis que
es mas alta que EDsy" por un factor de 5, exhibien - en todo caso — cémo maximo
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una accién antinociceptiva insignificante en el caso de dolor agudo,

preferentemente en la rata, mas preferiblemente en el ensayo fail-flick..

En una modalidad preferida,se trata del dolor neuropatico en relacién con el
dolor mononeuropatico o neuralgico, de preferencia, en relacion al dolor. a
consecuencia de una neuralgia postherpética. En otra modalidad, de preferencia,
se trata del dolor en torno al dolor polineuropatico, de preferencia, en torno al dolor
en la polineuropatia diabética.

De preferencia, los compuestos de acuerdo con la invenciéon no son ?en
esencia, significativamente efectivos en el tratamiento del dolor agudo, de manéra
mas especifica, el dolor nociceptivo, incluso en una dosis mayor que la dosis EDsq"
media-maxima efectiva por un factor de 10, 20, 30, 40 6 50, mas preferentemente
un factor de 75, 100, 125, 150 6 175, mas preferentemente aun, por un factor Ide
200, 300, 400 6 500, y de méaxima preferencia, con un factor de 600, 700, 800 6
900 y en particula un factor de 1000. '
La dosis EDs," efectiva media-maxima es conocida por el experto. De preferencia,
esta se define como aquella dosis con la que se alcanza el 50% del efe:cto
terapéutico maximo en cuanto al tratamiento del dolor neuropatico. En forma
analoga, la dosis EDsg” efectiva media-maxima se puede definir como aquélla
dosis, con la que se alcanza el 50% del efecto terapéutico maximo en cuanto al
tratamiento del dolor agudo. Naturalmente, los compuestos de acuerdo con la
invencion se definen sobre EDso", no sobre EDs’.

Los métodos apropiados para la investigacion de la eficacia de una sustancia
activa en el tratamiento del dolor neuropatico y el descubrimiento de la dosis EDso"
efectiva media-maxima en el tratamiento del dolor neuropatico son conocidos jpor
el especialista. Asimismo, lo anterior es valido para la investigacion de la efica‘cia
de una sustancia activa contra el dolor agudo. !

A modo de ejemplo, la determinacion se puede efectuar en un modelo anih1a|

(por ejemplo, ratas o ratas), en donde

1

- el dolor neuropatico puede ser estudiado de acuerdo a Chung (S.H. Kim, J.M.
Chung, Pain. 1992, 50(3), 355-63) o Bennett (G.J. Bennett, Y.K. Xie, Pain.
1988, 33(1), 87-107), '

- el dolor en elo caso de la polineuropatia diabética segin puede ser estudiado
por diabetes inducida por estreptozotocina (STZ-) (E.K. Joseph, J.D. Levine,
Neuroscience. 2003;120(4):907-13) y

- el dolor agudo puede ser estudiado en la Prueba de Tail-Flick (D'Amour ‘and
Smith, J. Pharm. Exp. Ther. 72, 1941, 74-9) ‘
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De preferencia, la determinacion se realiza en modelo animal, con réspecto
a la eficacia contra el dolor neuropatico como a la eficacia contra el dolor
mononeuropatico en ratas con el modelo segun Chung, y en cuanto a la eficacia

contra el dolor agudo en ratas segun la prueba de Tail-Flick, de preferencia, como
|

|

De este modo, los compuestos de acuerdo con la invencién presentan, de

se ha descrito en seccidn experimental para cada caso.

preferencia, una afinidad con el receptor y-opioide y el receptor ORL-1, los Euales
en los ratas

- son significativamente efectivos en el tratamiento de dolor mononeuro}‘pético
en el modelo segun Chung y estan caracterizados por una dosis EDsg"
efectiva media-maxima , y |

- no son significativamente efectivos en el tratamiento del dolor agudo en la
prueba Tail-Flick en una dosis, la cual es mayor que EDsq" por un de factor 5,.

1

La evaluacién de los hallazgos experimentales en cuanto a diferencias
estadisticas significativas entre los grupos de dosis y los grupos de controi con
vehiculo se realiza, de preferencia, por medio de analisis de varianzaii con
mediciones repetidas (ANOVA); y un analisis post hoc segun Bonferroni, se
describe, de preferencia como se describe en la seccidén experimental. Con ello se
establece un nivel de significancia de p < 0,05. Por lo general, el tamafio de los
grupos fue de n=10. |

Basicamente, la determinaciéon comparativa de una eficacia analgésica contra
el dolor neuropético y agudo, también se puede realizar en el dolor nociceptivé en
personas, sin embargo es menos preferido por consideraciones éticas."f La
investigacion de la eficacia contra el dolor neuropatico en pacientes que padecen
de un dolor neuropatico, se puede realizar segun Hansson P, Backonjav* M,
Bouhassira D. (2007). Usefulness and limitations of quantitative sensory testing:
clinical and research application en neuropathic pain states. Pain. 129(3): 256_9"1 La
investigacion de la eficacia contra el dolor agudo se puede realizarsegun Posner J,
Telekes A, Crowley D, Phillipson R, Peck AW. (1985). Effects of an opiate on ccltld-
induced pain and the CNS en healthy volunteers. Pain. 23(1):73-82. ‘

De manera sorprendente, se descubrié que los compuestos de acuerdo con
la invencién muestran un muy buen perfil de efectos secundarios convenientes En
comparaciéon con los opioides comunes del nivel 3. Es asi como, en la
administracion de la dosis terapéuticamente eficaz, en particular, en la necesaria

para el tratamiento del dolor neuropatico, no se observé ningln o casi ningun

i
|
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16 ‘
efecto secundario pronunciado tipico de opioides, por ejemplo, depresién?
respiratoria, estrefiimiento, retencion urinaria, nauseas, vomitos, hipotension,
bradicardia, adiccion, dependencia, efecto euforizante, depresién, sedacion y}
mareos. Hasta entonces, una marcada ocurrencia reducida de efectos secundarios
tipicos de opioides como depresion respiratoria, estrefiimiento, hipotension,
bradicardia, trastorno de la capacidad de coordinacién motora (como medida para,
los efectos secundarios del sistema nervioso central), dependencia fisica y mental
han sido vistos en el modelo experimental con animales.
En una modalidad preferida,los compuestos de acuerdo con la invencién en

la administracion de la dosis efectiva media-maxima EDso", la cual esta definida en
cuanto a la eficacia del compuesto contra el dolor neuropatico, y, de preferencia‘
incluso en una dosis mayor a EDsg" por un factor de 5, no mostraron depresion
respiratoria como efecto secundario, de preferencia, en ratas, mejor aun, en el
modelo de gasometria sanguinea. De preferencia, los compuestos de acuerdo conl
la invencion no generan depresion respiratoria significativa como efecto secundario.
incluso en una dosis mayor que la dosis efectiva EDso” media-maxima por un factorj
10, 20, 30, 40 6 50, mejor aun, por un factor 75, 100, 125, 150 6 175, mucho mejor
atn por un factor 200. |
Para el experto en el arte, los métodos apropiados para la investigacion de la
depresién respiratoria inducida por una sustancia activa son conocidos. De.
preferencia, la investigacion se realiza en un modelo de gasometria sanguinea en,
los ratas como modificacion de la presidén parcial arterial de O, y CO.. La.
evaluacion de los hallazgos experimentales en cuanto a diferencias estadisticas
significativas entre los grupos de dosis y los grupos de control con vehicu|o*
respectivamente, se lleva a cabo, de preferencia, por medio de analisis de vanante
de un factor (ANOVA de una via) y ademas, a través de un analisis post hoc segun
Dunnett, de preferencia, como se describe en la seccién experimental. Debido a lo
anterior, el nivel de significancia se fija en p < 0,05. Por lo general, el tamafio dei
los grupos fue de n=6. Para obtener mas detalles de este modelo en anima|es,;
también se hace referencia a la seccion experimental.
En una modalidad preferida, los compuestos de acuerdo con la invencion en%

la administracion de la dosis efectiva media-maxima EDsg", la cual se define segun
la eficacia del compuesto contra el dolor neuropético, y, de preferencia en unai
dosis, la cual es mayor a EDs" en un factor de 5, no mostraron estreﬁimiento“
considerable como efecto secundario, de preferencia, en ratas, mejor aun, en la,
Prueba de Paso de Carbono. De preferencia, los compuestos de acuerdo con la
invencion no muestran estrefiimiento considerable como efecto secundario incluso1

en una dosis que es mayor que la dosis media-maxima efectiva EDso" por un
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factor de 10, 20, 30, 40 6 50, mejor aun, en relacién por un factor de 75, 100, %25,
150 6 175, mucho mejor adn, por un factor de 200, 300, 400 6 500, de maxima
preferencia, por un factor 600. |
Los métodos apropiados para la investigacion del estrefiimiento inducido por
una sustancia activa son conocidos para el experto en el arte. De preferencia, la
investigacion se realiza en un modelo del Paso de Carbono en ratas como
modificacion de la velocidad del transito gastrointestinal. La evaluacion de los
hallazgos experimentales en cuanto a diferencias estadisticas significativas er;tre
los grupos de dosis y los grupos de control con vehiculo, respectivamente, se Iléva
a cabo, de preferencia, por medio de analisis de variante de un factor (ANOVA de
una via) y ademas, a traveés de un analisis segin Dunnett, de preferencia, como se
describe en la seccidén experimental. Debido a lo anterior, el nivel de significanéia
se fija en p < 0,05. Por lo general, el tamario de los grupos fue de n=10. Para
obtener mas detalles de este modelo en animales, también se hace referencia a la
seccidn experimental. |
En una modalidad preferida,los compuestos de acuerdo con la invenciéon en
la administracién de la dosis efectiva media-maxima EDsy", la cual se define én
cuanto a la eficacia del compuesto contra el dolor neuropatico, y, de preferencia en
una dosis, que es mayor que EDsg" por un factor de 5, no presentan hipotension
considerable como efecto secundario, de preferencia, en conejos despiertos, mejor
aun, en el modelo circulatorio en conejos despiertos por telemetria. De preferencié,
los compuestos de acuerdo con la invencion no muestran una hipotension
considerable como efecto secundario en una dosis , que es mayor que la dosi"ls
efectiva media-maxima EDs" por un factor de 10, 20, 30, 40 6 50, mejor atunpor un
factor de 75, 100, 125, 150 6 175, mucho mejor aun, por un factor de 200. i
Los métodos apropiados para la investigacion de la hipotensién inducida po}r
una sustancia activa son conocidos para el experto en el arte. De preferencia, la
investigacién se realiza en el modelo circulatorio en conejos despiertos por
telemetria como modificaciéon de la presion sanguinea arterial (valor sistélico,
diastolico y medio). La evaluacién de los haillazgos experimentales en cuanto a
diferencias estadisticas significativas entre los grupos de dosis y los grupos de‘:
control con vehiculo, respectivamente, se llevd a cabo, de preferencia, por medio
de analisis de variante de un factor (ANOVA de una via) y ademas, a través de un
analisis post hoc segun Dunnett, de preferencia, como se describe en la seccién“
experimental. Debido a lo anterior, el nivel de significancia se fija en p < 0,05. Por?i
lo general, el tamafio de los grupos fue de n=6. Para obtener mas detalles de este }‘

modelo en animales, también se hace referencia a la seccién experimental. ’
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En una modalidad preferida,los compuestos de acuerdo con la invencidén en
la administracién de la dosis efectiva media-maxima EDs,", la cual se define en
cuanto a la eficacia del compuesto contra el dolor neuropatico, y, de preferencia en
una dosis, que es mayor que EDso" por un factor de 5, no presentan bradicardia
significativa como efecto secundario, de preferencia, en conejos despiertos, mejor
aun, en el modelo circulatorio en conejos despiertos por telemetria. De preferencia,
los compuestos de acuerdo con la invencidn no presentan bradicardia como efec#o
secundario en una dosis mayor que la dosis efectiva media-maxima EDs,", por un
factor de 10, 20, 30, 40 6 50, mejor aun, por un factor de 75, 100, 125, 150 6 175,
mucho mejor aun, por un factor de 200. |

Los métodos apropiados para la investigacion de bradicardia inducida por una
sustancia activa son conocidos para el experto en el arte. De preferencia, la
investigacion se realiza en un modelo de circuito en conejos despiertos por
telemetria como modificacion de la frecuencia cardiaca. La evaluacién de los
hallazgos experimentales en cuanto a diferencias estadisticas significativas entre
los grupos de dosis y los grupos de control con vehiculo, respectivamente, se Ilev‘;()
a cabo, de preferencia, por medio de analisis de variante de un factor (ANOVA de
una via) y ademas, a través de un analisis post hoc segin Dunnett, de preferencia,
como se describe en la seccion experimental. Debido a lo anterior, el nivel de
significancia se fija en p < 0,05. Por lo general, el tamafio de los grupos fue de n=6.
Para obtener mas detalles de este modelo en animales, también se haqe
referencia a la seccién experimental.

En una modalidad preferida,los compuestos de acuerdo con la invenciéon en
la administracion de la dosis efectiva media-maxima EDsg", la cual se define en
cuanto a la eficacia del compuesto contra el dolor neuropatico, y, de preferencia en
una dosis, que es mayor que EDsg" por un factor de 5, no presentan un trastorn:o
significativo de la capacidad de coordinacion motora (como medida para efectds
secundarios del sistema nervioso central) como efecto secundario, de preferencia,
en los ratas, mejor aun, en la Prueba de RotaRod. De preferencia, los compuestos
de acuerdo con la invencién no presentan un trastorno significativo de la capacidad
de coordinaciéon motora (como medida para efectos secundarios del sistemla
nervioso central) como efecto secundario, en una dosis mayor que la dosis efectiva
media-maxima EDsq", por un factor de 10, 20, 30, 40 6 50, mejor aun, por un factor
de 75, 100, 125, 150 6 175, mucho mejor adn, por un factor de 200, 300, 400 6
500, de maxima preferencia, por un factor de 600, 700, 800 6 900, y de manera
mas especifica, por un factor de 1000. ,

Los meétodos apropiados para la investigacion del trastorno de la capacidad
de coordinacién motora inducido por una sustancia activa son conocidos para él
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experto en el arte. De preferencia, la investigacidon se realiza en un modelo de
RotaRod, en ratas, (en forma analoga a Kuribara H., Higuchi Y., Tadokoro S.
(1977), Effects of central depressants on Rota-Rod and traction performance in
mice. Japan. J. Pharmacol. 27, 117-126.) como modificacidén de la capacidad para
hacer funcionar una varilla giratoria. La evaluacion de los hallazgos experimentales
en cuanto a diferencias estadisticas significativas entre los grupos de dosis y;rlos
grupos de control con vehiculo, respectivamente, se llevd a cabo, de preferencia,
por medio de analisis de variante de un factor (ANOVA de una via) y ademé:s, a
través de un analisis post hoc segin Dunnett, de preferencia, como se describé en
la seccion experimental. Debido a lo anterior, el nivel de significancia se fija en fp <
0,05. Por lo general, el tamafio de los grupos fue de n=10. Para obtener rﬁés
detalles de este modelo en animales, también se hace referencia a la seccién

experimental. '
En una modalidad preferida, los compuestos de acuerdo con la invencion, en
la administracion de la dosis efectiva media-maxima EDsg", la cual se define'en
cuanto a la eficacia del compuesto contra el dolor neuropatico, y, de preferencia en
una dosis, que es mayor que EDs" por un factor de 5, no presenta ljma
dependencia corporal considerable, de manera mas especifica, sintomas 1de
abstinencia como efecto secundario, de preferencia, en los ratas, mejor aln, en la
Prueba de salto. De preferencia, los compuestos de acuerdo con la invencion no
presentan una dependencia corporal, de manera mas especifica, sintomas ‘de
abstinencia como efecto secundario en una dosis mayor que la dosis efect‘iva
media-maxima EDsq" por un factor de 10, 20, 30, 40 6 50, mejor aun, por un factor
de 75, 100, 125, 1560 6 175, mucho mejor adan, por un factor de 200, 300, 400 6
500, de méaxima preferencia, por un factor de 600, 700, 800 6 900, y de manera

mas especifica, por un factor de 1000. ‘
Los métodos apropiados para la investigaciéon de la dependencia corporal
inducida por una sustancia activa son conocidos para el experto en el arte. De
preferencia, la investigacion se realiza en el estudio de salto en las ratas (en forma
andloga a Saelens JK, Arch Int Pharmacodyn 190: 213-218, 1971) corho
abstinencia inducida por Naixon. La evaluacion de los hallazgos experimentales en
cuanto a diferencias estadisticas significativas entre los grupos de dosis y los
grupos de control con vehiculo, respectivamente, se llevd a cabo, de preferendia,
por medio de la Prueba Exacta de Fisher para el parametro “Cifra de Animales con
Sintomas de Abstinencia“, como también, por medio de la Prueba de Krusk?l-
Wallis para el parametro de “frecuencia de saltos”, de preferencia, como se
describe en la seccion experimental. Al respecto, el nivel de significancia se fijo en

p < 0,05. Por lo general, el tamafio de los grupos fue de n=12. Para obtener m:és
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detalles de este modelo en animales, también se hace referencia a la sezccién
experimental. 1

En una modalidad preferida, los compuestos de acuerdo con la invencién en
la administracion de la dosis efectiva media-maxima EDs", la cual se define en
cuanto a la eficacia del compuesto contra el dolor neuropatico, y, de preferencia en
una dosis, que es mayor que EDsy" por un factor de 5, no presentan una
dependencia, de manera mas especifica, una dependencia mental signifiéativa
como efecto secundario, de preferencia, en ratas, mejor aun, por medio de la
preferencia de sitios acondicionados. De preferencia, los compuestos de acuerdo
con la invencion por si sola no presentan una dependencia, de manera: mas
especifica, una adiccion mental significativa como efecto secundario en una dosis
mayor que la dosis efectiva media-maxima EDso", por un factor de 10, 20, 30, 40 6
50, mejor adn, por un factor de 75, 100, 125, 150 6 175, mucho mejor aun, por un
factor de 200, 300, 400 6 500, de maxima preferencia, por un factor de 600, 700,
800 6 900, y de manera mas especifica, por un factor de 1000.,.

Los métodos apropiados para la investigacion de la dependencia, de manera
mas especifica, una adiccion mental inducida por una sustancia activq son
conocidos para el experto en el arte. De preferencia, la investigacion se realiza por
medio de la preferencia de sitios acondicionados en ratas, de preferencia, como se
describe en Tzschentke, T.M., Bruckmann, W. and Friderichs, F. (2002) Léck of
sensitization during place conditioning in rats is consistent with the low abuse
potential of tramadol. Neuroscience Letters 329, 25-28. La evaluacion de los
hallazgos experimentales en cuanto a diferencias estadisticas significativas ten la
preferencia de los animales por la sustancia activa, de manera mas especifica, el
vehiculo, se llevé a cabo, de preferencia, por medio de la Prueba t parle-ada.
Debido a lo anterior, el nivel de significancia se fija en p < 0,05. Por lo gene!al, el
tamafio de los grupos fue de n=8. Para obtener mas detalles de este modelo en
animales, se hace referencia a la descripcion de métodos en Tzschentke, T.M.,
Bruckmann, W. and Friderichs, F. (2002) Neuroscience Letters 329, 25-28. |

Los compuestos de acuerdo con la invencién son apropiados péra el
tratamiento del dolor crénico, de preferencia, el dolor neuropatico, mejor aun,
contra el dolor mononeuropatico/ neuralgico o polineuropatico, mucho mejor aun,
contra el dolor de la neuralgia postherpética o en la polineuropatia diabética.

Para el experto resultan conocidas las definiciones de las diversas formas
del dolor crénico. En este resumen, se puede hacer referencia, a modo de ejémp|o,
a Merskey H., Bogduk N. Classification of chronic pain. Seattle: IASP Press “1994,
Bennett G.J., Anesth Analg. 2003, 97, 619-20, como también a Backonja M.M.,
Anesth Analg. 2003, 97, 785-90. i

!
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Para propositos descriptivos, el dolor cronico se define, de prefe;rencia,
como sintomas de dolor que permanecen por un largo periodo de tiempo (por lo
general, menos de 3, 4,566 meses), el cual, se retiene durante el tiempo de
recuperacion normal. De preferencia, el dolor neuropatico se define como dolor o
fendmeno sensorial, el cual es causado por una lesion, enfermedad o disfuncion
del sistema nervioso central o periférico. Para propositos descriptivos, el dolor
agudo se define, de preferencia, como una experiencia sensorial e intuitiva
desagradable, la cual se acomparia de un dafio agudo o potencial de los tejidos, o
bien, se describen en la forma de dichas lesiones (vea: Definicic')ni de la
International Association for the Study of Pain® (IASP)).

Los compuestos de acuerdo con la invencion constituyen, de preferencia un
valor K; en el receptor y-opioide de preferencia no mayor a 1000 nM, mejor aun, no
mayor a 500 nM, mucho mejor aan, 100 nM, de mayor preferencia, méximb de 50
nM y de manera mas especifica, maximo 25 nM. J

Los métodos para la determinacion de los valores K; en el receptor p-opioide
son conocidos para el experto en el arte. De preferencia, la determinacion se
realiza en un depésito homogéneo en una placa Mikrotiter. En este caso, las
diluciones seriadas preferidas de sustancias respectivas para prueba se incuban
con una preparacién de membrana receptora (15-40 ug proteina para 250 yl de
depodsito de incubacion) de células CHO-K1, las cuales expresan el receptor
opiaceo | (preparacion de membrana receptora RB-HOM de la empresa NEN,
Zaventem, Bélgica) en presencia de 1 nmol/l del aglutinante radioactivo [*H]-
Naloxon (NET719, empresa NEN, Zaventem, Bélgica) y también de 1 mg WGA-
SPA-Beads (Wheat germ agglutinin SPA  Beads de la empresa
Amersham/Pharmacia, Freiburg, Alemania) en un volumen total de 250 pi' durante
90 minutos a temperatura ambiente. Como amortiguador de incubacion ée utiliza,
de preferencia, un suplemento de 50 mmol/i Tris-HCI con 0,05 % en peso :de azida
de sodio y con 0,06 % en peso de albumina de suero bovino. Para la
determinacion de la union no especifica se agrega, de preferencia, 25 pmol/l de
Naloxon. Luego de termmado el tiempo de incubacion de 90 minutos, |as placas
Mikrotiter se centrifugan, de preferencia, durante 20 minutos a 1000 gy se mide la
radioactividad en un contador R (Microbeta-Trilux, empresa PerkmEImer Wallac,
Freiburg, Alemania). El desplazamiento porcentual del ligando radloactlvo desde
de su unién con el receptor humano p-opioide, de preferencia, a una concentracmn
de la sustancia de prueba de 1 umol/l se determina e indica como inhibicion
porcentual (% inhibicion) de la unién especifica.

Sobre la base del porcentaje de desplazamiento por diferentes

concentraciones de los compuestos a ser probados, es posible calcular las
|
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concentraciones inhibitorias Cso, cuyo efecto 50% de desplazamiento del ligando
radiactivo. Los valores K; para las sustancias probadas pueden ser calculados por
medio de la conversion de la equacion de Cheng-Prusoff. ‘
Los compuestos de acuerdo con la invencion tienen un valor K; en el
receptor ORL1 preferente de no mas de 500 nM, mejor aun, maximo de 100 nM,
de mayor preferencia, maximo de 50 nM y de manera mas especifica, maximo cie
10 NM.
Los métodos para la determinacion de los valores K; en el receptor ORE1
son conocidos para el experto en el arte. De preferencia, la determinacion se
realiza en un ensayo de unién de receptor con 3H-nociceptin/Orfanina FQ con
membranas de células CHO-ORL1 recombinantes. Este sistema de prueba se
lleva a cabo, de preferencia, de acuerdo con Ardati et al. (Mol. Pharmacol., 5
1997, S. 816-824) de los métodos presentados. La concentracion de 3H-
nociceptin/Orfanina FQ, de preferencia, asciende en estos ensayos a 0,5 nM. Los
ensayos de union se realizaran, de preferencia, con cada 20 ug de proteina de
membrana, cada 200 pl del deposito en 50 mM de Hepes, pH 7,4, 10 mM de MgCl,
y 1 mM de EDTA. De preferencia, la union con el receptor ORL1 se determma{ra
con el uso en cada caso de 1 mg de WGA-SPA Beads (Amersham- Pharmama
Freiburg), por medio de la incubacion de una hora del depédsito a temperatura
ambiente y la medicién final en el contador de centelleo Trilux (Wallac, Finlandia).;
Otro objeto de la invencion se refiere a un procedimiento para la elaboracién
de los compuestos de acuerdo con la invencion. El procedimiento apropiado para
la sintesis de los compuestos de acuerdo con la invencion son bésicameh;te

conocidos por el experto en el arte.

A continuacion, se describiran las rutas de sintesis de preferencia:

Sintesis del componente de cetona E:
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Etapa 1 (Via B) {
Las estructuras de la formula B se generan por medio de la reaccién de
cetonas A con aminas y reactivos acidos Z-H. Reactivos Z-H adecuados son, por
ejemplo, cianuro de hidrégeno, 1,2,3-Triazol, benzotriazol o pirazol. Un modo de
especial preferencia para los compuestos de la estructura B es la transformacion
de cetonas con cianuros metalicos y la respectiva amina en presencia de 4cido, dé
preferencia, en un alcohol, a temperaturas de - 40 hasta 60 °C, de preferencia, a
temperatura ambiente con cianuros alcali metalicos en metanol. Otra forma de
especial preferencia para los compuestos de la estructura B es la transformacioén
de cetonas con 1,2,3-Triazol y la amina respectiva en presencia de condiciones dé
extraccion de agua, de preferencia, bajo el uso de un separador de agua a
temperatura elevada a temperatura elevada en un solvente inerte o con el uso d§
tamiz molecular u otro medio de secado. De manera similar, se introducen Iaé
estructuras analogas B con benzotriazol- o pirazol- en vez de grupos triazol.

Etapa 1 (Via Q) !
A partir de la cetona A se produce la elaboracion de iminas de la férmula
general Q en el estado del arte en general. |

t

Etapa 2 (via B) 1

En general, los acetales C se pueden obtener por medio de sustitucién de
los grupos de partida Z apropiados en las estructuras de la formula B. Los grupoé
de partida apropiados son, de preferencia, grupos ciano; grupos 1,2,3-Triazo|-1-il-:>.
Otros grupos de partida apropiados son los grupos 1H-Benzo[d][1,2,3]triazol-1-il )I/
los grupos pirazol-1-il (Katritzky y cols., Synthesis 1989, 66-69). Una forma dcia

especial preferencia para los compuestos de la estructura C es la transformacion
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de aminonitrilos B (Z= CN) con los compuestos organometalicos correspondientes,

de preferencia, los compuestos Grignard, de preferencia, en éteres, de preferencia,
a temperatura ambiente. Los compuestos organometalicos se pueden obtener en
el comercio, o bien, se pueden elaborar segun el estado del arte en general. Otra
forma de especial preferencia para los compuestos de la estructura C es la

transformacién de aminotriazoles B (Z = Triazol) con los compuestos .
organometalicos correspondientes, de preferencia, los compuestos Grignard, de
preferencia, en éteres, de preferencia, a temperatura ambiente. Los compuestos ;
organometalicos se pueden obtener en el comercio, o bien, se pueden elaborar

segun el estado del arte en general.

Etapa 2 (via Q)

Los aminoacetales C con maximo un sustituyente en el atomo de nitrégeno!
se pueden obtener segun el procedimiento especialmente conocido por el
especialista mediante la adicion de nucledfilos de carbono en la imina Q, de.
preferencia, los compuestos organometalicos en un solvente inerte, de especial?
preferencia, con reactivos Grignard o compuestos organoliticos, de preferencia, en:

éteres, de preferencia, a temperaturas de 100 hasta temperatura ambiente. \f

Etapa 4/5:

Ry Rq |
Jo N-CH, N-CH,4
X —_— ¢}
o]

7\ 7\

~

Cbzw. D “—"R3 E =R

Los compuestos de la formula E se pueden liberar a partir de los acetales C:
respectivos, o bien, a partir de sus sales D, segln el estado del arte conocido por,
medio de desproteccion a través de acidos. Al respecto, X se selecciona a partir
del grupo alquilo, alquilo/alquilideno/alquilideno sustituido por arilo o por alquilo

(saturado/ no saturado)

Elaboracion de C (R # -H) a partir de Ca (R =-H)
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Los aminoacetales Ca con maximo un sustituyente en el atomo de nitrégeno
se pueden transformar segun el procedimiento principalmente conocido por el
especialista, por ejemplo, por medio de aminacién reductiva, en los aminoacetales
C con uno o dos sustituyentes en el nitrégeno.

Ruta del aminonitrilo, ruta de inmina y ruta de triazol !
A modo de ejemplo, los intermediarios necesarios E de la cetona se pueden
elaborar de acuerdo con las tres diferentes rutas que se indican a continua?i()n: (1)

Ruta de aminonitrilo (2) Ruta de imina y (3) Ruta de triazol.

(1) Ruta de aminonitrilo: :

En la ruta del aminonitrilo, segin se describe en el siguiente esquema de
sintesis, se sintetizara el aminonitrilo Ba a partir de un precursor de la cetona A, el
cual con el uso de un nucledfilo MR3 se transformara en el componente C, de

manera mas especifica, D y posteriormente, en E. Esta via de sintesis se describe
y se usa en WO 2004/043967. |

0 |
Etapa1
D
0l ) .
A ‘

(2) Ruta de imina: '

En la ruta de la imina, segin se describe en el siguiente esquerﬁa, se
sintetizara la imina Q a partir de un precursor de la cetona A, el cual con el uso de
un nucledfilo MR3 se transformara en el componente C, de manera mas
especifica, D y posteriormente, en E. Los_componentes Q de imina necesarios se
pueden elaborar segin métodos conocidos para el experto en el arte (iLayer,
Chem. Rev., 1963, 8, 489-510). Para la adicién de la especie organometalica MR3
en la imina Q se hara uso del procedimiento conocido en la literatura (por ejémplo,
Maddox et al., J. Med. Chem., 1965, 8, 230-235. Kudzma et al., J. Med. Qhem.,
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1089, 32, 2534-2542.). Las etapas 3, 4 y 5 se realizan en forma analoga a la ruia
del aminonitrilo.

CH.,
0 o
Etapa 1 Etapa 2
0\ ,0 0\ ,'0
X X
A C |

(3) Ruta de triazol:

En la ruta del triazol, segun se describe en el siguiente esquema, sé
sintetizara el triazol Bb a partir de un precursor de la cetona A, el cual con el uso
de un nucledfilo MR3 se transformara en el componente C, de manera mé$
especifica, D y posteriormente, en E. Las condiciones se pueden extraer de las

diversas citas disponibles: (a) Katritzky et al. Synthesis, 1992, 1295-1298. (b)
Prashad, et al., Tetrahedron Lett. 2005, 46, 5455-5458.
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Sintesis de la espiroamina (AMN)

H
N, R,
™\ 4 ‘ N-CH; Etapa1
Rz 7\
H E

|
l

Triptamina de tipo H se puede conducir a reacciones de tipo de reaccibn
Pictet-Spengler, con cetonas E, con la adicion de al menos un reactivo
proveniente del grupo de acidos, &cido anhidrico, éster, sales débiles de reaccion
acida o 4cidos de Lewis bajo la formacion de productos de la formula AMN para la
reaccion.

De preferencia, al menos un reactivo proviene del grupo de acido carbénigo,
acido fosférico o acido sulfénico o sus sales respectivas de anhidridos; el acido
carbonico trialquilsililéster, las sales reactivas acidas, los acidos minerales o acidos
de Lewis se seleccionan a partir del grupo formado por trifluor de boro,
indio(lll)cloruro, tetracloruro de titanio, aluminio(lll)cloruro, o bajo la adicion deral
menos una sal de metal intermedio, de preferencia, bajo la adicion de al menos jun
Triflats de metal intermedio (trifluorosulfonato de metano de metal intermedio), de
especial preferencia, bajo la adicion de al menos un trifluorosulfonato de metano
de metal intermedio se selecciona a partir del grupo formado por
escandio(lll)trifluorsulfonato de metano, Ytterbio(lll)trifluorsulfonato de metano e
indio(lll) trifluorsulfonato de metano, opcionalmente bajo la adicion de Celita, con
reactivos o agentes reactivos de enlazado a la fase sélida, a temperatura elevadé 0
reducida, con o sin radiacion de microondas, opcionalmente en un solvente
adecuado o una mezcla de solvente, como por ejemplo, hidrocarburos, con o $in
cloro, luego, de preferencia, aromaticos, acetonitriio; en solvente etérica, de
preferencia, en dietiléter o tetrahidrofurano; o bien, en nitrometano, en casos
pertinentes, también se aplica en alcoholes o agua. De especial preferencia, ;se
aplican piridinio-para-toluenosulfonato, fosforpentoxido en presencia de Celita,
trifluoro-eterato de boro, &cido acético trifluoro, &cido ortotitan-tetraisopropiléster
junto con acido acético trifluoro, acido sulfénico trifluorometansulfénico: -
trimetilsililéster, acido sulfénico trifluorometan, acido metansulfénico, acido
trifluoroacético, acido acético, acido fosférico, acido polifosférico, éster
polifosfatico, acido toluenosulfénico p, Gas HCl de acido clorhidrico, acido sulfarico

junto con amortiguador de acetato, tetracloruro de estario. !

Una vez mas, de preferencia, las condiciones mencionadas se aplicaran.en

los siguientes ejemplos. |
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Los compuestos de la formula general H y E se pueden encontrar
disponibles en el comercio, o bien, su elaboracién es conocida en el estado del
arte, o bien, es deducible del conocimiento publico del especialista en el estado del
arte. En este caso, las siguientes citas tienen especial relevancia: Jirkovsky et al.,
J. Heterocycl. Chem., 12, 1975, 937-940; Beck et al., J. Chem. Soc. Perkin 1, 1992,
813-822; Shinada et al., Tetrahedron Lett., 39, 1996, 7099-7102; Garden et al.,
Tetrahedron, 58, 2002, 8399-8412; Lednicer et al., J. Med. Chem., 23, 1980, 424-%
430; Bandini et al. J. Org. Chem. 67, 15; 2002, 5386 — 5389; Davis et al.,
J.Med.Chem. 35, 1, 1992, 177-184; Yamagishi et al., J.Med.Chem. 35, 11, 1992,1
2085-2094; Gleave et al.; Bioorg.Med.Chem.Lett. 8, 10, 1998, 1231-1236;:
Sandmeyer, Helv.Chim.Acta; 2; 1919; 239; Katz et al.; J. Med. Chem. 31, 6, 1988;
1244-1250; Bac et al. Tetrahedron Lett. 1988, 29, 2819; Ma et al. J. Org. Chem..
2001, 66, 4525; Kato et al. J. Fluorine Chem. 99, 1, 1999, 5 - 8.
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Sintesis de la espiroamida (AMD)

AMN AMD

3
!

Los compuestos de la formula general AMN se pueden transformar‘\‘ en
acidos carbonicos en al menos un solvente que, de preferencia, se seleccionan a
partir del grupo formado por diclorometano, acetonitrilo, dimetilformamipa,
dietiléter, dioxano y tetrahidrofurano, bajo la adicién de al menos un reactivo de
acoplamiento, de preferencia, se seleccionan a partir del grupo formado por
carbonildiimidazol (CDI), yoduro de 2-cloro-1-metilpiridino (reactivo Mukaiyama),'N-
(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida  (EDCI), O-(benzotriazol-1-il)-N,N,N',N-
tetrametiluronio tetrafluoroborato (TBTU), N,N-Diciclohexilcarbodiimida (DCC) y'1-
benzotriazoliloxi-tris-(dimetilamino)-fosfonio hexafluorofosfato (BOP opcionalmeﬁte
en presencia de al menos una base inorganica, de preferencia, se seleccionan a
partir del grupo formado por carbonato de potasio y carbonato de cesio, o de unha
base organica, de preferencia, se seleccionan a partir del grupo formado por
trietilamina, diisopropiletilamina y piridina y opcionalmente con la adicién de 4-
(dimetilamino)piridina o 1-hidroxibenzotriazol a temperaturas de, de preferencia,
25°C hasta 150°C, opcionalmente con radiacién de microondas para compuestos
de la formula general AMD. *:

Los compuestos de la formula general AMN se pueden transformar cén
anhidridos acidos y cloruros de &cido carboxilico en al menos un solvente, de
preferencia, se seleccionan a partir del grupo formado por diclorometano,
acetonitrilo, dimetilformamida, dietiléter, dioxano y tetrahidrofurano: opcionalmenﬁe
en presencia de al menos una base inorganica, de preferencia, se seleccionan a
partir del grupo formado por carbonato de potasio y carbonato de cesio, o de una
base organica, de preferencia, se seleccionan a partir del grupo formado por
trietilamina, diisopropiletilamina y piridina y opcionaimente con la adicion de 4-
(dimetilamino)piridina o 1-hidroxibenzotriazol a temperaturas de, de preferencia,
25°C hasta 150°C; opcionalmente con radiacién de microondas para compuesto$
de la férmula general AMD.

Para obtener mas detalles para la sintesis de los compuestos de acuerdo
con la invencion, de manera mas especifica, en cuanto a la sintesis del

componente estructural de partida apropiado, también se hace referencia en

t
!

3\
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WO02004/043967, WO02005/063769,  WO2005/066183, W02006/0‘18184,
WO02006/108565, W0O2007/124903 y W02008/009416. El especialista rec“onoce
que se pude elaborar el componente estructural de partida apropiado para la
sintesis de los compuestos de acuerdo con la invencion en forma similar a los
esquemas de sintesis manifiestos en estas publicaciones y ejemplos de aplicacion.

A modo de ejemplo, los compuestos de acuerdo con la invencion actuan en
los receptores de ORL1- p-opioide relevantes en relaciébn con di\}ersas
enfermedades, de modo que son adecuadas como sustancia activa (productos
farmacéuticos) en una combinacion farmacéutica. ‘

Otro objeto de la invencion se refiere a una combinacién farmacéutica, la
cual contiene un vehiculo fisioldgicamente aceptable y al menos un compyesto
conforme a la invencion. :

De preferencia, la combinacion de acuerdo con la invencion es |
- solida, liquida o pastosa; y/o
- contiene el compuesto de acuerdo con la invencion en una cantidad de
0,001 hasta 99 % en peso, de preferencia, 1,0 hasta 70 % en peso, en

relacién con el peso total de la combinacion.

|

Opcionalmente la combinacion farmacéutica de acuerdo con la invencion
puede contener aditivos y/o sustancias auxiliares apropiadas y/o opcionalménte
otras sustancias activas.

Ejemplos de para contenedor fisiologicamente aceptable, materiales de
adicién y/o auxiliares apropiados son materiales de relleno, solvente, diluyeri'_tes,
colorantes y/o aglutinantes. Estos materiales son conocidos para el experto en el
arte (vea H.P. Fiedler, Lexikon der coadyuvante flr Pharmazie, Kosmetik und
angrenzende Gebiete, Editio Cantor Aulendoff). ‘_
De preferencia, la combinacién de acuerdo con la invencion del compuesto de
acuerdo con la invencion contiene una cantidad de 0,001 hasta 99 % en peso,
mejor aun, 0,1 hasta 90 % en peso, mucho mejor aun, 0,5 hasta 80 % en peso, de
méaxima preferencia, 1,0 hasta 70 % en peso y de manera mas especifica, 2,5
hasta 60 % en peso, en relacion con el peso total de la combinacion. .i

De preferencia, la combinacion de acuerdo con la invencién se elabora para
la administracion sistémica, topica o local, de preferencia, para la administracion
oral. \T
Otro objeto de la invencién se refiere a una formulacion farmacéutica, que contiéne
una combinacion farmacéutica de acuerdo con la invencion. ‘;

En una modalidad preferida, la formulacion de acuerdo con la invencion ée
elabora para la administracién de dos veces al dia, para la administracion de uﬁa

‘r
{
|

%
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vez al dia o para pocas veces, como la administracion de una vez al dia, de
preferencia, para la administracion de no mas de una vez al dia. 3

De preferencia, se trata de una administracion sistémica, de maneraj mas
especifica, administracién oral. |

En una modalidad preferida, la formulacion de acuerdo con la invencién
contiene el compuesto de acuerdo con la invencién en una dosis muy reduciéja, de
modo que esta no tiene un efecto significativo en el tratamiento del dolor agudo. De
preferencia, esta dosis se encuentra en un alcance de 1,0 ug hasta 10 mg, en
relacion con el peso molecular de la base libre. |

De preferencia, la dosis corresponde a 0,001 mg+50%, 0,002 mg‘:tSO%,
0,003 mg+50%, 0,004 mg+50%, 0,005 mg+50%, 0,006 mg+50%, 0,007 mg:SO%,
0,008 mg+50%, 0,009 mg+50%, 0,01 mg+50%, 0,02 mg+50%, 0,03 mg+50%, 0,04
mg+50%, 0,05 mg+50%, 0,06 mg+50%, 0,07 mg+50%, 0,08 mg+50%, 0,09
mg+50%, 0,1 mg+50%, 0,15 mg+50%, 0,2 mg+50%, 0,25 mg+50%, 0,3 mg+50%,
0,35 mg+50%, 0,4 mg+50%, 0,45 mg+50%, 0,5 mg+50%, 0,55 mgiSOI%, 0,6
mg+50%, 0,65 mg+50%, 0,7 mg+50%, 0,75 mg+50%, 0,8 mg+50%, 0,85 mg+50%,
0,9 mg+50%, 0,95 mg+50%, 1 mg+50%, 1,5 mg+50%, 2 mg+50%, 2,5 mgjli50%, 3
mg+50%, 3,5 mg+50%, 4 mg+50%, 4,5 mg+50%, 5 mg+50%, 5,5 mgi:7750%, 6
mg150%, 6,5 mg+50%, 7 mg+50%, 7,5 mg+50%, 8 mg+50%, 8,5 mg+50%, 9
mg+50%, 9,5 mg+50% o 10 mg+50%, en relacién con el peso molecular def la base

libre. r

Mejor aun, la dosis corresponde a 0,001 mg+25%, 0,002 mg:i:25°/lo, 0,003
mg+25%, 0,004 mg+25%, 0,005 mg+25%, 0,006 mg+25%, 0,007 mgiZS%, 0,008
m@+25%, 0,009 mg+25%, 0,01 mg+25%, 0,02 mg+25%, 0,03 m9125°h, 0,04
mg+25%, 0,056 mg+25%, 0,06 mg+25%, 0,07 mg+25%, 0,08 mg+25%, 0,09
mg+25%, 0,1 mg+25%, 0,15 mg+25%, 0,2 mg+25%, 0,25 mg+25%, 0,3 r%ngiZS%,
0,35 mg+25%, 0,4 mg+25%, 0,45 mg+25%, 0,5 mg+25%, 0,55 mg+25%, 0,6
mg+25%, 0,65 mg+25%, 0,7 mg+25%, 0,75 mg+25%, 0,8 mg+25%, 0,85 mg+25%,
0,9 mg+25%, 0,95 mg+25%, 1 mg+25%, 1,5 mg+25%, 2 mg+25%, 2,5 mg+25%, 3
mg+25%, 3,5 mg+25%, 4 mg+25%, 4,5 mg+25%, 5 mg+25%, 5,5 méiZ5%, 6
mg+25%, 6,5 mg+25%, 7 mg+25%, 7,5 mg+25%, 8 mg+25%, 8,5 méi25%, 9
mg+25%, 9,5 mg+25% o 10 mgx25%, en relacidn con el peso molecular de la base
libre. j

De especial preferencia, la dosis corresponde a 0,001 mg, 0,002 hg, 0,003
mg, 0,004 mg, 0,005 mg, 0,006 mg, 0,007 mg, 0,008 mg, 0,009 mg, 0,01 mg, 0,02
mg, 0,03 mg, 0,04 mg, 0,05 mg, 0,06 mg, 0,07 mg, 0,08 mg, 0,09 mg, 0,1 mg, 0,15
mg, 0,2 mg, 0,25 mg, 0,3 mg, 0,35 mg, 0,4 mg, 0,45 mg, 0,5 mg, 0,55 mg 0,6 mg,
0,65 mg, 0,7 mg, 0,75 mg, 0,8 mg, 0,85 mg, 0,9 mg, 0,95 mg, 1 mg, 1,5/mg, 2 mg,

A2
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2,5 mg, 3 mg, 3,5 mg, 4 mg, 4,5 mg, 5 mg, 5,5 mg, 6 mg, 6,5 mg, 7 mg, 7,5 mg, 8

32

mg, 8,5 mg, 9 mg, 9,5 mg o 10 mg, en relaciéon con el peso molecular de la base
libre. |

En una modalidad preferida, la formulacién de acuerdo con la invencion
contiene el compuesto segun la invencion en una cantidad de 10 ug+90%, mejor
adn, 10 pg+75%, mucho mejor aun, 10 pg+50%, de maxima preferencia, 10
Mg125%, y de manera mas especifica, 10 pg+10%, en relacién con el pe%;o
molecular de la base libre. .

En otra modalidad preferida, la formulacion de acuerdo con la invencion del
compuesto conforme a la invencién contiene una cantidad de 100 ug+90%, mejor
aun, 100 ug+75%, mucho mejor ain, 100 pg+50%, de maxima preferencia, 100
Mg+25%, y de manera mas especifica, 100 ug+10%, en relacién con el peso
molecular de la base libre.

En otra modalidad preferida, la formulacion de acuerdo con la invencién
contiene un compuesto en una cantidad de 250 pg+90%, mejor aun, 250 ugi75°/§,
mucho mejor aun, 250 ug+50%, de maxima preferencia, 250 ug+25%, y de manera
mas especifica, 250 ug+10%, en relacion con el peso molecular de la base libre. {
En otra modalidad preferida, la formulacién de acuerdo con la invencion contiene
un compuesto en una cantidad de 500 pg+90%, mejor aun, 500 pg+75%, mucho
mejor aun, 500 ug+50%, de maxima preferencia, 500 pg+25%, y de manera mas
especifica, 500 ug+10%, en relacion con el peso molecular de la base libre.

En otra modalidad preferida, la formulacién de acuerdo con la invenciéh

contiene un compuesto en una cantidad de 750 ug+90%, mejor aiin, 750 pgi75%“;,
mucho mejor aun, 750 ug+50%, de maxima preferencia, 750 ug+25%, y de manera
mas especifica, 750 pug+10%, en relacion con el peso molecular de la base libre.
En otra modalidad preferida, la formulacién de acuerdo con la invencién contiené
un compuesto en una cantidad de 1000 pg+90%, mejor aun, 1000 ug+75%, mucho
mejor aun, 1000 pg+50%, de maxima preferencia, 1000 ug+25%, y de manera mas
especifica, 1000 ug+10%, en relacién con el peso molecular de la base libre.

La formulacién de acuerdo con la invencién se puede administrar, por
ejemplo, como dosis liquida en la forma de solucién inyectable, gotas o jugos, o
como forma médica semisdlida en la forma de granulados, tabletas, pellets,
parches, capsulas, yeso/ yeso pulverizado o aerosoles. La eleccién del
coadyuvante etc., al igual que la cantidad requerida de la misma dependen de si la
aplicacion de la formulacién debe ser oral, peroral, parenteral, intravenosa,!‘
intraperitoneal, intradérmica, intramuscular, intranasal, bucal, rectal o local, por'

ejemplo, en la piel, las mucosas o en los ojos. |

i
1
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Para la aplicacion oral son apropiadas las formulaciones en forma de
tabletas, grageas, capsulas, granulados, gotas, jugos y jarabes, para el caso de
soluciones de aplicacion parenteral, topica e inhalatoria, suspensiones,
preparaciones secas faciles de reconstruir como también sprays. De acuerdo con
los compuestos de la invencién en un depoésito, en forma soluble o en un yeso,
opcionalmente bajo la adicién de medios que promueven la penetracién a fravés
de la piel, son apropiadas para la administracion de preparaciones percutaneas.

Las formulaciones aplicables orales o percutaneas pueden liberar los
compuestos de manera retardada de acuerdo con la invencion. Asimismo, los
compuestos de acuerdo con la invencion se pueden aplicar en formas parenterales
a largo plazo, como los implantes o bombas de implante. Principalmente, las
formulaciones conforme a la invencion pueden proporcionar otras sustahcias
activas conocidas para el experto en el arte.

En una modalidad preferida, los compuestos de acuerdo con la invencién a
partir de la formulacion se liberan en forma inmediata (immediate release, |R3, es
decir, de preferencia, se liberan bajo condiciones in vitro, segin Ph. Eur., después
de 20 minutos al menos 80% de las sustancias activas contenidas originalmenté.
De manera sorprendente se descubrié que los compuestos de acuerdo co}n la
invencion se presentan a través de un inusual periodo prolongado' de
desintegracion (t12), o duracién de accién farmacodinamica, de modo que una
administracién comparativamente infrecuente es suficiente para obtener una
eficacia farmacolégica relativamente duradera y a través de ello alcanza'( la
mitigacién del dolor. |

Las formulaciones con liberacion retardada de los compuestos de acugrdo
con la invencién no son absolutamente necesarios, ya que con la Iiberadién
inmediata (immediate release, IR) se obtendra el efecto duradero debido a la vida
media del compuesto. Debido a las propiedades de IR de dichas formulaciones, se
presenta la ventaja de que en la eficacia de larga duracién se logra una captura
mas rapida de la sustancia activa y con ello se logra un rapido inicio de la accién
farmacolégica luego de la primera administracién. En consecuencia, ias
propiedades de las formulaciones IR se unen con las de las formulaciones PR
(PR, prologed release, liberacion prolongada). ‘

En una modalidad preferida, se trata de una formulacién de acuerdo conlla
invencion para una formulacion con liberacién inmediata de sustancia activa (IR)," la
cual contiene un compuesto de acuerdo con la invencion, de preferencia, deIIa
formula general (V) o (V1) como base libre o una sal fisiolégicamente aceptable, de
preferencia, clorhidrato, citrato o hemicitrato, y es administrada no mas de una vez
al dia, de preferencia, sélo una vez al dia, de preferencia, por administracion oral.

!
I
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En este concepto, "liberacion inmediata de la sustancia activa" significa que, bajo

condiciones in vitro, de preferencia segin Ph. Eur., después de 20 minutos, se
liberan minimo un 80% de las sustancias activas contenidas originalmente.

La cantidad que se debe administrar a los pacientes varia segun el peso del
paciente, del tipo de aplicacién, la indicacion y el grado de gravedad de la
enfermedad. Por lo general, se aplican de 0,00005 hasta 50 mg/kg, de preferencia,
0,001 hasta 0,5 mg/kg, mejor adn, 1 hasta 10 pg/kg de al menos un compuesto
conforme a la invencién.

Para todas las aplicaciones presentadas de las formulaciones segt’ml la
invencién es de especial preferencia, cuando la formulaciéon contienen otra
sustancia activa junto a al menos un compuesto de acuerdo con la invencién. {

El receptor ORL1 y el receptor p-opioide estan asociados en particular qon
los eventos de dolor. Los compuestos respectivos conforme a la invencién ‘lse
usaran para la elaboracién de un medicamento para el tratamiento del dolor
cronico, de preferencia, del dolor neuropatico, mejor aan, del dolor
mononeuropatico/ neuralgico o polineuropatico, mucho mejor aun, del dolor en; la
neuralgia postherpética o en la polineuropatia diabética. |

A continuacién la invencién se explica mediante ejemplos, pero no debén
interpretarse como limitantes de la misma. :

En la siguiente nomenclatura, la estereoquimica de los compuestos de
ejemplo comprende la indicacion "(E)" en la sustitucién de un enlace doble, p:or
ejemplo, en un derivado de acido cinamico, y "cis" y "trans" se refieren a ?Ia

sustitucion en el anillo ciclohexilo. |

i
t

Sintesis del componente de indol (H)

Componente H-1: {
2-(1H-indol-3-il)etanamina (H-1) :
Al momento de efectuar la sintesis, esta se encuentra disponible en el comercioia
través de Aldrich. .

Componente H-2:
2-(5-Fluoro-1H-indol-3-il)etanamina (H-2)

Al momento de efectuar la sintesis, esta se encuentra disponible en el

comercio a través de Fluorochem.

Sintesis del componente de cetona (E) |

Componente E-1. |
Dimetil-(8-fenil-1,4-dioxaespiro[4.5]dec-8-il)amina clorihidrato (D-1) .
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El aminonitrilo B-1 (21 g, 0,1 mol) disuelto en tetrahidrofurano (210 ml), fue;,
agergado en el trancurso de 15 min, bajo argén y enfriamiento con hielo, a una
solucién de de cloruro fenilmagnesio 1,82M en tetrahidrofurano (109 ml, 0,198
mol), se agitd a temperatura ambiente por 16 horas. Para la preparacion de la.
mezcla de la reaccion se agregé bajo enfriamiento con hielo una solucion saturada
de cloruro de amonio (150 ml) y se extrajo con dietiléter (3 x 100 ml). La fase'
organica se extrajo por agitacion con agua (100 ml) y solucién saturada de NaCI!
(100 ml) y se concentréd. Se produjo un aceite amarillo (25,2 g). El producto crudo;
se disolvio en etilmetilcetona (280 ml) y se mezclé bajo enfriamiento con CISiMes,
(18,8 ml, 0,15 mol). Después de un tiempo de reaccién de 6 h se pudo aislar el‘

clorhidrato D-1 con un rendimiento de 35 % (10,5 g) como sustancia sélida blanca. |

4-Dimetilamino-4-fenilciclohexanona (E-1) ,'

El clorhidrato D-1 (10,5 g, 35,2 mmol) se disolvi6 en 7,5 N de acido
clorhidrico (36 ml) y se agité a temperatura ambiente durante 96 horas. Luego de
terminada la hidrdlisis, la mezcla de la reaccion se extrajo con dietiléter (2 x 50 mI).i
Mientras se enfriaba, la fase acuosa se volvié alcalina por la adicién de hidroxido
de sodio 5 N, se extrajo con diclorometano (3 x 50 ml) y se concentrd. La cetona 6
se pudo aislar como sustancia sélida amarilla con un punto de fusién de 104—108
°C con un rendimiento de 97 % (7,4 g). ‘

Componente E-2: *

Variante 1: |
Clorhidrato [8-(3-Fluorofenil)-1,4-dioxaespiro[4.5]dec-8-ilJdimetilamina (D-2) ;
Una solucién de 3-fluorofenilmagnesio bromuro 0,5M en tetrahidrofurano (3

750 ml, 375 mmol) fue agregado durante un periodo de 15 min, bajo argén y
enfriamiento con hielo, a una solucién de aminonitrilo B-1 (19,8 g, 94 mmol) eﬁ
tetrahidrofurano (100 ml), y luego se agitd a temperatura ambiente durante 16
horas. Para la preparacion de la mezcla de la reaccion se agregé bajo enfriamientoﬁ
una solucion saturada de cloruro de amonio (150 ml) y agua (60 ml) y se extrajo
con dietiléter (3 x 100 ml). La fase organica se extrajo por agitacién con agua (50
ml) y solucién saturada de NaCl (50 ml) y se concentré. Se obtuvo como resultadé
un aceite café (26,5 g), el cual, ademas del compuesto fenilo 4, también contenie{u
el cetal 2. El producto crudo se disolvio en etilmetilcetona (156 ml) y se mezcld
bajo enfriamiento con CISiMes; (17,8 ml, 141 mmol). Después de un tiempo dé
reaccion de 6 h se pudo aislar el clorhidrato D-2 como sustancia sélida blanca con
un punto de fusién de 275-278 °C y un rendimiento de 55 % (16,3 g).
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Variante 2:

Clorhidrato de [8-(3-Fluoro-fenil)-1,4-dioxa-espiro[4.5]dec-8-il]-dimetil-amina (D-2)

Una solucion de 1-Bromo-3-fluorbenceno (5.00 g, 286 mmol) en
éterabsoluto (15 mL) se afiadié por goteo a una suspension de magnesio (694 mg,
28,6 mmol) en éter absoluto (10 mL), de modo que el éter llegd a su punto ‘de
ebullicién. Luego de concluir la adicién, se dejé reposar por 10 minutos\, a
temperatura ambiente, luego, el magnesio se disolvié por completo. La mezcla é;le
la reaccion se enfrié en un bafio helado y se afiadié aminonitrilo B-1 (3,00 g, 14,3
mmol) en tetrahidrofurano absoluto (30 mL) por goteo a 10 °C. El contenedor ée
agité a temperatura ambiente durante la noche, la mezcla de la reaccién se mezclo
bajo enfriamiento con solucién de NH4CI 20 % (20 mL) y agua (30 mL) y se extrajo
con éter (3 x 50 mL). La fase organica se lavo con agua (50 mL) y luego co'n
solucion saturada de NaCl (50 mL), se dejé secar sobre Na,SO4 y se concentrd al
vacio. El producto crudo se disolvid en etilmetilcetona (25 mL), se mezclé bajo
enfriamiento con CISiMes; (3,2 mL, 25 mmol) y se agitdé a temperatura ambiente por
5 h. El precipitado resultante se filtré y se secé al vacio. |

Rendimiento D-2: 2,8 g (62 %)

'"H-NMR (DMSO-ds): 1,91 (8 H, m); 2,54 (6 H, s); 3,91 (4 H, d); 7,37 (1 H, m); 7,61
(3 H, m). ‘

Variante 1:

4-Dimetilamino-4-(3-fluoro-fenil)-ciclohexanona (E-2) _
El clorhidrato D-2 (7,2 g, 22,75 mmol) se disolvi6 en agua (9,6 ml), se "

mezclé con acido clorhidrico concentrado (14 mi, 455 mmol) y se agito az

temperatura ambiente por 4 d. Luego de terminada la hidrélisis, la mezcla de la

reaccion se extrajo con dietiléter (2 x 50 ml), la fase acuosa se volvid alcalina por la .

adicién de hidréxido de sodio 5 N, mientras se enfriaba, con lo cual precipitd el |

producto. La cetona E-2 se pudo aislar como sustancia sélida amarilla con un
punto de fusién de 83-88 °C y un rendimiento de 50 % (6,05 g).

Variante 2:
4-Dimetilamino-4-(3-fluoro-fenil)-ciclohexanona (E-2)

El clorhidrato D-2 (2,80 g, 8,86 mmol) se disolvi6 en agua (3,7 mL), se
mezclé con acido clorhidrico concentrado (5,5 mL) y se agitdé a temperatura
ambiente por 4 d. Luego de terminada la hidrélisis, la mezcla de la reaccion se

extrajo con éter (2 x 10 mL), la fase acuosa se volvié alcalina por la adicion
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hidroxido de sodio 5 N en friola mezcla de la reaccion se extrajo con
diclorometano (3 x 50 mL), la fase organica se secé sobre sulfato sbédico y se

concentré al vacio. El producto crudo se purifico por medio de cromatografia de
columna Flash con CHCl3/MeOH (20:1).

Rendimiento E-2: 676 mg (32 %), sustancia sélida incolora
Punto de fusion: 62—67 °C '[
'H-NMR (DMSO-ds): 2,02 (6 H, s); 2,12 (5 H, m); 2,45 (3 H, m); 7,24 (3H, m‘) 7,43
(1 H, m). 1
Componente E-3.
Clorhidrato de [8-(4-Fluorofenil)-1,4-dioxaespiro[4.5]dec-8- iljdimetilamina (D- 3)

Se agreg6 bromuro 4-fluorofenilmagnesio 1M en tetrahidrofurano (3, 125 ml,

125 mmol) a una solucién de aminonitrilo B-1 (10,5 g, 50 mmol) en tetrahidrofurano
(150 ml) bajo argén y enfriamiento durante 15 minutos y luego, se ag|to a
temperatura ambiente por 16 h. Para la preparacion de la mezcla de la reaccmn se
agreg6 en frio solucion de cloruro de amonio saturada (37 ml) y agua (50 ml) y se
extrajo con dietiléter (3 x 100 ml). La fase organica se extrajo y se concentro con
agua (50 ml) y solucién saturada de NaCl (50 ml). Se produjo un aceite de co|or
café (12,55 g), el cual ademas del compuesto de fenilo C-3, produjo el cetal B 1. El
producto crudo se disolvio en etilmetilcetona (75 ml) y se mezclé bajo enfriarﬁiento
con CISiMes (9,5 ml, 75 mmol). Después de un tiempo de reaccion de 6 h se “pudo

aislar el clorhidrato D-3 como sustancia sélida blanca con un rendimiento de 47 %
!

(7,48 9). |

4-Dimetilamino-4-(4-fluorofenil)ciclohexanona (E-3) .

El clorhidrato D-3 (7,2 g, 22,75 mmol) se disolvié en agua (9,6 mI) se
mezclé con acido clorhidrico concentrado (14 ml, 45656 mmol) y se aglto a
temperatura ambiente por 4 d. Luego de terminada la hidrélisis, la mezcla de la
reaccion se extrajo con dietiléter (2 x 50 ml), la fase acuosa se alcalinizé en".’ frio
con hidroxido de sodio 5N, se extrajo con diclorometano (3 x 50 ml) y se concentré.
La cetona E-3 se pudo aislar como sustancia solida amarilla con un punto de fusion
de 128-133 °C y un rendimiento de 76 % (4,05 g).
Componente E-4. |
Clorhidrato de dimetil-(8-tiofen-2-il-1,4-dioxaespiro[4.5]dec-8-il)amina (D-4)

Se disolvi6 2-yodotiofen (1, 22,9 g, 109 mmol) bajo argén ﬂen

tetrahidrofurano (80 ml) y se mezclé dentro de 30 minutos a 0 °C con cloruro, de

isopropilmagnesio 2M (2, 35,7 ml, 72 mmol) en tetrahidrofurano. Después de%un

1
!
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tiempo de reaccion de 1 h a 3-5 °C, se agregd el aminonitrilo B-1 (10 g, 47,6
mmol), disuelto en tetrahidrofurano (20 ml), y se agité a temperatura ambiente por
20 h. La preparacién de la partida se produjo gracias a la adicion de la solucion
saturada de NH4Cl (85 ml) y la extraccién con dietiléter (3x100 ml). La fase
organica se extrajo con agua (50 ml) y solucién saturada de NaCl (50 ml) y se
concentrd. Se pudo obtener un aceite de color café oscuro (21,3 g), el cual ademas
del cetal deseado produjo el aminonitrilo B-1 y 2-yodotiofen. El producto crudo se |
disolvio en etilmetilcetona (140 ml) y se mezclé con CISiMe; (9,1 ml, 71,4 mmol).
Después de un tiempo de reaccién de 6 h se aislé el clorhidrato D-4 como

compuesto cristalino blanco con un rendimiento de 60 % (8,74 g).

4-Dimetilamino-4-tiofen-2-ilciclohexanona (E-4)

El clorhidrato D-4 (8,68 g, 28,6 mmol) se disolvi6 en 7,5N de acido
clorhidrico (29 ml) y se agité a temperatura ambiente por 48 h. Luego de terminada
la hidrélisis, la mezcla de la reaccion se extrajo con dietiléter (2 x 50 mi). La fase
acuosa se alcalinizo bajo enfriamiento con 5N de hidréxido de sodio, se extrajo con
diclorometano (3 x 50 ml) y se concentrd. La cetona E-4 se obtuvo de ese modo
como sustancia sélida amarilla con un punto de fusion de 108-110 °C con un
rendimiento de 89 % (5,66 g).

Componente E-5:
N,N-dimetil-8-(tiofen-3-il)-1,4-dioxaespiro[4.5]decan-8-amina (D-5)

3-yodotiofen (1, 5 g, 23,8 mmol) se disolvié bajo argén en tetrahidrofurano

(18 ml) y se mezclé dentro de 8 minutos a 0 °C con 2M de cloruro de
isopropilmagnesio (2, 7,8 ml, 15,5 mmol) en tetrahidrofurano. Después de un
tiempo de reaccién de 1 h a 3-5 °C, el aminonitrilo B-1 (2,16 g, 10,3 mmol) se

extrajo disuelto en tetrahidrofurano (20 ml). Finalmente, se agit6 a temperatura -

ambiente por 20 h. La preparacion de la partida se produjo gracias a la adicion de
una solucion saturada de NH4CI (20 ml) y la extraccion con dietiléter (3 x 50 mi). La
fase organica se extrajo con agua (20 ml) y solucién saturada de NaCl (20 ml) y se
concentré. Se obtuvo un aceite de color amarillo claro (3,95 g). El producto crudo
se disolvié en etilmetilcetona (40 ml) y se mezclé6 con CISiMe; (1,95 mi, 15,5
mmol). Después de un tiempo de reaccion de 3 h se pudo aislar el clorhidrato
deseado como compuesto cristalino blanco con un rendimiento de 60 % (1,86 @)
con un punto de fusion de 250-251 °C.

4-(Dimetilamino)-4-(tiofen-3-il)ciclohexanona (E-5)

e
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El clorhidrato D-5 (1,8 g, 5,9 mmol) se disolvié en 7,5N de acido clorhidrico
(7 ml) y se agité a temperatura ambiente por 48 h. Luego de terminada la hidrdlisis,
la mezcla de reaccién se extrajo con dietiléter (2 x 30 ml), la fase acuosa se
alcaliniz6 bajo enfriamiento con SN de hidréxido de sodio, se extrajo con
diclorometano (3 x 30 ml) y se concentré. La cetona E-5 se pudo aislar como
sustancia sélida amarilla con un punto de fusién de 147—150 °C y un rendimiento

de 98 % (1,27 g).

Sintesis del componente de la espiroamina (AMN®* / AMN'2"S) !
Ejemplo de AMN-1°*;
2',3' 4, 9'-tetrahidro-N,N-dimetil-4-(fenil)-espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4- |
bjindol]-4-amina (Cis-diastereoisémero) |

YO
Q /N\ ‘

i
s

Observacion: Segun esta determinacion se obtuvo principalmente el productc; cis
de AMN-1°. El producto trans de AMN-1"" solo se obtuvo como producto
secundario, sin purificar.

La cetona E-1 (3,26 g, 15 mmol) y triptamina H-1 (2,4 g, 15 mmols se
disolvieron en ausencia de oxigeno en MeOH seco (100 ml). A esta mezcla se
anadié sulfato de sodio (3 g). Después de un tiempo de reaccion de 17 h, el
solvente se evaporo en un rotavapor y el residuo se disolvié en 1,2-dicloroetano
(100 ml). La mezcla de la reaccién se mezclé con acido trifluoroacético (15 ml) y se
agité a temperatura ambiente por 1 h. El transcurso de la reaccion se siguiéipor
medio de TLC. Para la preparacién la partida se mezclé con H,O (40 ml) y ei pH
fue ajustado a 11 con NaOH (5 mol/l). Como resultado de ello, se produjo una
sustancia sdélida blanca, la cual se absorbid sobre un filtro. La sustancia sélida se
lavd con H,O (3 x 5 ml) y se dejé secar. Lo anterior dio como resultado el prodﬁcto
cis de AMN-1°%, el cual se observé como sustancia sélida blanca con un punto de
fusion de 214-218 °C con un rendimiento de 4 g (74 %). El agua madre (fase
acuosa) se extrajo con 1,2-dicloroetano (3 x 25 ml). La fase organica se sec6 con
Na,SO,y se concentrd. El remanente sélido de color café se recristalizd a partif de
MeOH (10 ml) y dio como resultado una mezcla a partir de espiroamina cis-AMN-
1% y trans- AMN-172" (1 : 1). La mezcla se obtuvo como sustancia sélida blanca
con un rendimiento de 940 mg (17 %). '

1
|

(
1

A\
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"H NMR (600 MHz, DMSO-ds): 1,61 (m, 2 H) 1,63 (m, 2 H) 1,92 (s, 6 H) 2,12 (m, 2
H) 2,39 (m, 2 H) 2,53 (t, J = 5,36 Hz, 2 H) 2,99 (t, J = 5,35 Hz, 2 H) 6,86 (m, 1 H)
6.91 (m, 1 H) 7.16 (d, J = 7,52 Hz, 1 H) 7,28 (d, J = 7,52 Hz, 1 H) 7,31 (m, 1 H)
7.43 (m, 4 H) 10,21 (s, 1 H)

Ejemplo de AMN-2%%:

2' 3" 4',9'-tetrahidro-N,N-dimetil-4-(3-fluorofenil)-espirofciclohexan-1,1'(1'H)-
pirido[3,4-b]indol]-4-amina (Cis-diastereoisébmero)

La cetona E-2 (4,71 g, 20 mmol) y triptamina H-1 (3,2 g, 20 mmol) se,
disolvieron en seco bajo argén en MeOH (200 ml). Después de un tiempo de‘é
reaccion de 24 h, se destild el MeOH y se suspendié el remanente aceitoso
amarillo en 1,2-dicloroetano (200 ml). La mezcla de fa reacciéon se mezclé con
acido trifluoroacético (20 ml) y se agité a temperatura ambiente por 2 h. EI
transcurso de la reaccion se siguid por medio de TLC. Para la preparacién se
diluyé la partida con H,O (100 ml) y se ajusté a pH 11 con NaOH 5mol/L. Tras la
adicion de etilacetato (50 mi) se produjo un precipitado soélido blanco, baj‘o
agitacion, el cual se filtr6 al vacio sobre un filtro. La sustancia solida se lavd con
H,O (3 x 25 ml) y finalmente, se sec6. Lo anterior dio como resultado el Cis-
diastereoisomero AMN-2°®, el cual se obtuvo como sustancia sélida blanca con ﬁn
punto de fusién de 220-225 °C con un rendimiento de 5,5 g (73 %).

!
\

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds): 1,61 (m, 2 H) 1,62 (m, 2 H) 1,93 (s, 6 H) 2,11 (m, 2
H) 2,38 (m, 2 H) 2,53 (t, J = 5,56 Hz, 2 H) 2,99 (t, J = 5,56 Hz, 2 H) 6,87 (m, 1 H)
6,92 (m, 1 H) 7,14 (m, 1 H) 7,17 (d, J = 8,34 Hz, 1 H) 7,20 (m, 1 H) 7,25 (d, J =
7,82 Hz, 1 H) 7,28 (d, J = 7,47 Hz, 1 H) 7,47 (m, 1 H) 10,26 (s, 1 H)

Eiemplo de AMN-22".
2'3' 4' 9'-tetrahidro-N,N-dimetil-4-(3-fluorofenil)-espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-
pirido[3,4-bJindol}-4-amina (Trans-diastereoisémero)

AZ-
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Se disolvié triptamina H-1 (2,03 g, 12,7 mmol) y la cetona (E-2, 3,0 g, 12,7
mmol) en metanol absoluto (130 ml) y se agité a temperatura ambiente bajo argon
por 16 h. Finalmente, la mezcla de la reaccién se concentrd. El residuo se disolvid
en 1,2-dicloroetano absoluto. (130 ml), se mezcld rapidamente con écido;
trifluoroacético (12,7 ml) y se agito a temperatura ambiente por 2 h. Bajo
enfriamiento se afiadié agua (120 ml) y 5N de NaOH (40 ml) y se agitd por 1 h. Lé
sustancia sélida incolora resultante se separ6 por medio de filtraciéon y se lavo con
1,2-dicloroetano (30 ml) y agua (4 x 25 ml). La cis-espiroamina de AMN-2°¢ se
obtuvo con un rendimeinto de 77 % (3,7 g) con trazas de trans-espiroamina de
AMN-2"" |as fases del filtrado se separaron. La fase organica se sec6 con
sulfato de sodio, se concentrd, se mezcld con metanol (3 mi) y se agit6 a
temperatura ambiente por 1 h. Lo anterior dio como resultado una sustancia sélida{
blanca, la cual se separ6é por medio de filtracién y se lavé con metanol (4 x 3 ml)i
Con ello se obtuvo la trans-espiroamina de AMN-2"" con un rendimiento de 5 °/<;
(250 mg) con trazas de la cis-espiroamina de AMN-2°. Luego de la purificacion
cromatogréafica [gel de silice 60 (20 g); metanol (200 ml)] se obtuvo la trans-
espiroamina de AMN-2""¢ (170 mg) con un punto de fusion de 296-299 °C. f
'H NMR (600 MHz, DMSO-ds): 1,55 (m, 2 H) 1,62 (m, 2 H) 1,88 (s, 6 H) 2,26 (m, %
H) 2,43 (m, 2 H) 2,55 (t, J = 5,49 Hz, 2 H) 2,96 (t, J = 5,25 Hz, 2 H) 6,91 (m, 1 H)
6,99 (m, 1 H) 7,08 (m, 1 H) 7,14 (m, 1 H) 7,20 (d, J = 7,64 Hz, 1 H) 7,32 (m, 2 H)
7,40 (m, 1 H) 10,63 (s, 1 H)

Ejemplo de AMN-3°*;
6'-Fluoro-2',3' 4',9'-tetrahidro-N,N-dimetil-4-(3-fluorofenil)-espiro[ciclohexan-

1,1'(1'H)-pirido[3,4-blindol]-4-amina (Cis-diastereoisomero)

La cetona E-2 (9,6 g, 41,2 mmol) y fluorotriptamina H-2 (7,3 g, 41,2 mmof)

se disolvieron en etanol (200 ml) y se calentaron a reflujo por 12 horas. Finalmentef,

30 el etanol se destilé y el producto crudo se suspendié en 1,2-dicloroetano (100 ml).
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LLa mezcla de la reaccién se mezclé con acido trifluoroacético (90 ml) y se agité a
temperatura ambiente por 12 h. El transcurso de la reaccion fue supervisada por

medio de TLC. Para la preparacién de la partida, el medio se basificé con 500 ml

de 1N de NaOH a 0°C y por Ultimo, se extrajo en tripicado con 500 ml de

etilacetato. Las fases organicas combinadas se secaron sobre sulfato de
magnesio, y se concentraron bajo presion reducida. Después de la adicion de’
metanol (100 ml) se produjo con la agitacién una sustancia sélida blanca, la cual se!
filtr6 sobre un filtro. La sustancia sélida se lavdé con metanol (2 x 25 ml) y pori
ultimo, se secd. Lo anterior se tradujo en el Cis-diastereoisomero AMN-3°5 el cual.

se obtuvo como sustancia sélida blanca con un rendimiento de 3,6 g (22 %). ;'
|

i

'H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): & 10,39(s, 1H), 7,44-7,49 (m, 1H), 7,11-7,24 (m,
4H), 7,00-7,04 (m, 1H), 6,72-6,78 (m, 1H), 2,95-2,98 (t, 2H), 2,48-2,50 (m, 1H),
2,36-2,39 (d, 2H), 1,98- 2,11 (m, 2H), 1,91 (s, 6H), 1,51-1,67 (m, 5H) |
MS miz (M+1): 396,4: Pureza (HPLC): 95,03% ,‘

A4
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Ejemplo de AMN-4°S:
6'-Fluoro-2',3'4',9'-tetrahid ro-N,N-dimetil-4-(fenil)-espiro[ciclohexan-1,1'(1 'H)-

pirido[3,4-blindol}-4-amina (Cis-diastereoisémero)

NH
YO i
N\

|

La cetona E-1 (8,4 g, 47 mmol) y fluorotriptamina H-2 (10,2 g, 47 mmol) se
disolvieron en etanol (200 ml) y se calentaron a reflujo por 12 horas.‘ A
continuacion, se destilé el etanol y el producto crudo se suspendio en 1,2-
dicloroetano (120 ml). La mezcla de la reaccion se mezclé con éc;ido
trifluoroacético (100 mi) y se agité a temperatura ambiente por 12 h. El transcurso
de la reaccion se siguié por medio de TLC. Para la preparacién la partida se
colocd con 1N de solucion de NaOH a 0°C para su basificacién y finalmente, se
extrajo en tripicado con 500 ml etilacetato. Las fases organicas combinadas:se
secaron sobre sulfato de magnesio, y se concentré bajo presién reducida. Despues
de la adicion de metanol (100 ml) se produjo con la agitacion una sustancia sollda
blanca, la cual se absorbié sobre un filtro. La sustancia solida se lavé con metanol
(2 x 25 ml) y por Ultimo, se secd. Lo anterior dio como resultado el Cis-
diastereoisémero AMN-4°®, el cual se obtuvo como sustancia sélida blanca con'un
rendimiento de 4 g (28 %). |

'H NMR (DMSO-ds, 400 MHz): 5 10,36(s, 1H), 7,45-7,42 (t, 4H), 7,32-7,29 (m, 1H),
7,14-7,10 (m, 1H), 7,03-7,00 (m, 1H), 6,76-6,71 (m, 1H), 2,99-2,96 (t, 2H), 2,40-
2,37 (d, 2H), 2,13-2,04 (m, 2H), 1,91 (s, 6H), 1,88 (s, 1H), 1,65-1,54 (m, 4H), 123
(s, TH).

Eiemplo de AMN-5°*;
2',3'4',9'-tetrahidro-N,N-dimetil-4-(4-fluorofenil)-espiro[ciclohexan-1, 1 '(1'H)-
pirido[3,4-blindol]-4-amina (Cis-diastereoisémero)

La cetona E-3 (2800 mg, 11,90 mmol) y triptamina (H-1, 1910 mg, 11,90
mmol) se disolvieron bajo argén en metanol seco (119 ml) y se agitaron por 18 h. A
|
|

%
¢
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continuacién, el metanol se destilé al vacio y el residuo se suspendid en :1,2-
dicloroetano (119 ml). La mezcla de la reaccién se mezclé con acido
trifluoroacético (11,9 ml) y se agitd a temperatura ambiente por 2 h. Luegd, la
mezcla de la reaccién se diluyé con 1,2-dicloroetano (119 ml) y el pH fue ajustado
a 11 con NaOH 1N mientras se enfriaba con hilo. Se obtuvo un precipitado cla';ro.
La mezcla se agit6 durante la noche a temperatura ambiente. El precipitado: se
filtrd, se lavd con agua y se secd al vacio. El Cis-diastereoisémero AMN-5° (punto
fusién 249-250 °C, parcialmente a 225-230 °C) se pudo aislar con un rendimie‘pto
de 80 % (3610 mg, 9,56 mmol). Las fases se separaron. La fase organica se secd
con sulfato de sodio, se filtré y los constituyentes volatiles se liberaron al vacio. El
remanente claro (trans-diasteroisomero AMN-5") se extrajo en metanol (5 ml") y
se agit6 durante 48 h. El precipitado se filtré6 y se sec6é al vacio. El traﬁs—
diastereoisébmero AMN-5"" (punto fusién 268-271 °C) se pudo aislar con un
rendimiento de 6 % (279 mg, 0,74 mmol). ?

'
'

BC{'H}-NMR (101 MHz, DMSO-Dg) & ppm: 22,8 (1 C), 27,3 (2 C), 32,6 (2 C), 37';,8
(2 C), 38,6 (1 C), 51,2 (1 C), 60,5 (1 C), 106,7 (1 C), 110,8 (1 C), 114,2 (2 C, d, Jf=
21 Hz), 117,2 (1 C), 117,9 (1 C), 120,0 (1 C), 126,9 (1 C), 129,7 (2 C, d, J = 8 Hz),
132,8 (1C, d, J = 3 Hz), 135,4 (1 C), 141,4 (1 C), 160,7 (1 C, d, J = 242 Hz) ‘

I

Sintesis del ejemplo de Cis Espiroamida (AMD®) |
Ejemplo de AMD-1°*.
Metanosulnato de (E)-2',3',4',9'-tetrahidro-N,N-dimetil-4-fenil-2'-(2-fenilvinil)carbonil-

espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-b]indol]-4-amina (1:1) (Cis-diastereoisémero) .f

i

AMN-1°® se disolvié en tetrahidrofurano (8 ml). Luego, se afadié cloruro de'.‘

acido cinamico (254 mg, 1,53 mmol) y diisopropiletilamina (216 mg, 1,67 mmol) y
se agitd a temperatura ambiente por 2 d. Una vez finalizada la reaccion, la
sustancia soélida se filtr6 y el filtrado se mezclé con solucion saturada de NaZCOs.:

La fase acuosa se extrajo tres veces con 10 ml de etilacetato. Finalmente, se secé
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la fase organica sobre MgSO, y se concentré en el evaporador por rotéci()n. El
producto crudo se purificé por medio de cromatografia de columna [gel de $i|ice 60;
DCM/metanol (19 : 1, 570 ml)]. El producto se obtuvo con un rendimeinto de 174
mg (26 %). Para la elaboraciéon del sulfonato de metano se suspendié la
espiroamida obtenida anteriormente (174 mg, 0,355 mmol) en DCM (6 ml) y se
mezcld a temperatura ambiente con acido metansulfénico (23,7 pl, 0,355 ni1mo|). A
continuacién, se afadié acetona (0,8 ml) y suficiente dietiléter, para disp;ersar la
turbiedad observada durante la agitacién. Se agitd6 por otros 30 minutl'os y la
sustancia sélida resultante se absorbi6 bajo exclusién de aire, se lavo con dietiléter
y se sec6 en bomba de vacio para aceite a 50°C durante 3h. Se ob‘tuvo un
producto AMD-1°® con un rendimiento de 159 mg (76 %). |

"H NMR (600 MHz, DMSO-de) 1,65 (t, J =13,22 Hz, 2 H) 2,20 (t, J = 12,84 Hz 2 H)
2,51 (d, J=4,53 Hz, 9 H) 2,87 - 3,16 (m, 4 H) 4,13 (br. s., 2 H) 6,92 (t, J = 7,55 Hz,
1H)6,99 (t, J=7,55Hz, 1H) 7,20 (d, J = 8,31 Hz, 1 H) 7,31 (d, J= 7,55 Hz 1 H)
7,36-751(m,5H)7,56-769 (m,3H)7,74(d,J=755Hz, 2H)782(d, J =755
Hz, 2 H) 9,62 (br, s, 1 H) |

Ejemplo de AMD-2°% ‘
2',3'4' 9'-tetrahidro-N,N-dimetil-4-(3-fluoro-fenil)-2'-(4-clorbenzil)-carbonil-espiro-

[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-b]indol]-4-amina (Cis-diastereoisdmero)

Ci

4 |
La espiroamina (AMN-2°; 396 mg, 1,05 mmol) se suspendié en DCM (15

ml) en un recipiente apto para microondas y se mezcld con| 2-(4-
clorofenil)acetilcloruro (397 mg, 2,1 mmol) y diisopropiletilamina (269 mg, 2,1
mmol). La mezcla de reacciéon se irradi6 a 120°C por 10 min. en microondas
(Initiator Eight, empresa Biotage). Al término de la reacciéon (monitoreo por T%LC) la
mezcla de reaccion se filtro, se mezcld con dietiléter (15 ml) y se volvié a filtrar. Se
mezcl6 con una solucién saturada de Na,CO; (8 ml). Luego de la separacion :de las
fases, la fase acuosa se lavé nuevamente con DCM. Las fases orgénicas
combinadas se secaron sobre MgSO, y se concentraron en el evaporad(iJr por

rotacion. El producto crudo se purificé por medio de cromatografia de columna [gel
!

el
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. ?
de silice 60: DCM/metanol (19 : 1)]. El producto AMD-2°® se obtuvo con un

rendimiento de 91 mg (16 %).

"H NMR (600 MHz, DMSO-ds) d ppm 1,55 (t, J = 13,60 Hz, 2 H) 1,79 (t, J = 12,84
Hz, 2 H) 1,92 (br. s., 6 H) 2,60 - 2,70 (m, 2 H) 2,73 - 2,87 (m, 2 H) 3,17 (d, J = 5,29
Hz, 2 H) 3.89 - 4,01 (m, 4 H) 6,90 (t, J = 7,55 Hz, 1 H) 6,97 (t, J = 7,55 Hz, 1 H)
7.08-7,16 (m, 1 H) 7,18 (d, J = 8,31 Hz, 1 H) 7,21 - 7,30 (m, 3 H) 7,34 (q, J = 8,31
Hz, 4 H) 7,46 (q, J = 7,30 Hz, 1 H) 10,53 (s, 1 H) 1

Ejemplo de AMD-3%*

2' 3' 4 9'-tetrahidro-N,N-dimetil-4-(3-fluorofenil)-2'-(benzotiofen-2-il)carbonil-

espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-b]indol]-4-amina (Cis-diastereoisémero) ‘.
|
S / 1‘
!
1
N 0
/

La espiroamina (AMN-2° 264 mg, 0,7 mmol) se suspendié en DCM (7 ml)

en un recipiente apto para microondas y se mezclé con Benzo[b]tiofenQZ-
carbonilcloruro (239 mg, 1,21 mmol) y diisopropiletilamina (180 mg, 1,4 mmol). lt_a
mezcla de reaccion se irradié a 100°C por 10 min. en el microondas (Initiator Eight,
empresa Biotage). Luego de terminada la reaccion, (monitoreo por TLC) La mezdla
de reaccion se diluyé con DCM (15 ml) y se filtrd. El agua madre se mezcl6 cén
solucion saturada de Na,COs (8 ml). Luego de la separacion de las fases, la fase
acuosa se lavd nuevamente con DCM. Las fases organicas combinadas se
secaron sobre MgSO, y se concentraron en el evaporador por rotacion. El producto
crudo se purificd por medio de cromatografia de columna [gel de silice 60;
DCM/metanol (19 : 1)]. El producto AMD-3 se obtuvo con un rendimeinto de 125
mg (33 %). |

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) d ppm 1,63 - 1,79 (m, 2 H) 1,83 - 1,93 (m, 2 H) 1,95
(s, 6 H) 2,60 (d, J = 13,60 Hz, 2 H) 2,65 (¢, J = 5,67 Hz, 2 H) 2,78 - 2,94 (m, 2 H)
408-422(m, 2 H)6,92(t J=755Hz, 1H) 6,99 (t J=755Hz, 1H) 7,16 (t, J =

|



10

15

20

25

30

|

47

1

8,31 Hz, 1 H) 7,23 (d, J = 8,31 Hz, 1 H) 7,26 - 7,36 (m, 3 H) 7,44 - 7,54 (m, 3 H)
7,95 (s, 1H) 8,03 (d, J= 7,55 Hz, 1 H) 8,07 (d, J = 8,31 Hz, 1 H) 10,66 (s, 1 H)

Eiemplo de AMD-4°*

Metansulfonato ~ 2',3',4',9"-tetrahidro-N,N-dimetil-4-(3-fluor-fenil)-2'-(4-fluorbenzil)-
carbonil-espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-blindol]-4-amina (Cis-
diastereoisémero) ‘

La espiroamina (AMN-2°°; 600 mg, 1,59 mmol) se suspendié en DCM {15
ml) en un recipiente apto para microondas y se mezcld con 2—1(4-
Fluorofenil)acetilcloruro (548 mg, 3,18 mmol) y diisopropiletitamina (408 mg, 3,18
mmol). La mezcla de reacciéon se irradié a 130°C por 10 min. en el microondas
(Initiator Eight, empresa Biotage). Luego de terminada la reaccién, (monitoreo 6or
TLC) La mezcla de reaccion se filtro, el agua madre se diluyd con DCM (45 ml) y
se mezcld con solucién saturada de Na,COj3 (25 ml). Luego de la separacion de las
fases, la fase organica se lavd con solucion saturada de Na,COs. La fase organica
se seco sobre MgSO, y se concentré en el evaporador por rotacion. El producto
crudo se purificd por medio de cromatografia de columna [gel de silice Gb;
DCM/metanol (4 : 1)]. El producto se obtuvo con un rendimiento de 150 mg (18 %!).
Para la elaboracién del sulfonato de metano, la espiroamida se disolvié (150 mg
0,29 mmol) en DCM (1 ml) y se mezclé a temperatura ambiente con acido
metanosulfénico (18,9 ul, 0,29 mmol). Se diluyé con dietiléter, de modo que sé
form6 una mezcla agitada. La sustancia solida se absorbi6 bajo exclusién de aire
se lavo con dietiléter y se secd a 50°C en vacio de bomba de aceite. El producto
AMD-4% se obtuvo con un rendimeinto de 148 mg (83 %).

i
"H NMR (600 MHz, DMSO-dg) d ppm 1,58 (t, J = 12,84 Hz, 2 H) 2,16 (t, J = 12,09
Hz, 2 H) 2,31 (s, 3 H) 2,53 - 2,58 (m, 6 H) 2,58 - 2,68 (m, 2 H) 2,83 - 3,03 (m, 4 H)
3,98 (s, 2 H) 3,99 - 4,06 (M, 2 H) 6,92 (t, J = 7,18 Hz, 1 H) 6,99 (t, J = 7,18 Hz, 1 H)
7,14 (t, J= 8,31 Hz, 2 H) 7,18 (d, J = 8,31 Hz, 1 H) 7,29 (d, J = 7,55 Hz, 1 H) 7,36‘1

(t, J=642Hz 2 H) 7,45 (t, J= 7,93 Hz, 1H) 7,58 - 7,75 (m, 3 H) 9,65 (br. s., 1 H)

AA
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Ejemplo de AMD-5%
(E)-2',3',4',9'—tetrahidro-N,N-dimetil-4-(3-fluorofeniI)—2'-(2-feniIviniI)carboniI—
espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-bjindol]-4-amina (Cis-diastereoisomero)

j

La espiroamina (AMN-2°%; 378 mg, 1,0 mmol) se disolvié en un sé_)lvente
aprotico seco (6 ml), se mezclé con cloruro de cinamoil (183 mg, 1,1 mmol) y
diisopropiletilamina (155 mg, 1,2 mmol) y se agité durante la noche a températura
ambiente. Luego de terminada la reaccién, (monitorizada con TLC) el solvente se
separd, el residuo se preparé con agua y se extrajo con solvente halogenado. Las
fases organicas combinadas se secaron sobre Na,SO4 y se concentrafon. El
producto crudo se purificé por medio de cromatografia de columna. Durante la
concentracién se produjo una sustancia sélida, la cual se filtro y posteriormente, se
secé. El producto se produjo con un rendimiento de 220 mg (43 %).

|

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) d ppm 1,63 (t, J = 13,60 Hz, 2 H) 1,84 (t, J = 13,22
Hz, 2 H) 1,91 (s, 6 H) 2,54 - 2,63 (m, 2 H) 2,65 (t, J = 5,67 Hz, 2 H) 2,82 - 3,02 (m,
2 H) 3,17 (d, J= 5,29 Hz, 2 H) 4,00 - 4,22 (m, 2 H) 6,90 (t, J = 7,18 Hz, 1 H) 6,97 (t,
J=7,55Hz, 1H)7,11-7,18 (m, 1 H) 7,20 (d, J= 8,31 Hz, 1 H) 7,23 - 7,33 (m, 3 H)
7,35-7,54 (m, 5H) 7,72 (d, J=6,80 Hz, 2 H) 10,59 (s, 1 H) E
Ejemplo de AMD-6;
(E)-2',3',4' 9'-tetrahidro-N,N-dimetil-4-(3-fluorofenil)-2'-(2-fenilvinil)carbonil- ;
espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-b]indol]-4-amina citrato i‘ (Cis-

diastereoisémero)

40
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Para la elaboracién de sales se disolvio la amida AMD-5% (220 mg, 0,43
mmol) en un solvente aprético seco (1,5 ml) y acido citrico (83 mg, 0,43 mmol),
disuelto en la menor cantidad de solvente aprético posible. Para la obtencién del
producto, se afiadi6é solvente no polar por goteo. Finalmente, la sustancia sélida se
absorbié bajo exclusiéon de aire y se seco a 50°C en una bomba al vacio de aceite.
El producto AMD-6°* se obtuvo con un rendimeinto de 100 mg (33 %). ‘

Ejemplo de AMD-7° |
2',3',4' 9'-tetrahidro-N,N-dimetil-4-(3-fluorofenil)-2'-(3,4-dimetoxibenzil)carbonil- '

espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-bJindol]-4-amina (Cis-diastereoisémero) |

o/ ‘

o) =

!

|

N 0 F |

La espiroamina (AMN-2°%; 200 mg, 0,54 mmol) se suspendié en un solvente

halogenado (5 ml) en un recipiente apto para microondas y se mezclé con 2-(3,4-
dimetoxifenil)acetilcloruro (230 mg, 1,1 mmol) y diisopropiletilamina (138 mg, *1,1
mmol). La mezcla de reaccion se irradié a 120°C durante 10 min. en el microondas
(Initiator Eight, empresa Biotage). Luego de terminada la reaccion, (monitorizada
con TLC) se filtré6 y posteriormente, el agua madre se mezcldé con solucion: de
NaOH (5 N, 10 ml). Tras la separacion de las fases, la fase acuosa se extrajo ires
veces con un solvente aprético polar (5 ml cada uno). Las fases orgéni;cas

combinadas se secaron sobre MgSO, y se concentraron. El producto crudol‘ se

i

.
|
[

S\
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purificd por medio de cromatografia de columna. E! producto AMD-7°° se iprodujo
con un rendimiento de 140 mg (47 %).

'H NMR (600 MHz, DMSO-dg) d ppm 1,54 (t, J = 12,46 Hz, 2 H) 1,79 (t, J = 13,22
Hz, 2 H) 1,85 - 1,96 (m, 6 H) 2,52 - 2,60 (m, 2 H) 2,62 - 2,72 (m, 2 H) 2,73 - 2,89
(m, 2 H) 3,74 (s, 3H) 3,77 (s, 3 H) 3,82 (br. s., 2 H) 3,90 (br. s., 2 H) 6,83 - 6,93 (m,
4H) 6,97 (t, J=7,55Hz, 1 H) 7,13 (t, J = 7,18 Hz, 1 H) 7,19 (d, J = 8,31 Hz, 1 H)
7,20-7,32 (m, 3H) 7,41 - 7,54 (m, 1 H) 10,53 (s, 1 H) |

Ejemplo de AMD-8% ‘,
(E)-2',3',4',9'-tetrahidro-N,N-dimetiI-6'-f|uoro-4-(3-f|uorofeniI)-2'-(2—fenilvinil)calrbonil—
espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-b]indol}-4-amina (Cis-diastereoisc’)mero)

\

i
L

\

En un recipiente para microondas se colocdé una suspension de la
espiroamina de AMN-3° (0,197 g; 0,5 mmol; 1 eq.) en 15 ml de DCM absoluto. A
esta suspension se afadieron uno tras otro etil-diisopropilamina (0,129 g; 1 mmol;
2 eq.) y cloruro de acido cinamico (0,166 g; 1 mmol; 2 eq.). El recipienté para
microondas se cerré y se calenté en el microondas (Initiator Eight, err{presa
Biotage) 10 minutos a 120°C. Para la preparacion, la mezcla de la reaccion se
mezclé con 4 ml de agua y 4 ml de 1N de hidréxido de sodio. Esta mezcla se agitd
a temperatura ambiente por 2 h. A continuacién, se separaron las fases y la fase
acuosa se extrajo en tripicado con DCM. Las fases organicas combinada’as se
lavaron con agua y se secaron sobre sulfato de sodio. Posteriormente, el solvente
se separo bajo presion reducida, el residuo se purificé por medio de cromatografia
de columna (gel de silice; éster acético/ Ciclohexan 1:2 — 1:0). Se obtuvieron
0,087 g de producto de AMD-8% (33 %). L‘

x
!

HPLC/MS-Analitica: R; = 4,2 min; Pureza (UV 200-400 nm) 97%; m/z = 526,1

|

Eiemplo de AMD-9°
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2',3',4' 9'-tetrahidro-N,N-dimetil-6'-fluoro-4-(3-fluorofenil)-2'-(benzil)carbonil-i
espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-blindol}-4-amina (Cis- dlastere0|somero)

1
f
'
1
!
1
1
i
{

En un recipiente para microondas se colocdé una suspension de la
espiroamina de AMN-3° (0,25 g; 0,63 mmol; 1 eq.) en 19 ml de DCM absoluto. A
esta suspension se afiadieron una tras otro etil-diisopropilamina (0,163 g; 1,26
mmol; 2 eq.) y cloruro de 2-Fenilacetil (0,195 g; 1,26 mmol; 2 eq.). El recipiente
para microondas se cerrd y se calenté en el microondas (Initiator Eight, émpresa
Biotage) durante 10 minutos a 120°C. Para la preparacién, la mezcla de la reaccién
se mezclo con 5 ml de agua y 5 ml de 1N de hidroxido de sodio. Esta mezcla se
agité a temperatura ambiente por 2 h. Posteriormente, se separaron las féses y la
fase acuosa se extrajo en tripicado con DCM. Las fases organicas combinadas se
lavaron con agua y se secaron sobre sulfato de sodio. A continuacion, el solvente
se separd bajo presién reducida, el residuo se purificd por medio de crométografia
de columna (gel de silice; éster acético — éster acético/ metanol %:):1). Se
produjeron 0,145 g del producto de AMD-9%° (45%). |
|
HPLC/MS-Analitica: R; = 3,9 min; Pureza (UV 200-400 nm) 98%; m/z = 514 1

|
.
|
!

Ejemplo de AMD-10°®
(E)-2',3',4',9'-tetrahidro-N,N-dimetil-6'-fluoro-4-fenil-2'-(2-fenilvinil)carbonil- |
espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-blindol]-4-amina (Cls-dlasteremsomerio)
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A una solucién de cloruro de acido cindmico (0,198 g; 1,192 mmol; 3 eq.) en
4,5 ml de tetrahidrofurano absoluto, se afadié una solucién de espiroamina de
AMN-4°S (0,15 g; 0,397 mmol; 1 eq.) en 9 ml de tetrahidrofurano absoluto bajo
nitrégeno a temperatura ambiente. A continuacién, se agité por 1 h a temberatura
ambiente, la solucién de la reaccién turbia se mezclé primero con 3 ml deiagua y
bajo enfriamiento con 3 ml de 1N de hidroxido de sodio. Se agito por 1,5 h.;Luego,
el solvente se separ6 bajo presién reducida, la sustancia solida resultante s? filtrd y
se lavd con agua. El producto crudo se purifico por medio de cromatografia de

|
columna (gel de silice; acetato de etilo). Se obtuvieron 0,043 g del producto de
AMD-10° (21%).

!

HPLC/MS-Analitica: R; = 4,2 min; Pureza (UV 200-400 nm) 98%; m/z = 508,2

Ejemplo de AMD-11%* |
2',3',4',9’-tetrahidro-N,N-dimetil-4-(3-f|uorofeniI)-2'-benziIcarbonil-espiro[cicloﬁexan-
1,1'(1'H)-pirido[3,4-b}indol]-4-amina (Cis-diasterecisdmero)) ;

i

La cis-Espiroamina de AMN-2°% (1,29 g, 3,4 mmol) se diluy6 en auser'gcia de
oxigeno en tetrahidrofurano absoluto (20 ml) y diclorometano absoluto (120 ml), y
se mezcld con base de Hinig (1,167 ml, 6,8 mmol) y a temperatura ambiente con

cloruro de 2-fenilacetil (900 pl, 6,8 mmol). Después de un tiempo de reaccion de 30
minutos se mezclé con 5N de hidréxido de sodio (100 ml) y se agité por 2 h. La
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fase acuosa se separd y se extrajo con diclorometano (3 x 10 ml). Las fases
organicas combinadas se secaron sobre Na;SOy, y, por Gitimo, se concentraron. Se
aisld el producto crudo, el cual se separ6 por medio de cromatografia ae columna
[gel de silice 60 (100 g); EtOAc (1000 ml)]. La cis-amida de AMD-11% se obtuvo
con un rendimeinto de 820 mg (49 %) con un punto de fusién de 95-100 °C como
sustancia sélida incolora. ‘

3C.NMR (101 MHz, DMSO-Dg) & ppm: 22,1, 29,1, 33,0, 38,0, 40,8, 43,1, 60,0,
60,3, 105,5, 111,1, 113,7, 113,2, 114,5, 114,7, 117,3, 118,4, 120,5, 123,8, 126,2,
126,5, 128,2,129,0, 129,2, 129,3, 135,3, 136,5, 139,5, 140,6, 161,1, 163,5, 173,4.

Ejemplo de AMD-12% !
(E)-2',3' 4',9'-tetrahidro-N,N-dimetil-4-(4-fluorofenil)-2'-(2-fenilvinit)carbonil-

espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-b]indol]-4-amina (Cis-diastereoisomero)

A una suspension de cis-espiroamina de AMN-5% (500 mg, 1,32 mmol) en
diclorometano absoluto (40 ml) se sometié a adiciéon por goteo bajo argé"n dentro
de 10 minutos uno tras otro base de Huinig (0,45 ml, 342 mg, 2,64 mmol) y cloruro
de acido cinamico (440 mg, 2,64 mmol), disuelto en diclorometano absoﬁuto (12
ml). La mezcla de la reaccién se agito por 1 h a temperatura ambiente, Iu'_ego, se
mezcld con agua (30 ml) y también con 1N de solucién de hidroxido de sodio (5 ml)
y se agitd por 1,5 h. El diclorometano se separd luego al vacio. En este éaso, se
obtuvo una sustancia sélida mas clara, la cual se separé por medio de fiItri,acién y
luego se lavd con agua (3 x 30 ml). El producto crudo obtenido de este n{odo se
purificé por medio de cromatografia de columna [gel de silice 60 (70 g), etilai!cetato/
Ciclohexan 1 : 1 (500 ml), etilacetato (1000 ml), etilacetato/ metanol 10 : 1 (3L|30 mi),
etilacetato /metanol 4 : 1 (800 ml), metanol (300 ml)]. Para la colocacion del
producto crudo en las columnas, este se debe disolver en etilacetato/ Cicloljexano

1 : 1 con un poco de tetrahidrofurano. La cis-amida de AMD-12°® (punto deifusion
i
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145-155 °C) se obtuvo como sustancia sélida incolora con un rendimiento déﬂ 31 %
(204 mg, 0,40 mmoil).

BC{"H}-NMR (101 MHz, DMSO-Ds) 5 ppm: 22,5 (1 C), 29,3 (2 C), 32,6 (2 C), 37,8
(2 C), 41,3 (1 C), 59,5 (1 C), 60,3 (1 C, br), 105,4 (1 C), 111,1 (1 C), 114,3 (2:C, d,
J =20 Hz), 117,3 (1 C), 118,4 (1 C), 120,5 (1 C), 123,1 (1 C), 126,6 (1 C), 127.9 @
C), 128,7 (2 C), 129,3 (2 C), 129,8 (2 C, d, J = 8 Hz), 132,4 (1 C, br), 135, (‘:11 C),
135,4 (1 C), 139,4 (1 C), 140,4 (1 C), 160,9 (1 C, d, J = 243 Hz), 170,3 (1 C)

Sintesis del ejemplo comparativo de trans-espiroamida (AMD"Y2"®)

Ejemplo de AMD-3"

2' 3' 4' 9'-tetrahidro-N,N-dimetil-4-(3-fluorofenil)-2'-(benzotiofen-2-il)carbonil-
espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-bjindol}-4-amina  citrato  (1:1) ( Trans-
diastereoisomero)

2'.3' 4' 9'-tetrahidro-N,N-dimetil-4-(3-fluorofenil)-2'-(benzotiofen-2-il)carbonil- |
espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-bJindol]-4-amina (Trans-diasteroisémero)
Se disolvid cloruro de acido carboxilico benzo[b]tiofen-2 (728 mg, 396
mmol) bajo argén en. Tetrahidrofurano absoluto (30 ml) y se mezcl6 a temperatqra
ambiente con la trans-espiroamina de AMN-2"" (500 mg, 1,32 mmol) disuelta en
tetrahidrofurano absoluto (60 mi), dentro de 75 min. Lo anterior produjo una
precipitacion leve. Después de un tiempo de reaccion de 2 h, la mezcla de rIa
reaccion se diluyé con agua (15 ml), se mezcidé bajo enfriamiento con 1N de
hidréxido de sodio (15 ml) y se agité por 2,5 h. El tetrahidrofurano se separd al
vacio. Con ello se gener6é una sustancia sélida, la cual se separd por medio de
filtracién y se lavo con agua (3 x 20 ml). El producto crudo (587 mg) se separd por
medio de cromatografia de columna [gel de silice 60 (80 g); etilacetato/CicIohexan‘o
1:1 (1 L), etilacetato/ metanol 4 : 1 (500 ml)]. La trans-amida se generd comb
sustancia solida incolora con un rendimiento de 12 % (82 mg) con un punto dé
fusion de 219-221 °C. |

:
l_
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BC-NMR (101 MHz, CDCl3) § ppm: 22,4, 30,0, 30,9, 38,2, 46,4, 58,3, 59.5, 1062,
111,0, 113,5, 113,7, 114,4, 114,7, 118,0, 119,1, 121,4, 122,5, 123,1, 124,7, 125,5,
125,8, 126,4, 128,7, 136,0, 138,7, 140,1, 140,4, 141,1, 142,1, 161,2, 163,7, 167 1.

Citrato de 2',3',4',9'-tetrahidro—N,N-dimetiI-4-(3-f|uorofeniI)-2'—(benzotiofen-2-
il)carbonil-espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-blindol]-4-amina  (1:1) ( Trans-
diastereoisémero; AMD-3"2") }

La trans-amida (82 mg, 0,152 mmol) generada anteriormente se suspendid
a 80 °C en etanol (8 ml) y se mezclo con una solucion etandlica (3 ml) de acido
citrico (32 mg, 0,167 mmol). A partir de la solucién clara se generé una sustgncia
solida durante el enfriamiento hasta temperatura ambiente.. Luego de 1,5'h, la
mezcla se concentr6é en 2 ml, se mezclé con dietiléter (20 ml) y se agité por 20 min.
Por medio de filtracion, se separ6 una sustancia sélida incolora y se Iavé‘ con
dietileter (2 x 3 ml) (64 mg). Luego de 3 dias, se generd otra sustancia séljda a
partir del filtrado a temperatura ambiente, la cual se absorbié y se Iavéi_ con
dietiléter (2 x 2 ml) (35 mg). Ambas fracciones se purificaron. De este modb, se
obtuvo el trans-citrato de AMD-3"" con un rendimiento de 81 % (89 mg) con un

punto de fusién de 175-185 °C.

'
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Ejemplo de AMD-6"" f{
(E)—2',3',4',9'—tetrahidro-N,N-dimetil-4-(3—f|uorofeniI)-2'-(2-fenilvinil)carbonil-espiro-
[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-bJindol}-4-amina citrato 1:1) (Trans-

diastereoisomero)

2',3',4‘,9'—tetrahidro-N,N-dimetil-4-(3-fluorofenil)-2'-(2-fenilvinil)carbonil-espiro[ciQIo-

hexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-bJindol}-4-amina (Trans-diastereoisdbmero) |

i

Se disolvié cloruro de acido cinamico (1,32 g, 7,92 mmol) bajo arg()ﬁ[ en
tetrahidrofuran absoluto (30 ml) y se mezclé a temperatura ambiente -con
espiroamina de AMN-2% (1,0 g, 2,64 mmol, con contenido de alrededor de 10 %
de trans-diasteroisémero de AMN-2”a”s) sin purificar, disuelta en tetrahidrofufano
absoluto (60 ml), dentro de 40 min. Después de un tiempo de reaccion de 1 h, la
solucion turbia de la reaccion se lavé con agua (20 ml) y se mezclo bajo
enfriamiento con 1N de hidréxido de sodio (20 ml) y se agitd por 1,5 h. El
tetrahidrofurano se separé al vacio. Por lo anterior, se generé una sustancia sdlida,
la cual se separ6 por medio de filtracion y se lavé con agua (3 x 25 ml). El producto
crudo (1,16 g) se separ6 por medio de cromatografia de columna [gel de silice 60
(200 g); etilacetato/ Ciclohexano 1 : 1 (1,3 L), etilacetato (1,6 L)]. La cis-amida se
obtuvo como una sustancia sélida incolora con un rendimiento de 40 % (540 :mg)
con un punto de fusiéon de 155-158 °C. La trans-amida se aisloé con un rendimiénto
de 7 % (93 mg) con un punto de fusién de 151-155 °C. |

Citrato 2' 3' 4' 9'-tetrahidro-N,N-dimetil-4-(3-fluorofenil)-2'-(2-fenilvinil)carbonil-
espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-blindol]-4-amina (1:1) ( Tr?ns—
diastereoisdmero:; AMD-6"") i

La trans-amida (188 mg, 0,37 mmol) obtenida segun se describid
anteriormente se disolvio a 80 °C en etanol (35 ml) y se mezci6 con una solu:cién

etanolica (2 ml) de &cido citrico (77 mg, 0,4 mmol). Se agité por 2ha temperétura

1

i

1
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|
i

ambiente, en donde se cristaliz6 gradualmente. La mezcla se almacen6 por 1,5 h a

5 °C, la sustancia so6lida incolora se separ6 por medio de filtracién y se lavo con‘

dietiléter (3 x 3 ml) (146 mg). El filtrado se concentrod, se extrajo en etanol (1 ml) y
se mezclé con dietiléter (20 ml). Después de 16 h otra sal incolora se separo y se
lavé con dietiléter (2 x 2 ml) (36 mg). Ambas fracciones se combinaron y el trans-

citrato de AMD-6"" se obtuvo con un rendimeinto de 71 % (182 mg) con un punto
de fusion de 161-164 °C. g

|
*C-NMR (101 MHz, DMSO-D¢) & ppm: (trans-diasteroisémero) 22,4, 29,2, 30,7,!
37,9, 41,5, 43,1, 58,5, 59,6, 72,0, 105,5, 111,3, 113,2, 113,4, 113,5, 113,8, 117,3,:
118,4, 120,5, 122,8, 123,1, 126,5, 127,7, 128,6, 129,1, 129,2, 135,0, 135,6, 139,8,‘?
140,1, 160,7, 163,1, 169,9, 171,2, 175,2 |

i

Eiemplo de AMD-772"

2',3'4',9'-tetrahidro-N,N-dimetil-4-(3-fluorofenil)-2'-(3,4-dimetoxibenzil)carbonil-

espiro[ciclohexan-1,1'(1'H)-pirido[3,4-b]indol]-4-amina (Trans-diastereoisémero) |

Acido acético 3,4-dimetoxifenil (1 g, 51 mmol, 2,2 eq.) se suspendid en 25 {
ml de tolueno absoluto y se mezclé con cloruro de tionilo (0,84 ml, 11,6 mmol, 5,0
eq.). Se calentd bajo reflujo por 2 h y finalmente, se separ6 el solvente. El residuo
se destilé en forma conjunta con tolueno absoluto (3 x 50 ml) y el producto crudo
se disolvié en diclorometano (37 ml) y se trasladé a un recipiente para microondas.
Se afiadi6 espiroamina de AMN-2"™ (0,875 mg, 2,32 mmol) y base de Hiinig (0,78
ml, 580 mmol, 250 eq.), se cerr6 el recipiente para microondas y se calentd
(Initiator Eight, empresa Biotage) durante 20 minutos a 120°C. Para la preparacion
la mezcla de la reaccion se mezcl6 con 17 mi de agua y 17 mi de 1N de hidréxido

de sodio. Esta mezcla se agité por 2 h a temperatura ambiente. A continuacion, se
separaron las fases y la fase acuosa se extrajo en tripicado con diclorometano. Las

fases organicas combinadas se lavaron con agua y se secaron sobre sulfato de

54
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sodio. Posteriormente, el solvente se separd bajo presion reducida, el residuo se
purificé por medio de cromatografia de columna (gel de silice; acetato de etilo/ n-
Hexan 2:1). Se obtuvieron 0,236 g del producto de AMD-7"2" (18%).
HPLC/MS-Analitica: Ry = 5,45 min; Pureza (UV 200-400 nm) > 99%; m/z = 555 8

|

Sintesis del ejemplo comparativo cis espiroéter (ETER®)
Ejemplo de ETER-1% |

metanosulfonato de 6'—Fluoro-4',9'-dihidro-N,N-dimeti|-4-(3-tieniI)-espiro[cicIoHexan
1,1'(3'H)-pirano{3,4-blindol}-4-amina, (2:5) (Cis-diastereoisomero)

!

La cetona E-5 (4466 mg, 2 mmol) se disuelve en conjunto cdn 5-

fluorotriptofol (2, 394,4 mg, 2 mmol) en 1,2-dicloroetano absoluto (30 ml). Luego, la
mezcla se mezcla con acido metansulfénico (0,13 ml, 2 mmol), con lo cual eI;coIor
de la solucién cambio de café rojizo a gris oscuro. Luego de 5 min, comlenza a
aparecer una sustancia sélida de color gris claro. El contenedor se agitd por 20 ha
temperatura ambiente. A continuacién, se absorbe el metanosulfonato de cis-
espiroéter y se lava con 1,2-dicloroetano (2 x 10 ml). La sustancia sdélida deicolor
gris claro se obtiene con un rendimiento de 76 % (733 mg) y un punto de fusion de
143-145 °C (ETHER-1°®). A continuacion, el filtrado se mezcla con 1N de NaOH
(30 ml) y se agita por 2 h a temperatura ambiente. Con ello se genera el Frans-
espiroéter como sustancia solida incolora y luego de la filtracion se obtiene con un
rendimiento de 8 % (58,5 mg). '
"H NMR (600 MHz, DMSO-dg): 1,67 (m, 2 H) 1,94 (m, 2 H) 2,24 (m, 2 H) 2,44 (s, 8
H) 2,53 (s, 3 H) 2,54 (s, 3 H) 2,66 (t, J = 5,27 Hz, 2 H) 2,72 (m, 2 H) 3,95 (t J=
5,28 Hz, 2 H) 6,84 (m, 1 H) 7,14 (m, 1 H) 7,19 (dd, J = 4,50/ 8,70 Hz, 1 H) 7,;47 (d,
J=510Hz, 1H)7,83(m, 1H)8,07 (m, 1H)9,67 (m, 1H) 10,80 (s, 1 H)

Eiemplo de ETER-2°° |

metanosulfonato  4',9'-Dihidro-N,N-dimetil-4-(2-tienil)-espiro[ciclohexan 1,1'\(3'H)-
|

pirano[3,4-blindol]-4-amina, de (1:2) (Cis-diastereoisémero) ‘
\
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La cetona E-4 (223 mg, 1 mmol) se coloca junto con triptofol (2, 16;1 mg, 1
mmol) en diclorometano absoluto (40 ml). A continuacion, se realiza la adicion de
acido metansulfénico (0,071 ml, 1,1 mmol). La mezcla se agité por f16 h a
temperatura ambiente, con lo cual se genera el metanosulfonato del espiroéter. La
sustancia sélida de color gris claro (ETER-2°) fue filtrada , se lava con
diclorometano (2 x 10 ml) y se obtiene con un rendimiento de 25 % (117 fmg) con
un punto de fusién de 132 °C. El filtrado se mezcla con 1N de NaOH (20;"ml) y se
agité por 16 h a temperatura ambiente. La fase organica se separa y la fase
acuosa se extrae con diclorometano (2 x 20 ml). Las fases organicas se purifican,
se secan y se concentran. Con ello se obtiene un mezcla de la sustancia (274 mg),
se realiza separacion cromatografica [gel de silice G (20 g); etilacetato/ métanol 8:
1]. El trans-espiroéter se obtiene con un rendimiento de 54 % (196 mg, punto de
fusion 235-238 °C), y el cis-espiroéter con un rendimiento de 10 % (38 mg).

'H NMR (600 MHz, DMSO-ds) :
1,82 (m, 2 H) 1,98 (m, 2 H) 2,33 (m, 2 H) 2,36 (s, 6 H) 2,60 (s, 3 H) 2,61 (s, 3 H)
2,53 (m, 2 H) 2,70 (t, J = 5,23 Hz, 2 H) 3,96 (t, J = 5,23 Hz, 2 H) 6,94 (m, 1 H) 7,00
(m, 1 H) 7,21 (d, J = 8,29 Hz, 1 H) 7,34 (dd, J= 3,74 / 528 Hz, 1 H) 7,37 (d, J =
7,37 Hz, 1H) 7,59 (d, J = 2,76 Hz, 1 H) 7,95 (d, J = 5,32 Hz, 1 H) 9,78 (m, 1 H)
10,74 (s, 1 H) ‘

Aparatos y métodos para la analitica de HPLC-MS: HPLC: Waters Alliance 2795
con PDA Waters 996; MS: ZQ 2000 MassLynx Single Quadrupol MS Detector;
Columna; Waters Atlantis™ dC18, 3 um, 2,1 x 30 mm; Temperatura de la

Columna: 40°C, Eluente A: agua purificada + 0,1% Acido formico; Eluente
B: acetonitrilo (grado de gradiente) + 0,1% Acido férmico; Gradiente: 0% B a 100%
B en 8,8 min, 100% B para 0,4 min, 100% B a 0% B en 0,01 min, 0% B para 0,8
min; Flujo: 1,0 mL/min; lonizacion: ES+, 25 V; Formacién: 100 uL/min 70% metanol
+0,2% Acido formico; UV: 200 — 400 nm. _'

Investigacion de las propiedades farmacolégicas de los compuestos de
ejemplo f
A) Comparacion de la eficacia analgésica (como EDso, de manera méé especifica,
% exposicion maxima permisible (% MPE) en dosis de prueba determi;nadas) en el

modelo de dolor agudo (Tail-flick, ratas/ratas) y en los modelos de dolor de

f
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mononeuropatia (Chung, ratas; Bennett, ratas) de manera mas especifica, modelo:
de dolor polineuropatico (STZ-polineuropatia, ratas).

Para describir las sorprendentes propiedades farmacologicas de los
compuestos de acuerdo con la invencién se compararan, en primer lugar, los,
resultados del modelo de dolor de mononeuropatia segun Chung en ratas y del
modelo de dolor agudo con Tail-flick en ratas, respectivamente. En este caso, se:
puede demostrar, que por una multiplicidad los compuestos de acuerdo con la
invencion de una dosis analgésica significativamente eficaz en el modelo de Chung,
(a modo de ejemplo, EDso") no presentan un efecto antinociceptivo significativo con;
el modelo de Tail-flick en ratas. Los hallazgos provenientes de otros modelos para
el dolor de la neuropatia, como el modelo de Bennett en ratas o de STZ-
polineuropatia en ratas, diferencian la muy buena eficacia general de Ios{

compuestos en las diversas formas del dolor neuropatico.
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Prueba analgésica en Prueba de Tail-Flick en ratas

Animales de prueba: ratas hembra Sprague Dawley (crl: CD (SD) outbred,; Cnador

Charles River, Sulzfeld, Alemania); Peso corporal: 130 - 190 g; los animales se
colocaron en jaulas estandares (jaulas Makrolone Tipo IV, Fa. Ebeco, Qastrop-
Rauxel, Alemania) compuestas por un maximo de 8 animales bajo un ritmo de

12:12h de luz-oscuridad con alimento y agua corriente a voluntad.

Descripcion del método: La eficacia analgésica de los compuestos de prueba se

estudiara en la prueba de Tail-Flick con rayo de calor en ratas segun el metodo de
D'Amour and Smith (J. Pharm. Exp. Ther. 72, 74 79 (1941)). Los animales fueron
aislados y colocados en jaulas de prueba especiales y la base de la cola expuesta
a una lampara que enfoca con un rayo de calor (Tail-flick Tipo 50/08/1.bc, Labtec,
Dr. Hess). La intensidad de la lampara se coloco de tal modo que el tlempo de
encendido de la lampara hasta el repentino encrespamiento de la cola (latencia de
retirada) tomd entre 25,5 y 5 segundos en los animales no tratados. Ante la
suministracién de un compuesto de prueba, los animales se sometieron a prueba
dentro dos veces en 30 minutos y se calcul6 el valor medio de estas mediciones
como valor medio editado. La medicion del dolor se llevo a cabo en la regla de 5,
20, 40, 60, 90, 120, 180 y 240 minutos después de la suministracion mtravenosa
del compuesto de prueba o su vehiculo. El efecto antinociceptivo determlno como
aumento del tiempo de latencia de retiro la siguiente formula: (% MPE) = [(Ty -
To)/(T2 - To)] x 100. En donde: To: control- tiempo de latencia antes de la aplicacion
de sustancias, T1: tiempo de latencia después de la aplicacion de sustancié_\s, T,
tiempo de exposicion maximo al rayo de calor (12 segundos), MPE: efecto maximo
posible. '

En los compuestos de prueba antinociceptivos efectivos se aplicaron para la
determinacién de la dependencia de dosis 3 a 5 dosis logaritmicas crementes las
cuales enmarcan las dosis del umbral y de efectos méaximos. La dosis efectlva
media-maxima (EDsp) con respectivos intervalo de confianza de 95% se determiné

en relacién con el analisis de regresion semilogaritmico para el momento preciso
de efecto maximo. ‘.’

Evaluacion estadistica: Por lo general, el tamafio de los grupos fue de n=10". Por
medio de los analisis de varianza (ANOVA), al igual que un analisis post hoc segun

Bonferroni se establecieron diferencias estadisticas significativas de los datos de
%MPE entre los grupos .de dosis y los grupos de control con vehi"culo,
respectivamente. El nivel de significancia se fijo en p < 0,05. |
i
1
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Tail-flick con intensidad reducida del rayo caliente (burning ray) en ratas ]

Animales de prueba: ratas macho Sprague-Dawley (Criador: Janvier, Le Genest St.

Isle, Francia); Peso corporal: 200 - 250 g; los animales se colocaron en jaulas
estandares (jaulas Makrolone Tipo IV, Fa. Ebeco, Castrop-Rauxel, Alemania)
compuestas por un maximo de 5 animales bajo un ritmo de 12:12h de luz-
oscuridad con alimento y agua corriente a voluntad.

)

!
Descripcion del método: La eficacia modulatoria de las sustancias de prueba bajo

los estimulos termo nocivos agudos se estudié en la prueba (Tail-flick) “,con rayo
caliente en ratas segun el método de D'Amour y Smith (J. Pharm. Exp. Ther. 72, 74
79 (1941)). Se usaron en este sentido. Los animales fueron aislados y llevados a
compartimentos de prueba especiales y la base de la cola expuesta en un rayo de
calor dirigido de un medidor de analgesia (Modelo 2011, Rhema Lab(;nechnik,
Hofheim, Alemania). La intensidad del rayo de calor se coloco de tal modé), que el
tiempo de encendido del rayo caliente hasta el repentino retiro de la cola (latencia
de retiro) en los animales no tratados tom¢ alrededor de 12 a 13 segundos', Ante la
suministracion de una sustancia de acuerdo con la invencion determind dos veces
una latencia de retiro y el valor medio del tiempo de latencia de control en
intervalos de cinco minutos. La medicién de la latencia de retiro de la “',cola se
realizd primero, 10 minutos después de la suministracion intravenc%sa del
compuesto de prueba o su vehiculo. Tras la disminucién de los efectos
antinociceptivos (luego de 2 a 4 horas), las mediciones se llevaron a ciabo en
intervalos de 30 minutos hasta un maximo de 6,5 horas posteriores a la aplicacion
de sustancias. El efecto anti- o pronociceptivo se determina como el aumento o la
disminucion del tiempo de latencia de retiro segun la siguiente formula: (% MPE) =
[(T1 - To)(T2 - To)] x 100. Aqui se encuentran: Tq: control-tiempo de latencia ‘ante la
aplicacién de sustancias, T1: tiempo de latencia tras la aplicacion de sustancfas, Ta
tiempo maximo de exposicion al rayo caliente (30 segundos), MPE: efecto maximo
posible. En los compuestos de prueba antinociceptivos efectivos se aplicaroh para
la determinacion de la dependencia de dosis 3 a 5 dosis logaritmicas crecientes,
las cuales enmarcan las dosis umbral y la dosis de maxima efectividad. La dosis
efectiva media-maxima (EDsg) con respectivos intervalo de confianza de 9$°/o se
determind en relacion con el andlisis de regresion semilogaritmico para el
momento preciso de efecto maximo.

Evaluacién estadistica: Por lo general, el tamafio de los grupos fue de n=10. Por

medio de los analisis de varianza (ANOVA), al igual que un analisis post hoc seguin
Bonferroni se establecieron diferencias estadisticas significativas de los dath de

|
f
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%MPE entre los grupos de dosis y los grupos de control con vehiculo, |

respectivamente. El nivel de significancia se fijo en p < 0,05.

Prueba analgésica en Prueba de Tail-Flick en ratas

Animales de prueba: Lauchas macho NMRI (Criador. Charles River, Sulzfeld,?
Alemania); Peso corporal: 20 - 25 g; los animales se colocaron en jaulas

estandares (jaulas Makrolone Tipo lll, Fa. Ebeco, Castrop-Rauxel, Alemania)

compuestas por un maximo de 6 animales bajo un ritmo de 12:12h de qu—§

oscuridad con alimento y agua corriente a voluntad.

!
f
|
|
i

Descripcion del método: La eficacia analgésica de los compuestos de prueba se:

estudiara en la prueba de Tail-Flick con rayo de calor en ratas segun el método de'!
D'Amour and Smith (J. Pharm. Exp. Ther. 72, 74 79 (1941)). Los animales fueron |
aislados y colocados en jaulas de prueba especiales y la base de la cola expuesta:
a una lampara que enfoca con un rayo de calor (Tail-flick Tipo 55/12/10 fl, Labtec,
Dr. Hess). La intensidad de la lampara se colocd de tal modo que el tiempo de.
encendido de la lampara hasta el repentino encrespamiento de la cola (latencia de:
retirada) tomé6 entre 25,5 y 5 segundos en los animales no tratados. Ante |af
suministracion de un compuesto de prueba, los animales se sometieron a prueba,
dentro dos veces en 30 minutos y se calculé el valor medio de estas medicionesi
como valor medio editado. La medicion del dolor se llevéd a cabo en la regla de 20,;
40 y 60 minutos después de la suministracién intravenosa del compuesto de!
prueba o su vehiculo. El efecto antinociceptivo determino corho aumento del
tiempo de latencia de retiro la siguiente formula: (% MPE) = [(T1 - To)/(T2 - To)] x'
100. En donde: To: control- tiempo de latencia antes de la aplicacién de sustancias,,
T+ tiempo de latencia después de la aplicacion de sustancias, T.: tiempo def
exposicion maximo al rayo de calor (12 segundos), MPE: efecto maximo posible.}
En los compuestos de prueba antinociceptivos efectivos se aplicaron para la
determinacion de la dependencia de dosis 3 a 5 dosis logaritmicas crecientes, |as:
cuales enmarcan las dosis del umbral ondas y de efectos maximos. La dosis
efectiva media-maxima (EDsp) con respectivos intervalo de confianza de 95% se
determind en relacion con el analisis de regresién semilogaritmico para el

momento preciso de efecto maximo.

Evaluacion estadistica: Por lo general, el tamafio de los grupos fue de n=10. Po:r

medio de los analisis de varianza (ANOVA), al igual que un analisis post hoc segfnﬁ

Bonferroni se establecieron diferencias estadisticas significativas de los datos d(?
|

!
I
}
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%MPE entre los grupos de dosis y los grupos de control con vehiculo,

respectivamente. El nivel de significancia se fijo en p < 0,05.

Modelo de Chung: Dolor mononeuropatico post ligadura de nervio espinal

Animales de prueba: Ratas macho Sprague Dawley (RjHan:SD outbred; Criador:

Janvier, Genest St. Isle, Francia) con un Peso corporal de 140 a 160g se colocaron
en jaulas estandares (jaulas Makrolone tipo IV, Fa. Ebeco, Castrop-Rauxel,
Alemania) compuestas por un maximo de 8 animales bajo un ritmo de 12:12h de
luz-oscuridad con alimento y agua corriente a voluntad. Entre la entrega de los
animales y la operacion se implement6 una pausa de una semana. Los animales
fueron sometidos varias veces a pruebas luego de la operacién por sobre un lapso
de tiempo de entre 4 a 5 semanas, en donde se manejo un tiempo de eliminacion

por lavado de al menos una semana.

Descripcion del modelo: bajo anestesia con Pentobarbital (Narcoren ® 60 mglkg

i.p., Merial GmbH, Hallbergmoos, Alemania), se expusieron los nervios espinales
izquierdos L5, L6 mediante la remocion de una porcion del musculo paravertebral y
una parte del proceso espinal izquierdo de la vertebra lumbar L5. Los nervios
espinales L5 y L6 se aislaron cuidadosamente y se unieron con una ligadura firme
(NC-silk black,USP 5/0, metric 1, Braun Melsungen AG, Melsungen, Alemania)
(Kim and Chung 1992). Posterior a la ligadura, se suturd el musculo y el tejido
circundante y se cerré la herida por medio de grapas metalicas. Luego de una
semana de recuperacion, los animales se sometieron a la medicion de alodinia
mecanica en jaulas con piso de alambre. El umbral de retirada se determiné en
patas traseras ipsilateral y/o contralateral por medio de un sistema electrénico de
filamento de von Frey (Somedic AB, Maimé, Suecia). La media de cinco estimulos
dio como resultado un punto de datos. Los animales se ensayaron 30 minutos
antes y en varios momentos después de la administracion de la sustancia de
ensayo o solucidn vehiculo. Los datos fueron determinados como % posible de
efecto maximo. (%MPE) a partir de las pruebas previas en animales aislados
(=0%MPE) y valores de prueba de un grupo de control independiente simulado
(=100%MPE). Alternativamente, se presenté el umbral de retiro en gramos. En
compuestos de prueba de efecto analgésico, la dependencia de dosis fue
determinada por administracion de dosis aumentadas logaritmicamente 3-5 veces,
las cuales comprenden las dosis de efecto umbral y maxima. La dosis efectiva
media-maxima (EDs;) con el limite de confidencia del 95% respectivos se
determiné en relacién con el andlisis de regresion semilogaritmico para el

momento de efecto maximo.
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Evaluacién estadistica: Por lo general, el tamafio de los grupos fue de n=10. Por

medio de los analisis de varianza con medicion repetida (ANOVA), al igual que un
analisis post hoc segun lo descrito por Bonferroni, se usaron para determ"gnar
diferencias estadisticamente significativas en el % de MPE entre los grupos de
dosisy los grupos de control con vehiculo. El nivel de significancia se fijo en ip <

f

0,05. [

Referencia: Kim, S.H. and Chung, J.M., An experimental model for periphéral
neuropathy produced by segmental spinal nerve ligation in the rat, Pain, 50 (1992)
3565-363. ’

Modelo de Bennett: Dolor mononeuropatico en ratas ‘
Animales de prueba: Ratas macho Sprague Dawley (RjHan:SD outbred; Criador:

Janvier, Genest St. Isle, Francia) con un Peso corporal de 140 a 160g se colocaron
en jaulas estandares (jaulas Makrolone tipo IV, Fa. Ebeco, Castrop-Rauxel,
Alemania) compuestas por un maximo de 8 animales bajo un ritmo de 12:12h de
luz-oscuridad con alimento y agua corriente ad libitum. Entre la obtencion de los
animales y la operacién, se observaron durante una semana. Luego def la
operacién, los animales fueron sometidos varias veces a pruebas durante un Iabso
de tiempo de entre 4 semanas, en donde se manej6é un tiempo de eliminacion por
lavado de al menos una semana. |

|
Descripcion del método: La investigacion sobre la eficacia en el dolor neuropé'tico

se estudié en el modelo de Bennett (chronic constriction injury; Bennett y Xie,
1988, Pain 33: 87-107). Bajo el anestésico narcoren, las ratas fueron tratados é:on
cuatro ligaduras sueltas del nervio isquiatico derecho. Los animales desarroHa.ron
una hipersensibilidad en el pie inervado por dafio en el nervio, el cual ifue
cuantificado, luego de una fase de recuperacion de una semana, dura;nte
aproximadamente cuatro semanas por medio de una placa metalica enfriada a 4°C
(alodinia por frio). Los animales son observados sobre la placa durante un peric?)do

de 2 minutos, y se mide el nimero de reacciones de retirada de la pata dafnada.

|

1

Evaluacion y estadistica: Basado en el valor preliminar antes de administracion de

la sustancia, e! efecto de la sustancia se determina sobre un periodo de una h;ora

en cuatro momentos (por ejemplo, 15, 30, 45, 60 min. después de la

administracion) y la resultante area bajo la curva (AUC) y la inhibicion de la alodinia

fria en mediciones individuales se expresan como porcentaje de accion rela'itiva
!

L
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}
respecto al vehiculo control (AUC) o el valor de partida (punto de medicibn
aislado). El tamario del grupo es n=10, la significancia de un efecto antialodinico
(p<0,05) se determina por medio de un andlisis de varianza con medidas repetidgs

y un analisis post hoc, segun Bonferroni.

Modelo de STZ: Dolor polineuropético en ratas

Animales de prueba: Ratas macho Sprague-Dawley (Criador: Janvier, Le Genest

St. Isle, Francia); Peso corporal; 140 - 160 g; los animales se colocaron en jaulés
estandares (jaulas Makrolone Tipo IV, Fa. Ebeco, Castrop-Rauxel, Alemania)
compuestas por un maximo de 8 animales bajo un ritmo de 12:12h de luz-

oscuridad con alimento y agua ad libitum. }

!

Descripcion del método: Para la induccion de una diabetes se inyectaron ratfas
macho Sprague Dawley en forma intraperitoneal con estreptozotocina (STZ, ’75
mg/kg). Los ratas diabéticos registraron una prueba de glucosa en sangre deal
menos 17 mM una semana después de la inyeccion de STZ. Los animales control
fueron inyectados con una solucién vehiculo. La determinacion del umbral de
estimulos mecanicos nociceptivos (en gramos) se realizé con un algesiometro en
la Prueba de presién en patas segun Randall & Selitto (1957). En el ensayo ise
aplicé un estimulo de presion creciente sobre la superficie dorsal de la pata traséra
y se registré la presién que en Ultima instancia condujo al reflejo de retirada degla
pata o de vocalizacién. Las pruebas tuvieron lugar tres semanas después de la
induccion de la diabetes. El umbral de estimulo nociceptivo mecanico se mid;i()
antes y 15, 30, 45 y 60 minutos después de la administracion de la sustancia a los
animales diabéticos y a los animales control.

Referencias: Randall LO, Selitto JJ. A method for measurement of analgeéiic
activity on inflamed tissue. Arch. Int. Pharamcodyn. 1957; 111: 409-19

B) Comparacién del rango de dosis analgésicamente eficaz en el modelo de dol}jor
mononeuropatico (Chung, rata) con el rango de dosis en la que los efectos
opioides tipicos secundarios se observan. :
Para describir las sorprendentes propiedades farmacolégicas de los
compuestos de acuerdo con la invencién se compararan, en primera lugar, Ibs
resultados del modelo de Chung en ratas (como ejemplo de la eficacia analgésica
frente al dolor neuropatico) y el modelo de gasometria sanguinea en ratas (como

ejemplo para la depresion respiratoria como un efecto secundario tipicamente
t
i

|
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opioide grave, pero sin embargo, bien cuantificado). En este caso, se puede

demostrar, que por una depresion respiratoria significativa en los ratas. Los

hallazgos provenientes de otros modelos para los efectos secundarios tipicamente

opioides, como el parametro de circuito en los conejos, el paso de carbono .

gastrointestinal en las ratas, la Prueba RotaRod en las ratas, la Prueba Jumping en

las ratas, al igual que la preferencia de sitio acondicionado en los ratas, enfatizan

los efectos secundarios tipicamente opioide, en general, deficientes, en especial,
muy reducidos, de los compuestos conforme a la invencién.

Andlisis de gasometria sanguinea: Método para medicion arterial pCO,- y pO2- en
ratas

El efecto depresor de la respiracion de las sustancias de prueba se

estudiara segun i.v.-la suministraciéon en ratas observadas e instrumentadas. El

parametro de prueba es la modificacion de la Presion Parcial de Diéxido de

Carbono (pCO,) y la Presién Parcial de Oxigeno (pO,) en la sangre arterial

conforme a la suministracion de sustancias.

Animales de prueba: Ratas macho Sprague-Dawley (crl: CD (SD) outbred; criador:
Charles River, Sulzfeld, Alemania); Peso: 250-275g; los animales se colocaron
aislados en jaulas estandares (Jaula Makrolone Tipo Il, Fa. Ebeco, Castrop-

Rauxel, Alemania) bajo un ritmo de 12:12h de luz-oscuridad con alimento y agua
corriente ad libitum.

Descripciéon _del método: Minimo 6 dias antes de la aplicacion de sustancias de

prueba, los ratas bajo narcosis con pentobarbital fueron implantadas con un catéter
PP en la arteria femoral y en la vena yugular, respectivamente. El catéter se relleno
con solucion eparina (4000 L.LE)) y se cerré con una amarra de alambre. La
aplicacién de sustancias de prueba, de manera mas especifica, del vehiculo se
produce en el catéter venoso. Antes de la aplicacién de sustancias, de manera
mas especifica, del vehiculo y para momentos definidos segun la sustancia, de
manera mas especifica, la aplicacién del vehiculo se abrié el catéter arterial y se
lavd con alrededor de 500 pl de solucién de heparina. Posteriormente, se
extrajeron cerca de 100 ul de sangre del catéter y se traspas6 a un vaso capilar
heparinizado. El catéter se volvid a lavar con solucién de heparina y se volvio a
cerrar. De inmediato se midi6 la sangre arterial con ayuda de un aparato para el
analisis de gasometria sanguinea (ABL 5, Radiometer GmbH, Willich, Alemania).
Luego de un tiempo minimo de reposo de una semana, los animales pueden volver
a retomar los ensayos nuevamente.
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Evaluacién de Ensayos y Estadistica: El analisis de aparato de gasometria

sanguinea entregé automaticamente los valores para pCO. y pO2 de la sangre en -
mmHg. Los efectos de la sustancia en la presién parcial se calculan como
modificaciones porcentuales frente a los valores previos sin sustancia, de manera
mas especifica, sin vehiculo. Para la evaluacion estadistica se comparan los
valores de medicion conforme a la suministracion de sustancias y los valores de
medicion simultaneos tras la aplicacion del vehiculo por medio del analisis de
variante de un factor (ANOVA de una via) y ademas, a través de un analisis post"
hoc segun Dunnett. El nivel de significancia se fij6 en p < 0,05. Por lo general, eli
tamafio de los grupos fue de de n=6. ’
Parametro cardiovascular. Método para la medicion de la presion sanguinea y la .
frecuencia cardiaca en conejos despiertos.

El efecto de sustancias de prueba en el sistema de circuito cardiaco se estudiard
segun i.v.-la suministracion en conejos despiertos por telemetria. Los parémetros!
de prueba corresponden a la modificacién de la frecuencia cardiaca y la presidon 1.

sanguinea arterial tras la administracion de sustancias.

i

Animales de prueba: Conejos hembras (New Zealand Whites; Criador: Charlesi
River, Kisslegg, Alemania); Peso corporal: alrededor de 3 a 5,5 kg; los animales se,
colocaron en jaulas para conejos especiales (B x T x H = 885 x 775 x 600 mm; Fa.
Ebeco, Castrop-Rauxel, Alemania) en aislamiento bajo un ritmo de 12:12h de qu-fv

oscuridad con alimentacioén y agua corriente a voluntad.

Preparacion del ensayo: al menos 21 dias antes de comenzar con el experimento,!'
los animales fueron implantados bajo narcosis total (isoflurano 2-3%) con unal
unidad de telemetria (TL11M2-D70-PCT de ia empresa DSI, St. Paul, Minnesota,j
EE.UU.) para la medicion de la presién sanguinea y electrocardiograma (EKG).
Para ello se introdujo el catéter de la presion de la unidad de telemetria en e!
femoralis A y este sujeté ambos electrodos biopotenciales subcutaneos en la
region del esternén, de manera mas especifica, en la zona de la pared toréxica\:
izquierda. La unidad de envio es cocida en un bolsillo de la piel en la zona del
flanco izquierdo de los animales. El registro de la sefial telemétrica se realiza coﬁ
el destinatario de Tipo RMC-1 (Fa. DSI). Para la compilacién de datos,
almacenamiento de datos y disponibilidad de datos se usara el software Paket Pof-
Ne-Mah (empresa DSI).
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Desarrollo del ensayo: La aplicacion de la sustancia, de manera mas especifica,

del vehiculo se realiza sobre el catéter venoso (V. auricularis). Antes de la

aplicacion de la sustancia, de manera mas especifica, del vehiculo, y para los
momentos definidos segin la aplicaciébn de la sustancia, de manera mas’
especifica, del vehiculo, se proporcionara directamente Ia frecuencia cardiaca y la

presion sanguinea arterial (valor sistdlico, diastélico y medio) por medio del'

sistema de telemetria calibrado y se almacenara en forma electrénica. Luego del

tiempo minimo de lavado de una semana, los animales pueden volver a someterse *

a los ensayos.

Evaluacién de ensayos y estadistica: A partir de los valores de medicion para la -

presion sanguinea (en mmHg) y la frecuencia cardiaca (en latidos por minuto) para

los momentos definidos los valores medios determinaran 10 latidos consecutivos

respectivamente. Los efectos de las sustancias en los parametros de prueba se .

calculan como modificaciones porcentuales frente a los valores previos sin

sustancia, de manera mas especifica, sin vehiculo. Para la evaluacién estadistica, |

los valores de medicion se comparan de acuerdo con la suministracién de
sustancias y los valores de medicion en forma simultanea conforme a la aplicacion
del vehiculo por medio del andlisis de variante de un factor (ANOVA de una via) y
ademas, a través de un analisis post hoc segiin Dunnett. El nivel de significancia
se fijo en p < 0,05. Por lo general, el tamafio de los grupos fue de n=6.

Prueba del Paso de Carbono: Método para la medicién de la velocidad de trénsito
gastrointestinal en ratas

Animales_de prueba: Ratas macho NMRI (Criador: Charles River, Sulzfeld,
Alemania), Peso corporal: 30 - 35 g; los animales se colocaron en jaulas
estandares (jaulas Makrolone tipo IV, Fa. Ebeco, Castrop-Rauxel, Alemania)

compuestas por un maximo de 18 animales bajo un ritmo de 12:12h de luz-
oscuridad con alimento y agua corriente a voluntad.

Descripcién del ensayo: Antes del ensayo los animales fueron puestos en
depésitos de jaulas formadas por alambre durante 20 a 24 h en ayunas. Como
sustancia marcadora del tracto del paso intestinal a los animales se les aplicé una
suspension oral de carbono activo (10% carbono activo en 0,5% de solucién de
CMC; volumen de aplicacion: 0,1 mi/10g Peso corporal). Posteriormente, se aplico
la sustancia de prueba o la solucién intravenosa del vehiculo, respectivamente.
Dos horas después de la aplicacién de la suspension de carbono activo los
animales murieron por medio de la gasificacion de CO.. A continuacion, se extrajo
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el tracto intestinal del estbmago hasta el intestino ciego inclusive y se estiré en un
plato de vidrio, para humedecerlo con una solucion de NaCl al 0,9 %. Luego,’

inmediatamente después del intervalo, se midi6 el piloro, el intestino ciego y:

también, el tramo de paso de la suspensién de carbono (punto mas ancho).

Evaluacién del ensayo: Para la evaluacién estadistica, los valores de medicion se

comparan de acuerdo con la suministracion de sustancias y los valores de

medicién simultaneos conforme a la aplicacién del vehiculo por medio del andlisis
de variante de un factor (ANOVA de una via) y ademas, a través de un analisis
post hoc segun Dunnett. El nivel de significancia se fijé en p < 0,05. Por lo general,‘
el tamano de los grupos fue de n=10. f
Prueba Rota-Rod: Método para estudiar de la coordinacion motora en ratas

Animales de prueba: Ratas macho CD-1 (Criador: Charles River, Sulzfeld,

Alemania), Peso corporal: 18 - 25 g; los animales se colocaron en jaulas
estandares (jaulas Makrolone, Tipo IV, Fa. Ebeco, Castrop-Rauxel, Alemania>
compuestas por un maximo de 18 animales bajo un ritmo de 12:12h de luz-

oscuridad con alimento y agua corriente a voluntad.

!

Descripcién del método: Para la descripcion del método vea: Kuribara H., Higuchi

Y., Tadokoro S. (1977), Effects of central depressants on Rota-Rod and traction
performance in mice. Japan. J. Pharmacol. 27, 117-126.

;

Evaluacion estadistica: Para la evaluacion estadistica, los valores de mediciéon se

comparan de acuerdo con la suministracion de sustancias y los valores de
medicion simultaneos conforme a la aplicacion del vehiculo por medio del analisis
de variante de un factor (ANOVA de una via) y ademas, a través de un anélisfs
post hoc segun Dunnett. El nivel de significancia se fijé en p < 0,05. Por lo generaﬂl,

el tamano de los grupos fue de n=10.

Prueba de salto: Método para la investigacion del potencial de dependencia fisica
en ratas

Animales de prueba: Ratas macho NMRI (Criador: Charles River, Sulzfeld,

Alemania); Peso corporal: 20 - 24 g; los animales se colocaron en jaul:%\s
estandares (jaulas Makrolone, Tipo Ill, empresa Ebeco, Castrop-Rauxel, Alemania)
compuestas por un maximo de 6 animales bajo un ritmo de 12:12h de IQZ—
oscuridad con alimento y agua corriente ad fibitum. f

I
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i
Descripcion del método: Las sustancias de prueba se aplicaron en general 7x pbr

dos dias en forma intraperitoneal. 5 aplicaciones se realizaron el primer dia a las
9:00, 10:00, 11:00, 13:00 y 15:00 horas y el segundo dia a las 9:00 y 11:00 horas.
Las 3 primeras aplicaciones se efectuaron en dosis crecientes (esquema de dosié)
y luego, nuevamente en la dosis de la tercera. La abstinencia se precipité con
Naloxona 30 mg/kg (i.p.) 2 horas después de la ultima administracion de
sustancias Inmediatamente después, los animales se colocaron en forma aislada
en cajas de observacion transparentes (altura 40 cm, diametro 15 cm) y sie
contabilizaron las reacciones de salto durante 15 minutos en periodos de 5
minutos. Se administré morfina en una dosis a modo de comparacién/estandar. La
cuantificacion de la abstiencia se implemento sobre el nimero de saltos de 0 a 1{;0
minutos. Luego se aplico Naloxona. Se determiné el nimero de animales por grupo
con mas de 10 saltos/10 minutos y se documentaron como los “animales con %
positivo”. Ademas de ello, se calculd la frecuencia de saltos promedio en el grupo.“

|
Evaluacion estadistica: La evaluacion de los hallazgos experimentales en cuanto a

diferencias estadisticas significativas entre los grupos de dosis y los grupos d;e
control con vehiculo, respectivamente, se realizé, de preferencia, por medio de una
prueba exacta de Fisher para el parametro de “animales con % positivo” y
también, por medio de una prueba de Kruskal-Wallis para el parametro d%a
“frecuencia de salto”, de preferencia, como se describe en la seccién experimental.
Debido a lo anterior, el nivel de significancia se fijé en p < 0,05. Por lo general, e:I

tamano de los grupos fue de n=12.
Referencia: Saelens JK, Arch Int Pharmacodyn 190: 213-218, 1971 !

Preferencia de Sitio Acondicionado: Método para estudiar la posible induccién de
una dependencia/adiccién mental en ratas |
Descripcién del método: Para la investigacion de la preferencia del sitio vea:
Tzschentke, T.M., Bruckmann, W. and Friderichs, F. (2002) Lack of sensitizatiorfil

during place conditioning in rats is consistent with the low abuse potential of

tramadol. Neuroscience Letters 329, 25-28. 1
i

Evaluacion estadistica: La evaluacion de los hallazgos experimentales en cuanto a

las diferencias estadisticas significativas en la preferencia de los animales por Ié\
sustancia activa de manera mas especifica, el vehiculo, se realizo, de preferencia,
por medio de la Prueba t por pares. Debido a lo anterior, el nivel de significancia se

fija en p < 0,05. Por lo general, el tamaiio de los grupos fue de n=8.
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Tabla 1a: Resumen de los datos farmacoldgicos para el ejemplo de AMD-6°"

i F
Sistema  de | o smetro de medicién Hallazgo ' actor dze
prueba Intervalos
Receptor ORL1 | Afinidad de unidn Ki = 0,030 uM
Unién del
receptor opioide | Afinidad de unién Ki=0,138 uM -

y
Inhibicion del dol9r neumpét.'(.:o EDso = 9 ug/kg i.v.; hasta la dosis de
en mononeuropatia (separacién . Lo
Chung, ratas . L prueba mas alta (21,5 pg/kg i.v.): No hay | ---
del efecto antialodinico vy L . .
L . efecto antinociceptivo en el tejido sano.
antinociceptivo)
Bennett, ratas Inhibicién del dolor'neuropétlco EDso = 7 pglkg i.v. N
en la mononeuropatia
EDso de alrededor de 1 pg/kg i.v.; hasta
Inhibicion del dolor neuropatico | la dosis de prueba mas alta (10 pg/kg
STZ, ratas . IR . L . -
en la polineuropatia diabética i.v.): No hay efecto antinociceptivo en
los animales de control no neuropaticos.
o NOEL: 1 mg/kg iv. de manera mas
Tailflick, ratas | ""hibicion del dolor agudo (dolor | o o ihn 464 mgkg iv. en la | 220 - 1000x
nociceptivo) . . . .
intensidad reducida del rayo caliente
A;:ss:;ria de Depresion respiratoria medida

g como aumento del pCO; arterial | NOEL: 1 mg/kgi.v. 220x

sanguinea, ) .
y caida del pO; arterial

ratas
Circuito Presion sanguinea arterial
cardiaco, _sangu Y| NOEL: 1 mg/kg i.v. 220x

) frecuencia cardiaca

conejos
Paso 98 | Transito gastrointestinal NOEL: 3 mg/kg i.v. 660x
carbono, ratas
Prueba N i .

RotaRod, ratas Coordinaciéon motora NOEL: 210 mg/kg i.v. >2200x
Prueba Dependencia corporal / . .

Jumping, ratas Sintomas de abstinencia NOEL: 10 mg/kg i p. 2200x
Preferencia ~ de Dependencia mental NOEL: 213,8 mg/kg i.p. >3000x

sitio, ratas

") NOEL (= Nivel de Efecto no Observado) determina la dosis superior sin hallazgos (es decir, dosis

sin efecto significativo)

2) Los factores de intervalos se calcularon como cuociente a partir de NOEL y un EDsg," intermedio a

partir de los modelos de neuropatia (en este caso: 4,5 ug/kg)
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Tabla 1b: Resumen de los datos farmacolégicos para el ejemplo de AMD-7°*

Sistema de o 1 Factor de
Parametro de medicién Hallazgo 2
prueba Intervalos
Receptor ORL1 Afinidad de unién Ki = 0,070 uM ’
Unién del
» Afinidad de unién Ki = 0,450 yM -
receptor opioide |
Inhibicion del dolor neuropatico en .
. ) EDso = 88 pg/kg i.v.; no hay efecto
mononeuropatia  (separacion  del L .
Chung, ratas . ) antinociceptivo en el tejido sano. | ---
efecto antialodinico y i ]
o . (dosis de prueba: 100 pg/kg i.v.)
| antinociceptivo)
68% MPE en 100 ug/kg i.p.; no
inhibicién des dolor neuropatico en | hay efecto antinociceptivo
STZ, ratas . o :
la polineuropatia diabética animales de control no
neuropaticos.
inhibicion del dolor agudo (dolor
Tail-flick, ratas nociceptivo) NOEL: 210 mg/kg i.v. >110x
Andlisis de | Depresion respiratoria medida como
gasometria aumento del pCO; arterial y caida | NOEL: 1 mg/kg i.v. 11x
sanguinea, ratas | del pO; arterial
Circuito cardiaco, | Presién  sanguinea arterial y .
. ) i NOEL: 23 mg/kg i.v. >34x
conejos frecuencia cardiaca
Paso de carbono, . . i
Tréansito gastrointestinal NOEL: 1 mg/kg i.v. 11x
ratas
Prueba RotaRod, L )
Coordinaciéon motora NOEL: 10 mg/kg i.v. 110x
ratas
Prueba Jumping, | Dependencia corporal / Sintomas de )
. ) NOEL: 210 mg/kg i.p. >110x
ratas abstinencia
Preferencia  de
" Dependencia mental NOEL: 220 mg/kg i.p. >220x
sitio, ratas
B MPE (= Maximum Possible Effect) determina la dimensién del efecto maximo posible;

NOEL (= Nivel de Efecto no Observado) determina la dosis superior sin hallazgos (es decir, dosis
sin efecto significativo)

!

1

2) Los factores de intervalos se calcularon como cuociente a partir de NOEL y un EDs" intermedjo
a partir de los modelos de neuropatia (en este caso: 88 ug/kg)
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Conclusién: Para la demostracién de las sorprendentes propiedades
farmacolégicas, se seleccionaron los compuestos de acuerdo con la invencion a
partir de los Ejemplos AMD-6°° y AMD-7%¢. Esta se refiere a los del receptor
ORL1- y receptor opioide p altamente afines con una relacion de la afinidad del
receptor ORL1 con el receptor p-opioide de alrededor de 5 de manera mas
especifica, cerca de 6. Los ejemplos AMD-6°° y AMD-7°° establecen que los
compuestos de acuerdo con la invencién tienen una eficacia muy alta contra el
dolor neuropatico (en este caso: EDsy” entre 1 y 10 ug/kg i.v. de manera mas
especifica, 88 pg/kg i.v.). Por el contrario, en las dosis del modelo de dolor agudo,
que fueron de 100 hasta 1000 veces mas altas como en las dosis efectivas del
modelo de neuropatia, no se observo un efecto anti-nociceptivo significativo. Del
mismo modo, en el modelo con animales para la investigacion de efectos
secundarios en dosis de 11 hasta mas de 3000 veces mas altas, no se observaron
efectos secundarios tipicamente opioides significativos (como depresion
respiratoria, reduccion de la presion sanguinea y frecuencia cardiaca,
estrefiimiento, efectos del sistema nervioso central, dependencia fisica,

dependencia mental / adiccion).

Tabla 2: Estudio general sobre las caracteristicas farmacolégicas, de manera mas

especifica, farmacoquinésicas de otros ejemplos

Compuesto | Ki Ki Chung, Tail- Andlisis de | Paso de | RotaRod, | t4, ratas, 100
(ORL4) | (W) ratas flick, | gasometria | carbono, | ratas palkg, iv.
[uM] [uM] ratas | sanguinea, | ratas Duracién del
ratas efecto
farmaco-
dinamico
(Dosis)
NOEL
£Dw =g |- =|NOEL ~ =|NOEL =|NOEL: |8 h /
AMD-6°" 0,030 | 0,138 % 7 1000 | 1000 pg/kg ; 3000 210000 >> 5 h (10
Hghkgi.v. pglkg | v po/kgiv. | pgrkgiv. | pgkgiv.)
iv.
NOEL no
18%MPE NOEL = .
AMD-1%* | 0018 | 0032 |en 100|190 1000 ugkg | ™ No determinado If
ug/kg i.v. !Jg/kg - realizado | realizado | no .
iv. determinado
NOEL no
35%MPE | > NOEL = determinado /!
AMD-2°* 0,017 | 005 |en 100 | 1000 | No realizado | 4600 No lizad de alrededor
ugkgiv. | pg/kg ugkgiv. | %% lde 3 h (100
iv. Ha/kgiv.)
NOEL no
42%MPE | > NOEL = | NOEL: determinado I/
AMD-3°* 0,016 | 0,059 |en 100 | 1000 No realizado | 3000 210000 de alrededor
ug/kgiv. | pg/kg pg/kgiv. | pg/kgiv. | de 3 h (100
iv. ' ug/kgi.v.)
o NOEL no
AMD4®® | 0003 | 0,009 Zg/°Mf0% > 100 | NOEL =300 | No No determinado //
ualkg iv. Fg/kg yg/kgi.v. realizado | realizado |1 - 3.h (100
iv. pa/kgi.v.)
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NOEL 3 h’ p
EDsy =|2 NOEL = |NOEL =|NOEL =| = or
AMD-7°" 0,070 | 0,450 | 88 pg/kg { 10000 | 1000 pg/kg | 1000 10000 de 3 h (100
iv. /k iv. /kg i.v. /kgi.v. .
iu\sla. g Ha/kg Ha/kg ugfkg Lv)

'} Relacién de afinidad de ORL1/u definida como 1/[Kiore1y/Kig]
2) NOEL (= Nivel de Efecto no Observado) indica la dosis superior sin hallazgos (es decir, dosis sin
efectos considerables)

Conclusion: Los compuestos de acuerdo con la invencion muestran una t"puy
buena eficacia contra el dolor neuropatico. De manera sorprendente, en las dosis
del modelo de dolor agudo, propiamente tal, que fueron desde alrededor de" 10
hasta mas de 100 veces mayor que las dosis efectivas en el modelo de neuropatia,
no se observaron, por el contrario, efectos antinociceptivos significativos. Del
mismo modo, en forma sorprendente en el modelo de efectos secundarios é:on
animales (por ejemplo, andlisis de gasometria sanguinea, paso de carbdno
gastrointestinal y prueba de RotaRod) con dosis de 10 veces hasta mas de 300
veces mayor, no se observaron efectos secundarios tipicamente opioides

¥

significativos. !

!

Tabla 3: Comparacion de cis- y trans-espiroamina

Ki . -y
Compuesto | (ORL4) Ki (W) Chung, ratas Tail-flick, ratas Analls!s de gasometrna
[M] [uM] sanguinea, ratas ]
= ra—
AMD-6%* | 0,030 | 0,138 iE\f’“ = 9 vgkg E;Eg"iv 1000 | NoEL = 1000 pgikg i.v.
> = i
AMD-6""* | 0,002 | 0,008 E;E;iv 100 IE\? 50 = 640 Wokg | \op = 300 pgikg iv. |
—-— 2z *
AMD-7® | 0070 | 0,450 ;E\?s" = 88 uglkg ::'ng"iv 2 10000 | \6EL = 1000 pgikg iv.
0,
AMD-7™" | 0001 | 0.001 | No realizado 54%MPE No realizado

en 31.6 pg/kg i.v. '

EDso = 895 ug/kg | NOEL = 1000 pg/kg No realizado i

AMN.-2°% 0,012 0,031 |, .
[R'A i.v. f

trans 27%MPE 60%MPE . '
AMN-2 0,0004 0,0005 en 30 pg/kg i.v. en 100 pg/kg i.v. No realizado :

7 Relacién de afinidad de ORL1/p definida como 1/[Kiorc1y/Kig] %
2) NOEL (= Nivel de Efecto no Observado) indica la dosis superior sin hallazgos (es decir, dosis sin
efectos considerables) '

Conclusion: De manera sorprendente, soélo la cis-espiroamina de acuerdo con la
invencion (en este caso, el ejemplo de AMD-6%® y el ejemplo de AMN-2°“)
muestran una buena eficacia contra el dolor neuropatico en el efecto
antinociceptivo simultaneamente faltante en el dolor agudo. Del mismo modo, en eI’1
modelo de efectos secundarios con animales (como ejemplo, en este caso, el
analisis de gasometria sanguinea) en dosis muchas veces mas altas, no se
observaron efectos secundarios tipicamente opioides significativos. La respectivai

trans-espiroamina (en este caso, ejemplo comparativo AMD-6"" y ejemplo,

b

t
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comparativo AMN-2""%), por el contrario, no muestran diferencias entre las dosis;,
que sean efectivas contra el dolor neuropatico, de manera mas especifica, contra
el dolor agudo. Asimismo, no se observé una diferencia para las dosis donde
aparecen efectos secundarios tipicamente opioides (como ejemplo, en este caso,
analisis de gasometria sanguinea). En este sentido, AMD-5%¢ de manera mas
especifica, AMD-6%° presentan las mayores diferencias en el efecto analgésico
mas alto posible al compararios en su totalidad.

Tabla 4: Comparacion con cis-espiroamina y cis-espiroéter

Ki (ORLy) | Ki (W) . - ‘

Compuesto Chung, ratas Tail-flick, ratas de manera mas especifica, ratas*

[uMV] [T

AMN-27* 0,012 0,031 | EDso = 895 pg/kg i.v. | NOEL“ = 1000 ug/kg i.v. :

ols 17%MPE 78%MPE '

Eter-2 0,031 0,092 . _

en 100 pg/kg i.v en 1000 pg/kg i.v.*

cls 28%MPE 33%MPE :

Eter-1 0,06 0,12 ‘

en 100 pg/kg i.v en 1000 pg/kg i.v. ]

") Relacién de afinidad de ORL1/u definida como 1/[KiorL1y/Kig] [

%) NOEL (= Nivel de Efecto no Observado) indica la dosis superior sin hallazgos (es decir, dosis sin
efectos considerables) ‘

Conclusién: De modo sorprendente, sélo la cis-espiroamina de acuerdo con la
invencion (en este caso, ejemplo de AMN-2%¢) muestra una buena eficacia contra
el dolor neuropatico en el efecto antinociceptivo simultaneamente faltante en eIZ
dolor agudo. Del mismo modo, en el modelo de efectos secundarios con animales
(como ejemplo, en este caso, el analisis de gasometria sanguinea) en dosis
muchas veces mas altas, no se observaron efectos secundarios tipicamente
opioides significativos. Por el contrario, el cis-espiroéter (en este caso, ejemplo
comparativo Eter-2% y ejemplo comparativo Eter-1°%) no muestran diferencias
claras entre las dosis que son efectivas contra el dolor neuropatico, de manera
mas especifica, contra el dolor agudo. |

Tabla 5: Comparacion de AMD-5% (base libre) y AMD-6%° (citrato-sal)

Ki (ORL1) | Ki (p)
Compuesto Chung, ratas Tail-flick, ratas
(uM] [uM]
AMD-57" 0,030 0,138 | EDso = 17 ug/kg i.v. | NOEL * = 30000 pg/kg i.p.
AMD-6° | 0,020 0117 | EDso = 9 pg/kg iv. | NOEL > 10000 pg/kg i.v. ‘s

"} Relacién de afinidad de ORL1/u definida como 1/[KiorL1)/Kiw] j

%) NOEL (= Nivel de Efecto no Observado) indica la dosis superior sin hallazgos (es decir, dosis sin
efectos considerables)

Conclusién: Una comparacion de AMD-5 (base libre) y AMD-6°* (citrato-sal) no

arroj6 diferencias relevantes en las propiedades farmacolégicas de base y sal.
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Tabla 6: Comparacion de la afinidad entre los receptores aislados

Dolor, ratas
ORL1 Opioide p Opioide k Opioide d Agudo Neuropatic
tait flick) | 0. (SNL
[Chung])
- e . . Ki EDsp rata [Hg/kg]
Ki ECso Ki ECso Ki ECso ECso %MPE (@ugrkg) 1
0% (1000) :
AMD- 102 / 1112 / 874 / 41 / ‘
s 16 ; 59 0 160 . 6,7 . 73% 106
3 92% 82% 42% 92% (10000) :
;M,E' 14 ;?o " 12 13/66% | 49 -155% |8 -187% | 0% (1000) | 20% (100)
0% (1000) '
AMD- 76/ 300 / 1035 / 463 /
cls 30 0 138 0 768 o 38 o 58% 9.2
5 106% 63% 30% 78% (10000)
AMD- 47 |/ o o 19 / }
gtrans 3 104% 8 79/97% | 19 59/88% |6 126% 640 400 ‘
AMD- 50 / o 1170 / 85 2684 /|0 % !
7¢e 70 90% 450 49/94% | 542 % 791 106 % (10000) 88
ANMD- 16 / o 0 5/ 82| 54 % :
qtrans 1 90% 1 3/88% 4 29/64% | 1 % (31.6) No real:zada
* Radio-binding assay - Ki en nM
**Ensayo GTPgamma$ - EC50 en nM y eficacia relativa
en% ‘ .
Ki [nM]

ECsg [eff. %]
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REIVINDICACIONES: :

1. Compuestos derivado de derivados de cis-tetrahidro-espiro(ciclohexan-1,1'-
pirido[3,4-blindol)-4-amina, CARACTERIZADOS porque comprenden compuestos

de férmula general (1),
Ra,

\ \_//<R4
Rs )]
en donde
Rs 0
en donde

R4 es -H o CHj3;

R» es -H o -halégeno;

R; es -H o -hal6égeno;

Ra es -H, -halégeno u -0 alquilo C1.3;

Rs es -H, -halégeno u -0 alquilo Cy.; i

-Q4-Q,- forman el grupo -CH;- 0 -CRg=CH-; y

Re y Ry pueden ser -H al mismo tiempo, o bien, juntos forman un anillo de
cinco elementos sobre el puente -S-; .

en la forma de bases libres o sales fisiolégicamente aceptables.
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Compuestos segln la Reivindicacion 1, CARACTERIZADO porque es un
compuesto de la férmula general (I1), (I1l) o (IV):

|
R{V\m

(1 (i (V)
en la forma de bases libres o sales fisiolégicamente aceptables.

Compuestos segun la Reivindicaciéon 1 6 2, CARACTERIZADO porque R, eé
-H y/o Rj es -F. f
Compuesto conforme a una de las reivindicaciones antenores,
CARACTERIZADO porque, R4 y Rs son ambas -H o ambas son -OCHs. ;
Compuestos conforme a una de las reivindicaciones anteriores,
CARACTERIZADO porque se selecciona a partir del grupo formado Ios

compuestos que se seleccionan a partir del grupo formado por

. (E)—1-((1s,4s)-4-(DimetiIamino)-4—feni|-3',4'-dihidroespiro[ciclohexan-1,1'—
pirido[3,4-blindol]-2'(9'H)-il)-3-fenilprop-2-en-1-ona:

o 2—(4-clorofenil)-1—((1s,4s)-4-(dimetilamino)-4-(3-f|uorofenil)-3',4'-dihidro—
espiro[ciclohexan-1,1'-pirido[3,4-blindol]-2'(9'H)-il)etanona:

o Benzo[b]tiofen-2-i|((1s,4s)-4-(dimetilamino)-4-(3—fluorofenil)-3',4'—dihidro- L
espiro[ciclohexan-1,1'-pirido[3,4-b]indol]-2'(9'H)-il)metanona;

!
i

. 1-((1s,4s)—4-(Dimetilamino)-4-(3-ﬂuorofenil)-3',4'-dihidroespiro[ciclohexan-

'

1,1'-pirido[3,4-b]indol]-2'(9'H)-il)-2-(4-fluorofenil)etanona: 1

¢ (E)-1-((1s,4s)-4-(Dimetilamino)-4-(3-fluorofenil)-3',4'-dihidro-
espiro[ciclohexan-1,1'-pirido[3,4-b]indol]—2'(9'H)-il)-3-fenilprop-2-en-1-ona; |
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o 2-(3,4-Dimetoxifenil)-1-((1s,4s)-4-(dimetilamino)-4-(3-fluorofenil)-3',4'-
dihidroespiro[ciclohexan-1,1'-pirido[3,4-b]indol]-2'(9'H)-il)etanona;

e (E)-1-((1s,4s)-4-(Dimetilamino)-6'-fluoro-4-(3-fluorofenil)-3',4'-
dihidroespiro[ciclohexan-1,1'-pirido[3,4-b]indol]-2'(9'H)-il)-3-fenilprop-2-en-
1-ona;

¢ 1-((1s,4s)-4-(Dimetilamino)-6'-fluoro-4-(3-fluorofenil)-3',4'-dihidro-
espiro[ciclohexan-1,1'-pirido[3,4-b]indol]-2'(9'H)-il)-2-feniletanona;

e (E)-1-((1s,4s)-4-(Dimetilamino)-6'-fluoro-4-fenil-3',4'-dihidroespiro- :
[ciclohexan-1,1'-pirido[3,4-b]indol]-2'(9'H)-il)-3-fenilprop-2-en-1-ona; i

o 1-((1s,4s)-4-(Dimetilamino)-4-(3-fluorofenil)-3',4'-dihidroespiro[ciclohexan-
1,1'-pirido[3,4-b]indol]-2'(9'H)-il)-2-feniletanona; y

o (E)-1-((1s,4s)-4-(Dimetilamino)-4-(4-fluorofenil)-3',4'-dihidroespiro- |
[ciclohexan-1,1'-pirido[3,4-blindol]-2'(9'H)-il)-3-fenilprop-2-en-1-ona; !

en la forma de bases libres o sales fisiolégicamente aceptables.

Compuesto segin una de las reivindicaciones de la 1 a la 5,

CARACTERIZADO porque pueden ser empleados como productos:
!
\

Combinacién farmacéutica, CARACTERIZADA porque comprende uni

farmacéuticos.

vehiculo fisiolégicamente aceptable y un compuesto segin una de las,

reivindicaciones dela 1 ala 5.

Combinacién farmacéutica segun la Reivindicacion 7, CARACTERIZADA:

porque

- Es sdlida, liquida o pastosa; y/o
- El compuesto conforme a una de las reivindicaciones de la 1 ala 5 en
una cantidad que contiene de 0,001 hasta 99 % en peso, en relacion con.

el peso total de la combinacion.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.
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Formulacion  farmacéutica, CARACTERIZADA porque contiene la

combinacion farmacéutica segun la Reivindicacion 7 u 8.

Formulacion segln la Reivindicacion 9, CARACTERIZADA porque se elaboré
para la administracion de maximo una vez al dia. |

i
Formulacidn segun la Reivindicacion 9 6 10, CARACTERIZADA porque se
elabora para la administracion sistémica. ‘

Formulacion segun la Reivindicacion 11, CARACTERIZADA porque se
elabora para la administracion oral. ;

‘.
Formulacién conforme a una de las reivindicaciones de la 9 a la 12,
CARACTERIZADA porque contiene el compuesto segun una de Iaé
reivindicaciones de la 1 a la 5 en una dosis tan reducida que en el tratamiento

del dolor agudo esta no tiene un efecto significativo. |

L
Formulacion segun la Reivindicacion 12 6 13, CARACTERIZADA porque
contiene el compuesto segln una de las reivindicaciones de latalab5en unat_
dosis en el campo de 1,0 pg hasta 10 mg, en relacion con el peso molecular
de la base libre. !

Compuesto de acuerdo con una de las reivindicaciones de la 1 a la 5,
CARACTERIZADO porque puede ser empleado en el tratamiento del dolor
neuropatico y/o cronico. |

Compuesto segun la Reivindicacion 15, CARACTERIZADO porque se

administra como maximo una vez al dia.
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Resumen: :

1
|

La invencion se refiere a los derivados de amina cis-tetrahidro-espiro(ciclohexan-
1,1'"-pirido[3,4-b]indol)-4, los cuales tienen efecto sobre el sistema de nociceptina/
receptor ORL-1 y también sobre el sistema receptor opioide p, y que se presentan
de manera mas especifica, por medio de una eficacia selectiva en el tratamiento
del dolor crénico (entre otros, el dolor inflamatorio, el dolor visceral, el dolor ge

tumores, de preferencia, el dolor neuropatico), sin mostrar al mismo tiempo una
eficacia pronunciada en el dolor nociceptivo agudo.
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denro del objeto social de la mencionada
sociedad/compatifa.

d)Que N . R;{quvt Dr. HQ”FQ’CH‘

estd autorizado para otorgar ¢l presente poder. Lo
anterior estd probado por medio de los siguientes
documentos, que certifico he visto:

Ciudad hoy de
de

NOTARIAL CERTIFICATE (Individual)

On thiszgthay of @%% before me, a Notary
Public of Aachen, gersonally appeared to

me known, and known to me to be t(ihe person(s)
who executed that foregoing document, and who

legal §apacity go executd]it.
%zcrm, den 8. Augusf 2002

' ar (Johannes Schneider)
CERTIFICATE __ (Corporation)

W day of qug‘ovl"‘. 2002.
nally appeared

Or Taques, Dr. Hellfeldt.

whom I know to be the person(s) who signed this
document  as  representative(s) of the
corporation/company named

Gronendhal GmbH.

I Certify:
. ];lgt(\enJha’ GmbH.

is a corporation/company legally constituted and
in existence accordance with the law df

Germony.

b) That the domicile of said corporation/company
E‘eq\em‘lfo(be 6) 0"‘ 52078‘
Rachen. Gemmong, ‘

¢) That the purpose or purposes fo;r which the
present Power of Attorney is granted are
compromised within the object set forth in the
charter of the mentioned corporation/company.

)

d) That Mr(s).
o) Dr. Hellfeldt:

Ov. Poqu €,

is authorized to grant the present Power of
Attorney. The aforementioned was duly proven
through the following documents and I duly verify
having seen them. State

This day of



ASSIGNMENT

The undersigned
see encl,
Domiciled in

see encl.

State(s) under oath to be sole and
true inventor(s) of

Cis-Tetrahydrospiro(cyclohexane-
1,1’pyrido[3,4-BJindol)-4-amine
derivatives

(Priority: EP 10 007 822.9 of
July 28, 2010)

State as well, that assign, without
reservations or limitations, in favor of

Griinenthal GmbH
Domiciled in

ZieglerstraBe 6, 52078 Aachen,
Federal Republic of Germany

All rights inherent to said invention
and that the above mentioned
company hereby is enabled to apply,
in its name, for the corresponding
patent in the Republic of

COLOMBIA

GRA 3512-CO

CESION

El abajo firmado(s)

Ver anexo

Domiciliado(s) en

Ver anexo

Declara bajo  juramento  ser
unico(s) y verdadero(s) inventor(es)
de

Derivados de cis-tetrahidro-
espiro(ciclohexan-1,1'-
pirido[3,4-bJindol)-4-amina
(Prioridad: EP 10 007 822.9 de
28 de Julio de 2010) '

Declara asi mismo que cede vy
{ransfiere. sin limitacion, a favor de la
sociedad

Griinenthal GmbH

Domiciliada en

ZieglerstraBe 6, 52078 Aachen,
Alemania

Todos los derechos inherentes a
dicha invencién y que la citada
sociedad queda facultada : para
solicitar en su nombre la patente
correspondiente en la Republica de

COLOMBIA




Dr. Klaus LINZ

German Citizen
Huppenbergstrasse 368
53343 Wachtberg

Federal Republic of Germany

Dr. Saskia ZEMOLKA
German Citizen

Am Kupferofen 3

52066 Aachen

Federal Republic of Germany

Dr. Bert NOLTE

German Citizen
Windheckenweg 29

53902 Bad Munstereifel
Federal Republic of Germany

Dr. Stefan SCHUNK

German Citizen

Maargasse 20

52080 Aachen

Federal Republic of Germany

Prof. Dr. Hans SCHICK
German Citizen

Parkstralie 36

13086 Berlin-WeilBensee
Federal Republic of Germany

(Date, Signature)

(Date, Signature)

2 mfawr LA

I

/

(Date, Signature)

(Date, Signature) )

(Date, Signature)



Dr. Klaus LINZ

German Citizen
Huppenbergstrasse 368
53343 Wachtberg

Federal Republic of Germany

Dr. Saskia ZEMOLKA
German Citizen

Am Kupferofen 3

52066 Aachen

Federal Republic of Germany

Dr. Bert NOLTE

German Citizen
Windheckenweg 29

53902 Bad Miinstereifel
Federal Republic of Germany

Dr. Stefan SCHUNK

German Citizen

Maargasse 20

52080 Aachen

Federal Republic of Germany

Prof. Dr. Hans SCHICK
German Citizen

Parkstraflle 36

13086 Berlin-Weilensee
Federal Republic of Germany

{Date, Signature)

(Date, Signature)

(Date, Signature)

(Date, Signature)

s S
Baliw, 26 M2012

l (Date, Signature)
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Dr. Klaus LINZ

German Citizen
Huppenbergstrasse 368
53343 Wachtberg

Federal Republic of Germany

Dr. Saskia ZEMOLKA
German Citizen

Am Kupferofen 3

52066 Aachen A
Federal Republic of Germany

Dr. Bert NOLTE

German Citizen
Windheckenweg 29

53002 Bad Munstereifel
Federal Republic of Germany

Dr. Stefan SCHUNK

German Citizen

Maargasse 20

52080 Aachen

Federal Republic of Germany

Prof. Dr. Hans SCHICK
German Citizen

Parkstrale 36

13086 Berlin-Weilkensee
Federal Republic of Germany

A, A 2047 /é"* L@

(Date, Signature)

(9.1(.2002 /%R//%[,_u

(Da{e. Signature)

(Date, Signature)

wu202 Yo

(Date, Signature)

(Date, Signature)
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% 49 241 5692655PERATION TREATY PCT/EP2011/008771
From the INTERNATIONAL BUREAU
PCT b “
NOTIFICATION OF THE RECORDING GRUNENTHAL GMBH
OF A CHANGE } Corporate Patents
| glzeo lgritra;se 6
(PCT Rule 92bis.1 and l achen
Administrative Instructions, Section 422){ ALLEMAGNE
t
Data of malling (day/monihyear) '
12 November 2012 (12.11.2012) !
Applicant's or agonts file ceference I IMPORTANT N oml‘o:mori
GRA 3512-PCT i
Intetnadonel application No. ! International filng date (daysmonthyear)
PCT/EP2011/003771 i

27 July 2011 (27.07.2011)

.

T The following Indicatlons appeared on record concerning:

B4 the applicant Bd the inventor

[ [the agem

[] the common representative

T

. Further observatlons, If necessary: .

i
]
!
Name and Address ! State of Nationality State of Residence
SCHICK, Schick | DE DE
Parkstrasse 38 i - - ;
13086 Berlin-Welssensee i Telephone No,
Germany |
i Facsimile No,
E
; E-mail address
2. The Internatlonal Bureeu hereby notifles the applicant that the following change has been recorded concering:
[ the pereon the name O the addrean [ the nationality [ the residence
Name and Address ! State of Natlonallty Stite of Residence
SCHICK, Hans i DE  DE
Parkstrasse 36 i ~Tel No.
13086 Berlin-Welssensee f Telephore No
Germany i
Facslmile No.
!
i
! E-mail address
|

D Notlfications by e-mall authorized

4. A copy of this notificatlon has been xent to:
DQ  the recelving Office

the International Preliminary Examlning Authorlty

the designated Offices concerned

ORI

34, chamin des Colombattes

i

I

l

!

[ ] the Internatlonal Searching Authority i
i

|

I

1211 Geneva 20, Switzerland |

Pacsimlle No. +41 22 338 89 70

the elected Offices concemed
[ ] the Authority(ies) specified for supplementary search other: )
‘The Internatlonal Burean of WIPO Adthorlyed officer

Rochaix Thomas
e-mail pt06.pct@wipo.int

i
Form PCT/IB/306 (January 2009) i

Telephone No, +41 22 338 74 06
. P546HS 4
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*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGO BANCO CUENTA No PAGQ EECHA PAGO VR PAGO
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 452445512 28/01/2013 1.500.000.00

*** Conceptos Pagados ***

CANT. RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO Vr CONCEPTQ
1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE 500.000.00 500.000.00

'$500.000.00

SON: *QUINIENTOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

Responsable: /é/\

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

DUSTRIAY COMERCIO

\\\\\\\P\\\\F\{\\\\\\T\&\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\‘\\R\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ .

Fecha: 201 3.01-28 14:03:45 ED p78 £ ASENAC\ONAL\

TENTEIY! 92
Tra 11, foResENTACION  Follos

PATENTE:
PATENTE: PCT/EP2011/003771

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogota, D.C.- Colombia

Web: www.slc.gov.co e-mal: Info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
. Enero 28 do 2013 - 10:57:34

A\



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

NIT : 800.176.089-2
-/-

¢ RECIBO DE CAJA

Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

No. 13 - 008131

Bogota D.C., Engro 28 de 2013 - 10:57:30

RECIBIDO DE : HUMBERTO RUBIO & CIA ABOGADOS LTDA

*** Soporte del Pago ***
TIPO PAGQ BANCO CUENTA No PAGO

NI 830.000.228

EECHA PAGO | VB.PAGO

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 452445512

28/01/2013 1.500.000.00

*** Conceptos Pagados ***

]

CANT __RENTISTICO CONCEPTO Ve UNDITARIO . Ve CONCEPTO,
6 50005-01-01 SOLICITUDES 19\%7 g%ll\\J/)IAI\II_DACLACl? NE /l\gENTE UNITARIA 30.000.00 _ 180.000.00
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PATENTE: PCT/EP2011/003771

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogotd, D.C.- Colombia

Web: www.slc.gov.co e-mai: Info@sic.gov.co Conmutador: (571} 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: (571) 6513240

. Enero 28 do 2013 - $0:57:34




. |
Indlcacién que se solicita una pPCT

| : , - LISTADE CHEQUEO
¥ Tomeveia ~ ADMISION A TRAMITE ~ NUEVAS CREACIONES
sus=ER‘|N"r'c'N‘or.chA : ‘ '

——SSLINTERe .

\._M—‘__‘%__—".._Nww r—
PATENTE DE INVENCIG | ]

MODELC DE UTILIDAD D At 33 Degisién 486/00
T —— \_;__\_ ' . _
[__J Indlcamon due se solicita una patente : o
Datos de | fdentn‘tcamon del sohcnan
Desmpum de ia mvencton

L]
D Dibujos de ser eslos pertinentes
L]

Comprobante de'pag

teoddla Persona que presenta [a solicitud

o-de las tasas establacidas (DQ ser el caso formato de doocuent o)
Compleul b : N lncofnp(eta FJ
\____-\_:_N*..M—“\_:_\

'
i
'

ATENTE DE INVENCIGN PCT/[Z MODELO DE UTILIDAD PCT || Art 33 Decisién 486100, Circular Uni¢a

Copig dfa la solic]
relvmdluatorm s resumen).

Dibujos da Ser estos pertinentes. i

Er Complobante do pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuenlo)
. Com plo’[a J
—_—IT

A ' ; - Incompleta E_J ' J
P e [ ' [

'
]
]

|
. . ‘ I
DISENO INDUSTRIAL [] | |

E_] Indrcacror* que, ¢

|

(Ad 119 Decisién 486/00)

e

e
e solicita Disefig mdustmal

J'uos dé identificacion del sohcnan te o cna la persona due presenta la solicityd

'-] Repxeoen tacion gzaﬂca y fotografica def Dlsewo Industrial o muestrg del material que incon'pol‘a el
: disefio . ! : . '
D Comprobante de Pago de las {asas | eshbluoldas .
Completa L:[ . ; incompleta L_’ ' S
T““\\\“ M:“\S‘M——’NMMM‘-“
|
ESQUEMA DE TRAZADO ;

(Art. 92 Decision 486/00)

h_-_,

\L\\‘-\\&__Mhﬁ
’ Inducacnon {ue se.salicita yn €squema de lrazade :

Datos de ldermrmamon det solicitante o d(iz l‘a'p’ersona Que presenta la solicitygl
l

[‘j Represéntacion gréfica de un gsquema dIB trazado
~ . ‘

Comprobanfe de pago de las tasas establecidas

(‘omplo.la E] : | Incompleta D

H
. !
' . .

T e ot e _..____M-‘_—‘_.

10
SUF’ERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERC
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AR KA - ~ .

EVASCR
45 Dep. 2020D|R.NU

$GCh1a 1 2%1/\3?%1:\1%%%03 Eve: 378 FASENACIONALI
.

Act. 411 PRESENTACION Folios: 92




