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DESCRIPCION
Uso de estabilizadores de dopamina

Antecedentes

Los estabilizadores de dopamina son una clase de compuestos que tienen la capacidad para invertir tanto la hipo-
como la hiperdopaminergia in vivo. Esta clase puede ilustrarse con las fenilpiperidinas (-)-OSU6162 y ACR16.

El compuesto (-)-OSU6162 (S-(-)-3-[3-metilsulfonilfenil]-1-propilpiperidina) pertenece a un grupo de fenilpiperidinas
desarrolladas en el Departamento de Farmacologia, Universidad de Gothenburg, Suecia, en colaboraciéon con The
Upjohn Company, Kalamazoo, Michigan, Estados Unidos (Sonesson et al. 1994). Cuando se caracterizdé en modelos
animales in vivo, este grupo de agentes exhibia un perfil similar al agonista parcial de los receptores D2/D3; de
dopamina (-)-PPP-(S-(-)-3-[3-hidroxifenil]-1-propilpiperidinina). Esto era especialmente cierto en lo que respecta al
comportamiento, en el sentido de que no sélo pudieron demostrarse acciones inhibidoras sino también débilmente
estimulantes, dependiendo del nivel de actividad basal. Claramente, la tendencia a la inmovilidad ("catalepsia")
incluso después de dosis altas es débil (Natesan et al. 2006), y no se presentaban efectos secundarios
extrapiramidales en estudios clinicos que demostraran una accion antipsicética (Gefvert et al 2000, L. Lindstrom,
datos no publicados, Carlsson y Carlsson 2006). Estos aspectos, dichos agentes son similares a (-)-3-PPP. Ademas,
exhiben una afinidad aunque moderada para los receptores D> de dopamina, cuando se estudiaron in vitro, y su
fijacion a estos receptores esta claramente documentada en experimentos con animales ex vivo. Sin embargo, (-)-
OSU6162 y sus congéneres no exhibian signo alguno de actividad intrinseca sobre los receptores de dopamina en
modelos in-vivo o ex vivo (Sonesson et al, 1994). Estos compuestos, al igual que (-)-3-PPP, son fenilpiperidinas,
pero difieren de este agente por tener sustituyentes sustractores de electrones en la posicion 3 del anillo fenilo en
lugar del grupo OH de (-)-3-PPP. Se ha supuesto que el grupo OH es importante para las propiedades agonistas
parciales y cuasi-totales del receptor D2/D3 de dopamina (-)-3-PPP y (+)-3-PPP, respectivamente.

En ausencia de agonismo parcial, el perfil de comportamiento algo similar de (-)-OSU6162 y sus congéneres a (-)-3-
PPP requiere una explicacion. Hasta ahora, los intentos para aclarar esta cuestién se han basado en la suposicion
de heterogeneidad de los receptores D2 de dopamina (véase Carlsson et al 2004, Carlsson y Carlsson 2006).

La sustancia (-)-OSU6162, o S-(-)-3-[3-metilsulfonilfenil]-1-propilpiperidina, ha sido utilizada hasta ahora en dosis
clinicas de al menos 25 mg por dia, y a menudo mayores. Una desventaja importante es que se ha encontrado que
dichas dosis altas pueden estar asociadas a valores QTc mas altos que los normales, arritmia cardiaca, o
anormalidades de la frecuencia cardiaca, tales como torsadas de puntas.

Sumario de la Invencién

La presente invencién esta basada en el descubrimiento de los efectos estimulantes e inhibidores del "estabilizador"
de dopamina (-)-OSU6162 sobre la funcién del receptor D> de dopamina in vitro. La presente invencion se define en
las caracteristicas de la invencion al final de la descripcion y en las reivindicaciones anexas.

Descripcion Breve de los Dibujos

Figura 1. Incorporacion de GTPgammaS™ en membranas CHO-hD,; en presencia de diversas concentraciones de
dopamina y (-)-OSU6162. Resumen del experimento completo. Para estadisticas, véase las leyendas a las Figuras 2
y 3.

Figura 2. Incorporacion de GTPgammaS35 en membranas CHO-hD2; después de exposicion a diversas
concentraciones de (-)-OSU6162 en ausencia de dopamina.

Los datos son valores medios y SD, expresados como cpm (valores cero N = 6, otros grupos N = 3). ANOVA
muestra diferencias significativas entre los grupos de tratamiento (F4,12) = 4,76, P = 0,0156). Los valores cero
difieren de 100 (P = 0,0361), 1,000 (P = 0,0067), y 10.000 nM (P = 0,0032) concentraciones de (-)-OSU6162. Las
diferencias entre otros grupos no son significativas.

Figura 3. Incorporacién de GTPgammaS* en membranas CHO-hD,; en presencia de dos concentraciones de
dopamina (10 nM, Fig. 3a, y 100 nM, Fig. 3b) y diversas concentraciones de (-)-OSU6162.

Los datos son valores y SD de muestras triplicadas. Los mismos se obtuvieron después de sustraccion de valores
en blanco, registrados en ausencia de dopamina y (-)-OSU6162. Los valores en blanco eran 8,291 + 281 cpm
(valores medios + SD, n = 6).

Para cualquier concentracion de dopamina (10 nM, en Fig. 3a; 100 nM, en Fig. 3b) ANOVA exhibia diferencias
significativas entre los grupos de tratamiento, Fu10) = 4,36 y 16,05, respectivamente. En la concentracion de
dopamina 10 nM, la serie 10 nM (-)-OSU6162 diferia de cero (P = 0,0246) y 10 nM (-)-OSU6162 diferia de 1000 nM
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(p = 0,0176) y 10.000 nM (p = 0,0033) (Fig. 3a). En la concentracion de dopamina 100 nM, la serie 100 nM (-)-
0OSU6162 producia valores significativamente mayores que la totalidad de los otros cuatro grupos de tratamiento (P
= < 0,003 en cada caso) (Fig. 3b), confirmando una curva bifasica concentracién-respuesta.

Figura 4. Efectos de (a) OSU6162 (intraperitoneal, N=5; s.c. N=5), (b) ACR16 (intraperitoneal, N=5), (c) haloperidol
(intraperitoneal, N=5-21; s.c., N=4), (d) amisulprida (intraperitoneal, N=4-9), (e) aripiprazol (intraperitoneal, N=4-5) y
(f) (-)-3-PPP (s.c., N=5-6) sobre la actividad motora de ratas activas. La actividad se midié6 como velocidad en el
escenario de seguimiento por video. Los farmacos se administraron 30 minutos antes del periodo de seguimiento de
30 minutos. Se realizaron comparaciones estadisticas frente al control con modelo lineal general univariante,
seguido por el test post hoc de Dunnet. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 (inyecciones intraperitoneales). ### p <
0,001 (inyecciones subcutaneas).

Figura 5. Efectos de los farmacos de test sobre la actividad motora de ratas habituadas en jaulas de actividad
durante t = 0-30 minutos y t = 30-60 minutos después de inyeccion subcutanea. La actividad se midié como roturas
de haz acumuladas sin repeticion. Se dejo que las ratas se habituaran durante 65 minutos y se inyectaron luego con
los farmacos de test. Esto fue seguido por 60 minutos de registro. Se establecieron efectos estadisticamente
significativos con el analisis de la varianza Kruskal-Wallis de una via por rangos, y se realizaron comparaciones
frente al control como ha sido descrito por Siegel y Castellan (1988). *p < 0,05; ** p<0,01; *** p<0,001 (t=0-30 min), #
p<0,05, * p<0,01, * p<0,001 (t=30-60 min).

Figura 6. Efectos de dosis bajas de apomorfina (subcutanea) sobre la actividad motora de ratas activas en los
intervalos de dosificacion (a) 0,04-0,16 umol/kg (N = 5) y (b) 0,16-0,64 umol/kg (N = 5). La actividad motora se midi6
como velocidad en el escenario de seguimiento por video. Se administré6 apomorfina 5 minutos antes del registro y
se estudiaron las ratas durante 30 minutos. Se hicieron comparaciones estadisticas frente al control con el modelo
general lineal univariante, seguido por el test post hoc de Dunnet. **p < 0,01; ***p < 0,001.

Figura 7. Efectos de (a) OSU6162 (intraperitoneal, N=5-15), (b) ACR6 (intraperitoneal, N=10), (c) ACR:6
(intraperitoneal, N=5), (d) haloperidol (intraperitoneal, N=5-15) y (e) amisulprida (intraperitoneal, N=5 sobre la
hipomotilidad inducida por apomorfina en las ratas. Se administré6 apomorfina subcutanea 5 minutos antes del
registro a la dosis de 0,16 pmol/kg (a-b, d-e) o 0,08 pmol/kg (c). Se administraron los farmacos de test 30 minutos
antes del registro. La actividad motora se midié durante 30 minutos como velocidad en el escenario de seguimiento
por video. Se hicieron comparaciones estadisticas frente al grupo de apomorfina con el modelo lineal general
univariante, seguido por el test post hoc de Dunnet. *p < 0,05, **p < 0,01; ***p < 0,001.

Figura 8. Efecto de OSU6162 en un modelo de Parkinsonismo en el raton. Los animales se pretrataron con
reserpina (10 mg/kg intraperitoneal) y alfa-metil-para-tirosina (500 mg/kg intraperitoneal) 18 y 4 horas antes del
experimento, respectivamente, y se trataron luego con diversas dosis intraperitoneales de OSU6162, expresadas en
pmol/kg, o solucion salina ("ctr"). Inmediatamente después de la inyeccion, los animales se colocaron en jaulas
individuales y se grabaron en video desde arriba durante 60 minutos. Se muestran las distancias recorridas, los
valores medios y S.E.M. N = 5-6 por grupo de tratamiento. Estadisticas: *P < 0,05, **p < 0,01, comparadas con los
controles.

Descripcion detallada de la invencion

Como ya se ha explicado arriba, los intentos para esclarecer el perfil de comportamiento algo similar de (-)-OSU6162
y sus congéneres con (-)-3-PPP en ausencia de agonismo parcial han estado basados hasta ahora en la suposicion
de heterogeneidad de los receptores D, de dopamina. Los autores de la presente invencion han encontrado ahora
una explicacion adicional, pero no necesariamente alternativa. Esto se explica con mayor detalle mas adelante, entre
otras cosas por los experimentos in-vitro sobre receptores D2 de dopamina clonados.

Los inventores han encontrado que concentraciones bajas de un compuesto estabilizador de dopamina tal como (-)-
OSU6162 mejoran la accion estimulante de la dopamina, lo que sugiere un agonismo débil parcial. Sin embargo,
este efecto mejorador es invertido por concentraciones mayores del compuesto estabilizador de dopamina tal como
(-)-OSU6162 de una manera bifasica compleja. Se propone que la accién mejoradora de la dopamina esta mediada
por fijaciéon a un sitio alostérico con afinidad alta y el componente inhibidor por una fijacién de afinidad baja al sitio
ostostérico del receptor de dopamina.

La presente invencién se refiere al uso medicinal de una sustancia estabilizadora de dopamina, llamado también
estabilizador dopaminérgico o estabilizador de dopamina, en una dosis baja, tal como 1-20 mg.

El compuesto de formula | es S-(-)-3-[3-metilsulfonilfenil]-1-propilpiperidina).

Las implicaciones clinicas de la invencién son al menos dobles.
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En primer lugar, el descubrimiento de que los estabilizadores de dopamina descritos en la invencion pueden fijarse
con afinidad alta a un sitio alostérico supuesto en el receptor D2 de dopamina, conduciendo a una estimulacion de la
fijaciéon de la dopamina, abre nuevas posibilidades para tratamiento de una diversidad de trastornos neurolégicos y
psiquiatricos caracterizados por una hipofuncion del sistema de la dopamina. En tales casos, la dosis del
estabilizador deberia mantenerse baja para coincidir con las concentraciones aproximadamente 50 nanomolares
necesarias para una respuesta adecuada, como se muestra adicionalmente mas adelante. Aunque no es posible
traducir con exactitud los datos in-vitro a las dosificaciones in-vivo, es razonable suponer que las dosis utilizadas
hasta ahora, que estaban destinadas a hacer coincidir las afinidades micromolares de los estabilizadores al sitio
ortostérico del mismo receptor, son varias veces mayores que las necesarias para estimular la funciéon de la
dopamina por fijacion al sitio alostérico. Las dosis orales empleadas hasta ahora han sido del orden de 25 a 150 mg
por dia. Las dosis necesarias para una estimulacion del sistema de la dopamina por fijacién al sitio alostérico
podrian ser por tanto al menos 10 veces menores, es decir 2,5 a 15 mg por dia. Una dosificacion oral general
apropiada conforme a la invencion es de 1 a 20 mg por dia, administrada una sola vez al dia o dividida en dos dosis
iguales. Las dosis subcutaneas o intramusculares adecuadas son solo ligeramente menores, mientras que las dosis
intravenosas son aproximadamente 10 veces menores que la dosis oral.

Ejemplos de trastornos tratables conforme a la invencion son:

Enfermedad de Parkinson en etapas iniciales, antes de introducir L-dopa o agonistas de los receptores de
dopamina de accién directa, o junto con dosis bajas de los mismos. Fatiga mental asociada con edad
avanzada, derrame cerebral, y condiciones posencefaliticas y postraumaticas.

Sin embargo, la presente invenciéon tiene implicaciones clinicas adicionales importantes. Ademas de los trastornos
arriba mencionados, que se caracterizan por una hipofuncion de la dopamina, un gran numero de trastornos parecen
ser debidos mas bien a la falta de estabilidad de los circuitos neurales complejos controlados por las neuronas de
dopamina. En tales circuitos, un estabilizador de dopamina parece ser capaz de restablecer la estabilidad incluso en
casos en que la causa primaria de inestabilidad esta localizada fuera del sistema de la dopamina. Un ejemplo tipico
es la enfermedad de Huntington, que es debida fundamentalmente a degeneracion de neuronas gabaérgicas en los
ganglios basales. No obstante, como se muestra en pruebas clinicas utilizando a la vez (-)-OSU6162 y ACR16, estos
estabilizadores pueden mejorar ambos signos de superactividad, v.g. la corea, y subfunciones, v.g. insuficiencia
cognitiva y depresion. Una accioén estabilizadora de este tipo se supone que es debida al bloqueo de subpoblaciones
mutuamente antagonistas del receptor D2 de dopamina, tales como los autorreceptores y el heterorreceptor
postsinaptico. Se ha supuesto que el autorreceptor es bloqueado mas facilmente por un estabilizador de dopamina
que el receptor postsinaptico, y existen algunas pruebas de ello. Sin embargo, la presente invencion introduce un
nuevo factor, que es el sitio alostérico, sobre el cual los estabilizadores pueden actuar en concentraciones mucho
menores que en el caso de los sitios ortostéricos para contrarrestar la hipofuncién causada por el bloqueo del
heterorreceptor postsinaptico. Obviamente, esto conduciria a la existencia de una ventana terapéutica, en la que la
dosis 6ptima deberia estar comprendida entre las necesarias para un grado de fijaciéon funcionalmente relevante a
los sitios alostérico y ortostérico, respectivamente. La consecuencia seria entonces que la dosis optima para
estabilizacion estaria comprendida entre las necesarias para la fijacion a los dos sitios, y por tanto menor que las
supuestas anteriormente, que estaban basadas soélo en los datos obtenidos de estudios de los sitios ortostéricos.
Asi, no parece improbable que las dosis probadas hasta ahora hayan sido demasiado altas en relacion con la
ventana terapéutica, y por tanto que el beneficio del tratamiento haya sido subestimado. Asi, la invencion conduce a
la conclusién de que las pruebas clinicas futuras en los trastornos caracterizados por inestabilidad de los circuitos
neurales deban evitar dosis demasiado altas teniendo en cuenta la probable existencia de una ventana terapéutica.
Una dosis media propuesta destinada a estabilizacién podria ser 25-50 mg por dia, administrada una sola vez o
dividida preferiblemente en dos dosis iguales.

Ejemplos de trastornos, en los que una inestabilidad de los circuitos neurales parece ser de importancia crucial y en
los que podria esperarse que los estabilizadores de dopamina en dosis adecuada fueran beneficiosos, son:

Esquizofrenia, con sintomas de déficit cognitivo positivos o negativos, o ambos. Otras psicosis y condiciones
paranoides. Trastorno maniaco-depresivo. Enfermedad de Huntington (tanto corea como sintomas mentales,
v.g. déficits cognitivos). Tics, enfermedad de Tourette, hipo. Discinesias inducidas por L-dopa y otros
agonistas de los receptores de dopamina. Discinesias tardias, inducidas por tratamiento de larga duracion
con antagonistas de los receptores de dopamina. Abuso de drogas y adiciéon a las mismas (estimulantes
centrales, depresores centrales, alcohol, cannabis, opiaceos, nicotina). Adiccion al juego, ciertos alimentos
etc. Trastornos emocionales, agresividad, impulsividad patoldgica. Alteraciones emocionales inducidas por
dolor intenso (tratamiento combinado con analgésicos). Trastornos de ansiedad, trastornos de panico,
trastorno de ansiedad generalizada, trastorno obsesivo-compulsivo. Tratamiento combinado con farmacos
antipsicoticos, que sirve para aliviar sus efectos adversos (extrapiramidales, ejecutivos, cognitivos,
emocionales).

Podria considerarse una tercera categoria de trastornos, que se caracterizarian por una hiperfuncién pura del
sistema de dopamina. Sin embargo, la existencia de tales condiciones puede cuestionarse. Aun cuando si, por
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ejemplo, el abuso de estimulantes centrales conduce inicialmente a hiperfuncion de la dopamina, los adictos en el
momento de la consulta para ayuda médica sufren también inestabilidad y/o debilidad manifiesta del sistema de
dopamina. En cuanto a trastornos espontaneos, la esquizofrenia con sintomas predominantemente positivos,
indicativos de hiperfuncion de la dopamina estara casi invariablemente acompafada por signos de hipofuncion de
dopamina (sintomas negativos y déficits cognitivos). Lo mismo puede decirse de la mania, etcétera.

La composicion farmacéutica conforme a la invencion, utilizada conforme a la invenciéon o producida conforme a la
invencion puede comprender también otras sustancias, tales como un vehiculo inerte, o adyuvantes
farmacéuticamente aceptables, portadores, conservantes etc., que son bien conocidos por las personas expertas en
la técnica.

Ejemplos

Se investigo el efecto de (-)-OSU6162 sobre la incorporacion de GTPgammaS®® en las membranas de células CHO
transfectadas con hD»i. En ausencia de dopamina, el compuesto ejercia una accion estimulante ligera pero
significativa, lo que sugeria un agonismo parcial débil. En presencia de dopamina, concentraciones bajas (10 a 100
nM) mejoraban la accion estimulante de la dopamina. Este efecto mejorador era invertido por concentraciones
mayores de (-)-OSU6162 de una manera bifasica compleja. Se propone que la accién mejoradora de la dopamina
esta mediada por fijacion a un sitio alostérico con afinidad alta y el componente inhibidor por una fijacion de afinidad
baja al sitio ortostérico del receptor de dopamina.

Métodos

Materiales. (-)-OSU6162 se obtuvo del Dr. Clas Sonesson (Universidad de Gothenburg, Gothenburg, Suecia).
Dopamina y GDP se adquirieron de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). GTPgamma$S sin marcar se adquirié de
Roche (Indianapolis, IN). Todos los farmacos se disolvieron en agua desionizada y se prepararon diariamente.
GTPgammaS™ (1250 Ci/milimol) fue adquirido de NEN Life Science Products (Boston, MA).

Las células CHO-hD»1 se dejaron crecer hasta cerca de la confluencia en matraces T-150, se cosecharon las
células, y se prepararon las membranas como se ha descrito previamente (Lahti et al, 1992). Las membranas se
guardaron a -80°C a una concentracion de 1 mg proteina/ml tampén.

La incorporacién de GTPgammaS35 estimulada por dopamina se determino utilizando el procedimiento siguiente: en
un tampon que contenia HEPES 20 mM, MgCl, 5 mM, NaCl 100 mM, a pH 7,5, las membranas (60 ug/ml) se
incubaron con vehiculo, farmacos y GDP 3 yM durante 30 min a 30°C, siendo el volumen total 1,1 ml. Después de
ello se afiadieron 30 microlitros de GTPgammaS*® (160 pM) y se continud la incubacion durante 30 min mas como
anteriormente. La reacciéon se pard por filtracién de las muestras con un cosechador Brandel en filtros Whatman
FG/B. Los filtros se introdujeron en viales de centelleo de liquido que contenian 10 ml de fluido de centelleo BCS y
se contaron al dia siguiente. Todas las muestras se pasaron por triplicado.

Resultados

La Figura 1 presenta un resumen del efecto de diversas concentraciones de dopamina y (-)-OSU6162 sobre la
incorporacién de GTPgamma835. Después de la adicion de dopamina sola, se evidencia una curva de forma
sigmoidal, con un efecto de techo entre concentraciones de dopamina 1000 y 10.000 nM. Se obtuvo un resultado
similar en otro experimento en las mismas condiciones experimentales.

En ausencia de dopamina, las concentraciones 100 a 10.000 nM de (-)-OSU6162 aumentaban la incorporacion de
GTPgammaS™ en un 8 a 11% (Figura 2, datos extraidos de la Figura 1).

Cuando las concentraciones de dopamina y (-)-OSU6162 se variaron simultaneamente, los dos agentes exhibian
una interaccion compleja sobre la incorporacion de GTPgammaS* (Figura 3, datos extraidos de la Figura 1). A
concentraciones de dopamina bajas (10 a 100 nM) las concentraciones bajas de (-)-OSU6162 (10 a 100 nM)
causaban una incorporacién incrementada de GTPgamma835. Sin embargo, este aumento no se observaba ya
después de concentraciones mayores de (-)-OSU6162 (1000 y 10.000 nM). Para concentraciones mayores de
dopamina (1000 y 10.000 nM) las variaciones en los niveles de (-)-OSU6162 producian curvas similares, aunque con
actividad mas plana.

Discusion

Los datos anteriores demuestran los efectos tanto estimulantes como inhibidores de (-)-OSU6162 sobre la actividad
de los receptores D, de dopamina, expresada como incorporaciéon de GTPgammaSS5. Cuando se administré solo, se
encontré que (-)-OSU6162 ejercia un efecto estimulante débil sobre la incorporacion de GTPgammaS®, lo que
sugeria que este agente es un agonista parcial de los receptores D, de dopamina. En respaldo de esta hipdtesis,
este compuesto guarda una relacion quimica muy estrecha con 3PPP, cuyos enantidmeros poseen propiedades
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agonistas sobre los receptores D,/D3; de dopamina. Adicionalmente, (-)-OSU6162 tiene un perfil de comportamiento
que concuerda con un agonismo parcial débil sobre los receptores D, de dopamina. Seeman y Guan (2006)
demostraron también el efecto agonista moderado de (-)-OSU6162 sobre la incorporacion de GTPgammaS®® en
células CHO clonadas con el receptor D2 largo de dopamina, pero no lograron demostrar la interaccion compleja de
concentraciones variadas de (-)-OSU6162 sobre los efectos agonistas. Hasta ahora, sin embargo, el ensayo directo
in-vivo de (-)-OSU6162 no ha conseguido demostrar ninglin agonismo de los receptores de dopamina (Natesan et al.
2006). La explicacion mas probable de los datos disponibles parece ser que (-)-OSU6162 es un agonista parcial
aunque débil de los receptores D> de dopamina. Probablemente, dicho agonismo débil es mas facilmente detectable
en condiciones in-vitro, dado que una ausencia completa de dopamina puede alcanzarse dificilmente en condiciones
in-vivo.

Cuando se estudiaron diversas concentraciones de dopamina y (-)-OSU6162 en combinacion, se encontré que (-)-
OSU6162 tiene un efecto bifasico sobre la actividad del receptor D, de dopamina. Una accion estimulante, que
aumentaba el efecto de la dopamina, se apreciaba después de concentraciones bajas de (-)-OSU6162, pero este
efecto de mejora era invertido por concentraciones mayores, lo que parecia por tanto antagonizar el efecto de la
dopamina.

La interpretacion siguiente podria concordar mejor probablemente con el conocimiento previo de (-)-OSU6162.
Datos de fijacion in vitro y datos in vivo soportan la opinion de que (-)-OSU6162 es un antagonista de los receptores
D, de dopamina, aunque con una actividad intrinseca débil, detectable hasta ahora Unicamente en condiciones in
vitro. EI componente antidopaminérgico inducido por concentraciones altas de (-)-OSU6162 en las condiciones
presentes puede explicarse de acuerdo con ello. Esto concuerda con el Ki bastante alto del compuesto (en la region
micromolar) en los experimentos previos de fijacion in-vitro (Sonesson et al. 1994).

La estimulacién inducida por concentraciones bajas de (-)-OSU6162 podria ser debida por tanto a fijacion a un sitio
alostérico, conducente a una acciéon aumentada de la dopamina, y posiblemente a la estimulacion débil del receptor
observada incluso en ausencia de dopamina. La fijacion de este compuesto a un sitio alostérico podria conducir a un
cambio conformacional de la molécula del receptor, y esto podria tener a su vez varias consecuencias diferentes: a)
una afinidad incrementada a la dopamina, b) una sensibilidad incrementada a la dopamina por algun otro
mecanismo, c) una actividad constitutiva incrementada del receptor, o d) cualquier combinaciéon entre estas
posibilidades. Puede ser necesario considerar explicaciones alternativas, que implican por ejemplo, la fijacion a
alguna proteina adyacente que, de un modo u otro, pudiera influir en el receptor de dopamina.

Los mecanismos complejos arriba propuestos podrian ser considerados quizas como modelo para estabilizacion de
los receptores: ocupaciones simultaneas por uno y el mismo agente en sitios alostéricos y ortostéricos,
contrarrestandose unos a otros sin alterar necesariamente la actividad basal del receptor, conducirian a una accién
estabilizadora, puesto que la amplitud de respuestas a la liberacion de dopamina endégena podria amortiguarse
debido a una disponibilidad reducida de sitios de fijacion. Sin embargo, la extrapolacién de los datos obtenidos en un
sistema artificial in-vitro a las condiciones in-vivo tiene que considerarse como tentativa solamente.

Los presentes experimentos se realizaron sobre la variante larga de corte y empalme del receptor D, humano.
Queda por ver de qué modo se comportara la variante corta en este modelo experimental. Existe una diferencia
fundamental entre las dos variantes al menos en lo que respecta a los auto- frente a los hetero-receptores: los
primeros parecen pertenecer predominantemente a la variante corta, mientras que los ultimos son mixtos (Khan et al
1998, Centonze et al 2002). Los heterorreceptores son sinapticos o extrasinapticos. Una hipotesis atractiva podria
ser que la variante corta es predominantemente extrasinaptica, con indiferencia de si se trata de un auto- o hetero-
receptor, mientras que la variante larga estaria localizada fundamentalmente en la hendidura sinaptica. Las dos
variantes podrian estar luego relacionadas con concentraciones diferentes de neurotransmisores. Existen evidencias
satisfactorias de que los autorreceptores son mas sensibles a concentraciones bajas de los transmisores que el
heterorreceptor (Carlsson y Carlsson, 2006). Ademas, los receptores de dopamina postsinapticos se volvian
extrasinapticos después que la degeneracion de las neuronas dopaminicas se hicieran supersensibles. Seria
interesante comparar las dos variantes de corte y empalme en el presente modelo experimental. En general, los
experimentos de fijacién in-vitro han demostrado hasta ahora que las mismas se comportan igualmente, utilizando
un gran ndmero de agentes antidopaminérgicos (Leysen et al 1993). Sin embargo, un estudio ha registrado
afinidades algo mayores de antipsicoéticos atipicos para la variante corta (Malmberg et al 1993).

La posible existencia de un ligando endégeno para el sitio alostérico propuesto podria ser un tema de especulacion.
Un ligando de este tipo podria liberarse junto con dopamina como co-transmisor o desde una célula adyacente. El
mismo podria intensificar o amortiguar la funcion de la dopamina y servir por tanto como amplificador o estabilizador.
La existencia simultanea de ligandos alostéricos tanto amplificadores como estabilizadores puede considerarse
también.

Datos in-vivo que respaldan la invencién
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Los estabilizadores dopaminérgicos pueden definirse como farmacos que estimulan o inhiben la sefalizacion
dopaminérgica dependiendo del tono dopaminérgico. (-)-OSU6162 y ACR16 parecen poseer un perfil de este tipo. Se
ha propuesto que los mismos actian como agonistas parciales de los receptores de dopamina o como antagonistas
con accion preferencial sobre los autorreceptores dopaminérgicos. Estudios previos han demostrado estimulacion o
inhibicién del comportamiento en respuesta a OSU-6162 y ACR16, habiéndose sugerido que esto refleja sus efectos
duales sobre la sefializacion dopaminérgica. Los objetivos del presente trabajo son (1) examinar la relacion entre la
respuesta de comportamiento a estos farmacos y la actividad basal, y (2) testar los mecanismos de accién sugeridos
por medio de comparaciones estrechas con los agonistas parciales de los receptores D2 conocidos (-)-3-PPP y
aripiprazol, y el antagonista preferente del autorreceptor D, amilsulprida con respecto a efectos sobre el
comportamiento. A partir de los resultados de estos experimentos puede llegarse a la conclusion de que: 1) La
direccion de la respuesta a (-)-OSU6162 y ACR16 depende de la actividad basal que, a su vez, en condiciones
fisiolégicas, esta determinada fundamentalmente por el tamafio de la arena de test y el grado de habituacién al
entorno. 2) Los efectos de (-)-OSU6162 y ACR16 no pueden explicarse sobre la base de agonismo parcial del
receptor de dopamina o antagonismo preferencial del autorreceptor de dopamina. Sin embargo, los datos actuales
sugieren al menos dos dianas asociadas con el receptor D, diferentes que median efectos opuestos sobre la
actividad. Este resultado concuerda con un mecanismo propuesto a partir de un estudio reciente in-vitro, conforme al
cual (-)-OSU6162 tiene una accién dual sobre los receptores D, de dopamina, a) un efecto alostérico que causa una
respuesta intensificada a dopamina, y b) el efecto ortostérico propuesto previamente que antagoniza la accion de la
dopamina. La dosis requerida para inducir el primer efecto es claramente inferior a la requerida para el ultimo.

Introduccién

Los estabilizadores dopaminérgicos constituyen un nuevo principio para tratamiento de la esquizofrenia y otros
trastornos que implican los circuitos dopaminérgicos del cerebro. Conceptualmente, estos farmacos actuan
normalizando la sefializacién dopaminérgica con dependencia del tono dopaminérgico. En el caso de una funcion de
dopamina elevada, aquéllos intensifican la sefializaciéon dopaminérgica. Asi pues, estos farmacos constituyen
tratamientos potenciales para una diversidad de condiciones que implican los caminos dopaminérgicos.
Enfocandose en la esquizofrenia, un grado apropiado de inhibicion dopaminérgica puede aliviar sintomas positivos
sin inducir los efectos secundarios extrapiramidales y mentales asociados con un bloqueo excesivo del receptor D2.
Cualesquiera sintomas negativos causados por un tono dopaminérgico bajo podrian mejorar también, debido al
efecto estimulante de estos farmacos.

Un tipo de estabilizadores dopaminérgicos son los agonistas parciales del receptor D2 e incluyen compuestos como
aripiprazol (Jordan et al, 2002a; Jordan et al, 2002b) y (-)-3-PPP (Carlsson, 1983). Un agonista parcial es, por
definicion, estabilizador de la transmision al nivel del receptor, actuando hacia un grado de activacién menor que el
del agonista endogeno. El mismo estabilizara la actividad media del receptor hacia un nivel que refleja su actividad
intrinseca, es decir, la preferencia relativa para los estados activos e inactivos del receptor (véase Buxton 2005).
Aripiprazol se encuentra entre los agonistas parciales del receptor D2 con la actividad intrinseca mas baja conocida
(Jordan et al, 2007; Jordan et al, 2006; Tadori et al, 2005). Entre los agonistas parciales del receptor D2
establecidos, unicamente aripiprazol se encuentra en el mercado y se utiliza en el tratamiento de la psicosis y la
mania.

Otro tipo de estabilizadores dopaminérgicos parecen ser antagonistas puros del receptor D2 e incluyen las
moléculas estructuralmente afines (-)-OSU6162 (OSU6162) (compuesto no. 16, Sonesson et al, 1994) y ACR16
(Pontén et al, 2002; Waters et al, 2002). Se ha sugerido que OSU6162 y ACR16 son antagonistas del receptor D2
con accion preferencial sobre los autorreceptores (Carlsson et al, 2004) (véase Carlsson et al, 2004). Sin embargo,
se ha reivindicado recientemente que OSU6162 es un agonista parcial de los receptores de dopamina con menor
actividad intrinseca (Seeman y Guan, 2006). OSU6162 y ACR16 han sido investigados en estudios clinicos iniciales
y se ha encontrado que son terapéuticamente activos en esquizofrenia, enfermedad de Parkinson con discinesias
inducidas por L-dopa, y en la enfermedad de Huntington (Gefvert et al, 2000; Lundberg et al, 2002; Tedroff et al,
1999, datos no publicados; Information from Neurosearch A/S, Dinamarca, publicado en una Circular de Oferta
Internacional de 22 de septiembre de 2006). En este contexto deberia mencionarse el antipsicotico atipico
amisulprida; el mismo se ha caracterizado como antagonista preferencial de autorreceptores dopaminérgicos
(Perrault et al, 1997; Schoemaker et al, 1997) pero usualmente no esta etiquetado como estabilizador
dopaminérgico.

Con anterioridad, en un test para interacciones sociales, se observé inhibicién de la actividad motora en respuesta a
OSU6162 y ACR16 en ratas tratadas con MK-801, pero también en ratas no tratadas previamente (Rung et al,
2005a). El ultimo resultado contrasta con otros estudios, en los cuales OSU6162 y ACR16 causaban poca o ninguna
activacion en las ratas naif de farmacos situadas en un entorno nuevo, o una activacion de corte claro en animales
habituados al mismo entorno (Natesan et al, 2006; Sonesson et al, 1994). Se sugiere la hipotesis de que la causa
principal de estos resultados dispares es una diferencia en la actividad basal. La inhibicién del comportamiento era
inducida en ratas con un nivel de actividad alto; la alta actividad habia sido inducida por un entorno nuevo que las
ratas encontraban estimulante (Rung et al, 2005) o por tratamiento con mejoradores dopaminérgicos, en tanto que
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se observaba activacion en las ratas inactivas, habituadas previamente a un entorno poco estimulante (Sonesson et
al, 1994; Natesan et al, 2006). Presumiblemente, las variaciones ambientales inducidas en el nivel de actividad
motora y en el tono dopaminérgico estan estrechamente interrelacionadas. Se ha demostrado que OSU6162 y
ACR16 invierten la hiperactividad inducida por anfetamina en las ratas (Natesan et al, 2006), indicativa de la
inhibicion dopaminérgica en un estado hiperdopaminérgico.

Los objetivos del presente estudio fueron (1) examinar la influencia de la actividad basal sobre la respuesta
conductual a OSU6162 y ACR16, y (2) testar las hipotesis presentadas anteriormente concernientes al modo de
accion de estos farmacos por comparaciones estrechas con los compuestos bien caracterizados aripiprazol, (-)-3-
PPP y amisulprida en diferentes escenarios de comportamiento.

Materiales y Métodos
Animales

En estos experimentos se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley (Scanbur BK AB, Sollentuna, Suecia), que
pesaban 255-340 g. Con anterioridad a los ensayos, las ratas se alojaron durante aproximadamente una semana
con acceso libre a comida y agua, en grupos de 4 6 5 en jaulas Macrolon tipo Il en la instalacion de animales de la
Academia Sahigrenska de la Universidad de Goteborg. Los experimentos fueron aprobados por el comité de ética
animal en Géteborg.

Farmacos

El hidrocloruro de (-)-OSU6162 (MW = 317 g), bajo el sinébnimo MWU-96391A, era un obsequio de Pfizer Inc.
(Groton, Connecticut, EE.UU.) Amisulprida (MW = 369,5) era un obsequio de Sanofi-Aventis (Bagneaux, Francia). El
tartrato de ACR+6, (MW = 431,5) y aripiprazol (MW = 448,4) fueron proporcionados por Lilly Research Laboratories
(Indianapolis, EE.UU.). RE-(-)-Apomorfina hidrocloruro semihidrato (MW = 312,8), haloperidol (MW = 375,9) y (-)-3-
PPP-hidrodloruro (MW = 255,8) se adquirieron de Sigma-Aldrich-Sweden AB (Estocolmo, Suecia).

0OSU6162, ACR16, apomorfina y (-)-3-PPP se disolvieron en solucién salina al 0,9%. Se afiadieron unos cuantos
granos de acido ascorbico a las soluciones de apomorfina para prevenir la oxidacion del farmaco. Haloperidol y
amisulprida se disolvieron en una cantidad minima de acido acético y se diluyeron con glucosa al 5,5%. Las
soluciones se ajustaron a pH 5-7 con bicarbonato de sodio. El aripiprazol se disolvié en una cantidad minima de
acido acético caliente, se diluyé en glucosa caliente al 5,5% y se ajust6 a pH 4-5. Todos los farmacos se
administraron por via intraperitoneal (i.p.) o subcutanea (s.c.) en volumenes de 5 ml/kg. Los tratamientos de control
consistian en el vehiculo apropiado administrado conforme al tratamiento de farmaco en cuestion.

Seguimiento por video

Este método se modificd respecto a un escenario utilizado previamente para experimentos de interaccién social
(Rung et al, 2005b). Las ratas se alojaron en ciclo inverso de luz diurna y toda la manipulacion de los animales se
realizé en luz tenue. Se administré6 apomorfina por via subcutanea 5 minutos antes del ensayo, mientras que todos
los restantes farmacos se inyectaron por via intraperitoneal o subcutanea, 30 minutos antes del ensayo. Las ratas
individuales se introdujeron en arenas rectangulares (l/w/h: 150 x 100 x 40 cm) iluminadas indirectamente por una
lampara infrarroja (Neocom, Corea del Sur). Los movimientos de las ratas se registraron en archivos digitales de
video (MPEGZ2) utilizando una camara de video IR sensible (Panasonic WV-CPR480, lente: Panasonic LA-408Cs)
conectada a un equipo PC con un codificador MPEG (MWR1OOOSX, Canopus Co.). Los archivos de video se
analizaron luego con el software de seguimiento de video EthoVision 3.1 Color Pro (Noldus Information Technology,
Wageningen, Paises Bajos) utilizando una frecuencia de muestra de 12,5 muestras por segundo. Las variables de
comportamiento se extrajeron de los seguimientos en MatLab (The Mathworks, Inc., Estados Unidos) con funciones
desarrolladas en este laboratorio. Se utilizé la velocidad media para medir la actividad motora. Antes del calculo de
la velocidad, los seguimientos se sometieron a un filiro de ejecucion media, es decir, cada muestra se reemplazé por
el valor medio de 15 muestras consecutivas.

Actividad motora en jaulas de actividad

Estos experimentos se disefiaron para asemejarse a los de Sonesson et al (1994). Las ratas se alojaron en un ciclo
de luz diurna normal y el ensayo se realizé durante las horas diurnas. Los animales se introdujeron en jaulas de
actividad iluminadas, con sonido atenuado (I/w/h: 40 x 40 x 20 cm) y se dejo que se habituaran al nuevo entorno
durante 65 minutos. Durante los 5 minutos siguientes se inyectaron los farmacos de test por via subcutanea,
después de lo cual se devolvieron las ratas a las jaulas durante 60 minutos mas. Filas de haces de fotocélulas de 5 x
5 al nivel del suelo permitian que un sistema basado en computadora registrara la actividad horizontal. La actividad
motora se presenta como numero acumulado de roturas de haz no repetidas, es decir varias roturas consecutivas de
un haz se cuentan como una sola rotura de haz. El software se ajustd para registrar el comportamiento desde la
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primera introduccion de la rata en la arena hasta que la misma se retiré finalmente de la jaula, es decir durante 130
minutos. La actividad se presenta por separado para t = 0-30 min y t = 30-60 min después de la inyeccion.

Estadisticas

En varios casos se han agrupado datos de dos o mas experimentos. Los resultados aberrantes se evaluaron uno
cada vez con el test de Grubbs para resultados aberrantes (De Muth, 1999; Grubbs, 1969). Los valores aberrantes
confirmados (N = 0-3 por experimento) se excluyeron de los analisis estadisticos y las presentaciones graficas. Los
datos del escenario de seguimiento por video se analizaron con el modelo lineal general univariante (GLM). A
continuacion del analisis GLM, se realizaron comparaciones frente a los grupos de control apropiados con el test
post-hoc de Dunnet. Los analisis GLM no demostraron diferencias estadisticamente significativas interexperimento
en datos agrupados con respecto a efectos del farmaco sobre la actividad motora. El "experimento" no se incluyé por
tanto como factor en los andlisis GLM. Los datos obtenidos a partir de las jaulas de actividad se analizaron con el
analisis de una sola via Kruskal-Wallis de varianza por rangos. Se realizaron comparaciones frente al control como
ha sido descrito por Siegel y Castellan (1988). Todos los tests estadisticos eran de dos lados y p < 0,05 se considero
estadisticamente significativo.

Resultados
Efectos sobre la actividad motora en ratas activas

En el escenario de seguimiento por video, las ratas de control tenian un nivel de actividad inicial alto, y la actividad
disminuia acusadamente, pero no se nivelaba, durante los 30 minutos del test de comportamiento.

Tanto OSU6162 como ACR16 (30-120 pmol/kg, intraperitoneal) causaban una reduccion de la actividad motora
dependiente de la dosis y estadisticamente significativa (Figura 4a-b). Cuando se administré por via subcutanea
0OSU6162 (50-200 pmol, subcutanea) inducia una inhibicion similar del comportamiento dependiente de la dosis
(Figura 4a). El neuroléptico clasico haloperidol (0,067-0,53 umol/kg) causaba una inhibicion estadisticamente
significativa a la dosis maxima (Figura 4c). Sin embargo, las ratas que recibieron la dosis maxima de haloperidol
pueden dividirse en un grupo (N = 4) que no respondia al tratamiento y un grupo (N = 6) con una reduccién acusada
de la actividad motora. Esto indica que esta dosis puede estar situada en el umbral entre respuesta y carencia de
respuesta con respecto a actividad. Cuando se administré por via subcutanea a una dosis mayor, haloperidol (0,8
pmol/kg, subcutaneo) inhibia la actividad motora aproximadamente al 7% del nivel de control (Figura 4c).
Amisulprida (4-270 pmol/kg, intraperitoneal), un antagonista de los receptores D2/D3 con preferencia por los
autorreceptores, inhibia la actividad motora ligeramente a la dosis maxima testada (Figura 4d). Los agonistas
parciales del receptor D2 aripiprazol (0,4-10 ymol/kg, intraperitoneal) (Figura 4a) y (-)-3-PPP (2,5 y 10 ymol/kg,
subcutaneo) (Figura 4f) inducian inhibicion acusada y dependiente de la dosis de la actividad motora, lo que era
estadisticamente significativo para todas las dosis testadas.

Efectos sobre la actividad motora en ratas inactivas

Se dejo que las ratas se habituaran en las jaulas durante 65 minutos antes de las inyecciones de los farmacos de
test. Durante el periodo de habituacién, se producia una disminucién acusada en la actividad motora. Después de
aproximadamente 30 minutos, la actividad motora habia alcanzado una linea base que estaba préxima a cero.
Después de la inyeccion, las ratas exhibian una activacion motora moderada pero inconfundible. Los animales de
control se volvian tipicamente estacionarios dentro de 10 minutos después de las inyecciones, y se mantenian asi
hasta que se retiraron de las jaulas.

Todas las dosis de OSU6162 (25-200 pmol/kg, subcutaneas) inducian una activacion locomotora acusada durante
los primeros 30 minutos después de la inyeccion del farmaco. Durante los 30 minutos de registro finales, las 3 dosis
mas altas estimulaban significativamente la locomocién (Figura 5a). ACR16 (25-200 pmol/kg, subcutanea) causaba
también activacion, aunque menor que la de OSU6162. Durante los primeros 30 minutos después de la inyeccion,
este efecto aumentaba de manera dependiente de la dosis. Durante los 30 minutos de observacion finales, el efecto
parecia alcanzar un pico a la dosis de 50 umol/kg (Figura 5b). Aunque OSU6162 y ACR16 estimulaban claramente la
actividad de las ratas habituadas, el nivel de actividad resultante era bajo comparado con la actividad antes de la
habituacion. Ni haloperidol (0,1-0,8 umol/kg) ni amisulprida (33-300 pmol/kg) tenian efectos significativos sobre la
actividad motora (Figura 5c-d). Aripiprazol (0,4-10 pmol/kg, subcutanea) causaba una inhibicion dependiente de la
dosis durante los primeros 30 minutos después de la inyeccion, que era estadisticamente significativa a la dosis
maxima, pero no afectaba a la actividad locomotora durante los 30 minutos de registro finales (Figura 5e). (-)-3-PPP
no producia efecto alguno estadisticamente significativo sobre la actividad motora en ninguno de los intervalos de
tiempo (Figura 5f).

En un experimento final, los datos presentados en la Figura 5a se extendieron para incluir dos dosis mas bajas de
0OSU6162, a saber 6,25 y 12,5 ymol/kg, subcutaneas (véase la Figura 5a ampliada, que muestra datos de todas las
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dosis). Un efecto significativo se observa ya a una dosis de 12,5 pymol/kg, es decir una dosis varias veces menor que
la requerida para inducir inhibicion de la conducta (véase Fig. 4a).

Efectos sobre la hipoactividad inducida por apomorfina

La apomorfina tenia un efecto inhibidor dependiente de la dosis sobre la actividad locomotora a las dosis de 0,04-
0,16 umol/kg (subcutaneas), cuando se testo en el escenario de seguimiento por video (Figura 6a). Cuando se testo
un intervalo de dosis mayor (0,16-64 ymol/kg) era evidente que la actividad motora comenzaba a disminuir hacia un
nivel similar al observado en los controles (Figura 6b). La inhibicion maxima de la apomorfina ocurria a la dosis de
0,16 umol/kg, que parece ser también una dosis estandar para este tipo de experimentos (v.g. Stahle y Ungerstedt,
1986; Svensson et al, 1986).

Se testaron varios farmacos en lo que respecta a sus efectos sobre la hipomotilidad inducida por apomorfina (0,16
pmol/kg, subcutanea). OSU6162 (30-120 pmol/kg, intraperitoneal) causaba una inversion modesta pero
aparentemente dependiente de la dosis de hipomotilidad inducida por apomorfina hasta una dosis de 60 umol/kg.
Sin embargo, una dosis mayor (120 umol/kg), parecia causar un descenso acusado en la actividad motora (Figura
7a). ACR+6 (30, 60 umol/kg, intraperitoneal) no tenia efecto apreciable alguno sobre la hipoactividad inducida por
apomorfina (Figura 7b). Cuando se testé con una dosis menor de apomorfina (0,08 umol/kg, subcutanea), la dosis
mayor de ACR:6 tendia a inhibir adicionalmente la actividad (Figura 7c). Haloperidol (0,13-0,53 pmol/kg,
intraperitoneal) no tenia efectos estadisticamente significativos sobre la actividad motora cuando se afadia a
apomorfina (0,16 umol/kg, subcutanea) (Figura 7d). Amisulprida (20-100 umol/kg, intraperitoneal) contrarrestaba
eficazmente la hipoactividad inducida por apomorfina (Figura 7e). Cuando se testé a una dosis mayor (270 umol/kg,
subcutanea), amisulprida inducia una simple tendencia hacia la inversion de la hipoactividad inducida por apomorfina
(datos no presentados).

Discusion

Este estudio demuestra que los estabilizadores dopaminérgicos OSU6162 y ACR16 inhiben la actividad motora en
ratas naif de farmacos con un nivel de actividad alto, pero producen el efecto opuesto en ratas con un nivel de
actividad bajo, es decir, existe una estabilizacién hacia un nivel intermedio de actividad conductual. Conforme al
conocimiento de los autores de la invencién, esto no ha sido demostrado con anterioridad en el mismo estudio.

Ya en un estudio anterior, los inventores observaron inhibicion conductual en respuesta a OSU6162 y ACR+6 en
ratas naif de farmacos (Rung et al, 2005a). La inhibicién en respuesta a estos farmacos se ha observado también en
ratas tratadas con anfetamina y apomorfina (datos no publicados, Dept. of Pharmacology, Universidad de Gétebor,
grafico de resumen publicado en Carlsson, 2001; Natesan et al, 2006). En estudios previos sobre ratas naif de
farmacos se informé que estos farmacos influyen diferentemente en el comportamiento dependiendo de la actividad
basal. En animales activados después de ser introducidos en un entorno nuevo, el efecto era ligero y variable
(Sonesson et al, 1994), mientras que el efecto era claramente estimulante en animales con actividad baja después
de habituacion al entorno (Natesan et al, 2006; Sonesson et al, 1994). La ultima respuesta se observé también en la
investigacion actual utilizando un escenario similar.

Surge la cuestién de por qué no se observaba un efecto inhibidor en los estudios anteriores en ratas naif de
farmacos, aparte del observado por Rung et al (2005a). En este contexto, deberian considerarse muchos factores,
v.g. el area de la arena de ensayo, el grado de habituacion, el tiempo de pretratamiento con el farmaco, la ruta de
administracion del farmaco, el ciclo de luz diurna y la iluminacién. Se llega a la conclusién de que el tamaiio de la
arena de ensayo y el grado de habituacion al entorno son muy importantes en la determinacion de las respuestas
conductuales a OSU6162 y ACR+6. La superficie externa de las arenas era casi un orden de magnitud mayor en los
experimentos de Rung et al, con inclusion del presente estudio. Es razonable suponer que las arenas mayores son
mas estimulantes. En los estudios en que OSU6162 y ACR16 no logran reducir la actividad, se estudian las ratas en
jaulas de actividad pequefias y las inyecciones se practican inmediatamente antes de introducir las ratas en el
equipo. Por observacion de los registros desde el periodo de habituacion en el estudio presente, se encuentra que
las ratas se habituan casi totalmente a estas pequefias jaulas de actividad dentro de los primeros 15 minutos de
registro. Asi, cuando los farmacos se administran inmediatamente antes del registro del comportamiento, las ratas
se habituaran parcialmente antes que los farmacos hayan alcanzado el efecto total. En un experimento preliminar
ACR16 causaba de hecho una reduccién acusada en la actividad motora en jaulas de actividad pequefias; en este
experimento, se us6 un tiempo de pre-tratamiento de 30 minutos, y las ratas se estudiaron durante las horas de
oscuridad, después de apagar la luz en el interior de las jaulas.

A menudo, las rutas de administracion no eran las mismas en los diferentes procedimientos y estudios. Por tanto, se
realizaron dos experimentos adicionales para estudiar la importancia de la ruta de administracién. Se seleccionaron
OSU6162 y haloperidol para administracion subcutanea en el escenario de seguimiento por video. El resultado
después de la administracion subcutanea se correspondia bien con la respuesta a las inyecciones intraperitoneales
de los farmacos. Asi, al menos para estos dos compuestos, la ruta de administracion no parece ser de mayor
importancia para la respuesta conductual.
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En cuanto a las cuestiones de iluminacion y ciclo de luz diurna, se ha observado inhibicion del comportamiento en
luz ultravioleta (Rung et al, 2005b) o infrarroja (presente estudio) durante las horas de oscuridad del ritmo diurno de
las ratas. Basandose en el modo en que es percibida la luz por los humanos, se supone que la luz ultravioleta e
infrarroja utilizada en estos estudios es percibida por las ratas como luz tenue y oscuridad respectivamente. En un
experimento preliminar, las ratas estudiadas durante el tiempo de dia en arenas iluminadas grandes respondian a
OSU6162 con una inhibicién conductual similar a la observada en la oscuridad. Los datos preliminares demostraban
también que las ratas habituadas a este entorno no respondian con cambio alguno de actividad después de
tratamiento con OSU6162.

En resumen, nuestras observaciones demuestran que la disyuntiva de que OSU6162 y ACR:6 tengan efectos
estimulantes o inhibidores sobre el comportamiento depende de la actividad de las ratas y el nivel de excitacion. A
su vez, esto depende de las condiciones fisiolégicas, determinadas en primer lugar por (1) el tamafo de la arena y
(2) el grado de habituacion al entorno. Estos dos estan fuertemente interconectados, dado que la tasa de
habituacion se ve afectada notablemente por el tamafo de la arena. La ruta de administracion, las condiciones de
luz y el ciclo de luz diurna parecen en general ser factores de menor importancia. La observacion por los inventores
de que puede demostrarse una influencia inhibidora de OSU6162 y ACR:6 sobre el comportamiento sin
pretratamiento con estimulante alguno, es decir en condiciones fisiolégicas, es por supuesto importante y recalca
ademas el perfil estabilizador del comportamiento de estos agentes.

Los datos registrados en la presente invencion, en los que se han hecho comparaciones estrechas entre OSU6162 y
ACR16 por una parte y los agonistas parciales de dopamina establecidos y un antagonista selectivo del autorreceptor
D2 por la otra, permiten deducir ciertas conclusiones con relaciéon a los mecanismos que subyacen en el perfil
estabilizador de los primeros farmacos:

Como se ha mencionado en la introduccion, los agonistas parciales de dopamina pueden caracterizarse como
estabilizadores, dado que los mismos pueden servir como agonistas/antagonistas mixtos. Un agonista parcial es
mas probable que se comporte como agonista cuando el ligando endégeno es poco abundante, mientras que se
exhiben mas facilmente las propiedades antagonistas cuando las concentraciones endégenas de agonista son altas.
Al nivel del receptor, un agonista dopaminérgico parcial afecta a la transmisién dopaminérgica hacia un nivel que
refleja su actividad intrinseca; esto se ve influenciado por la sensibilidad del receptor, que es afectada a su vez por el
grado de estimulacion previa de larga duracion del receptor (véase Carlsson, 1983). Recientemente se ha informado
que OSU6162 tiene un efecto agonista menor en los receptores D- in vitro (Lahti et al, 2007; Seeman y Guan, 2006).
Conforme a otro estudio, ACR16 no parece tener este efecto (Tadori et al, 2007). A pesar de su mayor actividad
intrinseca en los receptores D2, ni aripiprazol ni (-)-3-PPP inducian activacion en ratas inactivas. Asi pues, los
presentes datos demuestran de modo convincente que la acciéon conductualmente estimulante de OSU6162 y
ACR16 no puede explicarse por agonismo parcial de los receptores de dopamina en el sentido clasico. Evidencia
adicional convincente de la ausencia de agonismo siquiera parcial por OSU6162 o ACR16 en el sentido clasico en
condiciones in-vivo ha sido resumida por Natesan et al, (2006; véase pagina 816).

En el presente estudio, ratas con nivel de actividad alto como resultado de la introduccién en un entorno estimulante
nuevo reaccionan al tratamiento con OSU6162 y ACR16 con inhibicion acusada del comportamiento. Esto es debido
probablemente a una actividad elevada de dopamina. En respaldo de esta hipotesis, se ha demostrado que, cuando
las ratas se introducen en un entorno nuevo, los niveles extracelulares de dopamina aumentan en el nucleus
accumbens (Rebec, 1998). Los presentes inventores estan analizando actualmente cerebros de ratas activas e
inactivas en lo que respecta a cualesquiera diferencias bioquimicas relacionadas con dopamina. Los datos
preliminares indican que las ratas activas, comparadas con las inactivas, tienen concentraciones mayores de acido
homovanillico en el cuerpo estriado, lo que indica una mayor actividad dopaminérgica. Adicionalmente, se ha
demostrado que OSU6162 y ACR16 invierten el efecto activador de la anfetamina en las ratas (Natesan et al, 2006) y
en primates sub-humanos (Brandt-Christensen et al, 2006). Es razonable suponer que el efecto inhibidor observado
en este estudio es debido a una inversion de un aumento inducido fisiolégicamente en el tono dopaminérgico y
debido al bloqueo de receptores postsinapticos. Asi, parece ser que OSU6162 y ACR16 actuan sobre al menos dos
dianas diferentes con efectos opuestos sobre la actividad y la sefalizacion dopaminérgica.

El nivel de actividad conductual de los animales puede verse influido por los receptores de dopamina en ambas
direcciones: la estimulacion de los autorreceptores y heterorreceptores conduce a inhibicién y activacion del
comportamiento, respectivamente y el bloqueo de cualquiera de estos receptores tiene el efecto opuesto. Como se
ha mencionado, OSU6162, ACR16 y sus congéneres estan considerados para todos propdsitos practicos como
antagonistas de los receptores D2/D3 de dopamina, dado que en la situacién in vivo es posible despreciar las
actividades intrinsecas minimas que pueden exhibirse in vitro (Lahti et al, 2007; Seeman y Guan, 2006; Sonesson et
al, 1994). Se ha considerado previamente la posibilidad de que la aptitud de estos agentes para estimular o inhibir la
conducta podria ser el resultado de cambio del equilibrio entre las dos acciones opuestas, a saber el bloqueo de
autorreceptores y heterorreceptores respectivamente. Dicho de otro modo, su accién estimulante podria ser debida a
un antagonismo preferencial de autorreceptores.
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Para detectar la preferencia de autorreceptores de OSU6162 y ACR16, se testaron estos farmacos respecto a
inversion de la hipoactividad inducida por apomorfina. Se utilizé6 la dosis de 0,16 pmol/kg (0,05 mg/kg) de
apomorfina, dado que se demostré que es la mas eficaz para inhibir la actividad en este escenario. OSU6162
inducia una inversiéon parcial de la hipoactividad inducida por apomorfina, lo que indica una preferencia modesta
para los autorreceptores D2 frente a los receptores sinapticos. En cambio, ACR16, no tenia dicho efecto en este
modelo. Dado que ACR16 tiene una afinidad menor que OSU6162 para los receptores D2, puede argumentarse que
este farmaco puede no ser capaz de competir con apomorfina para los sitios de fijacién de los autorreceptores D2.
Por tanto, se testd también ACR+6 junto con una dosis menor (0,08 umol/kg) de apomorfina. En estas condiciones,
ACR16 no contrarrestaba una vez mas la hipomotilidad inducida por apomorfina, sino que mas bien tendia a inhibir
ulteriormente el comportamiento, un efecto que era debido probablemente al bloqueo de los heterorreceptores D2.

Con anterioridad se ha caracterizado convincentemente la amisulprida como un antagonista preferencial de los
autorreceptores de dopamina (Perrault et al, 1997). Por tanto, los presentes inventores consideran esto de gran
importancia para comparar estrechamente la accion conductual de este agente con OSU6162 y ACR+6. El resultado
de esta comparacion fue muy claro. La accion preferencial de amisulprida sobre los autorreceptores dopaminérgicos
podria confirmarse facilmente demostrando su inversién de la hipomotilidad inducida por apomorfina. A pesar de la
superioridad de amisulprida sobre OSU6162 y ACR6 en este modelo de preferencia de autorreceptores, resulté
imposible estimular el comportamiento de los animales habituados. Asi pues, puede excluirse la clase de accion
antagonista preferencial de autorreceptores causada por amisulprida como el Unico mecanismo o incluso como un
mecanismo principal subyacente en la activacion del comportamiento inducida por OSU6162 y ACR+6. Esto podria
ser cierto para ambos autorreceptores D2 y D3, debido a que la amisulprida parece actuar con la misma intensidad
sobre estos dos subtipos de receptores (Schoemaker et al, 1997).

La incapacidad de amisulprida para inhibir el comportamiento en ratas activas a lo largo de un amplio intervalo de
dosis, como se muestra en el presente estudio (comparese Perrault et al, 1997) es notable y puede sugerir una
capacidad baja de este compuesto para alcanzar los receptores sinapticos. Esto concordaria con las observaciones
de que la amisulprida exhibe una penetracion deficiente en las membranas bioldgicas (Hartter et al, 2003). Se ha
demostrado previamente que la amisulprida invierte la activacion del comportamiento inducida por anfetamina y
apomorfina (Perrault et al. 1997), lo que indica que la excitacion incrementada en respuesta a los farmacos
estimulantes es cualitativamente diferente de la que ocurre en condiciones fisiolégicas y puede ser resultado del
bloqueo de receptores extrasinapticos (véase Carlsson et al, 2004). Dado que también los autorreceptores son
extrasinapticos, pareceria por tanto que la amisulprida es un compuesto con selectividad para los receptores
extrasinapticos, debido posiblemente a factores farmacocinéticos.

En resumen, los resultados presentados aqui por los inventores han demostrado que ni el agonismo parcial de los
receptores de dopamina ni el antagonismo preferencial de los autorreceptores de dopamina puede ser el mecanismo
principal subyacente en los perfiles de comportamiento singulares de OSU6162 y ACR16, y, por tanto, fue necesario
investigar acerca de un tercer mecanismo:

En un estudio reciente, se encontré que OSU6162 posee efectos a la vez estimulantes e inhibidores sobre la
actividad del receptor D2 en un ensayo in vitro que mide la incorporacion de GTPyS en las membranas de
células CHO transfectadas con los receptores humanos D21. Concentraciones bajas de OSU6162
potenciaban el efecto de dopamina, mientras que concentraciones mayores inhibian la actividad del receptor,
dando como resultado una curva concentracion-respuesta bifasica. En ausencia de dopamina, OSU6162
tenia un efecto estimulante menor, lo que sugeria que el compuesto tiene actividad intrinseca débil. La
interpretacion de estos datos es que OSU6162 aumenta la activacién del receptor D2 por la via de un sitio
alostérico en el receptor, mientras que la inhibicién se atribuye al bloqueo del sitio de fijacion para dopamina,
es decir el sitio "ostostérico" (Lahti et al, 2007, véase anteriormente, paginas 12-16). Estos mecanismos
proporcionan candidatos fuertes y bienvenidos para las dos dianas de OSU6162 y ACR16 sugeridas por los
datos actuales. Los sitios alostérico y ortostérico del receptor D2 podrian ser entonces responsables de la
activacion e inhibicién conductual, respectivamente.

Los derivados de fenilpiperidina OSU6162 y ACR16 con propiedades estabilizadoras de la dopamina expuestos en
este documento tienen en general una mayor afinidad para los receptores D3 de dopamina que para los receptores
D2, a juzgar por datos in-vitro (Sonesson et al, 1994). Surge la cuestién de si los efectos inhibidores de estos
farmacos podrian ser debidos a una fijacion preferencial a los receptores D3. Durante cierto tiempo se crey6 que el
ultimo subtipo era conductualmente inhibidor y por tanto antagonista para el subtipo primero (Waters et al, 1994).
Mas recientemente, sin embargo, el peso de la evidencia indica que ambos heterorreceptores D2 y D3 (es decir, los
receptores postsinapticos) son conductualmente activadores (véase Sokoloff et al, 2003). Cuando se consideran los
agonistas parciales, se ha encontrado que (-)-3-PPP es un agonista parcial también sobre los receptores D3 de
dopamina (Malmberg et al, 1998), y por tanto el argumento propuesto anteriormente contra el agonismo parcial
subyacente en la activacion conductual por OSU6162 y sus congéneres podria ser igualmente valido también para
los receptores D3. En el caso del antagonismo de los autorreceptores que implica los receptores D3, puede
aplicarse el mismo argumento, dado que amisulprida tiene aproximadamente la misma afinidad para los receptores
D2 y D3, como se ha observado in vitro (Schoemaker et al, 1997).
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En este contexto, es interesante mencionar el compuesto U99194A, que exhibe una preferencia muy acusada para
D3 frente a D2, y que condujo a la sugestiébn de que los receptores postsinapticos D3 tenian una funcion
conductualmente inhibidora. Se demostré que este farmaco induce una activacion conductual anormalmente fuerte,
pero potencia también los efectos estimulantes de anfetamina y apomorfina sobre el comportamiento (Waters et al,
1994; Waters et al, 1993). Estos son efectos que podrian esperarse para un farmaco con preferencia acusada para
el sitio alostérico propuesto en el receptor D2. A la vista de observaciones recientes, y los resultados de la presente
investigacion, pareceria que los datos presentados en estos documentos concuerdan mejor con la hipdtesis de que
este compuesto se fija a ambos sitios alostérico y ortostérico de los receptores D2 de dopamina. Esto puede
considerarse como un ejemplo de la necesidad de reconsiderar datos farmacoldgicos anteriores a la vista de los
descubrimientos recientes.

En conclusion, este estudio ha demostrado que los estabilizadores dopaminérgicos OSU6162 y ACR+6 inhiben la
actividad motora en las ratas naif de farmacos con un nivel de actividad alto, pero tienen el efecto opuesto en ratas
con nivel de actividad bajo. Esto sugiere que estos farmacos estabilizan la sefializacién dopaminérgica incluso en
condiciones fisioldgicas. Los efectos de (-)-OSU6162 y ACR16 no pueden explicarse sobre la base de agonismo
parcial de los receptores de dopamina o antagonismo preferencial de los autorreceptores de dopamina. Sin
embargo, los resultados presentados aqui por los inventores sugieren que (-)-OSU6162 y ACR16 actuan por la via
de al menos dos dianas asociadas al receptor D2 que tienen acciones opuestas sobre la transmisién dopaminérgica.
Esto concordaria con un mecanismo propuesto a partir del estudio in vitro a que se ha hecho referencia arriba,
conforme al cual (-)-OSU6162 tiene una accién dual sobre los receptores D2 de dopamina, a), un efecto alostérico
causante de una respuesta aumentada a la dopamina, y b) el efecto ortostérico propuesto anteriormente antagonista
de la accién de dopamina.

El presente estudio hace posible, por primera vez, comparar las exigencias de dosis para las dos acciones
mutuamente antagonistas de un estabilizador de dopamina tal como OSU6162. La dosis requerida para inducir un
efecto estimulante sobre el comportamiento se encontré que es claramente inferior de la requerida para inducir
inhibicion (comparese la Figura 4a con la Figura 5a, ampliada).

Datos adicionales, utilizando un modelo de parkinsonismo en el ratén.

En estos experimentos se utilizaron ratones macho NMRI que pesaban 25-30 g en el momento del ensayo. Los
ratones se pretrataron con reserpina, 10 mg/kg intraperitoneal, 18 horas, y alfa-metil-para-tirosina.HCI, 500 mg/kg
intraperitoneal 2 horas, respectivamente, antes del experimento. Se ha encontrado que este tratamiento induce
inmovilidad virtualmente completa y bloquea también la accién estimulante de los agentes liberadores de dopamina
tales como anfetamina.

El experimento real se inici6 inyectando OSU6162 en dosis de 5, 25 6 125 ymol/kg intraperitoneal o placebo (una
solucion salina fisioldgica). Cada grupo de dosis estaba constituido por 5-6 ratones. Inmediatamente después de la
inyeccion, los ratones se pusieron en jaulas individuales y se grabaron por video desde arriba durante 60 min. Se
analizaron diversos aspectos de la motilidad en las cintas de video.

Como se muestra en la Figura 8, los controles asi como los animales tratados con la dosis minima de OSU6162 (5
pmol/kg), exhibian unicamente signos minimos de motilidad. Las dos dosis mayores exhibian un aumento
significativo y dependiente de la dosis en cuanto a motilidad, con un patrén dificilmente distinguible del normal.

Se analizaron calculos estadisticos con el test U de Mann-Whitney no paramétrico, y los asteriscos en el grafico
indican diferencias significativas comparadas con el grupo de control (*p < 0,05; **p < 0,01).

Es sorprendente que esta accion impresionante y potencialmente "terapéutica” de OSU6162 en un modelo animal de
Parkinson no ha sido detectado previamente. Datos similares procedentes de experimentos con ratas han sido
publicados (Sonesson et al, 1994), y los mismos han sido interpretados generalmente como indicadores de la falta
de actividad. Sin embargo, un examen mas detallado de estos datos, a la vista de las presentes observaciones,
requiere cierto cuidado en lo referente a la interpretacion. Evidentemente, son necesarios mas estudios a fin de
llegar a conclusiones definitivas en lo que respecta a la actividad anti-Parkinson de OSU6162 en los modelos de
rata.

Sumario de los datos in-vitro e in-vivo que respaldan la invencion.
En los experimentos in-vitro, OSU6162, un estabilizador de dopamina prototipico perteneciente a una clase de
fenilpiperidinas, se encontré que ejerce una accion bifasica sobre la actividad de los receptores D21 humanos, con

un componente estimulador en concentraciones inferiores (10 a 100 nM) y un componente inhibidor en
concentraciones superiores.
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En los experimentos in-vivo con ratas, se encontré que tanto OSU6162 como ACR16 estimulan la actividad baja de
los animales con insomnio bajo, inducido por habituacién a un entorno en jaulas pequefas. Esta estimulacion ocurria
ya en dosis baja, un descubrimiento consignado por primera vez en la presente invencion. Por el contrario, estos
farmacos ejercian un efecto inhibidor sobre los animales con insomnio alto, inducido por la novedad de un entorno
estimulante. Esta inhibicion requeria dosis claramente mayores que la estimulacion de los animales habituados.

Este patrén de comportamiento era diferente de los encontrados en los agonistas parciales de los receptores de
dopamina establecidos (-)-3-PPP vy aripiprazol, que demostraron ser incapaces para estimular el comportamiento de
los animales habituados. El mismo diferia también del antagonista preferencial de los autorreceptores de dopamina
amisulprida, que demostré analogamente ser incapaz de estimular el comportamiento de los animales habituados.

Los datos in-vitro e in-vivo arriba resumidos argumentan a favor de un mecanismo de accién unico de OSU6162,
ACR16 y sus congéneres, con un componente estimulante en concentraciones/dosis menores y un componente
inhibidor después de concentraciones/dosis mayores. Se sugiere que el mecanismo implicado es mas complicado
que el de los agonistas tipicos parciales de los receptores de dopamina, en el sentido de que no sélo toma parte en
el efecto el sitio ortostérico sino también un sitio alostérico en el receptor D2 de dopamina.

Finalmente, los estudios de los autores de la presente invencion revelaron una propiedad previamente desconocida
y sorprendente de OSU6162, a saber, una accién estimulante de corte claro en un modelo animal de Parkinson
clasico (ratones pretratados con reserpina y alfa-metil-para-tirosina).

Todos en su conjunto, estos datos indican un perfil estabilizador singular de las fenilpiperidinas de la presente
invencion, es decir, un efecto activador en hipofuncion dopaminérgica tanto moderada como severa, demostrando ya
dosis baja, y al mismo tiempo una capacidad para amortiguar un grado fisioldgico o inapropiado de hiperactividad
dopaminérgica. Un perfil de este tipo se muestra como muy prometedor en una diversidad de trastornos
neurolégicos y psiquiatricos, en los cuales una estabilizacion de la funcién dopamina hacia un nivel normal puede
resultar beneficiosa.

Caracteristicas de la solicitud

1. Uso de una sustancia estabilizadora de dopamina seleccionada del grupo constituido por:
compuestos de férmula |
R"
Ra

-
N

0

en donde:

R1y R2 se seleccionan independientemente del grupo constituido por H (con la condicién de que no mas de
uno de R1 y R2 es H), CONHz, OH, CN, CHzCN, 0802CH3, 0802CF3, 8302CF3, COR, SOXCH3
(donde x es 0-2), SOCF3, O(CH2)CF3, OSO2N(R);, CH=NOR, COCOOR, CO-COON(R)2, Cs-s
cicloalquilo, NRSO,CFs3, fenilo en la posicion 2, 3 6 4, tienilo, furilo, pirrolilo, oxazolilo, tiazolilo, N-
pirrolinilo, triazolilo, tetrazolilo o piridinilo;

R3 es hidrégeno, CF3, CH,CF3, C4-Cs alquilo, C3-Cg cicloalquilo, C4-Cg cicloalquil-metilo, C,-Cs al-
quenilo, C,-Cs alquinilo, 3,3,3-trifluoropropilo, 4,4,4-trifluorobutilo, o CH,SCH3,

R4 y R se seleccionan independientemente de hidrogeno, CF3CH,CF3, C4-Cg alquilo, C3-Cg cicloal-
quilo, C4-Cg cicloalquil-metilo, C»-Cs alquenilo, C»-Cg alquinilo, 3,3,3-trifluoropropilo, 4,4,4-
trifluorobutilo o -(CH2)m-Rs donde m es 1-8;

Rs es fenilo, fenilo sustituido con sustituyente CN, CF3, CH,CF3, C4-Cs alquilo, C3-Cs cicloalquilo, Cy4-
Co cicloalquil-metilo, C,-Cs alquenilo o C»-Cg alquinilo, 2-tiofenilo, 3-tiofenilo, -NRsCONRsR7 0 -
CONR5R7; y

Rs y Rr son independientemente H, C1-Cs alquilo, C3-Cs cicloalquilo, C4-Cq cicloalquil-metilo, C-Cs al-

quenilo o C»-Cs alquinilo;

compuestos de férmula ll
Rl

” (m

en donde:
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R4 se selecciona del grupo constituido por OSO,CF3;, OSO,CHs;, SORj3, SO2Rs, COCHs, vy
COCH,CHs, en donde R3; es como se define mas adelante;

R2 se selecciona del grupo constituido por alquilos C—C4 ramificados o no ramificados, alilo termi-
nal, CH,CH,OCHjs, CH,CH,CHxF, CH,CFs3, 3,3,3-trifluoropropilo, y 4,4,4-trifluorobutilo,

R3 se selecciona del grupo constituido por alquilos C1-Cs, CF3, y N(CHa)y;

en donde el compuesto de formula Il no tiene una afinidad de fijacion alta para los receptores sigma; y
compuestos de férmula llI
1

3
N
N
R
2 (1
en donde:
X se selecciona del grupo constituido por N, CH, y C; pero X puede ser solamente C cuando el
compuesto comprende un enlace doble en la linea de puntos;
R4 se selecciona del grupo constituido por OSO,CF3, OSO,CH3, SORs, SO2Rs, CORs, CN, NO,

CONHRs, CF3, 3-tiofeno, 2-tiofeno, 3-furano, 2-furano, F, Cl, Br e I, en donde Rs es como se
define mas adelante;

Ro se selecciona del grupo constituido por alquilos Ci-C4, alilos, CH;SCH3;, CH>CH;OCHs3,
CH>CH,CH.F, CH.CF3, 3,3,3-trifluoropropilo, 4,4,4-trifluorobutilo, y -(CH2)-Rs, en donde Rgs es
como se define mas adelante;

Rsy R4 se seleccionan independientemente del grupo constituido por H y alquilos C1-Ca, pero R3 y R4 no
pueden ser H al mismo tiempo;

Rs se selecciona del grupo constituido por alquilos C4-Cs, CF3, y N(Rz2)2, en donde R, es como se
define arriba; y

Res se selecciona del grupo constituido por cicloalquilo C3-Cs, 2-tetrahidrofurano, y 3-

tetrahidrofurano

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos

para la fabricacién de un medicamento o una composicioén farmacéutica para tratamiento de un trastorno neurolégico
0 psiquiatrico caracterizado por una hipofunciéon del sistema de la dopamina, en donde dicha sustancia debe
administrarse en una dosis oral, subcutanea o intramuscular diaria de 1-20 mg o en una dosis intravenosa diaria de
0,1-2 mg.

2. Uso conforme a la caracteristica 1, en donde dicho trastorno neurolégico o psiquiatrico caracterizado por una
hipofuncién del sistema de la dopamina se selecciona del grupo constituido por enfermedad de Parkinson en etapas
iniciales; piernas inquietas; acatisia; distonias; fatiga mental asociada con edad avanzada, derrame cerebral,
condiciones posencefalicas o postraumaticas; trastornos de déficit de atencion (ADHD); trastornos de espectro
autista; lapsos de consciencia que incluyen narcolepsia, epilepsia de pequefio mal y sincope; trastornos del suefio
con inclusién de hipersomnia, apnea del suefio, y ataques de suefio inducidos por agonistas de los receptores de
dopamina; emesis y nausea; hipofuncién de dopamina inducida por farmacos antipsicoticos.

3. Uso conforme a la caracteristica 1 6 2, en donde la dosis diaria oral, subcutanea o intramuscular es 2,5 a 15 mg.

4. Uso de una sustancia estabilizadora de dopamina seleccionada del grupo constituido por:
compuestos de féormula |
Rl
RS
P
N

RZ

)

en donde:

R1y Rz se seleccionan independientemente del grupo constituido por H (con la condicién de que no mas de
uno de R1 y R2 es H), CONHz, OH, CN, CHzCN, 0302CH3, 0302CF3, 3302CF3, COR, SOXCH3
(donde x es 0-2), SO«CF3;, O(CH)CF3, OSO:N(R)2, CH=NOR, COCOOR, CO-COON(R)z, Css
cicloalquilo, NRSO,CF3, fenilo en la posicion 2, 3 6 4, tienilo, furilo, pirrolilo, oxazolilo, tiazolilo, N-
pirrolinilo, triazolilo, tetrazolilo o piridinilo;

R3 es hidrégeno, CF3, NHz, C4-Csg alquilo, C3-Cs cicloalquilo, C4-Cg cicloalquil-metilo, C»-Cg alquenilo, Co-
Cs alquinilo, 3,3,3-trifluoropropilo, 4,4,4-trifluorobutilo, o CH,SCH3,
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Rsy R se seleccionan independientemente de hidrégeno, CF3CH,CF3, C4-Cs alquilo, C3-Cs cicloalquilo, Cs-Co
cicloalquil-metilo, C,-Cs alquenilo, C,-Cs alquinilo, 3,3,3-trifluoropropilo, 4,4,4-trifluorobutilo o -
(CH2)m- Rs donde m es 1-8;

Rs es fenilo, fenilo sustituido con sustituyente CN, CF3, CH,CF3, C4-Csg alquilo, C3-Cs cicloalquilo, Cs-Co
cicloalquil-metilo, C»-Cg alquenilo o C,-Cs alquinilo, 2-tiofenilo, 3-tiofenilo, -N ResCONRsR7 0 -CONRgR7;

y
Rs y Rr son independientemente H, C+-Cg alquilo, C3-Cg cicloalquilo, C4-Cg cicloalquil-metilo, C>-Cs alquenilo o
C,-Cs alquinilo;

compuestos de férmula Il
R1

“ (n

en donde:

R4 se selecciona del grupo constituido por OSO,CF3, OSO,CHs, SOR3, SO2R3, COCH3, y COCH,CHa, en donde
R3 es como se define mas adelante;

R2 se selecciona del grupo constituido por alquilos C>~C—4 ramificados o no ramificados, alilo terminal,
CH>CH;0CHs;, CH,CH2CHF, CH.CF3, 3,3,3-trifluoropropilo, y 4,4,4-trifluorobutilo,

R3 se selecciona del grupo constituido por alquilos C1-Cs, CF3, y N(CHa)y;

en donde el compuesto de formula Il no tiene una afinidad de fijacion alta para los receptores sigma; y
compuestos de formula Il

Rs
o
N
SN,
Ra ()

en donde:

X se selecciona del grupo constituido por N, CH, y C; pero X puede ser solamente C cuando el
compuesto comprende un enlace doble en la linea de puntos;

R4 se selecciona del grupo constituido por OSO,CF3, OSO.CHs, SORs, SO2Rs5, CORs, CN, NOq,
CONHRs, CFj3, 3-tiofeno, 2-tiofeno, 3-furano, 2-furano, F, Cl, Br e |, en donde Rs es como se define
mas adelante;

Ro se selecciona del grupo constituido por alquilos C1-Cy, alilos, CH>SCH3, CH,CH,OCH3;, CH>,CH2CH.F,
CH.CF3, 3,3,3-trifluoropropilo, 4,4,4-trifluorobutilo, y -(CH2)-Rs, en donde Rs es como se define mas
adelante;

Rsy R4 se seleccionan independientemente del grupo constituido por H y alquilos C+-C4, pero Rz y R4 no
pueden ser H al mismo tiempo;

Rs se selecciona del grupo constituido por alquilos C4-Cs, CF3, y N(R2)2, en donde R, es como se define
arriba; y

Res se selecciona del grupo constituido por cicloalquilo C3-Ce, 2-tetrahidrofurano, y 3-tetrahidrofurano

y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos

para la fabricacién de un medicamento o una composicién farmacéutica para tratamiento de un trastorno causado
por inestabilidad de los circuitos neurales, en donde dicha sustancia debe administrarse en una dosis diaria oral,
subcutanea o intramuscular de 25-50 mg.

5. Uso conforme a la caracteristica 4, en donde dicho trastorno causado por inestabilidad de los circuitos neurales se
seleccionan del grupo constituido por esquizofrenia; otras psicosis y condiciones paranoides; trastorno maniaco-
depresivo; enfermedad de Huntington; tics; enfermedad de Tourette; hipo; discinesias inducidas por L-dopa y otros
agonistas de los receptores de dopamina; discinesias tardias inducidas por tratamiento de larga duracion con
antagonistas de los receptores de dopamina; abuso de drogas y adiccion a las mismas; adiccion al juego; adiccion a
ciertos alimentos, efc.; trastornos emocionales que incluyen agresividad e impulsividad patoldgicas; trastornos
emocionales inducidos por dolor intenso; trastornos de ansiedad con inclusién de trastornos de panico, trastorno de
ansiedad generalizado y trastorno obsesivo-compulsivo; y efectos adversos, con inclusién de efectos
extrapiramidales, ejecutivos, cognitivos y emocionales causados por farmacos antipsicoticos.
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6. Uso conforme a una cualquiera de las caracteristicas precedentes, en donde un compuesto de férmula | o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo se utiliza en la forma de un enantiémero puro.

7. Uso conforme a una cualquiera de las caracteristicas anteriores, en el que se utiliza un compuesto de férmula | o
una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde Ry es CN, OSOF3, 0 SO,CHs.

8. Uso conforme a una cualquiera de las caracteristicas precedentes, en donde R, es H y R3 es alquilo C1.s.
9. Uso conforme a una cualquiera de las caracteristicas precedentes, en donde R; es H y R3 es n-propilo.
10. Uso conforme a una cualquiera de las caracteristicas precedentes, en donde R4 es H.

11. Uso conforme a una cualquiera de las caracteristicas precedentes, en donde se utiliza un compuesto de férmula
| 0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde R; es 3-OH, R; es H, R3 es n-propio y R4 es alquilo
Cz.a.

12. Uso conforme a una cualquiera de las caracteristicas precedentes, en donde dicha sustancia es S-(-)-3-[3-
metilsulfonilfenil]-1-propilpiperidina).

13. Uso conforme a una cualquiera de las caracteristicas 1-5, en donde se utiliza un compuesto de férmula Il o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde R; se selecciona del grupo constituido por OSO,CF3,
0OSO0,CHj3, SO,CH3, SO,CF3, COCHs, y SO2N(CHg)s.

14. Uso conforme a la caracteristica 13, en donde R, se selecciona del grupo constituido por SO,CF3, y COCHg.

15. Uso conforme a una cualquiera de las caracteristicas 1-5, 13 6 14, en donde se utiliza un compuesto de formula
Il o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde R se selecciona del grupo constituido por n-propilo y
etilo.

16. Uso de acuerdo con una cualquiera de las caracteristicas 1-5 6 13-15, en donde se utiliza un compuesto de
férmula Il o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo y dicho compuesto es 4-(3-metanosulfonilfenil)-1-propil-
piperidina.

17. Uso conforme a una cualquiera de las caracteristicas 1-5, en donde se utiliza un compuesto de férmula 11l o una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde X es CH o C.

18. Uso conforme a la caracteristica de una cualquiera de las caracteristicas 1-5 6 17, en donde se utiliza un
compuesto de formula Ill o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde R1 se selecciona del grupo
constituido por 0302CF3, 0802CH3, SOzMe, SOzCF3, COCH3, CN, CF3, CON(CH3)2 y SOzN(CH3)2.

19. Uso conforme a una cualquiera de las caracteristicas 1-5, 17 6 18, en donde se utiliza un compuesto de formula
[ll o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde R3 y Rs son ambos CHa.

20. Uso conforme a una cualquiera de las caracteristicas 1-5 6 17-19, en donde se utiliza un compuesto de féormula
Il o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde R; se selecciona del grupo constituido por SO2CF3,
SOzCH3, COCH3, CF3, Yy CN, y X es CH.

21. Uso conforme a una cualquiera de las caracteristicas 1-5 6 17-20, en donde se utiliza un compuesto de férmula
lIl o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde R se selecciona del grupo constituido por n-propilo
y etilo.

22. Uso conforme a una cualquiera de las caracteristicas precedentes, en donde la dosis diaria se administra como
una sola dosis al dia.

23. Uso conforme a una cualquiera de las caracteristicas 1-21, en donde la dosis diaria se divide en dos dosis
iguales.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de S-(-)-3-[3-metilsulfonilfenil]-1-propilpiperidina
o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma

para la fabricacién de un medicamento o una composicién farmacéutica para tratamiento de la enfermedad de
Parkinson en etapas iniciales o para tratamiento de la fatiga mental asociada con edad avanzada, derrame cerebral,
condicion posencefalicas o postraumaticas, en donde S-(-)-3-[3-metilsulfonilfenil]-1-propilpiperidina puede
administrarse en una dosis diaria oral, subcutanea o intramuscular de 1-20 mg o en una dosis diaria intravenosa de
0,1-2 mg.

2. Uso conforme a la reivindicacion 1, en donde dicho medicamento o composicién farmacéutica es para
tratamiento de la enfermedad de Parkinson en etapas iniciales.

3. Uso conforme a la reivindicacion 1, en donde dicho medicamento o composicién farmacéutica es para
tratamiento de la fatiga mental asociada con edad avanzada, derrame cerebral, o condiciones posencefalicas o
postraumaticas.

4. Uso conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde la dosis diaria oral, subcutanea o
intramuscular es 2,5 a 15 mg.

5. Uso conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde la dosis diaria se administra como una
sola dosis al dia.

6. Uso conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde la dosis diaria se administra en dos
dosis iguales.

7. S-(-)-3-[3-metilsulfonilfenil]-1-propilpiperidina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma para uso en
el tratamiento de la enfermedad de Parkinson en etapas iniciales o en el tratamiento de la fatiga mental asociada con
edad avanzada, derrame cerebral, condiciones posencefdlicas o postraumaticas, en donde la S-(-)-3-[3-
metilsulfonilfenil]-1-propilpiperidina debe administrarse en una dosis diaria oral, subcutanea o intramuscular de 1-20
mg o en una dosis diaria intravenosa de 0,1-2 mg.

8. S-(-)-3-[3-metilsulfonilfenil]-1-propilpiperidina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma para uso
conforme a la reivindicacion 7 para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson en etapas iniciales.

9. S-(-)-3-[3-metilsulfonilfenil]-1-propilpiperidina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma para uso
conforme a la reivindicacion 7 para el tratamiento de la fatiga mental asociada con edad avanzada, derrame
cerebral, condiciones posencefalicas o postraumaticas.

10. S-(-)-3-[3-metilsulfonilfenil]-1-propilpiperidina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma para uso
conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en donde la dosis diaria oral, subcutanea o intramuscular es
2,5a 15 mg.

11. S-(-)-3-[3-metilsulfonilfenil]-1-propilpiperidina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma para uso
conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 7-11, en donde la dosis diaria se administra como una sola dosis
al dia.

12. S-(-)-3-[3-metilsulfonilfenil]-1-propilpiperidina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma para uso
conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 7-11, en donde la dosis diaria se administra en dos dosis iguales.
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