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DESCRIPCION
Alquilsulfonamida quinolinas
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a un derivado de quinolina, a las composiciones farmacéuticas que lo comprenden, y al
compuesto cuando se utiliza en el tratamiento del sistema nervioso central y enfermedades o trastornos periféricos.
Este compuesto puede utilizarse ademas en combinacién con uno u otros agentes mas del SNC para potenciar los
efectos de los demas agentes del SNC. El compuesto de esta invencién es también utii como sonda para la
localizacién de receptores de la superficie celular.

Antecedentes de la invencion

Los receptores de taquicinina son las dianas de una familia de péptidos estructuralmente relacionados que incluyen
la sustancia P (SP), neurocinina A (NKA) y neurocinina B (NKB), en conjunto "taquicininas". Las taquicininas se
sintetizan en el sistema nervioso central (SNC), y en los tejidos periféricos, donde ejercen diversas actividades
biolégicas. Se conocen tres receptores de taquicinina que se denominan receptores de neurocinina-1 (NK-1),
neurocinina-2 (NK-2) y neurocinina-3 (NK-3). Los receptores de NK-1 y NK-2 se expresan segun una amplia
variedad de tejidos periféricos y los receptores de NK-1 se expresan ademas en el SNC mientras que los receptores
de NK-3 se expresan principalmente en el SNC.

Los receptores de neurocinina intervienen como mediadores en una variedad de efectos bioldgicos estimulados por
la taquicinina que incluyen: transmision de sefiales neuronales excitadoras en el SNC vy la periferia (p. e]. sefiales de
dolor), modulacién de la actividad contractil de los musculos lisos, modulacién de respuestas inmunitarias e
inflamatorias, induccion de efectos hipotensores por dilatacion de los vasos sanguineos periféricos y estimulacion de
las secreciones de las glandulas endocrinas y exocrinas.

En el SNC, se ha demostrado que la activacién de los receptores de NK-3 modula la liberacién de dopamina,
acetilcolina y serotonina, sugieren una utilidad terapéutica para ligandos de NK-3 para el tratamiento de diversos
trastornos incluidas la ansiedad, depresién, esquizofrenia y obesidad. Los estudios en el cerebro de primates han
demostrado la presencia de ARNm de NK-3 en diversas regiones relevantes para estos trastornos. Los estudios en
ratas han mostrado receptores de NK-3 que estan situados en neuronas que contienen MCH en el hipotalamo lateral
y la zona incerta, de nuevo sugiriendo una utilidad terapéutica para los ligandos de NK-3 para obesidad.

Se han desarrollado ligandos sin péptidos para cada uno de los receptores de taquicinina, sin embargo los known
antagonistas del receptor de NK-3 sin péptidos adolecen de una serie de problemas tal como la selectividad de la
especie que limita el potencial para evaluar estos compuestos en muchos modelos de enfermedad apropriados. Se
desean por consiguiente nuevos ligandos del receptor de NK-3 sin péptido para su utilizacion como agentes
terapéuticos y como herramientas para investigar las consecuencias bioldgicas de la modulacion del receptor de NK-

El documento WO 95/32948 describe derivados de quinolina como antagonistas del receptor de NK3 taquicinina. El
documento WO 00/31037 describe derivados de quinolina-4-carboxamida como antagonistas de los receptores de
NK-2 y NK-3. El documento WO 02/38548 describe derivados de quinolina-4-carboxamida como antagonistas de los
receptores de NK-2 y NK-3. El documento WO 00/64877describe 2-aminoquinolinacarboxamidas como ligandos del
receptor de neurocinina. El documento WO 97/19926 describe derivados de quinolina-4-carboxamida, su
preparacion y su utilizacion como antagonistas de los receptores de neurocinina 3 (NK-3) y de neurocinina 2 (NK-2).
El documento WO 2006/050991 describe compuestos que tienen actividad en el receptor de NK3 y sus usos en
medicina.

Sumario de la invenciéon

Se describe un compuesto con una afinidad por los receptores de NK-3 (NK-3r). Este compuesto tiene potencial
para el tratamiento de un amplio conjunto de enfermedades, trastornos y afecciones incluidas pero sin limitarse a
depresion, ansiedad, trastornos cognitivos, psicosis, obesidad, enfermedades inflamatorias incluidas el sindrome del
intestino irritable y el trastorno inflamatorio del intestino, emesis, preeclampsia, neumonia obstructiva croénica,
trastornos relacionados con excesivas gonadotropinas y/o andrégenos incluidos dismenorrea, hiperplasia prostatica
benigna, cancer de préstata y cancer testicular en que la modulacion de la actividad de Is receptores de NK-3 es
beneficiosa.

Los ligandos para receptores de NK-3 descritos o una de sus sales farmacéuticamente aceptable estan
representados por un compuesto de formula |,
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seleccionado de:
3-[(metilsulfonil)amino]-2-fenil-N-[(1S)-1-fenilpropil]quinolin-4-carboxamida.

También se describen composiciones farmacéuticas y formulaciones que contienen el compuesto, su utilizacion en
el tratamiento de enfermedades y afecciones ya sea solo o en combinacion con otros compuestos o principios
terapéuticamente activos, procesos y productos intermedios utilizados para prepararlos, sus empleos como
medicamentos, sus empleos en la preparacion de medicamentos y sus empleos para diagndstico y analisis clinico.
En especial se describe un compuesto, composiciones que lo contienen y su empleo en el tratamiento o prevencion
de enfermedades y trastornos relacionados con una amplia gama de enfermedades o trastornos en los que los
receptores de NK-3 se considera que desempefian una funcion.

Descripcion detallada de la invencién

El compuesto de la invencién es un compuesto de formula |,

R?).
R‘\T/A/ (
3]
o. N1 RO
/N%ﬁwR
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(R*); P
~(R%),,

seleccionado de:

3-[(metilsulfonil)amino]-2-fenil-N-[(1S)-1-fenilpropil]quinolin-4-carboxamida o una de sus sales farmacéuticamente
aceptable.

El compuesto de la presente invencion tiene la ventaja de que puede ser mas soluble, ser absorbido mas facilmente
y ser mas eficaz in vivo, producir menos efectos secundarios, ser menos téxico, ser mas potente, mas selectivo,
actuar durante mas tiempo, estar menos metabolizado y/o tener mejores propiedades farmacocinéticas que
compuestos conocidos o tener otras propiedades farmacoldgicas o fisicoquimicas utiles que éstos. Utilizando
ensayos para actividad funcional descritos en la presente memoria, el compuesto de la invencién se encontrara que
tiene una ICsy inferior a aproximadamente 1 uM para receptores de NK-3 potencialmente menos de
aproximadamente 100 nM para receptores de NK-3.

Abreviaturas y definiciones

Tal como se utiliza en la presente memoria, a menos que se indique de otra manera, halo o halégeno se refiera a
fldor, cloro, bromo o yodo;

EDC se refiera a 1-(3-dimetilaminopropil)-3-etilcarbodiimida;
EDTA se refiera a acido etilendiamintetraacético;

HEPES se refiera a la sal monosaddica del acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina etansulfénico, y
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TEA se refiera a la trietilamina.

En los procedimientos descritos en la presente memoria, donde sea necesario, hidroxi, amino u otros grupos
reactivos pueden protegerse utilizando un grupo protector como se describe en el texto ordinario "Protecting groups
in Organic Synthesis", 32 Edicion (1999) de Greene y Wuts.

A menos que se exprese de otra manera, las reacciones se realiza en atmdsfera inerte, preferiblemente en una
atmodsfera de nitrogeno y suelen realizarse a una presion de aproximadamente una a aproximadamente tres
atmosferas, preferiblemente a presion ambiente (aproximadamente una atmdsfera).

El compuesto de la invencion y los productos intermedios pueden aislarse a partir de sus mezclas de reaccion por
técnicas normalizadas.

Las sales de adicion de acido del compuesto de formula | que pueden mencionarse incluyen sales de acidos
minerales, por ejemplo las sales de hidrocloruro e hidrobromuro; y las sales formadas con acidos organicos tales
como las sales de formato, acetato, maleato, benzoato, tartrato y fumarato.

Las sales de adicién de acido del compuesto de férmula | pueden formarse haciendo reaccionar la base libre o una
sal, enantiomero o uno de sus derivados protegidos, con uno o mas equivalentes del acido apropriado. La reaccion
puede llevarse a cabo en un disolvente 0 medio en el que la sal es insoluble o en un disolvente en el que la sal es
soluble, p. €j., agua, dioxano, etanol, tetrahidrofurano o éter dietilico, o una mezcla de disolventes, que puede
eliminarse al vacio o por liofilizaciéon. La reaccién pede ser un proceso de metatesis o puede llevarse a cabo en una
resina de intercambio i6nico.

El compuesto de formula | puede existir en formas tautémeras, todas las cuales estan incluidas dentro del alcance
de la invencién. Los isémeros oOpticos pueden aislarse por separaciéon de una mezcla racémica de los compuestos
que utilizan técnicas convencionales, p. ej. cristalizacion fraccionada o HPLC quiral. Alternativamente cada
enantidmero puede prepararse por reaccion del material de partida épticamente activo apropriado en condiciones de
reaccion que no produzcan racemization.

Sintesis y esquemas

Los compuestos de férmula | pueden prepararse por los métodos ilustrados en los esquemas siguientes.

Esquema 1
N._ O
1 N i TEA g 0 @:ﬁ
i SN + c:|——Es1—R4 o e N—ﬁ.—R4 RS
p 0 DCM |l P 0
1a g 1b
N
EDCI/HOBT

El esquema 1 ilustra la sintesis del ejemplo 1.

En un aspecto adicional la invencién se refiere a compuestos descritos en la presente memoria en donde uno o mas
de los atomos es un radioisétopo del mismo elemento. En una forma especifica de este aspecto de la invencion el
compuesto esta marcado con tritio. Dichos compuestos radiomarcados se sintetizan ya sea por incorporacion de
materiales de partida radiomarcados con radio o, en el caso del tritio, intercambio de hidrégeno por tritio por métodos
conocidos. Los métodos conocidos comprenden (1) halogenacion electrofilca, seguida de reduccién del halégeno en
presencia de una fuente de ftritio, por ejemplo, por hidrogenacion con gas tritio en presencia de un catalizador de
paladio, o (2) intercambio de hidrogeno por tritio realizada en presencia de gas tritio y un catalizador organometalico
adecuado (p. €j. paladio).

Los compuestos de la invencion marcados con ftritio son Utiles para el descubrimiento de nuevos compuestos
medicinales que se unen a un receptor de NK-3 y modulaten la actividad, por agonismo, agonismo parcial o
antagonismo de éste. Dichos compuestos marcados con tritio pueden utilizarse en ensayos que miden el
desplazamiento de dichos compuestos para evaluar la fijacion de ligandos que se unen a receptores de NK-3.

En un aspecto adicional la invencion se refiere a compuestos descritos en la presente memoria que comprenden
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ademas uno o mas atomos es un radioisétopo de un radioisétopo. En una forma especifica de este aspecto de la
invencion el compuesto comprende un halégeno radioactivo. Dichos compuestos radiomarcados se sintetizan
incorporando materiales de partida radiomarcados por métodos conocidos. Dichos compuestos que comprenden
uno o mas atomos de un radiois6topo son utiles como ligandos de tomografia de emision de positrones (PET) y para
otros usos y técnicas para determinar la posicion de los receptores de NK3.

Usos terapéuticos de compuestos:

Un aspecto adicional de la invencién es el compuesto segun la invencion, o una de sus sales farmacéuticamente
aceptable, para su utilizaciéon en el tratamiento o profilaxis de una enfermedad o afeccion seleccionada de depresion,
ansiedad, trastornos cognitivos, psicosis, obesidad, enfermedades inflamatorias incluidas el sindrome del intestino
irritable y el trastorno inflamatorio del intestino, emesis, preeclampsia, neumonia obstructiva crénica, trastornos
relacionados con excesivas gonadotropinas y/o androgenos incluidos dismenorrea, hiperplasia prostatica benigna,
cancer de prostata y cancer testicular. Mas realizaciones especificas comprenden el compuesto o una de sus sales
farmacéuticamente aceptable para su utilizacion en el tratamiento o profilaxis de la ansiedad, depresion u obesidad.

Un aspecto adicional de la invencion es la utilizacion del compuesto segun la invencion, o de una de sus sales
farmacéuticamente aceptable, en la preparacion de un medicamento para el tratamiento o profilaxis de
enfermedades o afecciones seleccionadas de depresion, ansiedad, trastornos cognitivos, psicosis, obesidad,
enfermedades inflamatorias incluidas el sindrome del intestino irritable y el trastorno inflamatorio del intestino,
emesis, preeclampsia, neumonia obstructiva crénica, trastornos relacionados con excesivas gonadotropinas y/o
androgenos incluidos dismenorrea, hiperplasia prostatica benigna, cancer de prostata y cancer testicular.

Composiciones farmacéuticas

El compuesto de la invencion o una de sus sales farmacéuticamente aceptable, puede utilizarse por si mismo o en
forma de preparados medicinales apropriados para administracion intestinal o parenteral. Segun un aspecto
adicional de la invencion, se proporciona una composicidon farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz del compuesto de la invencion o una de sus sales terapéuticamente aceptable, junto con al
menos un diluyente, lubricante o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Preferiblemente la composicion comprende menos del 80% y mas preferiblemente menos del 50% en peso del
compuesto de la invencidon mezclado con un diluyente, lubricante o excipiente inerte, farmacéuticamente aceptable.

Ejemplos de diluyentes, lubricantes y excipientes son:

° para comprimidos y grageas: lactosa, almidén, talco, acido estearico;

. para capsulas: acido tartarico o lactosa;

° para soluciones inyectables: agua, alcoholes, glicerina, aceites vegetales;
° para supositorios: aceites naturales o hidrogenados o ceras.

Se ha descrito también un procedimiento para la preparacién de dicha composicién farmacéutica, procedimiento que
comprende el mezclado o composiciéon de los ingredientes conjuntamente y la elaboracion de los ingredientes
mezclados en comprimidos o supositorios, encapsulacion de los ingredientes en capsulas o disolucion de los
ingredientes para formar soluciones inyectables.

Los derivados farmacéuticamente aceptables comprenden solvatos y sales. Por ejemplo, el compuesto de la
invencion puede formar sales de adicion de acido con acidos, tales como los acidos convencionales
farmacéuticamente aceptables incluidos los acidos maleico, clorhidrico, bromhidrico, fosférico, acético, fumarico,
salicilico, citrico, lactico, mandélico, tartarico y metansulfénico.

Las sales de adicién de acido del compuesto de formula | que pueden mencionarse comprenden sales de acidos
minerales, por ejemplo las sales de hidrocloruro e hidrobromuro; y las sales formadas con acidos organicos tales
como las sales de formato, acetato, maleato, benzoato, tartrato y fumarato. Las sales de adicion de acido del
compuesto de férmula | pueden formarse haciendo reaccionar la base libre o una sal, enantidmero o uno de sus
derivados protegidos, con uno o mas equivalentes del acido apropriado. La reaccion puede llevarse a cabo en un
disolvente o medio en el que la sal es insoluble o en un disolvente en el que la sal es soluble, p. ej., agua, dioxano,
etanol, tetrahidrofurano o éter dietilico, o una mezcla de disolventes, que puede eliminarse al vacio o por liofilizacién.
La reaccién pede ser un proceso de metatesis o puede llevarse a cabo en una resina de intercambio iénico.

Para los usos, medicamentos y composiciones mencionados en la presente memoria la cantidad de compuesto
utilizado y la dosis administrada variara, desde luego, con el compuesto empleado, el modo de administracion y el
tratamiento deseado. Sin embargo, en general, se obtienen resultados satisfactorios cuando el compuesto de la
invencion se administra a una dosis diaria de aproximadamente 0,1 mg a aproximadamente 20 mg/kg de peso
corporal del animal. Dichas dosis pueden administrarse en dosis divididas 1 a 4 veces al dia o en forma de liberaciéon
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lenta. Para una persona, la dosis diaria total estd comprendida en el intervalo de 5 mg a 1.400 mg, mas
preferiblemente desde 10 mg a 100 mg, y las presentaciones en dosis individuales adecuadas para administracion
oral comprenden de 2 mg a 1.400 mg del compuesto mezclado con excipientes, lubricantes y diluyentes
farmacéuticos soélidos o liquidos.

El compuesto de la invencién puede existir en formas tautémeras, todas las cuales estan incluidas dentro del
alcance de la invencién. El isémero optico puede aislarse por separacidon de una mezcla racémica de los
compuestos que utilizan técnicas convencionales, p. €j. cristalizacion fraccionada o HPLC quiral. Alternativamente
cada enantidmero puede prepararse por reaccién de los materiales de partida 6pticamente activos apropriado en
condiciones de reaccién que no produzcan racemizacion.

Ejemplo 1. 3-[(metilsulfonil)amino]-2-fenil-N-[(1S)-1-fenilpropil]quinolin-4-carboxamida (1) (los identificadores en e
ejemplo 1 se refieren al esquema 1).

Una solucion de acido 3-[(metilsulfonil)amino]-2-fenilquinolina-4-carboxilico (1c) (342 mg, 1,0 mmol), HOBT
hidratado (231 mg, 1,5 mmol), 4-metilmorfolina (276 pl, 1,5 mmol) en tetrahidrofurano (50 ml) se afiadié6 EDCI (289
mg, 1,5 mmol) a t.a. en N,. Se afadié a continuacion (S)-1-fenilpropilamina (135 mg, 1,0 mmol) y la mezcla de
reaccion se agité a t.a. durante 12 h. Se eliminaron todos los disolventes al vacio y el residuo se repartié entre
acetato de etilo y solucion acuosa al 10% de bicarbonato sédico, se secd sobre sulfato sédico y a continuacion se
concentrd al vacio. El residuo se purificd por cromatografia eluyendo con 15-25% de acetato de etilo / hexane para
dar el compuesto del titulo (70 mg, 15%) en forma sdlida. 'H RMN (300 MHz, CDCl3) & 0,94 (t, 3H), 1,97 (m, 2H),
3,44 (s, 3H), 5,17 (q, 1 H), 5,47 (m, 2H), 7,32 (d, 2H), 7,34 (d, 2H), 7,39 (m, 1 H), 7,78 (m, 2H), 7,84 (m, 2H), 8,08
(m, 1 H), 8,30 (m, 2H), 8,42 (m, 2H). MS APCI, m/z = 460 (M+1). LCMS: 2,51 min.

El acido inicial, acido 3-[(metilsulfonil)amino]-2-fenilquinolina-4-carboxilico (1c), se preparé de la siguiente manera:
N-(2-oxo-2-feniletil)metansulfonamida (1b)

A una solucién de hidrocloruro de 2-amino-1-feniletanona (1.715 mg, 10 mmol) en DMF (20 ml), se afadié TEA (2,8
mg, 20 mmol). Tras el enfriamiento en un bafio de agua con hielo, se afiadié lentamente cloruro de metilsulfonilo
(0,77 ml, 10 mmol) y la mezcla de reaccién se agité a t.a. durante 12 h. La mezcla se repartio entre diclorometano y
salmuera, se seco sobre sulfato sddico y a continuacion se concentro al vacio para dar el compuesto del titulo (2.100
mg, 98%) como un solido blanco apagado. MS APCI, m/z = 214 (M+1). LCMS: 1,19 min.

Acido 3-[(metilsulfonil)amino]-2-fenilquinolina-4-carboxilico (1c)

Se afiadié una solucion de hidréxido soédico (1,15 g, 29.,0 mmol) en agua (2,5 ml) a isatina (441 mg, 3 mmol). El
precipitado marrén resultante se agitd vigorosamente a t.a. durante 20 minutos antes de calentarlo a 85°C. A
continuacion se afiadio gota a gota durante 30 minutos una solucion de N-(2-oxo-2-feniletil)metansulfonamida (1 b)
(639 mg, 3,0 mmol) en etanol/THF/agua (6,3 ml/1,25 ml/63 ml. La mezcla de reaccién se agité a 85°C durante 4 h
mas antes de enfriar a t.a. Se eliminaron al vacio todos los disolventes organicos y el residuo acuoso se redujo a un
volumen de aproximadamente 6 ml. El residuo acuoso se lavé con éter (3 x 10 ml) y a continuacion el residuo
acuoso se acidificé enfriando a pH 4 con acido acético. El precipitado formado se recogio, se lavé con agua y se
seco para dar el compuesto del titulo en forma solida (721 mg, 70,3%). "H RMN (300 MHz, CDCl3) & 3,11 (s, 3H),
7,05 (d, 1 H), 7,39 (d, 2H), 7,64 (m, 2H), 7,78 (m, 1 H), 8,06 (m, 1 H), 8,19 (m, 1 H), 8,47 (m, 1H), 10,03 (b, 2H), MS
APCI, m/z = 343 (M+1). LCMS: 1,07 min.

Pruebas biolégicas
Actividad de fijacion del receptor de NK-3:

Generalmente, la actividad de fijacion del NK-3r puede evaluarse utilizando ensayos realizados como se describe en
Krause et al., (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94: 310-315, 1997). El ADN complementario del NK-3r se clona en ARN
hipotalamico humano utilizando procedimientos normalizados. EI ADNc del receptor se inserta en un vector de
expresion adecuado transfectado en una estirpe celular de ovario de hamster chino, y puede aislarse una estirpe
celular clonal que se expresa de manera estable, caracterizada y utilizada para experimentos.
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Las células pueden cultivarse en medio de cultivo tisular por técnicas conocidas por los expertos en la técnica y
recuperarse por centrifugacion a baja velocidad. Pueden homogeneizarse los sedimentos celulares, aislarse todas
las membranas celulares por centrifugacion a alta velocidad y ponerse en suspension en solucién salina tamponada.
Generalmente, pueden realizarse ensayos de fijacion al receptor incubando cantidades adecuadas de preparados de
membranas purificadas con [125I]-metilPhe?-neurocinina B, en presencia o ausencia de compuestos de ensayo.
Pueden recolectarse proteinas de la membrana por filtracion rapida y puede cuantificarse la radioactividad en un
contador de centelleo de placa de radiaciones . La fijacion inespecifica puede distinguirse de la fijacion especifica
mediante el empleo de referencias adecuadas y la afinidad de compuestos por el receptor expresado puede
determinarse empleando diferentes concentraciones de compuestos.

Preparaciéon de membranas a partir de células CHO transfectadas con receptores clonados de NK-3:

Se clond un gen del receptor de NK-3 humano utilizando métodos similares a los descritos para otros receptores de
NK humanos (Aharony et al., Mol. Pharmacol. 45:9-19, 1994; Caccese et al., Neuropeptides 33, 239-243, 1999). La
secuencia del ADN del receptor de NK-3 clonado diferia de la secuencia publicada (Buell et al., FEBS Letts. 299,90-
95, 1992; Huang et al., Biochem. Biophys. Res. Commun. 184,966-972, 1992) que tiene un solo cambio de base
T>C imperceptible en el nucledtido 1320 de la secuencia codificadora. Dado que el cambio es imperceptible, el gen
clonado proporciona una secuencia de aminoacidos principal para la proteina del receptor de NK-3 codificada
idéntica a la secuencia publicada. EI ADNc de receptor se utilizé para transfectar células CHO-K1 utilizando métodos
normalizados y se aislé y caracterizé un clon que expresa de manera estable al receptor. Se prepararon membranes
plasmaticas de estas células como se publicé (Aharony et al., 1994).

Se recolectaron y centrifugron las células para eliminar el mediumo. Las células sedimentadas se homogeneizaeron
(Brinkman Polytron, tres arranques de 15 s en hielo) en un tampén consistente en Tris-HCI 50 mM (pH 7,4), NaCl
120 mM, KC 5 mMI, EDTA 10 mM e inhibidores de proteasa (0,1 mg/ml inhibidor de tripsina de semillas de soja, y
yodoacetamida 1 mM). Se centrifugd el homogeneizado a 1000xg durante 10 min a 4°C para eliminar el residuo
celular. Se lavaron una vez los sedimentos con tampoén de homogeneizacion. Los sobrenadantes se combinaron y
centrifugaron a 40.000xg durante 20 min at 4°C. El sedimento que contiene membranas se homogeinizd con una
Polytron como anteriormente. La suspension se centrifugd a 40.000xg durante 20 min a 4°C, el sedimento se puso
en suspension en tampoén (HEPES 20 mM, pH 7,4 que contenia MgCl, 3 mM, KCI 30 mM y tiorfan 100 uM) y se
determind la concentracion de proteinas. La suspension de membranas se diluyd a continuaciéon hasta 3 mg/ml con
tampon que contenia 0,02% de BSA, y se congeld rapidamente. Las muestras se almacenaron a -80°C hasta su
utilizacion.

Ensayo para la actividad de fijacién del receptor de NK-3:
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Un método de ensayo de fijacion del receptor con [
al., J. Pharmacol. Exper. Ther., 274:1216-1221, 1995.

I]-MePhe7-NKB se modificé a partir del descrito por Aharony et

Se realizaron experimentos de competencia en membranas (2 pg proteina/reaccion) que contenian 0,2 ml de
tampon de ensayo (TrissHClI 50 mM, MnCl; 4 mM, tiorfan 10 pM, pH 7,4), competidores probados vy [125I]-
MePhe7NKB (0,2 nM). Se utilizé ligando homdlogo sin marcar (0,5 yM) para definir fijaciones inespecificas. Se
llevaron a cabo incubaciones a 25°C durante 90 min. Se aisl6 el ligando fijado al receptor por filtracién al vacio en un
Packard Harvester sobre placas GF/C empapadas prevamente en BSA al 0,5%. Las placas se lavaron con Tris 0,02
M, pH 7,4. El calculo de las constantes de equilibrio de fijacion (Kp y Ki), la densidad del receptor (Bmax) y el analisis
estadistico se realiz6 como se publicé anteriormente (Aharony et al., 1995) empleando los programas informaticos
GraphPad Prism o IDBS XLiit.

Actividad funcional de NK-3:

Generalmente, la actividad funcional de NK-3 puede evaluarse utilizando ensayos de movilizacién de calcio en
estirpes celulares que expresan NK-3r estable. La movilizacion de calcio inducida por el agonista de metilPhe7-
neurocinina B puede controlarse utilizando un instrumento FLIPR (Molecular Devices) en la manera descrita por el
fabricante. Pueden afiadirse agonistas a las células y registrarse continuamente respuestas de fluorescencia durante
hasta 5 min. Las acciones de los antagonistas pueden evaluarse preincubando células antes de la administracion del
agonista metilPhe7-neurocinina B. La accion de los agonistas puede evaluarse observando su actividad intrinseca
en dicho sistema.

Ensayo para actividad funcional de NK-3:

Las células CHO que expresan el receptor de NK-3 se mantuvieron en medio de cultivo (medio F12 de Ham, FBS al
10%, L-glutamine 2 mM, e 50 mg/ml de Higromicina B). Un dia antes del ensayo las células se dispensaron en
placas de 384 pocillos en medio Ultraculture (Cambrex Bio Science) con L-glutamina 2 mM para conseguir 70-90%
de confluencia. Para cuantificar la movilizacién del calcio inducida por el receptor de NK-3, las células se lavaron en
primer lugar con tampon de ensayo consistente en soluciéon salina equilbrada de Hanks, HEPES 15 mM, y
probenecid 2,5 mM, pH 7,4. Las células se cargaron a continuacion con colorante Fluo4/AM (4,4 uM) en tampodn de
ensayo. Se incubaron células durante una hora y a continuacién se lavaron con tampoén de ensayo, se expusieron a
senktide 0,02 - 300 nM y se registro la respuesta a la fluorescencia utilizando un instrumento FLIPR (Molecular

7
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Devices Corporation). Para cuantificar el antagonismo de la respuesta del agonista, se preincubaron células con
concentraciones variables de compuesto de ensayo durante 2-20 min y a continuacion se expusieron a senktide 2
nM, una concentracion que sol provoca aproximadamente un 70% de respuesta de calcio maxima. Los datos
resultantes se analizaron utilizando el programa informatico XLfit (fabricante IDBS) para determinar los valores de
EC50 e |C5o.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto que es 3-[(metilsulfonil)amino]-2-fenil-N-[(1S)-1-fenilpropillquinolin-4-carboxamida o una de sus
sales farmacéuticamente aceptable.

2. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto de la
reivindicacion 1 o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, junto con al menos un diluyente, lubricante o
excipiente farmacéuticamente aceptable.

3. Un compuesto como el definido en la reivindicacién 1 o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, para su
utilizaciéon en el tratamiento o profilaxis de una enfermedad o afeccidon seleccionada de depresién, ansiedad,
trastornos cognitivos, psicosis, obesidad, enfermedades inflamatorias incluidas el sindrome del intestino irritable y el
trastorno inflamatorio del intestino, emesis, preeclampsia, neumonia obstructiva crénica, trastornos relacionados con
excesivas gonadotropinas y/o andrégenos incluidos dismenorrea, hiperplasia prostatica benigna, cancer de prostata
y cancer de testiculos.

4. Un compuesto como el definido en la reivindicacion 1 o una de sus sales farmacéuticamente aceptables para su
utilizacién en el tratamiento o profilaxis de la ansiedad, depresion u obesidad.

5. Utilizacién de un compuesto como el definido en la reivindicacién 1 o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables en la preparacién de un medicamento para el tratamiento o profilaxis de una enfermedad o afeccién, de
un compuesto como el definido en la reivindicacién 1 o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, para su
utilizaciéon en el tratamiento o profilaxis de una enfermedad o afeccidon seleccionada de depresién, ansiedad,
trastornos cognitivos, psicosis, obesidad, enfermedades inflamatorias incluidas el sindrome del intestino irritable y el
trastorno inflamatorio del intestino, emesis, preeclampsia, neumonia obstructiva crénica, trastornos relacionados con
excesivas gonadotropinas y/o andrégenos incluidos dismenorrea, hiperplasia prostatica benigna, cancer de prostata
y cancer de testiculos.

6. Utilizacién de un compuesto como el definido en la reivindicacién 1 o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables en la preparacion de un medicamento para el tratamiento o profilaxis de la ansiedad, la depresion o la
obesidad.
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