ES 2703630 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 703 630
Eint. a1

A61K 45/06 (2006.01)
A61K 31/27 (2006.01)
A61K 31/4045 (200601
A61K 31/445 (2006.01)
A61K 31/55 (2006.01)
AB1P 25/28 (2006.01)
A61K 9/00 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 06.09.2013 ~ PCT/EP2013/068516
Fecha y nimero de publicacién internacional: 13.03.2014 WO14037532

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  06.09.2013  E 13759195 (4)
Fecha y nimero de publicacién de la concesion europea: 14.11.2018  EP 2892563

Tl’tulo: Composiciones farmacéuticas para tratar la enfermedad de Alzheimer

Prioridad: @ Titular/es:
09.09.2012 US 201261698664 P H. LUNDBECK A/S (100.0%)
14.03.2013 US 201361782084 P Ottiliavej 9
2500 Valby, DK
Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la @ Inventor/es:
traduccion de la patente: SCHMIDT. ELLEN
' y
11.03.2019 AREBERG, JOHAN
Agente/Representante:
ELZABURU, S.L.P

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2703 630 T3

DESCRIPCION
Composiciones farmacéuticas para tratar la enfermedad de Alzheimer
Campo de la invencion

La presente divulgacion describe métodos para tratar la enfermedad de Alzheimer que comprenden administrar una
dosis eficaz del Compuesto | para mejorar o aumentar el efecto de un inhibidor de la acetilcolinesterasa tal como
donepezilo o rivastigmina. Se describen ademas composiciones farmacéuticas que comprenden el Compuesto .

Antecedentes de la técnica

La demencia es un sindrome clinico caracterizado por déficits en multiples areas de la cognicion que no se pueden
explicar por el envejecimiento normal, un declive evidente de la funcion y una ausencia de delirio. Ademas, suelen
estar presentes sintomas neuropsiquiatricos y hallazgos neuroldgicos focales. La demencia se clasifica también en
base a la etiologia. La enfermedad de Alzheimer (AD) es la causa mas comun de demencia, seguida de la demencia
mixta de enfermedad de Alzheimer con demencia vascular, la demencia vascular, la demencia con cuerpos de Lewy
(DLB) y la demencia fronto-temporal.

Se espera que la incidencia de la enfermedad de Alzheimer aumente hasta el afio 2050 con una prevalencia
estimada de 11 a 16 millones de casos. Actualmente, hay dos clases de farmacos aprobados por la FDA para el
control de los sintomas de la AD - los inhibidores de la acetilcolinesterasa (los AChEI) y un antagonista del receptor
de la N-metil-D-aspartasa (NMDA). Los AChEI se usan cominmente como tratamiento inicial en el diagnédstico. Los
AChEI - donepezilo, rivastigmina, galantamina y tacrina - estan indicados para la enfermedad de Alzheimer de leve a
moderada; solamente el donepezilo esta aprobado para la etapa severa.

A pesar de las terapias disponibles, no existen tratamientos para curar la AD ni para prevenir o detener el avance de
la enfermedad. Los inhibidores de la acetilcolinesterasa no ayudan a todas las personas que tienen la enfermedad
de Alzheimer y, de hecho, no son eficaces en muchos pacientes. Teniendo en cuenta que los AChEI y la memantina
tienen solamente un efecto sintomatico modesto y no pueden evitar el deterioro por la AD ni el lento empeoramiento
de la enfermedad, existe una gran necesidad no satisfecha de tratamientos sintomaticos mas eficaces y de terapias
para una modificaciéon/desaceleracion de la enfermedad.

Se ha sugerido el uso de antagonistas selectivos del receptor 5-HTs para tratar la disfuncion cognitiva y se basa en
varias lineas de razonamiento. Por ejemplo, se ha demostrado que los antagonistas selectivos del receptor 5-HTg
modulan la funcién neuronal colinérgica y glutamatérgica. La actividad de los antagonistas selectivos del receptor 5-
HTs se ha demostrado en modelos animales de funcion cognitiva. Desde la divulgacion de los primeros antagonistas
selectivos del receptor 5-HTs, ha habido varios informes sobre la actividad de estos compuestos selectivos en
modelos de la funcién cognitiva in vivo. La N-(2-(6-fluoro-1H-indol-3)-il)etil)-3-(2,2,3,3-tetrafluoropropoxi)bencilamina
(denominada en la presente memoria "Compuesto I") es un antagonista potente y selectivo del receptor 5-HTs que
ha estado en desarrollo clinico para tratar el deterioro cognitivo asociado con la esquizofrenia y como tratamiento
para la enfermedad de Alzheimer.

Compuesto |

En noviembre de 2008, se inicié un estudio multicéntrico, aleatorizado, doble ciego, de dosis fija (120 mg/dia BID)
para explorar la eficacia y la seguridad del Compuesto | como tratamiento complementario a la risperidona en
pacientes con esquizofrenia. La mejoria general en los sintomas de la esquizofrenia se evalud utilizando la
puntuacion total de la Escala de Sindrome Positivo y Negativo (PANSS). El Compuesto | no ofrecié ninguna ventaja
de tratamiento sobre el placebo medido por la puntuacion total de PANSS. En 2010, se anuncié que parecia no
haber ninguna ventaja de tratamiento sobre el placebo para mejorar la funcién neurocognitiva general de los
pacientes evaluada utilizando la puntuacion Z compuesta de BACS vy las puntuaciones de subescala cognitiva de
PANSS.

En 2012, se publicé que un ensayo aleatorizado, doble ciego, controlado con placebo, realizado en Europa, Canada
y Australia cumplié su criterio principal de valoracion en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Los datos
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demostraron que el Compuesto | mas 10 mg/dia de donepezilo mejoro significativamente la funcion cognitiva en 278
pacientes con enfermedad de Alzheimer en comparacion con placebo mas donepezilo, cuando se midié por la
subescala cognitiva de la escala de evaluacion de la enfermedad de Alzheimer (ADAS-cog). El Compuesto | mostré
resultados positivos en los criterios de valoracion secundarios, incluyendo las medidas de impresiéon global y las
actividades de la vida diaria en comparacion con los pacientes tratados con donepezilo.

La dosis diaria de 90 mg de Compuesto | en el estudio de AD se administrd tres veces al dia (3 x 30 mg) para
superar la semivida relativamente corta observada en los sujetos en estudios clinicos anteriores. Una razén para esa
seleccion de dosis fue asegurar que el nivel de exposicion maxima cayera por debajo del limite de exposicion
maxima que habia sido establecido a partir de estudios de toxicologia no clinica. Por consiguiente, se introdujo en el
estudio una dosis fija de tres veces.

Como el receptor 5-HTs es una nueva diana localizada predominantemente en el cerebro, un problema clave en el
desarrollo es determinar la cantidad de ocupacion del receptor y la correlacion con la exposicion en plasma. Con las
dianas en el sistema nervioso central, existen otros desafios que giran alrededor de si un farmaco pasara o no la
barrera hematoencefalica y si alcanzard o no a la diana a una concentracion adecuada y durante un periodo
suficiente de ocupacion del receptor.

Las medidas directas en el cerebro de la ocupacion del receptor 5-HTes pueden ser valiosas para muchos procesos
de toma de decisiones durante el desarrollo de farmacos de accién central dirigidos a 5-HTe para asegurar el analisis
adecuado de prueba de concepto y para optimizar los regimenes de dosificacion. En los seres humanos, se han
utilizado herramientas tales como la tomografia por emisiéon de positrones (PET) con ligandos especificos
radiomarcados para evaluar cuantitativamente la ocupacion in vivo de una serie de receptores de
neurotransmisores, incluidos los de dopamina, serotonina y benzodiazepinas (Talbot, et al, European
Neuropsychopharmacology, 2002, 12, 503-511).

Se desarroll6 un ligando eficaz para PET, [''C]-LUPET y desde entonces ha sido evaluado satisfactoriamente para
uso humano. El ligando se utilizd posteriormente para determinar la ocupacion del receptor 5-HTs después de
multiples intervalos de dosis del Compuesto |. En la evaluacion de la ocupacion del receptor, se administré a los
sujetos humanos el compuesto durante al menos tres dias en varios regimenes de dosificacion.

Los inventores descubrieron que se observaron altas ocupaciones del receptor después de multiples dosis del
Compuesto | y que la ocupacion del receptor se mantuvo 24 horas después de la dosis. Los datos generados a partir
de un estudio separado de farmacocinética de Fase | en ancianos y los datos generados en el estudio de la
enfermedad de Alzheimer anterior han demostrado que la semivida de eliminacion del Compuesto | en la poblacién
anciana fue mas larga (aproximadamente 19 horas) en comparacion con los sujetos joévenes sanos
(aproximadamente 12 horas) ).

Con estos descubrimientos convergentes, los inventores han identificado mejores métodos para tratar la enfermedad
de Alzheimer mediante la introduccion de un régimen de dosificacion nuevo y mejorado que comprende la
administracion una vez al dia en un nuevo intervalo de dosificacién. En base a los hallazgos descritos en la presente
memoria, se espera que el intervalo de dosis contemplado sea eficaz a la vez que proporcione niveles de exposicion
por debajo del NOAEL (nivel sin efecto adverso observable), mejorando de este modo la relaciéon de seguridad. La
invencion se describe con mayor detalle a continuacion.

Sumario de la invenciéon

Sigue existiendo la necesidad de nuevos tratamientos y terapias para la enfermedad de Alzheimer y trastornos
relacionados con la enfermedad de Alzheimer, tales como la demencia.

La invencion se expone en las reivindicaciones adjuntas. La materia que no esta englobada en el alcance de las
reivindicaciones no forma parte de la invencién reivindicada ahora. Se describen en la presente memoria métodos
para tratar la enfermedad de Alzheimer como terapia complementaria al tratamiento de la acetilcolinesterasa, que
comprenden  administrar una  dosis diaria eficaz de  N-(2-(6-fluoro-1H-indol-3-il)etil)-3-(2,2,3,3-
tetrafluoropropoxi)bencilamina o una sal farmacéuticamente aceptable a un paciente que necesite dicho tratamiento,
en donde la dosis diaria eficaz administrada al paciente esta entre aproximadamente 30 y aproximadamente 60 mg.

Se describen ademas en la presente memoria métodos para tratar la enfermedad de Alzheimer como terapia
complementaria al tratamiento de la acetilcolinesterasa, que comprenden administrar una dosis diaria eficaz de N-(2-
(6-fluoro-1H-indol-3-il)etil)-3-(2,2,3, 3-tetrafluoropropoxi)bencilamina o una sal farmacéuticamente aceptable para un
paciente que necesite tal tratamiento, en donde la dosis diaria eficaz administrada al paciente esta entre
aproximadamente 30 y aproximadamente 60 mg.

Se proporciona ademas N-(2-(6-fluoro-1H-indol-3-il)etil)-3-(2,2,3,3-tetrafluoropropoxi)bencilamina o una sal
farmacéuticamente aceptable para uso en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer mediante la mejora o el
aumento del efecto de un inhibidor de la acetilcolinesterasa que comprende administrar una dosis diaria eficaz de
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dicho compuesto a un paciente que necesite dicho tratamiento, en donde la dosis diaria eficaz administrada al
paciente esta entre 30 y 60 mg.

La invencioén proporciona también N-(2-(6-fluoro-1H-indol-3-il)elil)-3-(2,2,3,3-tetrafluoropropoxi)bencilamina o una sal
farmacéuticamente aceptable para uso en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer como terapia
complementaria al tratamiento de la acetilcolinesterasa, que comprende administrar una dosis diaria eficaz de N-(2-
(6-fluoro-1H-indol-3-il)etil)-3-(2,2,3,3-tetrafluoropropoxi)bencilamina o una sal farmacéuticamente aceptable a un
paciente que necesite tal tratamiento, en donde la dosis diaria eficaz administrada al paciente esta entre 30 y 60 mg.

Un aspecto de la divulgacion se dirige a un método para tratar la enfermedad de Alzheimer de leve a moderada. En
una realizacion, la sal farmacéuticamente aceptable es el hidrocloruro.

En otra realizacion, la dosis se administra como una formulacién de liberacion inmediata.

En otro aspecto mas, el método es para tratar la enfermedad de Alzheimer de leve a moderada.
En otra realizacion, el inhibidor de la acetilcolinesterasa es donepezilo.

En otra realizacion, el inhibidor de la acetilcolinesterasa es rivastigmina.

En otra realizacion, el inhibidor de la acetilcolinesterasa es galantamina.

En otra realizacion, la dosis se administra una vez al dia.

La realizacién de la invencion mencionada antes que se refiere a la administracién una vez al dia del Compuesto |
tiene claras ventajas para los pacientes. Tales ventajas incluyen pero no se limitan a la facilidad de administracion, la
comodidad y la observancia por parte del paciente de una dosificacion consistente. Sin embargo, ciertas
realizaciones de la invencion incluyen también, en base a los datos de los solicitantes en esta memoria, la
administracion del Compuesto | mas de una vez al dia en cantidades equivalentes a las cantidades descritas en esta
memoria en un periodo de veinticuatro horas. Por lo tanto, las realizaciones de la invencién incluyen también lo
siguiente:

En una realizacion, la dosis diaria eficaz es de 30 mg.

En otra realizacion mas, la dosis es la dosis diaria eficaz de 40 mg o menos.
En una realizacion, la dosis es la dosis diaria eficaz de 50 mg o menos.

En otra realizacion, la dosis es la dosis diaria eficaz de 60 mg o menos.

Como se usa en la presente memoria, el Compuesto | es N-(2-(6-fluoro-1H-indol-3-il)etil)-3-(2,2,3,3-
tetrafluoropropoxi)bencilamina y, por consiguiente, se describe ademas una composicion farmacéutica que
comprende el Compuesto | en donde la composicién cuando se administra a un ser humano proporciona una
concentracion en plasma sanguineo del Compuesto | en un intervalo de aproximadamente 56 ng/mL a
aproximadamente 310 ng/mL en nivel plasmatico de equilibrio y cuando la composicion se administra para
proporcionar una dosis diaria eficaz de Compuesto | de aproximadamente 60 mg o menos.

Se describe ademas una composicion farmacéutica que comprende el Compuesto | en donde la composicién
proporciona cuando se administra a un ser humano una ocupacién del receptor del Compuesto | mayor o igual a
aproximadamente el 90 % en el receptor 5HT-6 a un nivel plasmatico de equilibrio y cuando la composicion se
administra para proporcionar una dosis diaria eficaz de Compuesto | de aproximadamente 60 mg o menos.

Se describe ademas una composicion farmacéutica que comprende el Compuesto | en donde la composicién
proporciona cuando se administra a un ser humano una ocupacion del receptor del Compuesto | mayor o igual a
aproximadamente el 80 % en el receptor 5HT-6 a un nivel plasmatico de equilibrio y cuando la composicion se
administra para proporcionar una dosis diaria eficaz de Compuesto | de aproximadamente 60 mg menos.

Se describe ademas una composiciéon farmacéutica que comprende 60 mg o menos de Compuesto |, en donde la
composiciéon cuando se administra a un ser humano proporciona una concentracion de Compuesto | en el plasma
sanguineo en un intervalo de aproximadamente 56 ng/mL a aproximadamente 310 ng/mL a nivel plasmatico en
equilibrio.

En una realizacién, la composicién es una formulaciéon de liberacion inmediata.
En una realizacion, la dosis diaria eficaz es 30 mg.

En otra realizacion mas, la dosis diaria eficaz es 40 mg o menos.
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En una realizacion, la dosis diaria eficaz es 50 mg o menos.

Se describen nuevos métodos para tratar y prevenir la demencia causada por enfermedades vasculares; demencia
asociada con la enfermedad de Parkinson; demencia con cuerpos de Lewy; demencia por SIDA; deterioros
cognitivos leves; deterioros de memoria asociados con la edad; deterioros cognitivos y/o demencia asociada con
afecciones neurolégicas y/o psiquiatricas, incluyendo epilepsia, tumores cerebrales, lesiones cerebrales, esclerosis
multiple, sindrome de Down, sindrome de Rett, paralisis supranuclear progresiva, sindrome del I6bulo frontal y
esquizofrenia y trastornos psiquiatricos relacionados; deterioros cognitivos causados por lesion cerebral traumatica,
cirugia de injerto de bypass de arteria coronaria posterior, terapia de shock electroconvulsivo y quimioterapia, que
comprenden administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de N-(2-(6-fluoro-1H-indol-3-il)etil)-3-(2,2,3,3-
tetrafluoropropoxi)bencilamina para mejorar o aumentar el efecto de un inhibidor de la acetilcolinesterasa.

Se describen también nuevos métodos para tratar y prevenir el delirio, el sindrome de Tourette, la miastenia grave,
el trastorno de hiperactividad con déficit de atencion, el autismo, la dislexia, la mania, la depresion, la apatia y la
miopatia asociada o causada por la diabetes, que comprenden administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de
N-(2-(6-fluoro-1H-indol-3-il)etil)-3-(2,2,3,3-tetrafluoropropoxi)bencilamina para mejorar o aumentar el efecto de un
inhibidor de la acetilcolinesterasa. La invencion describe ademas nuevos métodos para retrasar la aparicion de la
enfermedad de Alzheimer, para mejorar las funciones cognitivas, para tratar y prevenir la apnea del suefio, para
aliviar el sindrome de abstinencia del tabaco y para tratar las disfunciones de la enfermedad de Huntington, que
comprenden administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de N-(2-(6-fluoro-1H-indol-3-il)etil)-3-(2,2,3,3-
tetrafluoropropoxi)bencilamina para mejorar o aumentar el efecto de un inhibidor de la colinesterasa.

Se describen en la presente memoria métodos para tratar la enfermedad de Alzheimer mediante la mejora o
aumento del efecto de un inhibidor de la acetilcolinesterasa que comprenden administrar una dosis de N-(2-(6-fluoro-
1H-indol-3-il)etil)-3-(2,2,3,3-tetrafluoropropoxi)bencilamina al menos una vez al dia. En un aspecto, la dosis se
administra cada dos dias.

La invencion se describe con mas detalle a continuacion.
Breve descripcion de las figuras.

Figura 1: Curvas de actividad - tiempo (las TAC) de regiones del cerebro seleccionadas, como medias de los
escaneados de la linea base de la Parte B (Panel A) y de los escaneados 3 H después de la dosis (B). El putamen y
el nucleo caudado mostraron una acumulacién de radiactividad claramente alta, mientras que el cerebelo presenté la
acumulacién mas baja entre las regiones del cerebro.

Figura 2: Perfil a lo largo del tiempo de metabolitos radiactivos totales de [''CJLUPET en plasma (Panel A),
promediados entre los escaneados de la linea base de la Parte B. Curvas de actividad - tiempo (TAC), totales y
metabolitos corregidos en plasma (B) expresados en SUV (valor de captacion estandarizado) como promedios de
los escaneados de la linea base, limitando el eje y a 1000 nCi/mL para mostrar claramente las TAC de las ultimas
partes. La entrada estaba destinada a mostrar claramente los picos.

Figura 3: Histogramas (con barras de SEM) del volumen de distribucion (V1) en el cerebelo, Cb (Panel A) obtenidos
por PRGA para los escaneados de la linea base (B) y de las 3 horas (3H) y el segundo escaneado post-dosis (P2) y
del volumen de distribucién del compartimiento no desplazable, Vnp obtenido por los graficos de Lassen del Vr
regional de los escaneados de la linea base y de las 3H (3H), y los escaneados de la linea base y P2 (P2) (Panel B).

Figura 4: Histogramas (con barras de SEM) de estimados de la variabilidad test-retest (TRV) del potencial de union,
BPnp para métodos de entrada en plasma (Panel A) y métodos de tejido de referencia (B) en regiones seleccionadas
del cerebro. Las lineas de puntos horizontales indican el nivel del 10 %, que a menudo se considera un nivel
deseable de TRV.

Figura 5: Histogramas (con barras de SEM) del volumen de distribucion V1 (Panel A) en regiones seleccionadas del
cerebro obtenidos por PRGA, y potencial de union, BPyp obtenido por PRGA y RTGA (B).

Figura 6: Histograma de desplazamiento (%) de [''C]JLUPET mediante una dosis Unica de 10 mg de olanzapina en
regiones seleccionadas del cerebro (Panel A). Imagenes transaxiales del potencial de unién BPyp en el nivel que
muestra el putamen (Pu) y el nucleo caudado (CN) para los escaneados de la linea base (B) y post-olanzapina (C).
Las imagenes de BPnp individuales se normalizaron espacialmente y se promediaron entre todos los sujetos (n = 5).

Figura 7: Histogramas (media con barras de SE) de la ocupaciéon de los receptores 5-HTg por el Compuesto |
mediante un esquema de dosificacion para los puntos post-dosis de 3 horas (Panel A) y los segundos (B) puntos
post-dosis. Los esquemas de dosificacion incluyen 5 mg (5Q; Parte B4) una vez al dia o QD, 30 mg QD (30Q; Parte
B3), 30 mg b.i.d. (30B; Parte B2) y 60 mg b.i.d. (60B; Parte B1).
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Figura 8: Graficos de ocupacion — farmacocinética (concentracion plasmatica de Compuesto |) para el putamen (Pu),
el ntcleo caudado (CN) y el estriado ventral (vS) en el punto de tiempo 3 horas post-dosis. Las curvas de prediccion
del modelo (es decir, los mejores ajustes segun la Ecuacion 3) se muestran mediante lineas de puntos.

Figura 9: Graficos de ocupacion — farmacocinética (concentracion plasmatica de Compuesto 1) para el putamen (Pu),
el nacleo caudado (CN) y el estriado ventral (vS) en los puntos de tiempo segundos post-dosis. Las curvas de
prediccion del modelo (es decir, los mejores ajustes segun la Ecuacion 3) se muestran mediante lineas de puntos.

Figura 10: Graficos de ocupacion — farmacocinética (concentracion plasmatica de Compuesto 1) para el putamen
(Pu), el nucleo caudado (CN) y el estriado ventral (vS) que agrupan dos puntos de tiempo post-dosis. Las curvas de
prediccion del modelo (es decir, los mejores ajustes segun la Ecuacion 3) se muestran mediante lineas de puntos.

Figura 11: Imagenes transaxiales de potencial de uniéon, BPnp al nivel que muestra el putamen (Pu) y el nicleo
caudado (CN) para los escaneados de la linea base y los escaneados post-dosis de 51 horas (n = 4; una dosis Unica
de 30 mg solamente; C). Como referencia, se muestra en el Panel D una imagen de BPnp de [''CIMDL100.809 de
sujetos jovenes sanos (n = 8). Las imagenes individuales de BPnp se normalizaron espacialmente y se promediaron
entre los miembros.

Figura 12: Concentraciones plasmaticas de Compuesto | frente a la ocupacion del receptor 5-HTg

Figura 13: Simulacién de ocupacién de 5-HTs en el nucleo caudado en estado de equilibrio para una poblacion con
enfermedad de Alzheimer.

Descripcion detallada de la invenciéon

Antes de describir la invencion en detalle, puede ser util proporcionar definiciones de ciertos términos que se
utilizaran en la presente memoria.

N-(2-(6-fluoro-1H-indol-3-il)etil)-3-(2,2,3,3-tetrafluoropropoxi)bencilamina es un antagonista potente y selectivo del
receptor 5-HTs en desarrollo clinico para tratar la enfermedad de Alzheimer y se denomina Compuesto |. La sintesis
del Compuesto |, su uso para el tratamiento de trastornos de disfuncién cognitiva y las composiciones farmacéuticas
que comprenden esta sustancia se describen en las patentes de Estados Unidos Numeros 7.157.488 y 8.044.090. A
menos que se especifique otra cosa, o que esté claramente indicado por el texto, la referencia al Compuesto | Gtil en
la terapia de la invencion incluye tanto la base libre como todas las sales farmacéuticamente aceptables de los
compuestos. Una sal preferida del Compuesto | es el hidrocloruro.

El estudio de la enfermedad de Alzheimer citado en la seccidon de Antecedentes se denomina en esta solicitud
estudio 12936A. El estudio de la esquizofrenia citado en la seccién de Antecedentes se denomina en esta solicitud
estudio 12450A.

En un aspecto de la divulgacion, se proporcionan en la presente memoria métodos para tratar la enfermedad de
Alzheimer mediante la mejora o el aumento del efecto de un inhibidor de la acetilcolinesterasa que comprenden
administrar una vez al dia una dosis eficaz de  N-(2-(6-fluoro-1H-indol-3-il)etil)-3-(2,2,3,3-
tetrafluoropropoxi)bencilamina o una sal farmacéuticamente aceptable a un paciente que necesite tratamiento, en
donde el intervalo de dosis esta entre aproximadamente 30 y aproximadamente 60 mg. La divulgacion proporciona
ademas métodos para tratar la enfermedad de Alzheimer con el Compuesto | como terapia complementaria de los
inhibidores de la acetilcolinesterasa.

Un aspecto de la divulgacion se dirige a métodos para tratar la enfermedad de Alzheimer leve, mientras que un
aspecto separado se refiere a métodos para tratar la enfermedad de Alzheimer moderada.

Otro aspecto mas se refiere a métodos para tratar la enfermedad de Alzheimer grave.

Un aspecto se refiere a métodos para tratar la enfermedad de Alzheimer de leve a moderada.
En una realizacién, el Compuesto | se administra como una formulacién de liberacion inmediata.
En otra realizacion, el Compuesto | se administra como una sal farmacéuticamente aceptable.
En una realizacién, el Compuesto | se administra como la sal hidrocloruro.

En una realizacion, el inhibidor de la acetilcolinesterasa es donepezilo.

En otra realizacion, el inhibidor de la acetilcolinesterasa es rivastigmina.

En otra realizacién mas, el inhibidor de la acetilcolinesterasa es galantamina.
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En un aspecto, la dosis es una cantidad entre 10 y 80 mg.

En un aspecto separado, la dosis es una cantidad entre 10 y 70 mg.

En un aspecto, la dosis es una cantidad entre 10 y 60 mg.

En un aspecto, la dosis es una cantidad entre 10 y 50 mg.

En un aspecto, la dosis es una cantidad entre 20 y 50 mg.

En un aspecto, la dosis es una cantidad entre 20 y 40 mg.

En un aspecto separado, el compuesto se administra en una dosis de 10 mg.
En un aspecto, el Compuesto | se administra en una dosis de 20 mg.

En una realizacion, el Compuesto | se administra en una dosis de 30 mg.
En una realizacion, el Compuesto | se administra en una dosis de 40 mg.
En otra realizacion, el Compuesto | se administra en una dosis de 50 mg.
En una realizacion, el Compuesto | se administra en una dosis de 60 mg.
En otro aspecto mas, el Compuesto | se administra en una dosis de 70 mg.
En un aspecto, el Compuesto | se administra en una dosis de 80 mg.

En un aspecto, el Compuesto | se administra en una dosis de 90 mg.

Como se usan en la presente memoria, los siguientes términos tendran los significados que se indican a
continuacion:

Una "dosis terapéuticamente eficaz" del Compuesto | es una cantidad suficiente para proporcionar un beneficio
terapéutico observable en comparacion con los signos y sintomas de la linea base de la enfermedad de Alzheimer
clinicamente observables medidos por ADAS-cog, y de la demencia relacionada con la enfermedad de Alzheimer
tratadas en conexiéon con la terapia de combinacion.

"Liberacion inmediata" significa incluir una liberacion convencional, en la cual la liberacién del farmaco empieza
inmediatamente después de la administracion. Como se usa en la presente memoria, el término "liberacion
inmediata" incluye formas farmacéuticas que permiten que el farmaco se disuelva en el contenido gastrointestinal,
sin intencidon de retrasar ni prolongar la disoluciéon o la absorcidon del farmaco. El objetivo es que el farmaco sea
liberado rapidamente después de la administracion, por ejemplo, para ello debe ser posible liberar al menos el 80 %
del farmaco anti-demencia en aproximadamente 30 minutos después del comienzo de la disolucién en un ensayo de
disolucion.

El término "inhibidor de la acetilcolinesterasa" es conocido por los expertos en la técnica e incluye compuestos
seleccionados del grupo que consiste en donepezilo, rivastigmina, galantamina y tacrina. Las dosis aprobadas por la
FDA del inhibidor de la acetilcolinesterasa estan incluidas en la presente invencion. Por ejemplo, los métodos cubren
las dosis de donepezilo que han demostrado ser eficaces en ensayos clinicos controlados para el tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer de leve a moderada que son 5 mg o 10 mg administrados por via oral una vez al dia.
También ha sido aprobada una dosis de 23 mg por via oral una vez al dia de donepezilo para tratar la enfermedad
de Alzheimer de moderada a grave.

El término "nivel plasmatico en equilibrio" significa que se ha alcanzado un nivel plasmatico para el Compuesto | y
que se mantiene con las dosis posteriores de Compuesto | (preferiblemente se mantiene Css).

El término "diario" significa un periodo dado y continuo de veinticuatro (24) horas.

El término "dosis" se usa en la presente memoria para indicar la administracién del Compuesto | en una forma
farmacéutica al paciente a ser tratado. En algunas realizaciones, la dosis es una formulacién oral Unica. En algunas
realizaciones, la dosis se formula como un comprimido, una capsula, una pildora o un parche administrado al
paciente.

El término "dosis diaria eficaz" significa la cantidad total de Compuesto | administrada a un paciente que necesita
tratamiento en un periodo continuo de veinticuatro (24) horas. Como un ejemplo no limitativo utilizado en la presente
memoria Unicamente para ilustrar el significado del término, una dosis diaria eficaz de 90 mg significara e incluira
administrar una dosis unica de 90 mg en un periodo de veinticuatro horas, administrar dos dosis de 45 mg cada una
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en un periodo de veinticuatro horas, y administrar tres dosis de 30 mg cada una en un periodo de veinticuatro horas,
y asi sucesivamente. Cuando se administra el Compuesto | de esa manera, es decir, mas de una vez en un periodo
de veinticuatro horas, dichas administraciones se pueden distribuir uniformemente durante el periodo de veinticuatro
horas o incluso se pueden administrar simultdneamente o casi simultaneamente.

El término "intervalo de dosis" como se usa en la presente memoria se refiere a un limite superior e inferior de una
variacion aceptable de la cantidad de agente especificada. Tipicamente, se puede administrar una dosis del agente
en cualquier cantidad dentro del intervalo especificado a los pacientes sometidos a tratamiento.

El término "tratar" se usa en la presente memoria para significar mejorar, reducir o aliviar al menos un sintoma de
una enfermedad en un sujeto. Por ejemplo, en relacion con la demencia, el término "tratar" puede significar mejorar o
aliviar el deterioro cognitivo (tal como el deterioro de la memoria y/o de la orientacién) o el deterioro del
funcionamiento global (funcionamiento general, incluyendo las actividades de la vida diaria) y/o frenar o invertir el
empeoramiento progresivo en el deterioro global o cognitivo.

El término "sujeto" pretende incluir animales, que son capaces de sufrir o padecer demencia asociada con un
trastorno del sistema nervioso central, incluyendo, sin limitacién, enfermedades neurodegenerativas tales como la
enfermedad de Alzheimer, el sindrome de Down y la demencia cerebrovascular, o cualquier trastorno que implique,
directa o indirectamente, la enfermedad de Alzheimer. En ciertas realizaciones, el sujeto es un ser humano, por
ejemplo, un ser humano que padece, que esta en riesgo de padecer o que es potencialmente capaz de padecer la
enfermedad de Alzheimer o demencia asociada con la enfermedad de Alzheimer, o demencia con cuerpos de Lewy.

El uso de los términos "un" y "una" y "el" y “la” en el contexto de la descripcion de la invencién (especialmente en el
contexto de las siguientes reivindicaciones) se debe interpretar de modo que cubra tanto el singular como el plural, a
menos que se indique otra cosa en la presente memoria o se contradiga claramente por el contexto. Los términos
"que comprende”, “que tiene” “que incluye" y "que contiene" se deben interpretar como términos abiertos (es decir,
significan "que incluyen, pero no estan limitados a") a menos que se indique otra cosa. La enumeracion de intervalos
de valores en la presente memoria se pretende simplemente que sirva como un método abreviado para referirse
individualmente a cada valor separado que cae dentro del intervalo, a menos que se indique otra cosa en esta
memoria, y cada valor separado se incorpora a la memoria descriptiva como si se hubiera indicado individualmente
en la presente memoria.

El ligando de PET utilizado en el estudio de Topografia por Emisién de Positrones descrito en la Seccion
Experimental se conoce como ["'C]JLUPET vy tiene la siguiente estructura:

1CH,

®

Sales farmacéuticamente aceptables

La presente invenciéon comprende también sales del Compuesto I, tipicamente, las sales farmacéuticamente
aceptables. Tales sales incluyen sales de adicidon de acido farmacéuticamente aceptables. Las sales de adicion de
acidos incluyen sales de acidos inorganicos asi como de acidos organicos. Ejemplos representativos de acidos
inorganicos adecuados incluyen los acidos clorhidrico, bromhidrico, yodhidrico, fosférico, sulfurico, sulfamico, nitrico
y similares. Ejemplos representativos de acidos organicos adecuados incluyen los acidos férmico, acético,
tricloroacético, trifluoroacético, propidnico, benzoico, cinamico, citrico, fumarico, glicdlico, itacénico, lactico,
metanosulfénico, maleico, malico, maldnico, mandélico, oxalico, picrico, pirdvico, salicilico, succinico,
metanosulfénico, etanosulfénico, tartarico, ascérbico, pamoico, bismetileno salicilico, etanodisulfonico, glucénico,
citraconico, aspartico, estearico, palmitico, EDTA, glicdlico, p-aminobenzoico, glutamico, bencenosulfonico, p-
toluenoscopico, acidos teofilina acéticos, asi como las 8-haloteofilinas, por ejemplo, 8-bromoteofilina y similares.
Otros ejemplos de sales de adicion de acido inorganico u organico farmacéuticamente aceptables incluyen las sales
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farmacéuticamente aceptables listadas en Berge, et al., J. Pharm. Sci. 1977, 66, 2, cuyos contenidos se incorporan a
esta memoria como referencia.

Ademas, el Compuesto | y sus sales pueden existir en formas no solvatadas asi como en formas solvatadas con
disolventes farmacéuticamente aceptables tales como agua, etanol y similares.

Composiciones farmacéuticas

La presente invencién proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende una cantidad
terapéuticamente eficaz de Compuesto | y, opcionalmente, un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable. El
Compuesto | se puede administrar solo o en combinacién con vehiculos, diluyentes o excipientes farmacéuticamente
aceptables, en dosis Unicas o multiples. Las composiciones farmacéuticas segun la invencion se pueden formular
con vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables, asi como con otros adyuvantes y excipientes conocidos
de acuerdo con técnicas convencionales tales como las descritas en Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, 19™ Edition, Gennaro, Ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 1995.

Los vehiculos farmacéuticos adecuados incluyen diluyentes o agentes de carga solidos inertes, solucion acuosa
estéril y diversos disolventes organicos. Ejemplos de vehiculos sdélidos son lactosa, terra alba, sacarosa,
ciclodextrina, talco, agar, pectina, goma arabiga, acido estearico y éteres de alquilo inferior y celulosa, almidon de
maiz, almidon de patata, talco, estearato de magnesio, gelatina, lactosa, gomas y similares. Se pueden usar otros
adyuvantes o aditivos que se usan habitualmente para dichos fines, tales como colorantes, saborizantes,
conservantes, etc., siempre que sean compatibles con los ingredientes activos.

Las composiciones farmacéuticas formadas combinando el Compuesto | y los vehiculos farmacéuticamente
aceptables se administran entonces facilmente en una variedad de formas farmacéuticas adecuadas para las vias
de administracion descritas. Las formulaciones se pueden presentar en formas farmacéuticas por métodos
conocidos en la técnica de la farmacia.

Las formulaciones de la presente invencion adecuadas para administracion oral se pueden presentar como unidades
discretas, tales como capsulas o comprimidos, que contienen cada una, una cantidad predeterminada del
ingrediente activo, y que pueden incluir uno o mas excipientes adecuados. Las formulaciones oralmente disponibles
pueden estar en la forma de un polvo o granulos, una solucién o suspension en un liquido acuoso o no acuoso, o
una emulsioén liquida de aceite en agua o de agua en aceite. Si se utiliza un vehiculo soélido para la administracion
oral, la preparacion se puede comprimir en comprimidos, se puede llenar en una capsula de gelatina dura en forma
de polvo o pellet o puede estar en forma de una pastilla o comprimido para chupar.

Sin limitar el alcance de la invencion, un ejemplo de una formulacion de liberacién inmediata de una dosis de 30 mg
una vez al dia de una sal farmacéuticamente aceptable del Compuesto | es el siguiente:

Compuesto | monohidrocloruro 32,75 mg
Fosfato de calcio dibasico 222,0 mg
Dioxido de silicio coloidal NF (Aerosil 200) 3,900 mg
Estearato de magnesio NF (Grado Vegetal) 1,300 mg

La formulacién se puede encapsular en una capsula de gelatina de tamario # 3.

De una manera similar, se pueden preparar composiciones farmacéuticas que comprenden la administracion del
Compuesto | en donde los intervalos de dosis administrados estan entre 30 mg y 60 mg.

Métodos de tratamiento

Se describe en la presente memoria una terapia de combinacién util para el tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer leve, moderada y grave, asi como de los sintomas asociados con la enfermedad de Alzheimer de leve a
moderada. Como se expone mas adelante, los métodos descritos en esta memoria tienen una serie de ventajas.

El término "enfermedad de Alzheimer" se refiere a una enfermedad progresiva del sistema nervioso central humano.
Se manifiesta por demencia tipicamente en los ancianos, por desorientacion, pérdida de memoria, dificultad con el
lenguaje, calculo o habilidades visuales-espaciales, y por manifestaciones psiquiatricas. Se asocia con la
degeneracion de las neuronas en varias regiones del cerebro. El término "demencia" como se usa en esta memoria
incluye, pero no se limita a, demencia de Alzheimer con o sin sintomas psicoticos.

En un aspecto particular, los métodos terapéuticos proporcionados en la presente memoria son eficaces para el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer leve, moderada y grave en un sujeto. Las fases de la enfermedad de
Alzheimer incluyen ademas el "declive cognitivo moderadamente grave", conocido también como "enfermedad de
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Alzheimer moderada o de estadio medio"; "declive cognitivo grave", conocido también como "enfermedad de
Alzheimer moderadamente grave o de estadio medio"; y "declive cognitivo muy grave", conocido también como
"enfermedad de Alzheimer grave o de estadio final". El declive cognitivo moderadamente grave se caracteriza
porque surgen grandes lagunas en la memoria y déficits en la funcién cognitiva. En este estadio, es esencial cierta
asistencia con las actividades cotidianas. En el declive cognitivo grave, las dificultades de memoria contintan
empeorando, pueden surgir cambios significativos en la personalidad y las personas afectadas necesitan una
importante ayuda con las actividades cotidianas habituales. El ultimo estadio de la enfermedad de Alzheimer o
declive cognitivo muy grave es la etapa final de la enfermedad cuando los individuos pierden la capacidad de
responder a su entorno, la capacidad de hablar, y finalmente de controlar el movimiento.

En otro aspecto, el paciente a ser tratado por la terapia de combinacién de la invencién tiene una puntuacion MMSE
entre 12 y 22. "MMSE" se refiere al Mini-Mental State Examination utilizado en la comunidad de evaluacién cognitiva.

Seccioén experimental

Tabla de abreviaturas

5-HT2a Receptor de 5-hidroxitriptamina 2A

5-HTs Receptor de 5-hidroxitriptamina 6

% Porcentaje

AD Enfermedad de Alzheimer

AIC Criterio de informacién de Akaike

ANOVA Analisis de varianza

A(T) Concentracion de radiactividad del radioligando en una region del cerebro en el tiempo t después
de la inyeccion (unidades)

Baisponible Densidad de receptores disponibles (no ocupados) para unirse al radioligando in vivo (nmol.L™" o
nmol de receptor.1000 cm- de tejido)

BPnp Potencial de union in vivo (sin unidad)

°C Grados Celsius

CIAS Deterioro cognitivo asociado con esquizofrenia

cov Coeficiente de variacion

CRO Organizacion de contratos de investigacion

C(t) Concentracion de radiactividad del radioligando en plasma en el tiempo t después de la inyeccion

D BPnp post-dosis

ECG Electrocardiograma

ECso Concentracion eficaz que causa el 50 % de la ocupacion maxima

eg por ejemplo

fnD Fraccion libre en compartimento no desplazable (sin unidad)

FWHM Anchura completa a la mitad maxima

g gramos

h horas

HPLC Cromatografia de liquidos de alta resolucion

HRRT Tomografia de investigacion de alta resolucion

ie esto es

IRB Consejo de revision institucional

iv Intravenoso

JHU Johns Hopkins University

K1 Constante de la velocidad para transferir del plasma arterial al tejido (mL/min/g o mL/min/cm?)

ko Constante de la velocidad de aclaramiento fraccional de cerebro a sangre del radioligando (min)

ko’ Constante del eflujo de vuelta al plasma; véase Koeppe et al., 1991

ks Constante de asociacion del radioligando (min)

ks Constante de velocidad de disociacion del radioligando (min-')

Kb Constante de disociacion

10
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Mg microgramos

mCi milicurios

mg miligramos

mL mililitros

min Minutos

MRI Imagen por resonancia magnética

n numero

ng nanogramos

OBD Densidad 6ptima del lecho, una marca comercial de Waters Corporation, Milford, MA

Omax Ocupacién maxima

OTCM Modelo compartimental de un tejido

PET Tomografia de emision de positrones

pH Representacion logaritmica inversa de la concentracion relativa de protones de hidrégeno (H+)

Pl Investigador principal

PK Farmacocinética

po per os, oral

PRGA Analisis grafico de referencia de plasma

RO Ocupacion del receptor

R? Coeficiente de determinacién para regresion lineal

SPGR Gradiente eco dafado, un tipo de adquisicion de datos para MRI

T tesla

TACs Curvas de (radio)actividad - tiempo

TTCM-UC Método de modelo bicompartimental de tejidos con 5 parametros

TTCM-C Método de modelo bicompartimental de tejidos constrefiidos con 5 parametros

Vo Volumen vascular en tejido (mL/mL)

VD Volumen de distribucién no desplazable, dado como la relacion Ki-k; en TTCM-UC y TTCM-C
(mL/mL)

Vr Volumen total de distribucion (mL/mL)

VOI Volumenes de interés

Estructuras del cerebro

Am amigdala

Cb cerebelo

Cg corteza cingulada

CN nucleo caudado

Fr corteza frontal

Fs gro fusiforme

GP globo palido

Hp hipocampo

In corteza insular

Oc corteza occipital

Pa corteza parietal

PH parahipocampo

Pu putamen

vS estriado ventral

Th talamo

Tp corteza temporal

11
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Ejemplo 1 (referencia). Preparacion de ["'C]LUPET

El precursor es 3-fenilsulfonil-8-(piperazin-1-il)quinolina (C19H19N302S; peso molecular: 353,4) y es un compuesto
conocido y descrito publicamente. El precursor se disolvié en acetonitrilo y se transfirid a un sistema BioScan
Autoloop y se hizo reaccionar con [''C]-yodometano preparado como sigue. ''CO, preparado a partir de bombardeo
de gas nitrégeno de alta pureza que contenia de 0,5 a 1,0 % de oxigeno con protones acelerados, se hizo
reaccionar con hidrégeno en una columna de catalizador niquel-tamices moleculares a 380 °C para producir ""CHa,
que se hizo reaccionar con vapor de yodo calentado a 740 °C para formar ''CHsl. Se arrastro el [''C]-yodometano a
través de un horno que contenia triflato de plata para convertir el yodometano radiomarcado en [''C]triflato de metilo.
Se arrastr6 el [''Cltriflato de metilo al sistema de metilacion en bucle utilizando gas helio a un caudal de
aproximadamente 20 mL/min a temperatura ambiente. La acumulacion de [''C]-radiactividad en el bucle se
monitorizd6 con un monitor de radiacion local hasta que la radioactividad alcanza un estancamiento. Se dejo
permanecer la mezcla de reaccién en el bucle a temperatura ambiente durante 4,5 minutos. Se purificd el
[""CJLUPET crudo por cromatografia liquida preparativa de alta presion (HPLC) utilizando una columna Waters
XBridge Prep OBD C18 10 ym 10 x 150 mm con 30 % de acetonitrilo:70 % de tampén acuoso (TEA 57 mM ajustado
a pH 7,2 con acido o-fosforico) utilizando un caudal de 10 mL/min. La fraccion de [''C]JLUPET determinada con un
detector radiométrico en linea se recogié en un deposito de agua. Se presurizo el dep6sito para cargar el [''C]JLUPET
sobre la columna Sep-Pak C18. Se lavé después la Sep-Pak C18 con 10 mL de solucién de cloruro de sodio para
inyeccion al 0,9 %. El ['"C]JLUPET se eluye de la Sep-Pak C18 con 1 mL de etanol seguido por 10 mL de solucién de
cloruro de sodio para inyeccion al 0,9 %, a través de un filtro esterilizante de 0,22 p en un vial estéril libre de
pirégenos que ha sido precargado con 4 mL de solucién de cloruro de sodio para inyeccion.

Ejemplo 2. Experimentos de topografia por emision de positrones (partes A y B)

Como el radioligando no habia sido administrado previamente a seres humanos, se evalud inicialmente en el
cerebro humano para identificar un método éptimo para cuantificar y validar el radioligando como un marcador de
PET (Parte A). El objetivo principal de este estudio era evaluar la ocupacion de los receptores 5-HTs después de
multiples dosis orales de Compuesto | en sujetos sanos utilizando PET con ['"C]LUPET como radioligando (Parte B).

Sujetos

Ocho sujetos varones sanos (edad: 30,6 + 7,7 afios; intervalo: 22 - 44 afios) participaron en la Parte A, y dieciséis
sujetos varones sanos (edad: 32,3 + 7,6 afos; intervalo: 21 - 44 afios) participaron en la Parte B de este estudio.

Experimentos de PET

Los estudios de PET se realizaron en el tomoégrafo GE Advance (GE Medical Systems, Waukesha, WI, USA). Los
sujetos tenian un catéter venoso para la inyeccion del radioligando y un catéter arterial para obtener muestras de
sangre arterial para la determinacion de radiactividad en plasma. Después, los sujetos se colocaron en el escaner
con la cabeza cubierta con una mascara termoplastica hecha a medida para reducir el movimiento de la cabeza
durante la adquisicion de datos de PET. Después, se realizé un escaneado de atenuacién de 10 minutos utilizando
una fuente giratoria de %8Ge para la correccién de la atenuacién. La adquisicion dinamica de PET se realizd entonces
en modo tridimensional durante 90 minutos después de una inyeccion intravenosa en bolo de [''"CJLUPET. Se
obtuvieron un total de 30 imagenes de PET (4 x 15, 4 x 30, 3 x 60, 2 x 120, 5 x 240 y 12 x 300 segundos). Se
recogieron muestras de sangre arterial a intervalos muy cortos (<5 s) inicialmente y gradualmente a intervalos
prolongados (cada 15 min después de 30 min) a lo largo del estudio de PET para determinar la radioactividad en
plasma. Las muestras seleccionadas tomadas a 0, 5, 10, 30, 45, 60 y 90 minutos se analizaron mediante HPLC para
determinar la presencia del radioligando y sus metabolitos radiactivos como se describe en otro lugar (Hilton et al.,
2000).

En la Parte A, se repitieron los escaneados de la linea base el mismo dia (n = 1) o en dias separados (n = 7)
variando de 1 a 18 dias para analizar la reproducibilidad de las variables de resultado de la PET. Se realiz6 un tercer
escaneado 5 horas después de una dosis Unica (10 mg) de olanzapina (n = 5), utilizada como un compuesto
estandar con alta afinidad por el receptor 5-HTe.

En la Parte B, un escaneado de la linea base fue seguido por un escaneado post-dosis a las 3 horas (escaneado
3H) y a las 10, 11, 27 o 51 horas (segundo escaneado post-dosis, P2) después de un minimo de tres dias de
administracién oral de Compuesto .

Reconstruccion de los datos de PET: los escaneados de emision de PET se reconstruyeron utilizando el algoritmo
de retroproyeccion con un filtro de rampa utilizando el software proporcionado por el fabricante para corregir la
atenuacion, la dispersion y el tiempo muerto (Kinahan and Rogers, 1989). Se corrigi6 la radiactividad por el deterioro
fisico al tiempo de inyeccion. Cada imagen de PET consistiéo en 128 (de izquierda a derecha) por 128 (nasion-to-
inion) por 35 (de cuello a craneo) voxels. La resolucion espacial esperada en esta configuracion de reconstruccion
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fue de 5,5 y 6,1 mm de anchura total en la mitad maxima (FWHM) en las direcciones radial y tangencial,
respectivamente, en un radio de 10 cm desde el centro del campo de vision (Lewellen et al., 1996 ).

Adquisicién de MRI

En otra ocasion, se obtuvo una secuencia de MRI en gradiente degradado (SPGR) en cada sujeto para la
identificacion anatémica de las estructuras de interés utilizando los siguientes parametros: Tiempo de repeticion, 35
ms; tiempo de eco, 6 ms; angulo de giro, 458° grosor de corte, 1,5 mm sin separacion; campo de vision, 24 x 18
cm?; matriz de adquisicion de imagen, 256 x 192, reformateado a 256 x 256.

Analisis de datos de PET

Volumenes de interés (VOI): Los VOI corticales se definieron automaticamente utilizando el software Freesurfer y se
combinaron en regiones estandar que incluyen: las cortezas frontal (Fr), temporal (Tp), parietal (Pa) y occipital (Oc),
el giro fusiforme (Fs), cingulado (Cg), e insula (In). Las regiones subcorticales se definieron con el software FIRST
(Patenaude et al., 2011) y se ajustaron manualmente en MRI individuales. Las regiones subcorticales incluyeron
putamen (Pu), nucleo caudado (CN), estriado ventral (vS), globo palido (GP), talamo (Th), hipocampo (Hp) y
amigdala (Am). Los VOI se transfirieron de los espacios de MRI a PET siguiendo los parametros de registro de MRI
a PET dados por SPM5 (Ashburner J, Friston 2003; Maes et al., 1997) para obtener las curvas de tiempo-actividad
(TAC) de las regiones. Se emplearon un total de 25 regiones por escaneado para las evaluaciones metodoldgicas
(Parte A), mientras que el calculo de ocupacion se limité a Pu, CN y vS (Parte B).

Derivacion de las variables de resultado de la PET: las variables de resultado de la PET primarias son el volumen de
distribucion total V1 y el potencial de union, BPnp (= fap.Baisponibie/Kp, donde fap se refiere a la fraccion del
compartimento no desplazable, Buisponivie representa la densidad de receptores 5-HTg disponibles (no ocupados), y
Kp significa la constante de disociacion; Innis et al., 2007).

Se empled un conjunto de métodos estandar de entrada en plasma para identificar el método 6ptimo para la
derivacion del volumen de distribucion regional (Vr) para [""CJLUPET, que incluye un modelo monocompartimental
de tejido (OTCM) con tres parametros (K1 y ko'; véase Koeppe et al., 1991 para las definiciones, y vo, volumen
vascular de tejido), modelos bicompartimentales de tejido con cinco parametros (K, ko, ks, ka y vo; véase Innis et al.,
2007 para las definiciones), con y sin restriccion de la relacion Ki-k2 (volumen de distribucién no desplazable, Vo
(Abi-Dargham et al., 1994) para la estimacion del cerebelo (TTCM-UC y TTCM-C, respectivamente), y el analisis
grafico de referencia de plasma (PRGA; Logan et al, 1990). En TTCM-UC y TTCM-C, el BPnp se dio como la
relacion ks-ks. En el PRGA, se puede obtener BPyp como la relacion de Vr de la region al Cb menos uno, si se
confirmara que el Vr de Cb no es afectado por la administracion del Compuesto I. Las curvas TAC plasmaticas
corregidas para el metabolito se obtuvieron aplicando el porcentaje de los perfiles en el tiempo del ligando parental
obtenidos por andlisis de HPLC a las TAC plasmaticas totales, después de la interpolacién en los tiempos de
muestreo del plasma utilizando la interpolacion cubica a trozos de Hermite implementada en Matlab (Mathworks,
Cambridge, MA, EE. UU.) y utilizada en los métodos de entrada de plasma.

Ademas, se aplicaron los métodos de referencia de tejido, a saber, el método de tejido de referencia multilineal con 2
parametros (MRTM2; Ichise et al., 2002) y el analisis grafico de tejido de referencia (RTGA; Logan et al., 1996). En
RTGA, k2R (la constante de velocidad de aclaramiento de Cb de cerebro a sangre) se fij6 en 0,076 min, un valor
medio de k; (a través de los escaneados de la linea base) dado por TTCM-UC.

Para esta seccion se utilizaron escaneados de test y retest de la Parte A y escaneados de la linea base de la Parte
B.

Estimacién independiente del volumen de distribucién del compartimiento no desplazable, Vnp: Se ha demostrado
que un grafico de dispersion de AVt (post-dosis menos linea base) frente a Vr de linea base, a menudo denominado
grafico de Lassen puede producir un Vyp "tedricamente correcto” como una interseccion en x de la linea de
regresion si el grafico se alinea linealmente (Lassen et al., 1995; Cunningham et al., 2010). Obsérvese que este
método produce un valor de Vnp que es comun para todas las regiones de los escaneados de la linea base y de
post-dosis. El uso del grafico de Lassen se puede permitir para el calculo de la ocupacion solamente si el grafico se
alinea linealmente. Los valores de Vnp dados por el grafico se utilizan para evaluar si la V1 de Cb se puede usar
como una estimacion de Vnp (es decir, receptores de 5-HTs despreciables en Cb) en el PRGA para obtener BPnp y
la ocupacién del receptor.

Variabilidad test-retest: Se evalud la reproducibilidad de Vry BPnp de [V'C]LUPET utilizando la variabilidad de test-
retest (TRV) que se obtiene por la siguiente féormula (por ejemplo, Sudo et al., 2001):

TRV = X7, eVmel sy (1)

#=1 (VTE»t-PVrEbEﬂ}'Fz
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donde Viest ¥ Vretest S€ refieren a estimados de Vi o BPnp de los escaneados de test y retest en la region,
respectivamente. Varias publicaciones emplearon una TRV del 10 % como criterio de reproducibilidad aceptable del
radioligando (Hirvonen et al., 2009). Por lo tanto, se utilizé este nivel como referencia en este informe. Para esta
seccion solo se utilizaron los escaneados de test y retest de la Parte A.

Ocupacion vy relacion de ocupacion - farmacocinética: La ocupacion de los receptores 5HTs (RO en %) por el
Compuesto | (Parte B) y por la olanzapina (Parte A) se calculd con la siguiente ecuacion:

RO = [1-%} X100 ()

donde los superindices indican BPnp de la linea base (B) y de post-dosis (D), respectivamente.

Se ha demostrado que una dosis oral Unica de 10 mg de olanzapina produce una ocupacion del receptor D, de
dopamina de aproximadamente el 60 % en sujetos varones sanos (Nyberg et al., 1997). Se informa que la afinidad
de la olanzapina por el receptor humano in vitro para los receptores 5-HTs y de dopamina D, es comparable con
valores de K; de aproximadamente 10 nM y 30 nM, respectivamente (Kroeze et al, 2003), por lo que se podria
esperar una ocupacion al menos comparable de 5-HTg (= 60 %) en la dosis de 10 mg. Como la olanzapina tiene una
afinidad incluso mas alta por el receptor 5-HT2a, se debe anticipar cierta contribucion de 5-HT»a al desplazamiento
total medido después de la dosis de olanzapina. En el cuerpo estriado, la densidad de 5-HTs es alta (Woolley et al.,
2004) y la densidad de 5-HT2a es baja (Pompeiano et al., 1994), y en consecuencia, la principal contribucion sera por
el desplazamiento de los receptores 5-HTg en esta region.

La relacién ocupacion - farmacocinética (la concentracion de Compuesto | en plasma) se ajustd mediante la
siguiente ecuacion de Hill de primer orden modificada.

_ PK'UE_!;
RO PE+ ECqy (3}

donde Omax representa la ocupacion maxima alcanzable y ECsp se refiere a la PK que alcanza el 50 % de Omax. Se
utilizaron los criterios de informacion de Akaike (AIC; Akaike 1974; Burnham and Anderson 2004) para examinar la
bondad del ajuste para los modelos compartimentales y para el examen de las relaciones de ocupacion - PK
utilizando la Ecuacién 3.

Resultados

Los siguientes resultados de las partes A y B se refieren a las figuras en los dibujos de la Invencion. TACs del tejido:
En los escaneados de la linea base, las TAC de Pu y CN formaron picos antes de 10 min, y mostraron aumentos
continuos después durante un periodo de 90 min (Figura 1), mientras que las TAC de otras regiones del cerebro
alcanzaron picos respectivos antes de 20 min y disminuyeron después de forma monoétona. EI Cb mostré las
acumulaciones mas bajas de la radiactividad entre las regiones del cerebro. En los escaneados post-dosis, las
formas de las TAC de Pu y CN se acercaron mas a las TAC de otras regiones del cerebro de una manera
dependiente de la dosis (Panel B). Las TAC de Cb se mantuvieron relativamente similares entre los escaneados de
la linea base y de post-dosis.

Figura 1: Curvas de actividad - tiempo (las TAC) de regiones del cerebro seleccionadas: TACs en plasma: Los
metabolitos radioactivos totales en plasma aumentaron en funcion del tiempo después de la inyeccion del marcador
(Figura 2, Panel A), alcanzando el 69 £ 9 % a los 90 min. El escaneado 3H y el segundo escaneado post-dosis
mostraron perfiles en el tiempo de HPLC indistinguibles de los escaneados de la linea base. Las TAC plasmaticas
totales y corregidas por el metabolito se muestran en el Panel B. Ambas formaron picos antes de 1 minuto (entrada)
y disminuyeron de forma monoexponencial a partir de entonces. Se debe tener en cuenta que en el analisis de datos
de la Parte A se utilizaron los perfiles medios en el tiempo de la HPLC de 8 escaneados con HPLC satisfactoria
porque la HPLC no fue satisfactoria en los 12 escaneados restantes debido a problemas técnicos. Los perfiles
temporales de HPLC de los escaneados individuales se utilizaron en la Parte B.

Figura 2: Perfil en el tiempo de los metabolitos radiactivos totales de [''C]-LUPET en plasma: Evaluacion de métodos
para las variables de resultados de PET: AIC soportada por TTCM sobre OTCM (es decir, OTCM mostrd valores
mas altos de AIC que TTCM-UC o TTCM-C en 99,8 % o 99,1 % del total de 434 regiones, respectivamente), lo que
da a entender que la transferencia hematoencefalica se puede separar cinéticamente de los procesos de asociacion-
disociacion para ['"C]JLUPET. Por lo tanto, el OTCM fue rechazado para este radioligando. Sin embargo, TTCM-UC y
TTCM-C produjeron valores atipicos (definidos arbitrariamente como: V1> 20 mL/mL, el valor mas alto por PRGA y
BPnp > 15,3 veces mayor que el valor mas alto por PRGA) en 8,1 % y 6,2 % de regiones totales para V1y 7,2 % y
4,4 % para BPnp. Por lo tanto, se saco la conclusion de que TTCM-UC y TTCM-C no eran suficientemente robustos
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para la estimacion de Vry BPnp con [V'C]JLUPET. Los graficos de PRGA se aproximaron a las asintotas al menos a
los 40 minutos y mostraron una excelente linealidad (R? coeficientes de determinacion > 0,93 en todas las
regiones). En las dos secciones siguientes se proporcionan mas evaluaciones por PRGA.

Entre los dos métodos de tejido de referencia, RTGA (= x) mostré una correlacion mas fuerte con PRGA (y = 0,72-x
+ 0,073; R? = 0,926) que MRTM2 (y = 0,73-x + 0,22; R? = 0,878), aunque ambos métodos registraron una
subestimacion de BPnp en las regiones de BPyp altas.

Evaluacion del grafico de Lassen y Vr del cerebelo: En comparacion con el escaneado de la linea base, el V1 del Cb
disminuyo en el escaneado 3H (t = -3,09; p<0,01; test t apareado) y en el segundo escaneado post-dosis (t = -2,56; p
<0,05) como se muestra en la Figura 3, Panel A. No se observaron diferencias estadisticas entre los escaneados 3H
y los segundos escaneados post-dosis (t = 1,06; p> 0,3). El grafico de Lassen fue lineal (R>> 0,9) en todos los casos,
excepto para un caso (escaneados de la linea de base frente a los de 51 horas post-dosis del sujeto 502 que mostré
la menor ocupacion; R? = 0,501) cuyo estimado de Vnp fue de -0,39 mL/mL. Las estimaciones de Vnp se
mantuvieron sin cambios entre los escaneados 3H y P2 (Panel B). Sin embargo, la presencia de los valores atipicos
eliminé el uso del grafico de Lassen para el calculo de la ocupacion de este estudio. Cuando se excluy6 el valor
atipico, el Vr del Cb (= y) se correlacion6 con el Vnp dado por el grafico de Lassen (y = 0,90.x + 0,08; R? = 0,945)
pero fue inferior al Vnp (t = -4,36; p<0,001). Este hallazgo (Vr en Cb a 3H < Vyp dado por el grafico de Lassen)
sugirié una ligera sobreestimacion de Vnp por el grafico. Junto con las diferencias estadisticamente significativas
pero insignificantes (una diferencia media de 0,39 mL/mL entre los escaneados de la linea base y 3H) en relacion
con los valores altos de Vt observados en las regiones del estriado (V1 ~ 10 mL/mL en las regiones objetivo), las
evaluaciones en esta seccidn justificaron el uso de PRGA para el calculo de ocupacion con ["'C]LUPET usando Cb
como region de referencia.

Figura 3: Histogramas (con barras de SEM) del volumen de distribucion (Vr) en el cerebelo: Variabilidad test-retest:
PRGA mostré valores TRV bajos de Vr (intervalo: 12,7 % - 15,6 %), alcanzando el nivel deseado del 10 % en varias
regiones, mientras que TTCM-C (intervalo: 13,3 % - 45,8 %) mostro valores de TRV mas altos. En BPyp, los valores
de TRV de las regiones objetivo (es decir, Pu y CN) estuvieron cerca del 20 % por PRGA y ligeramente mas altos
por TTCM-C (Figura 4, Panel A). Los métodos de referencia de tejido mostraron valores de TRV inaceptables en
varias regiones corticales y subcorticales (Panel B). Sin embargo, RTGA mostré valores de TRV en regiones objetivo
que estaban muy cerca del nivel del 10 %.

Figura 4: Histogramas (con barras de SEM) de la variabilidad test-retest (TRV): Los resultados de la seccion de
evaluacion del método, incluida la estimacion de la variabilidad test-retest, indicaron que el PRGA es el método mas
apropiado para la derivacion de Vr, BPnp Y la ocupacion con ['"C]JLUPET entre los métodos de analisis de datos de
PET ampliamente reconocidos. Por lo tanto, los resultados obtenidos por PRGA se presentan principalmente de aqui
en adelante. Los resultados de RTGA se presentan también cuando es necesario porque la seccién del método
indico también que se puede utilizar el RTGA cuando la insercion del catéter arterial y el muestreo de sangre arterial
pueden ser factores de confusion, aunque el método pueda sufrir una subestimacion del BPnp en las regiones con
alto BPnp. Los valores regionales de V1 dados por PRGA y de BPnp por PRGA y RTGA se presentan en la Figura 5
para indicar las distribuciones regionales de Vr y BPnp en sujetos varones sanos en los intervalos de edad
estudiados.

Figura 5: Histogramas (con barras de SEM) del volumen de distribucion Vr en regiones seleccionadas del cerebro:
Desplazamiento de la unién de ["'C]JLUPET por la olanzapina: Una dosis de 10 mg de olanzapina desplazé la union
de [""CJLUPET aproximadamente un 80 % a través de las regiones (Figura 6), aunque se observaron algunas
diferencias regionales. Los hallazgos fueron consistentes con el desplazamiento esperado que se describié en la
seccion de ocupacion y de relacion de ocupacion - farmacocinética de la seccion del método. Se debe tener en
cuenta que se obtuvieron resultados relativamente similares cuando se utilizé el escaneado de test o de retest como
escaneado de la linea base para el calculo del desplazamiento.

Figura 6: Histograma de desplazamiento (%) de ['"'C]LUPET por una dosis Unica de 10 mg de olanzapina en
regiones seleccionadas del cerebro: Ocupacion de los receptores 5-HTg por el Compuesto | y relaciones de
ocupacion - PK: Los valores de ocupacion observados para esquemas de dosificacion se muestran en la Figura 7.
Los graficos de ocupacion - PK de los escaneados 3H se muestran en la Figura 8, junto con los mejores ajustes de
los graficos por la Ecuacion 3 (es decir, prediccion del modelo). El AIC admitié un ajuste de dos parametros (es
decir, la estimacion tanto de Omax como de ECs) a favor de un ajuste de un parametro (que fija Omax al 100 %) en
tres regiones. Las estimaciones de Omay, ECs0 y PK que se predice que ejerceran una ocupacion del 80 % (80 % de
RO) se enumeran en la Tabla 2.

Figura 7: Histogramas (media con barras de SE) de la ocupaciéon de los receptores 5-HTg por el Compuesto |
mediante el esquema de dosificacion para los puntos de tiempo de 3 horas y segundo post-dosis: Los graficos de
dispersion de la ocupacion (= y) frente a las concentraciones del Compuesto | en plasma (media de 30 a 90 minutos
después de la inyeccion del trazador) de los escaneados 3H (Figura 8) se ajustaron mediante la Ecuacion 3,
asumiendo un 100 % de Omax (Modelo 1; un parametro, ECsg a estimar), y estimando tanto Omax como ECso (Modelo
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2). El modelo 2 se apoy6 sobre el modelo 1 en Pu, CN y vS mediante el criterio de informacién de Akaike (AIC;
cuanto menor sea el valor de AIC, mejor es el ajuste) (Akaike 1974) y F-test que compara las sumas de cuadrados
residuales (RSS) de los dos modelos (Tabla 1).

Figura 8: Graficos de ocupacion - PK concentracion plasmatica de Compuesto | para el putamen, el ndcleo caudado
y el estriado ventral en el punto de tiempo de 3 horas post-dosis.

Figura 9: Graficos de ocupacion - PK concentracion plasmatica de Compuesto | para el putamen, el nicleo caudado
y el estriado ventral en los segundos puntos de tiempo post-dosis: Los graficos con todos los puntos de datos
agrupados se ajustaron mejor por el Modelo 2 que por el Modelo 1 en Puy CN , lo que da a entender que Omax
podria ser identificado Unicamente en estas estructuras. Entre los puntos de datos 3H solos (curvas de puntos rojos)
y los puntos de datos agrupados (curvas de puntos negros), las curvas previstas por el modelo fueron esencialmente
idénticas en Pu y CN. Las extrapolaciones de las curvas de prediccion del modelo de los datos P2 solos (curvas de
puntos verdes) también estuvieron de acuerdo con las curvas de prediccion de los datos agrupados.

Los graficos con todos los puntos de datos agrupados se ajustaron mejor por el Modelo 2 que por el Modelo 1 en Pu
y CN, lo que da a entender que Omax podria ser identificado Unicamente en estas estructuras. Entre los puntos de
datos 3H solos (curvas de puntos rojos) y los puntos de datos agrupados (curvas de puntos negros), las curvas
previstas por el modelo fueron esencialmente idénticas en Pu y CN. Las extrapolaciones de las curvas de prediccion
del modelo de los datos P2 solos (curvas de puntos verdes) también coincidieron con las curvas de prediccion de los
datos agrupados. Por consiguiente, las estimaciones de Onmax Y ECso fueron consistentes en los conjuntos de datos
3H, P2y los agrupados. Estos hallazgos no fueron concluyentes para vS, lo que probablemente refleja estimaciones
inestables de ocupacion en esta region.

El RTGA que no requiere las TAC de plasma dio estimaciones comparables de ECso en Pu, Cn y vS, pero
estimaciones ligeramente mas bajas de Omax que el PRGA también enumera los valores de farmacocinética que
fueron previstos que generarian un 80 % de ocupacién, asumiendo que este nivel de ocupacion podria generar un
efecto clinico 6ptimo. Los valores de farmacocinética fueron aproximadamente 120 ng/mL para CN y vS, y
aproximadamente 50 ng/mL para Pu por PRGA. El valor de PK fue de aproximadamente 100 ng/mL para CN por
RTGA pero no estuvo disponible para Pu y vS debido al hecho de que las estimaciones de Omax fueron inferiores al
80 % en estas estructuras.

Figura 10: Graficos de ocupacion - PK (concentracion plasmatica del Compuesto |) para el putamen (Pu), el nucleo
caudado (CN) y el estriado ventral (vS) agrupando dos puntos de tiempo posteriores a la dosis. Las curvas de
prediccion del modelo (es decir, los mejores ajustes segun la Ecuacion 3) se muestran como se indica.

Figura 11: Imagenes transaxiales del potencial de unién en el nivel que muestra los escaneados del putamen y del
nucleo caudado para la linea base, y 51 horas post-dosis: Imagenes transaxiales del potencial de unién, BPyp al
nivel que muestra el putamen (Pu) y el nucleo caudado (CN) para los escaneados de la linea base y de 51 horas (n
= 4; una dosis unica de 30 mg solamente; C) post-dosis. Una imagen BPnp de ['"C]MDL100.809 de sujetos jovenes
sanos (n = 8) se muestra en el Panel D como referencia. Las imagenes individuales de BPnp se normalizaron
espacialmente y se promediaron entre los miembros.

Tabla 1: Evaluacion estadistica de dos modelos de la ecuacién de ocupacion - PK (Ecuacion 3)

Putamen (Pu) Nucleo caudado (CN) Estriado ventral (vS)
AlC test F AlC test F AlC test F
Modelo 1 vs. 2 Modelo 1 vs. 2 Modelo 1 vs. 2
3H 86,56 >> 64,69 48,25 75,26 >> 66,26 13,84** 86,78 ~75,45 18,19**
P2 82,20 > 79,66 4,06 83,87 ~ 85,44 0,38 100,36 ~ 102,13 0,36
3H + P2 166,82 >>146,20 31,17 160,09 > 156,55 5,67* 193,33 ~ 191,56 3,74

AIC: >> apoya firmemente el Modelo 2; > apoya el Modelo 2; ~ no claramente diferente. Los grados de libertad para
el test F fueron (1,14), (1,13) y (1, 29) para 3H, P2 y 3H + P2, respectivamente. Los asteriscos indican niveles de
significacion: * para p <0,05; ** para p <0,001.

Los mismos graficos para los escaneados P2 se muestran en la Figura 9. Tanto el AIC como el test F no apoyaron el
Modelo 2 sobre el Modelo 1 debido a que no se observaron suficientes nimeros de puntos de datos "cercanos a la
saturacion" para estimar Omax €xactamente en estos Ultimos puntos de tiempo.

Tabla 2: Estimados de Omax, ECso, y PK que se prevé que ejercen un 80 % de ocupacion
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Putamen (Pu) Nucleo caudado (CN) Estriado ventral (vS)
Omax ECso 80 % RO Omax ECso 80 % RO Omax ECso 80 % RO
(%) (ng/mL) | (ng/mL) (%) (ng/mL) | (ng/mL) (%) (ng/mL) | (ng/mL)
PRGA
3H 82,8 4,9 137,8 90,3 6,4 50,1 85,5 4,6 66,5
P2 83,8 55 116,7 93,9 8,4 48,0 89,7 16,2 133,5
3H+P2 83,2 5,2 131,7 91,3 7,2 51,1 86,0 9,0 121,0
RTGA
3H 77,5 5,4 - 85,2 6,7 102,8 78,2 4,6 -
P2 76,6 6,0 - 87,1 9,0 101,5 72,1 4,9 -
3H+P2 77,3 5,8 - 85,7 7,8 108,4 76,5 5,2 -

El signo negativo indica que no se puede obtener un 80 % de ocupacion.

Las imagenes de BPyp obtenidas mediante la aplicacion voxel por voxel de PRGA se presentan en la Figura 11:
para mostrar visualmente los cambios en BPnp después de la administracién del Compuesto I.

Exposicion

La seccion de evaluacion metodolégica de este estudio identific6 PRGA como el método éptimo para derivar Vr,
BPnp y la ocupacion a partir de los datos de PET con radioligando entre los métodos estandar de analisis de datos
por PET ampliamente reconocidos. El uso de Cb como la region de referencia se justificé para [''CJLUPET porque
los estimados de Vy de Cb eran ligeramente mas bajos (pero correlacionados) que las estimaciones Vnp obtenidas
por los graficos de Lassen para los casos en que el grafico era satisfactorio.

Se debe tener en cuenta que las estimaciones de TRV de los métodos de entrada de plasma (TTCM y PRGA) no
pueden ser tan exactas como deberian ser debido al uso de los perfiles de tiempo medio de HPLC para los
escaneados de la Parte A debido a una HPLC no satisfactoria en el 60 % de los escaneados. Sin embargo, cuando
se utilizaron los datos de HPLC de los escaneados individuales en la Parte B, la bondad del ajuste (por medio de los
valores AIC) de los graficos de ocupacion - PK a las expectativas tedricas (es decir, la Ecuacion 3) observada en
este estudio fue tan buena como los valores AIC observados en otros estudios de ocupacion de receptor segun la
experiencia, lo que a su vez garantiza que los valores observados de Omax ¥ ECso obtenidos en la Parte B fueron
exactos.

Las distribuciones de BPnp en el cerebro humano de [V'CJLUPET fueron sorprendentemente diferentes de las
distribuciones de BPnp de ["'C]JMDL100.907, un ligando antagonista de alta afinidad para los receptores 5-HTza
(véase la Figura 11): Puy CN mostraron el BPnp mas alto con [V'CJLUPET, pero estuvieron relativamente libres del
['"CIMDL100.907 mientras que las regiones corticales mostraron un alto BPnp de ["'C]MDL100.907 pero un BPnp
relativamente bajo con ["'C]LUPET.

Los graficos de ocupacion - PK coincidieron con la ecuacion de Hill de primer orden (Ecuacion 3) para los
escaneados 3H y P2 por separado o con los escaneados 3H y P2 agrupados. Ademas, las curvas de prediccion de
estos tres conjuntos de datos fueron esencialmente idénticas. Estos hallazgos indicaron que las relaciones de
ocupacion - PK coincidieron entre los escaneados P2 (intervalo de duracion post-dosis: 10 - 51 horas; intervalo PK:
0,54 - 204 ng/mL) y los escaneados 3H en los que los valores de PK se encuentran dentro del intervalo PK de los
escaneados P2 en 12 de 15 sujetos. Por lo tanto, parece que el Compuesto | estaba asociado con una disociacion
relativamente rapida de los receptores y el aclaramiento del cerebro (es decir, no hay evidencia de una unién
prolongada).

En base a los resultados de Pu y CN que mostraron estadisticas convincentes, este estudio predijo que la
administracion oral del Compuesto | se deberia asociar con un Omax de aproximadamente 90 % y una ECs
ligeramente superior a 6 ng/mL. Por ultimo, el RTGA, que no requiere el muestreo de sangre arterial, dio valores de
ECso comparables a los del PRGA mas invasivo. Se especuld que un bloqueo ligero pero influyente en la region de
referencia (Cb) puede explicar la subestimacion de Omax por RTGA en comparacion con PRGA. Por lo tanto, el
RTGA puede ser aplicable a los estudios de ocupaciéon de farmaco al estudiar una poblacién de pacientes en los que
no es preferible el muestreo de la sangre arterial. Finalmente, se debe mencionar que vS sufri6 incertidumbre (es
decir, las puntuaciones de AIC indicaron peores ajustes por la Ecuacion 3) probablemente debido a volimenes mas
pequefios (~ 0,8 mL por lado) que Puy CN (> 3 mL).

La ocupacion del receptor 5-HTs después de la administracion del Compuesto | a 60 mg BID, 30 mg BID y 30 mg QD
fue alta; es decir, > 90 %, > 85 % y ~ 80 %, respectivamente, a la Cnax y solo disminuy6 ligeramente 24 horas
después de la administracion.
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En conclusion, este estudio estimé que la Omax era aproximadamente del 90 % y la ECso era de aproximadamente
6,5 ng/mL con una administracién oral de una cantidad de Compuesto |. Estos estimados contribuyen a la
estimacion de la ocupacion de los receptores 5-HTs que ejerce una eficacia clinica optima cuando las dosis
terapéuticas optimas y las concentraciones plasmaticas asociadas del Compuesto | estan disponibles en sus
aplicaciones clinicas.

Ejemplo 3. Modelado de farmacocinética poblacional y simulacion de ocupacion de 5-HTg por modelo PK/PD

Utilizando los datos generados en el estudio de PET del ejemplo 2, un objetivo del ejercicio de simulacion y
modelado fue estimar las ocupaciones del receptor 5-HTs después de multiples administraciones de Compuesto | en
dosis una vez al dia en el intervalo de 5,0-60 mg en una poblacion de Alzheimer segun la edad.

Modelo de farmacocinética poblacional (popPK)

Se uso6 el modelo de auto-inhibicién y se basa en un articulo de Plock ef al. (Plock N. et al., Drug Metab Disp 2007,
35: 1816-1823). La estructura del modelo popPK a utilizar se proporciona a continuacion.

Comparti

mento

periférico
V.

N
Comparti-
menta
inhibitorio

Comparti
menta
central
V2

administracién p.o.

CL/F*inh

Los datos de un estudio de Fase | en ancianos y los datos del estudio de la enfermedad de Alzheimer (estudio
12936 A) han demostrado que el aclaramiento del Compuesto | se reduce en los ancianos y, por lo tanto, los sujetos
ancianos tienen concentraciones plasmaticas mas altas en comparacion con los sujetos mas jovenes para la misma
dosis. Este efecto de la edad se ha incorporado en el modelo PopPK. En total, el conjunto de datos utilizados en el
modelo popPK consistié en 265 pacientes. Las dosis administradas, Unicas o multiples, estuvieron en el intervalo de
9,0-300 mg.

Modelo PK/PD (farmacocinético/farmacodinamico) de ocupacion de 5-HTs

Se incluyeron 16 sujetos sanos en la evaluacion de la ocupacion de 5-HTs después de administraciones multiples del
Compuesto |. Se administr6 Compuesto | a los sujetos durante al menos tres dias a las dosis de 120 (60 BID), 60
(30 BID), 30 mg/dia (QD) o 5 mg (QD) con cuatro sujetos en cada cohorte de dosis. En total, se realizaron tres
escaneados de PET por sujeto, el primero en la linea base, el segundo alrededor de tmax €l Ultimo dia de la
administracion y el Ultimo en el intervalo de 10-51 horas post-dosis el ultimo dia de la administracion.

La concentracion plasmatica de Compuesto | frente a la ocupacion del receptor 5-HTs en la regidon del nucleo
caudado se muestra en la Figura 11. La relacion PK/PD se modelé con un modelo de Emax en la forma Occ =
Emax"Cp/(ECsp + Cp) donde Emax €s la ocupacion maxima, ECsg la concentracion plasmatica de Compuesto | que da
lugar a la mitad de Emnax ¥ Cp es la concentracion plasmatica del Compuesto |. En el estudio clinico de PET, las
ocupaciones para el segundo escaneado después de la linea base (realizado 10-51 horas después de la ultima
administracion de Compuesto |) obviamente no se desviaron mas de la curva ajustada de las concentraciones
plasmaticas frente a la ocupacion del receptor 5-HTgs que las ocupaciones para el primer escaneado después de la
linea base (realizado alrededor de la Cnax). Esto indica que no existe una histéresis pronunciada ni un tiempo de
retardo entre PK y PD, lo que puede ser el caso si, por ejemplo, la velocidad de desactivacion del receptor es mas
larga que la velocidad de eliminacién en plasma.

Con el fin de permitir la estimacién de la variabilidad entre sujetos en la ocupacion, se realizé un modelado de
efectos mixtos no lineal donde la variabilidad entre sujetos se modelé como un término exponencial en ECs. Las
Emax Y ECso para la regién del nucleo caudado se estimaron en 91 % y 6,5 ng/mL, respectivamente. Las
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incertidumbres de los valores estimados fueron bajas, en términos de errores estandar relativos fueron 1,1 % (Emax)
y 15 % (ECxo).

Modelo PK/PD

Se simuld una poblacion de Alzheimer en términos de edad a la del estudio 12936 A (intervalo 54-90 afios y
mediana de 75 afios). Los perfiles plasmaticos en equilibrio del Compuesto | y las correspondientes ocupaciones del
receptor 5-HTs se simularon para las dosis 5, 10, 15, 20, 25, 30 y 60 mg/dia y con 1000 pacientes por dosis. Se
estimo la ocupacion media del receptor 5-HTs en la region del nucleo caudado durante un dia en estado de equilibrio
para cada paciente. Se estimaron la mediana y los percentiles de 5 % y 95 % a partir de los valores individuales para
cada grupo de dosis. Por lo tanto, el 90 % de los pacientes estaran en el intervalo entre los percentiles del 5 % y el
95 %.

Tabla 3: Resumen de exposiciones en estado de equilibrio en una poblaciéon anciana (50-90 afios de edad?)
simuladas a partir del modelo popPK

Sexo Dosis Chax (ng/mL) Chin (ng/mL) AUC (h.ng/mL)
(mg) Media  Mediana SD Media  Mediana SD Media  Mediana SD
Hombres 30 QD 173 136 120 100 61 116 3157 2251 2883
60 QD 370 286 273 225 134 265 6903 4821 6575
30 TID 529 376 510 433 273 503 11658 7928 12192
Mujeres 30 QD 185 148 123 97 56 117 3176 2247 2947
60 QD 393 310 280 217 124 268 6938 4812 6701
30 TID 543 385 528 427 262 519 11753 7920 12609

2media 75 afos, SD 7 anos

Breve analisis

Utilizando los datos del modelo PK/PD, la Figura 12 muestra la correlacion proyectada entre la ocupacion del
receptor 5-HTg y la concentracion plasmatica del Compuesto I. La exposicion (véase el intervalo resaltado sobre el
eje de las X) dada por la dosis fija del Compuesto | en el estudio de AD muestra que los sujetos del estudio
experimentaron altos niveles de ocupacioén de receptor para el receptor 5-HTs.

La Figura 13 muestra la ocupacion simulada del receptor 5-HTs en el estado de equilibrio para las dosis de 5,0-60
mg/dia. La mediana de las ocupaciones varia de 56 % para 5,0 mg a 92 % para 30 mg. En base a los resultados del
estudio de PET, la concentracion plasmatica del Compuesto | frente a la curva de ocupacién de 5-HTs parece que
esta bien descrita.

Por lo tanto, los datos apoyan el hallazgo de una dosis diaria de una cantidad eficaz entre aproximadamente 30 mg y
aproximadamente 60 mg que mejora de este modo el cumplimiento del tratamiento por parte del paciente y evita las
complicaciones vistas en ensayos clinicos previos.
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REIVINDICACIONES

1. N-(2-(6-fluoro-1H-indol-3-il)etil)-3-(2,2,3,3-tetrafluoropropoxi)bencilamina o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables para uso en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer mediante la mejora o el aumento del efecto de
un inhibidor de la acetilcolinesterasa, que comprende administrar una dosis diaria eficaz de dicho compuesto a un
paciente que necesite dicho tratamiento, en donde la dosis diaria eficaz administrada al paciente esta entre 30 y 60
mg.

2. N-(2-(6-fluoro-1H-indol-3-il)etil)-3-(2,2,3,3-tetrafluoropropoxi)bencilamina o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables para uso en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer como terapia complementaria al tratamiento
con un inhibidor de la acetilcolinesterasa, que comprende administrar una dosis diaria eficaz de N-(2-(6-fluoro-1H-
indol-3-il)etil)-3-(2,2,3,3-tetrafluoropropoxi)bencilamina o una de sus sales farmacéuticamente aceptables a un
paciente que necesite dicho tratamiento, en donde la dosis diaria eficaz administrada al paciente esta entre
aproximadamente 30 y aproximadamente 60 mg.

3. N-(2-(6-fluoro-1H-indol-3-il)etil)-3-(2,2,3,3-tetrafluoropropoxi)bencilamina para uso segun la reivindicacién 1 o la
reivindicacion 2, en donde la sal farmacéuticamente aceptable es el hidrocloruro.

4. N-(2-(6-fluoro-1H-indol-3-il)etil)-3-(2,2,3,3-tetrafluoropropoxi)bencilamina para uso segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-3, en donde la dosis se administra como una formulacion de liberacion inmediata.

5. N-(2-(6-fluoro-1H-indol-3-il)etil)-3-(2,2,3,3-tetrafluoropropoxi)bencilamina para uso segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-4, para tratar la enfermedad de Alzheimer de leve a moderada.

6. N-(2-(6-fluoro-1H-indol-3-il)etil)-3-(2,2,3,3-tetrafluoropropoxi)bencilamina para uso segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1-5, en donde el inhibidor de la acetilcolinesterasa es donepezilo.

7. N-(2-(6-fluoro-1H-indol-3-il)etil)-3-(2,2,3,3-tetrafluoropropoxi)bencilamina para uso segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-5, en donde el inhibidor de la acetilcolinesterasa es rivastigmina.

8. N-(2-(6-fluoro-1H-indol-3-il)etil)-3-(2,2,3,3-tetrafluoropropoxi)bencilamina para uso segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-5, en donde el inhibidor de la acetilcolinesterasa es galatamina.

9. N-(2-(6-fluoro-1H-indol-3-il)etil)-3-(2,2,3,3-tetrafluoropropoxi)bencilamina para uso segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-8, en donde la dosis diaria eficaz es 30 mg.

10. N-(2-(6-fluoro-1H-indol-3-il)etil)-3-(2,2,3,3-tetrafluoropropoxi)bencilamina para uso segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-8, en donde la dosis diaria eficaz es 40 mg o menos.

11. N-(2-(6-fluoro-1H-indol-3-il)etil)-3-(2,2,3,3-tetrafluoropropoxi)bencilamina para uso segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-8, en donde la dosis diaria eficaz es 50 mg o menos.

12. N-(2-(6-fluoro-1H-indol-3-il)etil)-3-(2,2,3,3-tetrafluoropropoxi)bencilamina para uso segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-8, en donde la dosis diaria eficaz es 60 mg o menos.

13. N-(2-(6-fluoro-1H-indol-3-il)etil)-3-(2,2,3,3-tetrafluoropropoxi)bencilamina para uso segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-8, en donde la dosis diaria eficaz es 60 mg.
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