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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para el tratamiento del alcoholismo y la dependencia del alcohol

Esta invencion se refiere a compuestos y composiciones para su uso en el tratamiento del alcoholismo y la
dependencia del alcohol.

Antecedentes de la invencion

El tratamiento del alcoholismo mediante terapia de aversion implica el uso de un farmaco que se sabe que inhibe la
actividad de la enzima aldehido deshidrogenasa (AIDH; EC. 1.2.1.3 (nomenclatura de la International Union of
Biochemistry and Molecular Biology (IUMB))) en el higado, conduciendo asi a la acumulacién en el higado y por
tanto en sangre del metabolito toxico del alcohol o etanol, concretamente el acetaldehido, si la persona bebe alcohol
durante tal terapia. Actualmente, se usan dos inhibidores de AIDH en la terapia de aversion, concretamente
disulfiram (también conocido como Antabuse) y cianamida calcica. De estas dos terapias de aversion, disulfiram es
la preferida, debido a su duracidon de acciéon mas prolongada que hace que su administracion y supervision sean
mas faciles, aunque la cianamida calcica puede tener menos efectos secundarios.

La toxicidad del acetaldehido se manifiesta por si misma en una reaccion toxica (la reaccion disulfiram-etanol o
DER) que implica sintomas tales como sensacion de calor, olor a acetaldehido, rubor facial, hiperemia conjuntival,
palpitaciones, latido rapido, hipotension (tension arterial baja), tos, disnea (dificultad para respirar), rubor universal,
cefalea, nauseas, vomitos, somnolencia y, en casos graves, coma y muerte. La gravedad de la DER varia
ampliamente entre individuos, presumiblemente dependiendo de la tolerancia del individuo al acetaldehido, y de
cuanto acetaldehido se acumula en una persona cualquiera. Esto ultimo, a su vez, se determina por cuanto alcohol
se consume y cuanta inhibicion de AIDH se logra por el disulfiram.

El propio disulfiram, sin embargo, tiene efectos secundarios graves tanto indeseables como algunas veces
desagradables. Asi, entre estos efectos secundarios estan somnolencia, hipotension grave (tension arterial baja),
parestesia (sentido alterado de hormigueo, cosquilleo o quemazén de la piel, tal como se produce en la neuritis
periférica y las lesiones de médula espinal), neuropatias periféricas, psicosis y hepatitis, reduciendo todos ellos
marcadamente la tasa de cumplimiento con la administraciéon del farmaco por el propio paciente y, por tanto, su
eficacia como terapia de aversién para el alcoholismo. Ademas, incluso en sujetos que cumplen con la ingesta de
dosis tolerables del farmaco, aproximadamente la mitad desarrolla DER pero la otra mitad pierde (no experimenta) la
propiedad disuasiva a través de la que el farmaco ejerce su accion.

Con respecto a la cianamida calcica, que se usa mas ampliamente en Japdn, estudios recientes han mostrado que
ejerce otros efectos toxicos igualmente desagradables, por ejemplo: disfuncion hepatica persistente incluso con
abstinencia prolongada, y fibrosis hepatica y la aparicion de hepatocitos “con apariencia de vidrio esmerilado” en
aquellos que sufren una recidiva en la ingesta de alcohol.

Por estas razones, una terapia de aversion al alcohol alternativa, usando inhibidores de AIDH mas seguros que
estén libres de los efectos secundarios indeseables anteriores es un objetivo altamente deseable y es el objeto de
esta solicitud.

Baskina y Lapin (Farmakol. Toksicol., vol. 45, not. 1, 1982, pags. 70 -76) describen los efectos de la administracion
intraperitoneal sistémica a gatos del inhibidor de cinureninasa RO-4-4602 (benserazida) en el consumo de alcohol.
Se observé un aumento en el consumo de alcohol. La administracion intraperitoneal de triptéfano dio como resultado
la disminucion en el consumo de alcohol. Minano y Myers (Psychopharmacology, vol. 98, 1989, pags. 176-182)
sometieron a prueba los efectos de RO-4-4602 en el consumo de alcohol en ratas. Cuando se administré por via
subcutanea, el consumo de alcohol no se alter6 en modo alguno. La inyeccién directa en el cerebro dio como
resultado la disminucion en el consumo de alcohol.

Como resultado de los estudios realizados por los solicitantes, estos encontraron varios tratamientos novedosos
para la terapia de aversion al alcohol basandose en las rutas metabdlicas del triptéfano. El triptéfano (Trp) se
metaboliza mediante al menos cuatro rutas conocidas:

(1) la ruta de cinurenina-acido nicotinico, la ruta principal en el higado que representa mas del 90% de metabolismo
de triptéfano global y que produce una variedad de metabolitos importantes;

(2) la ruta de la serotonina, que aunque de menor importancia cuantitativa, es, sin embargo, de principal importancia
en el sistema nervioso central (SNC), debido a que la serotonina controla muchas funciones importantes del cerebro,
tales como el estado de animo, las emociones, el control de los impulsos, el apetito, el deseo de beber alcohol y
otros procesos;

(3) la ruta de descarboxilacién o de la triptamina, que es cuantitativamente mas importante que la ruta de la
serotonina;
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(4) la ruta de la transaminacion.
Por consiguiente, en un aspecto mas amplio, la presente invencién da a conocer el uso de
(a) un bioprecursor de una cantidad inhibidora de AIDH de un metabolito de Trp, o

(b) un potenciador de (a), en la preparacién de un medicamento para tratar el alcoholismo y/o la dependencia del
alcohol.

En el contexto de la presente invencion, la expresidon “metabolito de triptéfano (o Trp)” abarca tanto metabolitos de
Trp directos que pueden producirse mediante la primera fase en cualquiera de sus rutas metabodlicas como
metabolitos indirectos que pueden producirse en fases posteriores, adicionales de cualquiera de sus rutas
metabdlicas. El término “bioprecursor” se conoce bien por los expertos en la técnica y significa cualquier compuesto
que se metaboliza in vivo a, en el caso de la presente invencion, un metabolito de Trp. Los bioprecursores
adecuados pueden seleccionarse de: Trp y metabolitos de Trp no inhibidores de AIDH. La expresién “metabolitos de
Trp no inhibidores de AIDH” significa metabolitos de Trp que no inhiben o soélo inhiben débilmente (hasta el punto de
que se considerarian terapéuticamente ineficaces) la AIDH.

El término “potenciador” significa un agente que puede potenciar un metabolito de Trp de este tipo, o bien
directamente o bien por medio de un bioprecursor del mismo. Tales agentes potenciadores pueden afectar a la
actividad de una ruta metabdlica, por lo cual se posibilita un aumento en la disponibilidad de un metabolito de Trp
inhibidor de AIDH. Tal potenciacién puede ser mediante cualquier medio, tal como mediante medios enzimaticos o
cataliticos, mediante la acentuacion de condiciones de reaccién favorables o un aumento de la cantidad del
bioprecursor metabdlico, o similares. La potenciacion abarca tanto el aumento de la presencia de compuestos o
condiciones para favorecer la produccion de metabolitos de Trp activos como la inhibicion de compuestos o
condiciones que, por lo demas, podrian inhibir o degradar los metabolitos de Trp activos.

En particular, esta invencion da a conocer el uso de triptéfano en asociacién con un inhibidor de una o mas
enzima(s) de la ruta de cinurenina-acido nicotinico posterior a un metabolito de Trp inhibidor de AIDH, para
aumentar los niveles de los metabolitos inhibidores de AIDH seleccionados de 3-hidroxicinurenina, acido 3-
hidroxiantranilico, acido cinurénico y acido (indol-3-il)pirdvico, en particular, el uso de triptéfano en asociacién con un
inhibidor de cinureninasa, para aumentar los niveles de estos inhibidores de AIDH.

Mas particularmente, la invencién proporciona formulaciones farmacéuticas y combinaciones de principios activos
segun las reivindicaciones adjuntas, en relacion con su uso en el tratamiento del alcoholismo y/o la dependencia del
alcohol mediante terapia de aversion al alcohol.

En higados de mamiferos, la AIDH existe en dos formas principales: la forma mitocondrial (o de K, baja) y la soluble
(o de Kn alta). La mitocondrial o de Ky, baja es responsable de la oxidacion del acetaldehido tras el consumo de
alcohol en cantidades de pequefias a moderadas, por ejemplo como en el consumo social de bebidas alcohdlicas, y
es por tanto la forma cuya inhibicion es deseable en la terapia de aversion para el alcoholismo. Por tanto, la
dosificacion es preferiblemente una cantidad suficiente para ejercer una inhibicion sustancial de al menos la
actividad de AIDH de K, baja.

Por tanto, la presente invencién proporciona una combinacién farmacéutica para su uso en un método para tratar el
alcoholismo y la dependencia alcohdlica, comprendiendo el método administrar a un mamifero una cantidad
terapéuticamente eficaz de triptéfano en asociacion con un inhibidor de una o mas enzima(s) de la ruta de
cinurenina-acido nicotinico, para inhibir de este modo la actividad de AIDH, en el que dicho inhibidor es benserazida.

En el contexto de esta invenciodn, “en asociacidon con” significa que la formulacién, uso o0 método se adapta para la
administracion o uso simultaneo, secuencial o concurrente, o bien en mezcla entre si o en formulaciones o
composiciones separadas o de cualquier otra manera conocida por los expertos en la técnica.

La invencién también se extiende al uso de las composiciones o compuestos descritos anteriormente en la
preparacién de un medicamento para tratar el alcoholismo y/o la dependencia del alcohol.

El/los metabolito(s) de triptéfano o bioprecursor o potenciador del mismo/de los mismos puede(n) administrarse
mediante cualquier medio convencional disponible para su uso conjuntamente con productos farmacéuticos, o bien
como unidades de dosificacion separadas individuales administradas de manera simultanea o concurrente, o bien en
una combinacion fisica de cada agente terapéutico componente en una unidad de dosificacion individual o
combinada. Los principios activos pueden administrarse solos, pero se administran generalmente con un vehiculo
farmacéutico seleccionado basandose en la via de administracion elegida y en la practica farmacéutica
convencional.

La dosificacion administrada variara, por supuesto, dependiendo del uso y de factores conocidos tales como las
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caracteristicas farmacodinamicas del agente particular, y su modo y via de administracion; la edad, el estado de
salud y el peso del receptor; la naturaleza y el grado de los sintomas, el tipo de tratamiento concurrente, la
frecuencia del tratamiento, y el efecto deseado. El receptor puede ser cualquier tipo de mamifero, pero es
preferiblemente un ser humano.

Para su uso en el tratamiento de enfermedades caracterizadas por un consumo de alcohol andmalamente alto, a
modo de directriz general, una dosificacion oral diaria de principio(s) activo(s) puede ser de 0,001 a 1000 mg/kg de
peso corporal. Generalmente, una dosis de 0,1 a 500 mg/kg por dia en dosis divididas de una a cuatro veces al dia o
en forma de liberacion sostenida es eficaz para obtener los resultados deseados. La dosificacion apropiada de la
composicion en esta invencion la podra establecer faciimente un médico experto en la técnica, basandose en la
presente descripcion. A modo de directriz general, habitualmente una dosificacion diaria puede ser de 10 miligramos
a 1,5 gramos de cada componente.

En las composiciones de la presente invencién, los compuestos descritos en detalle en el presente documento
pueden formar el principio activo, y se administran habitualmente en una mezcla con diluyentes, excipientes o
vehiculos farmacéuticamente aceptables (denominados colectivamente en el presente documento un vehiculo o
materiales de vehiculo) seleccionados adecuadamente con respecto a la forma pretendida de administracion y de
acuerdo con las practicas farmacéuticas convencionales.

En las composiciones farmacéuticas, el principio activo estara presente, generalmente, en una cantidad de 0,5-95%
en peso basandose en el peso total de la composicion.

Por ejemplo, para la administracion oral en la forma de un comprimido o capsula, el principio farmacolégicamente
activo puede combinarse con un vehiculo inerte, farmacéuticamente aceptable, no téxico, oral tal como lactosa,
almidoén, sacarosa, glucosa, metilcelulosa, estearato de magnesio, fosfato dicalcico, sulfato de calcio, manitol,
sorbitol y similares; para la administracién oral en forma liquida, los componentes farmacoldgicos orales pueden
combinarse con cualquier vehiculo inerte, farmacéuticamente aceptable, no téxico, oral tal como etanol, glicerol y
agua. Ademas, cuando se desea o se necesita, también se pueden incorporar aglutinantes, lubricantes, agentes
disgregantes y agentes colorantes en la mezcla. Los aglutinantes adecuados incluyen almidén, gelatina, azucares
naturales tales como glucosa o beta-lactosa, edulcorantes de maiz, gomas naturales y sintéticas tales como goma
arabiga, tragacanto o alginato de sodio, carboximetilcelulosa, polietilenglicol y ceras. Los lubricantes usados en
estas formas farmacéuticas incluyen oleato de sodio, estearato de sodio, estearato de magnesio, benzoato de sodio,
acetato de sodio, cloruro de sodio y. Los disgregantes incluyen, sin limitacion, almidon, metilcelulosa, agar, bentonita
y goma xantana.

Las capsulas de gelatina generalmente contienen el principio activo y vehiculos en polvo, tales como lactosa,
almidon, derivados de celulosa, estearato de magnesio y acido estedrico. Pueden usarse diluyentes similares para
preparar comprimidos fabricados por compresiéon. Tanto los comprimidos como las capsulas pueden prepararse
como productos de liberacion sostenida para proporcionar una liberacién continua de medicacion a lo largo de un
periodo de horas. Los comprimidos fabricados por compresién pueden estar recubiertos de azucar o recubiertos por
una pelicula para enmascarar cualquier sabor desagradable y proteger el comprimido de la atmodsfera, o pueden
tener un recubrimiento entérico para la disgregacion selectiva en el tubo digestivo.

Los compuestos de la presente invencién también pueden administrarse en la forma de sistemas de administracion
de liposomas, tales como pequefias vesiculas unilaminares, grandes vesiculas unilaminares, y vesiculas
multilaminares. Los liposomas pueden formarse a partir de una variedad de fosfolipidos, tales como colesterol,
estearilamina, o fosfatidilcolinas.

Los compuestos de la presente invencién también pueden acoplarse a polimeros solubles como vehiculos
farmacolégicos que pueden realizar transporte dirigido. Tales polimeros pueden incluir polivinilpirrolidona,
copolimero de pirano, polihidroxipropilmetacrilamida-fenol, polihidroxietilaspartamidafenol o poli(éxido de etileno)-
polilisina sustituida con residuos de palmitoilo. Ademas, los compuestos de la presente invencion pueden acoplarse
a una clase de polimeros biodegradable utiles para lograr la liberacion controlada de un farmaco, por ejemplo,
poli(acido lactico), poli(acido glicdlico), copolimeros de poli(acido lactico) y poli(acido glicolico), poli(epsilon-
caprolactona), poli(acido hidroxibutirico), poliortoésteres, poliacetales, polidihidropiranos, policianoacilatos, y
copolimeros de bloque anfipaticos o reticulados de hidrogeles.

Las formas farmacéuticas liquidas para administracion oral pueden contener agentes colorantes y saborizantes para
aumentar la aceptacion del paciente.

En general, agua, un aceite adecuado, solucién salina, disoluciones de dextrosa acuosa (glucosa) y de azucares
relacionados y glicoles tales como propilenglicol o polietilenglicoles son vehiculos adecuados para disoluciones
parenterales. Las disoluciones para administracion parenteral preferiblemente contienen una sal soluble en agua del
principio activo, un agente estabilizante adecuado, y, si es necesario, sustancias tampén. Agentes antioxidantes
tales como bisulfato de sodio, sulfito de sodio o acido ascérbico, o bien solos o bien combinados, son agentes
estabilizantes adecuados. También se usan acido citrico y sus sales y EDTA sodico. Ademas, las disoluciones
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parenterales pueden contener conservantes, tales como cloruro de benzalconio, metil- o propilparabeno y
clorobutanol.

Los compuestos para la presente invencion también pueden administrarse en forma intranasal mediante uso por via
tépica de vehiculos intranasales adecuados, o mediante vias transdérmicas, usando aquellas formas de parches
cutaneos transdérmicos bien conocidos por los expertos habituales en la técnica. Para administrarse en la forma de
un sistema de administracion transdérmico, la administracion de la dosificacion sera, por supuesto, continua en lugar
de intermitente a lo largo del régimen de dosificacion.

La invencion se entendera mejor a partir de la siguiente descripcion y de los ejemplos.

Ejemplo de referencia 1 - Resultados de la seleccidn de metabolitos de triptéfano para la inhibicién de la
actividad de AIDH

Se sometieron a prueba el triptéfano y sus diversos metabolitos para la posible inhibicién de la actividad de AIDH de
fuentes bacterianas. Las expresiones “inhibidor de la actividad de AIDH” y similares significan que se reduce la
actividad de AIDH in vivo en presencia del inhibidor. En la practica, esto puede predecirse haciendo referencia a la
actividad inhibidora del compuesto o composicion in vitro. Una sustancia o composicion que muestra inhibicion
inferior al 20% a una concentracion de 100 uM se considera mala. Las que tienen inhibiciones de entre el 20 y el
56% se consideran de moderadas a buenas, y las que tienen inhibiciones superiores al 60% se consideran buenas.

Se adquirié una preparacion enzimatica de Sigma, (Poole, Dorset, RU) y se uso6 para la seleccion de triptéfano y sus
metabolitos. Se realizaron varios experimentos preliminares para optimizar las condiciones del ensayo, que se
realiz6 segun las condiciones experimentales convencionales publicadas en la bibliografia y que conocen bien los
expertos en la técnica. Todos los ensayos se realizaron mediante determinaciones por triplicado o cuadruplicado
tanto para los controles (sin adiciones) como para los metabolitos de triptéfano.

En primer lugar, se sometieron a prueba el triptéfano y sus metabolitos a una concentracion de 100 uM. Los
metabolitos de triptéfano seleccionados incluyeron los siguientes:

(1) Metabolitos de la ruta de cinurenina-acido nicotinico: estos eran cinurenina, 3-hidroxicinurenina, acido 3-
hidroxiantranilico, acido antranilico, acido xanturénico, acido cinurénico, acido quinolinico, acido quinaldico, acido a-
cetoadipico y nicotinamida.

(2) Metabolitos de la ruta de la serotonina: estos eran 5-hidroxitriptéfano, serotonina (es decir 5-hidroxitriptamina),
acido 5-hidroxiindol-3-ilacético y 5-hidroxitriptofol.

(3) Metabolitos de la ruta de descarboxilacion o de la triptamina: estos eran triptamina, indol-3-ilacetaldehido, y acido
indol-3-ilacético.

(4) Metabolitos de la ruta de transaminacion: sélo habia un metabolito de este tipo, acido indol-3-ilpiravico.
(5) Otros metabolitos complejos: estas eran harmano y norharmano.

Se obtuvieron los siguientes resultados, que se facilitan a continuaciéon para grupos de metabolitos segun el grado
de inhibicion.

Inhibidores malos o inactivos (es decir que producen una inhibicién inferior al 20%)

Estos eran los siguientes (mostrandose su % de inhibicién de la actividad de AIDH entre paréntesis): triptéfano (2%),
acido quinolinico (13%), acido quinaldico (7%), acido antranilico (9%), acido a-cetoadipico (1%), nicotinamida (7%),
5-hidroxitriptamina (serotonina) (15%), acido 5-hidroxiindol-3-ilacético (4%), 5-hidroxitriptofol (7%), triptamina (0%) y
acido indol-3-ilacético (11%). En las mismas condiciones experimentales, el inhibidor de AIDH bien conocido
disulfiram produjo una inhibiciéon del 95% a una concentracién similar (100 uM). A partir de estos datos, parece que
ni el propio triptéfano ni los metabolitos anteriores producen ninguna inhibicidn significativa de la actividad de AIDH
in vitro y, por tanto, es poco probable que ejerzan un efecto significativo in vivo. Incluso el inhibidor mas fuerte, la
serotonina, es poco probable que ejerza un efecto significativo puesto que es poco probable que sus niveles in vivo
alcancen 100 pM.

Inhibidores de moderados a buenos (es decir que producen una inhibicion del 20-56%)

Los siguientes metabolitos de triptéfano produjeron un grado de moderado a bueno de inhibicién de la actividad de
AIDH bacteriana in vitro cuando se sometieron a prueba a una concentracion de 100 puM: cinurenina (24%), acido
xanturénico (56%), 5-hidroxitriptéfano (23%), indol-3-ilacetaldehido (55%), harmano (18%) y norharmano (23%),
todos frente a una inhibicion del 95% por el inhibidor de AIDH clasico, disulfiram, a la misma concentracién (100 uM).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2375347 T3

En este caso, de nuevo, generalmente es poco probable que estos metabolitos puedan acumularse a este nivel para
producir la inhibicién de la actividad de AIDH in vivo, excepto quizas, el acido xanturénico en ciertas condiciones.

Inhibidores fuertes (es decir que producen una inhibicién superior al 60%)

Los siguientes metabolitos de triptéfano produjeron una fuerte inhibicion de la actividad de AIDH bacteriana in vitro
cuando se sometieron a prueba a una concentracion de 100 pM: 3-hidroxicinurenina (97%), acido 3-
hidroxiantranilico (97%), acido cinurénico (90%), acido indol-3-ilpirivico (94%), frente a una inhibicién del 95% por
disulfiram a la misma concentracion (100 uM) de disulfiram.

Ejemplo de referencia 2 — Inhibidores fuertes sometidos a prueba a concentraciones menores

Entonces, se sometieron a prueba a los metabolitos de triptéfano inhibidores fuertes a dos concentraciones
menores: 10 uM y 2 pM.

Se sometieron a prueba los cuatro metabolitos de triptéfano inhibidores anteriores para determinar la inhibicién de la
actividad de AIDH bacteriana a las concentraciones menores de 10 uM y 2 uM frente a las mismas concentraciones
de disulfiram. A 10 pM, la inhibicion fue como sigue: 3-hidroxicinurenina (55%), acido 3-hidroxiantranilico (17%),
acido cinurénico (30%) y acido indol-3-ilpiravico (29%), frente a una inhibiciéon del 99% por disulfiram 10 uM. Cuando
se sometieron a prueba estos metabolitos de triptéfano a una concentracion de 2 uM, sélo el acido indol-3-ilpiravico
produjo una inhibicién significativa de la actividad de AIDH bacteriana, del 24%. Los otros tres metabolitos no
ejercieron ningun efecto significativo (+1%, 3% y 5% para 3-hidroxicinurenina, acido 3-hidroxiantranilico y acido
cinurénico, respectivamente). En las mismas condiciones experimentales, el disulfiram (a 2 pM) produjo una
inhibicion del 72% de la actividad de AIDH.

Ejemplo de referencia 3 — Experimentos adicionales con metabolitos de triptéfano usando la AIDH de Ky
baja o mitocondrial de mamifero

Se han sometido a prueba los efectos de metabolitos de triptéfano en la actividad de AIDH a partir de una fuente de
mamifero, concretamente higado de rata, usando una preparacion de higado de rata que contiene AIDH tanto de Kn,
baja como de K, alta y se sometieron a ensayo con el mismo protocolo que en el ejemplo 1. Los resultados
preliminares de someter a prueba la posible inhibiciéon de la enzima de K, baja muestran que los cuatro metabolitos
de triptéfano que producen la inhibicion mas fuerte de la enzima bacteriana (concretamente 3-hidroxicinurenina,
acido 3-hidroxiantranilico, acido cinurénico y acido indol-3-ilpirdvico) son todos inhibidores fuertes de la actividad de
la enzima de K, baja de mamifero, produciendo el 65%, el 46%, el 30% y el 37% de inhibicién, respectivamente, en
el nivel de concentracion pequefia de 2 uM. En las condiciones experimentales, disulfiram produjo el 30-46% de
inhibicion de la enzima de K, baja a una concentraciéon de 2 uM. Estos resultados son, en efecto, muy alentadores y
sugieren que metabolitos de triptéfano pueden ser inhibidores fuertes de la forma de AIDH de Ky, baja o mitocondrial
y por tanto, posibles agentes terapéuticos de aversién para el alcoholismo.

Conclusién

A partir de los resultados anteriores, podrian extraerse varias conclusiones y comentarios adicionales. La primera se
refiere a la actividad inhibidora. Puesto que la 3-hidroxicinurenina y el acido 3-hidroxiantranilico son inhibidores de
AIDH mas potentes que sus derivados no hidroxilados cinurenina y acido antranilico, respectivamente, puede
concluirse que la presencia de un grupo hidroxilo en la tercera posicion del anillo de benceno le confiere inhibiciéon o
inhibicion fuerte. También es posible que otros sustituyentes en la posicién 3 (por ejemplo cloro u otros halégenos)
y/o una(s) posicion(es) adicional(es) puede(n) conferir inhibicidon o una inhibicidon mas fuerte.

En segundo lugar, puesto que no habia inhibicién significativa por triptéfano, triptamina, 5-hidroxitriptamina o sus
metabolitos acido 5-hidroxiindol-3-ilacético y 5-hidroxitriptofol, puede concluirse que ni la estructura de indol, ni su
hidroxilacién en la posicion 5 ni la presencia de un grupo amino de cadena lateral le confieren inhibicion.

En tercer lugar, los metabolitos aldehidicos, tales como indol-3-ilacetaldehido, son buenos inhibidores, casi seguro
en virtud de ser posibles competidores con el acetaldehido por la enzima. Sin embargo, es probable que estos
tengan menos uso terapéutico puesto que pueden oxidarse al acido correspondiente in vivo.

Ejemplo de referencia 4 — Pruebas in vivo confirmatorias

Se realizaron experimentos adicionales para establecer si los cuatro compuestos fuertemente inhibidores y otros
metabolitos de Trp que pueden inhibir la forma de AIDH responsable de la oxidaciéon de acetaldehido in vivo en el
higado de mamifero, concretamente la enzima mitocondrial o la denominada enzima de K baja.

Por tanto, se realizaron experimentos usando una preparacion de higado de rata en la que pueden medirse
simultaneamente tanto enzimas de K. baja como de K, alta, pero a diferentes concentraciones de sustrato
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(acetaldehido), concretamente, 5 uM para la Kn, baja y 5 mM para la K, alta.

Una seleccion del intervalo completo de metabolitos de Trp y del propio Trp, como en el ejemplo 1, reveld que, de
todos los metabolitos de Trp sometidos a prueba en la enzima de mamifero, los cuatro metabolitos anteriores (3-
hidroxicinurenina, acido 3-hidroxiantranilico, acido cinurénico y acido indol-3-ilpirivico) eran, de nuevo, los
inhibidores lo mas potentes de la enzima de K, baja. Por tanto, a una concentracion de 100 pM, estos cuatro
metabolitos produjeron una inhibicién significativa del 69%, el 76%, el 43% y el 53%, respectivamente, en
comparacion con una inhibicién por una concentracion de 100 uM del inhibidor clasico, disulfiram, del 46-50%. A una
concentracién de 10 pM, la inhibicion de la actividad de la enzima de Ky baja por los cuatro metabolitos de Trp
anteriores fue del 52%, el 54%, el 43% y el 38%, respectivamente, frente a una inhibiciéon por una concentracion de
10 uM de disulfiram del 38-43%. Finalmente, a una concentracion de 2 uM, la inhibicién por los cuatro metabolitos de
Trp anteriores fue del 55%, el 46%, el 40% el 30% respectivamente, frente a una inhibicién por una concentracion de
2 uM de disulfiram del 30-46%.

A partir de estos datos, esta claro que los cuatro metabolitos de Trp inhibidores de AIDH enumerados anteriormente,
concretamente 3-hidroxicinurenina, acido 3-hidroxiantranilico, acido cinurénico y &acido indol-3-ilpirivico, son
inhibidores igualmente de fuertes, o incluso mas fuertes, de la enzima de K, baja de la mitocondria de higado de
rata en comparacion con el farmaco terapéutico de aversion actualmente usado, disulfiram. La inhibicion de la
enzima de K baja es un requisito previo importante para un agente terapéutico de aversion para el alcoholismo
eficaz, y los presentes resultados, por tanto, no sélo apoyan y refuerzan los hallazgos anteriores, sino que también
proporcionan un fuerte apoyo a la validez de proponer estos metabolitos de Trp como posibles agentes terapéuticos
de aversion para el alcoholismo.
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REIVINDICACIONES

Uso de una cantidad inhibidora de AIDH de una combinacion de triptéfano y benserazida en la preparacion
de un medicamento para tratar el alcoholismo y/o la dependencia del alcohol mediante terapia de aversion
al alcohol.

Formulacion farmacéutica que comprende una cantidad inhibidora de AIDH de una combinacion de
triptéfano y benserazida, en asociacidon con un vehiculo farmacéuticamente aceptable para la misma.

Formulacion farmacéutica que comprende una cantidad inhibidora de AIDH de una combinacién de
triptéfano y benserazida, en asociacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable para la misma, para
su uso en el tratamiento del alcoholismo y/o la dependencia del alcohol mediante terapia de aversion al
alcohol.

Cantidad inhibidora de AIDH de una combinacién de triptéfano en asociacion con benserazida, para su uso,
de manera o bien simultanea, secuencial o bien concurrente, en el tratamiento del alcoholismo y/o la
dependencia del alcohol mediante terapia de aversion al alcohol.
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