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DESCRIPCION

Conjugados que comprenden un farmaco psicotrépico o un agonista GABA y un &cido organico y su uso para el
tratamiento del dolor y otros trastornos del SNC

Campo y antecedente de la presente invencion

La presente invencién se refiere al campo de la farmacologia y, mas particularmente, al tratamiento del dolor.

La gestion inadecuada del dolor esta ampliamente extendida y es perjudicial para los pacientes. Numerosos estudios
han demostrado un mal control de los dolores postoperatorios y por traumatismos, el dolor debido a cancer y el dolor
cronico no canceroso. De esta manera, existe una continua necesidad de medicaciones capaces de proporcionar
una elevada eficacia en el alivio del dolor a la vez que tengan una posibilidad reducida de causar efectos
indeseables.

El dolor se puede clasificar en dos principales categorias, agudo y crénico, que difieren en su etiologia,
patofisiologia, diagnéstico y tratamiento. El dolor agudo es de naturaleza nociceptiva (es decir, resultante
directamente de una lesidn del tejido local). Es una respuesta fisiolégica predecible normal a un estimulo quimico,
térmico, o mecéanico adverso asociado con cirugia, traumatismos o enfermedad aguda. Es normalmente
autolimitado, de tal manera que cuando la dolencia que produce el dolor se resuelve, el dolor desaparece. El dolor
crénico se puede definir como un dolor que persiste durante mas tiempo que el plazo esperado de cicatrizacion del
tejido Un proceso de lesién o patolégico puede estimular el dolor crénico, pero otros factores ademas del
acontecimiento de estimulacion pueden perpetuar el dolor. El dolor crénico puede ser tanto neuropatico (es decir,
iniciarse por una lesion o disfuncién primaria en el sistema nervioso) o nociceptivo.

El dolor nociceptivo se trata normalmente con antiinflamatorios o0 medicaciones analgésicas mientras que el dolor
neuropatico se trata normalmente con medicaciones que afectan a los neurotransmisores. Estas incluyen, por
ejemplo, farmacos antidepresivos, y antiepilépticos. Los pacientes con dolor neuropético refractario se tratan
normalmente con opiaceos.

Un neurotransmisor que se sabe que estd implicado en la compleja circuiteria que subyace al dolor es el
neurotransmisor inhibidor, acido gamma-amino butirico (GABA). GABA no se transporta eficazmente al cerebro
desde el torrente sanguineo debido a las malas propiedades de transporte que evitan el paso a través de la barrera
hematoencefalica. Por consiguiente, las células del cerebro sintetizan virtualmente todo el GABA que se encuentra
en el cerebro (mediante decarboxilacion del acido glutamico con fosfato de piridoxal).

GABA regula la excitabilidad neuronal a través de la unién con proteinas de membrana especificas (es decir,
receptores de GABA), lo que da como resultado la apertura de un canal de iones. El paso del ion cloruro a través del
canal de iones conduce a la hiperpolarizacién de la célula receptora, lo que evita por consiguiente la transmision de
impulsos nerviosos a otras células.

Aunque mas comunmente usados para el tratamiento de la ansiedad, espasmos musculares y epilepsia, los
agonistas GABA han demostrado aliviar los sintomas del dolor mediante numerosos mecanismos. Por ejemplo, se
puede reducir el dolor potenciando la transmision de GABA. Esto puede implicar el direccionamiento de los
transportadores de GABA asi como de las enzimas y receptores asociados a GABA, tal como los receptores de
GABA B [Frediani F. Neurol Sci. 2004, Suppl 3: S161-6]. Ademas, los agonistas GABA pueden aliviar el dolor
reduciendo la transmision excitadora mediada por glutamato y/o bloqueando los canales de iones activados por
tension. Este Ultimo mecanismo de accion estéa ilustrado por la novedosa generacion de antiepilépticos tales como
lamotrigina y gabapentina en el tratamiento clinico de los sintomas del dolor neuropatico [Blackburn-Munro G., y col.,
Curr Pharm Des. 2005; 11(23): 2961-76].

El uso de agonistas GABA se ve limitado debido a que estos incluyen normalmente grupos funcionales hidréfilos
(por ejemplo, un grupo acido carboxilico libre y un grupo amino libre) y por tanto no cruzan facilmente la barrera
hematoencefalica (BHE). De este modo, se requieren procedimientos invasivos de administracion para que los
agonistas GABA tengan un efecto terapéutico. Sin embargo se ha encontrado que la conjugacion quimica de dichos
compuestos con aminoacidos o péptidos podria facilitar en alguna medida su paso a través de la BHE [Toth I. J.
Drug Target 1994, 2, 217-39].

A pesar del considerable progreso en el desarrollo de nuevos compuestos, el uso de agonistas GABA que actlan
sistémicamente (por ejemplo, gabapentina, pregabalina y diversas benzodiacepinas) se ve limitado por efectos
adversos tales como la sedacion y las nauseas.

Los neurotransmisores norepinefrina y serotonina son inhibidores funcionales de la transmision del dolor. De esta
manera, tal como se ha mencionado anteriormente en el presente documento, se utilizan también en la gestion
clinica del dolor reguladores en exceso de la monoamina tales como antidepresivos y antiepilépticos.

Se piensa que los antidepresivos triciclicos afectan a la transmision del dolor en la médula espinal inhibiendo la
recaptacion de la norepinefrina y serotonina, ambas afectando a las rutas disminuidoras del dolor. Ademas, la
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afinidad del receptor de la histamina H1 (asociado con la sedacidén) puede estar correlacionada con el efecto
analgésico de los antidepresivos.

Los antidepresivos triciclicos pueden clasificarse en aminas secundarias o terciarias. Las aminas secundarias tales
como nortriptilina (Pamelor) y desipramina (Norpramin) muestran una inhibicion relativamente selectiva de la
recaptacion de norepinefrina. Las aminas terciarias tales como amitriptilina e imipramina (Tofranil) presentan una
inhibicion mas equilibrada de la norepinefrina y la serotonina, sin embargo, tienen mayores efectos secundarios
anticolinérgicos. Los novedosos antidepresivos venlafaxina (Effexor) y duloxetina (Cymbalta) comprenden una
inhibicion equilibrada de la recaptacién de la serotonina y la norepinefrina sin el bloqueo de otros neuroreceptores
que son responsables de efectos secundarios triciclicos tipicos. El mecanismo de accién de bupropion (Wellbutrin)
es inestable, pero implica el bloqueo de la captacion de la dopamina.

La eficacia de los farmacos antidepresivos varia drasticamente en los sindromes dolorosos neuropaticos y no
neuropaticos. Ademas, los agentes especificos en cada tipo de medicacién pueden variar en su eficacia.

Por ejemplo, los antidepresivos con actividad noradrenérgica o para receptores mixtos parecen tener el mayor efecto
terapéutico en pacientes con dolor neuropatico. Los farmacos predominantemente serotoninérgicos, tales como los
inhibidores selectivos de la recaptacién de la serotonina (ISRS) no son eficaces en el tratamiento del dolor crénico
[McQuay HJ, y col., Pain 1996; 68: 217-27]. Amitriptilina y su metabolito nortriptilina tienen la eficacia mas
documentada en el tratamiento de los sindromes de dolor neuropatico y no neuropatico [Bryson HM, Wilde MI. Drugs
Aging 1996; 8: 459-76]. Los novedosos antidepresivos bupropion, venlafaxina y duloxetina [Wernicke J, y col., J Pain
2004; 5(3 suppl 1): S48] han demostrado su eficacia en pacientes con dolor neuropético.

La eficacia de los antidepresivos triciclicos en el tratamiento del dolor neuropatico parece ser independiente de su
efecto antidepresivo y los pacientes con dolor, pero sin depresién, responden a estos agentes [Max MB, y col.,
Neurology 1987; 37: 589-96]. Aunque la reduccion del dolor se produce a dosificaciones inferiores a aquellas
tipicamente requeridas para tratar la depresion, las dosis terapéuticas siguen estando asociadas con numerosos
efectos secundarios entre los que se incluyen somnolencia, boca seca, visién borrosa, estrefimiento, ganancia de
peso, presion sanguinea baja tras ponerse de pie, problemas urinarios, dolores de cabeza, impotencia, pérdida de
libido, temblores, mareos, agitaciéon e insomnio.

La Solicitud de Patente de los estados Unidos N° 2004242570 y las Solicitudes de Patente PCT Internacionales WO
03/026563 y WO 2005/092392 ensefian conjugados de farmacos psicotropicos y GABA para el tratamiento de
trastornos psicotropicos, trastornos proliferativos y para potenciar la quimiosensibilizacion.

Resumen de la presente invenciéon

Los presentes inventores han imaginado que conjugados de farmacos psicotropicos tales como farmacos
antidepresivos y acidos organicos tales como agonistas GABA podrian ejercer una actividad terapéutica mejorada
en comparacién con el farmaco psicotropico solo y por tanto, se podrian usar en el tratamiento del dolor.

Al llevar la presente invencion a la practica, se ha encontrado de esta manera que los farmacos antidepresivos
conjugados de GABA mostraron efectos sinérgicos en comparacion con sus compuestos progenitores tanto en lo
que respecta a la percepcién central del dolor como en segundo lugar, en lo relativo a la fase periférica del dolor.
Ademas, estos conjugados mostraron un inicio acelerado de sus efectos protectores y una duracion mas prolongada
de sus efectos protectores en comparacién con sus compuestos progenitores.

De esta manera, de acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporciona un procedimiento para tratar el
dolor, comprendiendo el procedimiento administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz
de un conjugado quimico que comprende un primer resto quimico unido covalentemente a un segundo resto
quimico, en el que el primer resto quimico es un farmaco psicotropico y en el que ademas, el segundo resto quimico
es un acido organico, el &cido organico se selecciona de tal manera que potencia el efecto terapéutico inducido por
el farmaco psicotropico cuando el farmaco psicotropico se administra per se, tratando por tanto el dolor. El segundo
resto quimico es GABA.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se proporciona un uso de un conjugado quimico que
comprende un primer resto quimico unido covalentemente a un segundo resto quimico, en el que el primer resto
quimico es un farmaco psicotrépico y en el que ademas, el segundo resto quimico es un acido organico, el acido
organico se selecciona de tal manera que potencie el efecto terapéutico inducido por el farmaco psicotrdpico cuando
el farmaco psicotrépico se administra per se, para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento del dolor. El
segundo resto quimico es GABA.

De acuerdo con otro aspecto mas de la presente invencion se proporciona un articulo de fabricacién que comprende
una composicién farmacéutica que se envasa en un material de envase y se identifica mediante impresion, en o
sobre el material de envase para uso en el tratamiento del dolor, incluyendo la composicién farmacéutica un vehiculo
farmacéuticamente aceptable y un conjugado quimico que comprende un primer resto quimico unido
covalentemente con un segundo resto quimico, en el que el primer resto quimico es un farmaco psicotrépico en el
que ademads el segundo resto quimico es un acido organico, el &cido organico se selecciona de tal manera que
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potencie el efecto terapéutico inducido por el farmaco psicotropico cuando el farmaco psicotropico se administra per
se. El segundo resto quimico es GABA

El segundo resto se selecciona de tal manera que reduce los efectos secundarios adversos inducidos por el farmaco
psicotrépico cuando se administra per se.

De acuerdo con las caracteristicas adicionales en las realizaciones descritas, el segundo resto quimico esta unido
covalentemente con el primer resto quimico mediante un enlace seleccionado entre el grupo que consiste en un
enlace de éster carboxilico, un enlace de éster alquiloxi carboxilico, un enlace amida, un enlace imina y un enlace
tioéster.

De acuerdo con las realizaciones descritas el farmaco psicotrépico es un antidepresivo.

De acuerdo con las realizaciones descritas el antidepresivo es un inhibidor selectivo de la recaptacion de la
serotonina. O un antidepresivo triciclico de amina secundaria.

De acuerdo con las realizaciones descritas, el antidepresivo triciclico de amina secundaria es nortriptilina.
De acuerdo con las realizaciones descritas, el inhibidor selectivo de la recaptacién de serotonina es fluoxetina.

Los conjugados de acuerdo con las presentes realizaciones son fluoxetina-GABA (denominado también en el
presente documento como AN-227) y nortriptilina-GABA (denominado también en el presente documento como AN-
228).

De acuerdo con otras caracteristicas adicionales en las realizaciones descritas, el dolor es un dolor crénico.

De acuerdo con otras realizaciones adicionales en las realizaciones descritas, el dolor crénico es un dolor
neuropatico o un dolor nociceptivo.

De acuerdo con caracteristicas mas adicionales en las realizaciones descritas, el dolor es un dolor agudo.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencién, se proporciona una composicién farmacéutica que
comprende, como principio activo, el conjugado quimico que comprende un primer resto quimico unido
covalentemente con un segundo resto quimico y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La presente invencion proporciona de esta manera un procedimiento novedoso para tratar el dolor, y particularmente
el dolor neuropatico, que se caracteriza por una eficacia superior y unos efectos secundarios reducidos en
comparacién con las medicaciones actualmente conocidas. La presente invencion proporciona ademas conjugados
novedosos que se usan en el tratamiento del dolor.

A no ser que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento tienen
el mismo significado que pertenece entiende cominmente una persona normalmente experta en la técnica a la cual
esta invencion. Aunque se pueden usar procedimientos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el
presente documento en la practica o ensayo de la presente invencién, se describen a continuacion procedimientos y
materiales adecuados.

Tal como se usa en el presente documento, la forma singular “un”, uno”, y “el” incluye las referencias plurales a no
ser que el contexto dicte claramente otra cosa. Por ejemplo, el término “un compuesto” o “al menos un compuesto”
puede incluir una pluralidad de compuestos, incluyendo sus mezclas.

A lo largo de esta divulgacién, se pueden presentar diversos aspectos de esta invencion en un formato de intervalo:
Debe entenderse que la descripcién en formato de intervalo es meramente por conveniencia y brevedad y no debe
tomarse como limitacion inflexible del alcance de la presente invencién. De acuerdo con esto, la descripcién de un
intervalo debe considerarse que ha descrito especificamente todos los posibles subintervalos asi como los valores
numéricos individuales comprendidos dentro de este intervalo. Por ejemplo, la descripcion de un intervalo tal como
de 1 a 6 debe de considerarse que ha descrito especificamente los subintervalos tales comode 1 a 3,de 1 a4, de 1
ab,de2a4,de?2a6,de 3 a6, etc, asi como los numeros individuales comprendidos dentro de este intervalo, por
ejemplo 1, 2, 3, 4, 5, y 6. Esto se aplica con sin tener en cuenta la amplitud del intervalo.

Cualquiera que sea el intervalo numérico que se indica en el presente documento, se entiende que incluye cualquier
numeral enumerado (fraccion o entero) comprendido dentro del intervalo indicado. Las frases “que varia/varia entre”
un primer namero indicado y un segundo nimero indicado y “que varia/varia entre” un primer nimero indicado “y” un
segundo numero indicado se usan en el presente documento de forma indistinta y se entiende que incluyen el primer
y el segundo numeros indicados y todos los nimeros fraccionales y enteros entre medias.

Tal como se usa en el presente documento, el término “aproximadamente” se refiere a £ 10 %.

El término “que comprende” significa que se pueden afnadir otras etapas e ingredientes que no afecten el resultado
final. Este término abarca los términos “que consiste en” y “que consiste esencialmente en”.
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La frase “que consiste esencialmente en” significa que la composicién o procedimiento puede incluir ingredientes y/o
etapas adicionales, pero solo si los ingredientes y/o etapas adicionales no alteran materialmente las caracteristicas
basicas y novedosas de la composicién o el procedimiento reivindicados.

El término “procedimiento” se refiere a las maneras, medios, técnicas y procedimientos para llevar a cabo una tarea
dada, incluyendo, pero sin limitarse a, aquellas maneras, medios, técnicas y procedimientos tanto conocidos por,
como facilmente desarrollados a partir de maneras, medios, técnicas y procedimientos por los expertos de las artes
quimicas, farmacoldgicas, biolégicas, bioquimicas y médicas.

El término “principio activo” se refiere a un agente farmacéutico que incluye cualquier sustancia quimica natural o
sintética que con posterioridad a su aplicacion tiene, en definitiva, al menos un efecto farmacéutico o terapéutico
deseado.

Breve descripcion de los dibujos

La invencién se describe en el presente documento Unicamente por medio de ejemplos, con referencia a los dibujos
que la acompanan. Con referencia ahora a los dibujos en detalle, se ha recalcado que las caracteristicas mostradas
son a modo de ejemplo y a fines Unicamente de la discusion ilustrativa de las realizaciones de la presente invencion
y se presentan con el fin de suscitar lo que se cree que es la descripcion mas util y facilmente comprensible de los
principios y aspectos conceptuales de la presente invencién. Con este fin, no se intenta mostrar los detalles
estructurales de la presente invencién con mas detalle de los necesarios para una comprension fundamental de la
presente invencion, la descripcion tomada junto con los dibujos evidenciaran para los expertos en la técnica como se
pueden llevar a la practica las diversas formas de la presente invencion.

En los dibujos:

La FIG. 1 presenta graficas comparativas dosis respuesta que ilustran la latencia de la reaccién nociceptiva al
calor de ratones tratados p.o. con nortriptilina y una dosis equimolar de conjugado de nortriptilina-GABA (AN-
228). Ratones Balb-c macho (6/grupo) se trataron p.o. con las dosis indicadas de nortriptilina, las respectivas
dosis equimolares del conjugado de nortriptilina-GABA o el vehiculo. Dos horas después, los animales se
colocaron sobre la superficie de la placa caliente (52 + 0,22 C). La respuesta al calor, manifestada por agitacion
o lamido de las patas o saltos, se registr6 como el indice de latencia en respuesta.

Las FIGs. 2A-B presentan graficas que ilustran el curso temporal de la latencia de la reaccion nociceptiva al
calor de los ratones tratados con nortriptilina y las respectivas dosis equimolares del conjugado de nortriptilina-
GABA (AN-228). En la figura 2A, se trataron ratones Balb-c macho p.o. con 0,25 mg/kg de nortriptilina, una
dosis equimolar de su conjugado de GABA (0,32 mg/kg) o el vehiculo. En la figura 2B, se trataron ratones Balb-
¢ machos p.o. con 0,5 mg/kg de nortriptilina, una dosis equimolar de su conjugado de GABA (0,64 mg/kg) o el
vehiculo. Se utilizaron seis ratones en todos los grupos experimentales. Se midié la latencia en la respuesta de
los animales al calor (s), utilizando una placa caliente a 52 £+ 0,2° C, antes y después del tratamiento tal como se
ha indicado.

Las FIGs. 3A-E presentan gréaficas que ilustran el efecto de la administracién crénica de nortriptilina (0,2 mg/kg)
y una dosis equimolar de su conjugado de GABA (AN-228) sobre la latencia de la reaccién nociceptiva al calor.
Se midi6 la latencia de la reaccién nociceptiva antes del tratamiento (Figura 3A); dos horas después del
tratamiento (Figura 3B); tres horas después del tratamiento (Figura 3C), cuatro horas después del tratamiento
(Figura 3D), y cinco horas después del tratamiento (Figura 3E).

La Figura 4 presenta una gréfica que ilustra el efecto sobre la latencia de la reaccion nociceptiva al calor de la
fluoxetina, GABA equimolar y un conjugado equimolar de fluoxetina-GABA (AN-227). Se colocaron ratones
Balb-c machos sobre la superficie de la placa caliente y se registrd el tiempo entre la colocaciéon del animal y su
respuesta como el indice de latencia en respuesta. Se registro la reaccién a: -60, 0, 60, 120, 180, 240, 300 min
tras la administracion p.o. del vehiculo (n=18), 10 mg/kg de fluoxetina (n=11); conjugado equimolar de
fluoxetina-GABA (n=11); y GABA equimolar (n=8).

Las FIGs. 5A-E presentan gréaficas que ilustran el efecto de la administracion cronica (p.o.) de fluoxetina (10
mg/kg) y una dosis equimolar de su conjugado de GABA (AN-227) sobre la latencia de la reaccion nociceptiva al
calor. Se trataron ratones Balb-c machos (n=11 por grupos de tratamiento y n=10 del control) cinco veces una
semana durante 2 semanas. Se midi6 la latencia de la reaccion nociceptiva antes del tratamiento (Figura 5A);
dos horas después del tratamiento (Figura 5B); tres horas después del tratamiento (Figura 5C); cuatro horas
después del tratamiento (Figura 5D); y cinco horas después del tratamiento (Figura 5E).

La FIG. 6 presenta una gréafica que ilustra el efecto de 0,24 mg/kg de GABA-oximetilvalproato (AN-216) y una
dosis equimolar de GABA (2,39 mg/kg) sobre el curso temporal de la sensacion de calor. Se registro la latencia
en respuesta al calor a: - 60, 0, 60, 120, 180, 240 y 300 min, tras el tratamiento.

Las FIGs. 7A-E presentan graficas que ilustran el efecto de un tratamiento de cinco dias de 0,2 mg/kg de GABA-
oximetilGABA (AN-214) (n=11) y una dosis equimolar de GABA-oximetilvalproato (AN-2169 (n=8) sobre la
latencia de la reaccién nociceptiva al calor. Se midio la latencia de la reaccion nociceptiva antes del tratamiento
(Figura 7A); dos horas después del tratamiento (Figura 7B); tres horas después del tratamiento (Figura 7C);
cuatro horas después del tratamiento (Figura 7D); y cinco horas después del tratamiento (Figura 7E) en los dias
1,3y5.

Las FIGs. 8A-E presentan graficas que ilustran el efecto de un tratamiento de cinco dias de GAB sobre la
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latencia de la reaccion nociceptiva al calor. Se trataron ratones Balb-c machos (n=8/grupo) con las dosis
indicadas de GABA diariamente durante cinco dias. Se midié la latencia de la reaccién nociceptiva antes del
tratamiento (Figura 8A); dos horas después del tratamiento (Figura 8B); tres horas después del tratamiento
(Figura 8C); cuatro horas después del tratamiento (Figura 8D); y cinco horas después del tratamiento (Figura
8E).
Las FIGs. 9A-B presentan graficas que ilustran el efecto de alivio del dolor de la fluoxetina y el conjugado de
fluoxetina-GABA (AN-227) en la fase neurogénica temprana — y la fase periférica inflamatoria tardia del dolor
segun se midié mediante una prueba de la formalina. Se trataron ratones Balb/c (5 / grupo) con vehiculo (DDW),
10 mg/kg de fluoxetina, 30 mg/kg de fluoxetina y sus dosis equimolares respectivas de conjugado de fluoxetina-
GABA. Tres horas después se inyect6 formalina al 1% (20 ml) en la zona intraplantar de la pata trasera derecha
Inmediatamente después de la inyeccion, se coloco al ratén en una camara de plexiglas para la observacion. Se
registré la cantidad de tiempo que el animal pasa lamiéndose la pata inyectada como una indicacién cuantitativa
de la nocicepcion. (A) Se midi6 la fase neurogénica temprana (respuesta nociceptiva) entre 0 - 5 min y (B) la
fase tardia a partir de 20-30 min tras la inyeccién de la formalina (respuestas nociceptoras y nociceptivas
inflamatorias).
Las FIGs. 10A-B presentan graficas que ilustran el efecto de alivio del dolor de la nortriptilina y el conjugado de
nortriptilina-GAB (AN-228) en la fase neurogénica temprana — y la fase periférica inflamatoria tardia del dolor
segun se midié6 mediante una prueba conformalina. Se trataron ratones Balb/c (5 / grupo) con: vehiculo (DDW),
0,5 mg/kg de nortriptilina, 5 mg/kg de nortriptilina y sus dosis equimolares respectivas de conjugado de
nortriptilina-GABA. Tres horas después se inyectd formalina al 1% (20 ul) en la zona intraplantar de la pata
trasera derecha. Inmediatamente después de la inyeccion, se colocé al ratén en una camara de plexiglas para la
observacion. Se registré la cantidad de tiempo que el animal pasa lamiéndose la pata inyectada como una
indicacion cuantitativa de la nocicepcion. (A) Se midi6 la fase neurogénica temprana (respuesta nociceptiva)
entre 0 - 5 min y (B) la fase tardia a partir de a partir de 10 min después de la inyeccion de formalina
(respuestas nociceptoras y nociceptivas inflamatorias). Los resultados son un promedio de los dos
experimentos.
La FIG. 11 presenta una grafica que ilustra el efecto antiinflamatorio de la fluoxetina y del conjugado de
fluoxetina-GABA (AN-227) segln se midi6 mediante una prueba del edema en la pata inducido por carragenato.
Se trataron ratas Wistar (250-350 g) p.p. con 40 mg/kg de fluoxetina (n=8), conjugado equimolar de fluoxetina-
GABA (n=6) y el vehiculo (n=8). Después de 3 h, se inyectaron a la superficie plantar de la pata trasera derecha
100 pl de solucion al 1% de A-carragenato. Se midi6 el edema desarrollado en la zona inyectada 2 y 4 h
después con un calibre.
La FIG. 12 es una grafica que ilustra el efecto del tratamiento con nortriptilina-GABA (AN-228) sobre la latencia
de la reaccion nociceptiva al calor en comparacién con nortriptilina sola y gabapentina (acido 1-
(amino)ciclohexanoacético) 2-48 horas después de la inyeccion.
La FIG. 13A-B son gréaficas de barras que ilustran el efecto del tratamiento con nortriptilina-GABA (AN-228)
sobre la altura de la pata en comparacién con nortriptilina sola y el control (Figura 13A) y en comparacion con
nortriptilina sola, el control y gabapentina (Figura 13B) en puntos temporales concretos tras la inyeccion.

Las FIGs. 14A-B son gréaficas de barras que ilustran el efecto del tratamiento con nortriptilina-GABA (AN-228) en

comparacién con nortriptilina sola, el control, gabapentina y una mezcla de nortriptilina y GABA sobre la secrecion de

INF-y (Figura 14A) y la secrecion de TNF-a (Figura 14B).

Descripcidn de las realizaciones preferidas

La presente invencion es un uso novedoso de conjugados de farmacos psicotropicos, a saber, GABA, para el
tratamiento del dolor.

Los principios y el funcionamiento de los conjugados quimicos de acuerdo con la presente invencién pueden
comprenderse mejor con referencia a los dibujos y a las descripciones que los acompanan.

Los farmacos psicotrépicos se encuentran a menudo obstaculizados por efectos secundarios a corto y a largo plazo.
Su conjugacion con agonistas GABA da como resultado su mejora de la actividad terapéutica y una sustancial
reduccion de los efectos secundarios adversos inducidos. De esta manera, la Solicitud de Patente de los Estados
Unidos N° 2004242579 y las Solicitudes de Patente PCT Internacionales WO 03/026563 y WO 2005/092392, de los
presentes inventores, ensefian farmacos psicotropicos conjugados con GABA para el tratamiento de trastornos
psicotrépicos, trastornos proliferativos y para potenciar la quimiosensibilizacion.

En el momento de concebir la presente invencidn, se habia teorizado que los conjugados de acidos organicos tales
como GABA y antidepresivos pueden no solo potenciar las respectivas propiedades terapéuticas antidepresivas de
estos farmacos, sino que también pueden mejorar el resto de sus caracteristicas, tales como sus capacidades de
alivio del dolor. De esta manera, tal como se ha demostrado en los Ejemplos 2 y 3, los farmacos antidepresivos
conjugados de GABA mostraron de forma inesperada efectos sinérgicos en comparacion con sus compuestos
progenitores, ambos respecto de la percepcién central del dolor y el segundo, respecto de la fase periférica del
dolor. No solo los farmacos conjugados de GABA muestran efectos potenciados de alivio del dolor, sino que
mostraron un comienzo acelerado de sus efectos protectores y una duracién mas larga de sus efectos protectores
en comparacién con sus homoélogos conjugados no de GABA.
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Sin pretender quedar vinculado a ninguna teoria concreta, se cree que la potenciacion de las actividades paliativas
de los conjugados se debe a la accién simultanea del farmaco psicotrépico y el acido organico en el mismo sitio en
el cerebro que da como resultad un alivio sinérgico del dolor. Ademds, se cree que la conjugacion mejora la
permeabilidad cerebral de ambos restos quimicos.

De esta manera, de acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporciona un procedimiento para tratar el
dolor, que se efectia administrando a un sujeto que lo necesita una cantidad terapéuticamente eficaz de un
conjugado quimico. El conjugado quimico incluye un primer resto quimico que estd unido covalentemente con un
segundo resto quimico. El primer resto quimico es un farmaco psicotropico mientras que el segundo resto quimico
es un &cido organico, seleccionado de tal manera que potencia la eficacia terapéutica del farmaco psicotropico y/o
reduce los efectos secundarios inducidos por el farmaco psicotrépico cuando se administra per se.

Por “administrado per se” se entiende que se utiliza un farmaco psicotrépico no conjugado, que corresponde al
mismo farmaco psicotrépico que constituye el primer resto en el conjugado. De esta manera, los conjugados
descritos en el presente documento son tales que su eficacia terapéutica se ve potenciada en comparacién con la
eficacia terapéutica del correspondiente farmaco psicotrépico no conjugado y/o los efectos secundarios inducidos se
reducen por tanto en comparacién con el farmaco psicotrépico no conjugado correspondiente.

Tal como se usa en el presente documento, el término “dolor” abarca dolor agudo y dolor crénico. Tal como se usa
en el presente documento, el término “dolor agudo” significa dolor inmediato, con un umbral de dolor muy elevado,
dolor provocado por lesion tal como corte, aplastamiento, quemadura, o por estimulaciéon quimica tras como la
experimentada tras la exposicién a capsaicina, el principio activo de la cayena. El término “dolor crénico”, tal como
se usa en el presente documento, significa un dolor diferente del dolor agudo e incluye, sin limitacion, dolor
neuropatico, dolor visceral, dolor por fibromialgia, dolor inflamatorio, dolor producido por dolor de cabeza y dolor
derivado. Se entiende que el dolor crénico tiene a menudo una duracién relativamente larga, por ejemplo, meses o
afnos, y puede ser continuo o intermitente.

En una realizacion, los conjugados de la presente invencion se usan para tratar el “dolor neuropatico”, que, tal como
se usa en el presente documento, significa el dolor resultante de lesion a un nervio. Se puede distinguir el dolor
neuropatico del dolor nociceptivo, que es el dolor producido por la lesién aguda del tejido que implica pequefios
nervios cutaneos o pequenos nervios en el musculo o el tejido conectivo. En contraste al dolor neuropatico, el dolor
nociceptivo su duracion esta usualmente limitada al periodo de reparacién del tejido y normalmente se puede aliviar
mediante los agentes analgésicos disponibles u opiaceos [Myers, Regional Anesthesia 20: 173-184 (1995)].

El dolor neuropatico normalmente es de larga duracién o cronico y se puede desarrollar durante dias o meses tras
una lesién inicial aguda del tejido. El dolor neuropatico puede implicar dolor espontaneo persistente, asi como
alodinia, que es una respuesta dolorosa a un estimulo que normalmente no es doloroso, o hiperalgesia, una
respuesta acentuada a un estimulo doloroso que normalmente es trivial, tal como un pinchazo. El dolor neuropatico
generalmente es resistente a la terapia con opiaceos [Myers, (1995) mas arriba].

Tal como se usa en el presente documento, el término “resto quimico” se refiere a un resto derivado de un
compuesto quimico, que retiene su funcionalidad.

En todo el presente documento, cualquiera que sea el resto quimico que se describa, debe entenderse que parte de
este resto quimico esta unido al otro resto quimico del conjugado, a no ser que se indique otra cosa.

De esta manera, la frase “farmaco psicotrépico” cualquiera que sea el uso con respecto al primer resto en el
conjugado, se refiere a la porcién principal de un farmaco psicotropico que esta unido covalentemente a otro resto
quimico, como se define este término anteriormente en el presente documento.

Como se describe anteriormente en el presente documento, la frase “farmaco psicotropico” abarca cualquier agente
o farmaco que ejerce una actividad en el sistema nervioso central y por tanto, se puede usar en el tratamiento de
diversas enfermedades o trastornos del sistema nervioso central.

Farmacos psicotropicos, de acuerdo con la presente invencion, se refiere a antidepresivos.

Los farmacos psicotropicos preferidos, de acuerdo con la presente invencién, son aquellos que tienen un grupo
amino, un grupo tiol o un grupo hidroxilo, como se definen estos términos a continuacion en el presente documento,
que se pueden hacer reaccionar con el acido organico o uno de sus derivados reactivos. Dichos grupos pueden
estar presentes en el farmaco psicotrépico, antes de su incorporacién en el conjugado, tanto como un grupo
funcional libre 0 como parte de otro grupo funcional, por ejemplo, un grupo amida, un grupo de acido carboxilico y
similares, como se definen estos términos a continuacion en el presente documento.

De acuerdo con la presente invencion, el farmaco psicotrépico a partir del cual se deriva el primer resto quimico se
conoce por su efecto terapéutico sobre el dolor, es decir, farmacos antidepresivos. Los antidepresivos han
demostrado ser eficaces en el tratamiento del dolor y mas especificamente, el dolor neuropatico.

Tal como se usa en el presente documentos, la frase “farmaco antidepresivo” se refiere a fluoxetina o nortriptilina.
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Tal como se ilustra en la seccion de Ejemplos que sigue, se han probado los conjugados de diversos farmacos
psicotrépicos y han demostrado ejercer actividad terapéutica potenciada en comparacion con los respectivos
farmacos no conjugados, sin tener en cuenta la ruta afectada o el receptor que interactda con ella. De esta manera,
se ha demostrado que los conjugados de dos antidepresivos conocidos, fluoxetina y nortriptilina, que actian sobre
dos rutas enteramente separadas (inhibidor selectivo de la recaptacion de la serotonina e inhibidor selectivo de la
recaptacion de norepinefrina, respectivamente) demostraron inducir un alivio del dolor en estudios in vivo en ratones.
Fuera del alcance de la presente invencion reivindicada, un farmaco antiepiléptico conocido (acido valproico), que
actua sobre una ruta de GABA ha demostrado también ser eficaz en el alivio del dolor. Se ha sugerido que ya que el
acido valproico es un farmaco capaz de cruzar la BHE, un conjugado de valproato-GABA (por ejemplo, GABA-
oximetilvalproato) puede transportar el GABA en el cerebro y el GABA a su vez podria potenciar la actividad del
acido valproico.

De esta manera, de acuerdo con este aspecto de la presente invencion, el farmaco antidepresivo es un
antidepresivo triciclico de amina secundaria o un inhibidor selectivo de la recaptacion de la serotonina, a saber,
nortriptilina o fluoxetina.

Como se ha indicado anteriormente en el presente documento, el farmaco psicotrépico de acuerdo con la presente
invencion esta acoplado covalentemente a un segundo resto quimico, que es un acido organico, a saber, GABA.

Un grupo “heteroarilo” se refiere a grupo de un anillo monociclico o fusionado (es decir, anillos que comparten un par
de atomos adyacentes) que tienen en el(los) anillo(s) uno o mas atomos, tal como, por ejemplo, nitrégeno, oxigeno y
azufre y, ademas, que tienen un sistema de electrones pi completamente conjugado. Los ejemplos, sin limitacién, de
grupos heteroarilo, incluyen pirrol, furano, tiofeno, imidazol, oxazol, tiazol, pirazol, piridina, pirimidina, quinolina,
isoquinolina y purina. El grupo heteroarilo puede estar sustituido o no sustituido. Cuando se sustituye, el grupo
sustituyente puede ser, por ejemplo, alquilo, cicloalquilo, hidroxilo, alcoxilo, ariloxilo, ciano, halo, oxo, amido y amino.

Un grupo “heteroaliciclico” se refiere a un grupo de anillo monociclico o fusionado que tiene en el(los) anillo(s) uno o
mas atomos tales como nitrégeno, oxigeno y azufre. Los anillos pueden tener también uno o méas dobles enlaces.
Sin embargo, los anillos no tienen un sistema de electrones pi completamente conjugado El grupo heteroaliciclico
puede estar sustituido o no sustituido. Cuando se sustituye, el grupo sustituido puede ser, por ejemplo, alquilo,
cicloalquilo, arilo, heteroarilo, halo, triahalometilo, hidroxilo, alcoxilo, ariloxilo, ciano, oxo, amido y amino.

Un grupo “hidroxilo” se refiere a un grupo —OH.

Un grupo “alcoxilo” se refiere a un grupo —O-alquilo y un grupo —O-cicloalquilo, tal como se define en el presente
documento.

Un grupo “ariloxilo” se refiere a un grupo —O-arilo y un grupo —O-heteroarilo, tal como se define en el presente
documento.

Un grupo “oxo” se refiere a un grupo —C(=0)-R’, en el que R’ puede ser, por ejemplo, alquilo, cicloalquilo o arilo.
Un grupo “halo” se refiere a flaor, cloro, bromo o yodo.

Un grupo “trihalometilo” se refiere a un grupo -CXs- en el que X es un grupo halo tal como se define en el presente
documento.

Un grupo “amino” o “amina” se refiere a un grupo —NHo.

Un grupo “amido” o “amida” se refiere a un grupo —C(=0)-NRaRb, en el que Ra y Rb pueden ser, por ejemplo,
hidrégeno, alquilo, cicloalquilo y arilo

De esta manera, el resto de &cido organico de acuerdo con la presente invencion es acido 4-aminobutirico (GABA).

El acido organico, de acuerdo con la presente invencion, se selecciona con el fin de potenciar el efecto terapéutico
inducido por el farmaco psicotropico. Ademas, se puede seleccionar el acido organico para reducir los efectos
secundarios que podrian inducirse por el farmaco psicotrdpico si se administra solo.

La frase “para potenciar el efecto terapéutico” tal como se usa en el presente documento, se refiere a la potenciacion
de la actividad de alivio de un dolor de los conjugados de la presente invencién, que es mayor que la del agente
psicotrépico y/o el acido organico que forma el conjugado, cuando se administra per se. Tal como se demuestra en
la seccion de Ejemplos que sigue, dicha actividad terapéutica potenciada se caracteriza normalmente por las
concentraciones eficaces reducidas del farmaco que se requieren para conseguir una determinada actividad
terapéutica, en comparaciéon con las concentraciones eficaces del agente psicotropico no conjugado y/o el acido
organico.

La frase “efectos secundarios” tal como se usa en el presente documento se refiere a sintomas adversos que
pueden desarrollarse como resultado de administrar a un sujeto una determinado farmaco y, particularmente, un
farmaco psicotrépico.
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De acuerdo con la presente invencién, el segundo resto quimico de los conjugados quimicos de la presente
invencion esta unido covalentemente con el primer resto quimico mediante un enlace tal como, por ejemplo, un
enlace de éster carboxilico, un enlace de éster oxialquilcarboxilico, un enlace amida o un enlace tioéster.

Tal como se usa en el presente documento, la frase “enlace de éster carboxilico” incluye un enlace “-O-C(=0)-.

Tal como se usa en el presente documento, la frase “enlace de éster oxialquilcarboxilico” incluye un enlace “O-R-O-
C(=0), en el que R es un alquilo, tal como se ha definido anteriormente en el presente documento. Preferiblemente
R es metilo.

La frase “enlace amida” incluye un enlace “-NH-C(=0)-“.
La frase “enlace tioéster” incluye un enlace “-S-C(=0)-".

Se sabe que dichos enlaces se pueden hidrolizar por las enzimas derivadas del cerebro, tales como esterasas y
amidasas, y se supone por tanto que los conjugados quimicos de las presentes invenciones actian como
profarmacos que se metabolizan en el cerebro y por tanto, liberan simultdneamente el farmaco psicotrépico y el
acido organico, proporcionando, de esta manera una ventajosa farmacocinética simultanea del farmaco psicotrépico
y el acido organico.

De forma alternativa, el segundo resto quimico en los conjugados quimicos de la presente invencién esta unido
covalentemente con su primer resto quimica mediante un enlace imina.

Tal como se usa en el presente documento, el término “enlace imina” describe un enlace —C=NH-. Se conoce
también en la técnica un enlace imina como una “base de Schiff”.

En el presente documento, el término “tratar” incluye abrogar, inhibir sustancialmente, retrasar o invertir la progresion
de un dolor o evitar sustancialmente el comienzo del un dolor.

El término “administrar” tal como se usa en el presente documento se refiere a un procedimiento para aportar un
conjugado quimico de la presente invencion a una zona o un sitio en el cerebro que tiene un efecto sobre el dolor.

El conjugado quimico de la presente invencion se puede administrar por via intraperitoneal. Mas preferiblemente, se
administra por via oral.

El término “sujeto” se refiere a animales, normalmente mamiferos que tienen una barrera hematoencefalica,
incluyendo seres humanos.

El término “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a la cantidad de conjugado quimico que se administra que
aliviard en alguna extension la sensacion de dolor.

De esta manera, por ejemplo, una cantidad terapéuticamente eficaz de nortriptilina-GABA varia entre 0,05 mg/kg de
peso corporal y 20 mg/kg de peso corporal, mas preferiblemente entre 0,1 mg/kg de peso corporal y 4 mg/kg de
peso corporal y lo mas preferible entre 0,2 mg/kg de peso corporal y 1,0 mg/kg de peso corporal. Una cantidad
terapéuticamente eficaz de fluoxetina-GABA varia entre 1 mg/kg de peso corporal y 40 mg/kg de peso corporal, mas
preferiblemente entre 5 mg/kg de peso corporal y 40 mg/kg de peso corporal y lo mas preferible entre 10 mg/kg de
peso corporal y 30 mg/kg de peso corporal. Preferiblemente, la cantidad terapéuticamente eficaz de los conjugados
de la presente invencion es menor que la usada por el compuesto progenitor para ejercer un efecto similar.

Estos conjugados quimicos se pueden sintetizar siguiendo el procedimiento general descrito en la Solicitud de
Patente de los Estados Unidos N° 20040242570 y el documento W0O2005/092392. La sintesis de los conjugados de
acuerdo con este aspecto de la presente invencion se describe en el Ejemplo 1 de la secciéon de Ejemplos a
continuacion en el presente documento.

En cualquiera de los procedimientos descritos en el presente documento, el conjugado quimico se puede administrar
bien tal como esta, o preferiblemente como parte de una composicion farmacéutica que comprende ademas un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Tal como se usa en el presente documento, una “composicion farmacéutica” se refiere a una preparacion de uno o
mas de los conjugados quimicos descritos en el presente documento, con otros componentes quimicos tales como
vehiculos y excipientes farmacéuticamente adecuados. El fin de una composicién farmacéutica es facilitar la
administracion de un compuesto a un sujeto.

A partir de ahora en el presente documento, el término “vehiculo farmacéuticamente aceptable” se refiere a un
vehiculo o un diluyente que no produce irritacién significativa a un sujeto y no abroga la actividad y las propiedades
biolégicas del compuesto administrado. Los ejemplos, sin limitaciones, de vehiculos son propilenglicol, solucién
salina, emulsiones y mezclas de solventes organicos con agua.

En el presente documento, el término “excipiente” se refiere a una sustancia inerte afadida a una composicion
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farmacéutica para facilitar adicionalmente la administracion de un compuesto. Los ejemplos de excipientes incluyen,
sin limitacion, carbonato de calcio, fosfato de calcio, diversos azicares y tipos de almidones, derivados de celulosa,
gelatina, aceites vegetales y polietilenglicoles.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente invencion, el vehiculo farmacéutico es una solucién acuosa
de &cido lactico.

Se pueden encontrar técnicas para la formulacién y administracion de farmacos en "Remington’s Pharmaceutical
Sciences," Mack Publishing Co., Easton, PA, dltima edicion.

Las rutas de administracién adecuadas pueden, por ejemplo, incluir la administracion oral, rectal, transmucosal,
transdérmica, intestinal o parenteral, incluyendo inyecciones intramusculares, subcutaneas e intramedulares asi
como inyecciones intratecales, intraventriculares directas, intravenosas, intraperitoneales, intranasales, o
intraoculares. Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion se pueden fabricar mediante
procedimientos bien conocidos en la técnica, por ejemplo, por medio de procedimientos de mezcla convencional,
disolucion, granulacion, preparacién de grageas, pulverizacion, emulsificacion, encapsulacién, atrapamiento o
liofilizacion.

Las composiciones farmacéuticas para uso de acuerdo con la presente invencién se pueden formular por tanto de
una manera convencional utilizando uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables que comprenden
excipientes y adyuvantes, que facilitan el procesamiento de los compuestos activos en las preparaciones que se
pueden usar farmacéuticamente. La formulacion adecuada es dependiente de la ruta de administracion escogida.

Para inyeccion, los conjugados quimicos de la presente invencién se pueden formular en soluciones acuosas,
preferiblemente en tampones fisiolégicamente compatibles tales como soluciéon de Hank, solucién de Ringer, o
tampdn salino fisiolégico con o sin solventes organicos tales como propilenglicol, polietilenglicol. Para la
administracion transmucosal, se usan agentes penetrantes en la formulacién. Dichos agentes penetrantes se
conocen generalmente en la técnica.

Para la administracién oral, los conjugados quimicos se pueden formular facilmente combinando los compuestos
activos con vehiculos farmacéuticamente aceptables bien conocidos en la técnica. Dichos vehiculos permiten a los
conjugados de la presente invencion formularse como comprimidos, pildoras, grageas, capsulas, liquidos, geles,
jarabes, lechadas, suspensiones, y similares, para la ingestion oral por un paciente. Se pueden preparar
preparaciones farmacoldgicas para uso oral utilizando un excipiente sdélido, moliendo opcionalmente la mezcla
resultante, y procesando la mezcla de granulos, después de afadir adyuvantes adecuados si se desea, para obtener
comprimidos o nucleos de grageas. Los excipientes adecuados son en particular, cargas tales como azlcares,
incluyendo lactosa, sacarosa, manitol, o sorbitol; preparaciones de celulosa tales como, por ejemplo, almidén de
maiz, almidén de trigo, almidén de arroz, almidén de patata, gelatina, goma tragacanto, metilcelulosa,
hidroxipropilmetilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio y/o polimeros fisiologicamente aceptables tales como
polivinilpirrolidona (PVP). Si se desea, se pueden afnadir agentes desintegrantes, tales como polivinilpirrolidona,
agar, o acido alginico o una de sus sales tales como alginato de sodio.

Los nucleos de grageas van provistos de revestimientos adecuados. Para este fin, se pueden usar soluciones
concentradas de azlcar que pueden contener opcionalmente goma arabiga, talco, polivinilpirrolidona, gel carbopol,
polietilenglicol, diéxido de titanio, soluciones de lacas y solventes organicos adecuados o mezclas de solventes. Se
pueden afadir colorantes o pigmentos a con revestimientos de comprimidos o grageas para la identificacién o para
caracterizar diferentes combinaciones de dosis de compuestos activos.

Las composiciones farmacéuticas, que se pueden usar oralmente, incluyen capsulas duras preparadas de gelatina,
asi como capsulas blandas selladas preparadas de gelatina y un plastificante, tal como glicerol o sorbitol. Las
capsulas duras pueden contener los ingredientes activos en premezcla con un relleno tal como lactosa, aglutinantes
tales como almidones, lubricantes tales como talco o estearato de magnesio y, opcionalmente, estabilizantes. En las
capsulas blandas, los compuestos activos se pueden disolver o suspender en liquidos adecuados, tales como
aceites grasos, parafina liquida, o polietilenglicoles liquidos. Ademas, se pueden afadir estabilizantes. Todas las
formulaciones para la administracién oral deben estar en dosificaciones adecuadas para la ruta de administracion
escogida.

Para la administracién bucal, las composiciones pueden tomar la forma de comprimidos o comprimidos masticables
formulados de manera convencional.

Para la administracién por inhalacion, los conjugados quimicos para uso de acuerdo con la presente invencion se
administran de forma conveniente en la forma de una presentacién de pulverizacion en aerosol a partir de un envase
presurizado o un nebulizador con el uso de un propelente adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano,
triclorofluorometano, diclorotetrafluoroetano o diéxido de carbono. En el caso de un aerosol presurizado, se puede
determinar la unidad de dosificacién proporcionando una valvula para administrar una cantidad medida. Se pueden
formular capsulas y cartuchos de, por ejemplo, gelatina para uso en un inhalador o insuflador que contiene una
mezcla en polvo del compuesto y una base de polvo adecuada tal como lactosa o almidén.
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Los conjugados quimicos descritos en el presente documento se pueden formular para la administracion parenteral,
por ejemplo, mediante inyeccién en bolo o infusion continua. Las formulaciones para inyeccion pueden presentarse
en forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, en ampollas o en recipientes multidosis con, opcionalmente, un
conservante afiadido. Las composiciones pueden ser suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos o
acuosos, y pueden contener agentes formuladores tales como agentes suspensores, estabilizantes y/o dispersantes.

Las composiciones farmacéuticas para la administracion parenteral incluyen soluciones acuosas del compuesto
activo en forma soluble en agua. Adicionalmente, se pueden preparar suspensiones de los compuestos activos
como suspensiones oleosas para inyeccién adecuadas. Los solventes o vehiculos lipéfilos adecuados incluyen
aceites grasos tales como aceite de sésamo, o ésteres de acidos grasos sintéticos tales como oleato de tilo,
triglicéridos o liposomas. Las suspensiones acuosas para inyeccion pueden contener sustancias, que aumentan la
viscosidad de la suspension, tales como carboximetilcelulosa de sodio, sorbitol o dextrano. Opcionalmente, la
suspension puede contener también estabilizantes o agentes adecuados que aumentan la solubilidad de los
conjugados para permitir la preparacion de soluciones muy concentradas. Alternativamente, el principio activo puede
estar en forma de polvo para la constitucion con un vehiculo adecuado, por ejemplo, pirégeno estéril exento de
agua, antes del uso.

Los conjugados quimicos de la presente invencion pueden formularse también en composiciones rectales tales
como supositorios 0 enemas de retencidn, utilizando, por ejemplo, bases de supositorios convencionales tales como
manteca de cacao u otros glicéridos.

Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento pueden comprender también vehiculos
solidos en fase gel o excipientes. Los ejemplos de dichos vehiculos o excipientes incluyen, pero no se limitan a,
carbonato de calcio, fosfato de calcio, diversos azicares, almidones, derivados de celulosa, gelatina y polimeros
tales como polietilenglicoles.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para el uso en el contexto de la presente invencion incluyen
composiciones en las que los ingredientes activos estan contenidos en una cantidad eficaz para conseguir el fin
previsto. Mas especificamente, una cantidad terapéuticamente eficaz significa una cantidad de conjugado quimico
eficaz para evitar, aliviar o mejorar el dolor.

La determinacién de una cantidad terapéuticamente eficaz esta bien comprendida dentro de la capacidad de los
expertos en la técnica, especialmente a la luz de la divulgacion detallada proporcionada en el presente documento.

Para cualquier conjugado quimico usado en los procedimientos de la presente invencion, se puede estimar la
cantidad o dosis terapéuticamente eficaz inicialmente a partir de ensayos de actividad en cultivos celulares y/o
animales. Por ejemplo, se puede evaluar la eficacia de los conjugados sobre ratas que se han sometido a un
procedimiento quirtrgico de ligadura de los nervios espinales L5/L6. Especificamente, se diseccionaron los
musculos paraespinales izquierdos de las apdfisis espinosas a los niveles de L4 a S2 de ratas sometidas a
anestesia y se aislaron sus nervios espinales L5 y L6. Se ligé cada nervio espinal estrechamente con, por ejemplo,
una sutura de seda 4-0 distal al ganglio de la raiz dorsal. Tras la ligadura del nervio espinal, se suturé la herida, y se
cerro la piel. De diez a 14 dias después de la ligadura del nervio espinal, las ratas se colocaron normalmente en
camaras de plexiglas individuales sobre una malla de alambre elevada en la que se las permitié aclimatarse. Tras el
periodo de aclimatacién, se ensayaron las ratas para la alodinia tactil aplicando una serie de filamentos de von Frey
calibrados a los puntos reflejos de la parte trasera izquierda ipsilateral en el sitio de la lesién del nervio. Se determiné
el valor promedio del 50 % de retirada (g) [Li Y, Dorsi MJ, Meyer RA, Belzberg AJ. Pain. 2000; 85(3): 493-502]. Las
ratas que muestran un umbral de retirada del prefarmaco > 4 g no se consideran generalmente alodinicas y se
excluyen del estudio. Tras la determinacion de los umbrales de retirada del prefarmaco, se pueden tratar las ratas
con cualquiera de los conjugados de la presente invencién o el vehiculo, y se determinan los efectos sobre la
alodinia tactil en el tiempo midiendo los umbrales de retirada de la pata trasera durante intervalos d tiempo tales
como 30, 60, 90, y 120 min después de la inyeccion.

Los conjugados de la presente invencion se probaron también en ratas o ratones utilizando el ensayo de la placa
caliente o la prueba de la formalina tal como se describe a continuacién en los Ejemplos 2, 3 y 5 respectivamente.

Se probaron también los conjugados de la presente invencién analizando su capacidad para evitar la secrecion de
citoquinas inflamatorias tal como se describe en el Ejemplo 6 a continuacién en el presente documento.

Se puede formular, por ejemplo, una dosis en modelos animales para conseguir un intervalo de concentracion en
circulacion que incluya la CI50 tal como se determind mediante los ensayos de actividad (por ejemplo, la
concentracién del compuesto de ensayo, que alcanza una inhibicién semimaxima de la actividad de proliferacion).
Dicha informacién se puede usar para determinar con mas precision las dosis Utiles en seres humanos.

Se puede determinar la toxicidad y la eficacia terapéutica de los conjugados quimicos descritos en el presente
documento mediante procedimientos farmacéuticos normalizados en animales experimentales, por ejemplo,
determinando la CI50 y la DL50 (dosis letal que produce la muerte en el 50 % de los animales ensayados) para un
compuesto sujeto. Los datos obtenidos de estos ensayos de actividad y estudios animales se pueden utilizar en la
formulacion de un intervalo de dosificaciones para uso en el ser humano.
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Se pueden evaluar los efectos secundarios de los conjugados de la presente invencion a dosis que sean eficaces
para el alivio del dolor utilizando ensayos normalizados conocidos en la técnica. Por ejemplo, con el fin de investigar
los posibles efectos relajantes o sedantes musculares no especificos de la presente invencion, ratas o ratones se
pueden tratar con los conjugados de la presente invencidn, y posteriormente probar su motilidad en un rota-rod. Este
equipo consiste en una barra con un diametro de 3,5 cm para ratones y de 7 cm para ratas, subdividida en cuatro
compartimentos. La barra rota a una velocidad constante de 0,5-22 revoluciones por minuto y se evalla el tiempo
que tardan en caer los animales desde la barra. Se pueden seleccionar loa animales 24 horas antes eliminando
aquellos que no permanecen sobre la barra durante 60 segundos. Los resultados se expresan normalmente como el
lapso de tiempo que permanecen los animales sobre la barra del rota-rod.

La dosificacién puede variar dependiendo de la forma de dosificacion empleada y de la ruta de administracion
utilizada. La formulaciéon exacta, la ruta de administracion y la dosificacion se pueden escoger por cada médico a
cargo del tratamiento a la vista de la dolencia del paciente. (Véase, por ejemplo, Fingl, y col., 1975, en "The
Pharmacological Basis of Therapeutics", Cap. 1 p.1).

La cantidad y el intervalo de dosificacion se pueden ajustar individualmente para proporcionar niveles en plasma del
resto activo que sean suficientes para mantener los efectos de alivio del dolor, denominados la concentracion eficaz
minima (CEM) La CEM variara para cada preparacion, pero se puede estimar a partir de datos in vitro y/o in vivo, tal
como se ha descrito anteriormente en el presente documento. Las dosificaciones necesarias para conseguir la MEC
dependeran de las caracteristicas individuales y de la ruta de administracién. Se pueden utilizar ensayos o
bioensayos de HPLC para determinar las concentraciones en plasma.

Se pueden determinar también los intervalos de dosificacién utilizando el valor de la CEM. Las preparaciones
deberian administrarse, lo que mantiene los niveles en plasma por encima de la CEM durante un 10-90 % del
tiempo, de manera preferible entre un 30-90 % y lo mas preferible un 50-90 %.

Dependiendo de la gravedad y de la sensibilidad del dolor que se va a tratar, la dosificacion puede ser también una
Unica administracién de una composicion de liberacion retardada descrita anteriormente en el presente documento,
con un curso de tratamiento que dura de algunos dias a algunas semanas o hasta que se efectlda la cura o se
consigue la disminucién del estado de la enfermedad.

La cantidad de una composicién que se va a administrar dependera, por supuesto, del sujeto que se esta tratando,
de la gravedad del dolor, de la manera de administracion, el juicio del médico a cargo del tratamiento, etc.

Las composiciones de la presente invencion pueden, si se desea presentarse en un envase o dispositivo
dispensador, tal como un kit homologado por la FDA, que puede contener una o mas formas de dosificacion unitaria
que contienen el principio activo. El envase puede por ejemplo, comprender una lamina de metal o de plastico, tal
como un envase de tipo blister. El envase o dispositivo dispensador puede ir acompafiado de unas instrucciones
para la administraciéon El envase o dispensador puede ir acompanado también por un etiquetado asociado con el
recipiente en una forma prescrita por una agencia gubernamental que regule la fabricacién, uso o venta de
productos farmacéuticos, dicho etiquetado reflejaria la homologacion por la agencia de la forma de las
composiciones o la administracién para seres humanos o en veterinaria. Dicho etiquetado, por ejemplo, puede ser
un etiquetado homologado por la Oficina federal estadounidense de farmacos y alimentos para los farmacos que se
expiden con receta o de un prospecto de producto homologado. Se pueden preparar también composiciones que
comprendan los conjugados quimicos de la invencién formulados en un vehiculo farmacéutico compatible, colocados
en un recipiente adecuado, y etiquetados para el tratamiento del dolor.

Por tanto, de acuerdo con las realizaciones preferidas de la presente invencion, las composiciones farmacéuticas de
la presente invencién se envasan en un material de envase y se identifican por una impresion, sobre o en el material
de envase, para el alivio del dolor.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencidn, se proporciona un articulo de fabricaciéon, que
comprende una composicion farmacéutica tal como se ha descrito anteriormente en el presente documento, que se
envasa en un material de envase y se identifica por un impreso, en o sobre el material de envase para uso en el
tratamiento del dolor, tal como se describe en el presente documento. La composicién farmacéutica incluye un
vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como se describe en el presente documento y cualquiera de los
conjugados quimicos descritos en el presente documento.

Cada una de las diversas realizaciones y aspectos de la presente invencién que se detallan anteriormente en el
presente documento y que se reivindican a continuacién en la seccion de reivindicaciones encuentra apoyo en los
siguientes ejemplos.

Ejemplos

Se hace referencia ahora a los siguientes ejemplos, que junto con las anteriores descripciones, ilustran la invencién.
En referencia a la sintesis y/o a las pruebas experimentales de conjugados diferentes de GABA con fluoxetina (AN-
227) o GABA con nortriptilina (AN-228), no son parte de la invencion reivindicada y deberian considerarse como de
naturaleza comparativa.
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Ejemplo 1
Preparacion de conjugados de GABA de farmacos antidepresivos y antiepilépticos

Sintesis del clorhidrato del 4-aminobutiriloximetil éster del dcido 2-propil-pentanoico (dcido valproico) (AN-
216): A una solucion del -4-amino-butiriloximetil éster N-t-boc del acido 2-propil-pentanoico (AN-217, preparada tal
como se describe en el documento WO 2005/092392, 1,7 gramos, 4,7 mmol) en acetato de etilo, se afiadié una
solucion de HCI 4 N en acetato de etilo. La mezcla obtenida se agité durante 4 horas a temperatura ambiente, se
evaporé el solvente a continuacién y se sec6 el residuo adicionalmente a vacio elevado. Se disolvié el residuo en
éter, y la adicion de hexano condujo a la precipitacion del producto deseado AN-216 (0,75 gramos, 62 %) como un
sélido amorfo que tiene un punto de ebullicién de 35-37° C.

RMN 'H (CDsOD): & = 0,9 (t, J= 7,1 Hz, 6H, dos CHs), 1,2-1,64 (m, 8H, dos CH.CH:Me), 1,95 (g, J= 7,5 Hz, 2H,
CH2CH2CH2), 2,4-2,5 (m, 1H, CHCO), 2,53 (t, J= 7,2 Hz, 2H, CH2CO), 2,99 (1, J= 7,2 Hz, 2H, CH2N), 5,77 (s, 2H,
OCH20).

RMN 3C (CDsOD): & = 14,2, (dos CHa), 21,5 (dos MeCHz), 23,5 (CH,CHCHy), 31,3 (COCHy), 35,5 (dos CH2CH),
39,9 (NCHy), 46,2 (CH), 80,6 (OCH,0), 172,5 (CH2CO), 176,4 (CHCO).

MS (CI/NHs): m/z (%) = 260 (MH*, 100).
Sintesis del clorhidrato de N-(3-(4-(trifluorometil)fenoxi)-3-fenilpropil)-4-amino-N-metilbutanamida (AN-227):

Se prepard 3-(N-(3-(4-(trifluorometil)fenoxi)-3-fenilpropil)-N-metil carbamoil)propilcarbamato de terc-butilo (AN-229)
tal como se describe en el documento WO 2005/092392. Se afadié AN-229 (0,5 mmol) a una solucion de HCI en
EtOAc (35 ml) y la mezcla resultante se agitdé durante 3 horas. Se evapor6 el solvente a continuacién y se obtuvo el
producto, AN-227, con un rendimiento cuantitativo.

RMN "H (300 MHz, CDCls): & = 1,9 (quint, J= 7,25 Hz, 2H), 2,52 (t, J= 6,9 Hz, 2H), 2,87 (m, t J = 7,38 Hz, 2H,
menor), 2,93 (s, 3H, NMe menor), 2,97 (t, J= 7,13 Hz, 3H, NMe, mayor), 3,03 (s, 3H, mayor), 3,59-3,67 (m, 2H), 5,37
(dd, J= 8,6, 4,18 Hz, 1H, mayor), 5,42 (dd, J= 8,57, 4,12 Hz, 1H, menor), 6,99-7,05 (m, 2H), 7,24-7,49 (m, 7H) ppm.

RMN "3C (300 MHz, CDCls): & = 23,7 (mayor), 23,9 (menor), 30,9 (menor), 31,5 (mayor), 33,8 (menor), 36,1 (mayor),
37,1 (mayor), 37,9 (menor), 40,42, 46,3 (mayor), 47,5 (menor), 78,5 (menor), 79,4 (mayor), 117,2, 124,1, 127,3,
127,8, 129,0 (mayor), 129,2 (menor), 129,7, 129,9 ppm.

Sintesis del clorhidrato de 10,11-dihidro-5-(3-metilaminopropilideno)-5H-dibenzo[a,d][1,4]ciclohepteno 4-
Amino-N-butanamida (AN-228):

Se prepar6 3-(10,11-dihidro-5H-dibenzo[a,d] cicloheptano-5-ilideno-N-metil-1-propanamina-3-(metilcarbamoil) propil
carbamato de terc-butilo (AN-230) tal como se describe en el documento WO 2005/092392. Se ariadi6 AN-230 (0,5
mmol) a una solucién de HCI en EtOAc (35 ml) y se agitd la mezcla resultantes durante 3 horas. Se evapord el
solvente a continuacion y se obtuvo el producto con un rendimiento cuantitativo en la forma de dos rotdmeros.

RMN 'H (300 MHz, CDCl3): & = 1,67 (1, J = 6,9 Hz, 1H), 1,8 (t, J = 7,07 Hz, 1H), 2,1-2,35 (m, 2H), 2,4 (q, J=6,7 Hz,
2H), 2,6-2,9 (m, 5H), 3,3-3,4 (m, 2H), 5,76 (dt, J= 7,86, 7,76 Hz, 1H), 6,7-7,3 (m, 8H) ppm.

Sintesis de GABA oximetilGABA (AN-214): Preparacion de dcido 4-terc-butoxicarbonilamino-butirico:
[]-[ O
e
0

A una solucion de acido y-aminobutirico (1 equivalente) en t-BuOH (4 ml/gramo) y H2O (3 ml/gramo) se afadié
NaOH (1 equivalente), BOC20O (1 equivalente), y se agit6 la mezcla a temperatura ambiente durante 24 horas. Se
evaporé el solvente a continuacion y el residuo se repartié entre hexano y agua. La capa acuosa se acidificé con
KHSO4 1 N hasta alcanzar pH = 2 y se extrajo a continuaciéon con CH2Cl,. La capa organica se sec6 con MgSO. y se
el solvente evaporo para dar el producto deseado como un sélido de color blanco (rendimiento del 85 %).

RMN 'H (200 MHz) CDCls: § = 1,44 (s, 9H, t-Bu), 1,81 (quint, J = 7,5 Hz, 2H, CH2CH2CHy), 2,37 (t, J= 7,5 Hz, 2H,
CH>COy), 3,17 (m, 2H, CH2NH), 4,71 (bs, 1H, NH) ppm.

RMN 13C (200 MHz) CDCls: & = 25,3 (CH2CHzCHz), 28,4 (Me3C), 31,1 (CH2COZH), 39,7 (CHoNH), 79,65 (CMes),
156,2 (NCOy), 176,9 (COzH) ppm.

MS (CI/NHa): m/z (%) = 204 (MH", 24,3), 148 (MH+- C4H8, 100), 130 (MH*-C4H1,0).
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Preparacion del éster clorometilico del acido 4-terc-butoxicarbonilamino-butirico
[]—l' 8]
>r T o a
O

A una mezcla de clorosulfato de clorometilo (1,1 equivalente) y &cido 4-terc-butoxicarbonilamino-butirico (1
equivalente) se anadié NaHCOs (3,6 equivalentes) y BusNHSO4 (cantidad catalitica) en agua/CHxCl» (1:1). Se agitd
la mezcla a temperatura ambiente durante la noche. Se separé la fase organica a continuacion y la fase acuosa se
extrajo con CHxCl; (tres veces). La capa organica combinada se lavo con NaHCOs (x 3), salmuera (x 3), se secd con
MgSO., se filtrd y se evaporo.

El producto se purific6 mediante cromatografia instantdnea, utilizando una mezcla 5:1 de hexano:EtOAc como
eluyente, y se aislé como un aceite de color amarillo (rendimiento del 64 %).

RMN H (200 MHz) CDCls: & =1,44 (s, 9H, t-Bu), 1,86 (quint, J = 6,3 Hz, 2H, CH2CHzCHy), 2,44 (t, J = 6,93 Hz, 2H,
CHoCO2), 3,18 (m, 2H, CH2NH), 4,75 (bs, 1H, NH), 5,69 (s, 2H, CH2CI) ppm.

RMN "3C (300 MHz) CDCls: & = 24,9 (CH2CH2CHy), 28,3 (MesC), 31,1 (CH2CO2), 39,4 (CHzNH), 68,6 (CH.Cl), 79,2
(CMes), 155,9 (NCOy), 171,3 (CO2H) ppm.

MS (ES+): m/z (%) = 274 (MNa', 40,6), 252 (MH", 40,2), 196 (MH"- C4Hs, 25,9).

Preparacion del 4-terc-butoxicarbonilamino-butiroloximetil éster del dcido 4-tert-butoxicarbonilamino-

II'E O O :I;l
>|/D\ﬂ]/ h\/\)l\oh D)l\./\/ \Ll/oj<

Una mezcla de &acido 4-terc-butoxicarbonilamino-butirico (1,2 equivalentes) y del éster clorometilico descrito
anteriormente (1 equivalente) en etilmetilcetona seca (EMK) se agité6 en atmoésfera de nitrogeno a la vez que se
afnadia trietilamina (1,2 equivalentes) gota a gota, y la mezcla de reacciéon se mantuvo a reflujo durante la noche. El
precipitado de color blanco formado se filtro a continuacion, se lavé con EtOAc y se evapord el filtrado. Se disolvié el
residuo en EtOAc y se lavé con NaHCO; (x 3) y salmuera (x 3), se secd con MgSQs, se filtré y se evaporé. El
producto bruto (aceite de color marrdn) se purific6 mediante cromatografia instantanea, utilizado una mezcla 8:1 de
hexano:EtOAc como eluyente, para dar el producto deseado como un aceite de color amarillo (rendimiento del 38%).

RMN 'H (200 MHz, CDCls): § =1,44 (s, 18H, dos t-Bu), 1,83 (quint, J = 7,1 Hz, 4H, dos CH2CHzCHy), 2,41 (t, J= 7,3
Hz, 4H, dos CH2CO), 3,16 (t, J= 6,8 Hz, 4H, dos CHaNH), 4,67 (bs, 2H, dos NH), 5,75 (s, 2H, OCH0) ppm.

RMN '3C (300 MHz, CDClg): & = 25,0 (CH2CH,CHy), 28,4 (MesC), 31,1 (CH2COy), 39,7 (CHaNH), 79,3 (OCH:0),
155,9 (NCOy), 172,9 (CO2CHz) ppm.

MS (ES+): m/z (%) = 441 (MNa®, 17,3), 319 (MH"-BOC, 19), 196 (MH"-BOC- C4Hs, 25,9).
Preparacion del diclorhidrato del 4-amino-butiriloximetiléster del acido 4-amino-butirico

0 0
cr"Hjm\/\/u\ )-‘\/\/NH;;*CI'
o o

A una solucién del compuesto protegido con N-terc-Boc en EtOAc, se afiadié una solucion de HCI 4 N en EtOAc. La
mezcla de reaccion se agité durante 4 horas a temperatura ambiente y el solvente se evaporé a continuacion para
dar el producto bruto. El producto bruto se recristalizé a partir de una mezcla de MeOH-éter, se filtr6 y se secé en
P2Os a vacio para dar el producto bruto como un sélido de color blanco (rendimiento del 90 %).

pf: 155-158° C.

RMN 'H (200 MHz, CDsOD): & = 1,96 (quint, J = 7,37 Hz, 4H, dos CH,CHzCHy), 2,55 (t, J = 7,15 Hz, 4H, dos
CH2COy), 2,99 (t, J = 7,6 Hz, 4H, dos CHoNH), 5,76 (s, 2H, OCH,O) ppm.

RMN ®C (300 MHz, CDsOD): & = 23,4 (CH.CHoCHz), 31,3 (CH2CO2), 39,9 (CH:NH,), 80,8 (OCH.0), 172,7
(COCHa).
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MS (ES+): m/z (%) = 219 (MH", 100), 242 (MNa", 90), 104 (MH*-CsH+00,N, 85) ppm.

La Tabla 1 siguiente presenta los conjugados quimicos sintetizados mediante los procedimientos descritos
anteriormente en el presente documento.

Tabla 1
AN-214 GABA CgH20CIoN20O4 291,17
oximetilGABA CiH NHaCI
o]
AN-216 GABA- C13H26CINO4 295,80
oximetilvalproato
M /\O _NHz*CI
AN-227 Fluoxetina- C21H2SCIF3N202 430,16 C, (o]
GABA 58,54; 6,08; Cl, 8,23; N N
F,13,23; N, 6,50; O, 7,43 (o] N.
LT .
FaC
AN-228 CasH29CINLO 384,2 C,
Nortriptilina-GABA 71,76; H, 7,59; Cl, 9,21; N,
7.28;0,4.16
' ]
MH5"Crr
TJ\/\/ 3
CHy

Ejemplo 2

Efectos del farmaco antidepresivo de GABA y de los conjugados del farmaco antiepiléptico de GABA segun
se determinaron mediante la prueba de la placa caliente

Se evaluo la percepcién central del dolor mediante la respuesta analgésica en una placa caliente. La prueba de la
placa caliente utilizada para medir la latencia en respuesta al calor se llevé a cabo esencialmente de acuerdo con el
procedimiento descrito por Eddy y Leimbach (1953), con los

Materiales y procedimientos

Animales: Se obtuvieron ratones Balb-c macho (8-14 semanas de edad) de Harlan, Israel. Los ratones se alojaron
en condiciones de temperatura (23 = 32 C) y humedad (55 + 15 %) controladas con un ciclo de 12 horas de luz / 12
horas de oscuridad. Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con las directrices éticas de la
International Association for the Study of Pain, y del Committee on the Care and Use of Laboratory Animals de la
Universidad de Tel Aviv.

Procedimiento experimental. Nortriptilina (Sigma, Aldrich), fluoxetina, GABA (Sigma, Israel), el conjugado de
Nortriptilina-GABA (AN-228), el conjugado de fluoxetina-GABA (AN-227) y el conjugado de valproiloximetil-GABA
(AN-216) se solubilizaron en solucion salina y se administré a los ratones mediante sonda gastrica. Tras los periodos
de tiempo indicados, los animales se colocaron sobre una placa caliente, (MRC, modelo-MH-4, 230 V / 50 Hz, 750
W) que se mantuvo a 52 + 12 C. Se detecté el tiempo de respuesta a la sensacién térmica mediante una o mas de
las siguientes reacciones: levantamiento de la pata, lamido de la pata, saltar o correr. Se midié la reaccion de
antinocicepcion o analgesia como la latencia de retirada evocada por la exposicién de las patas de los ratones al
estimulo térmico. Se recogieron los datos en los siguientes puntos temporales: -60, 0, 120, 180, 240, y 300 minutos
tras la administracion de los farmacos.

Andlisis estadistico: Los datos se expresaron como el promedio + SD. Los datos se analizaron mediante el test de
la t de Student. Los valores de P < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

Resultados experimentales

Se trataron ratones Balb-c macho (6/grupo) p.o. con las dosis indicadas de nortriptilina, las respectivas dosis
equimolares de conjugado de nortriptilina-GABA o el vehiculo. Dos horas después, los animales se colocaron sobre
la superficie de la placa caliente (52 = 1° C). Se registr6 la respuesta al calor, manifestada por la agitacion o el
lamido de las patas, o el salto, como el indice de latencia en respuesta.
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Tal como se ilustra en la Figura 1, 1,05 mg/kg de nortriptilina fueron significativamente menos eficaces dos horas
después de la administracion que una dosis equimolar de su conjugado de GABA. A esta dosis, nortriptilina no
difiere significativamente (p > 0,05) de los ratones del control tratados Unicamente con el vehiculo. A la dosis de 4,5
mg/kg, nortriptilina y una dosis equimolar de su conjugado de GABA mostraron un significativo retraso en la
respuesta en comparaciéon con los ratones del control tratados con el vehiculo (p < 0,05). Estos resultados
demuestran que el conjugado de GABA-nortriptilina impartié actividad antinociceptiva a una concentracion mas baja
que la nortriptilina, demostrando su ventaja. Se observé saturacién en respuesta a la nortriptilina GABA ya que una
dosis equimolar de 0,5 mg/kg no difiere significativamente de una dosis equimolar de 4,5 mg/kg.

En las Figuras 2A-B se muestra el curso temporal de la respuesta al calor de los ratones tratados con nortriptilina
(0,25 mg/kg y 0,5 mg/kg) y una dosis equimolar de nortriptilina-GABA (0,32 mg/kg y 0,64 mg/kg, respectivamente). A
una dosis de 0,25 mg/kg, 4 horas después del tratamiento, el efecto analgésico de nortriptilina y su conjugado de
GABA aumento significativamente la latencia de la respuesta en comparacion con ratones no tratados (Figura 2A).
Los conjugados presentaron un retraso significativamente mayor en la respuesta con respecto a los ratones no
tratados a las 4 y 6 horas después del tratamiento, y a las 4 horas su efecto antinociceptivo fue significativamente
mayor que el de nortriptilina. Esto indica que nortriptilina-GABA, en comparacion con nortriptilina es un farmaco
analgésico mas potente y su efecto es mas duradero. Dos horas después de un tratamiento de 0,5 mg/kg, el
conjugado produjo un efecto antinociceptivo significativo (en comparacion con nortriptilina y los ratones tratados con
el vehiculo) tal como se ilustra en la Figura 2B. Por otra parte, nortriptilina no conjugada impartié una latencia
significativa (en comparacién con los animales tratados con el vehiculo) después solo de 4 horas. Esto indica que el
resto de GABA adicional no solo aumenta la actividad antinociceptiva, sino que también acelera el comienzo del
efecto protector.

El efecto del tratamiento oral repetido con los farmacos en respuesta al calor se ensay6 en ratones (6/grupo) para
nortriptilina (0,2 mg/kg) y su conjugado de GABA (AN-228) en dosis equimolares. Se administraron los farmacos
diariamente durante 15 dias y se midio el efecto del tratamiento sobre la sensacion del calor tres veces a la semana
Tal como se ilustra en la Figura 3A, durante la primera semana, la respuesta de los animales a la sensacion de calor
antes del tratamiento (tiempo 0), no difiere y no se vio afectada por el tratamiento. A partir del octavo dia, se sefald
una latencia sostenida en la respuesta antes del tratamiento y principalmente para el conjugado de nortriptilina-
GABA y en una menor extension en los ratones tratados con nortriptilina. A partir del tercer dia de tratamiento y
durante las cinco horas de la prueba (Figuras 3B-R), normalmente, el conjugado impartié un efecto antinociceptivo
significativamente mejor en comparacién con los animales no tratados o los animales tratados con nortriptilina. Se
observd un efecto antinociceptivo significativamente mejorado en comparacién con los animales no tratados y los
tratados con nortriptilina 4 y 5 h después del tratamiento con la dosis diaria a partir del primer dia de tratamiento. Los
resultados indican que el conjugado de nortriptilina-GABA produjo una respuesta analgésica sostenida y mas eficaz
que nortriptilina. La administracion repetida acortd el comienzo del efecto antinociceptivo asi como aumento la
latencia de la respuesta

Se probaron los efectos antinociceptivos de la SSRI fluoxetina y su conjugado de GABA (AN-227) y se compararon
con la prueba de la placa caliente. En la Figura 4 se muestra el curso temporal de la respuesta al calor en ratones
tratados con fluoxetina (10 mg/kg) y una dosis equimolar de fluoxetina-GABA. A las 2, 3 y 4 horas después del
tratamiento, el efecto analgésico del conjugado de fluoxetina-GABA sobre ratones fue significativamente mayor que
en los ratones no tratados o los ratones tratados con una dosis equimolar de GABA o fluoxetina. La observacion
indica que fluoxetina-GABA, en comparacion con fluoxetina es un analgésico mas potente y su efecto es mas
duradero.

Se probé el efecto del tratamiento repetido con fluoxetina y su conjugado de GABA en la respuesta al calor. Los
resultados se indican en las Figuras 5A-E. La fluoxetina (10 mg/kg) y su conjugado en una dosis equimolar se
proporcionaron por via oral a los ratones diariamente durante 11 dias y se prob6 el efecto del tratamiento sobre la
sensacion de calor en los dias 3, 7, 9 y 11. Se sefal6 una respuesta retrasada a la sensacion de calor en ratones
que recibian fluoxetina-GABA en los dias 3, 9 y 11 antes del tratamiento (Figura 5A). Se sefial6 un retraso
Unicamente en el dia 11 en ratones tratados con fluoxetina en comparacién con los animales tratados con el
vehiculo. Normalmente durante los 11 dias de tratamiento, el conjugado de GABA-fluoxetina ejercié un efecto
antinociceptivo significativamente mejorado en comparacion con fluoxetina o los animales no tratados. Los ratones
tratados con fluoxetina mostraron también un efecto antinociceptivo significativamente mejor en comparacion con los
animales no tratados. Los resultados indican que el conjugado de fluoxetina-GABA produjo una respuesta
analgésica duradera y mas eficaz que la fluoxetina.

Los farmacos antiepilépticos, que abarcan valproato y GABA y sus analogos, han demostrado ser analgésicos
eficaces. Como el acido valproico cruza la BHE, un conjugado de valproato-GABA podria transportar el GABA al
cerebro y el GABA a su vez podria potenciar la actividad del &cido valproico. 3, 4 y 5 horas después de la
administracion oral de 0,2 mg de valproiloximetil GABA, se observé una latencia significativa en respuesta a la
sensacion de calor en comparacién con los ratones del control no tratados, tal como se ilustra en la Figura 6. En
paralelo, GABA administrado a una dosis mayor de > 10 veces (2,39 mg/kg), no tuvo actividad.

Se evalu6 también un conjugado que comprendia dos GABA independientes (AN-214) respecto de sus actividades
de alivio del dolor. Se trataron por via oral ratones Balb/c macho durante 5 dias consecutivos con uno de
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GABAoximetilGABA (n=11), una dosis molar equivalente de valproiloxieti GABA (n=11) o el vehiculo (n=8). Tal
como se ilustra en la Figura 7, no se detect6 actividad antinociceptiva durante el periodo completo.

La administracién crénica de GABA no tuvo nunca un efecto acumulativo sobre la analgesia ni contribuyd al efecto
antinociceptivo tal como se ilustra en la Figura 8. Se trataron los ratones por via oral durante 5 dias consecutivos con
tres diferentes dosis de GABA. No se detectd actividad antinociceptiva durante el periodo completo.

Ejemplo 3

Efectos del farmaco antidepresivo de GABA y de los conjugados del farmaco antiepiléptico de GABA segun
se determinaron mediante la prueba de la formalina

Se utilizo la inyeccidn intraplantar de formalina para evaluar la segunda fase periférica del dolor.
Materiales y procedimientos

Animales: Se obtuvieron ratones Balb-c de 10 y 12 semanas de edad procedentes de Harlan, Israel. Los ratones se
alojaron en condiciones de temperatura (23 = 3% C) y humedad (55 + 15 %) controladas con un ciclo de 12 horas de
luz / 12 horas de oscuridad. Se llevaron a cabo todos los experimentos de acuerdo con las directrices éticas de la
Association for the Study of Pain, y del Committee on the Care and Use of Laboratory Animals de la Universidad de
Tel Aviv

Procedimiento experimental

(A) Fluoxetina: Se utilizaron cinco ratones en cada grupo y tres horas después de la administracién oral de
cualquiera de fluoxetina (10 o 30 mg/kg) o dosis equimolares del conjugado de fluoxetina (AN-227), se inyecté
una solucion de formalina al 1% por via subcutanea en la superficie dorsal de la pata trasera derecha.
(B) Nortriptilina: Se utilizaron ocho ratones en cada grupo y tres horas después de la administracion oral de
cualquiera de nortriptilina (0,5 o 5 mg/kg) o dosis equimolares del conjugado d nortriptilina (AN-228), se inyecté
por via subcutanea una solucion de formalina al 1% en la superficie dorsal de la pata trasera derecha.

La formalina indujo un comportamiento tipico de estremecimientos bifasicos de la pata inyectada. Se devolvieron los
animales a la camara de vidrio y se cont6 el tiempo total que el animal pasé lamiendo o mordiendo la pata inyectada.
Se registrd la frecuencia de los comportamientos relacionados con el dolor durante la fase temprana (0-5 min
después de la inyeccion) y la fase tardia (25-35 min después de la inyeccion)

Resultados experimentales

Tal como se ilustra en las Figuras 9A-B, ambas dosis de los conjugados de fluoxetina de la presente invencién
disminuyeron significativamente (p < 0,05) la respuesta neurogénica temprana al dolor en comparacién con la
fluoxetina sola, y la dosis mayor del conjugado de fluoxetina (equivalente a 30 mg/kg) redujo significativamente (p <
0,05) la respuesta periférica inflamatoria tardia. Tal como se ilustra adicionalmente en las Figuras 10A-B, ambas
dosis de conjugados de nortriptilina (equivalente de 0,5 y 5 mg/kg) de la presente invencién disminuyeron
significativamente (p < 0,05) la respuesta neurogénica temprana y la respuesta periférica inflamatoria tardia al dolor
en comparacién con la nortriptilina sola.

Ejemplo 4

Efectos del conjugado de GABA-fluoxetina segun se determinaron mediante la prueba del edema de la pata
inducido por carragenato

Se utilizé la inyeccién intraplantar de carragenato para evaluar los efectos antiinflamatorios del conjugado de GABA-
fluoxetina (AN-227).

Materiales y procedimientos

Procedimiento experimental: Se marcaron ratas Wistar (340-400 g) con un marcador permanente en el tobillo de
su pata trasera izquierda para definir el area de la pata que se iba a vigilar. Se trataron las ratas p.o. con 40 mg/kg
de fluoxetina (n=8) y una concentracién equimolar de fluoxetina GABA (n=6) y vehiculo del control (b=8). Después
de tres horas, se indujo el edema de la pata inyectando 100 pl de una solucién al 1 % de A-carragenato (Sigma,
EE.UU.) en solucién salina normal en la superficie plantar de la pata trasera izquierda de las ratas. Se midié el area
del edema inducido 2 y 4 horas después usando un calibre. La actividad antiinflamatoria se expresé como el area del
edema calculado por la medida de su longitud y anchura (area = LXW).
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Resultados experimentales

El conjugado de fluoxetina-GABA de la presente invencion redujo el edema a las dos horas y a las cuatro horas en
comparacién con el control y la fluoxetina sola (Figura 11). Mientras que 40 mg/kg de fluoxetina no tuvieron efecto
sobre la reduccién del area de la inflamacién, el conjugado de fluoxetina GABA redujo significativamente el area de
la inflamacion. Aunque en este modelo animal elevadas dosis de fluoxetina demostraron anteriormente reducir la
respuesta de edema en ratas (Omar y col. Pharmacol. Res. 49 (2004) 119-131), el presente ejemplo ensefia que en
una comparacion en paralelo, el conjugado de fluoxetina GABA actla a una dosis mas baja.

Ejemplo 5

Efectos del conjugado del farmaco GABA-nortriptilina en comparacion con gabapentina y nortriptilina segun
se midieron mediante la prueba del edema de la pata inducido por carragenato y la prueba de la placa
caliente

Se utilizaron la inyecciéon intraplantar de carragenato y la prueba de la placa caliente para evaluar los efectos
antiinflamatorios de GABA-nortriptilina en comparacién con nortriptilina sola y con gabapentina (acido 1-
(aminometil)ciclohexanoacético).

Materiales y procedimientos

Procedimiento experimental: Se dividieron ratas Wistar de 12 semanas de edad (250-300 g; Harlan, Israel) en
cuatro grupos (n=8-10) y se trataron de la siguiente forma:

1. Control — vehiculo

2. 5 mg/kg de nortriptilina, po. (14 mg + 2,8 ml de DDW)

3. Nortriptilina-GABA (AN-228) equivalente molar para 5 mg/kg, po, ((14,4 mg * 1,28) 18,432 mg + 2,8 ml DDW).
4. 100 mg/kg de gabapentina, po.

Se marcaron ratas Wistar (250-300 g) con un marcador permanente en el tobillo de la pata trasera izquierda para
definir el area de la pata que se iba a vigilar. Se trataron las ratas tal como se ha descrito anteriormente en el
presente documento. Después de tres horas, se indujo el edema de la pata inyectando 100 pl de una solucién al 1 %
de A-carragenato (Sigma, EE.UU.) en solucién salina normal en la superficie plantar de la pata trasera izquierda de
las ratas. Se midié el area del edema inducido utilizando un calibre en los puntos temporales especificados. Se midié
la actividad antiinflamatoria analizando el aumento en altura.

Se ensayaron también los animales sobre la placa caliente a -60, 0, 120, 240 min, 24 h y 48 horas.
Resultados experimentales

Tal como se ilustra en la Figura 12, se sefiald una respuesta significativamente retrasada a la sensacién de calor en
las ratas que recibian nortriptilina-GABA en comparacion con nortriptilina sola y gabapentina 4 horas después de la
inyeccién.

Tal como se ilustra en la Figura 13A, la altura de la pata fue significativamente menor en ratas que habian recibido
nortriptilina-GABA en comparacién con nortriptilina sola y el control a las 4 horas, 24 horas y 48 horas después de la
induccion del edema. Tal como se ilustra en la Figura 13B, la altura de la pata fue significativamente menor en ratas
que habian recibido nortriptilina-GABA en comparacion con nortriptilina sola, gabapentina y el control a las 24 horas
y 48 horas después de la induccién del edema.

Ejemplo 6

Efectos del conjugado de GABA-nortriptilina en comparacion con gabapentina y nortriptilina segin se
determino mediante la secrecion de la citoquina inflamatoria

Se utiliz6 la secrecién de citoquina para evaluar los efectos antiinflamatorios de GABA-nortriptilina (AN-228) en
comparacién con nortriptilina sola o gabapentina (acido 1-(aminometil)ciclohexanoacético).

Materiales y procedimientos

Medida de TNF-a e INF-y en la piel de la pata de ratones: - Se dividieron ratones Balb-c en cuatro grupo (n=8).
Dos horas antes de la inyeccion de formalina se trataron por via oral con 0,5 mg/kg de nortriptilina, una dosis
equimolar de AN-228 nortriptilina-GABA, una mezcla de 0,5 mg/kg de nortriptilina y una dosis equimolar de GABA, y
50 mg/kg de gabapentina. Después de 4 horas los ratones se sacrificaron y los tejidos procedentes del sitio de la
inyeccion se recogieron y se analizaron para determinar su contenido en TNF-a o INF-y. Los tejidos recogidos se
homogeneizaron en 300 pl de PBS frio en hielo que contenia NaCl 0,4 mM, Tween 20 al 0,05 %, fluoruro de
fenilmetilsulfonilo 0,1 mM (PMSF) y un céctel inhibidor de la proteasa 0,1 mM (Calbiochem, Darmstadt, Alemania). El
homogenado se centrifugd a 10.000 g durante 30 min a 4° C. Se retiré el sobrenadante, que se evalué mediante el
kit ELISA de TNF-a de ratén (BD OptEIA, CA, EE.UU.) y el inmunoensayo INF-y de ratén (R&D Systems,
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Minneapolis, MN, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los resultados se expresan como ng de
TNF-a o INF-y por mg de proteina).

Resultados experimentales

La cantidad de INF-y (Figura 14A) y TNF-a (Figura 14B) fue significativamente menor en ratones tratados con AN-
228 nortriptilina-GABA que en ratones tratados con una dosis equimolar de nortriptilina o una dosis equimolar de
nortriptilina + GABA.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un conjugado quimico que comprende un primer resto quimico unido covalentemente con un segundo
resto quimico, en el que dicho primer resto quimico se selecciona entre el grupo que consiste en nortriptilina y
fluoxetina y ademas en el que el segundo resto quimico es GABA, para la fabricacién de un medicamento para el
tratamiento de un dolor.

2. Un articulo de fabricacién que comprende una composicion farmacéutica que esta envasada en un material de
envase e identificada con una impresion en o sobre dicho material de envase para uso en el tratamiento del dolor,
incluyendo dicha composicion farmacéutica un vehiculo farmacéuticamente aceptable y, como principio activo, un
conjugado quimico que comprende un primer resto quimico unido covalentemente con un segundo resto quimico, en
el que dicho primer resto quimico se selecciona entre el grupo que consiste en nortriptilina, y fluoxetina y ademas en
el que dicho segundo resto quimico es GABA.

3. Uso de un conjugado quimico de nortriptilina-GABA para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de
un dolor.
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