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DESCRIPCION
Forma cristalina de un compuesto 4-[2-(2-fluorofenoximetil)fenil]piperidina
Antecedentes de la invencion
Area de la invencion

La presente invencion esta relacionada con una nueva forma cristalina de un compuesto 4-[2-(2-
fluorofenoximetil)fenil]piperidina, que posee actividad como inhibidor de la recaptacion de serotonina (5-HT) y
norepinefrina (NE). Esta invencién también esta relacionada con composiciones farmacéuticas que comprenden la
forma cristalina.

Se describen los procesos e intermediarios para la preparacion de la forma cristalina, y los métodos para la
utilizacion de tales compuestos en el tratamiento de un trastorno doloroso, como el dolor neuropético, y otros
alimentos.

Estado de la materia

El dolor es una sensacion desagradable y una experiencia emocional asociada con el dafio en los tejidos, ya sea
real o potencial, o descrito en términos de dicho dafio (terminologia del dolor de la International Association for the
Study of Pain (IASP)). El dolor crénico persiste mas alla del dolor agudo o mas alla del tiempo previsto de curacion
de una herida (American Pain Society. "Pain Control in the Primary Care Setting." 2006:15). El dolor neuropatico es
un dolor que se inicia o causado por una lesion o disfunciéon primaria en el sistema nervioso. El dolor periférico
neuropatico ocurre cuando la lesion o disfuncién afecta el sistema nervioso periférico y el dolor neuropatico central
cuando la lesion o disfuncion afecta el sistema nervioso central (IASP).

Actualmente se utilizan varios tipos de agentes terapéuticos para tratar el dolor neuropatico, lo que incluye por
ejemplo, antidepresivos triciclicos, inhibidores de la recaptaciéon de serotonina y norepinefrina, ligandos de los
canales de calcio (por ejemplo, gabapentina y pregabalina), lidocaina topica y agonistas opioides (por ejemplo,
morfina, oxicodona, metadona, levorfanol y tramadol).

La WO 2004/087155 describe ciertos inhibidores de la recaptaciéon de norepinefrina y sales de los mismos.

La 4-[2-(2-fluorofenoximetil)fenil]piperidina, descrita aqui, inhibe la recaptacion de la serotonina y de la norepinefrina
mediante la unién a los transportadores de la serotonina y de la norepinefrina. Cuando se preparan compuestos para
el almacenamiento a largo plazo y cuando se preparan composiciones y formulaciones farmacéuticas, a menudo es
deseable tener una forma cristalina del agente terapéutico que no es ni higroscépico ni delicuescente. También es
una ventaja tener una forma cristalina que posea un punto de fusion relativamente alto (es decir, superior a
alrededor de 150°C), que permite procesar al material, por ejemplo, micronizacién sin una descomposicion
significativa. Por lo tanto, existe una necesidad de una forma estable, no delicuescente de 4-[2-(2,4,6-
trifluorofenoximetil)fenillpiperidina que posee un nivel aceptable de higroscopicidad y un punto de fusién
relativamente alto.

Resumen de la invencion

La presente invencion estd relacionada con una sal de clorhidrato cristalina de 4-[2-(2,4,6-
trifluorofenoximetil)fenillpiperidina.

Un aspecto de la invencion esta relacionado con procesos para preparar una sal de clorhidrato cristalina de 4-[2-
(2,4,6-trifluorofenoximetil)fenil]piperidina. En una realizacién, un proceso para preparar una sal de clorhidrato
cristalina de 4-[2-(2,4,6-trifluorofenoximetil)fenil]piperidina comprende los pasos de: a) tratar una sal de clorhidrato
cristalina de 4-[2-(2,4,6-trifluorofenoximetil)fenil]piperidina con acetato de etilo y etanol hasta completar la disolucion;
b) enfriar para realizar la cristalizacién; c) aislar los soélidos resultantes para proporcionar la sal de clorhidrato
cristalina de la invencion. En otra realizacion, esta sal de clorhidrato cristalina de se d) trata ademas con isopropanol
y agua hasta completar la disolucién; e) enfriar para realizar la cristalizacion; y f) aislar los sélidos resultantes para
proporcionar la sal de clorhidrato cristalina de la invencion.

Otro aspecto de la invenciébn estd relacionado con un proceso para purificar 4-[2-(2,4,6-
trifluorofenoximetil)fenillpiperidina. En una realizacion, este proceso comprende la formacion de una sal de
clorhidrato cristalina de 4-[2-(2,4,6-fluorofenoximetil)fenil]piperidina.

Un aspecto de la invencién esta relacionado con una composiciéon farmacéutica que comprende un transportador
farmacéuticamente aceptable y una sal de clorhidrato cristalina de 4-[2-(2,4,6-trifluorofenoximetil)fenil]piperidina.
Dichas composiciones pueden contener opcionalmente otros agentes activos como agentes contra el Alzheimer,
anticonvulsivos, antidepresivos, agentes contra el Parkinson, inhibidores duales de la recaptacion de serotonina-
norepinefrina, agentes antiinflamatorios no esteroideos, inhibidores de la recaptacion de la norepinefrina, agonistas
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opioides, antagonistas opioides, inhibidores selectivos de la recaptacion de la serotonina, bloqueadores de los
canales de sodio, simpaticoliticos, y combinaciones de los mismos. De acuerdo con esto, en aun otro aspecto de la
invencidn, una composicion farmacéutica comprende la sal cristalina de la invencién, un segundo agente activo, y
un transportador farmacéuticamente aceptable. Otro aspecto de la invencion esta relacionado con una combinacion
de agentes activos, que comprende la sal cristalina de la invencién y un segundo agente activo. La sal cristalina de
la invencion puede formularse junto o de forma separada de uno o varios agentes adicionales. Cuando se formula de
forma separada, puede incluirse un transportador farmacéuticamente aceptable con los agentes adicionales. Asi,
otro aspecto de la invencion esta relacionada con una combinacién de composiciones farmacéuticas, la combinacion
comprende: una primera composicion farmacéutica comprende la sal cristalina de la invencién y un primer
transportador farmacéuticamente aceptable; y una segunda composiciéon farmacéutica que comprende un segundo
agente activo y un segundo transportador farmacéuticamente aceptable. La invencién puede utilizarse en forma de
un equipo que contiene dichas composiciones farmacéuticas, por ejemplo en la que la primera y segunda
composicion farmacéutica son composiciones farmacéuticas separadas.

4-[2-(2,4,6-trifluorofenoximetil)fenil]piperidina posee actividad inhibidora de la recaptacién de serotonina y actividad
inhibidora de la recaptacion de norepinefrina. La sal de clorhidrato cristalina de este compuesto se espera que tenga
la misma actividad y por lo tanto la misma utilidad que un agente terapéutico para el tratamiento de pacientes que
sufren de una enfermedad o trastorno que es tratado por la inhibicion de la serotonina y/o el transportador de
norepinefrina. Asi, la invencion encuentra utilidad en un método de tratamiento de: un trastorno de dolor, como dolor
neuropatico o fibromialgia, trastorno depresivo, tales como depresiéon mayor; un trastorno afectivo, tal como un
trastorno de ansiedad; trastorno por déficit de atencion con hiperactividad, un trastorno cognitivo tal como la
demencia; incontinencia urinaria por estrés, sindrome de fatiga crénica, obesidad, o los sintomas vasomotores
asociados con la menopausia, que comprende administrar a un paciente una cantidad terapéuticamente efectiva del
compuesto cristalino de la invencion.

Otro aspecto de la invencion se refiere al compuesto cristalino de la invencion para utilizar en terapia. Puede ser
utilizado en la fabricacién de medicamentos, especialmente para la fabricacion de medicamentos Utiles para el
tratamiento de trastornos de dolor, trastornos depresivos, trastornos afectivos, trastorno por déficit de atencion con
hiperactividad, trastornos cognitivos, incontinencia urinaria por estrés, para la inhibicion de la recaptacion de
serotonina en un mamifero, o para la inhibicién de la recaptacion de norepinefrina en un mamifero. Otros aspectos y
realizaciones de la invencion se describen en el presente documento.

Breve descripcion de las figuras
Varios aspectos de la presente invencion se ilustran mediante referencia a los dibujos adjuntos.

La figura 1 muestra un patrén de difraccion de rayos x de polvo (PXRD) de la sal cristalina de clorhidrato de 4-[2-
(2,4,6-trifluorofenoximetil)fenil]piperidina. La figura. 2 muestra un termégrafo de calorimetria diferencial de barrido
(DSC) y un analisis térmogravimétrico de trazas (TGA). La figura. 3 muestra un perfil de dinamica de absorcion de
humedad (DMS). La figura. 4 es una imagen micrografica. La figura. 5 es una imagen microscépica de una unidad
de cristal.

Descripcion detallada de la invencion

Esta invencién proporciona una sal cristalina de clorhidrato de 4-[2-(2,4,6-trifluorofenoximetil)fenil]piperidina.
Sorprendentemente, este compuesto cristalino se ha encontrado que no es delicuescente, incluso cuando se expone
a la humedad atmosférica. Ademas, este compuesto cristalino tiene un nivel aceptable de higroscopicidad y un punto
de fusion alto.

El cristal Uunico de la molécula de farmaco presenta una simetria monoclinica (grupo espacial P2:C), con los
siguientes parametros de celda unidad-: A = C =90 °, B = 104,595 °; a = 11,631 A, b = 7,057 A, ¢ = 42,532 A.
Aunque no se desea estar limitado por la teoria, basandose en los datos de la cristalografia de rayos X, el cristal se
cree que esta construido alrededor de la molécula de agua y el contenido de agua se determina a partir del factor de
ocupacion del agua en la celda unitaria utilizando los parametros de movimiento térmico de los atomos y en los
factores generales de estructura observados.

Asi, en una realizacion, la sal cristalina de clorhidrato de 4-[2-(2,4,6-trifluorofenoximetil)fenillpiperidina puede
contener una cierta cantidad de agua que se absorbe en la superficie del material cristalino o forma parte de la
estructura cristalina.

En una realizacion particular, la sal de clorhidrato cristalina puede contener una cantidad de agua que varia de
aproximadamente 0,2% en peso a aproximadamente 0,8% en peso que se absorbe en la superficie del cristal, y en
otra realizacion entre aproximadamente 0,4% en peso hasta aproximadamente 0,6% en peso.

En otra realizacién particular, la sal del clorhidrato cristalino puede contener aproximadamente de 0,25 a
aproximadamente 0,50 moles de agua que forma parte de la estructura cristalina, y en otra realizacion entre
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aproximadamente 0,30 a aproximadamente 0,40 moles. En una realizacion ejemplar, hay alrededor de 0,32 moles
de agua presentes por cada mol de la sal de clorhidrato de 4-[2 -(2,4,6-trifluorofenoximetil )fenil]piperidina.

Definiciones

Cuando se describen los compuestos, composiciones, métodos y procesos de la invencion, los siguientes términos
poseen los siguientes significados a no ser que se indique de otro modo. Adicionalmente, como se utiliza aqui, la
formas singulares “el, 1a" y "un, una" incluyen las correspondientes formas plurales a no ser que el contexto en el
que se utilicen claramente dicte lo contrario. Los términos "que comprende”, "que incluye," y "posee" pretenden ser
inclusivos y significan que pueden haber otros elementos adicionales distintos a los que elementos indicados. Todos
los nimeros que expresan cantidades de ingredientes, las propiedades como el peso molecular, las condiciones de
reaccion, y otros que se utilizan aqui, debe entenderse que se modifican en todos los ejemplos por el término
"alrededor de", a no ser que se indique de otro modo. De acuerdo con ello, los niumeros que aqui se indican son
aproximaciones que pueden variar dependiendo de las propiedades deseadas que se pretende obtener mediante la
presente invencion. Al menos, y sin pretender limitar la aplicacién de la doctrina de equivalentes al alcance de las
reivindicaciones, por lo menos debe interpretarse cada numero teniendo en cuenta los digitos significativos
indicados y aplicar las técnicas de redondeo habituales.

Como se utiliza aqui, la frase "de férmula", "con la formula" o "con la estructura" no pretende ser limitante y se utiliza
del mismo modo en el que el término "que comprende” se utiliza habitualmente.

EL término "punto de fusion" tal como se utiliza aqui indica la temperatura en la que se observa el maximo flujo de
calor endotérmico mediante calorimetria de barrido diferencial, para la transicién térmica que corresponde al cambio
de fase sélido a liquido.

El término "aceptable a nivel farmacéutico" se refiere a un material que no es inaceptable ni a nivel bioldgico ni de
otro modo cuando se utiliza en la invencion. Por ejemplo, el término "transportador aceptable a nivel farmacéutico”
se refiere a un material que puede incorporarse en una composicion y administrarse a un paciente sin causarle
efectos biolégicos inaceptable o interaccionar de una forma inaceptable con otros componentes de la composicion.
Tales materiales aceptables a nivel farmacéutico normalmente cumplen los estandares necesarios de las pruebas
toxicoldgicas y de elaboracion, e incluyen aquellos materiales identificados ingredientes inactivos adecuados por la
Food and Drug Administration estadounidense.

El término "cantidad efectiva a nivel terapéutico" significa una cantidad suficiente para un tratamiento efectivo
cuando se administra a un paciente en necesidad del mismo, es decir, la cantidad de farmaco necesaria para
obtener el efecto terapéutico deseado. Por ejemplo, una cantidad efectiva a nivel terapéutico para el tratamiento del
dolor neuropatico es una cantidad de compuesto necesaria para, por ejemplo, reducir, suprimir, eliminar o prevenir
los sintomas del dolor neuropatico o para tratar la causa subyacente del dolor neuropatico. Por otro lado, el término
"cantidad efectiva" significa una cantidad suficiente para obtener el resultado deseado, que no necesariamente debe
ser un resultado terapéutico. Por ejemplo, cuando se estudia un sistema que comprende un transportador de
norepinefrina, una "cantidad efectiva" puede ser la cantidad necesaria para inhibir la recaptacion de la norepinefrina.

El término "tratar" o "tratamiento” como se utiliza aqui, significa la forma de tratar o el tratamiento de una enfermedad
o estado médico (como el dolor neuropatico) en un paciente, como un mamifero (en particular un humano), que
incluye uno o mas de los siguientes pasos: (a) evitar la aparicion de la enfermedad o estado médico, es decir, el
tratamiento profilactico de un paciente; (b) mejorar la enfermedad o estado médico, es decir, eliminar o causar la
regresion de la enfermedad o estado médico en un paciente; (c) suprimir la enfermedad o estado médico, es decir,
ralentizar o detener el desarrollo de la enfermedad o estado médico en un paciente; o (d) aliviar los sintomas de la
enfermedad o estado médico en un paciente. Por ejemplo, el término "el tratamiento de dolor neuropatico" incluiria la
prevencion de la aparicion de dolor neuropatico, la mejora del dolor neuropatico, la supresion del dolor neuropatico,
y el alivio de los sintomas del dolor neuropatico. El término "paciente" pretende incluir aquellos mamiferos, como los
humanos, que tienen necesidad de tratamiento o de prevencién de una enfermedad, que actualmente estan siendo
tratados para la prevencién de una enfermedad o el tratamiento de una enfermedad o estado médico especifico, asi
como los sujetos de prueba en los que tales compuestos de la invencién se estan evaluando o se estan utilizando en
un ensayo, por ejemplo un modelo animal.

Todos los otros términos utilizados en el presente documento se pretende que tengan su significado ordinario como
es entendido por los expertos en la técnica a la que pertenecen.

El compuesto cristalino de la invencién se puede sintetizar a partir de materiales de partida facilmente disponibles
como se describe a continuacion y en los Ejemplos. Se apreciara que donde las condiciones de proceso tipicas o
preferidas (es decir, temperaturas de reaccién, tiempos, proporciones molares de reactivos, disolventes, presiones,
etc.) se dan, otras condiciones del proceso también se pueden utilizar a menos que se indique lo contrario. Se
apreciara que mientras que las condiciones especificas de proceso (es decir, temperaturas de cristalizacion,
tiempos, proporciones molares de reactivos, disolventes, presiones, etc.) se dan, otras condiciones del proceso
también se puede utilizar a menos que se indique lo contrario. En algunos casos, las reacciones o cristalizaciones se
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llevaron a cabo a temperatura ambiente y no se tomd ninguna medicidon de la temperatura real. Se entiende que la
temperatura ambiente puede tomarse para significar una temperatura dentro del intervalo comiunmente asociado con
la temperatura ambiente en un entorno de laboratorio, y tipicamente estara en el intervalo de aproximadamente 25
°C a aproximadamente 50 °C. En otros casos, las reacciones o cristalizaciones se llevaron a cabo a temperatura
ambiente y la temperatura se midio y registr6 realmente.

Generalmente, la cristalizacion se lleva a cabo en un adecuado sistema de diluyente o disolvente inerte, ejemplos de
los cuales incluyen, pero no se limitan a, metanol, etanol, isopropanol, isobutanol, acetato de etilo, acetonitrilo,
diclorometano, éter metil-t-butilo, y similares , y mezclas de los mismos, que contienen opcionalmente agua. Una vez
completada la cristalizacion, el compuesto cristalino se puede aislar de la mezcla de reaccién mediante cualquier
medio convencional tal como precipitacion, concentracion, centrifugacion y similares.

La 4-[2-(2,4,6-trifluorofenoximetil)fenil]piperidina empleada en la invencién se pueden preparar facilmente a partir de
materiales de partida comercialmente disponibles y reactivos mediante los procedimientos descritos en los Ejemplos.
Las relaciones molares descritas en los métodos de la invencion se pueden determinar facilmente por diversos
métodos disponibles para los expertos en la técnica. Por ejemplo, tales relaciones molares se pueden determinar
facilmente mediante RMN "H. Alternativamente, los métodos de andlisis elemental y HPLC se pueden utilizar para
determinar la relacion molar.

En general, el compuesto cristalino de la invencién se puede preparar mediante el tratamiento de 4-[2-(2,4,6-
trifluorofenoximetil)fenillpiperidina con un diluyente inerte para completar la disolucién. Los diluyentes inertes
adecuados incluyen, a modo de ilustracién y sin limitacion, acetona, acetonitrilo, acetato de etilo, metil etil cetona,
metanol, etanol, isopropanol, agua, etc. Otros diluyentes inertes adecuados se incluyen a modo de ilustracion y sin
limitacion, las combinaciones de diluyentes inertes tales como acetona con agua, acetonitrilo con agua, etanol y
acetato de etilo, metanol y agua, e isopropanol y agua. En una realizacion particular, el diluyente inerte es acetato de
etilo o una combinacion de isopropanol con agua. Generalmente, la disolucion se lleva a cabo a una temperatura
que varia desde aproximadamente 50 ° C a aproximadamente 90 ° C, en una realizaciéon a una temperatura que
varia entre aproximadamente 60-80 ° C, y en otra realizacién a una temperatura en un rango de aproximadamente
65-75 °C. La soluciéon se enfria a continuacion para formar el compuesto cristalino de la invencién. En una
realizacién particular, la solucién se enfria a aproximadamente 20-30 °C, tal como 25 °C. Después de una cantidad
adecuada de tiempo, se observaron los cristales. En una realizacion, los cristales se observaron después de un
periodo de aproximadamente 1 hora. Después de observar los cristales, el volumen del licor madre se puede reducir
y aislar y secar los cristales. En una realizacién, una vez que se observan cristales, los cristales se dejan desarrollar
durante un periodo de aproximadamente 12-24 horas antes de su aislamiento.

En una realizacién, el compuesto cristalino de la invencion se prepara mediante tratamiento de la sal de clorhidrato
de 4-[2-(2,4,6-trifluorofenoximetil)fenil]piperidina con acetato de etilo y etanol para completar la disoluciéon y
enfriamiento para efectuar la cristalizacion. Los cristales se aislan entonces para proporcionar una sal cristalina de
clorhidrato que tiene una pureza normalmente superior al 99%. Normalmente, este proceso puede llevarse a cabo
en cualquiera de los rangos de temperatura mencionados anteriormente. Por ejemplo, la disolucion se puede hacer
a aproximadamente 65-70 °C, seguido de enfriamiento a temperatura ambiente.

La misma forma cristalina se puede preparar con una pureza ligeramente mayor y mejores propiedades
higroscopicas mediante recristalizacion. Asi, en otra realizacion, la sal del clorhidrato cristalina preparada usando
acetato de etilo y etanol se recristaliza con isopropanol y agua, es decir, se trata con isopropanol y agua para
completar la disolucion y se enfria para efectuar la cristalizacién. Los sélidos resultantes se pueden aislar y secar
para proporcionar el compuesto cristalino de la invencion. Normalmente, este proceso puede llevarse a cabo en
cualquiera de los rangos de temperatura mencionados anteriormente. Por ejemplo, la disolucién se puede hacer a
aproximadamente 75 °C, seguido de enfriamiento a temperatura ambiente. La relacién en volumen de isopropanol
con agua estara normalmente en el intervalo de aproximadamente 9:1 a aproximadamente 21:1, por ejemplo, en una
realizacién alrededor de 10:1, y en otra realizacion en aproximadamente 20:1.

El material de partida de sal de clorhidrato puede prepararse mediante técnicas que son bien conocidas en la
técnica, y se proporcionan ejemplos en los Ejemplos de este documento. Por ejemplo, 4-[2-(2,4,6-
trifluorofenoximetil)fenil]piperidina -1-carboxilato de t-butilo se puede desproteger usando acido clorhidrico en etanaol,
para proporcionar la sal de clorhidrato.

Propiedades cristalinas

Entre otras ventajas, se ha descubierto que la formacién de una sal cristalina de clorhidrato de 4-[2-(2,4,6-
trifluorofenoximetil)fenil]piperidina, es util para purificar el compuesto en si. Por ejemplo, la sal del clorhidrato
cristalino de la invencién tiene una pureza mayor del 99,0%.

Como es bien conocido en el campo de la difraccion de rayos X en polvo, las alturas relativas de los picos de los
espectros de PXRD dependen de un numero de factores relacionados con la preparacion de la muestra y la
geometria del instrumento, mientras que las posiciones de los picos son relativamente insensibles a detalles
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experimentales. Se obtuvo un patron de PXRD tal como se expone en el Ejemplo 4. Asi, en una realizacion, el
compuesto cristalino de la invencién se caracteriza por un patron de PXRD que tiene ciertas posiciones de pico.

El compuesto cristalino se caracteriza por un patrén de PXRD en el que las posiciones de los picos estan
sustancialmente de acuerdo con aquellas mostradas en la figura. 1. Estos picos se enumeran a continuacion, en
orden descendente de intensidad relativa. Todas las intensidades de los picos de PXRD se corrigieron restando la
intensidad de fondo correspondiente para cada pico.

1% 2-Theta 1% 2-Theta
100 17,16 30 27,24
66 16,06 26 29,60
55 10,22 16 4,44

51 26,32 24 31,94
43 18,38 19 23,76
33 21,78 22 8,11

32 13,18

Asi, en una realizacién, el compuesto cristalino se caracteriza por una difraccién de rayos X en polvo (PXRD) que
comprende picos de difraccion a valores de 20 de 4,44+0,20, 10,22+0,20, 17,16+0,20 y 21,78+0,20, y caracterizado
ademas por que tiene uno o mas picos de difraccion adicionales a valores 26 seleccionados de 8,11+0,20,
13,18+0,20, 16,06+0,20, 18,38+0,20, 23,76+0,20, 26,32+0,20, 27,24+0,20, 29,60+0,20, y 31,94+0,20.

Un analisis de calorimetria de barrido diferencial (DSC) se obtuvo tal como se expone en el Ejemplo 5. Asi, en una
realizacién, el compuesto cristalino se caracteriza por su termégrafo DSC. En una realizacién, el compuesto
cristalino se caracteriza por un termoégrafo de DSC que muestra un punto de fusion de aproximadamente 196,9 °C,
sin una descomposicion térmica significativa por debajo de aproximadamente 200,0 °C, como se ve en la figura. 2.

El analisis termogravimétrico (TGA) se realizé en el compuesto cristalino tal como se describe en el Ejemplo 5. Asi,
en una realizacién, el compuesto cristalino se caracteriza por su TGA de trazas. En una realizacién, el compuesto
cristalino se caracteriza por una TGA de trazas que muestra una pérdida de disolventes y / o agua
(aproximadamente 0,5%) a temperaturas por debajo de aproximadamente 150,0 °C, como se ve en la figura. 2.

El compuesto cristalino de la invencion ha demostrado que tiene un perfil reversible de absorcion / desorcidon con
niveles aceptables de higroscopicidad. Por ejemplo, el compuesto cristalino no tiene o tiene una minima propension
a la higroscopicidad, y ha presentado menos de aproximadamente 2,0% de aumento de peso cuando se expone a
un maximo de 90% de humedad relativa, como se ve en la figura. 3.

Estas propiedades del compuesto cristalino de la invencion se ilustran adicionalmente en los siguientes Ejemplos.
Utilidad

4-[2-(2,4,6- trifluorofenoximetil)fenil]piperidina posee actividad inhibitoria de la recaptacion de la serotonina y de la
norepinefrina. Por lo tanto, es esperable que este compuesto, asi como el compuesto cristalino de la invencion,
posean una utilidad terapéutica como inhibidores combinados de la recaptacién de serotonina y norepinefrina
(SNRI).

La constante de inhibicién (Ki) de un compuesto es la concentraciéon de ligando que compite en un ensayo de
competiciéon que ocuparia un 50% de los transportadores si no estuviera presente el radioligando. Los valores de K;
pueden determinarse a partir de los estudios de unidon competitiva de radioligandos con ®H-nisoxetina (para el
transportador de norepinefrina, NET) y 3H—citalopram (para el transportador de serotonina, SERT), como se describe
en el Ensayo 1. Estos valores de K; se derivan de los valores de Clsp en el ensayo de union utilizando la ecuacion de
Cheng-Prusoff y la Ky del radioligando (Cheng & Prusoff (1973) Biochem. Pharmacol. 22(23): 3099-3108). Los
valores de Clso funcionales pueden determinarse en los ensayos de inhibicion funcional de la recaptacion descritos
en el Ensayo 2. Estos valores de Clsp pueden convertirse en valores de K; utilizando la ecuacion de Cheng-Prusoff y
la Km del transmisor de ese transportador. Debe hacerse notar que aunque las condiciones del ensayo de
recaptacion descritas en el Ensayo 2 son tales que los valores de Clsp son muy similares a los valores de K, seria
deseable una conversidon matematica, ya que la concentraciéon de neurotransmisor (5-HT o NE) utilizada en el
ensayo esta muy por debajo de su K, para el transportador respectivo.

Ejemplos de ensayos para la determinacion de la actividad inhibitoria de la recaptacion de serotonina y/o de
norepinefrina del compuesto cristalino de la invencion incluyen, a modo de ilustracion y no como limitacion, los
ensayos que miden la unidon a SERT y NET, por ejemplo, como se describe en el Ensayo 1. Ademas, es Uutil
entender el nivel de unién a DAT y la recaptaciéon en un ensayo como el que se describe en el Ensayo 1. Otros
ensayos secundarios Uutiles incluyen los ensayos de recaptaciéon de neurotransmisor para medir la inhibicion
competitiva de la recaptacion de serotonina y norepinefrina en células que expresan el respectivo transportador
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recombinante de humano o de rata (hRSERT, hNET o hDAT) como se describe en el Ensayo 2, y los ensayos de
recaptacion de neurotransmisor y de unién de radioligando ex vivo que se utilizan para determinar la ocupacion in
vivo de SERT, NET y DAT en tejidos, como se describe en el Ensayo 3. Otros ensayos que son utiles para evaluar
las propiedades farmacolégicas de los compuestos de prueba incluyen aquellos que se indican en el Ensayo 4.
Ejemplos de ensayos in vivo incluyen la prueba de la pata en formalina descrito en el Ensayo 5, que es un predictor
de confianza de la eficacia clinica del tratamiento del dolor neuropatico, y el modelo de ligacion del nervio espinal
descrito en el Ensayo 6. Los ensayos anteriormente mencionados son Utiles para determinar la utilidad terapéutica,
por ejemplo la actividad aliviando el dolor neuropatico, del compuesto cristalino de la invencién. Otras propiedades y
utilidades del compuesto cristalino de la invencion puede demostrarse utilizando varios ensayos in vitro e in vivo bien
conocidos para los expertos en la materia.

Es esperable que el compuesto cristalino de la invencién sea util para el tratamiento y/o la prevencién de
condiciones médicas en las que la regulacién de la funcion del transportador de monoaminas esté implicada, en
particular aquellas condiciones mediadas o que responden a la inhibicion de la recaptacion de la serotonina y de la
norepinefrina. Por lo tanto, es esperable que los pacientes que sufren una enfermedad o trastorno que se trata
mediante la inhibicién del transportador de la serotonina y/o de la norepinefrina puedan tratarse administrando una
cantidad efectiva a nivel terapéutico de un compuesto cristalino de la invencion. Tales condiciones médicas incluyen,
a modo de ejemplo: trastorno dolorosos como el dolor neuropatico, fibromialgia y dolor crénico, trastornos
depresivos como la depresion severa, trastornos afectivos como el trastorno de ansiedad; trastorno de hiperactividad
con déficit de atencion, trastornos cognitivos como la demencia e incontinencia urinaria por estrés.

La cantidad de agente activo administrado por dosis o la cantidad total diaria administrada puede predeterminarse o
puede determinarse en base a una paciente concreto teniendo en cuenta numerosos factores, lo que incluye la
naturaleza y gravedad del estado del paciente, el trastorno a tratar, la edad, peso y estado de salud general del
paciente, la tolerancia del paciente al agente activo, la via de administracion, las consideraciones farmacolégicas
como los perfiles de actividad, eficacia, farmacocinética y toxicologia del agente activo y cualquier agente secundario
que se vaya a administrar, y similares. El tratamiento de un paciente que sufre una enfermedad o estado médico
(como el dolor neuropatico) puede iniciarse con una dosificacién predeterminada o una dosis determinada por el
facultativo responsable del tratamiento, y continuara durante el periodo de tiempo necesario para evitar, reducir,
suprimir o aliviar los sintomas de la enfermedad o estado médico. Los pacientes que se sometan a dicho tratamiento
normalmente se monitorizaran en base a una rutina para determinar la efectividad de la terapia. Por ejemplo, en el
tratamiento de dolor neuropatico, una medida de la efectividad del tratamiento puede involucrar la valoracion de la
calidad de vida del paciente, por ejemplo, las mejoras en el patron de suefio del paciente, asistencia al trabajo,
capacidad de hacer ejercicio y estar ambulatorio, etc. También pueden utilizarse escalas de dolor, que operan en
base a puntos, para evaluar el nivel de dolor de un paciente. Los indicadores para el resto de enfermedades y
estados aqui descritos son bien conocidos para los expertos en la materia, y estaran facilmente disponibles para el
facultativo al cargo del tratamiento. La monitorizacion continua del facultativo asegurara que se esta administrando la
cantidad 6ptima de agente activo en cualquier momento dado, asi como facilitara la determinacion de la duracién del
tratamiento. Esto es de particular importancia cuando también se estan administrando otros agentes secundarios, ya
que su seleccién, dosificacion y duracion de la terapia también puede requerir ajustes. De este modo, el régimen de
tratamiento y el programa de dosificacion puede ajustarse a lo largo del curso de la terapia de manera se administre
la menor cantidad de agente activo que muestre la efectividad deseada y, ademas, que se mantenga la
administracion solo durante el tiempo necesario para tratar de forma exitosa la enfermedad o estado médico.

Trastornos dolorosos

Se ha demostrado que los SNRI poseen un efecto beneficioso sobre el dolor, como la neuropatia diabética dolorosa
(duloxetina, Goldstein et al. (2005) Pain 116:109-118; venlafaxina, Rowbotham et al. (2004) Pain 110:697-706), la
fibromialgia (duloxetina, Russell et al. (2008) Pain 136(3):432-444; milnacipran, Vitton et al. (2004) Human
Psychopharmacology 19: S27-S35), y la migrafia (venlafaxina, Ozyalcin et al. (2005) Headache 45(2):144-152). Por
lo tanto, una realizacién de la invenciéon encuentra utilidad en un método para el tratamiento de un trastorno
doloroso, que comprende la administracidon a un paciente de una cantidad efectiva a nivel terapéutico del compuesto
cristalino de la invencion. Normalmente, la cantidad efectiva a nivel terapéutico sera la cantidad que es suficiente
para aliviar el dolor. Ejemplos de trastornos dolorosos incluyen, a modo de ilustracién, el dolor agudo, el dolor
persistente, el dolor crénico, dolor inflamatorio y dolor neuropatico. Mas especificamente, estos incluyen el dolor
asociado o causado por la artritis, dolor lumbar incluyendo el dolor lumbar crénico, cancer, lo que incluye el dolor
relacionado con el tumor (por ejemplo, dolor dseo, dolor de cabeza, dolor facial o dolor visceral) y el dolor asociado
con la terapia del cancer (por ejemplo, sindrome posterior a la quimioterapia, sindrome del dolor postquirdrgico
cronico y sindrome posterior a la radiacion), sindrome del tunel carpiano, fibromialgia, dolores de cabeza, incluyendo
los dolores de cabeza por tensidén croénicos, la inflamacidon asociada con la polimialgia, artritis reumatoide y
osteoartritis, la migrafa, el dolor neuropatico, lo que incluye el sindrome del dolor regional complejo, dolor general,
dolor postoperatorio, dolor en el hombro, sindromes de dolor central, lo que incluye el dolor posterior a una apoplejia
y el dolor asociado con los traumatismos en la médula espinal y la esclerosis multiple, el dolor del miembro
fantasma, el dolor asociado con la enfermedad de Parkinson y el dolor visceral (por ejemplo, el sindrome del colon
irritable). Es de particular interés el tratamiento del dolor neuropatico, que incluye la neuropatia periférica diabética
(DPN), neuropatia relacionada con el VIH, neuralgia postherpética (PHN) y la neuropatia periférica inducida por la
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quimioterapia. Cuando se utiliza para tratar trastornos dolorosos como el dolor neuropatico, los compuestos de la
invenciéon pueden administrarse en combinacidn con otros agentes terapéuticos, lo que incluye anticonvulsionantes,
antidepresivos, relajantes musculares, AINE, agonistas opioides, antagonistas opioides, inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina, bloqueantes de los canales de sodio y simpaticoliticos. Aqui se describen ejemplos de
compuestos dentro de estas clases.

Trastornos depresivos

Otra forma de realizacion de la invencién encuentra utilidad en el método de tratamiento de un trastorno depresivo,
que comprende administrar a un paciente una cantidad terapéuticamente efectiva del compuesto cristalino de la
invencion. Normalmente, la cantidad terapéuticamente efectiva sera la cantidad que es suficiente para aliviar la
depresién y proporcionar una sensacion de bienestar general. Ejemplos de trastornos depresivos incluyen, a modo
de ilustracion pero sin limitacién: depresion asociada con la enfermedad de Alzheimer, trastorno bipolar, cancer,
abuso infantil, infertilidad, enfermedad de Parkinson, infarto de miocardio y psicosis; distimia, sindrome del anciano
grufion o irritable, depresién inducida; depresién mayor, depresion pediatrica, depresion posmenopausica, depresion
post-parto, depresion recurrente, depresion de episodio Unico, y la depresién sintomatica subsindrome. Es de
particular interés el tratamiento de la depresion mayor. Cuando se utilizan para tratar los trastornos depresivos, los
compuestos de la invencion se pueden administrar en combinacion con otros agentes terapéuticos, incluyendo
antidepresivos e inhibidores duales de la recaptacion de serotonina y norepinefrina. Se describen aqui compuestos
ejemplares dentro de estas clases.

Trastornos afectivos

Otra forma de realizacion de la invencion encuentra utilidad en el método de tratamiento de un trastorno afectivo,
que comprende administrar a un paciente una cantidad terapéuticamente efectiva del compuesto cristalino de la
invencion. Ejemplos de trastornos afectivos incluyen, a modo de ilustracion y sin limitacion: trastornos de la ansiedad
tales como trastorno de ansiedad general, trastorno de personalidad por evitacion; trastornos de la alimentacion
tales como anorexia nerviosa, bulimia nerviosa y obesidad, trastorno obsesivo compulsivo, trastorno de panico,
trastornos de la personalidad, tales como trastorno de personalidad por evitacién y trastorno de déficit de atencién
con hiperactividad (TDAH), sindrome de estrés postraumatico, fobias, como la agorafobia, asi como otras fobias
simples y especificas, y fobia social, sindrome premenstrual, trastornos psicoticos, como la esquizofrenia y la mania,
trastorno afectivo estacional; disfunciéon sexual, incluyendo la eyaculacion precoz, impotencia masculina, y disfuncion
sexual femenina como el trastorno de la excitacion sexual femenina, trastorno de ansiedad social, trastornos de
abuso de sustancias, incluidas las dependencias quimicas como adicciones al alcohol, benzodiacepinas, cocaina,
heroina, nicotina y fenobarbital, asi como los sindromes de abstinencia que pueden surgir de estas dependencias.
Cuando se usa para tratar los trastornos afectivos, los compuestos de la invencidon se pueden administrar en
combinacidon con otros agentes terapéuticos, incluyendo los antidepresivos. Se describen aqui compuestos
ejemplares dentro de estas clases.

La atomoxetina, que es 10 veces mas selectiva que NET, esta aprobada para la terapia del trastorno de déficit de
atencion con hiperactividad (TDAH), y los estudios clinicos han demostrado que el IRSN, venlafaxina, puede
también tener un efecto beneficioso en el tratamiento de el TDAH (Mukaddes et al. (. 2002) Eur. Neuropsychopharm.
12 (Supl. 3): 421). Por lo tanto, se espera también que el compuesto cristalino de la invencion sea util en métodos
para el tratamiento del trastorno de déficit de atencion con hiperactividad mediante la administracion a un paciente
de una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto cristalino de la invencién. Cuando se utiliza para tratar
la depresién, los compuestos cristalinos de la invenciéon se pueden administrar en combinacién con otros agentes
terapéuticos, incluyendo los antidepresivos. Se describen aqui compuestos ejemplares dentro de estas clases.

Trastornos cognitivos

Otra realizacion de la invencion encuentra utilidad en el método de tratamiento de un trastorno cognitivo, que
comprende administrar a un paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto cristalino de la
invencion. Ejemplos de trastornos cognitivos incluyen, a modo de ilustracion y sin limitacion: demencia, que incluye
la demencia degenerativa (por ejemplo, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Greutzfeldt-Jakob, la corea de
Huntington, enfermedad de Parkinson, enfermedad de Pick, y la demencia senil), demencia vascular (por ejemplo,
demencia por infartos multiples), y la demencia asociada con lesiones que ocupan el espacio intracraneal,
traumatismos, infecciones y condiciones relacionadas (incluida la infeccién por el VIH), metabolismo, toxinas, anoxia
y deficiencia de vitaminas, y leve deterioro cognitivo asociado con el envejecimiento, como el deterioro cognitivo de
la memoria asociada con la edad, trastorno amnésico y descenso cognitivo relacionado con la edad. Cuando se usa
para tratar trastornos cognitivos, el compuesto cristalino de la invencién se puede administrar en combinacién con
otros agentes terapéuticos, incluyendo agentes contra el Alzheimer y contra el Parkinson. Se describen aqui
compuestos ejemplares dentro de estas clases.

Otros trastornos
Los IRSN también han demostrado ser eficaces para el tratamiento de la incontinencia urinaria por estrés
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(Dmochowski (2003) Journal of Urology 170 (4): 1259-63). Asi, otra realizacion de la invencion encuentra utilidad en
un método para el tratamiento de la incontinencia urinaria por estrés, que comprende administrar a un paciente una
cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto cristalino de la invencién. Cuando se utiliza para tratar la
incontinencia urinaria por estrés, los compuestos de la invencién se pueden administrar en combinacion con otros
agentes terapéuticos, incluyendo los anticonvulsivos. Se describen aqui compuestos ejemplares dentro de estas
clases.

La duloxetina, un SNRI, se encuentra en ensayos clinicos para evaluar su eficacia en el tratamiento del sindrome de
fatiga cronica, y recientemente han demostrado ser eficaces en el tratamiento de la fibromialgia (Russell et al. (2008)
Pain 136 (3):432-444). El compuesto cristalino de la invencién, debido a su capacidad para inhibir SERT y NET, se
espera que también tenga esta utilidad, y otra realizacidon de la invencién esta relacionada con un método para el
tratamiento del sindrome de fatiga cronica, que comprende la administracion a un paciente una cantidad
terapéuticamente efectiva de un compuesto cristalino de la invencién.

La sibutramina, un inhibidor de la recaptacion de dopamina y norepinefrina, ha demostrado ser util en el tratamiento
de la obesidad (Wirth et al. (2001) JAMA 286 (11):1331-1339). EI compuesto cristalino de la invencion, debido a su
capacidad para inhibir NET, se espera también que tenga esta utilidad, y otra forma de realizacion de la invencion
esta relacionada con un método para el tratamiento de la obesidad, que comprende administrar a un paciente una
cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto cristalino de la invencion.

La desvenlafaxina, un IRSN, ha demostrado aliviar los sintomas vasomotores asociados con la menopausia
(Deecher et al. (2007) Endocrinology 148 (3):1376-1383). El compuesto cristalino de la invencién, debido a su
capacidad para inhibir la SERT y NET, se espera también que tenga esta utilidad, y otra forma de realizacién de la
invencién esta relacionada con un método para el tratamiento de sintomas vasomotores asociados con la
menopausia, que comprende administrar a un paciente una cantidad terapéuticamente efectiva de un compuesto
cristalino de la invencion.

Herramientas para la investigacion

Ya que los compuestos de la invencién poseen ambas actividades de inhibicion de la recaptacién de serotonina e
inhibicion de la recaptacion de norepinefrina, este compuesto también es util como herramienta de investigacion
para la investigacién o el estudio de sistemas biologicos o muestras que tengan transportadores de serotonina o
norepinefrina. Cualquier sistema o muestra bioldgica adecuado que tengan transportadores de serotonina y / o de
norepinefrina pueden emplearse en dichos estudios que pueden llevarse a cabo tanto in vitro como in vivo. Sistemas
biolégicos 0 muestras representativos adecuados para tales estudios incluyen, pero no se limitan a, células,
extractos celulares, membranas plasmaticas, muestras de tejidos, érganos aislados, mamiferos (tales como ratones,
ratas, cobayas, conejos, perros, cerdos, seres humanos, y asi sucesivamente), y similares, siendo los mamiferos de
particular interés. Por ejemplo, la recaptacién de serotonina en un mamifero esta inhibida por la administracion de
una cantidad de un compuesto cristalino de la invencion inhibidor de la recaptacion de serotonina, o la recaptacion
de norepinefrina en un mamifero esta inhibida por la administracion de una cantidad de un compuesto cristalino de la
invencion inhibidor de la recaptacion de norepinefrina. EI compuesto cristalino de la invencion también puede
utilizarse como herramienta de investigacion mediante la realizacién de ensayos bioldgicos usando dichos
compuestos.

Cuando se utiliza como una herramienta de investigacion, se pone en contacto normalmente un sistema biolégico o
muestra que comprende un transportador de serotonina y / o un transportador de norepinefrina con una cantidad de
un compuesto cristalino de la invencién inhibidor de la recaptacion de serotonina o inhibidor de la recaptacion de
norepinefrina. Después de que el sistema biolégico o muestra se exponga al compuesto, los efectos de la inhibicion
de la recaptacion de serotonina y / o recaptacion de norepinefrina se determinan utilizando procedimientos y equipo
convencionales. La exposicion abarca poner en contacto células o tejido con el compuesto, administrar el compuesto
a un mamifero, por ejemplo mediante administracion i.p. o por via intravenosa, y asi sucesivamente. Este paso de
determinacion puede comprender la medicion de una respuesta, es decir, un analisis cuantitativo o puede
comprender una observacion, es decir, un analisis cualitativo. Medir una respuesta implica, por ejemplo, la
determinacion de los efectos del compuesto en el sistema biolédgico o muestra utilizando un equipo y procedimientos
convencionales, tales como ensayos de recaptacion de serotonina y norepinefrina. Los resultados del ensayo
pueden utilizarse para determinar el nivel de actividad asi como la cantidad de compuesto necesario para lograr el
resultado deseado, es decir, una cantidad inhibidora de la recaptacién de serotonina y una cantidad inhibidora de la
recaptacion de norepinefrina.

Ademas, el compuesto cristalino de la invencidon puede utilizarse como herramienta de investigacion para la
evaluacién de otros compuestos quimicos, y por lo tanto también son utiles en ensayos de seleccion para descubrir,
por ejemplo, nuevos compuestos que tienen tanto la actividad inhibidora de la recaptacion de serotonina como
actividad inhibidora de la recaptacion de norepinefrina. De esta manera, el compuesto cristalino de la invencién se
usa como estadndar en un ensayo para permitir la comparacion de los resultados obtenidos con un compuesto
prueba y con el compuesto cristalino de la invencion para identificar aquellos compuestos prueba que tienen una
actividad inhibidora de la recaptacion de serotonina aproximadamente igual o superior, si los hay. Por ejemplo, los
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datos de recaptacion para un compuesto prueba o un grupo de compuestos prueba se compara con los datos de la
recaptacion de un compuesto cristalino de la invencién para identificar aquellos compuestos prueba que tienen las
propiedades deseadas, por ejemplo, compuestos prueba que tienen la actividad de inhibiciéon de la recaptacion
aproximadamente igual o superior a un compuesto cristalino de la invencién, si la hay. Este aspecto de la invencion
incluye, como formas de realizacion separadas, tanto la generacion de datos de comparacion (usando los ensayos
apropiados) y el analisis de los datos de prueba para identificar compuestos prueba de interés. Por lo tanto, un
compuesto prueba se puede evaluar en un ensayo bioldgico, por un método que comprende los pasos de: (a) llevar
a cabo un ensayo bioldgico con un compuesto prueba para proporcionar un primer valor de ensayo; (b) llevar a cabo
el ensayo bioldgico con el compuesto cristalino de la invencién para proporcionar un segundo valor de ensayo; en el
que el paso (a) se lleva a cabo antes, después o simultdaneamente al paso (b); y (c) comparar el primer valor del
ensayo del paso (a) con el segundo valor de ensayo del paso (b). Los ejemplos de ensayos bioldgicos incluyen
ensayos de recaptacion de serotonina y norepinefrina.

Composiciones farmacéuticas y formulaciones

El compuesto cristalino de la invencién se administra normalmente a un paciente en forma de una composicién o
formulacion farmacéutica. Dichas composiciones farmacéuticas se pueden administrar al paciente mediante
cualquier ruta aceptable de administracion que incluye, pero no se limita a formas de administracién oral, rectal,
vaginal, nasal, inhalada, tépica (incluyendo transdérmica) y parenterales. No obstante, un experto en la materia
entendera que una vez formulado el compuesto cristalino de la invencién, no volvera a estar en forma cristalina, es
decir, se disolvera en un transportador adecuado. Ademas, el compuesto cristalino de la invencién puede
administrarse, por ejemplo por via oral, en dosis multiples por dia (por ejemplo, dos veces, tres veces o cuatro veces
al dia), en una sola dosis diaria, en una dosis dos veces al dia, en una sola dosis semanal, y asi sucesivamente.

Por consiguiente, en una realizacién, la invencion esta relacionada con una composicion farmacéutica que
comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable y un compuesto cristalino de la invencion. Las composiciones
pueden contener otros agentes terapéuticos y / o agentes de formulacidon si se desea. Cuando se habla de
composiciones, el "compuesto cristalino de la invencion" puede también denominarse aqui como el "agente activo”,
para distinguirlo de otros componentes de la formulacién, como el transportador.

Las composiciones farmacéuticas de la Invencion normalmente contienen una cantidad terapéuticamente efectiva
del compuesto cristalino de la invencion. Los expertos en la materia reconoceran, sin embargo, que una composicion
farmacéutica puede contener mas de una cantidad terapéuticamente eficaz, es decir, composiciones de relleno, o
menos de una cantidad terapéuticamente eficaz, es decir, dosis unitarias individuales disefiadas para administracion
multiple para lograr una cantidad terapéuticamente efectiva. Normalmente, la composicion contendra entre
aproximadamente 0,01-95% en peso del agente activo, incluyendo, desde aproximadamente 0,01-30% en peso, tal
como de aproximadamente 0,01-10% en peso, con la cantidad real dependiendo de la propia formulacion, la ruta de
administracion, la frecuencia de dosificacion, y asi sucesivamente. En una realizacién, una composicién adecuada
para una forma de dosificacion oral, por ejemplo, puede contener aproximadamente de 5 a 70% en peso, o desde
aproximadamente 10 a 60% en peso de agente activo. En una realizacién ejemplar, una composicion farmacéutica
contiene aproximadamente de 1 a 20 mg de agente activo, incluyendo desde aproximadamente 1 a 15 mg de agente
activo y aproximadamente de 1 a 10 mg de agente activo. En otra forma de realizacion ejemplar, una composicion
farmacéutica contiene aproximadamente de 5 a 20 mg de agente activo, incluyendo desde aproximadamente 7,5 a
15 mg de agente activo. Por ejemplo, el agente activo puede formularse en dosis unitarias de 1 mg y de 10 mg.

Cualquier transportador o excipiente convencional puede utilizarse en las composiciones farmacéuticas de la
invenciéon. La eleccion de un transportador o excipiente particular, o combinaciones de transportadores o
excipientes, dependera del modo de administracion que se utilizara para tratar a un paciente particular o tipo de
condicion médica o estado de la enfermedad. En este sentido, la preparacion de una composicién adecuada para un
modo particular de administracion esta dentro del alcance de los expertos en la materia farmacéutica. Ademas, los
transportadores o excipientes utilizados en dichas composiciones estan disponibles comercialmente. A modo de
ilustracion adicional, las técnicas de formulacion convencional describen en Remington: The Science and Practice of
Pharmacy, 202 Edicién, Lippincott Williams & White, Baltimore, Maryland (2000), y H.C. Ansel et al, Pharmaceutical
Dosage Forms and Drug Delivery Systems, 7 2 Edicion, Lippincott Williams & White, Baltimore, Maryland (1999).

Ejemplos representativos de materiales que pueden servir como transportadores farmacéuticamente aceptables
incluyen, pero no estan limitados a, los siguientes: azucares, tales como lactosa, sacarosa y glucosa; almidones,
tales como almidén de maiz y almidén de patata; celulosa, tales como celulosa microcristalina, y sus derivados, tales
como carboximetil celulosa sodica, etil celulosa y acetato de celulosa; tragacanto en polvo; malta; gelatina; talco;
excipientes, tales como manteca de cacao y ceras para supositorios; aceites, tales como aceite de cacahuete, aceite
de semilla de algoddn, aceite de cartamo, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de soja;
glicoles, tales como propilenglicol; polioles, tales como glicerina, sorbitol, manitol y polietilenglicol; ésteres, tales
como oleato de etilo y laurato de etilo; agar, agentes tamponantes, tales como hidréxido de aluminio e hidroxido de
magnesio, acido alginico; agua libre de pirdgenos, solucion salina isoténica, solucién de Ringer, alcohol etilico,
soluciones de tampodn fosfato; gases propelentes comprimidos, como clorofluorocarbonos e hidrofluorocarbonos, y
otras sustancias no tdxicas compatibles empleadas en composiciones farmacéuticas.
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Las composiciones farmacéuticas se preparan normalmente mezclando fuertemente y a conciencia o fundiendo el
agente activo con un transportador farmacéuticamente aceptable y uno o mas ingredientes opcionales. La mezcla
resultante uniformemente mezclada puede entonces darse forma o cargarse en comprimidos, capsulas, pildoras,
botes, cartuchos, dispensadores, y similares, utilizando procedimientos y equipo convencionales.

En una realizacion, las composiciones farmacéuticas son adecuadas para la administracién oral. Un régimen de
dosificacion ejemplar seria una forma de dosificacion oral administrada una vez o dos veces al dia. Las
composiciones adecuadas para la administracion oral pueden estar en forma de capsulas, comprimidos, pildoras,
pastillas, sellos, grageas, polvos, granulos; soluciones o suspensiones en una solucion liquida acuosa o no acuosa;
emulsiones liquidas aceite-en-agua o agua-en-aceite; jarabes o elixires, y similares; conteniendo cada uno una
cantidad predeterminada del agente activo.

Cuando la composicion se destina para administracion oral en forma de dosificacion soélida (es decir, como capsulas,
comprimidos, pildoras, y similares), comprendera tipicamente el agente activo y uno o mas transportadores
farmacéuticamente aceptables, tales como citrato de sodio o fosfato dicalcico. Las formas soélidas de dosificacion
pueden comprender también: agentes de relleno o extendedores, tales como almidones, celulosa microcristalina,
lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y / o acido silicico; aglutinantes, tales como carboximetilcelulosa, alginatos,
gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa, y / o acacia; humectantes, tales como glicerol, agentes disgregantes, tales
como agar-agar, carbonato de calcio, almidén de patata o de tapioca, acido alginico, ciertos silicatos, y / o carbonato
de sodio, agentes retardantes de la solucion, tales como parafina; aceleradores de la absorcién, tales como
compuestos de amonio cuaternarios, agentes humectantes, tales como alcohol cetilico y / o monoestearato de
glicerol; absorbentes, tales como caolin y / o arcilla de bentonita; lubricantes, tales como talco, estearato de calcio,
estearato de magnesio, polietilenglicoles sdlidos, lauril sulfato de sodio, y / o0 mezclas de los mismos, agentes
colorantes, y agentes de tamponamiento.

Agentes de liberacidon, agentes humectantes, agentes de recubrimiento, edulcorantes, aromatizantes y agentes
perfumantes, conservantes y antioxidantes pueden también estar presentes en las composiciones farmacéuticas.
Ejemplos de agentes de revestimiento para comprimidos, capsulas, pildoras y similares, incluyen los utilizados para
revestimientos entéricos, tales como ftalato acetato de celulosa, ftalato acetato de polivinilo, ftalato de hidroxipropil
metilcelulosa, copolimeros de acido metacrilico-metacrilato, trimelitato de acetato de celulosa, carboximetil etil
celulosa, acetato succinato de hidroxipropil metil celulosa, y similares. Ejemplos de antioxidantes farmacéuticamente
aceptables incluyen: antioxidantes solubles en agua, tales como acido ascorbico, clorhidrato de cisteina, bisulfato de
sodio, metabisulfato de sodio, sulfito de sodio, y similares; antioxidantes solubles en aceite, tales como palmitato de
ascorbilo, hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado, lecitina, galato de propilo, alfa-tocoferol, y similares; y
agentes quelantes del metal, tales como acido citrico, acido etilendiaminotetracético, sorbitol, acido tartarico, acido
fosforico, y similares.

Las composiciones pueden también formularse para proporcionar una liberacion lenta o controlada del agente activo
utilizando, a modo de ejemplo, hidroxipropil metil celulosa en diversas proporciones u otras matrices poliméricas,
liposomas y / o microesferas. Ademas, las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden contener agentes
opacificantes y pueden formularse de manera que liberen el principio activo sélo, o preferentemente, en una porcion
determinada del tracto gastrointestinal, opcionalmente, de manera retardada. Ejemplos de composiciones
embebidas que pueden utilizarse incluyen ceras y sustancias poliméricas. El agente activo puede también estar en
forma micro-encapsulada, si es apropiado, con uno o mas de los excipientes anteriormente descritos.

Las formas adecuadas de dosificacion liquidas para administracion oral incluyen, a modo de ilustraciéon, emulsiones
farmacéuticamente aceptables, microemulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes y elixires. Las formas
farmacéuticas liquidas comprenden tipicamente el agente activo y un diluyente inerte, tal como, por ejemplo, agua u
otros disolventes, agentes solubilizantes y emulsionantes, tales como alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato
de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3- butilenglicol, aceites (por
ejemplo, aceites de semilla de algoddn, de cacahuete, de maiz, de germen, de oliva ,de ricino y de sésamo), glicerol,
alcohol tetrahidrofurilico, polietilenglicoles y ésteres de acidos grasos de sorbitan, y mezclas de de los mismos. Las
suspensiones pueden contener agentes de suspension tales como, por ejemplo, alcoholes isoestearilicos etoxilados,
polioxietilen sorbitol y ésteres de sorbitan, celulosa microcristalina, metahidroxido de aluminio, bentonita, agar-agar y
tragacanto y mezclas de los mismos.

Cuando se destinan para la administracién oral, las composiciones farmacéuticas de la invencién se pueden envasar
en forma de dosificacion unitaria. El término "forma de dosificacion unitaria" se refiere a una unidad fisicamente
discreta adecuada para la dosificacion a un paciente, es decir, cada unidad contiene una cantidad predeterminada
del agente activo calculada para producir el efecto terapéutico deseado ya sea solo 0 en combinacién con una o mas
unidades adicionales. Por ejemplo, tales formas de dosificacién unitarias pueden ser capsulas, comprimidos,
pildoras, y similares.

En otra realizacién, las composiciones de la invencion son adecuadas para la administracion por inhalacion, y sera
tipicamente en forma de un polvo o aerosol. Dichas composiciones se administran generalmente utilizando
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dispositivos de liberacion bien conocidos, tales como un nebulizador, polvo seco, o inhalador de dosis medida. Los
dispositivos nebulizadores producen un flujo de aire de alta velocidad que hace que la composicién se pulverice
como una niebla que es transportada al tracto respiratorio de un paciente. Un ejemplo de formulaciéon en forma de
nebulizador comprende el agente activo disuelto en un vehiculo para formar una solucién, o micronizado y
combinado con un vehiculo para formar una suspension de particulas micronizadas de tamafo respirable. Los
inhaladores de polvo seco administran el agente activo como un polvo que fluye libremente que se dispersa en una
corriente de aire durante la inspiracion del paciente. Un ejemplo de formulacién de polvo seco comprende el agente
activo mezclado en seco con un excipiente tal como lactosa, almidén, manitol, dextrosa, acido polilactico, polilactido-
co-glicélido, y combinaciones de los mismos. Los inhaladores de dosis medidas descargan una cantidad medida del
agente activo utilizando gas comprimido propelente. Un ejemplo de formulacion de un inhalador de dosis medida
comprende una suspension o solucion del agente activo en un propelente licuado, como un clorofluorocarbono o
hidrofluoroalcano. Los componentes opcionales de dichas formulaciones incluyen co-solventes, tales como etanol o
pentano, y tensioactivos, como trioleato de sorbitan, acido oleico, lecitina, y glicerina. Dichas composiciones se
preparan tipicamente afiadiendo hidrofluoroalcano enfriado o presurizado a un recipiente adecuado que contiene el
agente activo, etanol (si esta presente) y el tensioactivo (si esta presente). Para preparar una suspension, el agente
activo es micronizado y entonces combinado con el propelente. Alternativamente, una formulacion de suspension se
puede preparar secando por pulverizacion un revestimiento de tensioactivo sobre particulas micronizadas del agente
activo. La formulacién se carga entonces en un bote de aerosol, que forma una porcién del inhalador.

El compuesto cristalino de la invencidon puede también administrarse parenteralmente (por ejemplo, por via
subcutanea, intravenosa, intramuscular, o intraperitoneal). Para dicha administracion, el agente activo se
proporciona en una solucion estéril, suspensién, o emulsion. Ejemplos de disolventes para la preparaciéon de dichas
formulaciones incluyen agua, solucion salina, alcoholes de bajo peso molecular, tales como propilenglicol,
polietilenglicol, aceites, ésteres de gelatina, acidos grasos tales como oleato de etilo, y similares. Una tipica
formulacion parenteral es una solucion acuosa estéril a pH 4-7 del agente activo. Las formulaciones parenterales
pueden contener también uno o mas solubilizantes, estabilizantes, conservantes, agentes humectantes, agentes
emulsionantes y agentes dispersantes. Estas formulaciones pueden mantenerse estériles mediante el uso de un
medio inyectable estéril, un agente de esterilizacion, filtracion, irradiacion, o calor.

El compuesto cristalino de la invencién puede administrarse por via transdérmica utilizando también sistemas de
liberacion transdérmica y excipientes. Por ejemplo, el compuesto se puede mezclar con potenciadores de la
permeacion, tales como propilenglicol, monolaurato de polietilenglicol, azacicloalcan-2-onas, y similares, e
incorporados en un parche o sistema de administracion similar. Pueden utilizarse excipientes adicionales, incluyendo
agentes gelificantes, emulsionantes y tampones, en tales composiciones transdérmicas si se desea.

Si se desea, el compuesto cristalino de la invenciéon puede administrarse en combinaciéon con uno o mas de otros
agentes terapéuticos. Asi, en una realizacién, las composiciones de la invencién pueden contener opcionalmente
otros farmacos que se administran conjuntamente con un compuesto de la invencion. Por ejemplo, la composicion
puede comprender ademas uno o mas farmacos (también referidos como "agentes secundarios") seleccionados del
grupo de agentes contra el Alzheimer, anticonvulsivos (antiepilépticos), antidepresivos, agentes contra el Parkinson,
inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina y norepinefrina (SNRI), agentes antiinflamatorios no
esteroideos (AINE), inhibidores de la recaptacion de norepinefrina, agonistas de opioides (analgésicos opioides),
antagonistas de opioides, Inhibidores selectivos de recaptacion de la serotonina, bloqueadores de los canales de
sodio, simpaticoliticos, y combinaciones de los mismos. Numerosos ejemplos de tales agentes terapéuticos son bien
conocidos en la materia, y se describen ejemplos en el presente documento. Mediante la combinacion del
compuesto cristalino de la invencién con un agente secundario, se puede lograr la terapia triple, es decir, actividad
inhibidora de la recaptacién de serotonina, actividad inhibidora de la recaptacién de norepinefrina, y actividad
asociada con el agente secundario (por ejemplo, actividad antidepresiva), utilizando s6lo dos componentes activos.
Ya que las composiciones farmacéuticas que contienen dos componentes activos son tipicamente mas faciles de
formular que las composiciones que contienen tres componentes activos, tales composiciones de dos componentes
proporcionan una ventaja significativa sobre las composiciones que contienen tres componentes activos. Por
consiguiente, en otro aspecto adicional de la invencién, una composicién farmacéutica comprende el compuesto
cristalino de la invencion, un segundo agente activo, y un transportador farmacéuticamente aceptable. Puede
también incluirse en la composicién un tercer, cuarto, etc., agente activo. En terapia de combinacion, la cantidad de
compuesto de la invencion que se administra, asi como la cantidad de agentes secundarios, puede ser menor que la
cantidad tipicamente administrada en monoterapia.

El compuesto cristalino de la invencion puede mezclarse fisicamente con el segundo agente activo para formar una
composicion que contiene ambos agentes; o cada agente puede estar presente en diferentes composiciones y
administrarse al paciente simultdaneamente o secuencialmente. Por ejemplo, el compuesto cristalino de la invencion
se puede combinar con un segundo agente activo utilizando procedimientos convencionales y equipamiento para
formar una combinacion de agentes activos que comprende el compuesto cristalino de la invencion y un segundo
agente activo. Ademas, los agentes activos se pueden combinar con un vehiculo farmacéuticamente aceptable para
formar una composicion farmacéutica que comprende el compuesto cristalino de la invencion, un segundo agente
activo y un transportador farmacéuticamente aceptable. En esta realizacion, los componentes de la composiciéon
normalmente se mezclan o combinan para crear una mezcla fisica. La mezcla fisica se administra entonces en una
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cantidad terapéuticamente efectiva utilizando cualquiera de las rutas descritas aqui.

Alternativamente, los agentes activos pueden permanecer separados antes de la administracion al paciente. En esta
realizacién, los agentes no se mezclan fisicamente juntos antes de la administracion pero se administran
simultaneamente o en momentos distintos como composiciones separadas. Dichas composiciones se pueden
envasar por separado o se pueden envasar conjuntamente en un equipo. Cuando se administran en momentos
separados, el agente secundario se administrara tipicamente menos de 24 horas después de la administracion del
compuesto de la invencion, que va desde la administracion concurrente del compuesto de la invencion hasta
aproximadamente 24 horas después de la dosis. Esto se conoce también como administracion secuencial. Por lo
tanto, el compuesto cristalino de la invencién se puede administrar oralmente simultaneamente o secuencialmente
con otro agente activo usando dos comprimidos, con un comprimido por cada agente activo, en el que secuencial
puede significar que se administra inmediatamente después de la administracion del compuesto de la invencion o en
algun tiempo predeterminado mas tarde (por ejemplo, una hora mas tarde o tres horas mas tarde). Alternativamente,
la combinacion puede administrarse por diferentes vias de administracion, es decir, uno por via oral y el otro puede
ser por inhalacién.

En una realizacion, el equipo comprende una primera forma de dosificacion que comprende el compuesto cristalino
de la invencion y al menos una forma adicional de dosificacion que comprende uno o mas de los agentes
secundarios establecidos en este documento, en cantidades suficientes para llevar a cabo los métodos de la
invencioén. La primera forma de dosificacion y la segunda forma de dosificacion juntas (o tercera, etc.) comprenden
una cantidad terapéuticamente efectiva de agentes activos para el tratamiento o prevencién de una enfermedad o
condicién médica en un paciente.

Los agentes secundarios, cuando se incluyen, estan presentes en una cantidad terapéuticamente efectiva, es decir,
se administran normalmente en una cantidad que produce un efecto terapéuticamente beneficioso cuando se
administra conjuntamente con un compuesto de la invencion. El agente secundario puede estar en la forma de una
sal farmacéuticamente aceptable, solvato, esterecisémero dpticamente puro, y asi sucesivamente. Asi, los agentes
secundarios enumerados a continuacién pretenden incluir todas estas formas, y estan disponibles comercialmente o
se pueden preparar usando procedimientos convencionales y reactivos.

Los agentes representativos contra el Alzheimer incluyen, pero no se limitan a: donepezil, galantamina, memantina,
rivastigmina, selegilina, tacrina, y combinaciones de los mismos.

Anticonvulsivos representativos (antiepilépticos) incluyen, pero no se limitan a: acetazolamida, albutoina, acido 4-
amino-3-hidroxibutirico, beclamida, carbamazepina, cinromida, clometiazol, clonazepam, diazepam, dimetadiona,
eterobarbo, etadiona, etosuximida, etotoina, felbamato, fosfenitoina, gabapentina, lacosamida, lamotrigina,
lorazepam, bromuro de magnesio, sulfato de magnesio, mefenitoina, mefobarbital, metsuximida, midazolam,
nitrazepam, oxazepam, oxcarbazepina, parametadiona, fenacemida, feneturida, fenobarbital, fensuximida, fenitoina,
bromuro de potasio, pregabalina, primidona , progabida, bromuro de sodio, valproato de sodio, sultiamo, tiagabina,
topiramato, trimetadiona, acido valproico, valpromida, vigabatrina, zonisamida, y combinaciones de los mismos. En
una realizacion particular, el anticonvulsivo se selecciona de carbamazepina, gabapentina, pregabalina, y
combinaciones de los mismos.

Los antidepresivos representativos incluyen, pero no se limitan a: adinazolam, amitriptilina, clomipramina,
desipramina, dotiepina (por ejemplo, clorhidrato de dotiepina), doxepina, imipramina lofepramina, mirtazapina,
nortriptilina, protriptilina, trimipramina, venlafaxina, zimelidina, y combinaciones de los mismos.

Agentes representativos contra el Parkinson incluyen, pero no se limitan a: amantadina, apomorfina, benztropina,
bromocriptina, carbidopa, difenhidramina, entacapona, levodopa, pergolida, pramipexol, ropinirol, selegilina,
tolcapona, trihexifenidilo, y combinaciones de los mismos.

Inhibidores duales selectivos de la recaptacion de serotonina y norepinefrina (SNRI) representativos incluyen, pero
no se limitan a: bicifadina, desvenlafaxina, duloxetina, milnacipran, nefazodona, venlafaxina, y combinaciones de los
mismos.

Agentes antiinflamatorios no esteroideos representativos (AINE) incluyen, pero no se limitan a: acemetacina,
acetaminofeno, acido acetilsalicilico, alclofenaco, alminoprofeno, amfenaco, amiprilosa, amoxiprina, anirolaco,
apazona, azapropazona, benorilato, benoxaprofeno, bezpiperilona, broperamol, acido buclédxico, carprofeno,
clidanaco, diclofenaco, diflunisal, diftalona, enolicam, etodolac, etoricoxib, fenbufeno, fenclofenaco, acido fenclézico,
fenoprofeno, fentiazaco, feprazona, acido flufenamico, flufenisal, fluprofeno, flurbiprofeno, furofenaco, ibufenaco,
ibuprofeno, indometacina, indoprofeno, isoxepaco, isoxicam, ketoprofeno, ketorolaco, lofemizol, lornoxicam,
meclofenamato, acido meclofenamico, acido mefenamico, meloxicam, mesalamina, miroprofeno, mofebutazona,
nabumetona, naproxeno, &acido niflimico, nimesulida, nitroflurbiprofen, olsalazina, oxaprozina, oxpinaco,
oxifenbutazona, fenilbutazona, piroxicam, pirprofeno, pranoprofeno, salsalato, sudoxicam, sulfasalazina, sulindac,
suprofeno, tenoxicam, tiopinaco, acido tiaprofénico, tioxaprofeno, acido tolfenamico, tolmetina, triflumidato,
zidometacina, zomepirac, y combinaciones de los mismos. En una realizacion particular, el AINE se selecciona de
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etodolac, flurbiprofeno, ibuprofeno, indometacina, ketoprofeno, ketorolaco, meloxicam, naproxeno, oxaprozina,
piroxicam, y combinaciones de los mismos. En una realizacién particular, el AINE se selecciona entre ibuprofeno,
indometacina, nabumetona, naproxeno (por ejemplo, naproxeno sodico), y combinaciones de los mismos.

Relajantes musculares representativos incluyen, pero no se limitan a: carisoprodol, clorzoxazona, ciclobenzaprina,
diflunisal, metaxalona, metocarbamol, y combinaciones de los mismos.

Inhibidores de la recaptacion de norepinefrina representativos incluyen, pero no se limitan a: atomoxetina,
bupropiona y el metabolito de buproprion hidroxibuproprion, maprotilina, reboxetina (por ejemplo, (S, S)-reboxetina),
viloxazina, y combinaciones de los mismos. En una realizacién particular, el inhibidor de la recaptacion de
norepinefrina se selecciona de atomoxetina, reboxetina, y combinaciones de los mismos.

Agonistas de opioides (analgésicos opioides) y antagonistas representativos incluyen, pero no se limitan a:
buprenorfina, butorfanol, codeina, dihidrocodeina, fentanilo, hidrocodona, hidromorfona, levalorfano, levorfanol,
meperidina, metadona, morfina, nalbufina, nalmefeno, nalorfina, naloxona, naltrexona, nalorfina, oxicodona,
oximorfona, pentazocina, propoxifeno, tramadol, y combinaciones de los mismos. En ciertas realizaciones, el
agonista opioide se selecciona de entre codeina, dihidrocodeina, hidrocodona, hidromorfona, morfina, oxicodona,
oximorfona, tramadol, y combinaciones de los mismos.

Inhibidores selectivos de la recaptacion de la serotonina (ISRS) representativos incluyen, pero no se limitan a:
citalopram y el metabolito de citalopram desmetilcitalopram, dapoxetina, escitalopram (por ejemplo, oxalato de
escitalopram), fluoxetina y el metabolito de la fluoxetina desmetilo norfluoxetina, fluvoxamina (por ejemplo, maleato
de fluvoxamina), paroxetina, sertralina y el metabolito de sertralina demetilsertralina, y combinaciones de los
mismos. En ciertas realizaciones, el ISRS se selecciona entre citalopram, paroxetina, sertralina, y combinaciones de
los mismos.

Los bloqueadores de los canales de sodio representativos incluyen, pero no se limitan a: carbamazepina,
fosfenitoina, lamotrignina, lidocaina, mexiletina, oxcarbazepina, fenitoina, y combinaciones de los mismos.

Los simpatoliticos representativos incluyen, pero no se limitan a: atenolol, clonidina, doxazosina, guanetidina,
guanfacina, modafinilo, fentolamina, prazosina, reserpina, tolazolina (por ejemplo, clorhidrato de tolazolina),
tamsulosina, y combinaciones de los mismos.

Las siguientes formulaciones farmacéuticas ilustran composiciones representativas de la presente invencion:
Ejemplos de capsulas duras de gelatina para la administracién oral

Un compuesto de la invencion (50 g), lactosa secada por pulverizacion (440 g) y estearato de magnesio (10 g) se
mezcla exhaustivamente. La composicion resultante se carga en capsulas duras de gelatina (500 mg de
composicion por capsula).

Alternativamente, un compuesto de la invencion (20 mg) se mezcla exhaustivamente con almidén (89 mg), celulosa
microcristalina (89 mg) y estearato de magnesio (2 mg). La mezcla se pasa a través de un tamiz EE.UU. del N° 45 y
se introduce en una capsula dura de gelatina (200 mg de composicidn por capsula).

Ejemplos de formulacién de capsulas de gelatina para la administracion oral

Un compuesto de la invencion (100 mg) se mezcla exhaustivamente con monooleato de sorbitédn polioxietilenado (50
mg) y almidén en polvo (250 mg). La mezcla se introduce entonces en una capsula de gelatina (400 mg de
composicion por capsula).

Alternativamente, un compuesto de la invencion (40 mg) se mezcla exhaustivamente con celulosa microcristalina
(Avicel PH 103; 259,2 mg) y estearato de magnesio (0,8 mg). La mezcla se introduce entonces en una capsula de
gelatina (tamafio n°® 1, blanco, opaco) (300 mg de composicion por capsula).

Ejemplos de formulaciéon de comprimidos para la administracion oral

El compuesto cristalino de la invenciéon (10 mg), almidén (45 mg) y celulosa microcristalina (35 mg), se pasan a
través de un tamiz EE.UU. del N° 20 y se mezclan exhaustivamente. Los granulos asi producidos se secan a 50-60
°C y se pasan a través de un tamiz EE.UU. del N° 16. Una solucién de polivinilpirrolidona (4 mg como una solucion al
10% en agua estéril) se mezcla con almidon de carboximetilo sédico (4,5 mg), estearato de magnesio (0,5 mg), y
talco (1 mg), y esta mezcla se pasa a través de un tamiz EE.UU. del N° 16. Entonces se afiaden a los granulos el
almidon de carboximetilo sddico, estearato de magnesio y talco. Después de mezclar, la mezcla se comprime en una
maquina de comprimidos para proporcionar un comprimido que pesa 100 mg.

Alternativamente, el compuesto cristalino (250 mg) se mezcla exhaustivamente con celulosa microcristalina (400
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mg), didxido de silicio ahumado (10 mg), y acido estearico (5 mg). La mezcla se comprime entonces para formar
comprimidos (665 mg de composicidon por comprimido). Alternativamente, el compuesto cristalino (400 mg) se
mezcla exhaustivamente con almidéon de maiz (50 mg), croscarmelosa de sodio (25 mg), lactosa (120 mg), y
estearato de magnesio (5 mg). La mezcla se comprime entonces para formar un comprimido ranurado (600 mg de

composicién por comprimido).

Ejemplos de formulacion de suspension para la administracion oral

Los siguientes ingredientes se mezclan para formar una suspension que contiene 100 mg de agente activo por cada

10 ml de suspension:

Ingredientes Cantidad
Compuesto cristalino de la invencion 1,09
Acido fumarico 05g
Cloruro sédico 2049
Metil paraben 0,15 ¢
Propil paraben 0,05¢g
Azulcar granulado 255¢9
Sorbitol (solucion al 70%) 12,859
Veegum ® K (silicato de aluminio y magnesio) 1,0g
Aromatizante 0,035 ml
Colorantes 0,5 mg
Agua destilada csp. 100 ml

Ejemplos de formulacion inyectable para la administracion por inyeccion

El compuesto cristalino de la invencion (0,2 g) se mezcla con una solucion tamponada de acetato de sodio 0,4 M
(2,0 ml). El pH de la solucién resultante se ajusta a pH 4 usando acido clorhidrico acuoso 0,5 N o hidréxido de sodio
acuoso 0,5 N, segun sea necesario, y después se afiade la cantidad suficiente de agua para inyeccion para
proporcionar un volumen total de 20 ml. La mezcla se filtra entonces a través de un filtro estéril (0,22 micras) para
proporcionar una solucion estéril adecuada para la administracion por inyeccion.

Ejemplos de composiciones para la administracion por inhalacion

El compuesto cristalino de la invencion (0,2 mg) se microniza y después se mezcla con lactosa (25 mg). Esta mezcla
se introduce entonces en un cartucho de inhalaciéon de gelatina. El contenido del cartucho se administra utilizando
por ejemplo un inhalador de polvo seco.

Alternativamente, un compuesto micronizado de la invencién (10 g) se dispersa en una solucién preparada
disolviendo lecitina (0,2 g) en agua desmineralizada (200 ml). La suspension resultante se pulveriza y después se
seca para formar una composicidon micronizada que comprende particulas con un didmetro medio inferior a
aproximadamente 1,5 mm. La composicion micronizada se introduce entonces en cartuchos de inhalacion de dosis
medidas que contienen 1,1,1,2-tetrafluoroetano presurizado en una cantidad suficiente para proporcionar
aproximadamente entre 10 mg y aproximadamente 500 mg del compuesto de la invencion por dosis cuando se
administra mediante el inhalador.

Alternativamente, un compuesto de la invencion (25 mg) se disuelve en solucidn salina isoténica tamponada con
citrato (pH 5) (125 ml). La mezcla se agita y se sonica hasta que se disuelve el compuesto. El pH de la solucién se
comprueba y se ajusta, si es necesario, hasta pH 5 mediante la adicién lenta de hidréxido de sodio acuoso 1 N. La
solucion se administra mediante un dispositivo nebulizador que proporciona aproximadamente entre 10 mg y
aproximadamente 500 mg del compuesto cristalino por dosis.

Ejemplos
Las siguientes preparaciones y ejemplos se proporcionan para ilustrar realizaciones especificas de la invencion.
Estas formas de realizacion especificas, sin embargo, no pretenden limitar el alcance de la invencion en modo

alguno a menos que se indique de forma especifica.

Las siguientes abreviaturas tienen los siguientes significados a no ser que se indique de otro modo y cualquier otra
abreviatura que se utilice aqui y no se defina posee su significado estandar:

AcOH acido acético
BSA albumina de suero bovino

DCM diclorometano (es decir, cloruro de metileno)
DIAD azodicarboxilato de diisopropilo
DIPEA N, N diisopropiletilamina
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DMEM medio de Eagle modificado de Dulbecco
DMSO dimetilsulféxido

EDTA acido etilendiaminotetraacético

EtOAC acetato de etilo

EtOH etanol

FBS suero bovino fetal

hDAT transportador de dopamina humano
HEPES acido 4 - (2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfénico
hNET transportador de norepinefrina humana
hSERT transportador de serotonina humano
5-HT 5-hidroxitriptamina

IPA alcohol isopropilico

IPAC acetato de isopropilo

MeCN acetonitrilo (CH3CN)

MeOH metanol

NA norepinefrina

PBS solucion salina tamponada con fosfato
PPh3 trifenilfosfina

TFA acido trifluoroacético

THF tetrahidrofurano

TsCl cloruro de p toluenosulfonilo o cloruro de 4-metilbencenosulfonilo

Cualquier otra abreviatura utilizada aqui pero no definida posee su significado estdndar, generalmente aceptado. A
menos que se indique de otro modo, todos los materiales, tales como reactivos, materiales de partida y solventes,
fueron comprados a proveedores comerciales (como Sigma-Aldrich, Fluka, Riedel-de Haén, y similares) y se
utilizaron sin posterior purificacion.

Preparacion 1

4-(2-metanosulfoniloximetilfenil)piperidin-1-carboxilato de t-butilo

OH o § 1 P
I Ao :
. O 0] fa}
N N N
grok C?’Ok YOJ<
0

4-(2-carboxifenil) piperidina-1-carboxilato de t-butilo (5,0 g, 16 mmol, 1,0 eq.) y THF (130 ml, 1,7 mol) se combinaron
a temperatura ambiente bajo nitrdgeno. Se afiadié gota a gota complejo de borano-THF 1 M (32,7 ml, 32,7 mmol, 2,0
eq.) a lo largo de 10 minutos (exotermia de 5°C, produccion de gas). La mezcla se agité a temperatura ambiente
durante 5 minutos, después se calento hasta 50 °C durante 1 hora. La mezcla se enfrio hasta temperatura ambiente,
y la reacciéon se detuvo con MeOH (30 ml) (exotermia ligera, produccidon de gas significativa), y después se
concentré mediante evaporacion rotativa. El material se destilé azeotropicamente con MeOH (2x50 ml). El producto
bruto se diluydé con EtOAc (100 ml), y se lavé con NaHCO3 (50 ml), y después NaCl acuoso saturado (50 ml). La
capa organica se secd sobre Nap;SO, anhidro, se filtr6, y se concentré al vacio para proporcionar 4-(2-
hidroximetilfenil)-piperidin-1-carboxilato de t-butilo (4,4 g) como un aceite transparente, de color amarillo claro que
solidificé tras dejarlo reposar.

Se disolvio la 4-(2-hidroximetilfenil)-piperidin-1-carboxilato de t-butilo (50,0 g, 172 mmol, 1,0 eq.) en DCM (500 mL,
8000 mmol). La mezcla se enfrié hasta 0 °C en atmodsfera de nitrégeno y se afadié anhidrido metanosulfénico (44,8
g, 257 mmol, 1,5 eq.) de una vez. Se afiadié DIPEA (47,8 mL, 274 mmol, 1,6 eq.) gota a gota a lo largo de 5 minutos
y la mezcla se agité a 0 °C durante 90 minutos. Se afiadié agua (400 mL, 20 mol) y la mezcla se agit6 durante 5
minutos. La fases se separaron, y la capa organica se lavé con agua (300 mL), se sec6 sobre Na2SO4, y se elimind
el solvente para proporcionar el compuesto del titulo (70 g) como un aceite denso, que se utilizé sin posterior
purificacion.

'H NMR (400 MHz, DMSO-ds) § (ppm) 7,37-7,43 (m, 3H), 7,31 (d, 1H), 7,22 (m, 2H), 5,38 (s, 2H), 4,28 (m, 2H), 2,92-
3,10 (m, 1H), 2,92 (s, 3H), 2,80-2,92 (m, 2H), 1,63-1,81 (m, 4H), 1,51 (s, 9H).
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Ejemplo 1

Sal de clorhidrato de 4-[2-(2,4,6-Trifluorofenoximetil)fenil]piperidina cristalina

N
H

Se disolvié 4-[2-(metanosulfoniloximetilfenil)piperidina-1-carboxilato de t-butilo (27 g, 60,6 mmol, 1,0 eq) en MeCN
(540 ml) y se afadié a K.CO3 (25 g, 180 mmol, 3,0 eq.) y 2,4,6-trifluorofenol (13,5 g, 90,9 mmol, 1,5 eq.). La mezcla
se agité vigorosamente a 50 °C durante 6 horas, después se separ6 de la fuente de calor, y se agité durante toda la
noche. La mezcla se enfri hasta temperatura ambiente, y se diluyé con EtOAc (700 mL) y agua (700 mL). Las fases
se separaron y la capa organica se lavé dos veces con NaOH 1.0 M en agua (2 x 400 mL) y NaCl acuoso saturado
(1 x 400 mL), luego se seco sobre Na,SO, y el solvente se elimind para dar lugar a 4-[2-(2,4,6-trifluorofenoximetil)-
fenillpiperidina-1-carboxilato de t-butilo bruto (25,0 g). El producto bruto se combind con otros procesados a pequefia
escala hasta alcanzar un total de 30 g, y se purificé mediante una cromatografia (EtOAc al 0-10% en hexanos) para
dar lugar al 4-[2-(2,4,6-trifluorofenoximetil)fenil] piperidina-1-carboxilato de t-butilo (22,0 g).

El éster de t-butilo (22,0 g, 31,3 mmol, 1,0 eq.) se combiné con HCI 1,25 M en EtOH (250 ml, 310 mmol, 10,0 eq.).
La mezcla se agit6 a temperatura ambiente durante 8 horas, después se almacendé a -10 ° C durante
aproximadamente 48 horas. La mayor parte del disolvente se elimind mediante evaporacion rotativa. A la suspension
espesa resultante se afadido EtOAc (80 ml), seguido de agitacion a temperatura ambiente durante 2 horas. La
primera recogida se aislé por filtracion, y la capa del filiro se lavd con EtOAc (20 mL) y se sec6 para dar lugar al
compuesto del titulo como una sal de clorhidrato (8,5 g, pureza> 99%) blanca solida. La HPLC del filtrado mostré ~
25% del area de producto. Para la segunda recogida, se elimin6 el disolvente mediante evaporacion rotativa y el
solido resultante (~ 10 g) se suspendié en EtOAc (40 ml), primero a temperatura ambiente, después a 60 °C, y de
nuevo a temperatura ambiente para producir el compuesto del titulo como una sal de clorhidrato (1,7 g, pureza>
99%).

Dos lotes de la sal de clorhidrato (18,5 g, 51,7 mmol) se combinaron con EtOAc (75 ml, 770 mmol). La suspension
espesa pero fluida resultante, se calentd a 65 °C durante 30 minutos, se enfridé a temperatura ambiente, y se filtr6. El
matraz y la capa del filtro se lavaron con EtOAc (20 ml), y los sélidos se secaron a vacio elevado a temperatura
ambiente durante toda la noche para proporcionar la sal de clorhidrato cristalina (18,2 g, 99,3% de pureza).

Se observé una buena cristalinidad mediante XRPD. La CL-EM (2 mg en 2 ml de 1:1 de MeCN: HCI 1M ac., sistema
AP| 150EX LC/ MS) se encontr6é que era consistente con la estructura. La RMN (DMSO-dg, Varian VnmrJ 400) se
encontro que era consistente con la estructura y la forma de la sal.

Ejemplo 2
Sal de clorhidrato cristalina de 4-[2-(2,4,6-trifluorofenoximetil)fenil] piperidina

Cloruro de acetilo (83,5 ml, 1170 mmol) se afiadié lentamente a EtOH (140 ml, 2,4 mol). Se afiadi6 4-[2-(2,4,6-
trifluorofenoximetil)fenil] piperidina-1-carboxilato de t-butilo (55,0 g, 117 mmol) disuelto en EtOH (100 ml, 2,0 mol) y
la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 6 horas. La mayor parte del disolvente se eliminé
mediante evaporacion rotativa. A la suspension espesa resultante se afadié EtOAc (300 ml), seguido de la
eliminacion parcial de disolvente hasta ~ 100 ml. Se afiadié EtOAc fresco (200 ml) y la suspension resultante se
agitd durante 1 hora, se filtré y se seco para proporcionar una sal de clorhidrato (28,0 g, pureza ~ 99%). El filtrado se
concentré en una pasta espesa y se afiadio IPAc (100 ml), se agité durante 1 hora, se filtré y se secé para dar lugar
a 5,0 g adicionales de la sal de clorhidrato (pureza ~ 99%).

Se combinaron dos lotes de la sal de clorhidrato (83,0 g, 230 mmol, pureza ~ 99%) con EtOAc (250 ml, 2,6 mol). La
suspension resultante se calent6 a 70 °C y luego se enfrié lentamente a temperatura ambiente, seguido de agitacion
durante la noche. La suspension fluida resultante se filtré y la capa del filtro se lavé con EtOAc (50 ml), después se
seco a vacio elevado durante aproximadamente 48 horas para proporcionar una sal de clorhidrato cristalina (81,0 g,
pureza > 99%). 'H RMN (DMSO-dg, 400 Hz) se encontrd que era consistente con la estructura y la forma de la sal
del Ejemplo 1.
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La sal de clorhidrato cristalina (50,0 g, 1,40 mol, pureza > 99%) se disolvié en IPA (250 ml, 3,3 mol), y la suspension
resultante se calenté a 75 °C. Se afiadié agua (25 ml, 1,4 mol). Se observé una disolucidon completa en 5 minutos, y
la temperatura interna de la solucién fue de 65 °C. La solucion se enfrié lentamente a temperatura ambiente y
después se agité a temperatura ambiente durante la noche. Los sélidos resultantes se filtraron y se secaron al aire
durante 2 horas para proporcionar un producto semi-seco. Los sélidos se secaron luego a un vacio elevado a
temperatura ambiente durante aproximadamente 48 horas para producir la sal de clorhidrato cristalina del titulo (44,1
g, 99,5% de pureza). El material presentd buena cristalinidad mediante XRPD y DSC.

Ejemplo 3
Sal de clorhidrato cristalina de 4-[2-(2,4,6-trifluorofenoximetil)fenil] piperidina

La sal de clorhidrato cristalina del titulo (151,1 g, pureza del 99,5%) se obtuvo también de forma similar utilizando
175,0 g de la sal de clorhidrato y 10 volumenes de IPA con un 5% de agua (total de 90 mL de agua y 1,8 L de IPA).

Ejemplo 4
Difraccién de rayos X de polvo

Se obtuvieron patrones de difraccion de rayos X de polvo con un difractdmetro Rigaku Miniflex PXRD utilizando
radiacion Cu Ka (30,0 kV, 15,0 mA). El analisis se realizé con el gonidmetro funcionando en modo de escaneo
continuo de 2° (26) por minute con un tamafo de paso de 0,03° a lo largo de un rango de 2 a 40° en angulo dos-
theta. Las muestras se prepararon sobre soportes de muestras de cuarzo como una capa fina del material en polvo.
El instrumento se calibré con un estandar de metal silicio, con un angulo dos-theta de 60,02°. Un patron de PXRD
representativo de la sal de clorhidrato cristalina del Ejemplo 2 se muestra en la Fig. 1.

Las muestras se molieron manualmente previamente a su analisis para reducir las interferencias causadas por el
tamano de las particulas en las intensidades relativas.

Los numerosos e intensos picos de difraccion del polvo y la linea basal relativamente plana que se muestran en la
Fig. 1 son fuertemente indicativos de que la sal de clorhidrato cristalina del Ejemplo 2 posee una buena cristalinidad.

También se obtuvieron patrones de difraccion de rayos X de polvo para la sal de clorhidrato cristalina del Ejemplo 1
y se encontré que eran consistentes con los de la sal de clorhidrato cristalina del Ejemplo 2.

Ejemplo 5
Analisis Térmico

Se realizé una calorimetria de escaneo diferencial (DSC) utilizando un médulo TA Instruments Model Q-100 con un
controlador Thermal Analyst. Los datos se recogieron y analizaron utilizando un programa de TA Instruments
Thermal Solutions. Una muestra de 2,8 mg de la sal de clorhidrato cristalina del Ejemplo 2 se pes6 de forma precisa
en una cubeta de aluminio cubierta. Tras un periodo de equilibrado isotérmico de 5 minutos a 22 °C, la muestra se
calento utilizando una rampa de calentamiento lineal de 10 °C/ min

Desde 22 °C a 250 °C. Una termografia de DSC representativa se muestra en la Fig. 2.

La termografia de DSC muestra que el compuesto cristalino de la invencidon posee una excelente estabilidad térmica
con un punto de fusioén a alrededor de 196,9°C y sin descomposicion térmica mas alla de los 200,0°C.

Una traza de TGA representativa se muestra en la Fig. 2, e indica que una muestra de la forma cristalina del Ejemplo
2 perdi6 una pequefa cantidad (alrededor del 0,5%) de peso desde temperatura ambiente hasta 150,0°C, lo que es
consistente con la pérdida de humedad residual o de solvente.

Una termografia de DSC y una traza de TGA se obtuvieron también para la sal de clorhidrato cristalina del Ejemplo 1
y se encontré que eran consistentes con los de la sal de clorhidrato cristalina del Ejemplo 2.

Ejemplo 6

Valoracién de la adsorcion dinamica de humedad

Se realizd una valoracion de la adsorcion dinamica de humedad (DMS), también conocida como un perfil de
adsorcion-desorcion de humedad, con la sal de clorhidrato cristalina del Ejemplo 2 utilizando una microbalanza
atmosférica VTI, sistema SGA-100 (VTI Corp., Hialeah, FL 33016). Se utiliz6 un tamafio de muestra de

aproximadamente 7,3 mg y se fijo la humedad a valor ambiental al inicio del andlisis. El analisis de DMS consistié en
una tasa de escaneo del 5% de humedad relativa/ paso a lo largo del rango completo de humedad del 2% de
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humedad relativa al 90% de humedad relativa. El analisis de DMS se realiz6é de forma isotérmica a 25 °C. En la Fig.
3 se muestra un perfil de DMS representativo.

El perfii de DMS demuestra que el compuesto cristalino de la invencién posee un perfil de adsorcién-desorcion
reversible con una higroscopicidad insignificante. El compuesto cristalino muestra una ganancia de peso pequefa
cuando se expone a un amplio rango desde un 2% de humedad relativa hasta un 90% de humedad relativa, y
menos de alrededor del 2,0% de ganancia en peso cuando se expone hasta un 90% de humedad relativa, lo que
indica que la forma cristalina posee so6lo un riesgo minimo de higroscopicidad en las condiciones ambiente.

Ejemplo 7
Valoracion de la estabilidad en estado sélido

Se inicié un estudio de la estabilidad en estado sélido con un lote representativo de la sal de clorhidrato cristalina de
4-[2-(2,4,6-trifluorofenoximetil )fenil]piperidina en las condiciones de almacenamiento a -20 °C, 5 °C, 25 °C/ al 60% de
humedad relativa (contenedor abierto) y a 40 °C/ al 75% de humedad relativa (contenedores tapados y abiertos) en
vidrio. Tras 28 dias de almacenamiento, en las muestras que se habian mantenido en todas las condiciones, no
aparecio ningin cambio detectable en la pureza quimica, la pureza quiral, y los perfiles de PXRD, DSC y TGA.

Ejemplo 8

Analisis de la estructura de rayos X de un unico cristal de la sal de HCI de 4-[2-(2,4,6-trifluorofenoximetil)
fenillpiperidina

Se preparé una sal de clorhidrato cristalina (105,0 mg, pureza > 99%) a partir de EtOAc, como se describe en el
Ejemplo 2. La sal de clorhidrato cristalina se combind entonces con 5 mL de una solucion de IPA/ agua (10% de
agua). La mezcla se agité a temperatura ambiente (alrededor de 23°C) hasta que la mayor parte del material estaba
disuelto en la solucién. La solucién se situd entonces en una placa calefactora que se habia precalentado a 60 °C.
Tras 5 minutos, la solucién se aclard, lo que indica que no habia ningun residuo sélido en la solucién de muestra
calentada. El dispositivo de calefaccion se apagd entonces (tiempo total de calentamiento de alrededor de 10
minutos). La solucién se dejo reposar a lo largo de dos horas para que la solucion alcanzara lentamente la
temperatura ambiente, en cuyo momento la solucién era blanca y turbia. Entonces se enfri6 la solucion hasta 4°C.
Tras alrededor de 7 dias, se observaron grandes cristales. Entonces se aislaron los cristales y se secaron.

La estructura del cristal se determiné en un Unico cristal mediante un difractémetro de rayos X (difractémetro Nonius
Kappa-CCD equipado con un enfriador de nitrégeno liquido Oxford Cryostream y utilizando radiacion MoKa.). El
tamano de la pieza de cristal fue de 0,45 x 0,25 x 0,20 mm. Se cortd un cristal grande a lo largo de la dimension
cristalografica para obtener un cristal de tamafio adecuado para su analisis (Fig. 5). Los datos se recogieron a una
temperatura de 294 °K'y a 120 °K.

El cristal mostré una simetria monoclinica (grupo especial P21/C), con los siguientes parametros de unidad-celda:
Eje (A): a= 11,631, b = 7,057, c = 42,532
Angulo (°): B = 104,595, A= C =90
V (A%):3378,4

Densidad calculada (g/cm?®): 1,430
N° reflexion: 20143

Se encontré que los cristales consistian en el cation 4-[2-(2,4,6-trifluorofenoximetil)-fenil]piperidina, el anion cloruro y
moléculas de agua. En cada celda de la unidad, habian 2,56 moléculas de agua asociadas con ocho pares de
moléculas del farmaco (ocho cationes 4-[2-(2,4,6-trifluorofenoximetil)fenil]piperidina y ocho aniones de cloruro), es
decir habia aproximadamente una molécula de agua por cada tres pares de moléculas de farmaco, en el que cada
par de moléculas de farmaco consistia en: un catién 4-[2-(2,4,6-trifluorofenoximetil)fenil]piperidina y un anion cloruro.
Por lo tanto, en una realizacion de la invencion, alrededor de 0,32 moles de agua estan presentes por cada mol de la
sal de clorhidrato cristalina de 4-[2-(2,4,6-trifluorofenoximetil)-fenil] piperidina, y la formula de tal cristal puede
indicarse como: 1 4-[2-(2,4,6-trifluorofenoximetil)fenil] piperidina. 1 HCI. 0,32 H20.

El cristal se construye alrededor de la molécula de agua y el contenido de agua se determiné a partir del factor de
ocupacion de agua en la celda de la unidad. El factor de ocupacion de agua se calculé utilizando los parametros de
movimiento térmico de los atomos y factores de la estructura global observada.

Ensayo 1
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Ensayos de union hSERT, hNET y hDAT

Los ensayos de unién de radlollgandos a membrana se utilizaron para medir la inhibicién competitiva de ligando
marcado ( H-citalopram o ®H-nisoxetina o *H- -WIN35428) a membranas preparadas a partir de células que expresan
el correspondiente transportador humano recombinante (RSERT o hNET o hDAT) con el fin de determinar los
valores de pKi de los compuestos de ensayo en los transportadores.

Preparacion de membranas de células que expresan hSERT, hNET, o hDAT

Se hicieron crecer lineas celulares recombinantes derivadas de rifidn embrionario humano (HEK-293) transfectadas
de manera estable con hNET o hSERT respectivamente, en medio DMEM suplementado con FBS dializado al 10%
(para hSERT) o FBS (para hNET), 100 ng / ml de penicilina, 100 ug / ml de estreptomicina, L-glutamina 2 mM y 250
ug / ml del antibidtico aminoglucdsido G418, en una incubadora humidificada con 5% de CO, a 37 ° C. Cuando los
cultivos alcanzaron una confluencia del 80%, las células se lavaron en PBS generosamente (sin Ca," ni Mg,') y
resuspendido con EDTA 5 mM en PBS. Las células se sedimentaron por centrifugaciéon, se resuspendieron en
tampon de lisis (Tris-HCI 10 mM, pH 7,5 que contiene EDTA 1 mM), se homogeneizaron, se sedimentaron por
centrifugacion, después se resuspendieron en Tris-HCI 50 mM, pH 7,5 y sacarosa al 10% a 4 ° C . La concentracion
de proteinas de la suspension de membranas se determind usando un equipo de ensayo Bradford de proteinas de
Bio-Rad. Las membranas se congelaron y se almacenaron a -80 ° C. Se adquirieron membranas de ovario de
hamster Chino que expresan hDAT (CHO-DAT) de PerkinElmer y se almacenaron a -80 ° C.

Ensayos de unién

Los ensayos de union se realizaron en una placa de ensayo de 96 pocillos en un volumen total de 200 pul de tampon
de ensayo (Tris-HCI 50 mM, NaCl 120 mM, KCI 5 mM, pH 7,4) con 0,5, 1, y 3 ug de proteina de membrana, para
SERT, NET y DAT, respectlvamente Se IIevaron a cabo estudios de saturacion de union a radioligandos, para
determinar los valores de Ky de >H- -citalopram, ®H nisoxetina, o *H-WIN35428, respectlvamente utilizando 12
concentraciones de radlollgandos diferentes que van desde 0,005 hasta 10 nM ( H-citalopram); 0,01-20 nM ( H-
nisoxetina) y 0,2-50 nM ( H-WIN35428). Los ensayos de desplazamiento para la determinacion de Ios valores de pK;
de los compuestos prueba se llevaron a cabo con °H- -citalopram 1,0 nM de, ®H-nisoxetina 1,0 nM o *H-WIN35428 3,0
nM, a 11 concentraciones diferentes de compuesto prueba en un rango de 10 pM a 100 pM.

Se prepararon soluciones de reserva (10 mM en DMSO) del compuesto prueba y se realizaron diluciones seriadas
usando tampon de dilucién (Tris-HCI 50 mM, NaCl 120 mM, KCI 5 mM, pH 7,4, BSA 0,1%, acido ascérbico 400 uM).
La unién no especifica de radioligando se determind en presencia de duloxetina 1 pM, desipramina 1 uM o
GBR12909 10 uM (cada uno en tampdn de dilucién) para los ensayos hSERT, hNET o hDAT, respectivamente.

Después de una incubacion de 60 minutos a 22 ° C (o un periodo de tiempo suficiente para alcanzar el equilibrio),
las membranas se recogieron mediante filtracion rapida sobre una placa de 96-pocillos UniFilter GF/B, pretratada
con polietilenimina 0,3%, y se lavaron 6 veces con 300 ul de tampodn de lavado (Tris-HCI 50 mM, NaCl 0,9%, pH 7,5
a 4 ° C). Las placas se secaron durante la noche a temperatura ambiente, se afiadié ~ 45 ul de MicroScint™-20
(Perkin Elmer) y se cuantificé la radioactividad unida mediante espectroscopia de centelleo liquida. Las curvas de
inhibicion competitivas y las isotermas de saturaciéon se analizaron utilizando el paquete de programas GraphPad
Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). Los valores de Clsy se generaron a partir de las curvas de
respuesta a la concentracion utilizando la respuesta a dosis sigmoidal (pendiente variable) en el algoritmo GraphPad
Prism. Los valores de Ky y Bmax para el radioligando se generaron a partir de las isotermas de saturacion utilizando el
algoritmo de ajuste global de unién de saturacién en Prism GraphPad. Se calcularon los valores pK; (logaritmo
negativo decimal de Ki) para los compuestos prueba a partir de los valores Clso que mejor se ajustaban, y el valor Ky
del radioligando, usando la ecuacion Cheng-Prusoff (Cheng & Prusoff (1973) Biochem. Pharmacol. 22 (23 ): 3099-
3108): Ki= Clso / (1 + [L] / Kq), en el que [L] = concentracion de radioligando.

El compuesto del ejemplo 1 (sal de TFA) se analiz6 en este ensayo y se encontré que presentaban una pK; de SERT
27,9 y una pK;de NET = 8,0.

Ensayo 2

Ensayos de recaptacion de neurotransmisores hSERT, hNET, y hDAT

Los ensayos de recaptamon de neurotransmlsores se utlllzaron para medir Ia inhibicion competitiva de la recaptacion
de °H-serotonina (*H-5-HT), *H-norepinefrina (*H-NE), y *H-dopamina (*H-DA) en las células que expresan el
correspondiente transportador (hSERT, hNET o hDAT) con el fin de determinar los valores de pClsy de los

compuestos prueba en los transportadores.

Ensayos de recaptacion de *H-5-HT, °H-NE, y *H-DA
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Se cultivaron lineas celulares derivadas de HEK-293 establemente transfectadas con hSERT, hNET, o hDAT,
respectivamente, en medio DMEM suplementado con FBS dializado al 10% (para hSERT) o FBS (para hNET y
hDAT), 100 pg / ml de penicilina , 100 png / ml de estreptomicina, L-glutamina 2 mM y 250 ug / ml del antibidtico
aminoglucosido G418 (para hSERT y hNET) o 800 pg/ml (para hDAT), en una incubadora humidificada con CO; al
5% a 37 ° C. Cuando los cultivos alcanzaron una confluencia del 80%, las células se lavaron en PBS generosamente
(sin Ca" ni Mgz") y se resuspendieron con EDTA 5 mM en PBS. Las células se recogieron por centrifugacién a 1100
rom durante 5 minutos, se lavaron una vez mediante resuspension en PBS, después se centrifugaron. El
sobrenadante se descarté y el sedimento celular se resuspendié, mediante trituracién suave, en tampén de
bicarbonato Krebs-Ringer a temperatura ambiente que contenia HEPES (10 mM), CaCl, (2,2 mM), acido ascérbico
(200 uM)by pargilina (200 uM), pH 7,4 . La concentracion final de células en suspension fue de 7,5 x 10* células / ml,
1,25 x 10” células / ml, y 5,0 x 10* células / ml para las lineas celulares SERT, NET, y DAT, respectivamente.

Los ensayos de recaptacion de neurotransmisores se realizaron en una placa de ensayo de 96 pocillos en un
volumen total de 400 ul de tampoén de ensayo (tampén bicarbonato Krebs-Ringer que contiene HEPES (10 mM),
CaClz (2,2 mM), &cido ascorbico (200 uM) y pargilina (200 uM), pH 7,4) con 1,5 x 10* y25x 10* células, para SERT
y NET, respectivamente. Los ensayos de competicion para la determinacién de los valores pClsg de los compuestos
prueba se llevaron a cabo con 11 concentraciones diferentes, que iban desde 10 pM a 100 uM. Se prepararon
soluciones de reserva (10 mM en DMSO) del compuesto prueba y se prepararon diluciones seriadas usando Tris-
HCI 50 mM, NaCl 120 mM, KCI 5 mM, pH 7,4, BSA 0,1%, acido ascoérbico 400 uM. Los compuestos prueba se
incubaron durante 30 minutos a 37 ° C con las correspondientes células, antes de la adicién de neurotransmisor
radiomarcado, *H-5-HT (concentracion final 20 nM), *H-NE (concentracion final 50 nM), o *H-DA (concentracion final
100 nM). Se determind la captacion de neurotransmisor no especifica en presencia de duloxetina 2,5 uM o
desipramina 2,5 uM (cada uno en tampédn de dilucién) para los ensayos hSERT, hNET, o hDAT, respectivamente.

Después de una incubacion 10 minutos, a 37 ° C, con radioligando, se recogieron las células mediante filtracion
rapida en una placa de 96 pocillos UniFilter GF/B, pretratada con BSA 1%, que se lavo 6 veces con 650 pl de
tampon de lavado (PBS enfriado en hielo). Las placas se secaron durante la noche a 37 ° C, se afiadié ~ 45 ul de
MicroScint™-20 (Perkin Elmer) y se cuantificéd la radioactividad incorporada mediante espectroscopia de centelleo
liquido. Se analizaron las curvas de inhibicién competitivas utilizando el paquete de programas GraphPad Prism
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). Los valores de Clso se generaron a partir de las curvas de respuesta de
concentracion utilizando la respuesta a dosis sigmoidal (pendiente variable) en el algoritmo GraphPad Prism.

Ensayo 3
Ensayos de ocupacion del transportador SERT y NET ex vivo

Los ensayos de unién a radioligando ex vivo y los ensayos de recaptacién de los neurotransmisores se utilizaron
para determinar la ocupacion in vivo de SERT y NET, en regiones cerebrales concretas, tras la administracién in vivo
(aguda o crénica) de los compuestos prueba. Después de la administracion de los compuestos prueba (mediante
ruta intravenosa, intraperitoneal, oral, subcutanea o de otro tipo) en la dosis adecuada (0,0001 a 100 mg / kg), se
sacrificaron las ratas (= n = 4 por grupo) en puntos de tiempo especificos (10 minutos a 48 horas) mediante
decapitacién y los cerebros se diseccionaron en hielo. Se diseccionaron las regiones relevantes del cerebro, y se
congelaron y almacenaron a -80 ° C hasta su uso.

Ensayos de union a radioligando SERT y NET ex vivo

Para los ensayos ex vivo de unién de radioligandos, se monitorizaron las velocidades iniciales de asociacion de los
radioligandos selectivos de SERT (3H—citalopram), y de NET—(3H-nisoxetina) con homogeneizados brutos de cerebro
de rata preparados a partir de animales tratados con vehiculo y compuestos prueba, (véase Hess et al . (2004) J.
Pharmacol. Exp. Ther. 310 (2) :488-497). Los homogeneizados brutos de tejido cerebral se prepararon mediante
homogeneizacién de las piezas de tejido congelados en 0,15 ml (por mg de peso humedo) de tampdn Tris-HCI 50
mM, NaCl 120 mM, KCI 5 mM, pH 7,4. Los ensayos de asociacién de radioligando se realizaron en una placa de
ensayo de 96 pocillos en un volumen total de 200 ul de tampén de ensayo (Tris-HCI 50 mM, KCI 120 mM, NaCl 5
mM, BSA 0,025%, pH 7,4) con 650 pg de tejido de peso en humedo (equivalente a 25 pug de proteina). Los
homogeneizados se incubaron durante 5 minutos con 3H-citalopram (3nM)y *H-nisoxetina (5 nM), respectivamente,
antes de la terminacion del ensayo mediante filtracion rapida sobre una placa de 96 pocillos UniFilter GF/B
pretratada con polietilenimina 0,3%. Los filtros se lavaron entonces 6 veces con 300 pl de tampodn de lavado (Tris-
HCI 50 mM, NaCl 0,9%, pH 7,4 a 4 ° C). La union no especifica de radioligando se determiné en presencia de
duloxetina 1 uM, o despiramina 1 uM, para 3H-citalopram o *H-nisoxetina, respectivamente. Las placas se secaron
durante la noche a temperatura ambiente, se afadid ~ 45 pl de MicroScin™-20 (Perkin Elmer) y se cuantifico la
radioactividad unida mediante espectroscopia de centelleo liquido. Las tasas iniciales de asociacion de 3H-ci’[alopram
y ®H-nisoxetina se determinaron mediante regresion lineal utilizando el paquete de programas GraphPad Prism
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). Se determind la tasa media de asociacion de radioligando a los
homogeneizados de tejido cerebral de animales tratados con vehiculo. EI% de ocupacion de los compuestos prueba
se determind después utilizando la siguiente ecuacion:
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% ocupacion = 100 x (1 - (tasa inicial de asociacion para el tejido tratado con compuesto prueba / tasa de asociacion
media de tejido tratado con vehiculo))

Los valores de DEsy se determinaron representando el log 10 de la dosis del compuesto prueba frente al % de
ocupacion. Los valores de DEsg se generados a partir de las curvas de respuesta a la concentracion utilizando la
respuesta de dosis sigmoidal (pendiente variable) en el algoritmo GraphPad Prism.

Ensayos de recaptacion SERT y NET ex vivo

Los ensayos de recaptacion de neurotransmisores ex vivo, en los que se utilizé la captacion de ®H-5-HT o *H-NE en
homogeneizados brutos de cerebro de rata, preparados a partir de animales tratados con vehiculos y compuestos
prueba, se utilizaron para medir la ocupacién de transportador SERT y NET in vivo (véase Wong et al. (1993)
Neuropsychopharmacology 8 (1): 23-33). Los homogeneizados brutos de tejido cerebral se prepararon mediante
homogeneizacion de las piezas de tejido congelados en 0,5 ml (por mg de peso hiumedo) de tampén HEPES 10 mM
pH 7,4, que contenia sacarosa 0,32 M, acido ascérbico 200 uM y pargilina 200 uM, a 22 ° C. Los ensayos de
captacién de neurotransmisores se realizaron en una placa Axygen de 96 pocillos en un volumen total de 350 pl de
tampon de ensayo (tampoén bicarbonato Krebs-Ringer con HEPES 10 mM, CaCl, 2,2 mM, acido ascoérbico 200 uM y
?argilina 200 uM, pH 7,4) con 50 pg de proteina. Los homogeneizados se incubaron durante 5 minutos a 37 ° C con
H-5-HT (20 nM) y *H-NE (50 nM), respectivamente, antes de la terminacion del ensayo mediante filtracion rapida en
una placa de 96-pocillos UniFilter GF/B, pretratado con BSA 1%. Las placas se lavaron 6 veces con 650 pl de
tampon de lavado (PBS enfriado con hielo) y se secaron durante la noche a 37 ° C, antes de la adiciéon de ~ 45 pl de
MicroScint™-20 (Perkin Elmer). La radioactividad incorporada se cuantific6 mediante espectroscopia de centelleo
liqguido. Se determind la captacion de neurotransmisor no especifica en ensayos paralelos en los que los
homogeneizados de tejido se incubaron con *H-5-HT (20 nM) o *H-NE (50 nM) durante 5 minutos a 4 ° C.

Ensayo 4
Otros ensayos

Otros ensayos que se utilizaron para evaluar las propiedades farmacoldgicas de los compuestos prueba incluyen,
pero no se limitan a, ensayos cinéticos de unién a ligando frio (Motulsky y Mahan (1984) Molecular Pharmacol. 25
(1) :1-9) con membranas preparadas a partir de células que expresan hSERT o hNET; ensayos de union de
radioligandos a membranas convencionales utilizando compuestos prueba radiomarcados, por ejemplo, tritiados;
ensayos de union de radioligandos utilizando tejido nativo de, por ejemplo, cerebro de roedor o humano, ensayos de
recaptacion de neurotransmisores utilizando plaquetas humanas o de roedores; ensayos de recaptacion de
neurotransmisores utilizando preparaciones de sinaptosomas brutas, o puras, de cerebro de roedores.

Ensayo 5
Prueba de la pata en formalina

Los compuestos se analizaron por su capacidad para inhibir la respuesta de comportamiento provocada por una
inyeccion de formalina (5%) de 50 ul. Una banda de metal se fija a la pata trasera izquierda de ratas macho
Sprague-Dawley (200-250 g) y se acondiciona cada rata a la banda durante 60 minutos dentro de un cilindro de
plastico (15 cm de diametro). Los compuestos se preparan en vehiculos farmacéuticamente aceptables y se
administran por via sistémica (ip, po) en tiempos predefinidos antes de la exposicion a formalina. Los
comportamientos espontaneas nociceptivos que consisten en encoger la pata trasera de la inyeccién (bandas) se
cuentan continuamente durante 60 minutos utilizando un analizador automatizado de nocicepcion (UCSD
Anesthesiology Research, San Diego, CA). Se determinan las propiedades antinociceptivas de los articulos prueba
comparando el niumero de sacudidas en las ratas tratadas con vehiculo y compuesto (Yahsh et al., "An automated
flinch detecting system for use in the formalin nociceptive bioassay" (2001) J. Appl. Physiol. 90 (6) :2386-2402).

Ensayo 6
Modelo de ligacién del nervio espinal

Los compuestos se analizaron por su capacidad de revertir la alodinia tactil (aumento de la sensibilidad a un
estimulo mecanico inocuo) inducida por la lesién del nervio. Se prepararon quirdrgicamente ratas macho Sprague-
Dawley tal como se describe en Kim y Chung "An experimental model for peripheral neuropathy produced by
segmental spinal nerve ligation in the rat" (1992) Pain 50 (3) :355-363. La sensibilidad mecanica se determina como
el 50% de las respuestas de retirada a estimulos mecanicos inocuos (Chaplan et al., "Quantitative assessment of
tactile allodynia in the rat paw" (1994) J. Neurosci. Methods 53 (1) :55-63) y antes después de la lesion del nervio.
Una a cuatro semanas después de la cirugia, los compuestos se prepararon en vehiculos farmacéuticamente
aceptables y se administraron por via sistémica (ip, po). El grado de sensibilidad mecanica inducida por lesion del
nervio antes y después del tratamiento sirve como un indice de las propiedades antinociceptivas de los compuestos.
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REIVINDICACIONES

1. Una sal cristalina de clorhidrato de 4-[2-(2,4,6-trifluorofenoximetil)fenil]-piperidina, que se caracteriza por una
difraccién de rayos X de polvo que comprende picos de difraccion a valores de 26 de 4,44+0.20, 10,22+0.20,
17,16+0.20, y 21,78+0.20.

2. El compuesto de la reivindicacién 1, que se caracteriza por tener uno o mas picos de difraccion adicionales a
valores de 20 seleccionados de 8,11+0,20, 13,18+0.20, 16,06+£0.20, 18,38+0.20, 23,76+0.20, 26,32+0.20,
27,24+0.20, 29,60+0.20, y 31,94+0.20.

3. El compuesto de la reivindicacion 1, que se caracteriza por un patrén de difracciéon de rayos X de polvo en el que
las posiciones de los picos estan sustancialmente de acuerdo con las posiciones de los picos del patrén que se
muestra en la figura. 1.

4. El compuesto de la reivindicacion 1, que se caracteriza por una traza de calorimetria de barrido diferencial que
tiene un punto de fusién de aproximadamente 196,9 ° C.

5. El compuesto de la reivindicacion 1, que se caracteriza por una traza de calorimetria de barrido diferencial
sustancialmente de acuerdo con la que se muestra en la figura. 2.

6. Una composicion farmacéutica que comprende un transportador farmacéuticamente aceptable y el compuesto
cristalino de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

7. La composicion de la reivindicacion 6, que comprende ademas un agente terapéutico secundario de entre agentes
contra el Alzheimer, anticonvulsivos, antidepresivos, agentes contra el Parkinson, inhibidores duales de la
recaptacion de serotonina y norepinefrina, agentes antiinflamatorios no esteroideos, inhibidores de la recaptacion de
norepinefrina, agonistas opioides, antagonistas opioides, inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina,
bloqueadores de los canales de sodio, simpaticoliticos, y combinaciones de los mismos.

8. Un procedimiento para preparar la sal del clorhidrato cristalina de la reivindicacion 1, que comprende el paso de:
a) tratar una sal de clorhidrato de 4-[2-(2,4,6-trifluorofenoximetil)fenillpiperidina con acetato de etilo y etanol
hasta la disolucién completa;

b) enfriar para efectuar la cristalizacion; y

c) aislar los sdlidos resultantes para proporcionar la sal de clorhidrato cristalina de la reivindicacién 1.
9. El proceso de la reivindicacion 8, que comprende ademas los pasos de:

d) tratar la sal del clorhidrato cristalino con isopropanol y agua para completar la disolucion;

e) enfriar para efectuar la fijacion del cristal; y

f) aislar los sélidos resultantes para proporcionar la sal de clorhidrato cristalina de la reivindicacién 1.

10. Un procedimiento para purificar 4-[2-(2,4,6-trifluorofenoximetil)fenil]piperidina que comprende formar la sal de
clorhidrato cristalino de la reivindicacion 1.

11. Un compuesto como se reivindica en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, para utilizar en terapia.

12. Un compuesto como el que se reivindica en la reivindicacion 11, para utilizar en el tratamiento de un trastorno del
dolor, un trastorno depresivo, un trastorno afectivo, un trastorno por déficit de atencion con hiperactividad, un
trastorno cognitivo, incontinencia urinaria por esfuerzo, sindrome de fatiga crénica, obesidad, , y los sintomas
vasomotores asociados a la menopausia.

13. Un compuesto como se reivindica en la reivindicacion 11, para utilizar en el tratamiento del trastorno del dolor.

14. Un compuesto como se reivindica en la reivindicaciéon 13, para utilizar cuando el trastorno del dolor es dolor
neuropatico o fibromialgia.

15. Un compuesto como se reivindica en la reivindicaciéon 11, para utilizar en el tratamiento cronico del dolor lumbar
u osteoartritis.
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