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DESCRIPCION
Dihidroetorfinas y su preparacion

La presente invencion se refiere a un procedimiento nuevo para fabricar (S)-dihidroetorfina y a la (S)-dihidroetorfina
en si.

La (R)-dihidroetorfina (mostrada a continuacion) es un potente analgésico.

Se usa principalmente en China, en forma sublingual, en dosis que van desde los 20 hasta los 180 pg. En
comparacion con otros analgésicos, se ha informado de que produce una analgesia intensa y efectos secundarios
relativamente leves. También se desvela el uso de (R)-dihidroetorfina en parches transdérmicos en el documento
JP-10-231248. Sin embargo, hasta donde llega el conocimiento del solicitante, no existe ningun parche de este tipo
disponible comercialmente.

La dihidroetorfina es una variante de la etorfina. La (R)-etorfina es un opioide extremadamente potente usado para
anestesiar animales, por ejemplo, elefantes. Se desarrollé en la década de 1960 y las rutas de sintesis para su
preparacion son bien conocidas. En el ejemplo 12 del documento GB 925,723, por ejemplo, se desvela una sintesis
de etorfina en la que se afiade un reactivo de Grignard (yoduro de propil magnesio) a un derivado de tebaina como
se muestra a continuacion:

Los resultados dados en el ejemplo 12 indican que se produce el isémero a al triturar el producto de reaccion en
bruto con metanol y que se podria cristalizar el isémero B a partir de los licores metandlicos si se diluyen con agua y
se decanta el liquido. Por lo tanto, el solicitante esperaba que la ruta de sintesis descrita en el documento GB
925.723 se pudiera aplicar a la dihidroetorfina y que se pudieran obtener ambos diasteredmeros (R) y (S). Sin
embargo, se descubrié que no era el caso. En su lugar, la adicion de haluro de propil magnesio al derivado de
dihidrotebaina se produjo con una estereoselectividad inesperadamente alta y sélo se obtuvo el diasteredmero (R).

En Park H. S. y col., Bioorg. Med. Chem. Lett. 2006, 16(13), 3609-3613 se describe la sintesis de analogos de
buprenorfina en la que se afiade reactivo de Grignard a la tebaina y después se desmetila el alcohol resultante.

Hasta donde llega el conocimiento de los solicitantes, no se ha preparado nunca el isémero (S) de la dihidroetorfina.
Por lo tanto, existe la necesidad de proporcionar una ruta de sintesis alternativa para obtener (S)-dihidroetorfina y,
en especial, un procedimiento que proporcione (S)-dihidroetorfina con un exceso diastereomérico elevado. Este
isbmero es necesario para confirmar la estereoquimica de los esterecisémeros conocidos.

El solicitante ha descubierto ahora un procedimiento que satisface estas necesidades. Ademas, el solicitante ha
descubierto que el isémero (S) de dihidroetorfina posee propiedades farmacolégicas utiles y, en particular, efectos
analgésicos.
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Por tanto, vista desde un aspecto, la invencién se refiere a un procedimiento para la preparacion de un compuesto
de férmula (VI1), o una sal del mismo,

Vi)

en la que R y R? son independientemente alquilo C1.s de cadena lineal y * representa un estereocentro (S), que
5 comprende hacer reaccionar un compuesto de férmula (1V)

OMe (V)

en la que R' es como se ha definido anteriormente en el presente documento;
con un compuesto de férmula RZM(X)p, en la que R? es alquilo C1.s de cadena lineal, M es metal, X es haluroy p es
1 0 0 para producir un compuesto de férmula (V)

10 (V)

en la que R' R? y * son como se ha definido anteriormente en el presente documento.

En otro procedimiento preferente de la presente invencion, se prepara el compuesto de féormula (V) por reduccion de
un compuesto de férmula (111)

OMe (I

15 en la que R' es como se ha definido anteriormente en el presente documento.
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En otro procedimiento preferente mas de la presente invencién, se prepara el compuesto de férmula (Ill) por
reduccion de un compuesto de formula (1)

d

N

OMe ()

con un compuesto de formula (Il)

H‘I
Il
. {0
en la que R'es alquilo C1.g de cadena lineal.

La presente invenciéon proporciona un procedimiento preferente para la preparacion de un compuesto de férmula
(VI), o una sal del mismo,

(Vi)

10 en la que R y R? son independientemente alquilo C1.s de cadena lineal y * representa un estereocentro (S), que
comprende:

hacer reaccionar un compuesto de férmula (1)

OMe (1)
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con un compuesto de formula (Il)

-
| (n

en la que R'es alquilo C4.s de cadena lineal para dar un compuesto de formula (l11)

OMe (i

5 en la que R' es como se ha definido anteriormente en el presente documento.

reducir dicho compuesto de férmula (1) para producir un compuesto de formula (IV).

OMe {IV)
en la que R' es como se ha definido anteriormente en el presente documento

hacer reaccionar dicho compuesto de férmula (IV) con un compuesto de férmula RZM(X)p, en la que R? es alquilo Cy.
10 g de cadena lineal, M es metal, X es haluro y p es 1 0 0, para dar un compuesto de formula (V)

OMe (V)
en la que R1, R? y * son como se ha definido anteriormente en el presente documento,
e hidrolizar dicho compuesto de férmula (V) para producir un compuesto de férmula (VI).

Vista desde otro aspecto, la invencion se refiere a un compuesto de formula (VI), o una sal del mismo,

15 vh



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 548 881 T3

en la que R' y R? son independientemente alquilo C1.s de cadena lineal y * representa un estereocentro (S).

Vista desde otro aspecto, la invencion se refiere a composiciones, preferentemente composiciones farmacéuticas,
que comprenden un compuesto novedoso como se describe anteriormente en el presente documento.

Vista desde otro aspecto, la invencién se refiere a compuestos como se describe anteriormente en el presente
documento para su uso en medicina (por ejemplo, como analgésicos).

Visto desde otro aspecto mas, la invencion se refiere al uso de un compuesto como se describe anteriormente en el
presente documento para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento del dolor.

Tal como se usa en el presente documento, el término "alquilo" se usa para hacer referencia a un hidrocarburo
alifatico saturado de cadena lineal, ciclica o ramificada. Los grupos alquilo presentes en los compuestos (Il)-(VI) son
grupos alquilo de cadena lineal. Los grupos alquilo preferentes son de formula C,Hzn+1, €n la que n es de 1 a 8. Los
grupos alquilo tipicos incluyen metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, hexilo, heptilo y octilo. Los grupos alquilo
preferentes de los compuestos (I1)-(VI) no estan sustituidos.

El compuesto de férmula (1) es tebaina y esta disponible comercialmente, por ejemplo, de Tasmanian Alkaloids, Pty.
De forma alternativa, se puede preparar el compuesto de formula (I) segun procedimientos descritos en la literatura.

En un procedimiento preferente de la invencion, R' del compuesto de formula (1) es preferentemente alquilo C,.7 de
cadena lineal, mas preferentemente, alquilo Cs.s de cadena lineal, especialmente, alquilo C3 de cadena lineal (por
ejemplo n-propilo). Un compuesto particularmente preferente de formula (Il) es hexen-3-ona. Esta disponible
comercialmente, por ejemplo, de Sigma-Aldrich.

Se hace reaccionar el compuesto de formula (I) con un compuesto de férmula (ll) para producir un compuesto de
férmula (lll). Tipicamente, la reaccion que sufren estos compuestos se denomina reaccién de Diels-Alder. La
reaccion de Diels-Alder se puede llevar a cabo en condiciones convencionales conocidas en la técnica. La reaccion
de compuestos de formulas (1) y (Il) se puede llevar a cabo, por ejemplo, en cualquier disolvente convencional. Son
preferentes los disolventes con puntos de ebullicién superiores a 60 °C (por ejemplo, metanol y etanol). El etanol es
un disolvente particularmente preferente.

En una reaccion tipica entre compuestos de férmulas (1) y (ll), se calientan los compuestos a reflujo en exceso de
disolvente, por ejemplo, durante 10-24 horas. Se puede hacer un seguimiento del procedimiento de la reaccion
usando, por ejemplo, CCF y/o RMN de "H. En una reaccion preferente se usan 1,2-15 equivalentes molares, mas
preferentemente 1,5-10 equivalentes molares o 2-8 equivalentes molares del compuesto de formula (Il) en relacion
con el compuesto de férmula (l). En una reaccién particularmente preferente se usan 1,2-2 equivalentes molares,
mas preferentemente 1,3-1,8 equivalentes molares, por ejemplo, aproximadamente 1,5 equivalentes molares del
compuesto de férmula (11), en relaciéon con el compuesto de formula (1).

Después, se enfria la mezcla de reaccion y se concentra. Se puede obtener el producto resultante, un compuesto de
férmula (Ill), por un procedimiento de tratamiento convencional y, opcionalmente, purificarlo. Por ejemplo, se puede
llevar a cabo la purificacion por cristalizacién en metanol o alcohol isopropilico. Mas preferentemente, el compuesto
de formula (lll) cristaliza directamente en el disolvente de la reaccidon. Opcionalmente, se puede recristalizar.
Preferentemente, el rendimiento de la reaccion es de al menos el 60 %, mas preferentemente, de al menos el 65 %,
por ejemplo, de al menos el 80 %. El rendimiento maximo es del 100 %. Preferentemente, la pureza del compuesto
de férmula (Ill) es de al menos el 95 %, mas preferentemente, de al menos el 97 %, ain mas preferentemente, de al
menos el 99 %, por ejemplo, del 99,5 %. La pureza maxima es del 100 %. Preferentemente, la pureza se determina
usando HPLC.

En un procedimiento preferente de la invencion, el compuesto de formula (l11) es de férmula:

OMe (I

en la que R' es como se ha definido anteriormente en el presente documento, por ejemplo, R' es alquilo C,.7 de
cadena lineal, mas preferentemente, alquilo Cs.s de cadena lineal, especialmente, alquilo C3 de cadena lineal (por
ejemplo, n-propilo).
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Se puede reducir el compuesto de férmula (Ill) por cualquier reaccion de reducciéon conocida adecuada, pero,
preferentemente, se reduce con una reaccion de hidrogenacion (por ejemplo, con Hz en un recipiente Parr o por
transferencia de hidrégeno). Por ejemplo, se puede hidrogenar el compuesto de férmula (lll) en un disolvente (por
ejemplo, etanol) con un catalizador (por ejemplo, paladio sobre carbono) a una presiéon de hidrégeno (por ejemplo,
hasta 50 psi de H,). Preferentemente, el volumen de la reaccién esta en el intervalo de 5-80 I, mas preferentemente,
de 10-20 I, por ejemplo, aproximadamente 12 |. Preferentemente, la cantidad de catalizador empleada esta en el
intervalo del 10-60 % en peso, mas preferentemente, del 30-55 % en peso, por ejemplo, aproximadamente el 50 %
en peso. La reaccion se puede llevar a cabo a una temperatura de 30-100 °C, preferentemente, a una temperatura
de 40-60 °C, por ejemplo, a 50 °C o 65 °C.

Al final de la reaccion, se puede retirar por filtracion cualquier catalizador (por ejemplo, paladio) usado en la misma.
Después, se puede aislar el producto, un compuesto de férmula (Ill), por un procedimiento de tratamiento
convencional. Opcionalmente, el compuesto de formula (1V) se purifica. Por ejemplo, el lavado con un alcano Cig tal
como heptano retira el etanol. Sin embargo, una ventaja de la reaccién de hidrogenacion es que se puede usar el
compuesto de férmula (IV) sin purificacion por cromatografia y/o cristalizacion. Preferentemente, el rendimiento de la
reaccion es de al menos el 50 %, mas preferentemente, de al menos el 65 %, ain mas preferentemente, del 85 %,
aun mas preferentemente, de al menos el 90 %. El rendimiento maximo es del 100 %. Preferentemente, el
compuesto de formula (IV) se obtiene con una pureza de al menos el 95 %, mas preferentemente, de al menos el
99 %, por ejemplo, de al menos el 99,5%. La pureza maxima es del 100 %. Preferentemente, la pureza se
determina usando HPLC.

En un procedimiento preferente de la invencion, el compuesto de formula (V) es de formula:

OMe {IV)

en la que R’ es como se ha definido anteriormente en el presente documento, por ejemplo, R' es alquilo Cy7 de
cadena lineal, mas preferentemente, alquilo Cs.s de cadena lineal, especialmente, alquilo C3 de cadena lineal (por
ejemplo, n-propilo)

Se hace reaccionar el compuesto de formula (V) con un compuesto de formula RZM(X) en la que R? es alquilo C1.
de cadena lineal, M es metal (por ejemplo, un metal alcalino o alcallnoterreo) X es haluroy p es 1 0 0, para producir
un compuesto de formula (V). En compuestos preferentes de formula R? M(X)p, R? es alquilo C13 de cadena lineal,
mas preferentemente, alquilo C+-2, por ejemplo, metilo.

En otros compuestos preferentes de formula RZM(X)p, M es magnesio o litio, preferentemente, magnesio. Cuando M
es Mg, preferentemente, p es 1. Cuando M es litio, preferentemente, p es 0. Cuando esta presente, preferentemente,
X es Cl, Bro . El haluro de met|I magnesio, en especial el bromuro de metil magnesio y el yoduro de metil magnesio,
es un compuesto de férmula R? M(X), preferente, en especial el bromuro de metil magnesio.

Tipicamente, la reaccion del compuesto de férmula (IV) con un compuesto de férmula RZM(X)p se denomina
reaccion de adicion nucledfila. Cuando M es Mg y X es haluro, con frecuencia la reacciéon se denomina adicion de
Grignard. La reaccion de adicion se puede llevar a cabo en cualquier disolvente convencional. Son preferentes los
disolventes no acuosos (por ejemplo, los disolventes anhidros). Un ejemplo de disolvente preferente es el éter, por
ejemplo, MTBE, THF o éter dietilico. Son preferentes MTBE o el éter dietilico. El éter dietilico es un dlsolvente
particularmente preferente. El THF es particularmente preferente cuando se usa un compuesto de férmula R? M(X)p
enelque Mes Mg, Xes Clypes 2.

Preferentemente, la reaccién de adicion se lleva a cabo a una temperatura en el intervalo de 20 a 60 °C, mas
preferentemente, de 30 a 45 °C, por ejemplo, a aproximadamente 35 °C. Preferentemente, se usa un exceso del
compuesto de férmula R? M(X),. En particular se usan 1,2-4 equivalentes, mas preferentemente, 1,5-3 equivalentes
de un compuesto de formula R“M(X), en relacion con el compuesto de férmula (1V).

El compuesto de férmula (V) se puede aislar por técnicas convencionales. Opcionalmente, se puede ftriturar, por
ejemplo, con metanol. Adicionalmente, o de forma alternativa, se puede purificar el compuesto de férmula (V) por
cromatografia en columna. El compuesto de formula (V) también se puede cristalizar. Preferentemente, el
compuesto de férmula (V) se cristaliza con metanol. Preferentemente, el rendimiento de la reaccion es de al menos
el 20 %, mas preferentemente, de al menos el 30 %, por ejemplo, del 20-60 %, aun mas preferentemente, de al

7
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menos el 65 %. El rendimiento maximo es del 100 %. Preferentemente, la pureza del compuesto de formula (V) es
de al menos el 95 %, aun mas preferentemente, de al menos el 99 %, por ejemplo, de al menos el 99,5 %. La pureza
maxima es del 100 %. Preferentemente, la pureza se determina usando HPLC.

La reaccion de adicion genera un estereocentro nuevo en el compuesto de formula (V) en el carbono 19. La
configuracion de este estereocentro depende, al menos en parte, de la naturaleza de R' y R?.

En los procedimientos de la invencion, se genera un estereocentro (S) en el carbono 19. En procedimientos
particularmente preferentes, se genera un estereocentro (S) en el carbono 19 en un exceso diastereomérico de al
menos el 85 %, mas preferentemente, de al menos el 90 %, por ejemplo, de al menos el 95 % o de al menos el
99 %. Por tanto, en un procedimiento preferente se proporciona un compuesto de féormula (V) en ausencia, o
ausencia sustancial, de isdmero (R). Preferentemente, se proporciona el compuesto de férmula (V) con menos del
1 % en peso, aun mas preferentemente con menos del 0,5 % en peso, de isémero (R).

En un procedlmlento de la invencién particularmente preferente, R' es alquilo Cs de cadena lineal (por ejemplo,
propilo), R? es alquilo Ci.; (por ejemplo, metilo) y se genera un estereocentro (S) en la reaccion de adicion en el
carbono 19 en un exceso diastereomérico de al menos el 85 %, mas preferentemente, de al menos el 90 %, por
ejemplo, de al menos el 95 % o de la menos el 99 %.

Por tanto, en un procedimiento preferente de la invencion, el compuesto de féormula (V) es de formula:

(V)

en la que R y R? son como se describe anteriormente en el presente documento, por ejemplo R'es alquilo Cy7 de
cadena lineal, mas preferentemente alquilo Cs.5 de cadena lineal, en especial, alquilo C; de cadena lineal (por
ejemplo, n-propilo), R? es alquilo C1.3 de cadena lineal, mas preferentemente alquilo C1., por ejemplo, metilo, y el (*)
representa un estereocentro (S).

En un procedimiento particularmente preferente de la invencion, el compuesto de formula (V) es:

Ohle (Va)

Como se menciona anteriormente, opcionalmente, se puede cristalizar el compuesto de férmula (V). En un
procedimiento preferente de la invencion, se cristaliza el compuesto de formula (V). Se puede usar cualquier
disolvente convencional para el procedimiento de cristalizacion, por ejemplo, alcoholes Ci4, agua, acetona,
acetonitrilo, DCM y MTBE. Son disolventes de cristalizacion preferentes el metanol, el etanol, el agua y las mezclas
de los mismos, en especial etanol/agua y el etanol. En un procedimiento de cristalizacion tipico, se disuelve una
cantidad del compuesto de formula (V) obtenido a partir de la reaccion de adicion en el disolvente elegido,
preferentemente en una cantidad minima del mismo, y se deja reposar la solucién, por ejemplo, durante 3-4 dias.
Preferentemente, la cristalizacion se lleva a cabo a de -5 a 5 °C, por ejemplo, a 0-4 °C.

Preferentemente, se hidroliza el compuesto de férmula (V) con un hidroxido de metal alcalino para formar un
compuesto de formula (VI). Un hidréxido de metal alcalino preferente es KOH. Preferentemente, en la reaccion de
hidrdlisis se usa un exceso de hidréxido de metal alcalino, por ejemplo, un exceso de 10-40 equivalentes en relacion
con el compuesto de formula (V). La reaccion se puede llevar a cabo en cualquier disolvente convencional. El
dietilenglicol es un disolvente preferente.



10

15

20

25

30

35

ES 2 548 881 T3

Preferentemente, la reaccion de hidrdlisis se lleva a cabo a una temperatura en el intervalo de 150-220 °C, por
ejemplo, a aproximadamente 180-200 °C. Se puede hacer un seguimiento del progreso de la reaccién por técnicas
convencionales, por ejemplo, CFF, pero, tipicamente, durara 10-20 horas, por ejemplo, 12-18 horas. Una vez
completada la reaccion, se puede aislar el compuesto de férmula (VI) con técnicas convencionales. Se puede triturar
el compuesto de férmula (VI). Preferentemente, el rendimiento de la reaccion es de al menos el 40 %, mas
preferentemente, de al menos el 45 %, aun mas preferentemente, del 85 %, aiin mas preferentemente, de al menos
el 90 %. El rendimiento maximo es del 100 %. Preferentemente, la pureza del compuesto de formula (V1) es de al
menos el 90 %, aun mas preferentemente, de al menos el 95 %. La pureza maxima es del 100 %. Preferentemente,
la pureza se determina usando HPLC.

El compuesto de formula (VI) también se puede cristalizar. Los disolventes preferentes para su uso en la
cristalizacion son AcCN y MTBE. Mas preferentemente, el compuesto de férmula (V1) se cristaliza en un alcohol C14
y/o agua, por ejemplo, etanol y/o etanol/agua.

En una reaccién de hidrolisis preferente, se mantiene la estereoquimica de cada uno de los estereocentros
presentes es el compuesto de formula (V). Preferentemente, el compuesto de formula (VI), por ejemplo 19-S-
dihidroetorfina, se proporcionar en ausencia o en ausencia sustancial del isomero (R). Preferentemente, hay menos
del 1 % en peso, mas preferentemente, menos del 0,5 % en peso, aun mas preferentemente, menos del 0,01 % en
peso de isomero (R) presente.

Por tanto, en un procedimiento preferente, el compuesto de férmula (V1) es:

en la que R y R? son como se describe anteriormente en el presente documento, por ejemplo R'es alquilo Cy7 de
cadena lineal, mas preferentemente, alquilo Css de cadena lineal, en especial, alquilo C3 de cadena lineal (por
ejemplo, n-propilo), R? es alquilo C1.3 de cadena lineal, mas preferentemente alquilo C1., por ejemplo, metilo, y el (*)
representa un estereocentro (S). Preferentemente, el compuesto de formula (VI) tiene una pureza de al menos el
99 %, por ejemplo, determinada por HPLC.

En un procedimiento particularmente preferente, el compuesto de formula (VI) es:

(Vla)

Los compuestos (V) y (VI) descritos anteriormente en el presente documento se pueden convertir en sus sales por
técnicas bien conocidas en la técnica. Las sales preferentes son las sales farmacéuticamente aceptables. Un
derivado que aparece en ocasiones en cantidades pequefas (por ejemplo, <5 % en peso) es el compuesto 6-hidroxi.
Se produce si la reaccion de hidrdlisis hidroliza adicionalmente el grupo 6-metoxi. Se puede aislar el derivado 6-
hidroxi por recristalizacion.

Las sales preferentes son las que mantienen la eficacia biologica y las propiedades de los compuestos de la
presente invencion y se forman a partir de acidos organicos o inorganicos no téxicos adecuados. Son preferentes la
sales de adicion de acido. Los ejemplos representativos de sales incluyen la derivadas de acidos inorganicos tales
como el acidos clorhidrico, el acido bromhidrico, el acido yodhidrico, el acido sulfurico, el acido sulfamico, el acido
fosforico y el acido nitrico, y los derivados de acidos organicos tales como el acido p-toluenosulfénico, el acido
salicilico, el acido metanosulfonico, el acido oxalico, el acido succinico, el acido citrico, el acido malico, el acido
lactico, el acido fumarico, el acido trifluoroacético y similares. La modificacién de un compuesto a una sal es una
técnica bien conocida por los quimicos para obtener una mejor estabilidad fisica y quimica, higroscopicidad, fluidez y
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solubilidad de los compuestos.

Los compuestos preferentes de la invencién son los compuestos de férmula (V1) como se describe anteriormente en
el presente documento, en la que, preferentemente, R'es alquilo C,.7 de cadena lineal, mas preferentemente, alquilo
Cs5 de cadena Ilneal en especial, alquilo C3 de cadena lineal (por ejemplo, n-propilo). En compuestos preferentes
de férmula (VI), R? es alquilo C1.3 de cadena lineal, mas preferentemente, alquilo C12, por ejemplo, metilo. En
compuestos (VI) de la invencion, el estereocentro del carbono 19 es (S).

Un compuesto de formula (V1) preferente es un compuesto de férmula:

(VI-S)

en la que R y R? son como se describe anteriormente en el presente documento, por ejemplo R'es alquilo Cy7 de
cadena lineal, mas preferentemente alquilo Cs.5 de cadena lineal, en especial, alquilo C; de cadena lineal (por
ejemplo, n-propilo), R? es alquilo C1.3 de cadena lineal, mas preferentemente alquilo C1, y el (*) representa un
estereocentro (S).

Un compuesto de formula (V1) particularmente preferente es un compuesto de formula:

(Vla)

Los compuestos de la presente invencion tienen usos diversos. Por ejemplo, los compuestos (VI-S) se pueden usar
para confirmar la quiralidad (R) de los productos de dihidroetorfina conocidos. El uso de los compuestos de la
invencion de este modo se ilustra en los ejemplos que se presentan mas adelante en el presente documento. Los
compuestos (Ill) y (IV) también son utiles en la preparacion de (R)-dihidroetorfina, que se sabe que tiene
propiedades farmacéuticas utiles.

Ademas, los compuestos de férmulas (VI-S) se pueden incorporar en composiciones, preferentemente en
composiciones farmacéuticas. Por tanto, la presente invenciéon también incluye composiciones farmacéuticas que
comprenden un compuesto de la invencién como se describe anteriormente en el presente documento (por ejemplo,
compuestos de férmulas (VI-S)) y uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables. Los compuestos de la
invencion, por ejemplo, compuestos de férmula (VI-S) pueden estar presentes solos o en combinaciéon con otro
principio activo en una composicion.

Las composiciones, por ejemplo, composiciones farmacéuticas, de la invencidon pueden adoptar cualquier forma
convencional. Preferentemente, no obstante, las composiciones de la invencidon se preparan en una forma de
dosificacion adecuada para administracion transdérmica. Otras composiciones preferentes de la invencién se
preparan en una forma de dosificacion adecuada para administracién parenteral, por ejemplo, administracion
intravenosa.

Con administracién "transdérmica" se quiere decir la administracion de los compuestos descritos anteriormente en el
presente documento en la superficie de la piel de un individuo para que el agente pase a través del tejido epitelial
hacia el torrente circulatorio del individuo. Se pretende que el término "transdérmico" incluya la administracion
transmucosa, es decir, la administracion del compuesto en la superficie mucosa (por ejemplo, sublingual, yugal,
vaginal, rectal) de un individuo para que pase a través del tejido mucoso hacia el torrente circulatorio del individuo.
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Las formas de dosificacion transdérmicas de la invencion incluyen, pero sin limitacion, pastillas bucales,
pulverizadores, aerosoles, cremas, lociones, pomadas, geles, soluciones, emulsiones, suspensiones u otras formas
conocidas por el experto en la técnica. Las formas de dosificacion adecuadas para tratar los tejidos mucosos del
interior de la cavidad bucal se pueden formular como colutorios o como geles bucales. Ademas, las formas de
dosificacion transdérmicas incluyen parches "de tipo depdsito" o "de tipo matriz", que se pueden aplicar en la piel y
llevar durante un periodo de tiempo especifico para permitir la penetracién de una cantidad deseada de principios
activos.

Los excipientes adecuados (por ejemplo, vehiculos y diluyentes) y otros materiales que se pueden usar para
proporcionar formas de dosificacion transdérmicas englobadas por la presente invencion son bien conocidos por los
expertos en las técnicas farmacéuticas y dependen del tejido en particular en el que se va a aplicar una composicién
farmacéutica o forma farmacéutica dada. Teniendo en cuenta ese hecho, los excipientes tipicos incluyen, pero sin
limitacién, agua, acetona, etanol, etilenglicol, propilenglicol, butano-1,3-diol, miristato de isopropilo, palmitato de
isopropilo, aceite mineral y mezclas de los mismos para formar lociones, tinturas, cremas, emulsiones, geles o
pomadas, que son no toxicos y farmacéuticamente aceptables. Si se desea, también se pueden afiadir hidratantes o
humectantes a las composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion. Los ejemplos de agentes adicionales de
este tipo son bien conocidos en la técnica.

En funcién del tejido especifico que se va a tratar, se pueden usar componentes adicionales antes de, junto con o
después del tratamiento con los compuestos de la invenciéon. Por ejemplo, se pueden usar potenciadores de la
penetracion para favorecer la administracion del compuesto al tejido. Los potenciadores de la penetracion
adecuados incluyen, pero sin limitacion: acetona; diversos alcoholes, tales como etanol, oleilo y tetrahidrofurilo;
sulféxidos de alquilo, tales como sulfoxido de dimetilo; dimetilacetamida; dimetilformamida; polietilenglicol;
pirrolidonas, tales como polivinilpirrolidona; calidades de Kollidon (povidona, polividona); urea; y diversos ésteres de
azucares solubles o insolubles en agua, tales como Tween 80 (polisorbato 80) y Span 60 (monoestearato de
sorbitano).

También se puede ajustar el pH de una composicion farmacéutica o forma de dosificacion, o del tejido al que se
aplica la composicion farmacéutica o forma de dosificacion, para mejorar la administracion de uno o mas principios
activos. Del mismo modo, se puede ajustar la polaridad de un vehiculo disolvente, su fuerza iénica o su tonicidad
para mejorar la administracion. También se pueden afiadir compuestos tales como estearatos a las composiciones
farmacéuticas o formas de dosificacion para modificar de forma ventajosa la hidrofilia o la lipofilia de uno o mas
principios activos para mejorar la administracion. A este respecto, los estearatos pueden servir como vehiculo
lipidico para la formulacion, como agente emulsionante o tensioactivo y como agente de potenciacion de la
administracién o de potenciacién de la penetracién. Se pueden usar diferentes sales, hidratos o solvatos de los
principios activos para ajustar mas las propiedades de la composicién resultante.

Se pueden preparar geles orales para administracion sublingual de los compuestos de la invencion (por ejemplo,
compuestos de formulas (VI-S)) al mezclar el compuesto con uno o mas excipientes adecuados, incluidos agentes
aromatizantes. Se pueden preparar supositorios para administracion rectal de los compuestos de la invencion (por
ejemplo, compuestos de férmulas (VI-S)) al mezclar el compuesto con un excipiente adecuado, tal como manteca de
cacao, salicilatos y polietilenglicoles. Las formulaciones para administracion vaginal pueden estar en forma de un
6vulo vaginal, tampoén, crema, gel, pasta, espuma o féormula en pulverizador que contiene, ademas del principio
activo, vehiculos adecuados que se conocen en la técnica.

Para administracion topica, la composicién farmacéutica que comprende los compuestos de la invenciéon puede estar
en forma de cremas, pomadas, linimentos, lociones, emulsiones, suspensiones, geles, soluciones, pastas, polvos,
pulverizadores y gotas adecuados para la administracion en la piel, los ojos o la nariz. La administracion topica
puede implicar también la administracién transdérmica por medios tales como los parches transdérmicos. La
administracion en esta forma es particularmente preferente.

Con administracién intravenosa se quiere decir la administracion de los compuestos descritos anteriormente en el
presente documento en forma de un liquido directamente en una vena. Las formas de dosificacion adecuadas para
administracion intravenosa incluyen, pero sin limitacion, soluciones, emulsiones y suspensiones.

Por tanto, la invencién proporciona un compuesto como se ha definido anteriormente en el presente documento y, en
especial, compuestos de féormula (VIS), para su uso como analgésico, en el que dicho compuesto se administrar por
via intravenosa.

Tipicamente, las composiciones para administracién intravenosa comprenden tampoén acuoso isoténico estéril. En
caso necesario, las composiciones también pueden incluir un agente solubilizante. Los ingredientes se pueden
suministrar por separado o mezclados juntos en una forma de dosificacion unitaria. Por ejemplo, se pueden
suministrar los ingredientes por separado como un polvo liofilizado o un concentrado sin agua en un recipiente
cerrado herméticamente, por ejemplo, una ampolla o un sobre en el que se indica la cantidad de principio activo, y
como una ampolla de agua estéril o tampdn para mezclar antes de la administracion. De forma alternativa, se puede
suministrar la composicion en forma de premezcla.
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Los compuestos de la invencion (por ejemplo, compuestos de férmulas (VI-S)) se pueden usar en medicina, por
ejemplo, para proporcionar analgesia. Las dosis de compuestos necesarias dependeran, por ejemplo, del sujeto que
se va a tratar, la intensidad del dolor que se va a tratar, el compuesto usado, el modo de administracion, etc., pero
las determinaran con facilidad los expertos en la técnica.

Sorprendentemente, también se ha descubierto que en pruebas ordinarias de nauseas y vomitos en hurones, ni R-
DHE ni S-DHE inducian nauseas o vomitos en intervalos de dosis similares a las usadas en las pruebas descritas a
continuacion.

Los compuestos de la invencion son particularmente utiles en el tratamiento de dolor nociceptivo y neuropatico.

Se describira ahora la invencion con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes y figuras, en los que los
compuestos (R) descritos se incluyen por referencia:

la figura 1 muestra los espectros de RMN de 'H para (R) y (S)-19 propildihidrotevinol

las figuras 2 y 3 muestran la estructura de rayos X de (R)-19 propildihidrotevinol

las figuras 4 y 5 muestran la estructura de rayos X de (S)-19 propildihidrotevinol

las figuras 6 y 7 muestran la estructura de rayos X de (R)-dihidroetorfina

las figuras 8 y 9 muestran la estructura de rayos X de (S)-dihidroetorfina

la figura 10 muestra la estereoquimica de todos los carbonos quirales presentes en (R) y (S)-dihidroetorfina

las figuras 11 a 13 muestran curvas del curso temporal tras la administracién intravenosa de DHE (R) o (S) o de
una sustancia de comparacion o referencia

las figuras 14 a 17 muestran curvas de respuesta a la dosis tras la administracion intravenosa de DHE (R) o (S) o
de una sustancia de comparacioén o referencia

las figuras 18 a 23 muestran los efectos de la administracion intravenosa de DHE (R) o (S) o de una sustancia de
referencia o comparacion en el modelo de dolor neuropatico de ligadura del nervio espinal

Ejemplos
Preparacion de (S)-dihidroetorfina
Fase 1 - Reaccion de Diels-Alder

Esquema de reaccién

iy

Tebaina

Procedimiento

Se trat6 la tebaina con hexen-3-ona en un disolvente como se especifica en la tabla siguiente y se calento a reflujo.
Después de una cantidad de tiempo apropiada (una noche), se enfrio la reaccion y se evaporo la mezcla. Se disolvid
el aceite resultante en acetato de isopropilo (IPAc) y se lavé con una solucidon de acido clorhidrico 1 M. Se
combinaron las capas acidas y se lavaron con IPAc, después se basificaron con solucién de bicarbonato de sodio vy,
por ultimo, se extrajeron en diclorometano (DCM). Se evaporé la capa de DCM para dar un soélido amarillo.

Tabla 1 - Resumen de los experimentos, fase 1

Escala [Condiciones Temp. (°C) |Comentarios

500 mg |Benceno (20 vols.) Reflujo El reflujo durante la noche dio una terminacion
Hexen-3-ona (2,0 eq mol) del 40 %

459 Metanol (10 vols.) Reflujo Terminacion del 68 % por RMN
Hexen-3-ona (2,0 eq mol)

459 Etanol (10 vols.) Reflujo Terminacion de > 95 % por RMN. Rendimiento
Hexen-3-ona (7,5 eq mol) del 70 % aislado

Al usar etanol como disolvente, el rendimiento de producto aislado final fue del 70 % como un sélido amarillo claro,
después del procesamiento, y la calidad determinada por RMN de H parecia muy buena.
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Fase 2 - Hidrogenacion

Esquema de reaccion

Procedimiento

5 Se hidrogend el intermedio de 19-propiltevinona (4,1 g) de la fase 1 en etanol (60 ml) con paladio sobre carbono
(1 g; al 10 %) con una presion de hidrogeno de hasta 50 psi. Se mantuvo la temperatura del recipiente a ~50 °C y se
mantuvo la presion a 50 psi hasta que dej6 de observarse incorporacion de hidrégeno. Se filtré el catalizador y se
retird el disolvente por destilacion a vacio. El rendimiento aislado fue del 91 % en total, lo que dio 3,8 g de producto

Tabla 2 - Resumen de los experimentos, fase 2

Escala |Condiciones Temp. (°C) |Comentarios

4,19 Etanol (60 ml) 50 °C Rendimiento del
1 g Pd/C (al 10 %) 91 % aislado
hidrogeno (50 psi)

10
Fase 3 - Adicién de Grignard

Esquema de reaccion

(S)-19Pr-DHT

Procedimiento

15 Se disolvio 19-propildihidrotevinona (producto de la fase 2) en éter dietilico (35 vols.). A esta solucion se le afiadio
bromuro de metilmagnesio (92,6 eq mol) durante 5 minutos a 20-25 °C (exotermia pequefia). Después, se calento la
mezcla resultante hasta una temperatura interna de ~40 °C durante ~2 horas, antes de enfriarla y desactivarla con
solucién de cloruro de amonio. Se extrajo la mezcla con 2-metil THF y se evaporaron las capas organica a vacio
para dar un aceite viscoso.

20 Tabla 3 - Resumen de los experimentos, fase 3

Escala |Condiciones Temp. (°C) |Comentarios

0,13g |Eter 2-dietilico (25 vols.) |40 °C Buena calidad del material producido
MeMgBr 3 M (1,5 eq)

0,79g |Eter 2-dietilico (25 vols.) [35 °C Agitacion durante la noche. Pureza del 93 % después del
MeMgBr 3 M (1,5 eq) procesamiento. Se tritur6 el producto en bruto en metanol para dar

0,32 g de material puro y 0,5 g de residuos impuros.

22 g Eter 2-dietilico (35 vols.) [35 °C 2,6 g en bruto (~90 % de pureza) aislados. Se trituraron en

MeMgBr 3 M (2,6 eq) metanol para dar 1,6 g de material puro.
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El dnico producto de la adicion de Grignard es el enantidomero (S). No se detectd enantiomero (R).

Fase 4 - Cristalizacion de (R) y (S)-19-propildihidrotevinol

Para preparar un cristal individual de alta calidad para cristalografia por rayos X, se llevaron a cabo varios
experimentos en muchos disolventes para determinar el mejor sistema de disolventes para sembrar un cristal
individual de 19-propildihidrotevinol. Los experimentos se resumen en la tabla 4 que figura a continuacion. Se
preparé el enantidmero R con un procedimiento alternativo.

En general, el procedimiento de cristalizacion usado fue como sigue: se disolvié una pequefia cantidad de 19-
propildihidrotevinol sélido (obtenido en la fase 3) en una cantidad de disolvente justo por encima del minimo. Se dejo
reposar la solucion durante un maximo de 3-4 dias y se retir6 el disolvente por filtracion o decantacion para aislar
cristales individuales.

Tabla 4 - Resumen de recristalizaciones

Disolvente |Codisolvente [Diastereoisbmero [Temperatura |Cristales |Comentarios

MTBE Ninguno (S) TA Si Alta calidad - enviado para rayos X

IAcCN Ninguno (S) TA Si Alta calidad

DCM Ninguno (R) Disolucién en  |Si Alta calidad - enviado para rayos X
caliente

Acetona  [Ninguno (R) Disolucién en |Si Alta calidad - enviado para rayos X
caliente

Etanol Ninguno (R) Disolucién en  |Si Alta calidad - enviado para rayos X
caliente

Los espectros de RMN de 'H de cada uno de los diastereémeros se muestran en la figura 1.
Fase 5 - Hidrdlisis de (S)-19-propildihidrotevinol

Esquema de reaccion

KOH

Procedimiento

Se disolvié (S)-19-propildihidrotevinol (de la fase 3) en dietilenglicol (17 vols.) y se traté con hidréxido de potasio
(~20 eq) y se calenté hasta ~195 °C 12-18 horas. Después de este tiempo, se enfrié la mezcla de reaccion hasta
temperatura ambiente y se desactivé con agua (40 vols.). Se acidificé la soluciéon resultante hasta pH 9-10 con
cloruro de amonio sélido y se extrajo la mezcla con DCM (3 x 50 vols.). Se evaporaron los extractos organicos
combinados a vacio hasta un aceite en bruto (pureza aprox. del 40 %). Se aument6 la pureza con repetidas
trituraciones en metanol hasta que se formo un sélido amarillo y se aislé con una pureza adecuada (>95 %).

Se recristalizé el producto en varios disolventes y se obtuvieron los cristales en acetonitrilo. Se usaron para estudios
cristalograficos con rayos X.

Se obtuvo el enantidmero R con una reaccién analoga.
Estudios cristalograficos con rayos X

Todos los experimentos de cristalografia con rayos X se llevaron a cabo en un difractémetro de cristal individual
Oxford Xcalibur o un difractometro Nonius Kappa. En ambas maquinas se emplearon fuentes de rayos X de
molibdeno K-alfa y detectores CCD.

(R) vy (S) 19-propildihidrotevinol

Se enviaron varios lotes de 19-propildihidrotevinol tanto (R) como (S) para cristalografia de rayos X.
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Las estructuras de rayos X se muestran en las figuras 2-5.

Las figuras 2 y 3 muestran la estructura de rayos X de (R)-19 propildihidrotevinol. Con los rayos X se puede observar
claramente que tiene configuracion (R) en el carbono 19. Esto se puede asignar con respecto al éter metilico quiral,
que mantiene la configuracion (R) del material de partida de tebaina.

Adicionalmente, en la figura 3, donde se muestran los atomos de hidrégeno, se puede observar que el hidrégeno de
la posicion 7 esta en la misma cara que el hidrogeno de la posicion 5 (al lado del anillo de furano), lo que da una
configuracion (R).

De esta manera, ahora ya se han asignado todos los carbonos quirales y se representan en la figura 10.

Tabla 6 - Otra informacion sobre el (R)-19-propildihidrotevinol

Propiedad Valor
Entorno de simetria de la celda Monoclinica
Nombre de la simetria espacial delH-M P2(1)

grupo

Pos. equiv. de simetria del bucle
como xyz

'X, Y, Z -, y+1/2, -Z

Longitud de la celda a 11,0464 (6)
Longitud de la celda b 12,4554 (7)
Longitud de la celda c 16,2271 (7)
Angulo de la celda alfa 90,00
Angulo de la celda beta 98,481 (5)
Angulo de la celda gamma 90,00
'Volumen de la celda 2208,2 (2)

Las figuras 4 y 5 muestran la estructura de rayos X de (S)-19 propildihidrotevinol.

En la figura 4 se puede observar claramente que tiene la estereoquimica opuesta de la configuracion (S) en el
carbono 19 a la del cristal mostrado en la figura 3. Esto se puede asignar con respecto al éter metilico quiral, que
mantiene la configuracion (R) del material de partida de tebaina.

De nuevo, el hidrégeno del carbono 7 (se muestra en la figura 5) muestra que la configuracién en este carbono
también es (R), como en el primer diastereoisémero.

Por lo tanto, ahora se puede concluir con seguridad que la Unica diferencia entre los 2 compuestos por cristalografia
de rayos X es la estereconfiguracion del carbono 19.

Tabla 7 - Otra informacion sobre el (S) 19-propildihidrotevinol

Propiedad Valor
Entorno de simetria de la celda Monoclinica
Nombre de la simetria espacial delH-M P2(1)

grupo
Pos. equiv. de simetria del bucle'x,y, z’ '-x, y+1/2, -Z
como xyz

Longitud de la celda a 13,8650 (3)
Longitud de la celda b 10,8560 (2)
Longitud de la celda c 15,4030 (4)

Angulo de la celda alfa 90,00

Angulo de la celda beta 99,7500 (8)

Angulo de la celda gamma 90,00

Volumen de la celda 2284,95 (9)

(R) vy (S)-dihidroetorfina

Las estructuras de rayos X se muestran en las figuras 6-9.

Las figuras 6 y 7 muestran la estructura de rayos X de (R)-dihidroetorfina. En estas figuras se puede ver claramente
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que tiene la configuracion (R) en el carbono 19. Esto se puede asignar con respecto al éter metilico quiral, que
mantiene la configuracion (R) del material de partida, la tebaina.

Tabla 8 - Otra informacion sobre la (R)-dihidroetorfina

10

Las figuras 8 y 9 muestran la estructura de rayos X de (S)-dihidroetorfina. En estas figuras se puede ver claramente
que tiene la configuracion (S) en el carbono 19. Esto se puede asignar con respecto al éter metilico quiral, que

Propiedad Valor
Nombre de la simetria espacial del grupo 2 cn"cn"P
Pos. equiv. de simetria del bucle como xyz ‘X, Y, Z",

-X, Vaty, -Z
Longitud de la celda a 16,3405 (7)
Longitud de la celda b 35,605 (2)
Longitud de la celda c 7,5209 (3)
Angulo de la celda alfa 90,00
Angulo de la celda beta 90,00
Angulo de la celda gamma 90,00
VVolumen de la celda 4375,69

mantiene la configuracion (R) del material de partida, la tebaina.

Adicionalmente, el hidrégeno del carbono 7 (mostrado en la figura 9) muestra que la configuracion en este carbono

también es (R), como en el primer diastereoisémero.

Por lo tanto, se puede concluir que la Unica diferencia entre los 2 compuestos por cristalografia de rayos X es la

estereconfiguracion del carbono 19.

Tabla 9 - Otra informacion sobre la (S)-dihidroetorfina

Propiedad

Valor

Nombre de la simetria espacial del grupo

H-M P2(1)

Pos. equiv. de simetria del bucle como xyz

X, Y, 2",

Eje de rotacion (orden 2): -x, -y, Z'

Eje de torsion (orden 2): "/z-x, Yaty, -2/
Eje de torsion (orden 2): "/2++x, Y2y, -7

Longitud de la celda a 7,2310 (3)
Longitud de la celda b 14,0795 (6)
Longitud de la celda c 10,6984 (5)
Angulo de la celda alfa 90,00
Angulo de la celda beta 96,226 (4)
Angulo de la celda gamma 90,00
\Volumen de la celda 1082,77

OPTIMIZACION DEL PROCEDIMIENTO

15 Se usaron los siguientes procedimientos y equipos:

El procedimiento 38XB y UFC-LC-MUN-1 son procedimientos de HPLC en gradiente en fase inversa que

emplean una columna C18 Xbridge y una fase movil que consiste en acetonitrilo y acetato de amonio 0,01 M a

pH 9,2.

La RMN se llevd a cabo con un espectrometro Bruker Avance de 400 MHz y la EM se llevd a cabo con un
20 espectrometro de ZMD Micromass

La CL se llevo a cabo con un sistema de HPLC Agilent 1100
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Fase 1: Reaccion de Diels-Alder

O
-
| ﬁ,\ .
r - = 20
Formula quimica: CgH,,0
Peso molecular: 98,14 Q .r';i"
> o O
EtOH, reflujo MeO o) OMe
Tebaina (1) 20-a-etiltevinona (2)
Férmula quimica: C1gH21NO3 Férmula quimica: CasH31NOg4
Peso molecular: 311,37 Peso molecular: 409,52

El procedimiento inicial empleado fue el descrito anteriormente. Se identificé el contaminante principal como el
isdmero 7 mostrado a continuacion.

20-B-etiltevinona (20)

Posteriormente, se descubrié que tanto la pureza como la recuperacion de 20-a-etiltevinona se podian mejorar al
reducir la carga de 1-hexen-3-ona de 2,8 equivalentes a 1,8 equivalentes, Tabla 10. Se logré una mejora adicional al
usar 1,5 equivalentes de 1-hexen-3-ona (afiadidos en 2 partes de 1,4eq y 0,1 eq) vy, tras la finalizacion de la
reaccion, al retirar 0,5 volimenes de disolvente por destilacion. Después de enfriar la solucion resultante precipito el
producto como un solido (envejecido durante 1 h) y se filtro.

Procedimiento: En un matraz de 1 | (de 3 bocas) equipado con un agitador superior y un condensador a reflujo se
cargo lo siguiente: tebaina (0,32 M, 100 g, 1 eq), EtOH (250 ml) y 1-hexen-3-ona (al 90 %, 0,45 M, 58 ml, 1,4 eq). Se
calenté la mezcla a reflujo durante 13 h y se analizé por RMN de 'H y se descubrio que contenia material de partida
(~4,5 % molar). Se afiadieron 0,1 eq adicionales de 1-hexen-3-ona y se calento la mezcla durante otras 2 h, antes de
agitar durante la noche a temperatura ambiente. El analisis mostré material de partida (~2,8 % molar). Se transfirio el
material a un matraz de fondo redondo (500 ml) (matraz lavado con 200 ml EtOH). Se retir6 el EtOH (~65 ml) a vacio
a 50 °C y se agit6 el solido precipitado resultante a 5 °C durante 1 h antes de filtrarlo. Se lavo el sélido con EtOH
helado (4x20 ml) y se extendi6 para secarlo sobre un filtro durante ~1,5 h. Sélido blanco (105,4 g, al 80 %).

Tabla 10
Escala Condiciones Temp. (°C) Comentarios
1049 1 eq de tebaina Reflujo (temp. del bafio a |Rendimiento del 69 %, 9,03 g, contiene el 6 % de
2,8 eq de 1-hexen-3- 94 °C) isébmero 78 - pureza del 92 %
ona
2,5 vols. de EtOH
29 1 eq de tebaina Reflujo (temp. del bafio a |Rendimiento del 55 %, 1,44 g. El material se precipito al
1,8 eq de 1-hexen-3- 94 °C) enfriar —
ona
2,5 vols. de EtOH Pureza >99,5 %
100 g 1 eq de tebaina Reflujo (temp. del bafio a |Rendimiento del 80 %, 105,4 g. Material precipitado.
1,5 eq de 1-hexen-3- 101 °C)
ona Pureza >99,5 %
2,5 vols. de EtOH
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Procedimientos analiticos y comprobaciones durante el procedimiento (IPC)

Durante el trabajo en el laboratorio se us6 RMN de 'H (400 MHz) para las IPC mas el procedimiento de HPLC 38XB.
La reaccion se considero finalizada cuando quedaba <5 % molar de material de partida segun la RMN de 'H en base
a las sefiales a & 5,05 ppm y 5,3 ppm (CDCIs). Para confirmar la pureza y para el procedimiento de CL-EM se us6
UFC-LC-MUN-1 en el laboratorio de analitica.

CCF (MeOH al 5 %/DCM al 95 %) Tincion con yodoplatinato: Rs = 0,25 Tebaina, R = 0,66 (7a)-20-etiltevinona.

Resumen analitico

Aspecto TR/TRR HPLC (%ala)
7a 20-etiltevinona 10,69 / 1,0 Tebaina 5,82/ 0,54 |7 20-etiltevinona 11,67 / 1,09
Solido blanco > 99,5 ninguna ninguna

RMN de H (CDCl3; 400 MHz); 5 = 0,80 (3H, t), 1,4 (1 H, m), 1,6 (3H, sext,), 1,9 (1 H, d), 2,0 (1 H, a), 2,4-2,6 (8H, m),
29 (32H, a), 3,35 (2H, d), 3,6 (3H, s), 3,85 (3H,s), 4,6 (1 H,s), 5,6 (1 H, d), 6,0 (1 H, d), 6,55 (1 H, d), 6,7 (1 H, d) RMN
de "c (CDCls; 75 MHz); & = 13,71, 16,89, 22,49, 30,25, 43,26, 43,51, 45,57, 45,72, 47,40, 49,94, 53,78, 56,68,
60,06, 81,52, 95,84, 113,61, 119,36, 125,89, 134,07, 135,53, 141,87, 148,07

EM; [M+H]+=410,3 CL; pureza >99,5 %

CCF; 5:95; MeOH:DCM; rf de una sola mancha = 0,66

Ventajas del procedimiento optimizado

Aumento del rendimiento al 80 %

Se ha reducido la cantidad de 1-hexen-3-ona a 1,5 equivalentes sin que disminuyan la conversion o el rendimiento.
La disminucion de los equivalentes de 1-hexen-3-ona permite un aislamiento mejorado (cristalizacion directa en el
disolvente de reaccion), lo que da un material de pureza muy alta.

La eficacia en volumen es muy alta (maximo ~4 volimenes en total).

Mejora de la pureza hasta el >99 % (por HPLC).

La IPC muestra la finalizacion a >97 % de conversién por RMN de 'H (<3 % de tebaina).

Fase 2 Hidrogenacion

-~
N
el oy
W O E|OH
\\
MeO O OMe 50-60C
20-etiltevinona (2) 20-etildihidrotevinona (3)
Férmula quimica: CusH31NO4 Férmula quimica: CasH33NO4
Peso molecular: 409,52 Peso molecular: 411,53

Los resultados del trabajo de desarrollo de la fase de hidrogenacion se esquematizan en la tabla 11 siguiente. La
reaccion se ha "sometido a tension", tanto en términos de carga de catalizador como de temperatura de reaccion.
Ademas, al reducir el volumen de reaccién de 17 vols. a 12 vols., se han mejorado la calidad del producto y el
aislamiento del producto.

Resulta interesante el hecho de que tanto el material de partida como el producto son térmicamente estables hasta
~80 °C durante 1-2 horas, lo que permite una temperatura de reaccién mas elevada y aumenta la solubilidad tanto
del material de partida como del producto durante la reaccién. Se descubrié que, en este caso, la solubilidad era
esencial para una buena reactividad y se emplearon temperaturas mas elevadas durante el aumento de la escala
para lograr completar la reaccion.

En la reaccion final de aumento de la escala, la temperatura aumenté por encima del intervalo "normal" durante el
calentamiento inicial del recipiente de reaccion y se observd una reaccion rapida (incorporacion de hidrogeno). Al
reducir la temperatura hasta 55 °C, la reaccion disminuyd significativamente y no se completé la reaccion hasta que
se afadié mas catalizador y se aumento la temperatura hasta ~65 °C.

Se simplificé el aislamiento del producto al calentar la mezcla de reaccion a 77 °C, dejar que se alcanzara la
temperatura de subreflujo y retirar después por filtracion el catalizador de la mezcla de reaccion. Inicialmente, se
redujo el volumen de la solucion resultante por destilacion, si bien se descubrié que la solucion se podia enfriar en
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un bafio de hielo y se aislaba material de gran pureza por filtracion del solido cristalizado con buen rendimiento
(72 %).

Procedimiento: Se cargd 20-etiltevinona (0,244 M, 100 g) en un recipiente de hidrogenacion Parr de 2 |. Se prepard
una suspension espesa de Pd/C al 10 % (al 50 % humedo, 10 g) en EtOH (200 ml) y se cargd en el recipiente de
hidrogenacion. Se cargd EtOH (1 1) en el recipiente, se cerrd el recipiente y se hizo inerte con argén (x4). Se llend de
nuevo con hidrégeno a 50 psi (x2) y, por ultimo, se dejé a 50 psi. Se fij6 la temperatura a 35 °C. La temperatura
interna llegd a un maximo de 82 °C y se dejo enfriar de nuevo hasta temperatura ambiente durante la noche
(exotermia en el recipiente). Se llend de nuevo el recipiente con H, se tomé una muestra y se analizé por CL y se
observé que no se habia completado. Se calentd el recipiente hasta una temperatura interna de 55-65 °C y se
realizé un seguimiento del progreso de la reaccién por CL (la presion de hidrégeno se mantuvo a 50 psi durante el
procedimiento por recargas periddicas). Después de 24 h se realiz6 una carga adicional de catalizador (5g) y
continud la reaccion. Después de 16 h adicionales, se completo la reaccion, segun la CL y la RMN de 'H. Se elevé la
temperatura interna hasta 68 °C y se transfirié la mezcla a vacio a un matraz de fondo redondo de 3 I. Se purg6 el
recipiente Parr con EtOH caliente (200 ml) y se transfiri6 el lavado al matraz de fondo redondo. Se calenté la mezcla
a 77 °C antes de filtrarla (en papel GF/F). Se lavo el lecho de catalizador con EtOH caliente (1x 300 ml) y se dej6
enfriar el filirado hasta temperatura ambiente. Se enfri6 el filtrado en un bafio de agua helada durante 50 min antes
de filtrarlo. Se lavo el solido recogido con EtOH helado (1x 100 ml), heptano (1x 300 ml) y se extendié para secarlo
durante 1,5 h. Sdlido blanco (72 g, 72 %).

Tabla 11
Escala Condiciones Temp. (°C) Comentarios
45¢g 1 eq de 20-etiltevinona, Pd/C (al 50 % | Temp. del recipiente |[Después de 16 h, se retird6 1g de
hdmedo, 2,71 g), 14 vols. de EtOH, 55°C muestra (0,7 % de MP restante). Se
25 pside H; continué la reaccion hasta su
finalizacion. Rendimiento del 90 %,
3,49
0,680g | 1 eqde 20-etiltevinona, Pd/C (al 50 % Temp. del recipiente |Rendimiento del 85 %, 0,580 g
hamedo, 0,034 g), 70 vols. de EtOH, 55 °C
50 psi de H;
2,32g 1 eq de 20-etiltevinona (547-089-1), Temp. del recipiente |Después de 16h se completdé la
Pd/C (al 50 % humedo, 0,232 g), 17 55°C reaccion. Se filtr6 la reaccion, se
vols. de EtOH, 50 psi de H» concentr6 a ~1/3 de volumen y se
recogio el precipitado. Rendimiento del
64 %, 1,494 g
0,69 1 eq de 20-etiltevinona (547-090-1), Temp. del recipiente |La reaccidon se completé después de|
Pd/C (al 50 % humedo, 0,60 g), 17 vols. 55°C 16 h. No se completd el procesamiento.
de EtOH, 50 psi de H;
100 g 1 eq de 20-etiltevinona, Pd/C (al 50 % Temp. maxima del [El producto cristalizd en la mezcla de|
hdmedo, 15 g), 12 vols. de EtOH, 50 psi | recipiente 82 °C Temp. reacciéon después de retirar el
de H, optima ~60 °C catalizador. Rendimiento del 72 %,
pureza >99 %

Procedimientos analiticos y comprobaciones durante el procedimiento

Durante el trabajo en el laboratorio se us6 RMN de 'H (400 MHz) para las IPC mas el procedimiento de HPLC 38XB.
E seguimiento del progreso de la reaccién se realizé por un analisis de CL: la reaccion llevada a cabo en la escala
de 100 g el 96 % de 20-etildihidrotevinona y no mostré 20-etiltevinona.

Para confirmar la pureza y para el procedimiento de trabajo de CL-EM se usé en el laboratorio de analitica el
producto de la reaccion a escala de 100 g.

Resultados analiticos

Aspecto HPLC (a/a%) Comentarios
Sdlido blanco > 99 Sin 20-etiltevinona restante. No se detectaron otras impurezas.

Analisis

RMN de "H (CDCls, 400 MHz); & = 0,75 (1H, t,t), 0,9 (1H, t), 1,35 (1H, t, d), 1,5-1,75 (7H, m), 2,1 (1 H, t, d), 2,3 (5H,
m), 2,5 (2H, c), 2,6-2,7 (3H, m), 3,0 (1 H, ¢, t), 3,1 (1 H,d), 3,5 (3H, s), 3,9 (3H, s), 4,5 (1 H, d), 6,6 (1 H, d), 6,7 (1 H,
d).
RMN de "*C NMR (CDCls; 75 MHz); 5 = 13,73, 16,99, 17,31, 21,98, 28,67, 30,70, 35,17, 35,66, 43,51, 45,24, 45,78,
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48,28, 48,91, 52,26, 56,76, 61,35, 94,96, 114,01, 119,16, 128,71, 132,47, 141,76, 146,80
CL; >99 %
Disolvente residual (por RMN de 'H); no se observo etanol residual
Ventajas del procedimiento optimizado
5 La reduccion del volumen de reaccion de 17 vols. a 12 vols. permite la cristalizaciéon directo del producto.

Producto aislado con un rendimiento del 72 % con una pureza >99 %.

Una temperatura de aproximadamente 65 °C parece 6ptima para la solubilidad y la reactividad. El secado del sélido
sobre el lecho de filtro y el lavado con heptano retira los restos de etanol hasta una concentraciéon aceptable apta
para la siguiente fase.

10 Fases 3 y 4: Grignard y cristalizacion

MeMgBr
Et,O
20-etildihidrotevinona (3) (S)-19-propildihidrotevinol (4)
Férmula quimica: CusH33NO4 Férmula quimica: CsH37NO4
Peso molecular: 411,53 Peso molecular: 427,58

Los resultados del trabajo se resumen en la tabla 12, a continuacion. Se estudiaron diferentes disolventes etéreos,
de los que el éster dietilico dio el material de mejor calidad, si bien se observé que la diferencia entre el éter dietilico
y MTBE era relativamente pequefia.

En general, el material en bruto obtenido de la reaccion de Grignard contenia dos impurezas principales (~10 % de

15 cada una, CL-EM). Ambas impurezas tienen la misma masa ([M+H]" = 428,4) que el producto. Una de las dos
impurezas se ha asignado provisionalmente como el isémero constitutivo, que resulta de la reaccion de cierre del
anillo y apertura del anillo del exceso de reactivo de Grignard sobre la 20-etildihidrotevinona.

MeMgBr

Et,O
(3) | (5)

Férmula quimica: CusH33NO4 Férmula quimica: CsH37NO4
Peso molecular: 411,53 Peso molecular: 427,58

Se cree que la segunda impureza, que tiene un tiempo de retencion similar (CL-EM) al del producto, es el
20 diastereoisdmero (R)-19-propildihidrotevinol.

(R)-19-propildihidrotevinol (6)
Férmula quimica: CsH37NO4
Peso molecular: 427,58
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Ambas impurezas se retiran de forma eficaz por recristalizaciéon en metanol.

Se estudio el papel de la temperatura de reaccion con éter dietilico y se descubrié que los perfiles de la reaccion,
tanto en términos de progreso de la reaccion como de impurezas (analisis por CL), eran comparables a temperatura
ambiente y a temperatura de reflujo.

Por tanto, se cree que las diferencias observadas en la pureza observada en las reacciones surgen de los diferentes
procedimientos de purificacion (recristalizacion con un bafio de aceite y un condensador a reflujo con agitador
magnético, o trituracion por rotacion en un evaporador rotatorio con metanol).

También se utilizé yoduro de metilmagnesio y dio resultados comparables a los del bromuro.

Procedimiento: Se disolvid 20-etildihidrotevinona (0,073 M, 30 g) (solucién turbia) en éter dietilico anhidro (1050 ml;
35 vols). Se afiadié gota a gota bromuro de metilmagnesio (0,189 M, 63 ml) durante 1 h manteniendo la temperatura
interna por debajo de 28 °C. Se calentd la suspension blanca resultante a reflujo durante 5 h, se enfrio hasta
temperatura ambiente y se agité en una atmoésfera de nitrégeno durante la noche. Se retiré una alicuota (~0,3 ml) y
se desactivd con NH4ClI sat. (~1,0 ml) y se analiz6 por CL (la capa superior de la alicuota se diluyé con MeCN (~1
ml). Se continud la reaccion hasta que la concentracion de material de partida fue inferior al 5 %. Se desactivo la
reaccion por la adicion de NH4Cl sat. (138 ml) a la mezcla de reaccién, manteniendo la temperatura interna por
debajo de 30 °C. Se separaron las fases de la mezcla, se extrajo la fase acuosa con éter dietilico (1x 200 ml) y se
seco la fase organica combinada (MgSO,). Se concentrd la solucién a vacio para proporcionar un aceite viscoso
(33,4 g). Se afnadi6 MeOH (100 ml) y se calenté la mezcla hasta una temperatura de bafio de 60 °C, antes de
enfriarla hasta temperatura ambiente. Se filtrd el sélido, se lavé con MeOH helado (3x 25 ml), de lavé con heptano
(1x 25 ml) y se extendio para secarlo. Sélido blanco (21 g, 68 %)

Tabla 12
Escala | Condiciones Temp. (°C) Comentarios
10g 1 eq de 20- 60 °C Se purifico el material en bruto por cromatografia en columna para
EtDHT, 1,2 eq de proporcionar dos fracciones principales: 180 mg de producto impuro
MeMgBr 6,1 mas un material no identificado (140 mg)
vols. de 2-
MeTHF
0,59 1 eq de 20- reflujo 0,44 g de goma oleosa que parece apta segun la RMN de 'H. La
EtDHT, 2,6 eq de trituracion en MeOH proporcion6 dos muestras: 160 mg (al 96 %) |
MeMgBr 35 vols. 150 mg (al 90 %)
de Etzo
0,69 1 eq de 20- reflujo 0,45 g de goma oleosa. Pureza = 77 % (por CL). La trituracion
EtDHT, 2,6 eq de proporcioné 110 mg con una pureza del 94,1 %.
MeMgl 35 vols.
de Etzo
30,09 .1 eq de 20- reflujo <2 % del MP y 81 % de producto. Después del procesamiento y la
EtDHT, 2,6 eq de recristalizacion en MeOH: rendimiento del 68 %, 21g, pureza
MeMgBr 35 vols. >99 %.
de Etzo
19 1 eq de 20- adicion rapida; |Después del procesamiento y la trituracion con MeOH: rendimiento|
EtDHT, 2,6 eq de después, del 54 %, 0,56 g, pureza >96 %
MeMgBr 35 vols.| calentamiento a
de TBME 45°C/4h
19 1 eq de 20- adicion rapida; |Después del procesamiento y la trituracion con MeOH: rendimiento|
EtDHT, 2,6 eq de después, del 52 %, 0,54 g, pureza >95,7 %
MeMgBr 35 vols.| calentamiento a
de CPME 45°C/4h
1049 1 eq de 20- adicion rapida; |Al finalizar la adicion de MeMgBr: 1,2 % de 20-EtDHT, 85 % de
EtDHT, 2,6 eq de después producto (HPLC). Después del calentamiento, el procesamiento y la
MeMgBr 35 vols. trituracion con MeOH: rendimiento del 75 %, 7,79 g, pureza >96,4 %
de TBME
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(continuacion)

Escala | Condiciones Temp. (°C) Comentarios
calentamiento a
35 °C/4h
19 1eqde 20- |adicion rapida, sin|Al finalizar la adicion de MeMgBr: 0,3 % de 20-EtDHT, 84 % de

EtDHT, 2,6 eq de| calentamiento, |producto (HPLC). Después del procesamiento y la trituracion con
MeMgBr 35 vols. agitacion 4 h  [MeOH: rendimiento del 58 %, 0,60 g, pureza >94,8 %
de Etzo

Procedimientos analiticos y comprobaciones durante el procedimiento

Durante el trabajo en el laboratorio se us6 RMN de 'H (400 MHz) mas el procedimiento de HPLC 38XB. El
seguimiento de la reaccion se realizé por anadlisis de CL de una alicuota de la reaccion desactivada (NH.ClI sat.):
<2,0 % de 20-etildihidrotevinol y 71 % de (S)-19-propildihidrotevinol.

Para confirmar la pureza y para el trabajo de CL-EM se uso6 en el laboratorio de analitica el procedimiento UFC-LC-
MUN-1.

Resultados analiticos

Aspecto HPLC (a/a%) Comentarios
Sélido blanco 94 .1 En MeMgl
Solido blanco >99 El material en bruto tenia una pureza global del 81 % y contenia <2 % de material
de partida

RMN de "H (CDCls. 400 MHz); = 0,75 (1 H, m), 0,85 (3H, t), 0,95-1,1 (6H, m), 1,3 (1 H, m), 1,5-1,7 (7H, m), 1,8 (1H,
t), 2,0 (1H, t, d), 2,1-2,4 (6H, m), 2,6 (1H, d), 2,7 (1H, t, d), 3,0 (1H, d), 3,5 (3H, s), 3,8 (3H, s), 4,3 (1 H, s), 4,7 (1 H,
s), 6,5 (1H, d), 6,7 (1 H, d)

RMN de "°C (CDCls; 75 MHz); & = 15,12, 16,96, 18,04, 21,91, 25,55, 29,88, 31,99, 35,53, 36,05, 38,97, 43,53, 45,17,
46,19, 49,09, 50,77, 52,72, 56,93, 61,32, 80,34, 97,05, 114,21, 119,06, 128,84; 132,48, 141,63, 146,97

CL; >99 %

Ventajas del procedimiento optimizado

La reaccién funciona en una variedad de disolventes etéreos, aunque parece que el éter dietilico da el producto en
bruto mas limpio.

Después de la recristalizacion en metanol se obtiene un material de pureza excelente.

Fase 5: hidrolisis

KOH
(S)-19-propildihidrotevinol (4) (S)-dihidroetorfina
Férmula quimica: CsH37NO4 Férmula quimica: CasH35NO4
Peso molecular: 427,58 Peso molecular: 413,55

La reaccion se desarrolld sin cambios significativos (tabla 13). La recristalizacion se llevd a cabo en una mezcla de
etanol y agua y después en etanol.

Procedimiento: Se afiadié (S)-DHE (10 g) a EtOH (60 ml) y se calenté a reflujo hasta que se disolvié. El agua (32 ml)
formé una solucion turbia que se dejé enfriar hasta temperatura ambiente durante ~2 h. Se recogi6 el sélido blanco
por filtracion. (4,26 g, recuperacion del 42 % en peso). Pureza del 98 %. Rendimiento total en % en peso = 45 %
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Tabla 13

Escala Condiciones

Temp. °C

Comentarios

15g |(S)-19 propildihidrotevinol (1 eq), KOH (20,85 eq),
dietilenglicol (16,6 vols.)

185 |Se calent6 la reaccion a 185 °C durante ~18 h

con un condensador de aire. Rendimiento en

bruto del 107 %, pureza >95 %

Procedimientos analiticos y comprobaciones durante el procedimiento

Durante el trabajo en el laboratorio se us6 RMN de 'H (400 MHz) mas el procedimiento de HPLC 38XB. Se realizo el
seguimiento de la reaccién por un analisis de CL y se desactivd cuando no quedaba (S)-19-propildihidrotevinol. La

reaccion se completé al 92 %.

Para confirmar la pureza y para el trabajo de CL-EM se uso6 en el laboratorio de analitica el procedimiento UFC-LC-

MUN-1.

Resultados analiticos

Aspecto HPLC (a/a%)
Solido color 95,0
canela

RMN de "H NMR (CDCls; 400 MHz); & = 0,7 (1H, m), 0,8 (3H,t), 1,0-1,1 (5H, m), 1,3 (1H, m), 1,5-1,8 (6H, m), 1,85
(1H, 1), 1,95 (1 H, t, d), 2,1-2,3 (5H, m), 2,6 (1 H, d), 2,7 (1 H, 1), 3,0 (1 H, d), 3,5 (3H, s), 4,3 (1 H, s), 4,8 (1 H, s), 6,0

(1H,a),6,4(1H,d),6,7(1H,d)

RMN de "°C (CDCl3; 75 MHz); & = 15,10, 16,95, 18,00, 21,99, 25,37, 29,82, 31,96, 35,43, 36,15, 38,93, 43,51, 45,22,
46,50, 49,04, 52,72, 61,33, 80,42, 97,38, 116,61, 119,46, 127,92, 132,07, 137,56, 145,67

CL; 98,8 %
CL quiral; 99,44 % (S)-DHE, 0,554 (R)-DHE

Ventajas del procedimiento optimizado

Se obtuvo una mejora significativa de la pureza del material en bruto obtenido en la reaccion hasta el 95 %.

Retirada de la trituracion en metanol - material recristalizado en etanol/agua y etanol.

Fase 6: recristalizacion

EtOH/Agua

HJ 0" Yome

S-DHE en bruto

S-DHE puro

Un aumento del contenido en agua hasta el ~35 % (volumen total 9,2 vols.) dio lugar a la formacion de un sélido
blanco. Recristalizaciones adicionales en etanol y mezclas de etanol y agua mejoraron la pureza del material (tabla

14).

Procedimiento:

(1) Se afadioé (S)-DHE (3,0 g) a EtOH (10 ml) y se calento la suspension a reflujo, lo que produjo una solucion
naranja. Se dejo enfriar la soluciéon hasta temperatura ambiente durante 16 h. Se recogio el sélido blanco
resultante por filtracion (2,1 g, 70 % en peso). Pureza >99 %.

(2) Se afadio (S)-DHE (1,8 g) a EtOH (7 ml) y se calentd la mezcla a reflujo hasta la disolucion. Se afiadioé agua
(2 ml) y se dejo enfriar la solucion turbia hasta temperatura ambiente durante 2 h. Se recogi6 el solido blanco
resultante por filtracion (1,29 g, 72 % en peso).
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Tabla 14
Escala |Condiciones Temp. (°C) Comentarios
10g |9,2 vols. de EtOH/agua ~65/35 reflujo Se calent6 el material en EtOH, después se afiadié agua.
Solido blanco, recuperacion del 42 % en peso, pureza del
98 %
3,0g 3,3 vols. (EtOH) reflujo Sdlido blanco, recuperacion del 70 % en peso, pureza >99 %
1,89 | 4,5 vols. (20 % agua/80 % de reflujo Se afiadié agua a reflujo, después se dejé enfriar.
EtOH) Recuperacion del 72 % en peso, >99 %

Procedimientos analiticos y comprobaciones durante el procedimiento
Durante el trabajo en el laboratorio se usé RMN de 'H (400 MHz) mas el procedimiento de HPLC 38XB.

Para confirmar la pureza y para el trabajo de CL-EM se uso6 en el laboratorio de analitica el procedimiento UFC-LC-
MUN-1. Para confirmar la pureza quiral se usé en el laboratorio de analitica procedimiento UFC-LC-MUN-2.

Resultados analiticos

Aspecto HPLC (a/a%) % de pureza quiral
(HPLC)

Sélido blanco >99 % 99,98

La recristalizacion en etanol/agua o etanol produce material de buena pureza general y <0,0 2% de (R)-DHE.
USO DE DIHIDROETORFINA (R) Y (S) EN EL TRATAMIENTO DEL DOLOR

Efectos de (R) y (S)-dihidroetorfina en la prueba de nocicepcién de sacudida de la cola en ratas

El modelo de prueba es bien conocido en la técnica y se describe en J. Pharmacol Exp Ther, 1941, 72, 74-79
(D’Amour y col., A method for determining loss of pain sensation)).

El objetivo de este estudio era evaluar los posibles efectos analgésicos de los isémeros R y S de la dihidroetorfina
(R-DHE y S-DHE) a dosis de 0,1, 0,3y 0,5 ug/kg (R-DHE) y 3, 10 y 30 pg/kg (S-DHE) en una prueba de sacudida de
la cola disefiada para detectar efectos sobre la nocicepcion en ratas. Se usé clorhidrato de morfina como sustancia
de referencia y citrato de fentanilo como sustancia de comparacion.

SUSTANCIAS DE PRUEBA y MATERIALES

Sustancias de prueba, sustancia de referencia y vehiculo

Sustancia de prueba: dihidroetorfina (R-DHE, liquido incoloro, usada como base libre) y dihidroetorfina (S-DHE,
liquida; usada como base libre)

Vehiculo para la sustancia de prueba: tampon citrato (acido citrico monohidratado:citrato de sodio:cloruro de
sodio:agua para irrigacion, en proporcion 0,03:0,10:0,86:90,01 (g:g:g:ml))

[acido citrico monohidratado (polvo blanco, Sigma, Reino Unido), citrato de sodio (Sigma, Reino Unido), cloruro
de sodio (sdlido blanco; Merck), agua estéril para irrigacion (liquido transparente; Baxter Healthcare, Reino
Unido)]

Sustancia de referencia: clorhidrato de morfina (polvo blanco; Macfarlan Smith, Edimburgo, Reino Unido)
Sustancia de comparacion: citrato de fentanilo (polvo blanco; Sigma, Reino Unido)

Conservacion de las sustancias de prueba, de referencia y de comparaciéon

Las sustancias de prueba se conservaron a temperatura ambiente, al abrigo de la luz, y las sustancias de referencia
y de comparacion se conservaron a temperatura ambiente.

VIA DE ADMINISTRACION Y CONCENTRACIONES DE DOSIS

La via de administracion de las formas isdmeras Ry S de DHE y el vehiculo fue la intravenosa. Una posible via de
administracion en seres humanos es la intravenosa. Las dosis de R-DHE fueron de 0,1, 0,3 y 0,5 pg/kg. Las dosis de
S-DHE fueron de 3, 10 y 30 pg/kg.

La dosis de morfina fue de 5 mg/kg. La via de administracion de la morfina fue la intravenosa.

Las dosis de fentanilo fueron de 0,5, 2 y 6 pg/kg. La via de administracion del fentanilo fue la intravenosa.
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ANIMALES

Especie: Rata

Raza: Sprague-Dawley

Sexo: Macho

Numero de animales: Se asignaron 111 animales al estudio; los 9 animales restantes fueron devueltos al grupo

de reserva

Intervalo de edad: 9 a 11 semanas (en base al peso corporal promedio)
Intervalo de peso: 198 a258 g
Aclimatacion: 6 dias después de su llegada, antes de comenzar la investigacion del estudio
Proveedor: Harlan UK Ltd

Identificacion y aleatorizacién de los animales

A cada animal se le asigno aleatoriamente un nimero de identificacion Unico que aparecia en las hojas de datos y
en las tarjetas de las jaulas. Los animales se identificaron con una marca indeleble en la cola.

Salud y bienestar de los animales

Todos los estudios se realizaron segun lo dispuesto por la ley britanica sobre procedimientos cientificos en animales
(Animals (Scientific Procedures) Act) de 1986, las directrices del ministerio del interior britanico sobre la aplicacion de
la ley y todos los codigos de practicas aplicables para el cuidado y el alojamiento de animales de laboratorio. El
procedimiento adoptado en este estudio se incluye en el nUmero de procedimiento 213N, que tiene un limite de
intensidad moderado.

Alojamiento y entorno

Se alojaron los animales en grupos de un maximo de 5 en jaulas de fondo plano con serrin. Durante la aclimatacion,
se limpiaron las salas y las jaulas a intervalos regulares para mantener la higiene. Las salas se iluminaron con luces
fluorescentes programadas para dar un ciclo de luz y oscuridad de 12 h (encendido a las 07.00, apagado a las
19.00), como se recomienda en la Home Office Animals (Scientific Procedures) Act de 1986. Las salas tenian aire
acondicionado y se midieron la temperatura del aire y la humedad relativa. Durante el periodo de aclimatacion se
mantuvo la temperatura ambiente (intervalo de 19 °C a 22 °C) y el grado de humedad permanecié en el intervalo del
22 % al 44 %. En el procedimiento se mantuvo la temperatura ambiente (intervalo de 20 °C a 21 °C) y el grado de
humedad permanecié en el intervalo del 22 % al 26 %.

Dieta y agua

Se les ofrecié una dieta de RM1(E) SQC (Special Diets Services, Witham, Reino Unido) y agua corriente a voluntad.
Todos los lotes de pienso se suministraron con un certificado de analisis adjunto en el que se detallan la
composicion nutricional y las concentraciones de contaminantes especificadas (por ejemplo, metales pesadas,
aflatoxina e insecticidas). El agua se sometié a analisis periddicos para detectar impurezas y contaminantes. Los
criterios de concentraciones aceptables de contaminantes en el pienso y el agua suministrada estaban dentro de las
especificaciones analiticas indicadas por el fabricante del pienso y el servicio de analisis del agua, respectivamente.

Estado de salud

Se sometid a los animales a una exploracion a su llegada y antes del estudio; todos estaban sanos y se
consideraron apto para uso experimental.

DISENO EXPERIMENTAL

Formulacion de las sustancias de prueba, de referencia y de comparaciéon

Se preparo el tampon citrato pesando con precision las cantidades apropiadas de cada componente y disolviéndolas
en agua estéril para irrigacion. Cuando los componentes se disolvieron por completo, se midieron la osmolalidad y el
pH de la solucién. Se consideré que el vehiculo era aceptable, ya que el pH era de 5,01, que estaba dentro del
intervalo de pH 4,8 a 5,2, y la osmolalidad era de 296 mOsmol/kg, en el intervalo de 280 a 300 mOsmol/kg.
Después, se sometid el vehiculo a filtracion térmica a través de un Millex GV Stericup en condiciones asépticas y se
conservo a entre 2 °C y 8 °C antes de su uso.

Las sustancias de prueba, DHE (isdmeros R y S), se formularon para su dosificacion como soluciones en tampon
citrato. Las concentraciones deseadas (0,02, 0,06 y 0,10 pg/ml para el R-DHE y 0,6, 2 y 6 ug/ml para el S-DHE) para
la dosificaciéon se lograron por dilucion seriada de las soluciones madre apropiadas que se proporcionaron a una
concentracion aproximada de 20 pug/ml. Se pasaron las soluciones madre por una unidad de filtro estéril Durapore
Millex GV de 0,22 uym a viales de vidrio y todas las diluciones posteriores con el tampdn citrato estéril se realizaron
mediante manipulacion estéril. Se prepararon formulaciones dentro del periodo de estabilidad conocido para (R)
DHE y se conservaron refrigeradas a aproximadamente 4 °C hasta que se necesitaron para la dosificacion.
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La sustancia de referencia, clorhidrato de morfina, se formulé para su dosificacién disolviendo una cantidad conocida
en tampon citrato para dar un solucion de 1 mg/ml. Se aplicé un factor de correccién de 1,32 para permitir la
expresion de la dosis de morfina en términos de base libre. Las soluciones se prepararon en el momento y se
protegieron de la luz.

La sustancia de comparacion, citrato de fentanilo, se formulé para su dosificacion disolviendo una cantidad conocida
en tampon citrato para dar un solucién madre con una concentracion de 0,36 mg/ml. Después, se sometid esta
solucién madre a dilucidn seriada con tampén citrato para dar las concentraciones finales de 0,1, 0,4 y 1,2 ug/ml. Se
aplicé un factor de correccién de 1,57 para permitir la expresion de la dosis de fentanilo en términos de base libre.
Las soluciones se prepararon en el momento y se protegieron de la luz.

Tamariio de los grupos, dosis y numeros de identificacion

Se establecieron 11 grupos de tratamiento con un maximo de 10 ratas por grupo. A cada grupo de tratamiento se le
dio una letra (A a K). Se asigno a las ratas aleatoriamente a los grupos de tratamiento el dia antes de la dosificacion
en base a los valores basales de la prueba de sacudida de la cola antes de la dosis (véase a continuacion).

Vehiculo 5 ml/kg

R-DHE 0,1 ug/kg

R-DHE 0,3 ug/kg

R-DHE 0,5 ug/kg

S-DHE 3 ug/kg

S-DHE 10 pg/kg

S-DHE 30 pg/kg

Fentanilo 0,5 pg/kg

Fentanilo 2 pg/kg

Fentanilo 6 pg/kg

> W OGO I — X mMmmo

Morfina 5 mg/kg

El vehiculo era tampdn citrato. A los animales se les administrd por via intravenosa en la vena de la cola un volumen
de dosis de 5 ml/kg con una jeringuilla de polipropileno con una aguja Becton Dickinson del calibre 25 (0,5 x 16 mm).
El volumen total de 5 ml/kg se administré a una velocidad lo mas constante posible durante un intervalo de 2 min +
10 s. Se registro la hora de inicio y final de las emboladas lentas. Se registré el momento de la dosificacion en los
datos en bruto.

Enmascaramiento del tratamiento

Se codificaron las soluciones de dosificacion (A a K) para que el observador no conociera la identidad de los grupos
de tratamiento.

Pesos corporales

Se peso a los animales antes de las pruebas y se registraron los pesos corporales el mismo dia de la administracion
de las sustancias.

Procedimiento
1. Aclimatacién

En una ocasioén antes de las pruebas de comportamiento, se sometié a cada animal a una manipulacion rutinaria y a
la aclimatacioén al entorno de las pruebas de comportamiento.

2. Pruebas de comportamiento basales

Se paso6 a las ratas a la sala de procedimientos 1 dias antes del experimento. Después, se las alojd, se les
administraron las sustancias y se las sometio a observacion en la sala de procedimientos. La prueba de sacudida de
la cola (véase a continuacion) se realizd en todas las ratas en 3 ocasiones independientes antes de la dosificacion,
para establecer los valores basales. Se tomaron como lectura final de la prueba los valores basales antes de la dosis
(los datos de la primera y la segunda prueba no se incluyeron, pero se clasificaron como parte de la aclimatacion).

Prueba de sacudida de la cola: Se sujeté a cada rata ligeramente sobre la superficie del aparato de sacudida de la
cola (Ugo Basile, Italia), para que la cola se situara directamente sobre la fuente de infrarrojos. Después, se aplicé la
fuente de infrarrojos a una zona pequefia de la superficie ventral de la cola. La activacion de la fuente de infrarrojos
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activd simultdneamente un temporizador, que registré6 automaticamente el tiempo transcurrido hasta el desvio
(retirada o sacudida) de la cola. Se anoto6 la latencia de sacudida de la cola para cada animal. La intensidad de los
infrarrojos se fij6 en IR50 y la duracion maxima de la exposicion a la fuente IR fue de 10 s. A los animales que no
mostraron respuesta se les asigno una latencia de retirada de 10 s.

3. Asignacion a los grupos y criterios de exclusion

Se asigno a las ratas aleatoriamente a los grupos de tratamiento (A a K) el dia antes de la dosificacion en base a los
valores basales de la prueba de sacudida de la cola antes de la dosis.

4. Dosificacion y pruebas de comportamiento

En este estudio no se someti6 a los animales a ayuno. Las pruebas de sacudida de la cola se realizaron
aproximadamente 5, 10, 20, 30, 60 y 120 min después de la dosis (con respecto al comienzo de la dosificacion),
para estudiar el efecto del tratamiento.

5. Sacrificio

Los animales no asignados a un grupo de tratamiento fueron sacrificados por dislocacion cervical al final del estudio.
El resto fueron devueltos al grupo de reserva al concluir el periodo de pruebas final.

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron comparaciones estadisticas entre os grupos de DHE (isémeros R y S), morfina y fentanilo y el grupo
de vehiculo con procedimientos estadisticos paramétricos o no paramétricos. La eleccién de procedimientos
estadisticos paramétricos (analisis de la varianza (ANOVA) unidireccional, prueba de la t de Dunnett) o no
paramétricos (estadistica de Kruskal-Wallis, prueba de Dunn y prueba de la U de Mann-Whitney) se basé en si los
grupos que se iban a comparar cumplian el criterio de homogeneidad de la varianza (evaluado por la prueba de las
medias de Levene o la prueba de la F). Se supuso la significacion estadistica cuando P <0,05.

Ademas, se convirtieron todos los datos a MEP % (maximo efecto posible), definido como 100 x (prueba -
control)/(corte - control) donde "control" era la observacion del grupo de control, "prueba” era la observacion después
de la dosis y "corte" era la duraciéon maxima del estimulo permitida (10 s para la sacudida de la cola). Se generaron
curvas de respuesta a la dosis para cada isomero de DHE (isémeros R y S) y fentanilo para los 4 primeros puntos
temporales de observacion y se calcul6 la DEso (50 % del MEP). El analisis se realizé en la curva de respuesta a la
dosis sigmoide log1o (dosis x 10°), con una regresién no lineal (linea de mejor ajuste). Como los datos posteriores a
la dosis habian vuelto a los valores basales en los puntos temporales de 60 y 120 min, no fue necesario hacer
calculos en estos datos.

RESULTADOS

Los datos de la media del grupo + ee para la latencia de retirada de la cola se resumen en la tabla 15. Se
compararon los valores de DEsp calculados para R-DHE, S-DHE y fentanilo para estimar sus potencias relativas
(tabla 11). En las figuras 11 a 13 se presentan graficas del curso temporal y en las figuras 14 a 17 se presentan los
datos y las curvas de respuesta a la dosis DEsg (dosis de MEP del 50 %).

Tabla 15: efectos de la dihidroetorfina (isémeros R y S), el fentanilo y la morfina sobre la latencia de retirada de la
cola en ratas

Latencia de sacudida de la cola (s) en tiempo (min)
después de la dosis

Tratamiento Predosis 5 10 20 30 60 120
Vehiculo 5 ml/kgi.v. | 42+0,3| 52+0,6 50+0,2 51+0,2 49+04 56+04 | 51+0,6

DHE (isomeroR) 0,1 | 42+0,3 | 79+0,7* 6,1+0,6 6,3+0,9 47+04 46+05 |48+0,3

Hg/kg i.v.

DHE (isémeroR) 0,3 | 42+0,3 | 92+05* | 7,7+0,7° 76+08 6,1+0,9 | 52+04 | 46+06
Hg/kg i.v.

DHE (isémero R) 0,5 | 4,4+0,3 | 9,4+0,6* | 97+0,3* | 88+05% | 82+0,8" [36+0,4*| 4806
Hg/kg i.v. (8)
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(continuacion)

Latencia de sacudida de la cola (s) en tiempo (min)
después de la dosis

Tratamiento Predosis 5 10 20 30 60 120
DHE (isémero S)3 |4,2+03| 83+08 | 7,0+0,9 7.0£07 57+05 | 58+06 |49+04
Hg/kg i.v. 9)
DHE (isémero S)10 | 4,2+03 | 9,7+03% | 93+0,3% | 73+0,8 58+05 |4,0+04*|39+04
Hg/kg i.v.
DHE (isémero S) 30 | 4,2+0,3 [10,0+ 0,0 92+0,8% | 9,1+06% | 83+07* | 49+0,3 | 35%0,5
Hg/kg i.v. (8)

Fentanilo 0,5 pg/kg i.v.| 42+03 | 58+0,6 53+0,6 52+0,6 4604 48+04 | 4604

Fentanilo 2 pg/kg i.v. | 42+0,3 | 9,0+£0,7% | 91+04% | 75409 71407 | 49+0,7 |42+08

Fentanilo 6 pg/kg i.v. | 4,2 +0,3 [10,0+0,0%%| 84+07% | 81+0,7° 65+1,0 | 60+1,0 |63+0,7

Morfina 5 pg/kg i.v. | 4,2 +0,3 (10,0 + 0,0%*| 10,0 + 0,0"* | 10,0 £ 0,0 | 10,0 £ 0,0"* | 8,7+ 0,9 | 6,2+ 0,9

El vehiculo fue tampon citrato [acido citrico monohidratado:citrato de sodio:cloruro de sodio:agua para irrigacion, en
proporcion 0,03:0,10:0,86:99,01 (g:g:g:ml)]

Los datos se expresan como la media + EEM.

N = 10 animales por grupo, a menos que se indique lo contrario entre paréntesis.

*P<0,05 y **P<0,01 en comparacion con el vehiculo (ANOVA y prueba de la t de Dunnett).

$P<0,05, $$P<0,01 y $$$P<0,00‘I en comparacion con el vehiculo (prueba de Kruskal-Wallis y de Dunn).

*P<0,05 y *P<0,001 en comparacion con el vehiculo (prueba de la U de Mann-Whitney).

Efectos de la dihidroetorfina (R-DHE) sobre la latencia de retirada de la cola (figura 11)

La administracion intravenosa de R-DHE a una dosis de 0,1 pg/kg provoco un aumento significativo de la latencia de
sacudida de la cola 5 min después de la dosis (7,9 + 0,7 s; P <0,05; ANOVA y prueba de la t de Dunnett) en
comparacion con los datos del grupo de vehiculo (5,2 + 0,6 s). La administracion intravenosa de R-DHE a 0,3 pg/kg
provoco un aumento significativo de la latencia de retirada de la cola 5 y 10 min después de la dosis (9,2 £+ 0,5 s; P
<0,01; ANOVA y prueba de la t de Dunnett; 7,7 = 0,7 s; P < 0,05; prueba de Kruskal-Wallis y de Dunn,
respectivamente) en comparacion con los datos del grupo de vehiculo (5,2 + 0,6 y 5,0 £ 0,2 s, respectivamente) pero
no mostré efectos en otro puntos temporales. La administracion intravenosa de R-DHE a una dosis de 0,5 ug/kg
provoco un aumento significativo de la latencia de retirada de la cola 5, 10, 20 y 30 min después de la dosis (9,4 £
0,6 s; P <0,01; ANOVA y prueba de la t de Dunnett; 9,7 + 0,3 s; P <0,001; 8,8 + 0,5 s P <0,01; 8,2+ 0,8 s; P < 0,05;
prueba de Kruskal-Wallis y de Dunn, respectivamente) en comparacion con los datos del grupo de vehiculo (5,2 +
0,6,50+0,2,51+0,2y 4,9+ 0,4 s, respectivamente). Se observd una disminucién significativa de la latencia de
sacudida de la cola 60 min después de la dosis en el grupo de 0,5 mg/kg que no se considera farmacolégicamente
relevante. No se observaron efectos 120 min después de la dosis. Estos datos indican un comienzo inmediato de la
analgesia, con efectos maximos aproximadamente 5 y 10 min después de la dosis y vuelta a los valores basales
(comparables con los del control con vehiculo) en el punto temporal de 60 min después de la dosis.

La DEsy de R-DHE estimada, es decir el MEP del 50 %, fue de 0,08, 0,23, 0,25 y 0,42 pg/kg 5, 10, 20 y 30 min
después de la dosis, respectivamente. No se observé respuesta a la dosis en los puntos temporales de 60 y 120 min
después de la dosis.

Efectos de la dihidroetorfina (S-DHE) sobre la latencia de retirada de la cola (figura 12)

La administracion intravenosa de S-DHE a una dosis de 3 pg/kg no afecté significativamente a la latencia de retirada
de la cola en ningun punto temporal probado en comparacién con los datos del grupo de vehiculo. La administracion
intravenosa de S-DHE a 10 ug/kg provoco un aumento significativo de la latencia de retirada de la cola 5 y 10 min
después de la dosis (9,7 £ 0,3y 9,3 + 0,3 s, respectivamente; ambas P <0,01; prueba de Kruskal-Wallis y de Dunn)
en comparacion con los datos del grupo de vehiculo (5,2 + 0,6 y 5,0 + 0,2 s, respectivamente). Se observo una
disminucion significativa de la latencia de retirada de la cola 60 min después de la dosis que no se considera
farmacoldgicamente relevante. La administracion intravenosa de S-DHE a una dosis de 30 pg/kg provocd un
aumento significativo de la latencia de retirada de la cola 5, 10, 20 y 30 min después de la dosis (10,0 + 0,0 s; P
<0,001; 9,2 + 0,8 s; P <0,01; 9,1 £ 0,6 s; P <0,001; prueba de Kruskal-Wallis y de Dunn y 8,3 + 0,7 s; P <0,01;
ANOVA vy prueba de la t de Dunnett, respectivamente) en comparacion con los datos del grupo de vehiculo (5,2 +
0,6,50+0,2,51+0,2y4,9+0,4 s, respectivamente). Estos datos indican un comienzo inmediato de la analgesia,
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con efectos maximos en el punto temporal de 5 min después de la dosis y vuelta a los valores basales (comparables
con los del control con vehiculo) en el punto temporal de 60 min después de la dosis.

La DEsp de DHE (isémero S) estimada, es decir el MEP del 50 %, fue de 2,17, 3,80, 7,52 y 20,95 pg/kg 5, 10, 20 y
30 min después de la dosis, respectivamente. No se observo respuesta a la dosis en los puntos temporales de 60 y
120 min después de la dosis.

Efectos del fentanilo sobre la latencia de retirada de la cola (figura 13)

La administracion intravenosa de fentanilo a una dosis de 0,5 pg/kg no afecto significativamente a la latencia de
retirada de la cola en ningun punto temporal probado en comparacién con los datos del grupo de vehiculo. La
administracion intravenosa de fentanilo a 2 ug/kg provocd un aumento significativo de la latencia de retirada de la
cola 5y 10 min después de la dosis (9,0 £ 0,7; P <0,01 y 9,1 + 0,4 s; P <0,001, respectivamente; prueba de Kruskal-
Wallis y de Dunn para ambas) en comparacion con los datos del grupo de vehiculo (5,2 + 0,6 y 5,0 + 0,2 s,
respectivamente). La administracion intravenosa de fentanilo a una dosis de 6 pg/kg provocd un aumento
significativo de la latencia de retirada de la cola 5, 10, 20 y 20 min después de la dosis (10,0 + 0,0 s; P <0,001; 8,4 +
0,7 s; P <0,01; 8,1 £ 0,7 s; P <0,05, respectivamente; todo con prueba de Kruskal-Wallis y de Dunn) en comparacion
con los datos del grupo de vehiculo (5,2 £ 0,6, 5,0 + 0,2, 5,1 + 0,2 y 5,1 + 0,2 s, respectivamente). Estos datos
indican un comienzo inmediato de la analgesia, con efectos maximos en el punto temporal de 5 min y vuelta a los
valores basales (comparables con los del control con vehiculo) en el punto temporal de 60 min después de la dosis.

La DEsg de fentanilo estimada, es decir el MEP del 50 %, fue de 1,14, 1,25, 3,11 y 9,68 ug/kg 5, 10, 20 y 30 min
después de la dosis, respectivamente. No se observé respuesta a la dosis en los puntos temporales de 60 y 120 min
después de la dosis.

Efectos comparativos de R-DHE, S-DHE y fentanilo

Se compararon los valores de DEsg calculados para R-DHE, S-DHE y fentanilo para estimar sus potencias relativas
(tabla 16). Los datos sugieren que durante los primeros 30 min, después de una sola administracion intravenosa de
cada compuesto en ratas macho, la R-DHE mostré una potencia analgésica que es de 5 a 23 veces la del fentanilo,
la S-DHE presenté una potencia analgésica de 0,3 a 0,5 veces la del fentanilo, y la R-DHE tiene una potencia
analgésica que es de 17 a 50 veces la de la S-DHE.

Tabla 16: Valores de DEsg y proporciones comparativas de R-DHE, S-DHE y fentanilo

Tiempo DEsyo R-DHE DEsy S-DHE DEsg fentanilo Proporcion de Proporcion de Proporcion de EDsp
después de (ug/kg) (ng/kg) (ng/kg) DEso de DEso de de fentanilo/S-

la dosis (min) fentanilo/R-DHE fentanilo/S-DHE DHE/R-DHE

5 0,08 2,17 1,14 14 0,5 28

10 0,23 3,80 1,24 5 0,3 17

20 0,25 7,52 3,11 12 0,4 30

30 0,42 20,95 9,68 23 0,5 50

Efectos de la morfina sobre la latencia de retirada de la cola

La administracion intravenosa de morfina (5 mg/kg) provocd un aumento significativo de la latencia de retirada de la
cola 5, 10, 20, 30 (10,0 £ 0,0 s; P <0,001; prueba de la U de Mann-Whitney, para los 4 puntos temporales) y 60 min
después de la dosis (8,7 + 0,9 s; P <0,05; prueba de la U de Mann-Whitney) en comparacion con los datos del grupo
de vehiculo (5,2 +0,6,5,0+0,2,5,1+0,2,49+0,4y5,6 +0,4 s, respectivamente).

CONCLUSION

Una sola administracion intravenosa de R-DHE a dosis de 0,1, 0,3 y 0,5 pug/kg y de S-DHE a dosis de 10 y 30 ug/kg
provoco un aumento dependiente de la dosis significativo de la latencia de retirada de la cola en ratas macho hasta
30 min después de la dosis. La administracion intravenosa de fentanilo a dosis de 2 y 6 pg/kg provocé un aumento
dependiente de la dosis significativo de la latencia de retirada de la cola hasta 30 min después de la dosis.

Se compararon los valores de DEsg calculados para R-DHE, S-DHE y fentanilo para estimar sus potencias relativas
(tabla 16). Los datos sugieren que durante los primeros 30 min, después de una sola administracion intravenosa de
cada compuesto en ratas macho, la R-DHE mostré una potencia analgésica que es de 5 a 23 veces la del fentanilo,
la S-DHE presenté una potencia analgésica de 0,3 a 0,5 veces la del fentanilo, y la R-DHE tiene una potencia
analgésica que es de 17 a 50 veces la de la S-DHE.

La duracién de la actividad analgésica opioide de R-DHE y S-DHE tras la administracion intravenosa subraya el
posible beneficio y el potencial terapéutico de estos compuestos en el tratamiento del dolor agudo.
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Los efectos observados después de la administracion de morfina concuerdan con su actividad farmacolégica
conocida y, por tanto, este sistema de prueba permitia detectar efectos nociceptores.

Efectos de (R) y (S)-dihidroetorfina en el modelo de dolor neuropatico de ligadura del nervio espinal

EL modelo de prueba usado es bien conocido en la técnica y se describe en Pain 1992; 50: 355-363 (Kim SH, Chung
JM., An experimental model for peripheral neuropathy produced by segmental spinal nerve ligation in the rat).

Se estudiaron los posibles efectos analgésicos de la dihidroetorfina después de una sola dosis intravenosa de 0,1,
0,3 y 0,5 yg/kg (isémero R) y una sola dosis intravenosa de 3, 10 y 30 pg/kg (isémero S) en el modelo de dolor
neuropatico de ligadura del nervio espinal. Se indujo una mononeuropatia periférica en el miembro trasero izquierdo
de las ratas por ligadura estrecha de los nervios espinales L5 y L6. Se realizé un seguimiento del desarrollo de la
alodinia mecanica y la hiperalgesia térmica con pruebas de comportamiento establecidas (prueba de Von Frey y
prueba planta de Hargreaves, respectivamente). Se us6 morfina como sustancia de referencia y se uso pregabalina
como sustancia de comparacion.

SUSTANCIAS DE PRUEBA y MATERIALES

Sustancias de prueba, sustancia de referencia, sustancia de comparacién y vehiculos

Sustancias de prueba: dihidroetorfina (isémero R) y dihidroetorfina (isémero S) Vehiculo para las sustancias de
prueba y de referencia:

tampon citrato (acido citrico monohidratado:citrato de sodio:cloruro de sodio:agua estéril, en proporcion
0,03:0,10:0,86:99,01 (g:g:g:ml)); [acido citrico monohidratado (polvo blanco;

Sigma, Reino Unido), citrato de sodio (Sigma, Reino Unido), cloruro de sodio (sélido blanco; Merck), agua esteéril
(liquido transparente; Baxter Healthcare, Reino Unido)]

Sustancia de referencia: clorhidrato de morfina (polvo blanco; Macfarlan Smith, Edimburgo, Reino Unido)
Sustancia de comparacioén: pregabalina (nombre comercial Lyrica®; capsulas blancas; fabricado por Pfizer y
suministrado por Lindsay & Gilmour Chemist, Juniper Green, Edimburgo)

Vehiculo para la sustancia de comparacion: carboximetilcelulosa al 1 % p/v (CMC, polvo; Sigma, Reino Unido)

Conservacion de las sustancias de prueba, de referencia y de comparacion

Las sustancias de prueba se conservaron a temperatura ambiente, al abrigo de la luz, y las sustancias de referencia
y de comparacion se conservaron a temperatura ambiente.

VIA DE ADMINISTRACION Y CONCENTRACIONES DE DOSIS

La via de administracion de las formas isémeras R y S de la dihidroetorfina y el vehiculo (citrato de sodio) fue la
intravenosa. Es una posible via de administracion en seres humanos. Las dosis de R-DHE fueron de 0,1, 0,3 y 0,5
pg/kg y las dosis de S-DHE fueron de 3, 10 y 30 pg/kg.

La via de administracion de la morfina fue la intravenosa. La dosis de morfina fue de 5 mg/kg.

La via de administracion de la sustancia de comparacién pregabalina fue la oral. En la fase 2 del estudio, la dosis de
pregabalina fue de 30 mg/kg. Para la fase 3, las concentraciones de dosis de la sustancia de comparacion,
pregabalina, fueron de 30, 50 y 100 mg/kg.

ANIMALES

Especie: Rata

Raza: Sprague-Dawley

Sexo: Macho

Numero de se prepararon quirirgicamente 75 animales.
animales:

Intervalo de edad: 6 a 7 semanas (para la intervencion quirtrgica); 8 a 9 semanas (fase 1 de dosificacion); 9 a
10 semanas (fase 2 de dosificacion); 11 a 12 semanas (fase 3 de dosificacion).

Intervalo de peso: 139 a 183 g (para la intervencion quirargica); 190 a 257 g (fase 1 de dosificacion); 9 a 10 g
(fase 2 de dosificacion); 243 a 341 g (fase 3 de dosificacion).

Aclimatacion: 3 dias después de su llegada, antes de comenzar las pruebas de comportamiento
Proveedor: Harlan UK Ltd
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Identificacion y aleatorizacién de los animales

A cada animal se le asigno aleatoriamente un nimero de identificacion Unico que aparecia en las hojas de datos y
en las tarjetas de las jaulas. Los animales se identificaron con una marca indeleble en la cola.

Salud y bienestar de los animales

Todos los estudios se realizaron segun lo dispuesto por la ley britanica sobre procedimientos cientificos en animales
(Animals (Scientific Procedures) Act) de 1986, las directrices del ministerio del interior britanico sobre la aplicacion de
la ley y todos los codigos de practicas aplicables para el cuidado y el alojamiento de animales de laboratorio.

Alojamiento y entorno

Se alojaron los animales en grupos de un maximo de 5 en jaulas de fondo plano con serrin. Durante la aclimatacion,
se limpiaron las salas y las jaulas a intervalos regulares para mantener la higiene. Las salas se iluminaron con luces
fluorescentes programadas para dar un ciclo de luz y oscuridad de 12 h (encendido a las 07.00, apagado a las
19.00), como se recomienda en la Home Office Animals (Scientific Procedures) Act de 1986. Las salas tenian aire
acondicionado y se midieron la temperatura del aire y la humedad relativa. Durante el periodo de aclimatacion se
mantuvo la temperatura ambiente (intervalo de 20 °C a 22 °C) y el grado de humedad permanecié en el intervalo del
46 % al 59 %. En el procedimiento se mantuvo la temperatura ambiente (intervalo de 19 °C a 22 °C) y el grado de
humedad permanecié en el intervalo del 26 % al 43 %.

Dieta y agua

Se les ofrecié una dieta ampliada para roedores RM1(E) SQC (Special Diets Services, Witham, Reino Unido) y agua
corriente a voluntad. Todos los lotes de pienso se suministraron con un certificado de analisis (CA) adjunto en el que
se detallan la composicion nutricional y las concentraciones de contaminantes especificadas (por ejemplo, metales
pesadas, aflatoxina e insecticidas). El agua se sometié a analisis periddicos para detectar impurezas y
contaminantes. Los criterios de concentraciones aceptables de contaminantes en el pienso y el agua suministrada
estaban dentro de las especificaciones analiticas indicadas por el fabricante del pienso y el servicio de analisis del
agua, respectivamente.

Estado de salud

Se sometid a los animales a una exploracion a su llegada y antes del estudio; todos estaban sanos y se
consideraron apto para uso experimental.

DISENO EXPERIMENTAL
Formulacion de las sustancias de prueba, de referencia y de comparacion

Se preparo el tampon citrato pesando con precision las cantidades apropiadas de cada componente y disolviéndolas
en agua estéril para inyectables. Cuando los componentes se disolvieron por completo, se midieron la osmolalidad y
el pH de la solucion. Se considerd que el vehiculo era aceptable, ya que el pH era de 5,03, que estaba dentro del
intervalo de 4,8 a 5,2, y la osmolalidad era de 295 mOsmol/kg, en el intervalo de 280 a 300 mOsmol/kg. Después, se
sometio el vehiculo a filtracion térmica a través de un Millex GV Stericup (filtro de 0,22 ym) en condiciones asépticas
y se conservo a entre 2 °C y 8 °C antes de su uso.

Las sustancias de prueba, dihidroetorfina (isomeros R y S), se formularon para su dosificacion como soluciones en
tampon citrato. Las concentraciones deseadas (0,02, 0,06 y 0,10 ug/ml para el isémero Ry 0,6, 2 y 6 ug/ml para el
isbmero S) para la dosificacion se lograron por dilucion seriada de las soluciones madre apropiadas que se
proporcionaron a una concentracion aproximada de 20 pg/ml. Se anotd la concentracion real de las soluciones
madre en los datos en bruto. Antes de las diluciones seriadas, se pasaron las soluciones madre por una unidad de
filtro estéril Durapore Millex GV de 0,22 ym a viales de vidrio y todas las diluciones posteriores con el tampodn citrato
estéril se realizaron mediante manipulacion estéril. No se aplicé ningun factor de correccion y las formulaciones se
prepararon como bases libres. Las formulaciones se prepararon con antelaciéon a las fechas de dosificacion del
estudio y se usaron (1-2 dias después de la preparacion) durante la estabilidad conocida para R-DHE, que era de 11
dias. La S-DHE se us6 1-2 dias después de la preparacion. Las soluciones de dosificacion de dihidroetorfina
(isomeros R y S) se conservaron refrigeradas a aproximadamente 4 °C, hasta que se necesitaron para su
administracion.

La sustancia de referencia, clorhidrato de morfina, se formulé para su dosificacion disolviendo una cantidad conocida
en tampon citrato para dar un solucion de 1 mg/ml. Se aplicé un factor de correccion de 1,32 para permitir la
expresion de la dosis de morfina en términos de base libre. Las soluciones se prepararon en el momento y se
protegieron de la luz.

Para su dosificacion, la sustancia de comparacion, pregabalina, se formulé mediante la suspension de una cantidad
conocida en CMC al 1 % p/v para dar una suspension de 3 mg/ml para la fase 2 y se prepararon suspensiones de 3,
5y 10 mg/ml para la fase 3. No fue necesario aplicar un factor de correccion, por lo que la pregabalina se administro
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como base libre. Las suspensiones se prepararon en el momento y se protegieron de la luz.

Tamariio de los grupos, dosis y numeros de identificacion

Se establecieron 5 grupos de tratamiento con un maximo de 10 ratas por grupo. A cada grupo de tratamiento se le
dio una letra (fase 1: A a E, fase 2: F a J y fase 3: K a O). Se asigné a las ratas aleatoriamente a los grupos de
tratamiento el dia antes de la dosificacion en base a los valores basales de la prueba de hiperalgesia térmica antes
de la dosis (véase a continuacion).

Fase 1:
C Vehiculo 5 ml/kg, i.v.
B R-DHE 0,1 pg/kg, i.v.
A R-DHE 0,3 pg/kg, i.v.
E R-DHE 0,5 pg/kg, i.v.
D  Morfina 5 mg/kg, i.v.
Fase 2:
| Vehiculo 5 ml/kg, i.v.
F S-DHE 3 pg/kg, i.v.
G S-DHE 10 pg/kg, i.v.
J S-DHE 30 pg/kg, i.v.
H Pregabalina 30 mg/kg, via oral
Fase 3:
N Vehiculo 10 ml/kg, via oral
M  Pregabalina 30 mg/kg, via oral
L Pregabalina 50 mg/kg, via oral
K Pregabalina 100 mg/kg, via oral
O  Morfina 5 mg/kg, i.v.

El vehiculo intravenoso, tampon citrato, se uso para las fases 1y 2 y el vehiculo oral, CMC al 1 % p/v, se usé para la
fase 3. A los animales asignados a los grupos de tratamiento intravenoso se les administrdé en una vena de la cola un
volumen de dosis de 5 ml/kg con una jeringuilla de polipropileno con una aguja Becton Dickinson del calibre 25 (0,5 x
16 mm). El volumen intravenoso total de 5 mil/kg se administré a una velocidad lo mas constante posible durante un
intervalo de 2 min + 10 s. Se registré la hora de inicio y final de las emboladas intravenosas lentas. A los animales
asignados a grupos de tratamiento oral se les administré por sonda nasogastrica un volumen de dosis de 10 ml/kg.
Se registro el momento de la dosificacion en los datos en bruto.

Enmascaramiento del tratamiento

Se codificaron las soluciones de dosificacion (fase 1: A a E, fase 2: F a J y fase 3: K a O) para que los observadores
no conocieran la identidad de los grupos de tratamiento. Dado que la sustancia de comparacion de la fase 2 del
estudio se administré por una via de dosis diferente, este grupo no estaba enmascarado para la persona encargada
de la dosificacion y se codific6 como H. Asimismo, como el control de morfina de la fase 3 se administré por via
intravenosa, y se trataba de una via diferente de la de los grupos de vehiculo y de sustancia de comparacion
(dosificacion oral), el grupo de morfina no estaba enmascarado y, por lo tanto, se codific6 como O.

Pesos corporales

Se peso a los animales antes de la intervencion quirirgica, el dia 1 después de la operacion (PO) y todos los dias de
dosificacion antes de la administracion de las sustancias, y se registraron los pesos corporales.

Observaciones diarias

Se realizaron observaciones generales en todos los animales a diario desde el dia 0 PO en adelante, prestando
especial atencion al estado de las patas traseras izquierda y derecha del animal.

Procedimiento
1 Aclimatacion

Antes de las pruebas de comportamiento, se sometié a los animales a una manipulacion rutinaria y a la aclimatacion
al entorno de las pruebas de comportamiento.
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2 Pruebas de comportamiento basales

Se paso6 a las ratas a la sala de procedimientos 1 dias antes del experimento. Después, se las alojd, se les
administraron las sustancias y se las someti6 a observacion en la sala de procedimientos. Las pruebas de
comportamiento (véase a continuacion) se realizaron en todas las ratas en 2 ocasiones independientes antes de la
intervencion quirdrgica, para establecer los valores basales. Se tomaron valores basales previos a la intervencion
quirdrgica como datos del dia final (segundo) de prueba (los datos del primer dia de prueba se clasificaron como
parte de la aclimatacion). La secuencia de pruebas fue: alodinia mecanica seguida de hiperalgesia térmica, con un
periodo minimo de 5 min de reposo entre las pruebas. Alodinia mecanica (prueba de Von Frey): Se coloc6 a cada
animal en una jaula de malla metalica y se aplicaron una serie de filamentos de Von Frey en la superficie planta de la
pata trasera desde abajo. Los filamentos se aplicaron en orden creciente (partiendo de la fuerza mas débil) y se
evaluo el umbral de retirada para las patas traseras izquierda y derecha. Se aplicé cada filamento sobre la mitad de
la superficie plantar del pie hasta el punto en que comenzé a doblarse; se repitié esto de aproximadamente 8 a 10
veces por filamento a una frecuencia de aproximadamente 1 Hz. Se definié el umbral de retirada como la menor
fuerza de dos o mas filamentos de Von Frey consecutivos que desencadena una respuesta de reflejo de retirada (es
decir, una breve sacudida de la pata).

Hiperalgesia térmica (prueba plantar de Hargreaves): se coloco a cada rata en una camara de plastico transparente
con base de vidrio y se dejo que se aclimatara durante un periodo breve al entorno antes de la prueba
(aproximadamente 1 min). Después, se estimul6 a los animales con una fuente de calor por radiacion infrarroja (IR)
dirigida a la superficie plantar de la pata trasera desde abajo y se calculd la latencia de retirada para ambas patas
traseras, izquierda y derecha. La intensidad de los infrarrojos se fijo en IR50 (configuracién disefiada para
proporcionar una lectura de flujo de calor de 250 mW-cm?®) y la duracién maxima de la exposicion a la fuente IR fue
de 18 s. A los animales que no mostraron respuesta se les asigno una latencia de retirada de 18 s.

3 Procedimiento quirdrgico

Se preparo a los animales quirirgicamente durante 3 dias. Cada rata recibio la anestesia necesaria con isofluorano
en oxigeno del 1 % al 3 %. Se colocé a cada rata en decubito prono y se rasuré y esterilizé la superficie circundante
al lugar de la incisién para fines quirurgicos. En condiciones asépticas, se separaron los musculos paraespinales
izquierdos de las prolongaciones espinosas en los niveles L4 S2. Después, se retird la prolongacion transversal L6
con unas pinzas de osteotomia pequefias de los nervios espinales L4 L6 identificados. Se aislaron los nervios
espinales izquierdos L5 y L6 y se practicé una ligadura estrecha con hilo de seda de 6-0 (visualizado con 40
aumentos). Se cerraron las capas de musculo y piel suprayacentes con el material de sutura apropiado y, una vez
completado, se suspendio la anestesia. Al recuperarse de la anestesia, las ratas volvieron con sus compafieros de
jaula, inicialmente sobre un lecho forrado con gases durante la noche para reducir el riesgo de infeccion y
posteriormente sobre un lecho de serrin, una vez recuperadas por completo. Se dejé que los animales se
recuperaran durante un minimo de 4 dias antes de comenzar de nuevo las pruebas de comportamiento.

4 Pruebas de desarrollo

Después de la intervencion quirurgica, se realizaron pruebas de comportamiento dos veces antes del dia de
dosificacion para realizar un seguimiento del desarrollo de alodinia/hiperalgesia. También se incluyeron dias de
prueba adicionales discrecionales para garantizar que, antes de cada fase de dosificacion, habia desarrolla
alodinia/hiperalgesia una niumero suficiente de animales.

5 Asignacion a los grupos y criterios de exclusion

Se asigno a los animales aleatoriamente a los grupos de tratamiento el dia antes de la dosificacion en base a los
valores basales de la prueba de hiperalgesia térmica antes de la dosis. Sdélo se incluy6 en el estudio a los animales
que habian desarrollado tanto alodinia mecanica como hiperalgesia térmica. Se consider6é que los animales habian
desarrollado alodinia mecanica si el umbral de retirada de la pata izquierda con los filamentos de Von Frey era<5 g
de fuerza (lo que corresponde a un monofilamento de nimero 4,56 o menos).

Se consideré que los animales habian desarrollado hiperalgesia térmica si la latencia de retirada de la pata izquierda
por el dispositivo plantar térmico mostraba una diferencia = 30 % con respecto al valor de la pata izquierda antes de
la intervencion quirtrgica antes de la dosificacion.

6 Dosificacion y pruebas de comportamiento

En este estudio no se sometid6 a los animales a ayuno. Cada dia de dosificacion, cada uno de los animales
asignados recibié una sola dosis intravenosa de sustancia de prueba, sustancia de referencia o vehiculo; o una dosis
oral de sustancia de comparacioén o vehiculo. En el estudio hubo 3 fases. La dosificacion de cada fase se repartié en
2 dias y en cada dia de dosificacion se dosificé a animales de un minimo de 3 grupos de tratamiento. Al finalizar
cada fase, se dejo a los animales en un periodo de reposo minimo de 1 semana antes de comenzar la siguiente fase
del estudio.
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En las fases 1 y 2 del estudio, después de la dosificacion (aproximadamente 5 min desde el comienzo de la
dosificacion) y aproximadamente 25, 50 y 120 min después de la dosis, se evalud la alodinia mecanica de las patas
traseras izquierda y derecha de cada rata con la prueba de Von Frey. Aproximadamente 15, 35, 60 y 130 min
después de la dosis, se evalud hiperalgesia térmica de las patas traseras izquierda y derecha de cada rata con la
prueba plantar de Hargreaves, para estudiar el efecto del tratamiento. Todos los puntos temporales son con respecto
al comienzo de la dosificacion.

En la fase 3 del estudio, aproximadamente 60, 120, 180 y 240 min después de la dosis, se evalu6 la alodinia
mecanica de las extremidades traseras izquierda y derecha de cada rata con la prueba de Von Frey.
Aproximadamente 70, 130, 190 y 250 min después de la dosis, se evalud hiperalgesia térmica de las patas
extremidades izquierda y derecha de cada rata con la prueba plantar de Hargreaves, para estudiar el efecto del
tratamiento.

7 Sacrificios

Todos los animales del estudio fueron sacrificados por dislocacién cervical una vez concluido el periodo de pruebas
final.

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron comparaciones estadisticas entre grupos de tratamiento con procedimientos estadisticos paramétricos
(por ejemplo, analisis de la varianza unidireccional, prueba de la t de Dunnett, prueba de la t de Student) o no
paramétricos (por ejemplo, estadistica de Kruskal-Wallis, prueba de Dunn, prueba de la U de Mann-Whitney). La
eleccion de pruebas paramétricas o no paramétricas se basoé en si los grupos que se iban a comparar cumplian el
criterio de homogeneidad de la varianza (evaluado por la prueba de las medias de Levene o la prueba de la F). Los
datos de Von Frey se sometieron a transformacion logaritmica (log10 de (fuerza en gramos x 10 000)) antes del
analisis. En la fase 2 el estudio, se administré6 como sustancia de comparacion la pregabalina por una via de dosis
diferente y se compararon los datos de la pregabalina con los valores de antes de la dosis con una prueba de la t de
Student pareada. En la fase 3 el estudio, se administr6 como sustancia de referencia morfina por una via de dosis
diferente a la del vehiculo y la sustancia de prueba y se compararon los datos de la morfina con los valores de antes
de la dosis con una prueba de la t de Student pareada. Para todas las pruebas, se supuso la significacion estadistica
cuando P <0,05. La significacion estadistica para la prueba de von Frey, a pesar de haberse realizado en los datos
con transformacion logaritmica, se expreso con respecto a la fuerza en gramos de la seccion de resultados con fines
ilustrativos. En los datos en bruto se dan detalles completos del analisis.

RESULTADOS

Los datos de la media del grupo + eem para los umbrales de retirada y la latencia de retirada se resumen en las
tablas 17 a 22.

Desarrollo de estados de dolor neuropatico

Se estudiaron dos componentes diferentes del dolor neuropatico con pruebas de comportamiento establecidas, a
saber, los filamentos de Von Frey para determinar la presencia de alodinia mecanica, y la prueba plantar de
Hargreaves para determinar la presencia de hiperalgesia térmica. La mayoria de los animales sometidos a una
ligadura del nervio espinal presentaron un aumento considerable de la sensibilidad de la pata trasera en las dos
pruebas de comportamiento en los dias posteriores a la lesion, lo que indica el desarrollo de una mononeuropatia
periférica. La pata trasera derecha no mostré6 aumento de la sensibilidad después de la intervencion quirdrgica. En
cada fase del estudio, se consideré que todos los animales dosificados presentaban neuropatia en la pata trasera
izquierda segun la evaluacion con las pruebas de comportamiento establecidas el dia anterior a la dosificacion.

Efectos de R-DHE sobre las respuestas de las pruebas de comportamiento (fase 1)

Alodinia mecanica: en la fase 1, la administracion intravenosa de R-DHE a 0,1 y 0,3 pg/kg no produjo cambios
significativos en los umbrales de retirada de la pata izquierda o derecha con los filamentos de Von Frey. Sin
embargo, la administracién intravenosa de R-DHE a 0,5 pg/kg provocd un aumento significativo del umbral de
retirada de la pata izquierda aproximadamente 5 min después de la dosis (21,97 + 2,30 g; P <0,01; prueba de
Kruskal-Wallis y de Dunn) en comparacién con los valores del grupo de vehiculo de 5,43 + 2,58 g, y también
aproximadamente 25 min después de la dosis (13,12 + 3,41 g; P <0,05; ANOVA y prueba de la t de Dunnett) en
comparacion con los valores del grupo de vehiculo de 2,25 + 0,75 g (tabla 17, figura 18).

Hiperalgesia térmica: La administracion intravenosa de R-DHE no consiguio6 tener un efecto significativo sobre las
latencias de retirada de la pata izquierda en comparacion con el vehiculo. La administracion intravenosa de R-DHE a
una dosis de 0,3 pg/kg provocd un aumento significativo de la latencia de retirada de la pata derecha
aproximadamente 35 min después de la dosis (14,5 + 0,7 s; P <0,05; ANOVA y prueba de la t de Dunnett) en
comparacion con los valores del vehiculo (10,3 + 0,9 s); sin embargo, esto es fisiolégicamente irrelevante, ya que el
umbral de retirada de la pata derecha fue similar a los valores previos a la dosis para la pata derecha (14,3 + 0,6 s)
(tabla 18, figura 19).
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Efectos de S-DHE sobre las respuestas de las pruebas de comportamiento (fase 2)

Alodinia mecanica: en la fase 2, la administracion intravenosa de S-DHE a 3 y 10 pg/kg no produjo cambios
significativos en los umbrales de retirada de la pata izquierda o derecha con los filamentos de Von Frey. Sin
embargo, la administracion intravenosa de S-DHE a 30 pg/kg provocd un aumento significativo del umbral de
retirada de la pata izquierda aproximadamente 5 min después de la dosis (24,56 + 0,33 g; P <0,001; prueba de
Kruskal-Wallis y de Dunn) en comparacién con los valores del grupo de vehiculo de 6,11 + 2,39 g, y también
aproximadamente 25 min después de la dosis (21,92 + 1,70 g; P <0,001; prueba de Kruskal Wallis y de Dunn) en
comparacion con los valores del grupo de vehiculo de 1,66 + 0,47 g (tabla 19, figura 20).

Hiperalgesia térmica: la administracién intravenosa de S-DHE no consiguid tener un efecto significativo sobre las
latencias de retirada de las patas izquierda y derecha a dosis de 3 y 10 ug/kg en comparacién con los valores del
grupo de vehiculo. La administracion intravenosa de S-DHE a una dosis de 30 pg/kg, sin embargo, si produjo un
aumento significativo de las latencias de retirada de la pata aproximadamente 15 min después de la dosis tanto en la
pata trasera izquierda (17,6 £ 0,4 s; P <0,01; prueba de Kruskal-Wallis y de Dunn) como derecha (17,5 + 0,4 s; P
<0,01; prueba de Kruskal-Wallis y de Dunn) en comparacioén con los valores de vehiculo de 10,3+ 0,8 sy 13,4+ 0,8
s, respectivamente. EL aumento de la latencia de |la pata derecha puede ser indicativo de los efectos centrales de la
dihidroetorfina (isdmero S) a la concentracion de dosis de 30 pg/kg (tabla 20, figura 21).

Efectos de la morfina sobre las respuestas de las pruebas de comportamiento (fases 1y 3)

En la fase 1, se compar¢ la referencia de morfina con el vehiculo, ya que ambos se administraron por via oral. En la
fase 3, se compard la referencia de morfina con la situacion antes de la dosis, ya que no era pertinente compararla
con un vehiculo oral.

Alodinia mecanica: tras la administracion intravenosa de morfina a 5 mg/kg (fase 1), el umbral de retirada de la pata
trasera izquierda aumento significativamente aproximadamente 25 min después de la dosis (19,23 + 2,73 g; P
<0,001; prueba de la t de Student para datos no emparejados bilateral) y aproximadamente 50 min después de la
dosis (21,55 + 2,40 g; P <0,001; prueba de la t de Student para datos no emparejados bilateral) en comparacion con
los valores del vehiculo de 2,25 + 0,75y 2,11 + 0,82 g. Se observd una disminucion significativa en los datos de la
pata derecha antes de la dosis (16,37 + 2,20 g; P <0,05; prueba de la t de Student para datos no emparejados
bilateral) en comparacion con los valores del vehiculo (22,26 + 1,52 g). Esto no se pudo evitar, ya que la asignacion
a los grupos de tratamiento se baso en los valores previos a la dosis de la prueba de hiperalgesia térmica (tabla 17,
figura 18). No se observaron otros efectos significativos en la pata trasera derecha.

En la fase 3, la administracion intravenosa de morfina (5 mg/kg) aumentd significativamente los umbrales de retirada
de la pata izquierda aproximadamente 60 min (21,32 + 2,56 g; P <0,001; prueba de la t de Student pareada
bilateral), 120 min (11,08 + 2,85 g; P <0,01; prueba de la t de Student pareada bilateral) y aproximadamente 180 min
después de la dosis (3,68 + 0,97 g; P <0,05; prueba de la t de Student pareada bilateral) en comparacién con los
valores previos a la dosis 1,46 + 0,37 g (tabla 21, figura 22).

Hiperalgesia térmica: en la fase 1, la administraciéon intravenosa de morfina a 5 mg/kg provocd un aumento
significativo de las latencias de retirada de la pata izquierda en todos los puntos temporales probados y en la pata
derecha aproximadamente 15, 35 y 60 min después de la dosis. Aproximadamente 15 min después de la dosis;
(izquierda; 12,0 £ 1,5 s; P <0,05; prueba de la U de Mann-Whitney), (derecha; 17,5 + 0,5 s; P <0,001; prueba de la U
de Mann-Whitney), 35 min después de la dosis (izquierda; 16,4 + 0,9 s; P <0,001; prueba de la t de Student para
datos no emparejados bilateral), (derecha; 16,8 + 0,7 s; P <0,001; prueba de la t de Student para datos no
emparejados bilateral) y aproximadamente 60 min después de la dosis en ambas patas (izquierda; 12,8 + 1,3 s; P
<0,01; prueba de la t de Student para datos no emparejados bilateral), (derecha; 16,3 + 1,1 s; P <0,05; prueba de la t
de Student para datos no emparejados bilateral) y aproximadamente 130 min después de la dosis en la pata
izquierda (10,6 £ 0,9 s; P <0,05; prueba de la t de Student para datos no emparejados bilateral) en comparacién con
los valores del vehiculo (7,5 + 0,5, 12,8 + 1,1, 70 + 1,2, 10,3 £+ 0,9, 76 £+ 0,9, 124 + 14y 74 + 0,9 s,
respectivamente) (tabla 18, figura 19).

En la fase 3 del estudio, la administracion intravenosa de morfina provocé un aumento significativo de la latencia de
retirada de la pata izquierda aproximadamente 70 min después de la dosis (11,8 + 1,2 s; P <0,01; prueba de la t de
Student pareada bilateral), aproximadamente 190 min después de la dosis (8,0 + 0,8 s; P <0,05; prueba de la t de
Student pareada bilateral) y aproximadamente 250 min después de la dosis (10,6 + 1,4 s; P <0,05; prueba de la t de
Student pareada bilateral) en comparacion con los valores previos a la dosis 6,0 + 0,5 s (tabla 22, figura 23).

Efectos de la pregabalina sobre las respuestas de las pruebas de comportamiento (fases 2 y 3)

La pregabalina se compar6 con los valores previos a la dosis en la fase 2, pero se compar6 con el vehiculo en la
fase 3 del estudio. En la fase 2 del estudio, se administré la pregabalina por una via diferente (oral) a la del vehiculo
(iv), por lo que la comparacién con el vehiculo no era apropiada. En la fase 3 del estudio, se compard la respuesta a
la dosis con pregabalina usando 3 concentraciones de dosis con el vehiculo, en lugar de los valores previos a la
dosis.
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Alodinia mecanica: en la fase 2, la administracion oral de pregabalina (30 mg/kg) provocd un aumento significativo
del umbral de retirada de la pata izquierda aproximadamente 50 min después de la dosis (10,35 + 2,51 g; P <0,001;
prueba de la t de Student para datos emparejados bilateral) y aproximadamente 120 min después de la dosis (13,90
+ 3,00 g; P <0,001; prueba de la t de Student para datos emparejados bilateral) en comparacion con los valores
anteriores a la dosis de 1,09 + 0,35 g (tabla 19, figura 20).

En la fase 3, la pregabalina administrada por via oral a una dosis de 30 mg/kg provocé un aumento significativo del
umbral de retirada de la pata izquierda aproximadamente 120 min después de la dosis (17,06 + 2,88 g; P <0,01;
prueba de Kruskal-Wallis y de Dunn) y aproximadamente 180 min después de la dosis (13,86 + 3,21 g; P <0,01;
ANOVA y prueba de Dunnett) en comparacion con los valores del vehiculo de 5,00 + 2,34 g y 2,57 + 0,92 g,
respectivamente. La administracion oral de pregabalina a una dosis de 50 mg/kg provocé un aumento significativo de
los umbrales de retirada de ambas patas, izquierda y derecha, aproximadamente 180 min después de la dosis (pata
izquierda: 15,20 + 3,31 g; P <0,01; ANOVA y prueba de Dunnett y pata derecha: 24,20 + 0,39 g; P <0,05; prueba de
Kruskal-Wallis y de Dunn) en comparaciéon con los valores del vehiculo de 2,57 + 0,92 g y 16,57 + 1,75 g,
respectivamente, y del umbral de retirada de la pata izquierda aproximadamente 240 min después de la dosis (12,05
+ 3,41 g; P <0,05; prueba de Kruskal-Wallis y de Dunn) en comparacion con los valores del vehiculo (1,48 + 0,30 g).
La administracion oral de pregabalina a una dosis de 100 mg/kg provocd un aumento significativo del umbral de
retirada de la pata izquierda aproximadamente 120 min después de la dosis (23,29 + 1,19 g; P <0,01; ANOVA y
prueba de Dunnett), de las patas izquierda y derecha aproximadamente 180 min después de la dosis (pata izquierda:
19,77 + 2,70 g; P <0,01; ANOVA y prueba de Dunnett y pata derecha: 23,70 + 1,04 g; P <0,01; prueba de Kruskal-
Wallis y de Dunn) en comparacioén con los valores del vehiculo de 2,57 + 0,92 gy 16,57 + 1,75 g, respectivamente, y
del umbral de retirada de la pata izquierda aproximadamente 240 min después de la dosis (15,91 + 2,86 g; P <0,001;
prueba de Kruskal-Wallis y de Dunn) en comparacion con los valores del vehiculo (1,48 + 0,30 g). El aumento de los
umbrales de retirada de la pata derecha tras la administracion de pregabalina a 50 y 100 mg/kg, fue indicativo de los
efectos centrales de la pregabalina a estas concentraciones de dosis. Esto concuerda con el hecho de que los
animales presentaban un aumento dependiente de la dosis del grado de los sintomas clinicos de sedacion. (Tabla
21, figura 22).

Hiperalgesia térmica: En la fase 2, la administracion oral de pregabalina (30 mg/kg) provocé un aumento significativo
de la latencia de retirada de la pata izquierda aproximadamente 15, 35, 60 y 130 min después de la dosis (8,3 + 0,7 s
P <0,05; 8,6 + 1,0 s P <0,05; 8,8 £+ 1,0 s P <0,05; 9,6 £ 0,8 s P <0,001; en todos, prueba de la t de Student para
datos emparejados bilateral) en comparacion con el valor previo a la dosis de 6,2 + 0,5 s. Estos aumentos
significativos no se consideraron farmacolégicamente relevantes, ya que se observaron aumentos similares en los
valores de las latencias de retirada en el grupo de control con vehiculo (administracion iv) en la fase 2
(aproximadamente 15, 35, 60 y 130 min después de la dosis (10,3 +0,8 s P <0,01;8,1+0,5sP <0,05;9,3+0,7 s
P < 0,001; 9,8 + 1,0 s P < 0,01; para todos, prueba de la t de Student para datos emparejados bilateral) en
comparacion con el valor previo a la dosis de 6,2 + 0,5 s); y en la fase 3 del estudio, la administraciéon oral de
pregabalina no consiguié tener un efecto significativo en las latencias de retirada de las patas izquierda y derecha a
ninguna de las dosis probadas (30, 50 y 100 mg/kg) ni en ninguno de los puntos temporales posteriores a la dosis
(60, 120, 180 y 240 min), en comparacion con el control de vehiculo (tabla 20, figura 21 y tabla 22, figura 23).

CONCLUSION

Se indujo una mononeuropatia periférica en el miembro trasero izquierdo de las ratas por ligadura estrecha de los
nervios espinales L5 y L6. Se realiz6é un seguimiento del desarrollo de la alodinia mecanica y la hiperalgesia térmica
con pruebas de comportamiento establecidas (prueba de Von Frey y prueba planta de Hargreaves,
respectivamente). Se evaluaron la latencia y el umbral de respuesta de las patas traseras tanto izquierda (afectada)
como derecha (no afectada). En cada fase del estudio, se considerd que todos los animales dosificados presentaban
neuropatia en la pata trasera izquierda segun la evaluacion con las pruebas de comportamiento establecidas el dia
anterior a la dosificacion.

La administracion intravenosa de R-DHE a 0,5 pg/kg provocé un aumento del umbral de retirada (alodinia mecanica)
hasta 25 min después de la dosis, con efectos maximos aproximadamente 5 min después de la dosis. No se
observaron efecto de R-DHE a 0,5 ug/kg sobre la latencia de retirada (hiperalgesia térmica) en ninguno de los
puntos temporales probados. Tampoco se observaron efectos sobre la alodinia mecanica o la hiperalgesia térmica a
la dosis inferiores de 0,1 y 0,3 pg/kg de R-DHE.

La administracion intravenosa de S-DHE a una dosis de 30 pg/kg provocé efectos analgésicos significativos tanto en
el umbral de retirada (alodinia mecanica), con efectos maximos aproximadamente de 5 a 25 min después de la
dosis, como en la latencia de retirada (hiperalgesia térmica), con un efecto maximo aproximadamente 15 min
después de la dosis. No se observaron efectos sobre la alodinia mecanica o la hiperalgesia térmica a 3 y 10 ug/kg
de S-DHE.

La administracion intravenosa de los compuestos opioideos, R-DHE y S-DHE, mostré actividad analgésica tanto en

la prueba de alodinia mecanica como en la de hiperalgesia térmica en ratas. Esto subraya el potencial terapéutico de
estos compuestos en el tratamiento del dolor neuropatico.
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Después de la administracion de pregabalina (en la fase 3) a dosis de hasta 100 mg/kg, se observé un aumento
dependiente de la dosis del umbral de retirada, con efectos maximos entre aproximadamente 180 y 240 min después
de la dosis. No se observaron efectos de la pregabalina en la prueba de la hiperalgesia térmica. Los efectos
observados después de la administracion de la pregabalina concuerdan con su actividad farmacolégica conocida (en
base a los datos de la literatura), con efectos significativos sobre la alodinia mecanica, pero con un efecto limitado
sobre la hiperalgesia térmica.

Los efectos observados después de la administracion intravenosa de morfina concuerdan con su actividad
farmacoldgica conocida, con efectos significativos sobre la alodinia mecanica y la hiperalgesia térmica. Por lo tanto,
este sistema de prueba permitié detectar efectos nociceptores tanto en la prueba de la alodinia mecanica como en la
de la hiperalgesia térmica en ratas.
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Tabla 18: efectos de R-DHE intravenosa sobre la latencia de retirada de la pata izquierda (I) y derecha (D) por
estimulacion térmica plantar en ratas (fase 1)

Latencia de retirada (s) en tiempo (min) después de la dosis

Fase 1
Predosis
15 35 60 130

Tratamiento | D | D | D | D | D
Vehiculo! 5 mifka. iy) 64 % | 13.9% [7.5+05] 128+ [70£12 103+ [7609 124+ | 7.4 | 14,1+
9 1V10,5(9)| 1,2(9) 9) 1,1(9) 9) 0,9(9) 9) 1,4(9) 109(9) | 1.3(9)
Dihidroetorfina (R) | 6,4+ | 13,5+ 132+ 126 + 129+ | 81+ | 143+

0,1 pg/kg, i.v. 05 | 10 (B0 o7 [74£05 ST TTEL0 5T | 06 | 0.8
Dihidroetorfina (R) | 6,3+ | 14,3 + 151 + 145 + 146+ | 7.7+ | 142+

0,3 ug/kg, i.v. 06 | 06 [24*08 gg7 (9911 g7x 183208 y9" | 98 | 09
Dihidroetorfina (R) | 6,4+ | 14,1+ 159+ 131+ 133+ | 80+ | 109+

0,5 pglkg, i.v. 04 | 09 [#6%12 TyoT 92212 HLT BA£06 LT | | 10
Morfina 5 malka. iy, | 64 % | 154% | 1202 [ 175+ [164% | 168+ | 128+ | 163+ [ 106+ | 138+

9%g, LV-1 94 1,0 1,5° | 05 | 09 0,7 1,3 1,1 0,9 1,1

Los datos se expresan como la media + EEM.

n = 10 animales por grupo, a menos que se indique entre paréntesis.

fVehiculo = tampon citrato (acido citrico monohidratado:citrato de sodio:cloruro de sodio:agua para inyectables, en
proporcion 0,03:0,10:0,86:99,01 (g:g:g:ml)).

°P <0,05 en comparacion con los datos de grupo de vehiculo (prueba de la U de Mann-Whitney).

%P <0,001 en comparacion con los datos del grupo de vehiculo (prueba de la U de Mann-Whitney).

*P <0,05 en comparacion con los datos del grupo de vehiculo (prueba de la t de Student para datos no emparejados|
bilateral).

**P <0,01 en comparacion con los datos del grupo de vehiculo (prueba de la t de Student para datos no|
emparejados bilateral).

***P <0,001 en comparacion con los datos del grupo de vehiculo (prueba de la t de Student para datos no|
emparejados bilateral).

P <0,05 en comparacion con los datos del grupo de vehiculo (ANOVA y prueba de Dunnett).
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Tabla 20: efectos de S-DHE intravenosa sobre la latencia de retirada de la pata izquierda (1) y derecha (D) por
estimulacion térmica plantar en ratas (fase 2)

Latencia de retirada (s) en tiempo (min) después de la dosis
Antes de la Fase 2
dosis 15 35 60 130

Tratamiento | D | D | D | D | D
T , 6,2+ | 148+ | 10,3+ [134+| 81+ | 11,7+ sss| 121+ | 98+ | 13,1+

Vehiculo' 5 ml/kg, i.v. 0.5 0.6 0,88$$ 0.8 0,535 0,7$ 9,3+0,7 0,6$ 1,0$$ 10
Dihidroetorfina (S)3 | 6,2+ | 126+ 15,0+ 10,0+ | 12,1+ 13,5+ | 10,4+ | 143 +

uglkg, i.v. 06 | 07 [98%03) 5771 07 | 09 |%1*08| g5 | 13 | 08
Dihidroetorfina (S) 10| 6,2+ | 13,8 + 14,3+(10,8+| 12,5+ 12,7+ | 11,3+ | 13,0+

uglkg, i.v. 06 | 08 [04£13 597 | 17| 09 |M32VL1 56 | 16 | 08
Dihidroetorfina (S) 30| 6,2+ | 13,5+ [17,6£04{ 175+ 10,1 | 118% | g .| 1432 | 87 | 14,22

pg/kg, i.v. 0,5 0,9 " 04" | 14 1,1 oED 1,1 0,9 1,3
Pregabalina 30 ug/kg,| 6,2+ | 13,4+ 134+| 86+ | 119+ 129+ | 96+ | 134+

via oral 05 | 09 [83%07| 567 | 10 | 08 |88*10| 06 | 08 | 09

Los datos se expresan como la media + EEM.

n = 10 animales por grupo.

fVehiculo = tampon citrato (acido citrico monohidratado:citrato de sodio:cloruro de sodio:agua para inyectables, en
proporcion 0,03:0,10:0,86:99:01 (g:g:g:ml)).

*P <0,01 en comparacion con los datos de grupo de vehiculo (prueba de Kruskal-Wallis y de Dunn).

P <0,05 en comparacion con los datos anteriores a la dosis (prueba de la t de Student pareada bilateral).

***P <0,001 en comparacion con los datos anteriores a la dosis (prueba de la t de Student pareada bilateral).

°p <0,05, $p <0,01y $55p <0,001 con comparacion con el vehiculo (prueba de la t de Student pareada bilateral).

Tabla 21: efectos de la pregabalina oral y la morfina intravenosa sobre los umbrales de retirada de la pata izquierda
(1) y derecha (D) por estimulacién con monofilamentos de Von Frey en ratas neuropaticas

(Fase 3) (a) Datos en bruto

Umbral de retirada (g) en tiempo (min) después de la dosis

Fase 3
60 120 180 240
Tratamiento | D | D | D | D | D

Vehiculo™10 | 1,87+ | 2253+ | 495+ |20,30+| 500+ | 18,36+ | 2,57+ | 16,57+ | 1,48+ | 20,54 +
ml/kg, via oral| 0,38 1,97 0,95 1,99 2,34 2,34 0,92 1,75 0,30 1,93

Pregabalina 30| 2,59+ | 2325+ | 10,53+ | 23,26+ | 17,06 + | 23,02+ | 13,86+ | 22,74+ | 802+ | 23,99 +
mg/kg, via oral| 0,63 1,41 3,25 1,04 2,88 1,01 3,21 0,97 2,65 0,38

Pregabalina 50| 2,02+ | 20,61+ | 1848+ | 2257+ | 13,69+ | 21,67+ | 1520+ | 24,20+ | 12,05+ | 22,74
mg/kg, via oral| 0,35 2,00 3,27 1,39 3,68 1,61 3,31 0,39 3,41 0,97

Antes de la dosis

43



ES 2 548 881 T3

(continuacion)

(Fase 3) (a) Datos en bruto

Umbral de retirada (g) en tiempo (min) después de la dosis

. Fase 3
Antes de la dosis 80 120 180 520
1§5enﬂa',"lf"“‘f‘ia 131% | 2167+ | 1553+ | 2224+ | 2329+ | 2428+ | 19,77+ | 2370+ | 1591 + | 23,18 +
e 018 | 1,93 | 2,78 182 | 119 | 037 | 2,70 | 1,04 | 2,86 | 1,00

Morfina 5 146+ | 21,26+ | 21,32+ | 24,02+ | 11,08+ | 20,04+ | 3,68+ | 1957+ | 129+ | 18,71+
mg/kg,i.v. [ 0,37 (9)|2,11(9)| 2,56 (9) | 0,34(9)|2,85(9)| 1,81(9) | 0,97 (9) | 1,75(9) [ 0,20 (9)| 1,81 (9)
Los datos se expresan como la media + EEM.
n = 10 animales por grupo, a menos que se indique entre paréntesis.
El analisis estadistico se realizé unicamente en datos log.
fVehiculo = carboximetilcelulosa al 1 %.

(b) Datos log

Umbral de retirada (Log 10 (fuerza (g) x 10.000)) en tiempo (min) después de la dosis

Fase 3
60 120 180 240
Tratamiento | D | D | D | D | D

Vehiculo™10 | 420+ | 533+ | 457+ 528+ | 443+ | 522+ | 423+ | 520+ | 411+ | 529+
ml/kg, via oral| 0,08 0,05 0,13% 0,05 0,15 0,07 0,12 0,05 0,07 0,05

Antes de la dosis

;’fﬁaﬁa"'\;‘;"a 429+ | 535+ | 470+ | 536+ | 51+ | 536+ | 495+ | 535+ | 468+ | 538%
gra?’ 0,11 0,03 0,20 002 | 011% | 002 | o016* | 002 | 016 | 0,01

Pregabalina 4.25 5,32 +

gt oo | sme | sjos | spne | apms | BRS g0 | ge | amy | e
oral t0, ' : ' ' +0,04 : : ' '

oocdabaling | 407+ | 531+ | 508+ | 533+ | 536+ | 538+ | 523+ | 537+ | 511+ | 536+
oral 0,06 | 005 0,12 0,05 | 0,03* | 001 | 0,09 | 0,02% | 010" | 0,02

Morfina 5 4,08+ | 530+ 522 + 538+ | 489+ | 529+ | 445+ | 528+ | 407+ | 526+
mg/kg, i.v. | 0,09 (9) | 0,05 (9) |0,15™" (9)| 0,01 (9) {0,14™ (9)| 0,04 (9) 0,11 + (9) 0,04 (9) | 0,07 (9)| 0,04 (9)
Los datos se expresan como la media + EEM.
n = 10 animales por grupo, a menos que se indique entre paréntesis.
"Vehiculo = carboximetilcelulosa al 1 %.
"P <0,05, P <0,01 y "P <0,001 en comparacién con los datos anteriores a la dosis (prueba de la t de Student
pareada bilateral).
#P<0,05, #P<0,01 y mP<0,001 en comparacion con los datos del grupo de vehiculo (prueba de Kruskal-Wallis y de
Dunn).
**P <0,01 en comparacion con los datos del grupo de vehiculo (ANOVA y prueba de Dunnett).
p <0,01 en comparacion con los datos anteriores a la dosis (prueba de la t de Student pareada bilateral).
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Tabla 22 Efectos de la pregabalina oral y la morfina intravenosa sobre la latencia de retirada de la pata izquierda (1) y

derecha (D) por estimulacion térmica plantar en ratas neuropaticas (fase 3)

Latencia de retirada (s) en tiempo (min) después de la dosis

Antes de la Fase 3
dosis 70 130 190 250

Tratamiento | D | D | D | D | D
Vehiculo™10 | 65+ | 124+ 12,2 + 10,7 + 122+ (9,508 11,4+

mikkg, viaoral | 05 | 08 |22*¥10| g)5” [ 9010 577 19312 7, 8 0,6
Pregabalina30 | 65+ | 13,1+ 13,4 + 13,7 + 122+ | 109+ | 140+

mglkg, viaoral | 05 | 06 |29%08] o7 | 93208 54" 1831 54T 08 0.8
Pregabalina50 | 6,5+ | 114+ 129+ 136+ | 11,2+ | 127+ 11,9+

mglkg, viaoral | 0,6 | 08 [08%06 “gq7 | 97111 Y 1,1 05 |¥0x07 g7
Pregabalina100| 6,6+ | 11,6 + 12,6 £ 13,4 + 13,7 13,7

mglkg, viaoral | 0,7 | 05 |19*08 g7 | 9909 T {7,605 477 19,708 Ty
Morfina5mgl/kg,| 6,0+ | 11,8+ | 118+ | 140+ | 7,3+09 | 131+ [80+08| 143+ | 106+ | 141+
iv. 0,5(9)| 0,6(9) | 1,27 (9)| 1,2(9) 9) 1,009) | (9 | 1,009 |1479) | 09(9)

Los datos se expresan como la media + EEM.
n = 10 animales por grupo, a menos que se indique entre paréntesis
"Vehiculo = carboximetilcelulosa al 1 %.
‘P <0,05 y "'P <0,01 en comparacién con los datos anteriores a la dosis (prueba de la t de Student pareada

bilateral).

p <0,01 en comparacion con los datos anteriores a la dosis (prueba de la t de Student pareada bilateral
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de preparacion de un compuesto de férmula (VI), o una sal del mismo,

(V)

en la que R y R? son independientemente alquilo C1.s de cadena lineal y * representa un estereocentro (S), que
comprende hacer reaccionar un compuesto de formula (1V)

OMe (IV)

en la que R' es como se ha definido anteriormente en el presente documento,
con un compuesto de férmula RZM(X)p, en la que R? es alquilo C4.s de cadena lineal, M es metal, X es haluroy p es
1 0 0, para producir un compuesto de férmula (V)

OMe V)

en la que R1, R? y * son como se han definido anteriormente en el presente documento,
e hidrolizar dicho compuesto de férmula (V), para dar un compuesto de férmula (VI).

2. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicho compuesto de formula (IV) se prepara por
reduccion de un compuesto de formula (l11)
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ooty

OMe (1il}

en la que R' es como se ha definido anteriormente en el presente documento.

3. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que dicho compuesto de férmula (lll) se prepara por
reaccion de un compuesto de féormula (1)

e

OMe |

: )

con un compuesto de formula (Il)

O
H‘
(11

en la que R'es alquilo C+.s de cadena lineal.

4. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 1, que comprende:
10 hacer reaccionar un compuesto de férmula (1)

e

"'l' '

D”f(

H OMe
OMe )]

con un compuesto de formula (Il)

Hl

(1
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en la que R'es alquilo C1.s de cadena lineal, para dar un compuesto de formula (l11)

(il

en la que R' es como se ha definido anteriormente en el presente documento,
reducir dicho compuesto de férmula (lll) para producir un compuesto de formula (IV).

OMe (1V)

en la que R' es como se ha definido anteriormente en el presente documento,
hacer reaccionar dicho compuesto de férmula (IV) con un compuesto de féormula RZM(X)p, en la que R? es alquilo
C1.s de cadena lineal, M es metal, X es haluro y p es 1 0 0, para dar un compuesto de férmula (V)

OMe {V)

en la que R1, R? y * son como se han definido anteriormente en el presente documento,
e hidrolizar dicho compuesto de férmula (V) para dar un compuesto de formula (VI).
5. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que M es magnesio o litio.
6. Un procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que RZM(X)p es R?MgCl, R*MgBr, R?Mgl o R2Li.

7. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende ademas la etapa
de cristalizar dicho compuesto de formula (VI).

8. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que R'es alquilo Cs.s.
9. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que R'es n-propilo.
10. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que R? es alquilo Cy.,.
11. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que R? es metilo.

12. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que el compuesto de
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férmula (V) se produce en un exceso diastereomérico de al menos el 90 %.

13. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que el compuesto de
férmula (V) es:

(V-a).

5 14. Un procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que el compuesto de
férmula (V1) es:

—

it

)
CH

OH (V1-a).

(V1)

10 en la que R' y R? son independientemente alquilo C1.s de cadena lineal y * representa un estereocentro (S).

16. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacion 15 de formula (Vla), o una sal del mismo,
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..1|\'|\||/_’—

(S}
CH

OH (Vla).

17. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 15 o la reivindicacion 16 en forma de base libre.

18. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 15 o la reivindicacién 16 como una sal farmacéuticamente
aceptable.

19. Un compuesto de acuerdo con la reivindicacién 18 como una sal de acido clorhidrico.

20. Una composicién farmacéutica que comprende un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 15 a 19.

21. Una composicion de acuerdo con la reivindicacion 20 en una forma de dosificacion adecuada para
administracion transdérmica.

22. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 19 para su uso en medicina.
23. Un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 19 para su uso como analgésico.

24. Uso de un compuesto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 15 a 19 en la fabricacién de un
medicamento para el tratamiento del dolor.
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(R)-19-Pr-DHT

Fig. 2
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(R)~19-Pr-DHT

Fig. 3
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(S)-19-Pr-DHT

Fig. 4

55



ES 2 548 881 T3

(S)-19-Pr-DHT

Fig. 5
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Carbono 19

57



ES 2 548 881 T3

Carbono 19

Fig. 8
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{S)-DHE (diastereoisdomero)

Fig. 10

- 0,1 pyakg
-~ 0,3 ug/kg
-~ 0,5 pg/kg

— Vehiculo

Latencia (s)

G 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Tiempo después de la dosis (min)

# P<0,05, ## P<0,01 en comparacion con el vehiculo (ANOVA y prueba de la t de Dunnet).
* P<0,05, ** P<0,01 y ™ P<0,01 en comparacion con el vehiculo (prueba de Kruskal-Wallis y de Dunn).

Fig. 11
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12+
114 wse ~ 3 uglkg
10' HERE drhek - 10 “g!kg
4 - 30 pa/kg
9 -~ Vehiculo
8-
74
6 I
4 —]
43 I ;
34 # ‘\i
24
14
0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Tiempo después de la dosis (min) o

# P<0,05, ## P<0,01 en comparacién con el vehiculo (ANOVA y prueba de la t de Dunnet).
* P<0,05, ** P<0,01 y *** P<0,001 en comparacién con el vehiculo (prueba de Kruskal-Wallis y de Dunn)

Fig. 12

124 : _

119 - 0,5 pg/kg

104 % « 7 ~ 2 palkg
o * ~ 6 pgikg
8- —— Vehiculo

7- .
- ———
5-

4% I

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Tiempo después de la dosis (min) :

* P<0,05, ** P<0,01 y *** P<0,001 en comparacién con el vehiculo (prueba de Kruskal-Wallis y de Dunn)

Fig. 13
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-e- Vehiculo {5ml /kg,i.v.)

-8~ DHE (isémero R) (0,1 pg/kg,i.v.)
~4- DHE (isémero R) (0,3 pgfkg,i.v.)
~¥- DHE (isémero R) (0,5 ug/kg,i.v.)
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## P<0,01 en comparacion con los datos del grupo de vehiculo (prueba de Kruskal-Wallis y de Dunn)
1 P<0,05 en comparacion con los datos del grupo de vehiculo (ANOVA y prueba de la t de Dunnett).
* P<0,05, *** P<0,001 en comparacion con los datos del grupo de vehiculo (prueba de la t de Student

para datos no emparejados bilateral).
Fig. 18
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a) Pata izquierda -~ DHE (isémero R) 0,1 ug/kg,i.v.
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- Vehiculo{5m| /kg.iv.)

-4~ DHE (isémero R) 0,3 i/kg,i.v.
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S P<0,05, $35 P<0,001 en comparacion con los datos del grupo de vehiculo {prueba de la U de Mann-Whitney).

En comparacién con los datos del grupo de vehiculo {prueba de ia t de Student para datos no emparejados bilateral).

* P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001 en comparacién con los datos del grupo de vehiculo (prueba de la t de Student para datos no
emparejados bilateral).
1 P<0,05 en comparacion con los datos del grupo de vehiculo (ANOVA y prueba de la t de Dunnett).

Fig. 19
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-a- Vehiculo(5ml /kg,i.v.)

-#- DHE (isémero R) 3 pg/kg,i.v.

a) pata izquireda -4 DHE (isémero R) 10 Lig/kg,i.v.
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30-
oy

—— ~

2 ;T

® 204 ! N

g } A% khE

e 1

b= l

g8

[:F)

=)

o

£0

£

-

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo después de Ia dosis (min)

b) pata derecha

30-
G
(1]
@
2
§ R
[-H]
S 10
S
=]
£
o |
0

=T T— T — T 1
0 20 40 60 80 100 120
Tiempo después de la dosis (min)
% P<0,001 en comparaéién con los daios previos a la dosis (prueba de la t de Student 'para datos

emparejados bilateral).
#h# P<0,01 en comparacién con los datos del grupo de vehiculo (prueba de Kruskal-Wallis y de Dunn).

Fig. 20
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a) Pata izquierda & DHE (isémero R) 3 pg/kg, i.v.
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## P<0.01 en comparacién con los datos del grupo de vehiculo (prueba de Kruskal-Wallis y de Dunn).
* P<0,05, ** P<0,001 en comparacion con los datos previos a la dosis (prueba de ia t de Student para

datos emparejados bilateral).

Fig. 21
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-e-Vehiculo (10ml/kg,p.0.)
-=-Pregabalina (30mg/kg,p.0.)
-&-Pregabalina (50mg/kg,p.0.)
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+ P <0,05, ++ P<0,01 y +++ P<0,001 en comparaciéon con los datos previos a la dosis {(prueba de la t de Student para

datos emparejados bilateral).
# P<0,05, #t# P<0,01 y ### P<0,001 en comparacién con los datos del grupo de vehiculo (prueba de Kruskai-Wallis y de

** P<0,01 en comparacién con los datos del grupo de vehiculo (ANOVA y prueba de Dunnett).

Fig. 22
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+ P <0,05, ++ P<0,01 en comparacién con los datos previos a la dosis {prueba de la t de Student para datos
emparejados bilateral).

Fig. 23
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