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DESCRIPCION

Composiciones farmacéuticas que contienen ligandos del receptor de dopamina y procedimientos de tratamiento
usando ligandos del receptor de dopamina

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a la cariprazina y a sales farmacéuticamente aceptables de la misma para su uso
en el tratamiento del trastorno depresivo mayor.

Antecedentes de la invencion

La esquizofrenia es un trastorno psiquiatrico incapacitante de por vida con una prevalencia mundial notificada de
aproximadamente el 1 %, incluyendo 3,2 millones de estadounidenses (véase, por ejemplo, Mueser y McGurk,
Lancet, 363, 2063-72, 2004). El trastorno por lo general se manifiesta durante la adolescencia o en la adultez
temprana; los sintomas cardinales se dividen en tres dominios: sintomas positivos, tales como delirios y
alucinaciones, sintomas negativos, tales como la falta de impulso y el aislamiento social, y sintomas cognitivos, tales
como problemas de atencion y memoria. Esto conduce a la disfuncién social y laboral, lo que inevitablemente tiene
un efecto profundo sobre la familia y el lugar del individuo afectado en la sociedad en general. Ademas de los
sintomas psiquiatricos, los pacientes con esquizofrenia estan en mayor riesgo de comorbilidades médicas que la
poblacién general.

Las directrices actuales recomiendan los antipsicoticos atipicos, incluyendo risperidona, olanzapina, quetiapina,
ziprasidona y el aripiprazol, como tratamiento de primera linea para la esquizofrenia. Estos farmacos pueden
caracterizarse de manera uniforme por su modo de accién doble: ademas del antagonismo del receptor de
dopamina D2, también son inhibidores potentes del receptor de serotonina 5-HTza.

Aunque son una mejora sobre los neurolépticos clasicos, los antipsicoticos atipicos aun tienen inconvenientes en el
tratamiento eficaz de la enfermedad. En particular, estos farmacos se asocian a una alta incidencia de efectos
secundarios (por ejemplo, sintomas extrapiramidales [SEP] a dosis altas, sedacién, efectos cardiovasculares tales
como prolongacion del intervalo QTc, alteraciones hematologicas, efectos sobre la funcidon sexual, aumento de peso,
anomalias metabdlicas). Ademas, la resistencia al tratamiento sigue siendo alta teniendo un 10-30 % de los
pacientes poca o ninguna respuesta a los medicamentos antipsicéticos disponibles actualmente y teniendo hasta un
30 % adicional de pacientes una respuesta al tratamiento solo parcial (véase, por ejemplo, Lehman y col., Am. J.
Psychiatry, 161 (Supl 2), 1-56, 2004). Esto ha llevado a la practica clinica comun del uso experimental de altas dosis
de farmacos atipicos, politerapia antipsicotica y potenciacion con otros farmacos psicotropicos (véase, por ejemplo,
Zink y col., Eur. Psychiatry, 19: 56-58, 2004; Stahl y Grady, Curr. Med. Chem., 11, 313-27, 2004).

El trastorno bipolar es una enfermedad compleja y crénica que provoca cambios de estado de animo drasticos y
variaciones inusuales en la energia y el comportamiento y, en ultima instancia, da como resultado alteraciones
funcionales; se asocia a una morbilidad y mortalidad significativas. Se manifiesta como alteraciones en el estado de
animo y la energia, de la euforia y la excitacion a la depresion y el retraso psicomotor (Goodwin y Jamison, 1990
(Goodwin FK, Jamison KR. En: Manic-depressive illness. Nueva York: Oxford University Press, 642-647, 1990), y se
asocia a una morbilidad y mortalidad significativas. Las tasas de suicidio dentro de esta poblacién se encuentran
entre las mas altas de todas las enfermedades psiquiatricas (Muller-Oerlinghausen y col., Lancet, 359 (9302), 241-7,
2002). El trastorno bipolar se trata en fases, presentando cada fase su propio conjunto de retos para el médico
especialista. La mania bipolar representa uno de cada siete emergencias psiquiatricas. Los episodios maniacos
agudos y mixtos se asocian frecuentemente a alteraciones del comportamiento, fisicas, funcionales y cognitivas
graves, todas las cuales puede tener importantes consecuencias personales y sociales.

Una diversidad de agentes farmacoldgicos esta disponible actualmente para el tratamiento de la mania aguda,
incluyendo estabilizadores del animo, anticonvulsivos y antipsicoticos. En los ultimos afios, los antipsicéticos atipicos
(por ejemplo, olanzapina, risperidona, quetiapina, ziprasidona, aripiprazol) se han aprobado para la mania en el
trastorno bipolar. En comparacion con los agentes convencionales, el perfil de efectos secundarios de los
antipsicoticos atipicos es mas favorable. Sin embargo, los antipsicoticos atipicos se han asociado a un mayor riesgo
de efectos secundarios metabdlicos, incluyendo la ganancia de peso corporal, dislipidemia, intolerancia a la glucosa
y diabetes de tipo Il. Debido a este riesgo aumentado, la FDA requiere una etiqueta de advertencia para la diabetes
en todos los antipsicéticos atipicos. Otros efectos secundarios habitualmente asociados a las opciones de
tratamiento actualmente disponibles para la mania aguda en pacientes bipolares incluyen temblores, enlentecimiento
psicomotor, deterioro cognitivo, exacerbacion de la agitacion, nefrotoxicidad, funcion tiroidea alterada y disfuncion
sexual.

Por tanto, a pesar de los avances sustanciales en el tratamiento farmacoldgico del trastorno bipolar, las necesidades
de tratamiento aun no han sido satisfechas por las terapias disponibles actualmente y solo un bajo porcentaje de
pacientes persistentemente se continuamente del tratamiento (Sachs, J. Clin. Psychopharmacol., 23 (3 Supl 1), S2-
8, 2003). Un porcentaje significativo de pacientes no responde plenamente a estas opciones de tratamiento y
continlia experimentando sintomas subumbral e incluso recaida. Estos inconvenientes limitan su aplicabilidad y dan
como resultado o contribuyen a la falta de cumplimiento del paciente.
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Los trastornos del estado de animo, de los cuales el trastorno depresivo mayor es uno de los mas comunes, afectan
a una de cada cinco personas durante su vida. La Organizacién Mundial de la Salud estima que la depresion es
actualmente la cuarta causa mundial mas importante de pérdida de afios de vida ajustada por incapacidad, y que se
convertira en la segunda causa mas importante en 2020 (Véase, por ejemplo, Science, 288, 39-40, 2000). El
trastorno depresivo mayor es un trastorno mental grave que afecta profundamente a la calidad de vida de un
individuo. A diferencia del duelo normal o un episodio ocasional de "tristeza", el TDM provoca un largo periodo de
oscuridad y desesperanza, y puede robar al paciente la capacidad de disfrutar de actividades o relaciones que antes
eran agradables. En algunos casos, los episodios depresivos parecen desencadenarse por un acontecimiento
obviamente doloroso, pero el TDM también puede desarrollarse sin un factor estresante especifico. Las
investigaciones indican que es probable que un episodio inicial de depresién sea una respuesta a un estimulo
especifico, pero los episodios posteriores son progresivamente mas propensos a comenzar sin ningun
acontecimiento desencadenante. Una persona que padece depresion mayor encuentra pesadas las
responsabilidades relacionadas con el trabajo y otras tareas de este tipo, como la crianza de los hijos, y solo puede
realizarlas con gran esfuerzo. La eficiencia mental y la memoria se ven afectadas, provocando que incluso las tareas
mas simples sean agotadoras e irritantes. El interés sexual disminuye; muchas personas con TDM se abstraen y
evitan cualquier tipo de actividad social. Incluso se pierde con frecuencia la capacidad de disfrutar de una buena
comida o del suefio nocturno profundo; muchas personas deprimidas informan de una sensacién crénica de
malestar (molestia general o malestar). Para algunos, el dolor y el sufrimiento que acompafan al TDM se vuelven
tan insoportables que se ve el suicidio como la Unica opcion; el TDM tiene la tasa de mortalidad mas alta de
cualquier trastorno mental.

El estado de un individuo que padece un trastorno depresivo mayor a veces se complica por el hecho de que el
individuo también padece ansiedad. Por tanto, ademas de los sintomas de su enfermedad depresiva, el paciente
puede mostrar signos de preocupacion excesiva o incontrolada, irritabilidad, sentimientos de tension, miedos,
inquietud e insomnio, dificultad para concentrarse y multiples quejas somaticas tales como dolores y molestias,
espasmos, rigidez, sacudidas mioclénicas, acufenos, vision borrosa, sofocos calientes y frios, etc., todos los cuales
se suman al deterioro social y laboral del individuo.

El tratamiento farmacolégico de la depresion es frecuentemente inadecuado, muchos pacientes normalmente no
consiguen la remision, incluso después de varios meses de tratamiento. Adicionalmente, hay altas tasas de
reaparicion - aproximadamente el 85 % de los pacientes que consiguen la remisiéon van a sufrir otro episodio de
depresion mayor. Por ultimo, muchos antidepresivos disponibles actualmente se asocian a efectos secundarios que
conducen a algunos pacientes con riesgo de hundirse de nuevo (aun mas) en la depresiéon a dejar de tomar sus
medicamentos, y a la morbilidad en los demas.

El uso de risperidona en el tratamiento de trastornos con un sindrome psicético y depresivo combinado se describe
en Pharmacopsychiat. 25 (1992) paginas 213-217. El documento XP009156754 describe la monoterapia con
risperidona frente a risperidona o haloperidol mas sertralina para la depresion mayor con psicosis. La eficacia
antidepresiva de la olanzapina como monoterapia en el trastorno depresivo mayor sin psicosis es el objeto de una
publicacion de J. Mathews y col., Psychiatry Research: Neuroimaging 146 (2006, paginas 149 - 155).

De este modo, muchos de los farmacos actuales no son ni completamente seguros ni completamente tolerables
para muchos pacientes. Hay, por tanto, una necesidad existente y continua de nuevas formulaciones y nuevos
procedimientos para el tratamiento de afecciones tales como la esquizofrenia, la depresion, el trastorno depresivo
mayor, la mania aguda y el trastorno bipolar, donde los productos farmacéuticos son eficaces para una gama mas
amplia de pacientes (en particular pacientes resistentes al tratamiento), que sean seguros y mas tolerables, o que
complementen la eficacia de los farmacos existentes.

Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere a trans-4={2-[4-(2,3-diclorofenil)-piperazin-1-il]-etil}-N,N-dimetilcarbamaoil-
ciclohexilamina, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, para su uso en el tratamiento de un trastorno
depresivo mayor.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 muestra los efectos del tratamiento crénico con vehiculo e imipramina sobre el consumo de solucion
de sacarosa al 1 % en los controles (simbolos abiertos) y en animales expuestos a estrés leve cronico (simbolos
cerrados).

La Figura 2 muestra los efectos del tratamiento crénico con vehiculo y clorhidrato de cariprazina sobre el
consumo de solucién de sacarosa al 1 % en los controles (simbolos abiertos) y en animales expuestos a estrés
leve croénico (simbolos cerrados).

La Figura 3 muestra los efectos del tratamiento crénico con vehiculo y oxalato de escitalopram sobre el consumo
de solucion de sacarosa al 1 % en los controles (simbolos abiertos) y en animales expuestos a estrés leve
cronico (simbolos cerrados).
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La Figura 4 muestra los efectos del tratamiento cronico con vehiculo, oxalato de escitalopram y clorhidrato de
cariprazina sobre el consumo de solucién de sacarosa al 1 % en los controles (simbolos abiertos) y en animales
expuestos a estrés leve cronico (simbolos cerrados).

La Figura 5 muestra los efectos del tratamiento cronico con vehiculo, oxalato de escitalopram y clorhidrato de
cariprazina administrado solo o en combinacién con oxalato de escitalopram sobre el consumo de solucién de
sacarosa al 1 % en animales expuestos a estrés leve cronico.

La Figura 6 muestra los efectos del tratamiento crénico con vehiculo, oxalato de escitalopram y clorhidrato de
cariprazina administrado solo o en combinacién con oxalato de escitalopram sobre el consumo de solucién de
sacarosa al 1 % en animales expuestos a estrés leve cronico.

La Figura 7 muestra los efectos del tratamiento crénico con clorhidrato de cariprazina solo, oxalato de
escitalopram solo o clorhidrato de cariprazina en combinacién con oxalato de escitalopram sobre el consumo de
solucién de sacarosa al 1 % en animales expuestos a estrés leve cronico.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere a cariprazina y sales farmacéuticamente aceptables de la misma para su uso en el
tratamiento del trastorno depresivo mayor.

La cariprazina es un compuesto de formula (1) y la sintesis de compuestos de formula (I) se desvela en, por ejemplo,
la Publicacion de Patente de los EE.UU. N.° 2006/0229297. Los compuestos de férmula (I) son activos por via oral y
antagonistas muy potentes del receptor de dopamina Ds/D-, que se unen con una potencia significativamente mayor
a los receptores D3 que a los receptores D,. El antagonismo del receptor D3 es aproximadamente un orden de
magnitud mayor que el antagonismo del receptor D,, que se cree que contrarresta algunos de los efectos
secundarios extrapiramidales producidos por los antagonistas del receptor D,. Ademas del aumento de la afinidad
relativa para la dopamina de D3 a D», los compuestos de férmula (I) tienen una potencia baja en otros sitios de
receptores tales como 5-HT,c, histamina Hi, y sitios de receptores adrenérgicos, lo que indica una menor
probabilidad de efectos secundarios tales como los SEP y la ganancia de peso corporal.

En una realizacion preferida, el compuesto para su uso en el tratamiento del trastorno depresivo mayor es el
clorhidrato de trans-4-{2-[4-(2,3-diclorofenil)-ilpiperazin-1]etil}-N,N-dimetilcarbamoil-ciclohexilamina (clorhidrato de
cariprazina).

Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las obtenidas haciendo reaccionar el compuesto principal, que
actla como una base con un acido inorganico u organico para formar una sal, por ejemplo, sales de acido
clorhidrico, acido sulfurico, acido fosférico, acido metanosulfénico, acido canforsulfénico, acido oxalico, acido
maleico, acido succinico, acido citrico, acido férmico, acido bromhidrico, acido benzoico, acido tartarico, acido
fumarico, acido salicilico, acido mandélico y acido carbonico. Las sales farmacéuticamente aceptables también
incluyen aquellas en las que el compuesto principal actia como un acido y se hace reaccionar con una base
apropiada para formar, por ejemplo, sales de sodio, potasio, calcio, magnesio, amonio y colina. Los expertos en la
materia reconoceran adicionalmente que las sales de adicién de acido pueden prepararse mediante reaccion de los
compuestos con el acido inorganico u organico apropiado a través de cualquiera de un niumero de procedimientos
conocidos. Como alternativa, pueden prepararse sales de metales alcalinos y alcalinotérreos haciendo reaccionar
los compuestos de la invencion con la base apropiada a través de una diversidad de procedimientos conocidos.

Los siguientes son ejemplos adicionales de sales de acidos que pueden obtenerse por reacciéon con acidos
inorganicos u organicos: acetatos, adipatos, alginatos, citratos, aspartatos, benzoatos, bencenosulfonatos,
bisulfatos, butiratos, canforatos, digluconatos, ciclopentanopropionatos, dodecilsulfatos, etanosulfonatos,
glucoheptanoatos, glicerofosfatos, hemisulfatos, heptanoatos, hexanoatos, fumaratos, bromhidratos, yodhidratos, 2-
hidroxi-etanosulfonatos, lactatos, maleatos, metanosulfonatos, nicotinatos, 2-naftalenosulfonatos, oxalatos,
palmoatos, pectinatos, persulfatos, 3-fenilpropionatos, picratos, pivalatos, propionatos, succinatos, tartratos,
tiocianatos, tosilatos, mesilatos y undecanoatos.

Por ejemplo, la sal farmacéuticamente aceptable puede ser una sal de clorhidrato, una sal de bromhidrato o una sal
de oxalato.

Algunos de los compuestos utiles en la presente divulgacion pueden existir en diferentes formas polimérficas. Como
se sabe en la técnica, el polimorfismo es una capacidad de un compuesto para cristalizarse en forma de mas de una
especie cristalina o "polimoérfica" distinta. EI uso de dichos polimorfos esta dentro del ambito de la presente
divulgacion. Algunos de los compuestos Utiles en la presente divulgacion pueden existir en diferentes formas de
solvato. Los solvatos de los compuestos de la invencién también pueden formarse cuando se incorporan moléculas
de disolvente en la estructura reticular cristalina de la molécula de compuesto durante el procedimiento de
cristalizacion. Por ejemplo, los solvatos adecuados incluyen hidratos, por ejemplo, monohidratos, dihidratos,
sesquihidratos y hemihidratos. El uso de dichos solvatos esta dentro del ambito de la presente divulgacion. Un
experto habitual en la materia reconocera que los compuestos de Férmula | pueden existir en diferentes formas
tautdmeras e isbmeras geométricas. Todos estos compuestos, incluyendo los isémeros cis, los isémeros trans,
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mezclas diastereoméricas, racematos, mezclas no racémicas de enantidmeros, enantidmeros sustancialmente puros
y puros, estan dentro del ambito de la presente divulgacion. Los enantidmeros sustancialmente puros contienen no
mas del 5 % p/p del enantidmero opuesto correspondiente, tal como no mas del 2 %, por ejemplo no mas del 1 %.

Los isdmeros 6pticos pueden obtenerse por resolucion de las mezclas racémicas de acuerdo con procedimientos
convencionales, por ejemplo, mediante la formacion de sales diastereoisoméricas usando un acido o base
opticamente activos o la formacion de diasteredbmeros covalentes. Son ejemplos de acidos apropiados el acido
tartarico, diacetiltartarico, dibenzoiltartarico, ditoluoiltartarico y canforsulfonico. Las mezclas de diastereoisbmeros
pueden separarse en sus diasteredmeros individuales basandose en sus diferencias fisicas y/o quimicas mediante
procedimientos conocidos por los expertos en la materia, por ejemplo, mediante cromatografia o cristalizacion
fraccionada. Después, las bases o acidos opticamente activos se liberan de las sales diastereoméricas separadas.
Un procedimiento diferente para la separacion de isémeros Opticos implica el uso de cromatografia quiral (por
ejemplo, columnas de HPLC quiral), con o sin derivacién convencional, escogida dptimamente para maximizar la
separacion de los enantiomeros. Las columnas de HPLC quiral adecuadas son fabricadas por Diacel, por ejemplo,
Chiracel OD y Chiracel OJ entre muchas otras, todas seleccionables habitualmente. También son Utiles las
separaciones enzimaticas, con o sin derivatizacion. Los compuestos opticamente activos de Férmula | pueden
obtenerse analogamente mediante la utilizacion de materiales de partida 6pticamente activos en procedimientos de
sintesis quiral en condiciones de reaccién que no provogquen racemizacion.

Ademas, un experto habitual en la materia reconocera que los compuestos de Férmula | pueden usarse en
diferentes formas isotopicas enriquecidas, por ejemplo, enriquecidas en el contenido de 2H, 3H, ''C, '3C y/o "*C. En
una realizacion particular, los compuestos estan deuterados. Dichas formas deuteradas pueden fabricarse mediante
el procedimiento descrito en las Patentes de los EE.UU. N.° 5.846.514 y 6.334.997. Como se describe en las
Patentes de los EE.UU. N.° 5.846.514 y 6.334.997, la deuteracion puede mejorar la eficacia y aumentar la duracion
de accion de los farmacos.

Pueden sintetizarse compuestos sustituidos con deuterio usando diversos procedimientos tales como los que se
describen en: Dean, Dennis C.; Editor. Recent Advances in the Synthesis and Applications of Radiolabeled
Compounds for Drug Discovery and Development. [En: Curr., Pharm. Des., 2000; 6(10)] (2000), pagina 110. CAN
133:68895 AN 2000:473538 CAPLUS; Kabalka, George W.; Varma, Rajender S. The synthesis of radiolabeled
compounds via organometallic intermediates. Tetrahedron (1989), 45(21), 6601-21, CODEN: TETRAB ISSN:0040-
4020. CAN 112:20527 AN 1990:20527 CAPLUS; y Evans, E. Anthony. Synthesis of radiolabeled compounds, J.
Radioanal. Chem. (1981), 64(1-2), 9-32. CODEN: JRACBN ISSN:0022-4081, CAN 95:76229 AN 1981:476229
CAPLUS.

Formas de Dosificacion

Hay disponibles numerosas referencias convencionales que describen procedimientos para preparar diversas
formulaciones adecuadas para la administracion de los compuestos de acuerdo con la invencion. Ejemplos de
posibles formulaciones y preparaciones estan contenidos, por ejemplo, en el Handbook of Pharmaceutical
Excipients, Asociacion Farmacéutica Estadounidense (edicion actual); Pharmaceutical Dosage Forms: Tablets
(Lieberman, Lachman y Schwartz, editores) edicién actual, publicado por Marcel Dekker, Inc., asi como Remington’s
Pharmaceutical Sciences (Arthur Osol, editor), 1553-1593 (edicion actual).

El modo de administracion y las formas de dosificacion estan estrechamente relacionados con las cantidades
terapéuticas de los compuestos o composiciones que son deseables y eficaces para la aplicacion del tratamiento
dado.

Las formas de dosificacion adecuadas incluyen la administracion oral, rectal, sublingual, mucosa, nasal, oftalmica,
subcutanea, intramuscular, intravenosa, transdérmica, espinal, intratecal, intraarticular, intraarterial, subaracnoidea,
bronquial, linfatica e intrauterina, y otras formas de dosificacién para la entrega sistémica de ingredientes activos. Se
prefieren las formulaciones adecuadas para la administracion oral.

Para preparar dichas formas de dosificacion farmacéuticas, el ingrediente activo, se mezcla normalmente con un
vehiculo farmacéutico de acuerdo con técnicas convencionales de preparacién de compuestos farmacéutica. El
vehiculo puede tomar una amplia diversidad de formas dependiendo de la forma de preparacion deseada para la
administracion.

En la preparacion de las composiciones en una forma de dosificacion oral, puede emplearse cualquiera de los
medios farmacéuticos habituales. Por tanto, para preparaciones orales liquidas, tales como, por ejemplo,
suspensiones, elixires y soluciones, los vehiculos y aditivos adecuados incluyen agua, glicoles, aceites, alcoholes,
agentes aromatizantes, conservantes y agentes colorantes. Para las preparaciones orales solidas tales como, por
ejemplo, polvos, capsulas y comprimidos, los vehiculos y aditivos adecuados incluyen almidones, azucares,
diluyentes, agentes de granulacion, lubricantes, aglutinantes y agentes disgregantes. Debido a su facilidad de
administracion, los comprimidos y las capsulas representan la forma unitaria de dosificacion oral mas ventajosa. Si
se desea, los comprimidos pueden revestirse con azlcar o con revestimiento entérico mediante técnicas
convencionales.
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Para formulaciones parenterales, el vehiculo comprendera por lo general agua estéril, aunque pueden incluirse otros
ingredientes, por ejemplo, ingredientes que ayudan a la solubilidad o para la conservacion. También pueden
prepararse soluciones inyectables en cuyo caso pueden emplearse agentes estabilizantes apropiados.

En algunas aplicaciones, puede ser ventajoso utilizar el agente activo en una forma "vectorizada", tal como mediante
encapsulacion del agente activo en un liposoma u otro medio encapsulador, o mediante fijacion del agente activo,
por ejemplo, mediante enlace covalente, quelacién o coordinacion asociativa, en una biomolécula adecuada, tal
como las seleccionadas entre proteinas, lipoproteinas, glicoproteinas y polisacaridos.

Los procedimientos de tratamiento de la presente invencion usando formulaciones adecuadas para la administracion
oral pueden presentarse como unidades aisladas tales como capsulas, obleas, comprimidos o pastillas para chupar,
conteniendo cada una una cantidad predeterminada del ingrediente activo en forma de un polvo o granulos.
Opcionalmente, puede emplearse una suspension en un licor acuoso o un liquido no acuoso, tal como un jarabe, un
elixir, una emulsién o una pocion.

Un comprimido puede fabricarse por compresiéon o moldeo, o granulaciéon en humedo, opcionalmente con uno o mas
ingredientes adyuvantes. Los comprimidos fabricados por compresién pueden prepararse mediante la compresion
en una maquina adecuada, estando el compuesto activo en una forma fluida, tal como un polvo o granulos, que
opcionalmente se mezcla con, por ejemplo, un aglutinante, disgregante, lubricante, diluyente inerte, agente
tensioactivo agente o agente de descarga. Los comprimidos moldeados compuestos de una mezcla del compuesto
activo en polvo con un vehiculo adecuado pueden fabricarse mediante el moldeo en una maquina adecuada.

Un jarabe puede fabricarse mediante la adicion del compuesto activo a una soluciéon acuosa concentrada de un
azucar, por ejemplo, sacarosa, a la que también puede afadirse cualquier ingrediente o ingredientes adyuvantes.
Dicho ingrediente o ingredientes accesorios pueden incluir aromatizantes, conservantes adecuados, agentes para
retardar la cristalizacion del azicar y agentes para aumentar la solubilidad de cualquier otro ingrediente, tal como un
polihidroxi alcohol, por ejemplo, glicerol o sorbitol.

Las formulaciones adecuadas para la administracion parenteral por lo general comprenden una preparacion acuosa
estéril del compuesto activo, que preferentemente es isotdnica con la sangre del receptor (por ejemplo, solucién
salina fisiologica). Dichas formulaciones pueden incluir agentes de suspension y agentes espesantes y liposomas u
otros sistemas de microparticulas que estan disefiados para dirigir el compuesto a componentes de la sangre o uno
0 mas o6rganos. Las formulaciones pueden presentarse en forma de dosis unitaria o de dosis multiples.

La administracion parenteral puede comprender cualquier forma adecuada de entrega sistémica o de entrega
directamente al SNC. La administracion puede ser, por ejemplo, intravenosa, intraarterial, intratecal, intramuscular,
subcutanea, intramuscular, intraabdominal (por ejemplo, intraperitoneal), etc. y puede efectuase mediante bombas
de infusion (externas o implantables) o cualquier otro medio adecuado apropiado para la modalidad de
administracion deseada.

Las formulaciones de pulverizacion nasal o para otras mucosas (por ejemplo, formas inhalables) pueden
comprender soluciones acuosas purificadas de los compuestos activos con agentes conservantes y agentes
isotonicos. Dichas formulaciones se ajustan preferentemente a un pH y a un estado isotdénico compatibles con la
membrana nasal u otras membranas mucosas. Como alternativa, pueden estar en forma de polvos sélidos
finamente divididos suspendidos en un vehiculo gaseoso. Dichas formulaciones pueden entregarse por cualquier
medio o procedimiento adecuados, por ejemplo, mediante nebulizador, atomizador o inhalador de dosis dosificada.
Las formulaciones para la administracién rectal pueden presentarse en forma de un supositorio con un vehiculo
adecuado tal como manteca de cacao, grasas hidrogenadas o acidos carboxilicos grasos hidrogenados.

Las formulaciones transdérmicas pueden prepararse incorporando el agente activo en un vehiculo tixotropico o
gelatinoso tal como un medio celulésico, por ejemplo, metilcelulosa o hidroxietilcelulosa, envasandose después la
formulacion resultante en un dispositivo transdérmico adaptado para que sea seguro en contacto dérmico con la piel
de un usuario.

Ademas de los ingredientes mencionados anteriormente, las formulaciones de la presente invencién pueden incluir
adicionalmente uno o mas ingredientes adyuvantes seleccionados entre diluyentes, tampones, agentes
aromatizantes, aglutinantes, disgregantes, tensioactivos, espesantes, lubricantes y conservantes (incluyendo
antioxidantes). Las formulaciones de la presente invencion pueden ser de liberacién inmediata, liberacion sostenida,
liberacioén de inicio retardado o cualquier otro perfil de liberaciéon conocido para un experto en la materia.

Los ingredientes activos presentes en la composicion normalmente pueden administrarse en una pauta de
dosificacion diaria combinada (para un paciente adulto) de, por ejemplo, una dosis oral de entre aproximadamente
0,1 mg y aproximadamente 500 mg, tal como de entre aproximadamente 1 mg y aproximadamente 400 mg, por
ejemplo, de entre aproximadamente 10 mg y aproximadamente 250 mg o una dosis intravenosa, subcutanea o
intramuscular de entre aproximadamente 0,1 mg y aproximadamente 100 mg, tal como de entre aproximadamente
0,1 mg y aproximadamente 50 mg, por ejemplo, de entre aproximadamente 1 y aproximadamente 25 mg.

En ciertas realizaciones, la composicion farmacéutica incluye aproximadamente 0,05 mg, aproximadamente 0,1 mg,
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aproximadamente 0,2 mg, aproximadamente 0,25 mg, aproximadamente 0,3 mg, aproximadamente 0,4 mg,
aproximadamente 0,5 mg, aproximadamente 0,75mg, aproximadamente 1 mg, aproximadamente 1,5mg,
aproximadamente 2mg, aproximadamente 2,5mg, aproximadamente 3 mg, aproximadamente 3,5 mg,
aproximadamente 4 mg, aproximadamente 4,5mg, aproximadamente 5 mg, aproximadamente 5,5 mg,
aproximadamente 6 mg, aproximadamente 6,5mg, aproximadamente 7 mg, aproximadamente 7,5mg,
aproximadamente 8 mg, aproximadamente 8,5mg, aproximadamente 9mg, aproximadamente 9,5mg,
aproximadamente 10 mg, aproximadamente 10,5mg, aproximadamente 11 mg, aproximadamente 11,5 mg,
aproximadamente 12,0 mg, aproximadamente 12,5 mg, aproximadamente 13,0 mg, aproximadamente 13,5 mg,
aproximadamente 14,0 mg, aproximadamente 14,5 mg o aproximadamente 15,0 mg de cariprazina o una sal
farmacéuticamente aceptable de la misma (por ejemplo, clorhidrato de cariprazina).

Por ejemplo, la composicion farmacéutica incluye aproximadamente 0,1 mg, aproximadamente 0,25 mg,
aproximadamente 0,5mg, aproximadamente 1mg, aproximadamente 1,5mg, aproximadamente 2 mg,
aproximadamente 2,5mg, aproximadamente 3 mg, aproximadamente 5 mg, aproximadamente 6 mg,
aproximadamente 7,5 mg, aproximadamente 9 mg, aproximadamente 12,5mg o aproximadamente 15,0 mg de
cariprazina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma (por ejemplo, clorhidrato de cariprazina).

En otras realizaciones mas, la cariprazina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma estan presentes en la
composicion en una cantidad que oscila entre dos cualesquiera de estas cantidades de dosificacion (por ejemplo,
entre aproximadamente 0,1 mg y aproximadamente 15 mg, entre aproximadamente 0,5 mg y aproximadamente
12,5mg, entre aproximadamente 1,5mg y aproximadamente 6 mg, entre aproximadamente 6mg vy
aproximadamente 12,5 mg).

La dosis deseada puede administrarse como una o mas subdosis diarias administradas a intervalos de tiempo
apropiados a lo largo del dia o, como alternativa, en una dosis Unica, por ejemplo, para la administracion por la
mafana o por la noche. Por ejemplo, la dosificacion diaria puede dividirse en una, en dos, en tres o en cuatro dosis
diarias divididas.

La duracién del tratamiento puede ser de décadas, afios, meses, semanas o dias, a condicién de que los beneficios
continten.

Procedimientos de Tratamiento

La presente invencion se refiere a la cariprazina o a sales farmacéuticamente aceptables de la misma para su uso
en el tratamiento del trastorno depresivo mayor, por ejemplo, en el tratamiento del trastorno depresivo mayor
resistente.

La disfuncion del sistema neurotransmisor dopaminérgico esta implicada en la patologia de varios trastornos
neuropsiquiatricos y neurodegenerativos, tales como la esquizofrenia, el abuso de drogas y la enfermedad de
Parkinson, respectivamente. El efecto de la dopamina estd mediado a través de al menos cinco receptores de
dopamina distintos que pertenecen a las familias D1 - (D1, Ds) 0 D, - (D2, D3, D4). Se ha demostrado que los
receptores D3 tienen una distribucion caracteristica en los sistemas dopaminérgicos cerebrales. En concreto, se
descubrieron densidades altas en ciertas estructuras limbicas, tales como el nicleo acuminado y las islas de Calleja.
Por tanto, el direccionamiento preferente a los receptores D3 puede ser un enfoque prometedor para una modulacion
mas selectiva de las funciones dopaminérgicas y, por consiguiente, para la intervencion terapéutica satisfactoria en
varias anomalias, tales como la esquizofrenia, las disfunciones emocionales o cognitivas y la adicciéon (véase, por
ejemplo, Sokoloff, P. y col.: Nature, 1990, 347, 146; Schwartz, J. C., y col.: Clin. Neuropharmacol. 1993, 16, 295;
Levant, B.: Pharmacol. Rev. 1997, 49, 231), la adiccién (véase, por ejempo, Pilla, C. y col.: Nature 1999, 400, 371) y
la enfermedad de Parkinson (véase, por ejemplo, Levant, B. y col.: CNS Drugs 1999, 12, 391) el dolor (véase, por
ejemplo, Levant, B. y col.: Neurosci. Lett. 2001, 303, 9).

Los receptores de dopamina D, estan ampliamente distribuidos en el cerebro y se sabe que estan implicados en
numerosas funciones fisiolégicas y estados patolégicos. Los antagonistas de D; son farmacos utilizados
ampliamente como antipsicéticos, por ejemplo. Sin embargo, también es bien sabido que el antagonismo masivo de
los receptores D, conduce a efectos secundarios no deseados, tales como sintomas motores extrapiramidales,
sedacion psicomotora o trastornos cognitivos. Estos efectos secundarios restringen gravemente la utilizacion
terapéutica de los compuestos antagonistas de D,. (Wong A. H. C. y col.: Neurosci. Biobehav. Rev. 2003, 27, 269).

La presente invencion se refiere a un compuesto de Férmula (1):
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en la que
R1y Rz son cada uno, independientemente, hidrégeno, alquilo, alquenilo, arilo, cicloalquilo o aroilo,
o R1y Rz forman un anillo heterociclico con el atomo de nitrégeno adyacente;
Xes0o0S;
nes102;

y/o isdbmeros geométricos y/o estereoisémeros y/o diastereémeros y/o sales y/o hidratos y/o disolventes y/o
polimorfos del mismo, para su uso en el tratamiento del trastorno depresivo mayor, en el que

el compuesto de férmula (I) es trans-4-{2-[4-(2,3-diclorofenil)-piperazin-1-il]-etil}-N,N-dimetilcarbamoil-
ciclohexilamina (INN: cariprazina) o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma. Por ejemplo, el
compuesto de férmula () es clorhidrato de trans-4-{2-[4-(2,3-diclorofenil)-piperazin-1-il]-etil}-N,N-dimetilcarbamoil-
ciclohexilamina (clorhidrato de cariprazina).

Para el tratamiento del trastorno depresivo mayor, la cariprazina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma
(por ejemplo, clorhidrato de cariprazina) pueden administrarse normalmente en una pauta de dosificacion diaria
(para un paciente adulto) de, por ejemplo, una dosis oral de entre aproximadamente 0,1 mg y aproximadamente
500 mg, tal como de entre aproximadamente 1mg y aproximadamente 400 mg, por ejemplo, de entre
aproximadamente 10 mg y aproximadamente 250 mg o una dosis intravenosa, subcutanea o intramuscular de entre
aproximadamente 0,1mg y aproximadamente 100 mg, tal como de entre aproximadamente 0,1mg vy
aproximadamente 50 mg, por ejemplo, de entre aproximadamente 1 y aproximadamente 25 mg.

En ciertas realizaciones, la cantidad de cariprazina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma (por
ejemplo, clorhidrato de cariprazina) administrada para el tratamiento del trastorno depresivo mayor es de
aproximadamente 0,05 mg, aproximadamente 0,1 mg, aproximadamente 0,2 mg, aproximadamente 0,25 mg,
aproximadamente 0,3 mg, aproximadamente 0,4 mg, aproximadamente 0,5 mg, aproximadamente 0,75 mg,
aproximadamente 1 mg, aproximadamente 1,5mg, aproximadamente 2mg, aproximadamente 2,5mg,
aproximadamente 3 mg, aproximadamente 3,5mg, aproximadamente 4 mg, aproximadamente 4,5mg,
aproximadamente 5mg, aproximadamente 5,5mg, aproximadamente 6 mg, aproximadamente 6,5 mg,
aproximadamente 7 mg, aproximadamente 7,5mg, aproximadamente 8 mg, aproximadamente 8,5 mg,
aproximadamente 9 mg, aproximadamente 9,5mg, aproximadamente 10mg, aproximadamente 10,5 mg,
aproximadamente 11 mg, aproximadamente 11,5mg, aproximadamente 12,0 mg, aproximadamente 12,5 mg,
aproximadamente 13,0 mg, aproximadamente 13,5 mg, aproximadamente 14,0 mg, aproximadamente 14,5mg o
aproximadamente 15,0 mg. Por ejemplo, el compuesto de férmula (I) o una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo (por ejemplo, clorhidrato de cariprazina), se administran para el tratamiento de la depresion en una cantidad
de aproximadamente 0,1 mg, aproximadamente 0,25 mg, aproximadamente 0,5 mg, aproximadamente 1 mg,
aproximadamente 1,5mg, aproximadamente 2mg, aproximadamente 2,5mg, aproximadamente 3 mg,
aproximadamente 5 mg, aproximadamente 6 mg, aproximadamente 7,5mg, aproximadamente 9 mg,
aproximadamente 12,5 mg o aproximadamente 15,0 mg.

En mas realizaciones adicionales, la cantidad de cariprazina, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma
(por ejemplo, clorhidrato de cariprazina) administrada para el tratamiento del trastorno depresivo mayor oscila entre
cualesquiera dos de estas cantidades de dosificacion (por ejemplo, entre aproximadamente 0,1mg vy
aproximadamente 15 mg, entre aproximadamente 0,5mg y aproximadamente 12,5 mg, entre aproximadamente
1,5 mg y aproximadamente 6 mg, entre aproximadamente 6 mg y aproximadamente 12,5 mg).

En realizaciones adicionales, la cariprazina se administra para el tratamiento del trastorno depresivo mayor en una
cantidad de dosificacion diaria de aproximadamente 0,01 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg, por ejemplo, de
aproximadamente 0,1mg/kg a aproximadamente 1mg/kg (tal como aproximadamente 0,03 mg/kg,
aproximadamente 0,065 mg/kg, aproximadamente 0,1 mg/kg, aproximadamente 0,25 mg/kg, aproximadamente
0,3 mg/kg o aproximadamente 1 mg/kg).

Definiciones

El término "escitalopram" como se usa en el presente documento incluye 1-[3-(dimetil-amino)propil]-1-(p-fluorofenil)-
5-ftalanocarbonitrilo que contiene preferentemente menos del 3,2, el 1, el 0,5 0 el 0,2 % en peso de su enantidmero
R (basado en un peso total del 100 % de 1-[3-(dimetil-amino)propil]-1-(p-fluorofenil)-5-ftalanocarbonitrilo), es decir,
S-citalopram que tiene una pureza enantiomérica (en peso) del 97, el 98, el 99, el 99,5 o el 99,8 %. Las sales
farmacéuticamente aceptables preferidas de escitalopram incluyen, pero no se limitan a, oxalato de escitalopram y
bromhidrato de escitalopram. El término "escitalopram" también incluye polimorfos, hidratos, solvatos y formas
amorfas de escitalopram y sus sales farmacéuticamente aceptables. Cristales de oxalato de escitalopram y
bromhidrato de escitalopram, tales como los que se describen en la Publicacion Internacional N° WO 03/011278 y en
las Publicaciones de Solicitud de Patente de los EE.UU. N.° 2004/0167209, 2005/019653 y 2005/0197388.
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La expresion "farmacéuticamente aceptable” significa compatible biolégicamente o farmacoldégicamente para el uso
in vivo en animales o seres humanos y preferentemente significa aprobado por una agencia reguladora del gobierno
federal o un gobierno estatal o enumerado en la Farmacopea de los EE.UU. u otra farmacopea generalmente
reconocida para su uso en animales y, mas en particular, en seres humanos.

Se pretende que el término "esquizofrenia” incluya el grupo de trastornos mentales caracterizados por interrupciones
en el pensamiento y la percepcion, e incluye la esquizofrenia (y todos sus subtipos; paranoide, catatonica,
desorganizada, residual, indiferenciada) y otros trastornos psicéticos (segun el Manual Diagnoéstico y Estadistico de
Trastornos Mentales, Cuarta Edicion, Washington, D.C. (1994): Asociacion Estadounidense de Psiquiatria o la
Clasificacion de Trastornos Mentales y Conductuales CIE-10: Descripciones Clinicas y Directrices para el
Diagnéstico, Ginebra (1992): Organizaciéon Mundial de la Salud) tales como trastornos esquizofreniformes vy
esquizoafectivos, trastorno psicético breve, etc.

En una evaluacién clinica, la esquizofrenia esta marcada habitualmente por "sintomas positivos", tales como
alucinaciones (especialmente alucinaciones auditivas que por lo general se experimentan como voces), procesos de
pensamiento desorganizado y delirios, asi como "sintomas negativos", que incluyen el aplanamiento afectivo, la
alogia, la abulia y la anhedonia.

La expresion "sintomas negativos de la esquizofrenia” se refiere a una clase de sintomas de la esquizofrenia que
puede considerarse que reflejan una 'pérdida’ en el pensamiento o la actividad funcionales y dirigidos. Los sintomas
negativos de la esquizofrenia se conocen bien en la técnica e incluyen el aplanamiento afectivo (caracterizado por,
por ejemplo, una expresion facial inmovil y/o que no responde a estimulos, poco contacto visual y lenguaje corporal
reducido), la alogia (‘pobreza del habla' o réplicas breves, lacénicas y/o vacias), la abulia (caracterizada por una
capacidad reducida o ausente para iniciar y realizar actividades dirigidas a un objetivo), la anhedonia (pérdida de
interés o placer), la asocialidad (impulso e interaccion sociales reducidos), apatia y otros sintomas negativos
conocidos para los expertos en la materia. Los sintomas negativos de la esquizofrenia pueden evaluarse usando
cualquier metodologia conocida en la técnica, incluyendo, pero no limitadas a, la Escala de Valoracion Psiquiatrica
Breve (EVPB) y la Escala de Sintomas Positivos y Negativos (ESPYN). La EVPB y ESPYN tienen subescalas o
factores que pueden usarse para medir los sintomas negativos. Se han disefiado otras escalas para abordar los
sintomas negativos en concreto: por ejemplo, la Escala para la Evaluacién de Sintomas Negativos (EESN), la
Evaluacion de los Sintomas Negativos (ESN) y el Programa para el Sindrome de Déficit (PSD). También pueden
usarse subescalas de la EVPB y la ESPYN para evaluar los sintomas positivos, aunque también hay procedimientos
para evaluar especificamente los sintomas positivos disponibles (por ejemplo, la Escala para la Evaluacion de los
Sintomas Positivos o EESP).

La expresion "déficits cognitivos asociados a la esquizofrenia” se refiere a los déficits cognitivos en pacientes con
esquizofrenia. El deterioro cognitivo en la esquizofrenia es una caracteristica fundamental de la enfermedad (es
decir, no es un resultado del tratamiento o los sintomas clinicos). Los déficits cognitivos incluyen, pero no se limitan
a los déficits de atencidn/vigilancia, memoria de trabajo, aprendizaje verbal y memoria, memoria visuoespacial,
razonamiento/resolucion de problemas y cognicién social. Existen numerosos ensayos neuropsicologicas utilizados
para medir los déficits cognitivos en la esquizofrenia, tales como el Ensayo de Clasificacion de Tarjetas de
Wisconsin (ECTW).

Los términos "tratar”, "tratamiento" y "trata" se refieren a uno o mas de los siguientes:

(a) mitigar o aliviar al menos un sintoma de un trastorno en un sujeto, incluyendo, por ejemplo, trastornos
alérgicos e inflamatorios, tales como el asma y la EPOC;

(b) mitigar o aliviar la intensidad y/o duraciéon de una manifestacion de un trastorno experimentado por un sujeto
incluyendo, pero no limitada a, aquellas que son la respuesta a un estimulo dado (por ejemplo, la presion, la
lesion tisular, la temperatura fria, etc.);

(c) detener, retrasar el inicio (es decir, el periodo anterior a la manifestacion clinica de un trastorno) y/o reducir el
riesgo de desarrollo o de empeoramiento de un trastorno.

La expresion "trastorno del estado de animo" como se usa en el presente documento incluye los trastornos del
estado de animo especificados en el DSM-IV-TR, incluyendo, pero no limitados a, trastornos depresivos, tales como
el trastorno depresivo mayor.

Los pacientes que padecen "depresion resistente al tratamiento" incluyen (1) los que no responden a dosis
convencionales (es decir, significativamente superiores al placebo en los estudios con ocultacion doble) de
antidepresivos (tales como los ISRS) administrados de forma continua durante un minimo de 6 semanas y (2) los
que no responden a dosis convencionales de un antidepresivo (tal como un AIRS) (monoterapia) administrado de
forma continua durante un minimo de 12 semanas. Uno de los criterios para determinar si la depresiéon de un
paciente es resistente al tratamiento para un antidepresivo es si no se consigue una puntuacion de Impresién Global
Clinica de Mejora (IGCM) de 1 (extremadamente mejorado) o 2 (muy mejorado) al término de un ensayo de 6, 8, o
12 semanas de duracion. La escala IGCM se define en Guy, W. (ed.): ECDEU Assessment Manual for
Psychopharmacology, Revisado, Pub. DHEW N.° (ADM) 76-338, Rockville, MD, Instituto Nacional de Salud Mental
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de los EE.UU., 1976.

Una "cantidad eficaz" significa la cantidad de una composicién de acuerdo con la invencién que, cuando se
administra a un paciente para el tratamiento de un estado, trastorno o afeccién, es suficiente para efectuar dicho
tratamiento. La "cantidad eficaz" variara dependiendo del ingrediente activo, del estado, trastorno o afeccién que se
trata y su gravedad, y de la edad, el peso, el estado fisico y la capacidad de respuesta del mamifero que se trata.

Un sujeto o paciente en el que la administracion del compuesto terapéutico es una pauta terapéutica eficaz para una
enfermedad o trastorno es preferentemente un ser humano, pero puede ser cualquier animal, incluyendo un animal
de laboratorio en el contexto de un ensayo o cribado o experimento de actividad. Por tanto, como puede apreciar
facilmente un experto habitual en la materia, los procedimientos, compuestos y composiciones de la presente
invencion son particularmente adecuados para la administracion a cualquier animal, en particular un mamifero, e
incluyendo, pero no limitado de ningdn modo, seres humanos, animales domésticos, tales como sujetos felinos o
caninos, animales de granja, tales como, pero no limitados a, sujetos bovinos, equinos, caprinos, ovinos y porcinos,
animales salvajes (ya sea en la naturaleza o en un jardin zooldgico), animales de investigacion, tales como ratones,
ratas, conejos, cabras, ovejas, cerdos, perros, gatos, etc., especies aviares, tales como pollos, pavos, pajaros
cantores, etc., es decir, para su uso médico veterinario.

Las expresiones "aproximadamente" o "alrededor de" significan dentro de un intervalo de error aceptable para el
valor particular seguin se determina por un experto habitual en la materia, que dependera en parte de cémo se mide
o se determina el valor, es decir, de las limitaciones del sistema de medicion. Por ejemplo, "aproximadamente"
puede significar dentro de 1 o mas de 1 desviacion tipica, por practica en la técnica. Como alternativa,
"aproximadamente" con respecto a las composiciones puede significar mas o menos un intervalo de hasta el 20 %,
preferentemente de hasta el 10 %, mas preferentemente de hasta el 5 %.

Ejemplos
Los siguientes ejemplos son meramente ilustrativos de la presente invencion.

Ejemplo de Referencia 1: Analisis por microdialisis de doble sonda de acetilcolina, dopamina y serotonina
en la corteza frontal de ratas con libertad de movimiento

Se realizd un estudio de microdialisis de doble sonda para determinar los efectos de la administracion oral de
clorhidrato de cariprazina, solo y en combinacion con escitalopram oxalato (administrado por via subcutanea), sobre
las concentraciones extracelulares de acetilcolina (ACh), dopamina (DA) y serotonina (5-HT) en la corteza frontal de
ratas con libertad de movimiento.

Animales y entorno

Se realizaron experimentos en ratas Sprague Dawley macho (250-350 g de peso corporal; Charles River, Reino
Unido). Los animales se alojaron en grupos de seis en un ciclo de luz/oscuridad de 12 h/12 h (luces encendidas a las
07,30 h), a una temperatura ambiente de 21 £ 2 °C y una humeda del 55 + 20 %. Los alimentos y el agua estaban
disponibles a demanda. A los animales se les permitié aclimatarse a estas condiciones durante al menos 5 dias
antes del estudio.

Cirugia

Las ratas fueron anestesiadas con isoflurano (5 % para inducir, 2 % para mantener) en una mezcla O2/N2O (1
litro/min cada uno) entregada a través de una unidad anestésica (St Bernard Medical Services, Reino Unido). Se
implantaron sondas de microdialisis concéntricas con una punta de membrana de poliariletersulfona (PAES)
expuesta de 2 mm (CMA) estereotaxicamente bilateralmente en la corteza prefrontal (coordenadas: AP: 3,2 mm; L:
+/- 2,5 mm con respecto al bregma; V: -4,0 mm con respecto a la superficie del craneo; tomadas del atlas
estereotaxico de Paxinos y Watson. (Paxinos G., Watson C., The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates, 22 Edicion,
Londres: Academic Press, 1986). La barra incisiva superior se fijé a 3,3 mm por debajo la linea interaural de manera
que la superficie del craneo entre bregma y lambda era horizontal. Las coordenadas para cada sonda fueron
idénticas desde el bregma excepto por la medicién lateral ya que una sonda se colocd a la izquierda de la linea
media y la otra a la derecha. Se midieron las muestras desde el mismo lado en cada rata (por ejemplo, la sonda
izquierda se uso6 para medir la ACh y la sonda derecha se usé para medir la DAy la 5-HT). Se hicieron orificios de
trepanacion adicionales para los tornillos del craneo (acero inoxidable) y las sondas se fijaron usando cemento
dental.

Después de la cirugia, los animales se alojaron individualmente en camaras circulares (dimensiones: diametro
interno de 450 mm, altura de pared de 320 mm) con las sondas de microdialisis conectadas a un eslabén giratorio
de liquido y un brazo contra-equilibrado para permitir el movimiento sin restricciones. A las ratas se les permitié un
periodo de recuperacion de al menos 16 h con comida y agua disponibles a demanda. Durante este tiempo las
sondas se perfundieron continuamente a un caudal de 1,2 pl/min con un liquido cefalorraquideo artificial (LCRa;
Harvard Apparatus, Reino Unido) de la siguiente composicion de electrolitos (en mM): sodio 150; potasio 3,0;
magnesio 0,8; calcio 1,4; fosfato 1,0; cloruro 155,0. Ademas, el perfundido de LCRa para la sonda que mide los
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niveles de ACh contenia neostigmina (1 yM), un inhibidor de la colinesterasa que evité la degradacion de la ACh en
estas muestras.

Microdiélisis y administracion de farmacos

El experimento se realiz6 el dia después de la cirugia. Muestras de dializado se recogieron cada 20 min desde
80 min antes de la administracion del farmaco hasta 240 min después de la administracion del farmaco (16 muestras
en total de cada sonda; 4 anteriores al farmaco y 12 posteriores al farmaco). Las muestras se recogieron en tubos
Eppendorf que contenian 5,0 pl de acido perclérico 0,1 M (muestras para la medicion de DA y 5-HT solamente) para
evitar la oxidacion de los neurotransmisores. Las muestras de ACh se congelaron de forma instantanea
inmediatamente usando nitrégeno liquido mientras que las muestras de DA/5-HT se almacenaron en hielo seco.
Después de la finalizacion del experimento, todas las muestras se almacenaron a -80 °C hasta su analisis. El
analisis por HPLC de DA y 5-HT en un conjunto de muestras y de ACh en el segundo conjunto se realizé durante el
resto de la semana siguiente a la experimentacion.

Administraciéon del farmaco

Valores basales l
I [ ] I | f | T [ | | | ] { 1
-80 60 -40 20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 Tiempo (min)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 N.° de muestras

Se administraron clorhidrato de cariprazina (0,03, 0,1 y 0,3 mg/kg) o vehiculo (metilcelulosa al 1 %) por via oral
usando una sonda nasogastrica (via oral) usando un volumen de dosificacion de 2 mi/kg de peso corporal en
combinacién con oxalato de escitalopram (1,0 mg/kg) o vehiculo (solucidon salina) administrados a través de
inyeccion subcutanea (volumen de dosificacion de 1 ml/kg de peso corporal).

Analisis de dopamina y 5-HT

La deteccion y posterior cuantificacion tanto de DA como de 5-HT en las mismas muestras de dialisis implicaron el
uso de HPLC de pares i6nicos de fase inversa, acoplada con detecciéon electroquimica. Brevemente, el
procedimiento empled una columna de fase inversa Spherisil rellenada con ODS2, particulas de 3 um (diametro
interno de 150 x 2,1 mm, Capital HPLC, Reino Unido). Se usé una bomba de entrega de disolvente Gynkotek para
hacer circular fase movil (acetato de sodio 10,5 mM, EDTA 0,27 mM, acido 1-octano sulfénico 2,5 mM, metanol al
18 %, acido acético glacial al 0,18 %, pH 5,5) a un caudal de 0,2 ml/min y se us6 una unidad de desgasificacion en
linea Jour X-Act para eliminar el aire. Se inyectaron las muestras (20 pl) en la columna a través de un
automuestreador Spark Holland Triathlon con una bandeja de enfriamiento fijada a 4 °C. Se usé un detector
electroquimico Antec Intro y una célula Antec VT-03 que emplea un electrodo de trabajo de carbono vitreo de alta
densidad (+0,70 V) combinada con un electrodo de referencia Ag/AgCl. La sefial del electrodo se integré usando un
sistema de obtencion de datos Turbochrom (Perkin-Elmer). Se preparé una solucion madre de DA y 5-HT (1,0 mM)
mediante su disoluciéon en una mezcla de cantidades iguales de agua desionizada y acido perclérico 0,1 M (con el fin
de evitar la oxidacion) y se almaceno a 4 °C. Se preparé una solucion de trabajo diariamente por dilucién en LCRa.

Analisis de acetilcolina

La deteccion y posterior cuantificacion de ACh en las muestras de dialisis implicé el uso de un kit Unijet microbore
ACh/Ch (BASI) acoplado a deteccion electroquimica. En este procedimiento la ACh se separé en la columna
analitica (1 mm x 530 mm, 5 uym ODS) y se convirti6 en peroxido de hidrogeno (H2O2) por la accion de la
acetilcolinesterasa (AChE) y la colina oxidasa (ChOx) que se inmovilizaron sobre una postcolumna IMER (1 mm x
50 mm, 10 pym AChE-ChOx). ElI H2O, resultante se redujo en la superficie de un electrodo de carbono vitreo
modificado por enzima. Las altas concentraciones de colina (Ch) a veces pueden interferir con las cuantificaciones
de ACh pero la adicion de una precolumna IMER antes de la columna analitica, que contenia ChOx y catalasa
inmovilizadas (1 mm x 50 mm, 10 um ChOx/catalasa) eliminé cualquier colina presente en la muestra antes de la
separacion cromatografica. Se usé una bomba de entrega de disolvente Gynkotek para hacer circular la fase movil
(acido orto-fosférico 50 mM en agua desionizada, reactivo ProClin al 1 % (BASI), pH 8,5) a un caudal de 0,12 ml/min
y se us6 una unidad de desgasificacion en linea Jour X-Act para eliminar el aire. Se inyectaron las muestras (20 pl)
en la columna a través de un automuestreador Spark Holland Triathlon con una bandeja de enfriamiento fijada a
4 °C. Se us6 un detector electroquimico Antec Intro y una célula Antec VT-03 que emplea un electrodo de trabajo de
carbono vitreo de alta densidad (-0,1 V) combinada con un electrodo de referencia Ag/AgCI. La sefial del electrodo
se integré usando un sistema de obtencion de datos Turbochrom (Perkin-Elmer). Se prepard una solucion madre de
ACh (1,0 mM) mediante su disolucion en una solucion de disolvente convencional y se almacené a 4 °C. Se prepard
una solucion de trabajo diariamente por dilucion en el diluyente convencional.

Histologia

Al final de los experimentos, las ratas se sacrificaron y sus cerebros se retiraron rapidamente y se almacenaron en
una solucion salina formal al 10 % v/v durante un minimo de 5 dias. Se cortaron secciones (100 ym) en un vibratomo
y las colocaciones de las sondas se visualizaron y se localizaron con referencia a un atlas estereotaxico (Paxinos G.,
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Watson C., The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates, 22 Edicion, Londres: Academic Press, 1986). Solo se
notificaron los datos de animales donde las membranas de las sondas se habian posicionado correctamente en la
corteza frontal.

Farmaco y reactivos

Se almaceno clorhidrato de cariprazina a temperatura ambiente. Se usé un factor de 1,09 durante la formulacion y
todas las dosis de los farmacos se refieren a la base libre. Se prepar6é una solucion madre (0,1635 mg/ml) del
farmaco fresca para cada dia experimental a los 30 min de la administracion del farmaco mediante la adiciéon de
metilcelulosa al 1 % y agitacion suave con agua tibia. Se prepararon soluciones adicionales de farmacos mediante
una dilucion de la solucién madre.

Se almacend oxalato de escitalopram a temperatura ambiente. Se usé un factor de 1,28 durante la formulacion y
todas las dosis de los farmacos se refieren a la base libre. Se preparé una solucion madre (1,28 mg/ml) del farmaco
fresca para cada dia experimental a los 30 min de la administracién del farmaco mediante la adicién de solucion
salina y agitacion suave con agua tibia. La solucion se tamponé mediante la adicion gota a gota de NaOH 1 M
(intervalo de pH de 6,8 a 7,6).

Todos los reactivos utilizados en el analisis por HPLC era de grado HPLC. Se obtuvieron EDTA, metanol, 1-octano
acido sulfénico, acido perclérico, acido acético glacial, acetato de sodio, acido orto-fosférico, solucion salina formal al
10 % y metilcelulosa de Fisher Scientific (Reino Unido). Se adquirieron clorhidrato de dopamina y sulfato de 5-
hidroxitriptamina creatinina de Sigma Chemical Company (Reino Unido) y se adquirio cloruro de acetilcolina de BASI
(Reino Unido).

Analisis estadistico

En todos los experimentos, se transformaron logaritmicamente datos anteriores y posteriores al farmaco y los cuatro
valores anteriores al farmaco se promediaron para proporcionar un valor basal. Los resultados se volvieron a
transformar como anteriormente. Por tanto, se ajustaron las medias para determinar diferencias entre grupos de
tratamiento en el momento basal. Debido a problemas ocasionales con la cromatografia no todas las muestras
analizadas proporcionaron datos. Por tanto, el valor n real varia en cada punto temporal. En cada punto temporal
después del tratamiento, se usé un analisis de la covarianza de una via (AN-COVA) con el (log)valor basal como
covariable y el tratamiento como el factor. Cada dosis de clorhidrato de cariprazina con solucién salina se comparé
con metilcelulosa al 1 % con solucidon salina mediante el ensayo de Williams. Cada dosis de clorhidrato de
cariprazina con oxalato de escitalopram se comparé con metilcelulosa al 1 % con oxalato de escitalopram mediante
el ensayo de Williams. Cada dosis de clorhidrato de cariprazina con oxalato de escitalopram se compar6 con la
misma dosis de clorhidrato de cariprazina con solucion salina mediante el ensayo t mdltiple. En un analisis inicial, se
calcularon los residuos studentizados. Si la magnitud del residuo studentizado era mayor de 3, la muestra se excluia
del analisis.

La administracion de clorhidrato de cariprazina solo (0,03, 0,1 y 0,3 mg/kg, por via oral) no tuvo ningun efecto
significativo sobre la descarga de DA en la corteza frontal. El oxalato de escitalopram (1,0 mg/kg, por via
subcutanea) no tuvo ningun efecto sobre los niveles basales de DA.

El clorhidrato de cariprazina (0,03 y 0,1 mg/kg, por via oral), en combinacion con oxalato de escitalopram (1,0 mg/kg,
por via subcutanea), no tuvieron ningun efecto sobre los niveles de DA en comparacién con los correspondientes
controles tratados con vehiculo. El clorhidrato de cariprazina (0,3 mg/kg, por via oral) + el oxalato de escitalopram
dieron como resultado una disminucién pequefa pero significativa en la descarga de DA de 80 y 200 min después
de la administracion de los farmacos, en comparacién con los controles tratados con clorhidrato de cariprazina +
solucion salina (-33 % y -40 %, respectivamente).

La administracion de clorhidrato de cariprazina sola (0,03, 0,1 y 0,3 mg/kg, por via oral) no tuvo ningun efecto
significativo sobre la descarga de 5-HT en la corteza frontal. El oxalato de escitalopram (1,0 mg/kg, por via
subcutanea) no tuvo ningun efecto sobre los niveles basales de 5-HT. El clorhidrato de cariprazina (0,03 mg/kg, por
via oral) + el oxalato de escitalopram dieron como resultado una pequefia pero significativa disminucion de la
descarga de 5-HT, 120 min después de la administracién de los farmacos, en comparaciéon con los controles
tratados con clorhidrato de cariprazina + solucion salina (-33 %). El clorhidrato de cariprazina (0,1 mg/kg, por via
oral) + el oxalato de escitalopram dieron como resultado un aumento significativo de la descarga de 5-HT, 60 min
después de la administracion de los farmacos, en comparacién con los controles tratados con clorhidrato de
cariprazina + soluciéon salina (106 %). El clorhidrato de cariprazina (0,3 mg/kg, por via oral) + el oxalato de
escitalopram dieron como resultado disminuciones pequefas pero significativas en la descarga de 5-HT, 200 y
240 min después de la administracién de los farmacos, en comparacién con los controles tratados con clorhidrato de
cariprazina + solucion salina (-32 % y -48 %, respectivamente).

La administracion de clorhidrato de cariprazina solo (0,03, 0,1 y 0,3 mg/kg, por via oral) no tuvo ningun efecto
significativo sobre la descarga de ACh en la corteza frontal. El oxalato de escitalopram (1,0 mg/kg, por via
subcutanea) dio lugar a disminuciones significativas en los niveles basales de ACh, 100 y 240 min después de la
administracion, en comparacién con los controles tratados con vehiculo + solucion salina (-55% y -56 %,
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respectivamente).

El clorhidrato de cariprazina (0,03, 0,1 y 0,3 mg/kg, por via oral), en combinacién con oxalato de escitalopram
(1,0 mg/kg, por via subcutanea), no tuvieron ningun efecto sobre los niveles de ACh en comparacion con los
correspondientes controles tratados con vehiculo.

El clorhidrato de cariprazina, a 0,03, 0,1 y 0,3 mg/kg, por via oral, no tuvo ningun efecto sobre los niveles
extracelulares de DA, 5-HT y ACh en la corteza frontal de rata. El oxalato de escitalopram (1,0 mg/kg, por via
subcutanea) tuvo poco o ningun efecto sobre estos neurotransmisores con la excepcion de una pequefa
disminucion en los niveles de ACh en dos puntos temporales.

El clorhidrato de cariprazina y el escitalopram, administrados en combinacion, también tuvieron poco o ningun efecto
sobre los niveles extracelulares de DA, 5-HT y ACh en la corteza frontal de rata.

Ejemplo 2: Clorhidrato de cariprazina en un modelo de estrés leve cronico de depresion

Este estudio evaluo el efecto antidepresivo del clorhidrato de cariprazina en el modelo de estrés crénico leve (ECL)
de depresiéon. También se hizo una comparacioén de la eficacia del compuesto antidepresivo triciclico imipramina.

Se adaptaron ratas Wistar macho a condiciones de laboratorio y de alojamiento durante 3 semanas, seguido de
adopcion del consumo de solucién de sacarosa al 1 % durante 5 semanas adicionales antes de separarlas en
grupos que se van a someter a estrés y de control.

Se aplico estrés cronico al grupo asignado durante siete semanas. Se utilizaron los siguientes factores estresantes:
privacion de alimentos y/o agua, inclinacion de la jaula (45 grados hacia atras), iluminacion intermitente, alojamiento
por pares, jaula sucia (250 ml de agua del grifo en lecho de serrin), iluminaciéon estroboscopica (150 destellos por
minuto), sin estrés. Todos los factores estresantes tuvieron 10-14 horas de duracion y se aplicaron individualmente y
de forma continua, una o dos veces por semana, durante el dia y por la noche.

El consumo de solucidn de sacarosa se midié en ensayos de 1 hora realizadas en todos los animales (es decir, los
de control y los sometidos a estrés) una vez por semana durante todo el experimento. Los ensayos fueron
precedidos de 14 horas de privacion de alimentos y agua. Sobre la base de sus ingestas de sacarosa tras las 2
semanas iniciales de estrés, tanto los animales sometidos a estrés como los de control recibieron una vez al dia
inyecciones intraperitoneales cronicas (5 semanas) de vehiculo (metilcelulosa al 1 %, 1 ml/kg), clorhidrato de
cariprazina (0,0625, 0,25 o 1,0 mg/kg) o imipramina (10 mg/kg) como tratamiento de referencia. Los farmacos se
administraron aproximadamente a las 10 a.m. y los ensayos de sacarosa semanales se realizaron 24 horas después
de la ultima inyeccion de farmaco. El estrés continué durante todo el periodo de tratamiento. Normalmente 2-3
animales de cada 8 no respondieron al tratamiento con farmacos en cada grupo. Estos animales se consideraron
animales que responden débilmente/animales que no responden y se eliminaron del analisis.

Los efectos del tratamiento crénico con vehiculo (metilcelulosa al 1 %, 1 ml/kg, por via intraperitoneal, una vez al
dia) e imipramina (10 mg/kg, por via intraperitoneal, una vez al dia) sobre el consumo de solucion de sacarosa al
1 % en los controles (simbolos abiertos) y en animales expuestos a ELC (simbolos cerrados) se muestran en la
Figura 1.

Los efectos del tratamiento crénico con vehiculo (metilcelulosa al 1 %, 1 ml/kg, por via intraperitoneal, una vez al
dia) y clorhidrato de cariprazina (0,065 y 0,25 mg/kg, por via intraperitoneal, una vez al dia) sobre el consumo de
solucion de sacarosa al 1% en los controles (simbolos abiertos) y en animales expuestos a ELC (simbolos
cerrados) se muestran en la Figura 2,

El ECL provocé una disminucion sustancial en el consumo de solucidon de sacarosa al 1 %. Esta disminucion se
invirti6 completamente por el tratamiento crénico con imipramina.

El clorhidrato de cariprazina administrado a dosis de 0,065 y 0,25 mg/kg aumenté de forma dependiente de la dosis
la ingesta de sacarosa en los animales sometidos a estrés sin ningun efecto significativo en los controles (no
sometidos a estrés). La magnitud del efecto de la dosis mas activa de 0,065 mg/kg fue mayor que la de la
imipramina. Ademas, el inicio de la accién de esta dosis de clorhidrato de cariprazina fue mas rapido, es decir, los
aumentos en la ingesta de sacarosa fueron evidentes ya en la semana 1, mientras que el efecto de la imipramina fue
evidente en la semana 3.

La dosis mas alta de clorhidrato de cariprazina sometida a ensayo, 1 mg/kg, fue inactiva en el modelo de ELC. A
esta dosis, el clorhidrato de cariprazina no cambi6 el consumo de sacarosa en los animales sometidos a estrés y
disminuyo significativamente el consumo de sacarosa en los animales de control. La dosis de 1 mg/kg es una dosis
fuertemente sedante en el que la antagonista D> del compuesto puede dar como resultado predominantemente una
disminucion de la ingesta de sacarosa incluso en los animales no sometidos a estrés.

Ejemplo 3: Clorhidrato de cariprazina y oxalato de escitalopram en un modelo de estrés leve crénico de
depresion
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De forma similar al estudio descrito en el Ejemplo 2, se realizaron estudios adicionales para evaluar adicionalmente
el efecto antidepresivo del clorhidrato de cariprazina, administrado solo o en combinacién con oxalato de
escitalopram, en un modelo de estrés leve crénico de depresion.

En el modelo de estrés crénico leve (ECL), las ratas sometidas a una diversidad de factores estresantes leves
durante un periodo prolongado de tiempo muestran una disminucion sustancial en su capacidad de respuesta a los
estimulos de recompensa. Este déficit por lo general se monitoriza mediante una disminucion en el consumo de una
solucién de sacarosa al 1 %, pero también puede observarse en otros ensayos, tales como el condicionamiento de
preferencia de lugar o la autoestimulacion intracraneal. El subsensibilidad a la recompensa parece reflejar anhedonia
(incapacidad para experimentar placer), que es un sintoma fundamental de los trastornos depresivos mayores. Los
antidepresivos clinicamente aprobados han mostrado actividad en este modelo animal mediante revirtiendo los
efectos del ELC sobre el consumo de sacarosa. Véase, por ejemplo, Sanchez C, Gruca P, Papp M, Behavioral
Pharmacology 14, 465-470, 2003.

Animales

Se llevaron al laboratorio ratas Wistar macho (Charles River, Alemania) dos meses antes del inicio del experimento.
Excepto como se describe a continuacion, los animales fueron alojados individualmente con alimento y agua
libremente disponibles y se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 h y a unas condiciones de temperatura
(22 £ 2 °C) y humedad (50 = 5 %) constantes.

Procedimiento de estrés

En primer lugar, se entrend a los animales para que consumieran una solucion de sacarosa al 1 %; el entrenamiento
consistié en nueve ensayos basales de 1 h en los que se presenté sacarosa, en la jaula de alojamiento, después de
una privacion de comida y agua de 14 h. El consumo de sacarosa se midié pesando botellas pesadas previamente
que contenian la solucidon de sacarosa, al final del ensayo. Posteriormente, el consumo de sacarosa se monitorizo,
en condiciones similares, a intervalos semanales a lo largo de todo el experimento.

Sobre la base de sus ingestas de sacarosa en el ensayo de valores basales final, los animales se dividieron en dos
grupos emparejados. Un grupo de animales se sometié al procedimiento de estrés leve crénico durante un periodo
de 7 semanas consecutivas. Cada semana de régimen de estrés consistié en: dos periodos de privacion de alimento
0 agua, dos periodos de inclinacion de la jaula a 45 grados, dos periodos de iluminacion intermitente (luces
encendidas y apagadas cada 2 horas), dos periodos de jaula sucia (250 ml de agua en lecho de serrin), un periodo
alojamiento por pares, dos periodos de iluminacion estroboscopica de baja intensidad (150 destellos/min) y tres
periodos sin estrés. Todos los factores estresantes tuvieron una duracién de 10-14 h y se aplicaron individualmente
y continuamente, dia y noche. Los animales de control fueron alojados en habitaciones separadas y no tuvieron
contacto con los animales sometidos a estrés. Se les privd de comida y agua durante 14 h antes de cada ensayo de
sacarosa, pero por lo demas la comida y el agua estuvieron disponibles libremente en la jaula de alojamiento.

Administracion de farmacos

Sobre la base de sus puntuaciones de ingesta de sacarosa después de las 2 semanas iniciales de estrés, los
animales sometidos a estrés se dividieron adicionalmente en subgrupos emparejados (n = 8 por grupo) y durante las
cinco semanas posteriores recibieron inyecciones intraperitoneales una vez al dia de vehiculo (metilcelulosa al 1 %,
1 ml/kg), clorhidrato de cariprazina (0,01, 0,03 y 0,065 mg/kg) solo, oxalato de escitalopram (2 mg/kg) solo o
clorhidrato de cariprazina (0,01 y 0,03 mg/kg) en combinacion con oxalato de escitalopram (2 mg /kg). Un grupo de
control, los animales no sometidos a estrés (n = 8), recibid una administracion similar de vehiculo (metilcelulosa al
1 %, 1 ml/kg). Los farmacos se administraron aprox. a las 10.00 horas y los ensayos de sacarosa semanales se
realizaron 24 horas después de las ultimas inyecciones de farmaco. El estrés continu6é durante todo el periodo de
tratamiento. Las dosis de clorhidrato de cariprazina y oxalato de escitalopram se expresan en mg de base libre por
kg de peso corporal.

Estadisticas

Todos los resultados obtenidos en este estudio se analizaron mediante analisis multiple de varianza con tres
factores interindividuales (estrés/control, tratamientos farmacolégicos y ensayos de sacarosa sucesivos). Se uso el
ensayo de DMS de Fisher para las comparaciones de medias a posteriori.

El estrés leve crénico provocé una disminucion gradual en el consumo de solucién de sacarosa al 1 %. En el ensayo
de valor basal final, todos los animales bebieron aproximadamente 13 g de solucién de sacarosa. Tras dos semanas
de estrés iniciales, las ingestas se mantuvieron en niveles similares en los controles, pero cayeron a 7,59 en los
animales sometidos a estrés, dando como resultado un efecto de Grupo significativo [F(1,62) = 92,179; p < 0,001].
Una diferencia de este tipo entre los animales de control y los sometidos a estrés tratados con vehiculo se mantuvo
a un nivel similar durante el resto del experimento.

La Figura 3 muestra los efectos del tratamiento crénico con vehiculo (metilcelulosa al 1 %, 1 ml/kg, por via
intraperitoneal, una vez al dia) y oxalato de escitalopram (2 mg/kg, por via intraperitoneal, una vez al dia) sobre el
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consumo de solucién de sacarosa al 1 % en los animales de control (simbolos abiertos) y los animales expuestos a
estrés leve cronico (simbolos cerrados). El tratamiento comenzé después de 2 semanas de estrés. Los valores son
medias +/- ETM (error tipico de la media).

En comparacion con la administracion de vehiculo, el oxalato de escitalopram aumenté gradualmente el consumo de
sacarosa en todos los animales sometidos a estrés, dando como resultado un efecto de Tratamiento significativo
[F(1,84) = 27,447; p < 0,001] y una interaccion de Tratamiento x Semanas [F(5,84) = 4,135; p = 0,002].

En comparacion con las puntuaciones de la semana 0, los aumentos en la ingesta de sacarosa en los animales
sometidos a estrés tratados con oxalato de escitalopram alcanzaron significacion estadistica después de tres
semanas de tratamiento (p = 0,024) y este efecto se potencioé a partir de entonces.

La Figura 4 muestra los efectos del tratamiento crénico con vehiculo, oxalato de escitalopram (2 mg/kg, por via
intraperitoneal, una vez al dia) y clorhidrato de cariprazina (0,065 mg/base kg, por via intraperitoneal, una vez al dia)
sobre el consumo de solucion de sacarosa al 1 % en los animales de control (simbolos abiertos) y en los animales
expuestos a estrés leve crénico (simbolos cerrados). El tratamiento comenzé después de 2 semanas de estrés
inicial. Los valores son medias +/- ETM.

En comparacion con la administracién del vehiculo, el clorhidrato de cariprazina aumenté gradualmente el consumo
de sacarosa en los animales sometidos a estrés, dando como resultado un efecto de Tratamiento significativo
[F(1,84) = 37,782; p < 0,001], pero no una interaccion de Tratamiento x Semanas [F(5,84) = 2,057; p = 0,0784].

Como comparacion con las puntuaciones de la semana 0, los aumentos en la ingesta de sacarosa en los animales
sometidos a estrés tratados con clorhidrato cariprazina alcanzaron significacion estadistica después de la primera
semana de tratamiento (p = 0,009) y este efecto se mantuvo y se potencié a partir de entonces. Un animal sometido
a estrés mostré una respuesta mas bien débil a 0,065 mg/kg de clorhidrato de cariprazina, pero no se elimind del
analisis.

La Figura 5 muestra los efectos del tratamiento crénico con vehiculo, oxalato de escitalopram (2 mg/kg, por via
intraperitoneal, una vez al dia) y clorhidrato de cariprazina (0,03 mg/base kg, por via intraperitoneal, una vez al dia)
administrado solo o en combinacion con oxalato de escitalopram sobre el consumo de solucién de sacarosa al 1 %
en los animales expuestos a estrés leve crénico. El tratamiento comenzé después de 2 semanas de estrés inicial.
Los valores son medias +/- ETM.

En comparacion con la administracion del vehiculo, el clorhidrato de cariprazina solo aumenté gradualmente la
ingesta de sacarosa en animales sometidos a estrés, dando como resultado un efecto de Tratamiento significativo
[F(1,84) = 16,437; p < 0,001], pero no una interaccion Tratamiento x Semanas [F(5,84) = 1,819; NS].

En comparacion con la semana 0 puntuaciones, los aumentos en la ingesta de sacarosa en los animales sometidos
a estrés administrados clorhidrato cariprazina alcanzaron significacion estadistica después de cuatro semanas de
tratamiento (p = 0,003) y este efecto se mejord a partir de entonces. Dos animales sometidos a estrés mostraron
respuesta mas bien débil a 0,03 mg/kg de clorhidrato de tratamiento cariprazina, pero no se eliminaron del analisis.

En comparacién con la administraciéon del vehiculo, clorhidrato de cariprazina se administra en combinacién con
oxalato de escitalopram produce efectos similares, es decir, aumento gradual del consumo de sacarosa en los
animales sometidos a estrés, dando como resultado un efecto significativo del tratamiento [F (1,84) = 12.595; p
<0,001], pero no Tratamiento x Semanas de interaccion [F (5,84) = 1,639; NS].

En comparacion con las puntuaciones de la semana 0, los aumentos en la ingesta de sacarosa en los animales
sometidos a estrés tratados con clorhidrato cariprazina alcanzaron significacion estadistica después de tres
semanas de tratamiento (p = 0,032) y este efecto se potencio a partir de entonces. Tres animales sometidos a estrés
mostraron una respuesta débil o falta de respuesta a las inyecciones en las articulaciones de clorhidrato de
cariprazina (0,03 mg/kg) y oxalato de escitalopram, pero no se eliminaron del analisis.

La Figura 6 muestra los efectos del tratamiento crénico con vehiculo, oxalato de escitalopram (2 mg/kg, por via
intraperitoneal, una vez al dia) y clorhidrato de cariprazina (0,01 mg/kg de base, por via intraperitoneal, una vez al
dia) administrado solo o en combinacién con oxalato de escitalopram sobre el consumo de solucién de sacarosa al
1 % en los animales expuestos a estrés leve crénico. El tratamiento comenz6 después de 2 semanas de estrés
inicial. Los valores son medias +/- ETM.

En comparacién con la administracion del vehiculo, el clorhidrato de cariprazina disminuyd significativamente el
consumo de sacarosa cuando se administro solo [Efecto de Tratamiento: F(1,84) = 5,035; p = 0,027, interaccion de
Tratamiento x Semanas [F (5,84) = 0,561; NS], pero este efecto no alcanzé significacion estadistica en comparacion
con las puntuaciones de la semana 0.

Cuando se administra en combinacién con el oxalato de escitalopram, el clorhidrato de cariprazina disminuyé el
consumo de sacarosa durante las dos primeras semanas de tratamiento y aumento las ingestas en las ultimas dos
semanas, dando como resultado un efecto de Tratamiento no significativa [F(1,84) = 0,12; NS] y una interaccion de
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Tratamiento x Semanas no significativa [F(5,84) = 1,562; NS]. Al final del periodo de tratamiento, tres animales que
recibieron 0,1 mg/kg de clorhidrato de cariprazina mas oxalato de escitalopram no mostraron ninguna potenciacion
del consumo de sacarosa por encima de los valores de la semana 0.

La Figura 7 muestra los efectos del tratamiento crénico con clorhidrato de cariprazina (0,01, 0,03 y 0,065 mg/kg)
solo, oxalato de escitalopram (2 mg/kg) solo o clorhidrato cariprazina (0,01 y 0,03 mg/kg) en combinacion con
oxalato de escitalopram sobre el consumo de solucién de sacarosa al 1 % en animales expuestos a estrés leve
cronico. El tratamiento comenzo6 después de 2 semanas de estrés inicial. Los valores son medias +/- ETM.

Antes de que se iniciara el procedimiento de estrés (momento basal) los animales que se iban a someter a ensayo
eran ligeramente mas pequefios que los controles (418 y 433 g, respectivamente) y después de dos semanas
iniciales de estrés (Semana 0) esta diferencia se potenci6, dando como resultado un efecto de Frupo significativo
[F(1,62) = 8,310; p = 0,005].

En comparaciéon con el grupo tratado con vehiculo, ni el oxalato de escitalopram [F(1,14) = 0,157; NS] ni el
clorhidrato de cariprazina solo [0,065 mg/kg: F(1,14) = 2,111; NS, 0,03 mg/kg: F(1,14) = 0,406; NS, 0,01 mg/kg:
F(1,14) = 1,229; NS] o en combinacion con oxalato de escitalopram [0,03 mg/kg: F(1,14) = 0,308; NS, 0,01 mg:
F(1,14) = 0,022; NS] afectaron a los pesos corporales de los animales sometidos a estrés.

Los resultados de este estudio muestran que el procedimiento de ELC provoca una disminucién sustancial sobre el
consumo de solucion de sacarosa al 1 % y que este déficit puede revertirse completamente mediante el tratamiento
cronico con oxalato de escitalopram (tres semanas hasta los primeros efectos significativos). El efecto de la
imipramina, que se someti®6 a ensayo como tratamiento de referencia en estudios paralelos, también alcanzo
significacion después de tres semanas de administracion.

El clorhidrato de cariprazina parece ser activa en el modelo de ELC de depresioén; cuando se administra solo a dosis
de 0,065 y 0,03 mg/kg, el compuesto aumenta gradualmente la ingesta de sacarosa en la mayoria de los animales
sometidos a estrés.

La magnitud de la accidon del clorhidrato de cariprazina fue comparable a la del oxalato de escitalopram
(recuperacion total al final del periodo de tratamiento), pero el inicio de accion de la dosis mas activa de 0,065 mg/kg
fue sustancialmente mas rapida; el primer efecto significativo ya se observé después de la primera semana de
administracion (en comparacion con las tres semanas necesarias para la dosis de 0,03 mg/kg de clorhidrato de
cariprazina y para el oxalato de escitalopram) y este efecto se potencioé a partir de entonces.

El clorhidrato de cariprazina, administrado en combinaciéon con oxalato de escitalopram, provocé efectos similares
(tanto en términos de la magnitud como del inicio de accién) a los observados después de inyecciones Unicas de
ambos compuestos.

A la dosis mas baja, de 0,01 mg/kg, el clorhidrato de cariprazina disminuyd el consumo de sacarosa cuando se
administro solo y el oxalato de escitalopram revirtié esta disminucion en las dos Ultimas semanas de tratamiento.

Ejemplo de Referencia 4A: Evaluacion del clorhidrato de cariprazina y el oxalato de escitalopram para
determinar los efectos antimaniacos en el modelo de hiperactividad por anfetamina-clordiazepéxido en ratéon

Se evaluaron clorhidrato de cariprazina y oxalato de escitalopram para determinar los efectos antimaniacos usando
el ensayo de hiperactividad por anfetamina/clordiazepéxido (AMPH/CDP).

Animales

En este estudio se usaron ratones C57B1/6J macho de Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine). Los ratones se
recibieron a las 6 semanas de edad. Tras la recepcion, a los ratones se les asignaron numeros de identificacion
Unicos (marcados en la cola) y se alojaron en grupo con 4 ratones/jaula. Todos los animales permanecieron alojados
en grupos de cuatro durante el resto del estudio. Todos los ratones se aclimataron a la sala de colonia durante al
menos dos semanas antes del ensayo y se sometieron a ensayo posteriormente a una edad promedio de 8
semanas de edad. Durante el periodo de aclimatacion, los ratones fueron examinados de forma regular, se
manipularon y se pesaron para asegurar la salud y la aptitud adecuadas. Los ratones se mantuvieron en un ciclo de
luz/oscuridad 12/12. La temperatura ambiente se mantuvo entre 20 y 23 °C con una humedad relativa mantenida
entre el 30 % y el 70 %. Se proporcionaron pienso y agua a demanda durante todo el estudio. En cada ensayo, los
animales se asignaron aleatoriamente en grupos de tratamiento.

Administracion de los farmacos
Se usaron los siguientes compuestos:

e Se disolvieron sulfato de d-anfetamina (Sigma, 4,0 mg/kg) y clordiazepdxido (CDP; Sigma, 2,5 mg/kg) en agua
estéril y se administraron por via intraperitoneal a un volumen de dosis de 10 ml/kg.

e Se disolvié valproato (VPA; Sigma, Lote 064K1585, 400 mg/kg) en agua estéril y se administré6 por via
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intraperitoneal en un volumen de dosis de 10 ml/kg 30 min antes del agua o de la mezcla de d-anfetamina/CDP.

e Se disolvieron clorhidrato de cariprazina (0,03, 0,10 y 0,30 mg/kg) y oxalato de escitalopram (0,5, 2,0 y
5,0 mg/kg) en agua estéril y se administraron por via oral a un volumen de dosis de 10 ml/kg 60 min antes del
agua o de la mezcla de d-anfetamina/CDP. Las dosis de clorhidrato de cariprazina y oxalato de escitalopram se
expresan en mg de base libre por kg de peso corporal.

Procedimientos

El ensayo de campo abierto (CA) se usé para evaluar tanto el comportamiento similar a la ansiedad como la
actividad motora. Las camaras de campo abierto eran camaras de plexiglas cuadradas (27,3 x 27,3 x 20,3 cm; Med
Associates Inc., St Albans, VT), rodeadas de fuentes de fotohaz de infrarrojos (16 x 16 x 16). La distancia recorrida
se midioé por roturas del haz consecutivo. La distancia total recorrida durante la sesién de ensayo se usé como indice
de la actividad. Después del pretratamiento de 60 minutos con agua, clorhidrato de cariprazina u oxalato de
escitalopram, o del pretratamiento de 30 minutos con valproato, a los ratones se les inyecté agua o mezcla de d-
anfetamina/CDP (‘'mezcla’) y se colocaron en las camaras de CA para una sesion de ensayo 60 min. Al final de cada
sesion de ensayo de campo abierto las camaras de CA se limpiaron minuciosamente.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA) seguido de analisis de DMSP de Fisher a posteriori
cuando fue pertinente. Un efecto se consider6 significativo si p < 0,05. Los valores atipicos que cayeron encima y
debajo de dos desviaciones tipicas de la media se eliminaron del analisis final.

Los ratones tratados con clorhidrato de cariprazina u oxalato de escitalopram no mostraron ningun signo de toxicidad
o sedacioén durante el pretratamiento o el ensayo.

Distancia total recorrida

El sumario de los efectos (es decir, la distancia total recorrida sumada durante el periodo de ensayo de 60 minutos)
producidos por diferentes pautas de tratamiento en el modelo en ratéon con anfetamina-clordiazepéxido de mania, se
muestra en las Tablas 1-4.

TABLA 1: Efecto de la administracion de clorhidrato de cariprazina u oxalato de escitalopram sobre la
actividad locomotora basal de los ratones

Condicion de ensayo| Tratamiento farmacoldgico Distancia t?rtjlé;?:ir:izc_irawl(]cm/BO min) n
Agua Vehiculo 5103 + 679 12
Valproato (400 mg/kg) 4471 + 298 10
HCI de cariprazina (0,03 mg/kg) 4056 + 427 12
HCI de cariprazina (0,10 mg/kg) 1726 £ 112 11
HCI de cariprazina (0,30 mg/kg) 917 + 73* 12
Oxalato de escitalopram (0,50 mg/kg) 4435 + 389 11
Oxalato de escitalopram (2,0 mg/kg) 5939 + 369 11
Oxalato de escitalopram (5,0 mg/kg) 6499 + 445 11
# diferencia significativa con los controles tratados con vehiculo (p < 0,05)

Ni el valproato ni el oxalato de escitalopram (0,5, 2,0 y 5,0 mg/kg) tuvieron un efecto significativo sobre la actividad
basal en comparacion con los ratones tratados con el agua. El clorhidrato de cariprazina (0,30 mg/kg) disminuyo
significativamente la actividad basal de los ratones en comparacion con el agua (p = 0,032) y el clorhidrato de
cariprazina 0,10 mg/kg mostré una tendencia hacia una disminucion significativa en la actividad locomotora basal en
comparacion con el agua (p = 0,090).

TABLA 2
Condicién de ensayo Tratamign"co Distancia total rgcorrida (cm/60 min) n
farmacologico [media £ ETM]
agua Vehiculo 5103 + 679 12
AMPH/CDP Vehiculo 33591 + 1106* 11
# diferencia significativa con los controles de agua (p < 0,05)

La administracion de la mezcla de d-anfetamina/clordiazepdxido (AMPH/CDP) dio como resultado un incremento
notable en la actividad locomotora en comparacion con el agua.
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TABLA 3
s . . . |Distancia total recorrida (cm/60 min)
Condicion de ensayo|Tratamiento farmacoldgico) [media + ETM] n
AMPH/CDP vehiculo 33591 + 1106 11
AMPH/CDP Valproato (400 mg/kg) 17496 + 1788* 12

* diferencia significativa con el grupo tratado con vehiculo (p < 0,05)

La administracion de valproato disminuyé significativamente la hiperactividad inducida por la mezcla de d-
anfetamina/clordiazepdxido (AMPH/CDP) en ratones.

TABLA 4: Efecto de la administracion de clorhidrato de cariprazina y oxalato de escitalopram sobre la
hiperactividad inducida por la mezcla de d-anfetamina/clordiazep6xido (AMPH/CDP) en ratones

Condicion de ensayo, Tratamiento farmacoldgico Distancia t?rtjlé;?:oirgqr?w(]cmlfio min) n
AMPH/CDP Vehiculo 33591 + 1106 11
HCI de cariprazina (0,03 mg/kg) 32122 + 2942 12
HCI de cariprazina (0,10 mg/kg) 13688 + 2349 12
HCI de cariprazina (0,30 mg/kg) 2525 + 204 * 11
Oxalato de escitalopram (0,50 mg/kg) 30067 + 1901 12
Oxalato de escitalopram (2,0 mg/kg) 36112 + 11934 11
Oxalato de escitalopram (5,0 mg/kg) 39639 + 1582 * 11
* diferencia significativa con el grupo tratado con vehiculo (p < 0,05)

El valproato (400 mg/kg) y el clorhidrato de cariprazina (0,10 y 0,30 mg/kg) disminuyeron significativamente la
hiperactividad inducida por la mezcla en comparacion con el agua (p < 0,0001). El oxalato de escitalopram
(5,0 mg/kg) aumentd la hiperactividad inducida por la mezcla en comparacién con el agua (p = 0,003). El oxalato de
escitalopram (0,5 mg/kg) mostré una tendencia hacia una disminucion significativa en la hiperactividad inducida por
la mezcla en comparacion con el agua (p = 0,077).

Ejemplo de Referencia 4B: Evaluacion del clorhidrato de cariprazina y el oxalato de escitalopram para
determinar los efectos antimaniacos en el modelo de hiperactividad por anfetamina-clordiazepéxido en ratéon

Se evaluaron clorhidrato de cariprazina y oxalato de escitalopram para determinar los efectos antimaniacos usando
el ensayo de hiperactividad por anfetamina/clordiazep6xido (AMPH/CDP).

Animales

En este estudio se usaron ratones C57B1/6J macho de Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine). Los ratones se
recibieron a las 6 semanas de edad. Tras la recepcion, a los ratones se les asignaron numeros de identificacion
Unicos (marcados en la cola) y se alojaron en grupo (4 ratones/jaula) en jaulas ventiladas para ratones OPTI. Todos
los animales permanecieron alojados en grupos de cuatro durante el resto del estudio. Durante el periodo de
aclimatacion, los ratones fueron examinados de forma regular, se manipularon y se pesaron para asegurar la salud y
la aptitud adecuadas. Los ratones se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad 12/12. La temperatura ambiente se
mantuvo entre 20 y 23 °C con una humedad relativa mantenida entre el 30 % y el 70 %. Se proporcionaron pienso y
agua a demanda durante todo el estudio. En cada ensayo, los animales se asignaron aleatoriamente en grupos de
tratamiento.

Administracion de los farmacos
Se usaron los siguientes compuestos:

e Se disolvieron sulfato de d-anfetamina (Sigma, 4,0 mg/kg) y clordiazepdxido (CDP; Sigma, 2,5 mg/kg) en agua
estéril y se administraron por via intraperitoneal a un volumen de dosis de 10 ml/kg.

e Se disolvio valproato (VPA; Sigma, 400 mg/kg) en agua estéril y se administré por via intraperitoneal en un
volumen de dosis de 10 ml/kg 30 min antes del agua o de la mezcla de d-anfetamina/CDP.

e Se disolvieron clorhidrato de cariprazina (0,03 y 0,10 mg/kg) y oxalato de escitalopram (0,10 y 0,50 mg/kg) en
agua estéril y se administraron por via oral a un volumen de dosis de 10 ml/kg 60 min antes del agua o de la
mezcla de d-anfetamina/CDP. Las dosis de clorhidrato de cariprazina y oxalato de escitalopram se expresan en
mg de base libre por kg de peso corporal.
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Procedimientos

El ensayo de campo abierto (CA) se usé para evaluar tanto el comportamiento similar a la ansiedad como la
actividad motora. Las camaras de campo abierto eran camaras de plexiglas cuadradas (27,3 x 27,3 x 20,3 cm; Med
Associates Inc., St Albans, VT), rodeadas de fuentes de fotohaz de infrarrojos (16 x 16 x 16). La distancia recorrida
se midio por roturas del haz consecutivo. La distancia total recorrida durante la sesiéon de ensayo se usé como indice
de la actividad. Después del pretratamiento de 60 minutos con agua, clorhidrato de cariprazina u oxalato de
escitalopram, o del pretratamiento de 30 minutos con valproato, a los ratones se les inyectd agua o mezcla de d-
anfetamina/CDP (‘'mezcla’) y se colocaron en las camaras de CA para una sesion de ensayo 60 min. Al final de cada
sesion de ensayo de campo abierto las camaras de CA se limpiaron minuciosamente.

Analisis estadistico

Los datos se analizaron mediante analisis de varianza (ANOVA) seguido de analisis de DMSP de Fisher a posteriori
cuando fue pertinente. Un efecto se consider6 significativo si p < 0,05. Los valores atipicos que cayeron encima y
debajo de dos desviaciones tipicas de la media se eliminaron del analisis final.

Los ratones tratados con clorhidrato de cariprazina u oxalato de escitalopram no mostraron ningun signo de toxicidad
o sedacioén durante el pretratamiento o el ensayo.

Distancia total recorrida

El sumario de los efectos (es decir, la distancia total recorrida sumada durante el periodo de ensayo de 60 minutos)
producidos por diferentes pautas de tratamiento en el modelo en ratéon con anfetamina-clordiazepéxido de mania, se
muestra en las Tablas 5-8.

TABLA 5
Condicion de Tratamiento farmacoléaico Distancia total recorrida (cm/60 min) n
ensayo 9 [media + ETM]

Agua Vehiculo 4316 + 631 12
Valproato (400 mg/kg) 3365 £ 612 12
HCI de cariprazina (0,03 mg/kg) 4013 + 343 11
HCI de cariprazina (0,10 mg/kg) 2697 + 259 11
Oxalato de escitalopram (0,10 mg/kg) 5551 + 382 12
Oxalato de escitalopram (0,50 mg/kg) 5238 + 242 12
HCl de cariprazina (0,03 mg/kg) + oxalato de 4160 + 296 12

escitalopram (0,10 mg/kg)
HCl de caripr.azina (0,03 mg/kg) + oxalato de 3830 + 410 11

escitalopram (0,50 mg/kg)
HCl de cariprazina (0,170 mg/kg) + oxalato de 2771 + 343 11

escitalopram (0,10 mg/kg)
HCl de cariprazina (0,170 mg/kg) + oxalato de 1972 + 309 12

escitalopram (0,50 mg/kg)

En comparacion con el agua, los tratamientos farmacolégicos que se muestran en la Tabla 5 no produjeron un efecto
significativo sobre la actividad locomotora basal de los ratones.

TABLA 6
s . . . |Distancia total recorrida (cm/60 min)
Condicion de ensayo|Tratamiento farmacologico [media + ETM] n
Agua Vehiculo 4316 + 631 12
AMPH/CDP Vehiculo 36086 + 2978 # 12

# diferencia significativa con los controles de agua (p < 0,05)

Los ratones tratados con la mezcla (CDP + anfetamina) mostraron una actividad locomotora significativamente
mayor en comparacion con los ratones tratados con agua.

TABLA 7
. . . . |Distancia total recorrida (cm/60 min)
Condicion de ensayo|Tratamiento farmacologico [media + ETM] n
AMPH/CDP Vehiculo 36086 + 2978 12
AMPH/CDP Valproato (400 mg/kg) 18478 + 2961 * 12

* Diferencia significativa con el grupo tratado con vehiculo (p < 0,05)
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La administracién de valproato (400 mg/kg) disminuy6 significativamente la hiperactividad inducida por la mezcla de
d-anfetamina/clordiazepéxido (AMPH/CDP) en ratones.

TABLA 8: Efecto de la administracion de clorhidrato de cariprazina y oxalato de escitalopram, solos o en
combinacion, sobre la hiperactividad inducida por la mezcla de d-anfetamina/clordiazep6xido (AMPH/CDP)

en ratones
Condicion de Tratamiento farmacoléaico Distancia total recorrida (cm/60 min) n
ensayo 9 [media £ ETM]
AMPH/CDP Vehiculo 36086 + 2978 12
HCI de cariprazina (0,03 mg/kg) 32628 + 2510 11
HCI de cariprazina (0,10 mg/kg) 22594 + 2838 * 12
Oxalato de escitalopram (0,10 mg/kg) 39700 + 3477 12
Oxalato de escitalopram (0,50 mg/kg) 40881 + 3123 12
HCl de caripr.azina (0,03 mg/kg) + oxalato de 30350 + 1313 * & 12
escitalopram (0,10 mg/kg)
HCl de cariprazina (0,03 mg/kg) + oxalato de 33343 + 2060 % 12
escitalopram (0,50 mg/kg)
HCl de cariprazina (0,170 mg/kg) + oxalato de 16191 + 2101 *- & 11
escitalopram (0,10 mg/kg)
HCl de caripr.azina (0,10 mg/kg) + oxalato de 10730 + 790 * - % 11
escitalopram (0,50 mg/kg)
" diferencia significativa con el grupo tratado con vehiculo (p < 0,05)
- diferencia significativa con el grupo tratado con HCI de cariprazina (0,10 mg/kg) (p < 0,05)
& diferencia significativa con el grupo tratado con escitalopram (0,10 mg/kg) (p < 0,05)
% diferencia significativa con el grupo tratado con escitalopram (0,50 mglkg) (p < 0,05)

La actividad locomotora potenciada producida por la mezcla de CDP + anfetamina fue atenuada significativamente
por el valproato y el clorhidrato de cariprazina (0,10 mg/kg). El oxalato de escitalopram solo, en cualquiera de las
dosis sometidas a ensayo, no tuvo ningun efecto significativo sobre la actividad locomotora inducida por la mezcla.
Las combinaciones de clorhidrato de cariprazina (0,10 mg/kg) y oxalato de escitalopram (0,10 y 0,50 mg/kg)
disminuyeron significativamente la hiperactividad inducida por la mezcla. Ademas, la disminucion producida por las
combinaciones fue significativamente mayor en magnitud que la producida por el clorhidrato de cariprazina
(0,10 mg/kg) solo. La combinacién de la dosis baja de clorhidrato de cariprazina (0,03 mg/kg) y oxalato de
escitalopram (0,10 mg/kg) también produjo una disminucion significativa en la actividad locomotora inducida por la
mezcla.

Ejemplo de Referencia 5: El efecto de una combinacion de clorhidrato de cariprazina y oxalato de
escitalopram sobre la actividad de la glucégeno sintasa cinasa-3 en el cerebro de raton

La glucégeno sintasa cinasa-3 (GSK) es una enzima importante que modula la funciéon neuronal. Se ha implicado a
la actividad anormal de la GSKS en los trastornos del estado de animo y la esquizofrenia.

El objetivo de este estudio es evaluar combinaciones de clorhidrato de cariprazina y oxalato de escitalopram para
determinar la capacidad de estimular la fosforilacion de GSK3 en el cerebro de raton.

Animales y entorno

Los experimentos se realizaron en C57BL/6 machos adultos obtenidos de Jackson Laboratories (Bar Harbor, Maine).
Antes de los experimentos, los animales se alojaron de a cuatro o cinco en una jaula a 23 °C en un ciclo de 12 h de
luz/12 h de oscuridad con acceso a alimento y agua a demanda.

Administracion de los farmacos

Se uso LiCl (200 mg/kg) como compuesto de referencia y se usaron animales inyectados con vehiculo como control.
El litio se disolvid en agua inyectable estéril y se administrd por via intraperitoneal en un volumen de dosis de
10 ml/kg 30 min antes de que se sacrificara el animal. Se administré clorhidrato de cariprazina, disuelto en agua
inyectable estéril, por via oral (sonda nasogastrica) a una dosis de 0,2 mg/kg (volumen de dosis de 10 ml/kg) 60
minutos antes de que se sacrificaran los animales. Las dosis se expresan como mg de base libre/kg de peso
corporal. Se disolvi6é oxalato de escitalopram en agua inyectable estéril, se administro por via subcutanea (SC) a una
dosis de 1 mg/kg (volumen de dosis de 10 ml/kg) 60 minutos antes de que se sacrificaran los animales. Las dosis se
expresan como mg de base libre/lkg de peso corporal. El efecto de la combinacién se evalu6 después de la
coadministracion de clorhidrato de cariprazina (0,2 mg/kg, por via oral) y oxalato de escitalopram (1 mg/kg, por via
subcutanea) 60 minutos antes de que se sacrificaran los animales.
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Anticuerpos

La Ser-21/9 anti-fosfo-GSK-3a/8 pueden adquirirse en Cell Signaling Technology (Beverly, MA). El anti-DARPP-32
puede obtenerse de BD Transduction Laboratories (Lexington, KY).

Ensayo de actividad de GSK-3

Para cada determinacion de la actividad cinasa, se disecaron rapidamente varias regiones del cerebro de los ratones
en una superficie enfriada con hielo y se homogenizaron a 4 °C en tampon de lisis (Tris 20 mM, pH 8,0/NaCl
137 mM/glicerol al 10 %/Nonidet P-40 al 1 %/ortovanadato de sodio 0,5 mM/acido okadaico 2 uM y una mezcla de
inhibidores de proteasa (Sigma-Aldrich). Se inmunoprecipitaron GSK-3a y-38 a 4 °C a partir de 1 mg de extracto de
proteina con 2 pug de anticuerpo monoclonal anti-GSK-3a/8 y proteina-A Sepharose (Amersham Pharmacia
Bioscience). Los inmunoprecipitados después se incubaron en tampon de ensayo (Tris 20 mM, pH 7,5/MgCl,
10 mM/DTT 5 mM/ATP 0,2 mM/0,5 uCi de [y-32P]JATP) durante 10 min a 30 °C con 0,5 pg de inhibidor de fosfatasa
2 recombinante (New England Biolabs). También se realizaron ensayos de control en presencia del inhibidor de
GSK-3 Kenpaulona (2 pM, Sigma-Aldrich). Las reacciones se detuvieron mediante la adicion de tampdn de carga de
Laemmli, se hirvieron durante 5 min y se resolvieron en DSS/EGPA al 10 %. Después, los geles se tifieron con azul
de Coomassie y se autorradiografiaron. La incorporacion de 32P en el inhibidor de fosfatasa 2 recombinante se
midié mediante analisis por densitometria.

Analisis

Todos los resultados obtenidos en este estudio se cuantificaron y se analizaron por espectrometria de infrarrojos
usando un instrumento LiCor.

La administracion de una combinacion de clorhidrato de cariprazina y oxalato de escitalopram puede estimular
sinérgicamente la fosforilacion de GSK3 en el cerebro de ratén, en comparaciéon con cada compuesto administrado
solo.
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REIVINDICACIONES

1. Trans-4-{2-[4-(2,3-diclorofenil)-piperazin-1-il]-etil}-N,N-dimetilcarbamoil-ciclohexilamina y sales farmacéuticamente
aceptables de la misma para su uso en un procedimiento de tratamiento del trastorno depresivo mayor.

2. Trans-4-{2-[4-(2,3-diclorofenil)-piperazin-1-il]-etil}-N,N-dimetilcarbamoil-ciclohexilamina para su uso de acuerdo
con la reivindicacion 1, en forma de clorhidrato de trans-4-{2-[4-(2,3-diclorofenil)-piperazin-1-il]-etil}-N,N-

dimetilcarbamoil-ciclohexilamina.
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