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DESCRIPCION
Formas estereoisoméricas aisladas de (S) 2-N (3-O-(propano 2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere a formas estereoisoméricas aisladas del compuesto (S)2-N(3-O-(propano 2-
ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida. Especificamente, la presente invencion se refiere a (S)2-N(3-O -
((S)propano 2- ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida para su uso en el tratamiento o profilaxis del dolor,
en particular, dolor neuropatico.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] EI compuesto 2-N(3-O-(propano 2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida se describe en US
7.754.771, y ha demostrado ser eficaz en el tratamiento de la infeccion por VIH-1. Este compuesto ha sido revelado
adicionalmente para su uso en el tratamiento o la profilaxis del dolor y la inflamacion en los documentos WO
2009/109850 WO 2011/030205 y US 2011/0086910.15 Las divulgaciones anteriores sobre este compuesto se han
relacionado con el racemato que contiene los cuatro enantiomeros y diasteredmeros, a saber (S,S), (S,R), (R,R) y
(R,S). El racemato que contiene los enantiomeros S en la posicion quiral adyacente a la amida, se describié como una
realizacién particularmente ventajosa.

[0003] El dolor es una respuesta experimental multifacética o multidimensional a una variedad de condiciones de
estimulo. El dolor se define por la Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP) como "una experiencia
sensorial y emocional desagradable asociada con dafio tisular real o potencial, o descrita en términos de tal dafio".

[0004] EI dolor puede ser agudo o crénico. El dolor agudo generalmente es causado por dafios en los tejidos blandos,
infeccion y/o inflamacion, entre otras causas. El dolor créonico puede no tener una causa aparente o puede ser causado
por una enfermedad o desequilibrio en desarrollo. El dolor crénico se define como la enfermedad del dolor; su origen,
duracion, intensidad y sintomas especificos pueden variar. Ademas, el dolor cronico se puede clasificar como
nociceptivo o neuropatico. El dolor nociceptivo incluye dolor inducido por lesiones tisulares y dolor inflamatorio como
el asociado con la artritis. El dolor nociceptivo se ha tratado tradicionalmente mediante la administracion de
analgésicos no opioides, como acido acetilsalicilico, trisalicilato de colina y magnesio, acetaminofeno, ibuprofeno,
fenoprofeno, diflusinal y naproxeno; o analgésicos opioides, que incluyen morfina, hidromorfona, metadona, levorfanol,
fentanilo, oxicodona y oximorfona. El dolor neuropatico, un dolor crénico debilitante después del dafio nervioso, se
caracteriza por su naturaleza cronica, hiperalgesia o hipersensibilidad anormal del dolor a estimulos inocuos (alodinia
tactil). La hiperalgesia es una respuesta exagerada a un estimulo doloroso. La alodinia es la percepcion de estimulos
normales como dolorosos (los ejemplos incluyen el toque de ropa, aire calido o frio, etc.). El dolor neuropatico puede
ser una secuela del dafo nervioso en una extremidad, como un brazo o, mas a menudo, una pierna. Los eventos
precipitantes pueden incluir trauma o amputaciones (p. €j., dolor de miembro fantasma). El dolor neuropatico puede
ocurrir debido a un efecto adverso de las terapias farmacoldgicas, por ejemplo, vincristina o paclitaxel (Taxol™), o
puede ocurrir como un componente de patologias de enfermedades, como diabetes tipo 1 o tipo 2, culebrilla,
infecciones por VIH-1, etc. Por lo general, el dolor neuropatico no responde a los opiaceos ni a los medicamentos
antiinflamatorios no esteroideos, como la aspirina. Los medicamentos actuales sugeridos para el dolor neuropatico
incluyen antiepilépticos (p. ej., gabapentina, carbamazepina, acido valproico, topiramato, feniloina), antagonistas de
NMDA (p. €j., ketamina, dextrometorfano), lidocaina tépica (para la neuralgia postherpética) y antidepresivos triciclicos
(p. €j., antidepresivos triciclicos, p. €j. y amitriptilina).

[0005] Estan todavia por determinar los mecanismos subyacentes de dolor neuropatico. Sin embargo, recientemente
se ha sugerido que Lyn tirosina quinasa, un miembro de las quinasas de la familia Src (SFK) juega un papel importante
en la patogénesis del dolor neuropético. La expresion de Lyn en la médula espinal estaba altamente restringida a
microglia, y su nivel aumentd después de una lesion nerviosa. Se ha demostrado que los ratones que carecen de Lyn
exhiben una reduccion notable en su capacidad de alodinia tactil después de una lesion nerviosa. Se concluy6 que el
dolor neuropatico puede estar relacionado con la regulacién positiva de la tirosina quinasa Lyn. (Ver Tsuda et al., Glia,
2008, 56: 50-8).

[0006] Los tratamientos actualmente disponibles para el dolor neuropatico sélo tienen baja a moderada eficacia, y
muchos pacientes se quedan sin un alivio significativo del dolor. La falta de alivio adecuado del dolor para millones de
personas con dolor neuropatico, asi como para aquellos con otros tipos de dolor, representa una gran necesidad
médica no satisfecha, esta invencion aborda esa necesidad.

SUMARIO DE LA INVENCION

[0007] La presente invencion se refiere a formas estereoisoméricas aisladas del compuesto (S)2-N(3-O-(propano 2-
ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida de férmula Il
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que tiene la estereoquimica especifica de (S)2-N(3-O-((S)propano 2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida
0 una sal o hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde el compuesto estd en una forma
sustancialmente pura que comprende al menos 90% de (S)2-N(3-O-((S)propano 2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-
fenilpropilamida y menos del 10% de otras formas estereoisoméricas del compuesto para usar en el tratamiento o
profilaxis del dolor, en donde dicho compuesto o sal o hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo se administra
una vez en 24 horas.

[0008] La presente invencidén se basa en parte en el sorprendente descubrimiento de que los enantiomeros
sustancialmente puros (S)2-N(3-O-((S)propano 2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida  (también
conocida como enantiomero (S,S) o E1) y (S)2-N(3-O-((R)propano 2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-
fenilpropilamida (también conocido como enantiémero (S,R) o E2) modula la actividad de tirosina quinasas especificas
de manera opuesta. Se descubrid inesperadamente que mientras el enantidmero (S,S) activaba la proteina tirosina
quinasas LynA y BLK, el enantiomero (S,R) inhibia su actividad. Ademas, inesperadamente se demostré que el
enantiomero (S,S) era eficaz como analgésico del dolor en modelos animales de dolor, mientras que el enantidmero
(S,R) era ineficaz o menos efectivo en estos modelos. Ademas, el efecto analgésico del enantidmero (S,S) fue de
accion prolongada, ya que fue eficaz durante mas de 24 horas después de la administraciéon, en comparacion con el
agente analgésico comunmente utilizado gabapentina que fue efectivo durante no mas de 5 horas después de la
administracion.

[0009] De acuerdo con algunas formas de realizacion, el enantidmero sustancialmente puro de férmula Il comprende
al menos 95% de (S)2-N(3-O-((S)propano 2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida y menos del 5% de
otras formas estereoisoméricas del compuesto.

[0010] De acuerdo con otras formas de realizacion, el enantiémero sustancialmente puro de férmula Il comprende al
menos 98% de (S)2-N(3-O-((S)propano 2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida y menos del 2% de otras
formas esterecisoméricas del compuesto.

[0011] Segun algunas realizaciones, el dolor es agudo o dolor crénico. En realizaciones particulares, el dolor es dolor
neuropatico. Preferiblemente, el dolor neuropatico es al menos un sintoma seleccionado de dolores neuropaticos en
neuralgia post herpética, neuralgia del trigémino, neuralgia diabética, dolor por cancer, dolor postoperatorio o
postraumatico persistente, hiperalgia, alodinia, dolor postoracotomia, CRPS, dolor asociado con esclerosis multiple,
SIDA, dolor taldmico, dolor parapléjico causado por mielopatia, anestesia dolorosa y dolor de miembro fantasma. Cada
posibilidad representa una realizacion separada de la invencidon. En algunas realizaciones, el dolor es dolor
nociceptivo.

[0012] De acuerdo con algunas formas de realizacion, el enantidmero sustancialmente puro de formula Il se formula
en una composicion farmacéutica que comprende ademas un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.
Segun ofras realizaciones, la composicién se formula como una forma de dosificacion unitaria. Segun otras
realizaciones, la composicién esta formulada para administracion oral.

[0013] Segun otras realizaciones, la composicién se formula como una forma de dosificacion unitaria que comprende
de 0,1 a 500 mg del compuesto o una sal farmacéuticamente aceptables o hidratos de los mismos.

[0014] Segun otras realizaciones, la composicion es adecuada para la administracion de una dosis diaria de 1,0 mg a
15 g del compuesto.

[0015] La presente invencion se entenderd mas completamente a partir de las siguientes figuras y detallada
descripcion de las formas de realizacion preferidas de la misma.
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BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0016]

La figura 1 muestra las medidas de tiempo de latencia medio usando la prueba de movimiento de la cola.
Los grupos de estudio de izquierda a derecha incluyen: vehiculo (grupo 1); Morfina (grupo 2); 3 mg/kg de
(S)2-N(3-O-((S)propano 2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida (grupo 3) sustancialmente puro
10 mg/kg de (S)2-N(3-O-((S)propano 2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida (grupo 4)
sustancialmente puro 20 mg/kg de (S)2-N(3-O-((S)propano 2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-
fenilpropilamida (grupo 5) y 10 mg/kg de sustancialmente puro (S)2-N(3-O-((R)propano 2-ol)-1-propilo-4-
hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida (grupo 6). * = p <0,01 vs. Vehiculo; & = p <0,05 Pretratamiento vs. Post-
tratamiento; * = p <0,05 Pretratamiento versus postratamiento.

La figura 2 muestra la diferencia entre los tiempos de latencia postratamiento y pretratamiento medidos
utilizando el movimiento de la cola (seg.). Los grupos de estudio de izquierda a derecha incluyen: vehiculo
(grupo 1); Morfina (grupo 2); 3 mg/kg de (S)2-N(3-O-((S)propano 2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-
fenilpropilamida (grupo 3) sustancialmente puro 10 mg/kg de (S)2-N(3-O-((S)propano 2-ol)-1-propilo-4-
hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida (grupo 4) sustancialmente puro 20 mg/kg de (S)2-N(3-O-((S)propano 2-
ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida (grupo 5) y 10 mg/kg de sustancialmente puro (S)2-N(3-O-
((R)propano 2-ol)-1-propil4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida (grupo 6). * - p <0,01 vs. Vehiculo; # = p <0,05
vs. Vehiculo.

La figura 3 muestra el peso corporal medio del grupo de los diferentes grupos de estudio medidos durante
el curso del estudio (dias 1, 7, 14 y 21). Los grupos de estudio de izquierda a derecha incluyen: vehiculo
(grupo 1); Gabapentina (grupo 2); 30 mg/kg de (S)2-N(3-O-((S)propano 2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-
fenilpropilamida (grupo 3) sustancialmente puro 15 mg/kg de (S)2-N(3-O-((S)propano 2-ol)-1-propilo-4-
hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida (grupo 4) sustancialmente puro 7,5 mg/kg de (S)2-N(3-O-((S)propano 2-
ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida (grupo 5) sustancialmente pura.

La figura 4 muestra la media fuerza de Von Frey requerida para la retirada de la pierna operada izquierda
medida en el 14° dia de estudio 2, 5 y 24 horas post-tratamiento y en el 21°dia del estudio 2, 5, 24 y 48 horas
después del tratamiento de 7 dias. Los grupos de estudio de izquierda a derecha incluyen: vehiculo (grupo
1); Gabapentina (grupo 2); 30 mg/kg de (S)2-N(3-O-((S)propano 2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-
fenilpropilamida (grupo 3) sustancialmente pura 15 mg/kg de (S)2-N(3-O-((S)propano 2-ol)-1-propilo-4-
hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida (grupo 4) sustancialmente pura 7,5 mg/kg de (S)2-N(3-O-((S)propano 2-
ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida (grupo 5) sustancialmente pura * p <0,05 vs. Vehiculo # p
<0,05 Pretratamiento vs. Post-tratamiento.

La figura 5 muestra la diferencia (delta) de fuerza entre la pierna sana derecha y pierna operada izquierda
medida en el 14° dia del estudio 2, 5 y 24 horas post-tratamiento y en la 21° dia del estudio 2, 5, 24 y 48 horas
después del tratamiento. Los grupos de estudio de izquierda a derecha incluyen: vehiculo (grupo 1);
Gabapentina (grupo 2); 30 mg/kg de (S)2-N(3-O-((S)propano 2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-
fenilpropilamida (grupo 3) sustancialmente pura 15 mg/kg de (S)2-N(3-O-((S)propano 2-ol)-1-propilo-4-
hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida (grupo 4) sustancialmente pura 7,5 mg/kg de (S)2-N(3-O-((S)propano 2-
ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida (grupo 5) sustancialmente pura * p <0,05 vs. Vehiculo # p
<0,05 Pretratamiento vs. Post-tratamiento.

La figura 6 A-D muestra la modulacion de las proteinas tirosina quinasas, BLK, LynA, LynB y Src por los
compuestos de la invencion, presentados en forma de curvas Clso y CEso.

La figura 7 A-C muestra la separacion quiral de (S)2-N(3-O-((S)propano 2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-
fenilpropilamida y (S)2-N(3-O-((R)propano 2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida usando una
cromatografia de fluido supercritico (SFC) en combinacién con fases estacionarias quirales. A: racemato de
los enantidmeros E1 y E2; B: enantidmero E1 sustancialmente puro; C: enantidmero E2 sustancialmente
puro.

DESCRIPCION DETALLADA

[0017] La presente invencidn se refiere a formas estereoisoméricas aisladas del compuesto (S)2-N(3-O-(propano 2-
ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida y a usos de los mismos para la modulacion terapéutica de procesos
mediados por quinasas y el tratamiento de enfermedades y sintomas de enfermedades, particularmente aquellos
mediados por ciertas enzimas quinasas. Especificamente, la presente invencion proporciona (S)2-N(3-O-((S)propano
2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida sustancialmente pura para usar en el tratamiento del dolor,
preferiblemente dolor neuropatico.
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[0018] Como se usa en el presente documento y a menos que se indique lo contrario, el término "sustancialmente
puro" cuando se usa para describir un enantiomero de un medio compuestas que un enantiomero esta sustancialmente
libre de otras formas estereoisoméricas del compuesto. Un enantiomero representativo sustancialmente puro
comprende mas del 90% en peso de un enantidmero del compuesto y menos del 10% en peso de las otras formas
estereoisoméricas del compuesto, mas preferiblemente mayor que aproximadamente 95% en peso de un enantiomero
del compuesto y menos de aproximadamente 5% en peso de las otras formas estereocisoméricas del compuesto, mas
preferiblemente mas de aproximadamente 96% en peso de un enantidmero del compuesto y menos de
aproximadamente 4% en peso de las otras formas estereoisoméricas del compuesto, incluso mas preferiblemente
mayor que aproximadamente 97% en peso de una forma enantiomérica del compuesto y menos de aproximadamente
3% en peso de las otras formas estereoisoméricas del compuesto, incluso mas preferiblemente mayor que
aproximadamente 98% en peso de una forma enantiomérica del compuesto y menos que aproximadamente 2% en
peso de las otras formas esterecisoméricas del compuesto y lo mas preferiblemente mayor que aproximadamente
99% en peso de una forma antiomérica del compuesto y menos de aproximadamente 1% en peso de las otras formas
estereoisoméricas del compuesto. Como se usa en el presente documento, "otras formas estereoisoméricas" pueden
incluir al menos una de las formas enantioméricas o diastereoméricas (S,S), (S,R), (R,S) y (R,R) del compuesto 2-N(3
-O-(propano 2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida.

[0019] EI término "aproximadamente" tal como se utiliza aqui denota como maximo + 10% del valor indicado,
preferiblemente no mas de + 5%.

[0020] Los enantiémeros aislados se pueden sintetizar en forma de racemato por métodos conocidos en la técnica
descritos por ejemplo en los documentos US 7.754.771, US 7.642,290, US 7.674.829 o US 2011/0086910. El racemato
puede separarse adicionalmente mediante métodos conocidos en la técnica para la separacién de compuestos
quirales. Los enantiomeros pueden sintetizarse como un racemato (que comprende (S)2-N(3-O-((S)propano 2-ol)-1-
propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida y  (S)2-N(3-O-((R)propano  2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-
fenilpropilamida y se separara adicionalmente mediante una cromatografia de fluido supercritico (SFC) en combinacion
con fases estacionarias quirales. Los compuestos (S,S) y (S,R) se pueden separar en la columna RegisPack™, una
columna quiral recubierta de polisacarido (con un selector de tris-(3,5-dimetilfenilo) carbamoil celulosa) generalmente
utilizado para separaciones enantioméricas de una amplia gama de clases de racemato (Figura 7A-C).

[0021] Los enantiomeros pueden sintetizarse directamente usando, por ejemplo, el proceso descrito en el esquema 1
para la preparacion del enantiomero (S,S).
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[0022] EI (S,R) enantidmero se puede sintetizar en consecuencia, mediante la reaccion de (S)-OBnTyrosinol con (R)-
Mesilato a la forma (S,R)-Bis-Protegido

[0023] Uno de los problemas que puede surgir en un procedimiento de sintesis de compuestos quirales se produce la
racemizacion en uno (o0 mas) de los pasos sintéticos. Aqui se muestra, por primera vez, que la temperatura de reaccion
y el orden de adicion de las materias primas juegan un papel muy importante en la pureza quiral del producto formado.
Se demostré ademas que la racemizacion ocurre especificamente en el primer paso de reaccidén que implica la
conversion de lactato de metilo (enantidmero S o R) en lactato de 2-benciloximetilo (enantiomero S o R). Para reducir
la ocurrencia de racemizacion en el proceso para la preparacion de los compuestos (S,S) o (S,R), en el primer paso
de reaccién, el bromuro de bencilo y el lactato de metilo se pueden mezclar antes de su adicién a la solucién base
(por ejemplo, hidruro de sodio). La aparicién de racemizacién puede reducirse al realizar la reaccién a una temperatura
inferior a la temperatura ambiente, preferiblemente inferior a 10°C, preferiblemente inferior a 5°C, preferiblemente
inferior a 2°C, mas preferiblemente a una temperatura inferior a -10°C, lo mas preferiblemente a una temperatura de -
15°C o inferior. La menor racemizacion (es decir, <1% de racemizacion) se obtuvo suspendiendo hidruro de sodio en
THF a una temperatura de al menos aproximadamente -10°C, preferiblemente de al menos aproximadamente -15°C.
Se afiadié una mezcla de (S) metilo lactato y bromuro de bencilo a la solucién de hidruro de sodio a una temperatura
de al menos aproximadamente -10°C, preferiblemente de al menos aproximadamente -15°C.

[0024] Se ha encontrado, ademas, por primera vez, que el rendimiento del paso de reaccién que implica la reaccion
de (S)-OBn-tirosinol y mesilato de (S o R enantidmero) se puede incrementar a aproximadamente 15%,
preferiblemente a aproximadamente 20%, mas preferiblemente hasta aproximadamente 25% al usar DMF como
disolvente en lugar de DMSO e hidruro de sodio como base en lugar de terc-butdxido de potasio. También se describe
un agente terapéutico para tratar o prevenir el dolor, preferiblemente dolor neuropatico, que comprende (S)2-N(3-O-
((S)propano  2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida como ingrediente activo; una composicion
farmacéutica para tratar o prevenir el dolor, preferiblemente dolor neuropatico, que comprende una cantidad
terapéuticamente efectiva de (S)2-N(3-O-((S)propano 2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable y métodos para tratar o prevenir el dolor, especificamente el dolor neuropatico
que comprende la administracion de una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente
efectiva de (S)2-N(3-O-((S)propano 2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida.

[0025] Los ejemplos no limitantes de dolor neuropatico incluyen dolores neuropaticos en neuralgia post herpética,
trigémino neuralgia, neuralgia diabética, dolor por cancer, postoperatorio persistente o dolor postraumatico, dolor de
espalda baja no especifico, hiperalgesia, alodinia, ciatica, dolor post-toracotomia, CRPS, dolor asociado con esclerosis
multiple, SIDA (o neuropatia relacionada con el VIH), fibromialgia, dolor taldmico, dolor parapléjico causado por
mielopatia, anestesia dolorosa, dolor de miembro fantasma y similares. Un agente terapéutico para el dolor
neuropatico segun la presente invencion es especialmente efectivo para tratar la hiperalgia y la alodinia. Ademas, las
condiciones de dolor neuropatico incluyen dolor asociado con sensaciones normalmente no dolorosas como "alfileres
y agujas" (parestesias y disestesias), aumento de la sensibilidad al tacto (hiperestesia), sensacion dolorosa después
de la estimulacion inocuo (alodinia dinamica, estatica, térmica o fria), aumento de la sensibilidad a estimulos nocivos
(hiperalgesia térmica, fria, mecanica), sensacién de dolor continua después de la eliminacién de la estimulacion
(hiperpatia) o ausencia o déficit de vias sensoriales selectivas (hipoalgesia).

[0026] EI término "cantidad terapéuticamente eficaz" es aquella cantidad de (S)2-N(3-0 -((S)propano 2- ol)-1-propilo-
4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida sustancialmente pura que es suficiente para proporcionar un efecto beneficioso
al sujeto al cual se administra (S)2-N(3-0-((S)propano 2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida
sustancialmente pura. Mas especificamente, una cantidad terapéuticamente efectiva significa una cantidad de (S)2-
N(3-O-((S)propano 2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida sustancialmente pura efectiva para aliviar o
mejorar los sintomas de dolor en el sujeto que se esta tratando.

[0027] En el contexto de la presente invencion, el término "tratamiento" se refiere a un tratamiento sintomatico y el
término "profilaxis" se usa para significar la prevencién de sintomas en un sujeto ya afligido o prevencion de la
recurrencia de los sintomas en un sujeto afligido y no se limita para completar la prevencién de una afliccion.

[0028] El agente terapéutico para el tratamiento o la prevencion del dolor se pueden administrar por via oral o
parenteral con ninguna limitacion especifica sobre la forma de administracion. (S)2-N(3-O-((S)propano 2-ol)-1-propilo-
4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida como ingrediente activo del agente terapéutico para el dolor neuropatico segun
la presente invencién puede proporcionarse de forma independiente, o proporcionarse como contenido en una
formulacién junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable o un aditivo farmacéutico.

[0029] Los ejemplos del vehiculo o aditivo farmacéuticamente aceptable que se pueden usar en la presente invencion
incluyen excipiente, desintegrador, aglutinante, lubricante, agente de recubrimiento, colorante, diluyente, agente de
disolucién, coadyuvante de disolucién, agente de tonicidad, modificador de pH, estabilizador y similares.

[0030] De manera adecuada, la composicién de la presente invencion puede formularse como una forma de
dosificacién unitaria. Cada forma de dosificacion unitaria puede comprender la totalidad o una fraccién predeterminada
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de la cantidad de dosis diaria del uno o mas compuestos de la invencion, por ejemplo, la mitad o la cuarta parte de la
cantidad de dosis diaria.

[0031] Asi, la composiciéon puede formularse como un comprimido, una pildora, una capsula, un polvo, granulo fino,
granulos, una solucion parenteral estéril o suspension, un aerosol medido o pulverizacion de liquido, jarabe, gotas,
una ampolla, un dispositivo autoinyector, un supositorio, una crema o un gel. Dicha composicidn puede adaptarse para
administracion oral, enteral, parenteral, intratecal, intranasal, sublingual, rectal o tdpica, o para administracion por
inhalacién o insuflaciéon. Se prefieren particularmente las composiciones orales tales como tabletas, pildoras, capsulas
0 obleas.

[0032] Para preparar una forma de dosificacion sélida tal como un comprimido, dicho uno o mas compuestos se
pueden mezclar con uno o mas excipientes farmacéuticos, por ejemplo, celulosa microcristalina, citrato sédico,
carbonato calcico, fosfato dipotasico, glicina y similares pueden utilizarse junto con cualquiera de varios
desintegradores tales como almidén (preferiblemente almidén de maiz, papa o tapioca), acido alginico, cierto tipo de
sal doble de silicato y similares; y un aglutinante formador de granulos tal como polivinilpirrolidona, sacarosa, gelatina,
goma arabiga o similares. Un lubricante como el estearato de magnesio, laurilsulfato de sodio, talco o similares a
menudo es muy efectivo para la formacién de tabletas. Se puede usar una capsula de gelatina llena con el mismo tipo
de composicion solida. Las sustancias que se pueden usar preferiblemente en relacidon con esto incluyen lactosa y
también polietilenglicol de alto peso molecular. Para preparar una suspension acuosa y/o elixir para administracion
oral, el ingrediente activo puede usarse junto con cualquiera de varios tipos de edulcorantes, saborizantes, agentes
colorantes o colorantes, opcionalmente un emulsionante y/o un agente de suspension, asi como un diluyente tal como
agua, etanol, propilenglicerol, glicerol o similares 0 una combinacion de los mismos.

[0033] La composicion de pre-formulacion sélida puede entonces subdividirse en formas de dosificaciéon unitarias del
tipo mencionado anteriormente y cada uno puede contener de 0,1 mg a aproximadamente 500 mg de los compuestos
de la invencion. Las formas de dosificacion unitarias pueden contener de 1 mg a 500 mg, por ejemplo, 1, 5, 10, 25, 50,
100, 200, 300 o 500 mg de los compuestos.

[0034] Cuando se formula como un comprimido o pildora, dicho comprimido o la pildora pueden recubrirse o
componerse de otra manera para proporcionar una forma de dosificacién que proporcione la ventaja de una accion
prolongada. Por ejemplo, dicha tableta o pildora puede comprender una dosificacion interna y un componente de
dosificacién externa, esta Ultima en forma de una envoltura sobre la primera. Estos dos componentes pueden estar
separados por una capa entérica que sirve para resistir la desintegracion en el estémago y permite que el componente
interno pase intacto al duodeno o se retrase en libertad. Se conoce una variedad de materiales en el uso en tales
capas o recubrimientos entéricos, tales materiales que incluyen varios acidos poliméricos y mezclas de &cidos
poliméricos con materiales tales como goma laca, alcohol cetilico y acetato de celulosa.

[0035] La composicion farmacéutica puede formularse como una forma de dosificacion liquida para administracion por
via oral o parenteral por inyeccion supositorio y similares; por ejemplo, una solucién acuosa, un jarabe aromatizado
adecuadamente, una suspension acuosa o oleosa 0 una emulsién aromatizada con aceites comestibles como, por
ejemplo, aceite de semilla de algoddn, aceite de sésamo, aceite de coco o aceite de mani, asi como un elixir o un
producto farmacéutico similar vehiculo. Los agentes dispersantes o de suspension adecuados para una suspension
acuosa incluyen gomas sintéticas y naturales, por ejemplo, tragacanto, acacia, alginato, dextrano, carboximetilcelulosa
de sodio, metilcelulosa, polivinilpirrolidona o gelatina. Cuando es necesario, la soluciéon acuosa se tampona
adecuadamente (preferiblemente a pH 8 o superior) para isotonizar primero el diluyente liquido. Tal solucion acuosa
es adecuada para inyeccion intravenosa, y una solucion oleaginosa es adecuada para inyeccion intraarticular,
inyeccion intramuscular e inyeccion subcutanea. La forma de dosificacion liquida se puede producir facilmente en
condiciones asépticas mediante una tecnologia farmacéutica estandar bien conocida por los expertos en la materia.
Ademas, el ingrediente activo de la presente invencion puede administrarse tépicamente a la piel o similares. En tal
caso, es deseable administrar topicamente el ingrediente activo en forma de crema, gelatina, pasta o pomada de
acuerdo con la practica farmacéutica estandar.

[0036] Un agente terapéutico para el dolor neuropatico de acuerdo con la presente invencion se puede administrar en
una dosis apropiada, sin limitacion especifica, que se selecciona de acuerdo con diversas condiciones, incluyendo el
tipo de dolor, la edad o sintoma del paciente, la via de administracion, propdsito del tratamiento y presencia o ausencia
de otro medicamento usado junto con el agente. Una dosis diaria del agente terapéutico para el dolor neuropatico
segun la presente invencion es, por ejemplo, de aproximadamente 0,1 mg/kg de peso corporal a aproximadamente
100 mg/kg de peso corporal, preferiblemente de 1 a 50 mg/kg de peso corporal, mas preferiblemente 5-30 mg/Kg de
peso corporal.

EJEMPLOS
[0037] Los siguientes ejemplos estan destinados a ilustrar la descripcion y sin limitar el alcance de la misma.

Ejemplo 1: La sintesis de E1




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2763 946 T3

[0038] El procedimiento de sintesis general de E1 se resume en el Esquema 1. Especificamente, E1 se sintetizd
usando el procedimiento que comprende las siguientes etapas:

1. Se hizo reaccionar 2 g de lactato de metilo con un exceso de bromuro de bencilo a obtener 880 mg de (S)-
benciloximetilo lactato. La reaccién se realizé suspendiendo hidruro de sodio en THF y enfriando a
aproximadamente -15°C. La mezcla de reaccion se dejo calentar lentamente a temperatura ambiente y se
agité durante aproximadamente 1 a 2 horas. La reaccion se interrumpid con una solucion saturada de cloruro
de amonio y se extrajo con MTBE dos veces, seguido de la eliminacién del disolvente en un evaporador
rotatorio para obtener un aceite crudo. El producto bruto se purificd por cromatografia en columna para
obtener lactato de (S)-2-benciloximetilo puro. El isémero de lactato de (R)-2-benciloximetilo estaba presente
solo al 0,93%. El rendimiento de este paso puede aumentarse evitando la presencia de humedad en la
solucion de reaccion (es decir, THF).

2. 880 mg (S)-2-benciloximetilo lactato obtenido en el paso 1 se redujeron usando hidruro de litio y aluminio
para obtener (S)-2-benciloxipropilenglicol con un rendimiento del 83,8% con 98,7% de pureza. Se agité una
solucion de lactato de (S)-2-benciloximetilo puro en cloruro de metileno y se le afadié lentamente una solucion
de hidruro de litio y aluminio a aproximadamente 5°C. La reaccion se controlé mediante el sistema TLC y se
inactivo con agua USP-PW con mucho cuidado. No se produjo racemizacion en este paso.

3. Luego se hizo reaccionar (S)-2-benciloxipropilenglicol con cloruro de metanosulfonilo en cloruro de metileno
en presencia de trietilamina para obtener el mesilato con un rendimiento del 88%. Una solucién del paso 2 se
agité en cloruro de metileno y se le anadié cloruro de metanosulfonilo gota a gota a <5°C. Después de
completar la adicion, el progreso de la reaccién fue monitoreado por el sistema TLC. La reaccion se sofoco
con agua USP-PW. Después de que las capas se separaron, la capa acuosa se volvio a extraer con cloruro
de metileno. Las capas de cloruro de metileno se combinaron y se lavaron con agua USP-PW 3 veces para
eliminar la mayor parte del acido metanosulfénico. No se produjo racemizacién en este paso.

4. El mesilato (del Paso 3) se acoplé con S-Obencilo tirosinol para formar E1 protegido con bis con un
rendimiento del 22,7%, con una pureza del 97,4%. La reaccion se llevé a cabo a temperatura ambiente
usando una combinacién de DMF como disolvente e hidruro de sodio como base. La reaccion se completé
después de agitar durante al menos 12 horas a temperatura ambiente. Cuando se us6 DMSO como solvente
con terc-butdxido de potasio como base, parecia que el anion demsilo se forma por la reaccion de la base
con DMSO descompone el mesilato o lo convierte en impurezas. Como resultado, solo se formaron trazas
del producto o no se formé ningun producto.

5. 340 mg del producto del paso 4 se redujo por hidrogenaciéon en presencia de paladio al 10% sobre
catalizador de carbono y acido clorhidrico usando cloruro de metileno como disolvente a 50°C. La reaccion
se completd en aproximadamente 4 horas sin racemizacion para producir E1 con 84,3% de rendimiento y
98,9%.

Ejemplo 2: La sintesis de E2

[0039] El enantiomero de E2 se sintetizd6 como el racemato de la (S,S) y (S,R) enantiomeros como se describe en los
Estados Unidos 2011/0086910 y se separd adicionalmente en una columna de RegisPack™, una columna quiral
recubierta con polisacarido (con un selector de tris-(3,5-dimetilfenilo) carbamoil celulosa) (Figura 7A-C).

Ejemplo 3: Evaluacion del efecto analgésico de E1y E2 en una prueba de retirada de la cola:

[0040] En el presente estudio se evalud el efecto analgésico de los enantidmeros sustancialmente puros E1 y E2
usando el modelo de retirada de la cola para el dolor nociceptivo en ratones.

Preparacion de los productos de ensayo y materiales:

[0041]

Grupo Compuesto Tamario Dosis Ruta VoIL_Jr_nen_c’ie
del grupo (mg/kg) dosificacion
1 Vehiculo 3 0
2 Morfina 3 5 P 5 mifkg
3 E1 6 3
4 E1 6 10
2
5 E1 6 20
6 E2 6 10

[0042] Preparacion de morfina: 19 ml de solucion salina se afiadid a 1 ml de morfina ampolla y fue de 0,1 ml de
solucién recibido inyectada por 20 g ratones (5 mi/kg).

[0043] Preparacién del vehiculo: 1 ml de DMSO se disolvié en 4 ml de solucién salina.
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Preparacion E1y E2 de la muestra (concentracion de 2 mg/ml para la dosificacion de 10 mg/kg):

[0044]

*» Sepesaron4 mgde E10E2.

e EIE1 0 E2 medido se disolvié completamente en 0,4 ml de DMSO.
e La solucién se diluyé luego en 1,6 ml de solucion salina.

Preparacioén de E1 para la Parte B:

La solucién madre E1 se prepard del siguiente modo:

[0045]

* Se pesaron 16,5 mg de E1.

 EI E1 medido se disolvié completamente en 0,82 ml de DMSO.
* La solucion se diluy6 luego en 3,28 ml de solucion salina.

Preparacion E1 (concentracién de 4 mg/ml para la dosificacién de 20 mg/kg):

[0046] 20 mg/kg de solucion de E1 se dosificd de solucion madre a través de la administracion i.p. en un volumen de
inyeccion de 5 mi/kg.

Preparacion E1 (concentracion de 2 mg/ml para la dosificacién de 10 mg/kg):

[0047] Se diluy6 0,7 ml de solucién madre en 0,7 Vehiculo ml.

[0048] 10 mg/kg de solucién de E1 se dosificé de solucion madre a través de la administracion i.p. en un volumen de
inyeccion de 5 mi/kg.

Preparacion E1 (concentracion de 0,6 mg/ml para la dosificacién de 3 mg/kq):

[0049] Se diluy6 0,5 ml de solucién madre en vehiculo de 3,35 ml.

[0050] 3 mg/kg de solucion de E1 se dosificd de solucion madre a través de la administracion i.p. en un volumen de
inyeccion de 5 mi/kg.

El sistema de prueba (Ver Tabla 1):

[0051] El experimento se realizd utilizando la cepa ICR macho de 7 semanas de edad, los ratones (25-27 g)
(suministrada por Harlan Israel, Ltd.).

[0052] El experimento incluyd un total de 18 ratones (parte a) y 20 ratones (parte B).

[0053] La variacion de peso de los animales en el momento de la iniciacion del tratamiento no excedié de + 20% del
peso medio.

[0054] El estado de salud de los animales utilizados en este estudio se examind a su llegada. Solo los animales con
buena salud se aclimataron a las condiciones de laboratorio y se usaron en el estudio.

[0055] Los animales se aclimataron durante 5 dias. Durante la aclimatacion y durante toda la duracién del estudio, los
animales se alojaron dentro de una instalacion de roedores de acceso limitado y se mantuvieron en grupos con un
maximo de 6 ratones por jaulas de polipropileno. Las jaulas se equiparon con fondos soélidos y se rellenaron con virutas
de madera estériles como material de cama. Los animales recibieron ad libitum una dieta comercial de roedores estéril
y tuvieron acceso libre al agua potable que se suministré a cada jaula a través de botellas de polietileno con tubos de
acero inoxidable. El agua fue monitoreada periédicamente. Se establecieron condiciones ambientales controladas
autométicamente para mantener la temperatura a 20-24°C con una humedad relativa (HR) del 30-70 %, un ciclo de
luz: oscuridad de 12:12 horas y 15-30 cambios de aire/h en la sala de estudio. La temperatura y la HR fueron
monitoreadas diariamente.

[0056] Durante el experimento cada grupo de dosificacion se mantuvo en jaulas separadas para evitar la
contaminacion cruzada que puede ocurrir a través del consumo de la materia fecal. Al final del estudio, los animales
supervivientes fueron sacrificados por asfixia con CO2.
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Tabla 1: Grupos de prueba y régimen de dosis del presente estudio:

N°  de Tamafio Dosis Volumen

Compuesto | del Ruta de Administracion del tiempo
grupo (mg/kg) e

grupo dosificacion

1 Vehiculo 3 0 P 5 ml/kg
2 Morfina 3 5 Los items de prueba se
3 E1 6 3 administraron 0,5 horas antes
4 E1 8 10 de la prueba de movimiento
5 E1 6 20
6 E2 6 10

Principios de la prueba de movimiento de la cola:

[0057] La respuesta al dolor se evalué usando el método de movimiento de la cola que utiliza un instrumento de
movimiento de la cola Ugo Basile. El animal se coloca y se mantiene suavemente sobre la superficie del instrumento
de movimiento de cola Ugo Basile (TF) con la cola recta hacia atras y por encima de una célula fotoeléctrica que sirvid
como fuente de calor. La fuente de calor y el temporizador se activan al presionar el pedal y se apagan
automaticamente cuando el animal apaga la cola del emisor. La latencia se mide y analiza como un efecto analgésico.

[0058] Descripcion del estudio: La retirada de la cola de linea de base se midié un dia antes del experimento
comenzado. El dia del experimento, primero se midieron los pesos corporales de los animales, seguidos de la
administracion i.p. de los elementos de prueba (vehiculo, morfina, NRD 13 S E1 y E2). 30 minutos después de la
administracion de los articulos de prueba, los animales fueron sometidos a la prueba de movimiento de la cola. Los
experimentos de movimiento de la cola fueron seguidos por muestras de sangre de todos los grupos. El experimento
se termin6 después de que se hayan recogido las médulas espinales y los cerebros de todos los grupos.

[0059] Estadisticas y evaluacion de datos: Todos los parametros se representan como medias y el error estandar de
la media (SEM). Los datos se analizaron usando una prueba T no emparejada de dos colas para comparar cada grupo
de tratamiento con los animales tratados con vehiculo. Se us6 una prueba T de dos colas para comparar el
pretratamiento y el postratamiento de cada grupo de tratamiento. Los valores de probabilidad p <0,01 y p <0,05 se
consideran significativos.

Resultados:

[0060] Peso corporal: El peso corporal medio de todos los animales era 27,42 + 0,22 g. No se encontraron diferencias
estadisticas entre los grupos.

Ensayo de movimiento de cola:

[0061] Los resultados de la prueba de retirada de la cola se presentan en la figura 1 como el tiempo de latencia
(segundos) que tarda el animal para chasquear su cola lejos de la fuente de calor. Los resultados también se presentan
como la diferencia entre los tiempos de latencia TF posteriores al tratamiento menos el tiempo de latencia TF del
pretratamiento (Figura 2). Un aumento en la diferencia entre los tiempos de latencia presenta un estado mas saludable
para los animales.

[0062] EI tiempo de latencia para el movimiento de cola (seg) se resume en la Tabla 2, columnas 4-5: el tiempo medio
de latencia para los animales tratados con vehiculo (Grupo 1) en la linea base (pre-tratamiento) fue de 8,72 + 0,65
seg. Treinta minutos después de la administracién del farmaco, el tiempo de latencia promedio fue de 7,78 + 0,36
segundos, que no es estadisticamente diferente del valor inicial.

[0063] EI tratamiento con morfina (Grupo 2) a una dosis de 5 mg/kg fue significativamente efectivo para aumentar el
tiempo de latencia en comparacion con el valor previo al tratamiento: 7,92 + 0,17 segundos antes del tratamiento frente
a 15,38 + 1,47 segundos después del tratamiento (p <0,01).

[0064] EI tratamiento con E1 a una dosis de 10 mg/kg (Grupo 4) fue significativamente efectivo para aumentar el
tiempo de latencia en comparacion con el valor previo al tratamiento: 8,16 + 0,39 segundos antes del tratamiento frente
a 10,63 + 0,64 segundos después del tratamiento (p <0,01). Ademas, el tratamiento con E1 a una dosis de 10 mg/kg
y 20 mg/kg expreso actividad de alivio del dolor en comparacion con los animales tratados con Vehiculo (Grupo 1):
10,63 + 0,64 segundos (Grupo 4) y 10,65 + 0,81 segundos (Grupo 5) vs. 7,78 + 0,36 segundos Vehiculo (p <0,01).

[0065] Aunque los tiempos de latencia aumentaron entre los estados de pretratamiento y post-tratamiento, este
aumento no fue estadisticamente significativo para el tratamiento con E1 a una dosis de 3 mg/kg o con E2 a una dosis
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de 10 mg/kg. Ademas, estos tratamientos no fueron significativamente activos en la reduccion del dolor en
comparacion con el vehiculo.

Diferencia entre tiempos de latencia del movimiento de cola por pretratamiento y post-tratamiento (sec):

[0066] Cuanto mayor es la diferencia entre el tiempos de latencia en pretratamiento y post-tratamiento, mayor es la
actividad del alivio del dolor. Esta diferencia se resume en la Tabla 2, columna derecha. Se puede ver que E1 mostrd
una importante actividad de alivio del dolor en comparacion con el vehiculo tratado, en particular a dosis de 10 y 20
mg/kg (p <0,01). En contraste, E2 no causé ninguna diferencia estadisticamente significativa en los tiempos de latencia

del movimiento de la cola.

Tabla 2: Resumen de datos experimentales del movimiento de la cola

o Peso corporal | Tiempo medio de latencia (seg.) A del tiempo de latencia

N° de . .
Compuesto | medio . . postratamiento

grupo Pretratamiento | Post-tratamiento .

pretratamiento (seg.)

1 Vehiculo 27,70 + 0,49 8,72 + 0,65 7,78 + 0,36 -0,93 + 0,50

2 Morfina 27,43 +0,70 792+017 15,38*% + 1,47 7,47+ 1,53

3 E1 26,83 + 0,48 7,62 +0,74 9,53 + 0,85 1,92#+ 1,10

4 E1 27,44 + 0,38 8,16 + 0,39 10,63*¢ + 0,64 2,46+ 0,60

5 E1 28,00 + 0,45 7,58 + 0,41 10,65*" + 0,81 3,07*+ 0,92

6 E2 27,13 +0,76 8,30 + 0,46 8,93 + 0,93 0,63 + 0,87

*=p <0,01 vs. Vehiculo

& = p <0,05 Pretratamiento medido para el n° de grupo 4 vs. Post-tratamiento

A = p <0,05 Pretratamiento medido para el n° de grupo 5 vs. Post-tratamiento

# = p <0,05 vs Vehiculo

Conclusiones:

[0067] En vista de los resultados obtenidos bajo las condiciones de este estudio y confinados a los datos en la vida,
E1 a dosis de 10 mg/kg y 20 mg/kg era activo en la reduccién del dolor cuando se compara con el tratado con vehiculo
grupo en modelo de movimiento de cola para nocicepcion.

[0068] Articulo de prueba E1 a una dosis de 3 mg/kg mostré actividad significativa el alivio del dolor solamente en la
diferencia calculada entre tiempos de latencia TF para pretratamiento y postratamiento, lo que sugiere la tendencia de
la actividad. E2 a una dosis de 10 mg/kg no fue activo en este estudio.

Ejemplo 4: Evaluacion de la actividad terapéutica de E1 utilizando el modelo de ligaciéon del nervio espinal
(Chung) en ratas:

[0069] La actividad antinociceptiva y analgésica de E1 en un modelo de ligacién de nervios espinales (SNL o Chung)
para dolor neuropatico se evaluo en ratas.

[0070] En el dia de estudio 0, todos los animales fueron sometidos a cirugia Chung, que consistia en una operacion
en la que los nervios espinales L5-L6 izquierdos se aislaron y se cortaron. Catorce dias después de la cirugia, los
animales se seleccionaron usando resultados de umbral de dolor de la prueba de Von Frey. Solo se incluyeron en el
estudio los animales que indicaban signos de alodinia mecanica. Después del proceso de seleccion, los animales se
agruparon y los articulos de prueba se administraron por IP. La respuesta al dolor se midi6 utilizando la metodologia
de Von Frey a las 2, 5 y 24 horas después de la administracion del elemento de prueba el dia 14 del estudio, y a las
2,5, 24 y 48 horas el dia 21 del estudio después de 7 dias de administracion del elemento de prueba.

[0071] Todos los animales ganaron peso durante el estudio. No hubo diferencias significativas en el aumento de peso
corporal entre los grupos. Este aumento en el peso corporal refleja una buena salud general durante todo el estudio.

Materiales y su preparacion:

[0072] Vehiculos: 1 ml de DMSO (Sigma) se disolvié en 4 ml de solucion salina (Proveedor: TEVA medical).

[0073] Control Positivo: Gabapentina (proveedor: USP) existe como un polvo. Para lograr una dosis de 150 mg/kg,
250 mg de la gabapentina se disolvié en 5 ml de solucion salina (50 mg/ml).

[0074] Una rata que pesa 200 g se inyect6 con 0,6 ml de solucion disuelta.

[0075] Solucion madre E1: se disolvieron 2,43 g de E1 completamente en 81 ml de DMSO.
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e Preparacion E1 (concentracion de 6 mg/ml para la dosificacion de 30 mg/kg): se diluyeron 3 ml del stock con 12
ml de solucion salina.

* Preparacion E1 (concentracion de 3 mg/ml para la dosificacion de 15 mg/kg): se diluyeron 1,5 ml del stock con
1,5 ml de DMSO y 12 ml de solucién salina.

*  Preparaciéon E1 (concentracion de 1,5 mg/ml para la dosificacion de 7,5 mg/kg): se diluyeron 0,75 ml del stock
con 2,25 ml de DMSO y 12 ml de solucion salina.

[0076] Para todas las formulaciones el volumen de aplicacion fue de 5 mi/kg.

Sistema de ensayo:

[0077] Los grupos de prueba y régimen de dosis del presente estudio se resumen en la Tabla 3.
[0078] Especie: ratas macho SD 50 adulto joven, 225-260 g al inicio del estudio (Harlan Laboratories, Israel Ltd.)

[0079] Peso corporal: variacion de peso de los animales en el momento de la iniciacion del tratamiento no excede de
+20% de la media de peso.

[0080] Sanidad animal: el estado de salud de los animales utilizados en este estudio se examiné a su llegada. Solo
los animales con buena salud se aclimataron a las condiciones de laboratorio y se usaron en el estudio.

[0081] Aclimatacion: 5 dias.

[0082] Carcasa: durante la aclimatacién y durante toda la duracion del estudio, los animales fueron alojados dentro de
un limitado servicio de acceso de roedores y mantenidos en grupos con un maximo de 3 ratas por jaulas de
polipropileno. Las jaulas se equiparon con fondos solidos y se rellenaron con virutas de madera estériles como material
de cama.

[0083] Alimentos y agua: a los animales se les proporcioné ad libitum una dieta de roedores comercial, estéril y tuvieron
libre acceso al agua potable que se suministra a cada jaula a través de botellas de polietileno con tubos de acero
inoxidable. Se incluyd un analisis del lote de alimentacién del lote de dieta utilizado en el estudio en los archivos con
los datos del estudio. El agua fue monitoreada periédicamente.

[0084] Medio ambiente: se establecieron condiciones ambientales controladas automaticamente para mantener la
temperatura a 20-24°C con una humedad relativa (HR) del 30-70%, un ciclo de luz: oscuridad de 12:12 horas y 15-30
cambios de aire/h en la sala de estudio. La temperatura y la HR fueron monitoreadas diariamente. El ciclo de luz fue
monitoreado por el reloj de control.

[0085] Cada grupo de dosificacion se mantuvo en jaulas separadas para evitar la contaminacion cruzada que podria
ocurrir a través del consumo de materia fecal. Se alojaron 2 o 3 animales por jaula.

[0086] Terminacion: Al final del estudio, los animales supervivientes fueron sacrificados por CO2.

Tabla 3: grupos de prueba y régimen de dosis del presente estudio:

N° de | Articulos

Volumen Régimen de dosificacion Régimen de prueba
grupo | de prueba

Prueba de Von Frey a
las 2, 5 y 24 horas
después de la
dosificacion el dia 14 del
estudioyalas 2,5,24y

Una vez al dia,
comenzando en el dia de
estudio 14 hasta el dia de

estudio 21. 48 horas después de la
1 Vehiculo | 5 0 En el dia de estudio 14, 2,5 | 2 a2 (o0 o8 o
(DMSO) 9 y 24 horas antes de la

estudio.

El dia 15 del estudio
Prueba de Von Frey
antes de la
administracion del
articulo de prueba

prueba de Von Frey.
El dia del estudio 21, 2, 5,
24 y 48 horas antes de la
prueba de Von Frey.
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(Continuacion)

5 -
N° de | Articulos de Volumen | Régimen de dosificacion | Régimen de prueba
grupo | prueba
El dia de estudio 14, 2, 5 Pruebas de von Frey alas 2,5y 24
Gabapentina y 24 horas antes de la horas después de la administracion
rueba de Von Frey. ., .
2 150 mglkg | 5mikg | By . el dia 14 del estudio y a las 2, 5, 24
. ia del estudio 21, 2, 5, ,
1P 24 y 48 horas antes de la y 48 hqrgs d'espues de _Ia
administracion el dia 21 del estudio.
prueba de Von Frey.
Una vez al dia,
comenzando en el dia de | Prueba de Von Frey a las 2, 5y 24
estudio 14 hasta el dia de | horas después de la dosificacion el
estudio 21. dia 14 del estudioy alas 2, 5, 24 y
3 E1 30mg/kg 5 mikkg En el dia de estudio 14, 2, | 48 horas después de la dosificacién
i.p. 5y 24 horas antes de la | el dia 21 del estudio.
prueba de Von Frey. El dia 15 del estudio Prueba de Von
El dia del estudio 21, 2, 5, | Frey antes de la administraciéon del
24 y 48 horas antes de la | articulo de prueba
prueba de Von Frey.
Una vez al dia,
comenzando en el dia de | Prueba de Von Frey alas 2, 5y 24
estudio 14 hasta el dia de | horas después de la dosificacion el
estudio 21. dia 14 del estudioy alas 2, 5, 24 y
4 E1 15 mg/kg 5 mi/k En el dia de estudio 14, 2, | 48 horas después de la dosificacién
i.p. 9 5y 24 horas antes de la | el dia 21 del estudio.
prueba de Von Frey. El dia 15 del estudio Prueba de Von
El dia del estudio 21, 2, 5, | Frey antes de la administraciéon del
24 y 48 horas antes de la | articulo de prueba
prueba de Von Frey.
Una vez al dia,
comenzando en el dia de | Prueba de Von Frey a las 2, 5y 24
estudio 14 hasta el dia de | horas después de la dosificacion el
estudio 21. dia 14 del estudioy alas 2, 5, 24 y
5 E1 7,5 5 mi/k En el dia de estudio 14, 2, | 48 horas después de la dosificacion
mg/kg i.p. 9 5y 24 horas antes de la | el dia 21 del estudio.
prueba de Von Frey. El dia 15 del estudio Prueba de Von
El dia del estudio 21, 2, 5, | Frey antes de la administraciéon del
24 y 48 horas antes de la | articulo de prueba
prueba de Von Frey.

Procedimiento de prueba:

[0087] Principios de la Induced Modelo Chung: El modelo de Chung es un modelo fiable para el dolor de la neuropatia

que permite la medicion de umbral de dolor del animal inmediatamente después de que el animal despierta de la

cirugia.

[0088] EI horario de estudio (dia 1 del estudio hasta el dia de estudio 14) incluyendo el funcionamiento y el tratamiento

se resume en la tabla 4:

Tabla 4: Actividad terapéutica de E1 usando el modelo de ligadura del nervio espinal (Chung) en ratas.

Horario de estudio:

Dia | Tarea

-1 Mediciones de respuesta de von Frey (linea de base); Mediciones de peso corporal.

0 Operacion Chung.

7 Mediciones de peso corporal.

1. Mediciones de respuesta de Von Frey (administracion previa a Tl);
2. Seleccion y agrupacion;
14 | 3. Mediciones del peso corporal;
4. Administracion de los articulos de prueba a todos los grupos;

5. Mediciones de respuesta de Von Frey (2 y 5 horas después de la administracion de TI).

15

Mediciones de respuesta de Von Frey (24 horas después de la administracion de TI);
Prueba de la administracion de articulos a todos los grupos.
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(Continuacion)

Dia Tarea
16-20 | Administracion de vehiculos (Grupo 1M) y E1 (Grupos 3M - 5M).
1. Mediciones de respuesta de Von Frey (administracion previa a Tl); 2. Mediciones del peso

21 corporal; 3. Administracion de los items de prueba a todos los grupos; 4. Mediciones de
respuesta de Von Frey (2 y 5 horas después de la administracion de TI).

22 1. Mediciones de respuesta de Von Frey (24 horas después de la administracion de TI).

23 1. Mediciones de respuesta de Von Frey (48 horas después de la administracion de Tl); 2.
Terminacién

[0089] Induccion del dolor neuropético: bajo anestesia usando ketamina/xilazina de sodio y después el area fue
afeitada, la rata se colocé en una posicion prona y los musculos paraespinales izquierdos se separaron del proceso
espinoso en los niveles de L4-S2. El proceso transversal vertebral L6 se elimind cuidadosamente con una pequefa
gubia para identificar visualmente los nervios espinales L5-L6. Se cortaron los nervios espinales L5-L6 izquierdos. El
musculo se cerré con suturas de seda 4-0 y la piel se cerrd con una pinza. Después de la cirugia, las ratas fueron
devueltas a la jaula y permanecieron bajo una lampara de calentamiento hasta que despertaron.

[0090] Criterios de inclusidn/exclusion para la preseleccion: en el dia 14 postoperatorio, se sometié a prueba a los
animales para detectar alodinia mecanica utilizando la metodologia de Von Frey antes de colocarlos en sus grupos
experimentales. Solo se incluyeron en el estudio animales con un umbral de dolor de & 26 g para la pierna operada.
Para formar grupos de tratamiento homogéneos y adherirse a la aleatorizacion, todas las ratas operadas se agruparon
segun los criterios de inclusién/exclusion.

Tratamiento:

[0091] Inicio de tratamiento: animales se seleccionaron utilizando el parametro del desarrollo del dolor (Von Frey
prueba) y luego se colocaron en sus grupos experimentales.

[0092] Vehiculo y E1 se administraron desde el dia de estudio 14 a través de dias de estudio 21.
[0093] La gabapentina, el control positivo, se administré sélo en los dias de prueba 14, 15y 21.

[0094] Se realizo la prueba Von Frey antes de administraciones de los articulos de prueba (inyeccion previa a Tl) y 2
y 5 horas después de la administracion de Tl (inyeccion posterior a Tl) en los dias 14 y 21 del estudio.

[0095] La prueba de Von Frey se realiz6 antes de la administracion de Tl el dia 15 del estudio (24 horas después de
la administracion de Tl el dia del estudio 14) y en los dias de estudio 22 y 23 (24 y 48 horas respectivamente después
de la administracion de Tl el dia 21 del estudio).

[0096] Via de administracion: E1 (producto de ensayo); El vehiculo y el control positivo (gabapentina) se administraron
IP. En todos los casos, a menos que se decida lo contrario en el curso del estudio, todas las soluciones de dosificacién
se aplicaron como una administracién diaria en cada una de las sesiones de dosificacién repetidas.

[0097] Terminacidn: Al final del estudio, los animales fueron sacrificados con COz.

Observaciones experimentales:

[0098] Pesos corporales: el peso corporal se midi6 a intervalos regulares en los dias de estudio -1 para los valores de
linea de base y siete dias después de la cirugia (dia de estudio 7). Ademas, los animales que demostraron criterios
para la alodinia mecanica en el estudio dia 14 fueron también pesados después de la seleccién y agrupamiento en los
dias de estudio 14 y 21.

[0099] Evaluacion de respuesta al dolor: La respuesta al dolor se evalué mediante la prueba de Von Frey para alodinia
mecanica.

[0100] La prueba de Von Frey para alodinia mecéanica se basa en la aplicacion de pulsos cortos de presion que no son
dolorosos para un animal ingenuo. De hecho, para lograr la retirada de la pata de un animal ingenuo, la presion
aplicada es a veces superior a 60 g. Esto a menudo requiere que el investigador aplique suficiente presion con el
filamento de Von Frey para realmente levantar la pata del animal ingenuo. Sin embargo, en condiciones de
enfermedad, los animales son sensibles a una presion mucho mas baja y experimentan dolor como resultado de un
estimulo normalmente no doloroso.

[0101] Evaluacién de alodinia mecanica (pruebas Von FREV): la respuesta alodinica a la estimulacion tactil se evalud
utilizando el aparato de Von Frey (Touch®).
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[0102] Las ratas se colocaron en un recinto y se posicionaron en una superficie de malla de metal, pero les permite
moverse libremente. Las cabafias de las ratas estaban cubiertas con celofan rojo para disminuir las perturbaciones
ambientales. La prueba comenzé6 después del cese del comportamiento exploratorio. El conjunto de monofilamentos
de Von Frey proporciona una escala logaritmica aproximada de fuerza real y una escala lineal de intensidad percibida
segun lo provisto por el fabricante del aparato de Von Frey (Ugo Basil). El principio de funcionamiento: cuando la punta
de una fibra de longitud y diametro dados se presiona contra la piel en angulo recto, la fuerza de aplicacion aumenta
mientras el investigador continia avanzando la sonda hasta que la fibra se dobla. Después de que la fibra se dobla,
la sonda continda avanzando, haciendo que la fibra se doble mas, pero sin aplicar fuerza adicional a la pata.

Tabla 5: la fuerza (g) y su tamafio correspondiente de monofilamentos

tamaino Fuerza (g)
1,65 0,008
2,36 0,02
2,44 0,04
2,83 0,07
3,22 0,16
3,61 0,40
3,84 0,60
4,08 1,00
417 1,40
4,31 2,00
4,56 4,00
4,74 6,00
4,93 8,00
5,07 10
5,18 15
5,46 26
5,88 60
6,10 100
6,45 180
6,65 300

[0103] Los roedores exhiben un reflejo de retirada de la pata cuando su pata se toca inesperadamente. El Touch
Test™ Sensory Evaluator se puede usar en las superficies plantares del pie de la rata. El animal indicara sensacion
tirando hacia atras su pata. La fuerza minima necesaria para elevar el reflejo de retirada se designa/considera como
el valor de referencia.

[0104] Evaluacion de estadisticas/datos: Todos los datos se presentan como medias + SEM. Cada grupo de
tratamiento se comparé con su grupo de vehiculo relevante usando una prueba T no emparejada de dos colas
(Software: Microsoft®Excel). Se usé una prueba T en pares de dos colas para comparar la respuesta al dolor previa
al tratamiento con la respuesta al dolor posterior al tratamiento para cada grupo de prueba. Se considera que un valor
de p <0,05 representa una diferencia significativa.

[0105] La prueba de Von Frey se realizé los dias 22 y 23 del estudio (24 y 48 horas, respectivamente, después de la
administracion de Tl el dia 21 del estudio).

Resultados:

[0106] Peso corporal (Tabla 6; Figura 3): Todos los animales ganaron peso durante el estudio; sin embargo, no hubo
diferencias significativas en el aumento de peso entre los grupos. El peso corporal basal para todos los animales fue
de 243,76 + 1,21 g en el dia de estudio -1.

[0107] Los pesos corporales también se midieron en los dias 7, 14 y 21 del estudio. En el dia 7 del estudio, el peso

corporal medio para todos los grupos fue de 258,12 + 1,71 g. En el dia 14 del estudio, el peso corporal promedio para
todos los grupos fue de 286,34 + 1.93 g. En el dia 21 del estudio, el peso corporal promedio fue 302,34 + 2,29 g.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2763 946 T3

Tabla 6: Peso corporal medio del grupo en todos los grupos de estudio

Codigo | 1 1iamiento Base Dia 7 Dia 14 Dia 21

del grupo

1 Vehiculo DMSO | 240,70 + 2,73 | 256,1064,32 | 282,30 + 4,73 | 298,20 + 6,12

2 Gabapentina 242,10°2,44 | 255,20 + 2,83 | 283,30 + 2,53 | 307,90 + 3,42,
150 mg/kg i,p,

3 E1 30 mg/kg i,p, | 245,20 + 3,19 | 261,20 + 4,45 | 288,70 + 5,51 | 303,30 + 6,01

4 E1 15 mg/kg i,p, | 245,00 + 2,80 | 259,20 + 3,29 | 289,80 + 3,27 | 298,50 + 3,27

5 E17,5mg/kgi,p, | 245,80 + 2,54 | 258,90 + 4,41 | 287,60 + 5,14 | 303,80 + 6,26

[0108] Prueba de Von Frey (Tablas 7, 8, 9y 10; Figuras 4 y 5): Los resultados se presentaron como la fuerza media
de la retirada de la pierna operada izquierda (g). La alodinia mecanica se observé como un aumento en la sensibilidad
animal a los filamentos de Von Frey en diferentes puntos de tiempo en los dias de estudio 14 (2, 5y 24 horas) y 21
(2, 5, 24 y 48 horas). Todos los valores también se calcularon y se presentaron como la fuerza necesaria para retirar
la pierna sana derecha menos la fuerza necesaria para retirar la pierna operada izquierda. Este calculo presenta los
valores de un animal en un estado saludable cercano a 0, por lo tanto, la fuerza de retirada para ambas patas es igual.
Los animales en un estado doloroso se presentan como una brecha de fuerza mas grande entre la pierna sana derecha
y la pierna operada izquierda. El aumento en las diferencias de fuerza de retirada (fuerza delta) presenta un estado
mas doloroso.

[0109] Respuesta de von Frey de los elementos de prueba frente al vehiculo: la fuerza media de referencia requerida
para retirar la pata operada a la izquierda de los animales tratados con vehiculo (Grupo 1) fue 56,60 + 3,40 g. En el
dia de estudio 14 antes del tratamiento, la fuerza de retirada de la pierna izquierda fue significativamente menor que
la medicién inicial, lo que indica un estado doloroso: 10,00 +0,93g; p <0,05.

[0110] E1 30 mg/kg i.p. (Grupo 3): en comparacioén con el tratamiento de control del vehiculo (Grupo 1) con E1 a una
dosis de 30 mg/kg el dia 14 del estudio, no inhibio la alodinia 2 horas después de su administracion (13,20 + 1,70 g
ns. Vs. 10,70 + 0,98 g en el grupo Vehiculo). El tratamiento con E1 a una dosis de 30 mg/kg en el dia 14 del estudio
inhibié efectivamente la alodinia a las 5 horas después de su administracion en comparacion con los animales tratados
con vehiculo: 30,60 + 5,10 g frente a 10,10° 0,60 g en el grupo vehiculo; p <0,05 y también a las 24 horas después de
su administracion: 25,20 + 6,25 g ns vs. 11,80 + 1,79 g en el grupo vehiculo; p = 0,05.

[0111] En comparacion con el tratamiento de control del vehiculo con E1 a una dosis de 30 mg/kg en el dia 21 del
estudio, inhibié efectivamente la alodinia 2 horas después de su administracion: 19,40 + 1,80 gvs. 11,40 + 1,01 gen
el grupo de vehiculos p <0,05, a las 5 horas después de su administracion: 22,90 + 4,64 g frente 2 9,80 + 0,90 g en el
grupo vehiculo; p <0,05 y también a las 24 horas después de su administracion: 17,50 + 2,48 gvs. 11,00 + 1,11 gen
el grupo vehiculo; p <0,05.

[0112] En comparacion con el control del vehiculo, el tratamiento con E1 a una dosis de 30 mg/kg el dia 21 del estudio
no inhibié la alodinia a las 48 horas después de su administracién: 8,90 + 0,82 g frente a 9,90 + 1,21 g en el grupo
vehiculo.

Tabla 7: La fuerza media Von Frey requerida para la retirada de la pierna operada izquierda (g): las mediciones se
realizaron en el 14° dia del estudio:

Cadigo Tratamiento Linea de | Pretratamiento dia | Dia 14 Post-tratamiento
de grupo base 14 2 horas 5 horas 24 horas
Vehiculo 56,60 + 10,10% | 11,80 +
1 DMSO 3,40 10,00 + 0,93 10,70 + 0,98 0,90 1,79
Gabapentina 53,20 + 36,30 +1 11,80+ | 15,20 #
2 150 mg/kpi.p. | 4,53 10004088 6.60 1,85 +1,95
E1 30 mg/kg | 60,00 + 30.60% | 25,20 +
3 ip. 0,00 10,50 + 1,06 13,20 +1,70 +510 6.25
E1 15 mg/kg | 56,60 + 30,80% | 35,80
4 ip. 3,40 9,80 + 0,90 11,80 + 5.67 +6.66 +6.80
E1 7,5 mg/kg | 56,60 + 28,80% + | 32,20% | 35,80
5 ip. 3,40 9,90 £ 0.64 7.10 1637 | +6.80
* p <0,05 vs. vehiculo #p <0,05 Pretratamiento vs. Post-tratamiento

[0113] E1 15 mg/kg i.p. (Grupo 4): Cuando se compara con el control de vehiculo (Grupo 1) el tratamiento con E1 a
una dosis de 15 mg/kg el dia 14 del estudio no inhibi6 la alodinia 2 horas después de su administracion.
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[0114] EI tratamiento con E1 a una dosis de 15 mg/kg en el dia 14 del estudio inhibio la alodinia 5 y aun después de
24 horas después de su administracidon en comparacion con los animales tratados con vehiculo.

[0115] En comparacién con el control del vehiculo, el tratamiento con E1 a una dosis de 15 mg/kg inhibié la alodinia
en el pretratamiento del dia 21 del estudio ; 2, 5y 24 horas después de su administracion, sin embargo, el tratamiento
con una dosis de 15 mg/kg en el dia 21 del estudio fue menos efectivo 48 horas después de su administracion.

Tabla 8: La fuerza media de Von Frey requerida para la extraccion de la pierna operada izquierda (g): las mediciones
se realizaron el dia 21:

Cédigo . Pretratamiento | Dia 21 Post-tratamiento
de Tratamiento dia 21
grupo a 2 horas 5 horas 24 horas 48 horas
Vehiculo 6 9,90 +
1 DMSO 10,10 1,11 11,40 +1,01 | 9,80 + 0,90 11,00 + 1,11 121
Gabapentina 4190 * # + 9,50 +
2 150 mg/kg i.p. 10,20 + 0,85 6.12 12.60 + 1,85 | 13,40 + 2,29 069
E1 30 mg/kg 19,40 * # + (2290 * # + 17,50 * # + | 8,90 +
3 ip. 13002176 | 4 g9 464 248 0.82
E1 15 mg/kg . 43,00 * +([34,70 * +[2470 * + (2020 +
4 i.p. 33,50 " + 6,04 5,67 7,06 6,17 4,80
E1 7,5 mglkg . 2840 * + (4310 * # + ([ 31,30 * +(2930 * +
5 ip. 290072572 | 5 5, 6,97 6,50 6,97
* p <0,05 vs. vehiculo
#p <0,05 Pretratamiento vs. Post-tratamiento

[0116] E1 7,5 ma/kqg i.p. (Grupo 5): en comparacion con el control del vehiculo (Grupo 1), el tratamiento con E1 a una
dosis de 7,5 mg/kg el dia 14 del estudio inhibié efectivamente la alodinia 2, 5 y también 24 horas despues de su
administracion.

[0117] En comparacion con el control del vehiculo, el tratamiento con E1 a una dosis de 7,5 mg/kg inhibié la alodinia
en el pretratamiento del dia 21 del estudio y también 2, 5, 24 e incluso 48 horas después de su administracién.

[0118] Gabapentina 150 ma/kg i.p. (Grupo 2): en comparacion con el control del vehiculo (Grupo 1), el tratamiento con
gabapentina el dia 14 del estudio inhibid la alodinia 2 horas después de su administracion; pero no fue efectivo 5 horas
después de su administracion.

[0119] En comparacion con el control del vehiculo, el tratamiento con gabapentina el dia 21 del estudio inhibid
efectivamente la alodinia 2 horas después de su administracion; pero no fue efectivo ya 5 horas después de su
administracion.

Tabla 9: La diferencia (fuerza) entre la pierna sana derecha y la pierna operada izquierda (g): un estudio de 14 dias.
La diferencia se calcula restando el valor de extraccion de fuerza de la pierna operada izquierda del valor de
extraccion de fuerza de la pierna sana derecha.

Caddigo . . Dia 14 Post-tratamiento
de Tratamiento Linea de | Pretratamient
base odia 14 2 horas 5 horas 24 horas
grupo
Vehiculo 48,20 +
1 DMSO -3,40 + 3,40 | 46,60 + 3,07 49,30 + 0,98 49,90 + 0,90 1,79
Gabapentin .
2 a 150 mg/kg | 0,00+0,00 | 50,00+088 |2370 " # *1 48004185 |*480#+
ip 6.60 1,95
3 E130mgkg | 5 00+0,00 |4950+1,06 |4680+1,70 |2%40 7 # +]3480 +
i.p. 5,10 6,25
E1 15 mg/kg 2920 * # +|2420 *#
4 ip. 0,00 +0,00 | 50,20 + 0,90 48,20 + 5,67 666 +6.80
E1 7,5 6 31,20 * # + 2440 * # +|2080*+
5 mg/kg i.p. 0,00+0,00 |50,10°0,64 7,10 6,89 7,10
*p <0,05 vs. vehiculo
#p <0,05 Pretratamiento vs. Post-tratamiento
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Respuesta de von Frey de los articulos de prueba - Post tratamiento versus pretratamiento:

[0120] E1 30 mg/kg i.p. (Grupo 3): en comparacion con el valor de pretratamiento, el tratamiento con E1 a una dosis
de 30 mg/kg en el dia 14 del estudio inhibi6 alodinia 5 horas después de su administracion antes y después del
tratamiento. En comparacion con el valor de pretratamiento, el tratamiento con E1 a una dosis de 30 mg/kg el dia 21
del estudio inhibid la alodinia 2, 5 e incluso 24 horas después de su administracion.

Tabla 10: La diferencia (fuerza delta) entre la pierna sana derecha y la pierna operada izquierda (g): un estudio de
21 dias. La diferencia se calcula restando el valor de extraccién de fuerza de la pierna operada izquierda del valor de
extraccion de fuerza de la pierna sana derecha.

Codigo Pretratamiento
de Tratamiento dia 21 Dia 21 Post-tratamiento
grupo
2 horas 5 horas 24 horas 48 horas
6
1 Vehiculo DMSO | 49,90 +1,11 | 4860+1,01 | 50204090 | 7290 %2010
Gabapentina *# 46,60 + | 50,50 +
2 150 mg/kg i.p. 49,80 + 0,85 18,10%+6,12 47,40 + 1,85 229 0.69
. . . 42.50% + | 51,108
# # ) + ,
3 E130 mg/kgi.p. | 47,00 + 1,76 40.60%+ 1,80 37,10%+4.64 248 0.82
4 E115mg/kgi.p. | 26,50 *+6,04 | 17,00 *+5.67 | 25,30 * +7,06 35,30 + 3980+
6,17 4,80
. . 28,70 * + | 30,70 *
* * # ’ —_ ’
5 E17,5mg/kgi.p. | 31,00*+5,72 | 31,60 * + 5,52 16,907+ 6,97 6.50 +6.97
* p <0,05 vs. vehiculo
#p <0,05 Pretratamiento vs. Post-tratamiento

[0121] E1 15 ma/kg i.p. (Grupo 4): en comparacion con el valor de pretratamiento, el tratamiento con E1 a una dosis
de 15 mg/kg el dia 14 del estudio inhibi6 la alodinia 5 horas e incluso 24 horas después de su administracion.

[0122] E1 7.5 mg/kg i.p. (Grupo 5): en comparacion con el valor de pretratamiento, el tratamiento con E1 a una dosis
de 7,5 mg/kg en el dia de estudio 14 inhibio la alodinia 2, 5 e incluso 24 horas después de su administracién. En
comparacioén con el valor de pretratamiento, el tratamiento con E1 a una dosis de 7,5 mg/kg el dia 21 del estudio
inhibio la alodinia 5 horas después de su administracion.

[0123] Gabapentina 150 mg/kg i.p. (Grupo 2): en comparacion con el valor de pretratamiento, el tratamiento con
gabapentina el dia 14 del estudio inhibi6 la alodinia 2 horas después de su administracion; pero no fue efectivo 24
horas después de su administracion.

[0124] En comparacion con el valor de pretratamiento, el tratamiento con gabapentina el dia 21 del estudio inhibié la
alodinia 2 horas después de su administracion.

Fuerza de retirada delta de los articulos de prueba frente al vehiculo:

[0125] E1 30 mg/kq i.p. (Grupo 3): el calculo de la fuerza de retirada delta entre las dos piernas el dia 14 mostré una
actividad de alivio del dolor significativa para E1 a una dosis de 30 mg/kg a las 5 horas después de su administracion.
El calculo de la fuerza de abstinencia delta entre las dos piernas el dia 21 mostré una importante actividad de alivio
del dolor para E1 a una dosis de 30 mg/kg a las 2, 5 e incluso 24 horas después de su administracion.

[0126] E1 15 mg/kqg i.p. (Grupo 4): el célculo de la fuerza de abstinencia delta entre las dos piernas el dia 14 mostro
una actividad significativa de alivio del dolor para E1 a una dosis de 15 mg/kg a las 5 e incluso 24 horas después de
su administracion: 29,20 + 6,66 g vs. 49,90 + 0,60 g en el grupo vehiculo; p <0,05.

[0127] El calculo de la fuerza de abstinencia delta entre las dos piernas mostré una actividad significativa de alivio del
dolor para E1 a una dosis de 15 mg/kg en el pretratamiento del dia 21 del estudio; 2, 5 e incluso 24 horas después de
su administracion

[0128] E1 7,5 mg/kqg i.p. (Grupo 5): el calculo de la fuerza de abstinencia delta entre las dos piernas el dia 14 mostré
una actividad de alivio del dolor significativa para E1 a una dosis de 7,5 mg/kg a las 2, 5 y aun a las 24 horas después
de su administracion.

[0129] EI calculo de la fuerza de abstinencia delta entre las dos piernas mostré una importante actividad de alivio del
dolor para E1 a una dosis de 7,5 mg/kg en el pretratamiento del dia 21 del estudio; 2, 5, 24 y aun a las 48 horas
después de su administracion.
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Gabapentina 150 mg/kg i.p. (Grupo 2):

[0130] El calculo de la fuerza de abstinencia delta entre las dos piernas el dia 14 y el dia 21 mostré una actividad de
alivio del dolor significativa para la gabapentina a las 2 horas después de su administracion.

Fuerza de retirada delta de los articulos de prueba - después del tratamiento vs. tratamiento previo:

[0131] E1 30 mg/kg i.p. (Grupo 3): Cuando se compara con el valor pretratamiento de delta fuerza de extraccion en el
dia 14, el tratamiento con E1 a una dosis de 30 mg/kg inhibe la alodinia 5 horas después de su administracion En
comparacion con el valor de pretratamiento de la fuerza de abstinencia delta en el dia 21, el tratamiento con E1 a una
dosis de 30 mg/kg inhibié la alodinia 2, 5y 24 horas después de su administracion. E1 15 mg/kg i.p. (Grupo 4):

[0132] En comparacion con el valor de pretratamiento de la fuerza de abstinencia delta el dia 14, el tratamiento con
E1 a una dosis de 15 mg/kg inhibi6 la alodinia 5 e incluso 24 horas después de su administracion.

E17.5 mag/kg i.p. (Grupo 5):

[0133] En comparacién con el valor de pretratamiento de la fuerza de abstinencia delta en el dia 14, el tratamiento con
E1 a una dosis de 7,5 mg/kg inhibi6 la alodinia 2, 5 y 24 horas después de su administracion.

[0134] En comparacion con el valor de pretratamiento de la fuerza de retirada delta en el dia 21, el tratamiento con E1
a una dosis de 7,5 mg/kg inhibi6 la alodinia 5 horas después de su administracion.

Gabapentina 150 ma/kg i.p. (Grupo 2):

[0135] En comparacion con el valor de pretratamiento de la fuerza de abstinencia delta el dia 14, el tratamiento con
gabapentina inhibié la alodinia 2 horas después de su administracion, sin embargo, no fue eficaz 5 horas después de
la administracion.

[0136] En comparacién con el valor de pretratamiento de la fuerza de retirada delta en el dia 21, el tratamiento con
gabapentina inhibid efectivamente la alodinia 2 horas después de su administracion.

[0137] Es de notar que el tratamiento con los compuestos de ensayo como se describe anteriormente, los animales
tratados con E1 puso completamente la pata operada en la superficie de metal del aparato de Von Frey de malla.

Conclusiones:

[0138] En vista de los resultados obtenidos en las condiciones de este estudio, el E1 a una dosis de 30 mg/kg fue
eficaz como articulo analgésico del dolor en el modelo de ligadura del nervio espinal para el dolor neuropatico en ratas
como se refleja en los parametros de alodinia mecanica a los 5 dias de administracion del articulo de prueba el dia 14
del estudio, y a las 2, 5 y 24 horas posteriores a la administracion del articulo de prueba el dia 21 del estudio.

[0139] E1 a una dosis de 15 mg/kg fue eficaz como un articulo analgésico contra el dolor como se refleja en los
parametros de la alodinia mecanica a las 5 y 24 horas después de la administracion del elemento de prueba el dia 14
del estudio, y a las 2, 5y 24 horas después de la administracion del elemento de prueba el dia 21 del estudio.

[0140] E1 a una dosis de 7,5 mg/kg fue eficaz como articulo analgésico contra el dolor, como se refleja en los
parametros de la alodinia mecanica a las 2, 5 y 24 horas después de la administracion del elemento de prueba el dia
14 del estudio, y a las 2, 5, 24 y 48 horas después de la administracion del elemento de prueba el dia 21 del estudio.

[0141] La gabapentina, el control positivo en este estudio, estaba activa a las 2 horas después de su administracion
en los dias 14 y 21 del estudio. A diferencia de los articulos de prueba, la actividad analgésica de la gabapentina ya
no se detectd 5 horas, 24 horas y 48 horas después de la dosificacion.

Ejemplo 5: Enantiomeros E1 y E2 modulan la actividad de la tirosina quinasa

[0142] Los enantidmeros E1 y E2 se probaron en los ensayos de quinasa BLK, Lyn A, Lyn B y Src (Unicamente El) en
un rango de 5 concentraciones desde 1,0 E-03 hasta 1,0 E-05 (M). Los estudios incluyeron los ensayos de quinasa
BLK, LynA, LynB y Src. Cada compuesto y concentracion se probo en pocillos duplicados.

[0143] Este proyecto se completé utilizando el Caliper LabChip 3000 y un LabChip de 12 sorbos. Los ensayos LabChip
se basan en separaciones, lo que significa que el producto y el sustrato estan electroforéticamente separados,
minimizando asi las interferencias y produciendo la mayor calidad de datos disponible en cualquier plataforma de
deteccién. Los factores Z' para los ensayos enzimaticos EZ Reader y LC3000 estan rutinariamente en el rango de 0,8
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a 0,9. Las ventajas de los ensayos LabChip incluyen valores altos de Z’, pocos falsos positivos, pocos falsos negativos
y reproducibilidad de calidad analitica.

[0144] EI ensayo de incubacion de ensayo de quinasa de desplazamiento de movilidad fuera de chip utiliza un chip
microfluidico para medir la conversion de un sustrato peptidico fluorescente a un producto fosforilado. La mezcla de
reaccion, procedente de un pocillo de placa de microtitulacién, se introduce a través de un extractor capilar en el chip,
donde el sustrato no fosforilado y el producto fosforilado se separan por electroforesis y se detectan mediante
fluorescencia inducida por laser. La firma de la sefal de fluorescencia con el tiempo revela el alcance de la reaccion.

[0145] La precision de la microfluidica permite la deteccion de interacciones sutiles entre candidatos a farmacos y
objetivos terapéuticos. La tecnologia es capaz de detectar inhibidores fuertes y débiles con alta precision, e identifica
rutinariamente a los candidatos a farmacos que las técnicas convencionales fallan. Las condiciones del ensayo se
resumen en la Tabla 8:

Tabla 8: Condiciones de ensayo de quinasa

Quinasa | [Enzima | ATP (@ | Tampé | Detergente Péptid | Inhibidor
1 nM Km, uM) | n o de
referenci
a
BLK 10,0 19,0 100 mM | 0,01% Brij-35 1,5 uM | Estaurosp
Lyn A 3,5 20,0 Hepes, | 0,01% Brij-35 FL- orina
Lyn B 15,0 10,0 pH7.5 | 0,01% Brij-35 péptido
Src 0,2 38,0 0,004% tween 20, 0,003% Brij-
35

[0146] Datos de control del ensayo: Todos los ensayos deben pasar los estandares internos de QA/QC que incluyen
una CI50 de referencia para cada ejecucion del ensayo que debe estar dentro de la mitad de la unidad de registro
(mas o menos) del promedio histérico aceptado. Los datos de control del ensayo se resumen en la Tabla 9:

Tabla 9: Datos de control del ensayo de quinasa:

100% de Control 0% de
Quinasa Compuesto de actividad 100% actividad 0% control
probada referencia CI50 media de DESEST media de DESEST
control control
M) % de_’ % de” % de_’ % de_’
conversion conversion conversion conversion
BLK 4,87E-09 14,25 0,18 0,59 0,32
Lyn A 3,38E-09 37,82 0,11 0,61 0,43
Lyn B 3,20E-09 14,69 0,08 0,31 0,14
Src 5,88E-09 24,64 2,94 0,49 0,28

[0147] Resultados: La actividad de los enantidmeros E1 y E2 como moduladores de varias proteinas tirosina quinasas
se presenta graficamente (curvas Clso) en las Figuras 6A-D. Las curvas Clso se generan utilizando GraphPad 5 y un
modelo estandar de regresion no lineal de 4 parametros (log (inhibidor) vs respuesta - pendiente variable). Las curvas
CEso se generan utilizando GraphPad 5 y un modelo de regresion no lineal estandar de 4 parametros (respuesta de
dosis sigmoidal - pendiente variable). Los puntos de datos son los promedios de pozos duplicados. Las barras de error
representan la actividad replicada media de + %.

[0148] Los expertos en la materia apreciaran que la presente invencion no esta limitada por lo que se ha mostrado y

descrito particularmente anteriormente en el presente documento. Mas bien, el alcance de la invencion esta definido
por las reivindicaciones que siguen.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de formula Il

CHs

*NoH ®)

II

que tiene la estereoquimica especifica de (S)2-N(3-O-((S)propano 2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida
o una sal farmacéuticamente aceptable o hidrato del mismo, en donde el compuesto estda en una forma
sustancialmente pura que comprende al menos 90% de (S)2-N(3-O-((S)propano 2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-
fenilpropilamida y menos del 10% de otras formas estereoisoméricas del compuesto para su uso en el tratamiento o
profilaxis del dolor, en donde dicho compuesto o sal o hidrato farmacéuticamente aceptable del mismo se administra
una vez cada 24 horas.

2. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 1,

en donde la forma sustancialmente pura comprende al menos el 95% de (S)2-N(3-O-((S)propano 2-ol)-1-
propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida y menos del 5% de otras formas estereoisoméricas del
compuesto; preferiblemente en donde la forma sustancialmente pura comprende al menos 98% de (S)2-N(3-
O-((S)propano 2-ol)-1-propilo-4-hidroxibenceno)-3-fenilpropilamida y menos del 2% de otras formas
estereoisoméricas del compuesto.

3. El compuesto para uso de acuerdo con 1, en el que el dolor es dolor agudo o crénico.

4. El compuesto para usar de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde el dolor es dolor neuropatico, preferiblemente
en donde el dolor neuropatico es al menos un sintoma seleccionado de dolores neuropaticos en neuralgia post
herpética, neuralgia del trigémino, neuralgia diabética, dolor por cancer, dolor postoperatorio o postraumatico
persistente, hiperalgia, alodinia, dolor de postoracotomia, SDRC, dolor asociado con esclerosis multiple, SIDA, dolor
talamico, dolor parapléjico causado por mielopatia, anestesia dolorosa y dolor de miembro fantasma.

5. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el dolor es dolor nociceptivo.

6. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacién 1 formulado en una composicién farmacéutica que
comprende ademas un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

7. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 1 formulado en la composicion farmacéutica de la
reivindicacion 6, en donde dicha composicion se formula como una forma de dosificacion unitaria.

8. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacién 1 formulado en la composicién farmacéutica de la
reivindicacion 6, en donde dicha composicion esta formulada para administracion oral.

9. El compuesto para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1 formulado en la composicion farmacéutica de la
reivindicacion 6, en donde dicha composicion se formula como una forma de dosificacidn unitaria que comprende de
0,1 a 500 mg del compuesto o una de sus sales o hidratos farmacéuticamente aceptables.

10. El compuesto para uso de acuerdo con la reivindicacion 1 formulado en la composicion farmacéutica de la

reivindicacion 6, en donde dicha composicion es adecuada para la administracion de una dosis diaria de 1,0 mg a 15
g del compuesto de la reivindicacion 1.

21



Tiempo de latencia a prueba TF (seg.)

Diferencia entre tiempos de latencia (seg.)

sl ke
& MO O @
1 i 1 i H

Vehiculo

10 -

ES 2763 946 T3

Morfina

R

ELl E1l El
3mg/kg 10mg/kg  20mgike

Figura 1

<3

R

-L r

Vehiculo

Morfina'

B Pretratamiento
8 Post-tratamiento

El El El
3mg/kg  10mg/kg  20mg/kg

Figura 2

22

E2
10mg/kg



Peso corporal (g)

Retirada de fuerza de pierna izquierda (g)

ES 2763 946 T3

350 -

300
250 -

200

150 -
100 -
50 .
o .

20 -

1

0 .
LR

Linea de base

i

Linea de base 7 14
Dias de estudio

Figura 3

Dia 14 Dia 14 Dia 14 Dia 14

M vehiculo (Grupo1l)
#Gabapentina(Grupo 2)
® E1 30 mg/kg (Grupo 3)
g3 EL1 15 mg/kg (Grupo 4)
1 E1 7.5 mg/kg (Grupo 5)

® vehiculo (Grupo1)
#@Gabapentina(Grupo 2)
® E1 30 mg/kg (Grupo 3)
£ E1 15 mg/kg (Grupo 4)
% E1 7.5 mg/kg (Grupo 5)

pre- 2h post- 5hpost- 24h post-

tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento

Figura 4A

23



ES 2763 946 T3

-
&0
E
B -
» #

A N *

. * T
30 - i_\g

W yehicule (Grupol)

"
- ?E E mGabapentina(Grupo 2)
- i | mE130mg/kg (Grupo3)
G || mEL115mg/kg (Grupo 4)
Q- | ”‘i | T E17.5mg/kg (Grupo 5)
1 i
. 5 | KR

Diaz1 Dia21r Dia21 Dia2r Dia2
pre- 2h post-  Shpost- 24h post- 48h post-
tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento

Fuerza de retirada de pierna izquierda (g)

Figura 4B
B
% T OE . -
ol B
= AU | o
i i e
'S L | *
] - R = i ~ % M Vehiculo (Grupo1)
3{} fct : a F :
= wim ' i i EGabapentina(Grupo 2)
< Hi o8 W E1 30 mg/kg (Grupo 3)
S m. %t i - 2 E1 15 mg/kg (Grupo 4)
° L o : 7 E1 7.5 mg/kg (Grupo 5)
= i o o
L] i i 4
T - i i i
1] S.c'* G :”_4
N | | |
] | 0
I I S— . il

Dia 14 Dia 14 Dia 14 Dia 14
Linea de base pre- Zh post- Shpost-  24h post-
tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento

Figura 5A

24



Fuerza de retirada delta (g)

% Activiqad

ES 2763 946 T3

3

M vehiculo (Grupo 1)
EGabapentina(Grupo 2)
B E1 30 mg/kg (Grupo 3)
£ E1 15 mg/kg (Grupo 4)
i E17.5 mg/kg (Grupo 5)

i

Diaz1 Dia21 Dia21 Dia21
pre- 2h post-  5h post-

Dia 21 '

24h post- 48h post-

tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento tratamiento

150+

125- /&

100+ ,-'v——""'

75 N
504 $\
n \E2

A
¥

-55 -5.0 45 -4.0 -35 -3.0 -25
LOG [Compuesto], M

Figura 6A

Figura 5B

25

% Actividad

LynA
150+

125+
. ./51
' 1004 R

754 N
Lo
2

25+

0
W

-55 -5.0 -4.5 -4.0 -3.5 -3.0 -2.5
LOG [Compuesto], M

Figura 6B



% Actividad

ES 2763 946 T3

LynB
150+ 150+
125+ 125+

1004 Sy w = 100+
.

75+ ~
50+ E2

5+

% Actividad

50

25+ 254

(47

Sre

c ¥ L ¥ L] LI 3 - ¥ ¥

-5.5 -5.0 -45 -4.0 -3.5 -3.0 -25
LOG [Compuesto], M

L]

Figura 6C Figura 6D

- 11.677

Figura 7A

26

L

L)

-5.5 -5.0 -4.5 -4.0 -3.5 -3.0 -2.5
LOG [Compuesto], M



mAU
350-
300
250+
200
150-
100

mAaLl-

400

ES 2763 946 T3

e 8,481

...

Figura 7B

Figura 7(C

27

118319

I

111,182

.10.570

o

b a D g g

12.5

I |
15 min




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

