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DESCRIPCION
Bencenopropanamida N-sustituida para su uso en el tratamiento del dolor y la inflamacion

La presente invencion se refiere al tratamiento o la profilaxis del dolor y proporciona el uso de determinados
compuestos en la fabricaciéon de medicamentos para el tratamiento o la profilaxis del dolor en seres humanos y
animales no humanos.

El dolor es una respuesta empirica polifacética y multidimensional frente a una variedad de estados de estimulo. La
IASP (International Association for the Study of Pain, Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor) define el
dolor como “una experiencia sensitiva y emocional desagradable asociada con dafio tisular real o potencial, o
descrito en funcion de tal dafio”.

El dolor en animales es frecuentemente el resultado de nocicepcion, es decir, actividad en el sistema nervioso que
resulta de la estimulaciéon de nociceptores. El dolor neuropatico se diferencia del dolor nociceptivo en que éste
implica dafio al nervio dando como resultado sensacién de dolor. En el dolor central, el dolor se genera en el cerebro
a partir de alguna forma de lesién. Ocasionalmente, el dolor puede ser psicogénico, es decir, producido por
enfermedad mental.

El dolor puede ser agudo o cronico. El dolor agudo se produce habitualmente por dafio, infeccion y/o inflamacion de
tejido blando entre otras causas. El dolor agudo sirve para alertar tras una lesion o disfuncion del organismo. El dolor
cronico puede no tener causa evidente o puede producirse 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.

La experiencia de dolor fisiolégico puede agruparse segun el origen y los nociceptores relacionados. El dolor
cutaneo se produce por lesion a la piel o tejidos superficiales. Los nociceptores cutaneos terminan justo por debajo
de la piel, y debido a la alta concentracion de terminaciones nerviosas, producen un dolor localizado bien definido de
corta duracion. Los ejemplos de lesiones que producen dolor cutaneo incluyen cortes con papel, cortes menores,
quemaduras (de primer grado) menores y laceraciones. El dolor somatico se origina a partir de ligamentos,
tendones, huesos, vasos sanguineos y nervios. Se detecta con nociceptores somaticos. La escasez de receptores
de dolor en estas areas produce un dolor sordo, mal localizado de mayor duracién que el dolor cutaneo; los ejemplos
incluyen esguinces y fracturas de huesos. El dolor miofascial se produce habitualmente por puntos desencadenantes
en musculos, tendones y fascia y puede ser local o referido. El dolor visceral se origina a partir de las visceras u
organos del organismo. Los nociceptores viscerales estan ubicados dentro de los 6rganos y cavidades internas del
organismo. La escasez aun mayor de nociceptores en estas areas produce un dolor que es habitualmente mas
intenso y de mayor duracion que el dolor somatico. El dolor visceral es extremadamente dificil de localizar, y varias
lesiones al tejido visceral muestran dolor “referido”, donde la sensacién se localiza en un area completamente no
relacionada con el sitio de la lesion. El dolor de miembro fantasma, un tipo de dolor referido, es la sensacién de dolor
de un miembro que se ha perdido o para el que una persona ya no recibe sefales fisicas. El dolor neuropatico
puede producirse como resultado de lesion o enfermedad al propio tejido nervioso. Esto puede alterar la capacidad
de los nervios sensitivos para transmitir informacién correcta al tdlamo, y por tanto el cerebro interpreta estimulos
dolorosos aun cuando no existe causa psicologica desconocida obvia para el dolor.

El dolor agudo se trata habitualmente de manera simultanea con productos farmacéuticos o técnicas apropiadas
para eliminar la causa y productos farmacéuticos o técnicas apropiadas para controlar la sensacién de dolor,
comunmente analgésicos.

Los analgésicos se incluyen en tres categorias: analgésicos opioides (narcoticos), analgésicos no opioides y
analgésicos adyuvantes. Los analgésicos opioides son analgésicos potentes que estan quimicamente relacionados
con la morfina. Sin embargo, los opioides tienen muchos efectos secundarios, que pueden producirse mas
probablemente en personas con determinados trastornos: insuficiencia renal, un trastorno del higado, enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC), demencia u otro trastorno cerebral. Somnolencia, estrefiimiento, nauseas,
vomito y picazén son comunes cuando se inicia un tratamiento con opioides. Ademas de la morfina, los analgésicos
opioides conocidos en el momento de redactar este documento incluyen codeina, fentanilo, hidrocodona,
hidromorfona, levorfanol, meperidina, metadona, oxicodona, oximorfona, pentazocina y propoxifeno.

También se dispone de una variedad de analgésicos no opioides en el momento de redactar este documento. A
menudo son eficaces para el dolor de leve a moderado. La mayoria de los analgésicos no opioides se clasifican
como farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE). Un ejemplo de un analgésico que no es un AINE es el
acetaminofeno, que se conoce comunmente como paracetamol. El acetaminofeno no tiene sustancialmente
propiedades antiinflamatorias.

Los AINE se usan para tratar dolor de leve a moderado y pueden combinarse con opioides para tratar dolor de
moderado a intenso. Los AINE no sélo alivian el dolor, sino que también reducen la inflamacién que a menudo
acompafa y empeora el dolor. Aunque se usan ampliamente, los AINE también pueden tener efectos secundarios,
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algunas veces graves, incluyendo problemas en el tracto digestivo, problemas de hemorragias, problemas
relacionados con retencion de fluidos y aumento del riesgo de trastornos del corazon y de vaso sanguineo. Los AINE
actuales incluyen aspirina, ibuprofeno, ketoprofeno, naproxeno, inhibidores de cox-2 tales como celecoxib,
trisalicilato de colina y magnesio, diflunisal, salsalato, diclofenaco, etodolaco, fenoprofeno, flurbiprofeno,
indometacina, ketorolaco, meclofenamato, acido mefenamico, meloxicam, nabumetona, oxaprozina, piroxicam,
sulindaco y tolmetina.

Los analgésicos adyuvantes incluyen antidepresivos tales como, por ejemplo, imipramina, amitriptilina, bupropion,
desipramina, fluoxetina y venlafaxina; anticonvulsivos (tales como carbamazepina, gabapentina y pregabalina) y
anestésicos locales orales y topicos.

En el tratamiento del dolor crénico, se usa a menudo la “Escalera Analgésica de Tres Peldafios” desarrollada por la
Organizacion Mundial de la Salud. Para el dolor leve, pueden emplearse acetaminofeno, aspirina u otros AINE. Para
el dolor de leve a moderado, se emplean opioides semanales tales como codeina y dihidrocodeina en combinacién
con acetaminofeno, aspirina u otros AINE. En el caso de dolor de moderado a intenso, pueden administrarse
opioides fuertes tales como morfina, diamorfina o fentanilo, hidromorfona, metadona, oxicodona o fenazocina en
combinacién con acetaminofeno, aspirina u otros AINE.

Un objeto de la presente invencion es proporcionar compuestos alternativos para el tratamiento o la profilaxis del
dolor. En particular, un objeto de la presente invencion es proporcionar AINE alternativos para el tratamiento o la
profilaxis del dolor y para reducir la inflamaciéon. De manera deseable, los compuestos de la invencion deben no
tener o no tener sustancialmente actividad sobre el sistema nervioso central.

El documento WO 2004/031129 se refiere a compuestos utiles en el tratamiento, prevencion y control de
enfermedades inmunoalérgicas, enfermedades autoinmunitarias y rechazo de trasplante de 6rganos o tejidos
después del trasplante. El documento WO 2007/129226 se refiere a compuestos para tratar trastornos proliferativos
celulares. El documento WO 2005/092305 se refiere a compuestos para su uso en el tratamiento de enfermedades
viricas. Ahora se han descubierto compuestos similares utiles en el tratamiento del dolor.

Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto de la presente invencion, se proporcionan compuestos para su uso en el
tratamiento o la prevencién del dolor, cuyos compuestos se seleccionan del grupo que consiste en:
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Compuesto 3 (NRD 175)
o una forma isomérica quiral, diastereomérica o geométrica de los mismos.

Los compuestos de la presente invencidon pueden usarse para el tratamiento o la profilaxis del dolor agudo o cronico.
Por ejemplo, los compuestos pueden usarse para el tratamiento del dolor nociceptivo tal como, por ejemplo, dolor
cutaneo, dolor somatico, dolor miofascial, dolor visceral, dolor del miembro fantasma o dolor neuropatico. Los
compuestos de la invencion también pueden usarse en el tratamiento de cefaleas o migrafia. Los compuestos
pueden usarse solos o en combinacién con acetaminofeno u otro AINE para el tratamiento del dolor crénico leve o
conjuntamente con opioides débiles o fuertes para el tratamiento del dolor moderado o intenso.
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Los compuestos de la invencion también pueden emplearse en el tratamiento o la profilaxis del dolor neuropatico y
pueden usarse conjuntamente con uno o mas antidepresivos o medicamentos antiepilépticos tales como, por
ejemplo, gabapentina o pregabalina.

Segun otro aspecto de la presente invencion, se proporciona una composicion farmacéutica para su uso en el
tratamiento o la prevencion del dolor en un paciente animal humano o no humano, comprendiendo dicha
composicion una cantidad farmacéuticamente eficaz de uno o mas de los compuestos de la invencién.

Dichos uno o mas compuestos pueden estar en una forma pura, sustancialmente pura o parcialmente pura como se
describe con mas detalle a continuacion. Los compuestos pueden administrarse bajo la supervision de un médico de
cabecera en una cantidad suficiente para conseguir controlar de manera eficaz el dolor. En algunas realizaciones, la
dosis diaria de dicho uno o mas compuestos puede ajustarse para determinar dicha cantidad eficaz.

Dichos uno o mas compuestos pueden administrarse por via parenteral, por via transdérmica, por via intramuscular,
por via intravenosa, por via intradérmica, por via intranasal, por via subcutanea, por via intraperitoneal, por via
intraventricular o por via rectal. Preferiblemente, el uno o mas compuestos se administran por via oral.

Opcionalmente, el uno o mas compuestos de la presente invencién pueden administrarse de manera simultanea,
secuencial o separada con al menos un analgésico opioide, antidepresivo o medicamento antiepiléptico.
Alternativamente, el uno o mas compuestos de la invencién pueden administrarse de manera simultanea, secuencial
o separada con uno o mas de otros AINE o acetaminofeno.

Auln en otro aspecto de la presente invencién, se proporciona el uso de uno o mas de los compuestos de la
invencion en la fabricacion de un medicamento para su uso en el tratamiento o la profilaxis del dolor. Dicho
medicamento puede fabricarse para la administracion conjunta con uno o mas de acetaminofeno, otro AINE, un
opioide, un antiepiléptico o un antidepresivo.

Ventajosamente, se ha encontrado que los compuestos de la presente invencion son eficaces para reducir o
prevenir la inflamaciéon. También se ha encontrado que los compuestos de la invenciéon no tienen o no tienen
sustancialmente (es decir, dentro de limites aceptables) un efecto perjudicial sobre el sistema nervioso central.

Se contemplan todas las formas isoméricas quirales, diastereoméricas, racémicas y geométricas de una estructura,

a menos que se indique especificamente la estereoquimica o la forma isomérica especifica. Por ejemplo, para el
compuesto 2, se contemplan las siguientes formas isoméricas:
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Por ejemplo, a continuacion se muestran algunas formas isoméricas del compuesto 1:
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Las formas isoméricas del compuesto 1 también incluyen isémeros geométricos como se muestra a continuacion,

incluidas todas las permutaciones Ry S:
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Por ejemplo, a continuacién se muestran formas isoméricas del compuesto 3 (NRD 175).
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A continuacion, se dan a conocer en detalle métodos de sintesis adecuados para obtener y purificar los compuestos
de la presente invencion. Sin embargo, debe ser evidente para un experto en la técnica que los compuestos pueden
prepararse usando cualquier otro método de sintesis factible.

Los compuestos de la invencion pueden sintetizarse como conjugados de polialquilenglicol (PAG). Los polimeros
que pueden usarse para tal conjugacion incluyen poli(etilenglicol) (PEG), también conocido como poli(6xido de
etileno) (PEO) y polipropilenglicol (incluyendo poliisopropilenglicol).

Un polialquilenglicol (PAG), tal como PEG, es un polimero lineal terminado en cada extremo con grupos hidroxilo:
HO-CH>CH-0-(CH,CH;0),-CH>CH,-OH.

El polimero anterior, o,w-dihidroxi-poli(etilenglicol), también puede representarse como HO-PEG-OH, donde se
entiende que el simbolo -PEG- representa la siguiente unidad estructural:

-CH2CH0-(CH2CH,0),-CH,CHa-

donde p puede oscilar entre 0 y aproximadamente 48. PEG puede usarse como metoxi-PEG-OH, o mPEG, en el que
un extremo terminal es el grupo metoxilo relativamente inerte, mientras el otro extremo terminal es un grupo hidroxilo
que se somete a modificaciéon quimica facil. Ademas, PEG puede sustituirse por copolimeros al azar o de bloque de
diferentes 6xidos de alquileno (por ejemplo, 6xido de etileno y éxido de propileno) que estan estrechamente
relacionados con PEG en su quimica.

Los polimeros de PAG pueden ser lineales o ramificados.

Debe entenderse que los compuestos de la invencion comprenden un resto de PAG que puede incluir una mezcla
de polimeros que tienen un nimero variable de unidades monoméricas. La sintesis de un compuesto de conjugado
de PAG puede producir una poblacién de moléculas con una distribucién de Poisson del nimero de unidades
monomeéricas por polimero en el conjugado. Por tanto, un compuesto segun la invencidon que se describe que tiene
un polimero de n = 2 unidades monomeéricas se refiere no sélo a los polimeros reales en esa poblacion que esta
describiéndose que tiene n = 2 unidades monoméricas, sino también a una poblacién de moléculas, siendo el pico

(o0}
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de la distribucién 2 o préximo a 2. La distribucién de unidades monoméricas en una poblacién dada puede
determinarse, por ejemplo, mediante resonancia magnética nuclear (RMN) o mediante espectrometria de masas
(EM).

Auln en otro aspecto de la presente invencion, se proporciona una composicion farmacéutica para su uso en el
tratamiento o la profilaxis del dolor, comprendiendo dicha composicién una cantidad farmacéuticamente eficaz de
uno o mas de los compuestos de la invencién. Dicha composiciéon puede comprender ademas uno o mas excipientes
farmacéuticamente aceptables. En algunas realizaciones, dicha composicién también puede comprender
acetaminofeno, uno o mas de otros AINE, uno o mas opioides débiles o fuertes, un antidepresivo o un agente
antiepiléptico.

La composicion farmacéutica de la invencion puede comprender uno o mas de los compuestos de la invencién en
forma pura, sustancialmente pura o parcialmente pura. En algunas realizaciones, dicha forma sustancialmente pura
puede comprender al menos el 95 % en peso de dicho uno o mas compuestos, por ejemplo, el 96 % en peso, el
97 % en peso, el 98 % en peso o mas del 99 % en peso de dichos compuestos.

Dicha forma sustancial o parcialmente pura de dicho(s) compuesto(s) puede comprender ademas una proporcion de
polialquilenglicol libre tal como, por ejemplo, polietilenglicol (PEG) o polipropilenglicol (PPG). Tal polialquilenglicol
puede ser biolégicamente activo por si mismo. La longitud de cadena del polialquilenglicol libre puede oscilar entre
1-50, preferiblemente entre 1-25, mas preferiblemente 1 -5 o0 1 0 2. En algunas realizaciones, dicho polialquilenglicol
puede tener una longitud de cadena de 1, 2, 3, 4 o 5 unidades monomeéricas. Dicho polialquilenglicol libre puede
comprender una mezcla de diferentes longitudes de cadena. Por tanto, para una forma sustancialmente pura de
dicho uno o mas compuestos, dicha forma puede comprender hasta el 5 % en peso de polialquilenglicol libre, por
ejemplo, hasta el 4% en peso, el 3% en peso, el 2% en peso o menos del 1 % en peso, siendo la cantidad total en
dicha forma de dicho uno o mas compuestos y dicho polialquilenglicol libre el 100 % en peso.

Dicha forma parcialmente pura de dicho uno o mas compuestos puede comprender aproximadamente el 5-60% en
peso del uno o mas compuestos segun la invencion y aproximadamente el 95-40% en peso de polialquilenglicol
libre, siendo la cantidad total el 100% en peso. Normalmente, dicha forma parcialmente pura puede comprender
aproximadamente el 45-55% en peso de dicho uno o mas compuestos y aproximadamente el 55-45% en peso de
dicho uno o mas polialquilenglicoles. Alternativamente, dicha forma puede comprender aproximadamente el 80-95%
en peso de dicho uno o mas compuestos y aproximadamente el 20-5% en peso de dicho(s) polialquilenglicol(es).

De manera adecuada, la composicién de la invenciéon puede formularse como una forma farmacéutica unitaria. Cada
forma farmacéutica unitaria puede comprender toda o una fraccién predeterminada de la cantidad de dosis diaria del
uno o mas compuestos de la invencion, por ejemplo, una mitad o una cuarta parte de la cantidad de dosis diaria.

Por tanto, la composicion puede formularse como un comprimido, una pildora, una capsula, un polvo, granulos, una
disolucién o suspension parenteral estéril, un aerosol dosificado o pulverizaciéon liquida, gotas, una ampolla, un
dispositivo de autoinyector, un supositorio, una crema o un gel. Dicha composicion puede adaptarse para
administracion oral, enteral, parenteral, intratecal, intranasal, sublingual, rectal o tépica, o para administracion
mediante inhalaciéon o insuflacidon. Se prefieren particularmente composiciones orales tales como comprimidos,
pildoras, capsulas u obleas.

Para preparar una forma farmacéutica sélida tal como un comprimido, dicho uno o mas compuestos pueden
mezclarse con uno o mas excipientes farmacéuticos, por ejemplo, componentes para preparacion de comprimidos
convencionales tales como almidén de maiz, lactosa, sacarosa, sorbitol, talco, acido estearico, estearato de
magnesio, fosfato de dicalcio o gomas, u otros diluyentes farmacéuticos, por ejemplo, agua, para formar una
composicion de formulacion previa sélida que contiene una mezcla sustancialmente homogénea de dicho uno o mas
compuestos, de modo que dicho uno o mas compuestos se dispersan uniformemente por toda la composicién, de
manera que la composicion puede subdividirse facilimente en formas farmacéuticas unitarias igualmente eficaces
tales como comprimidos, pildoras y capsulas.

Dicha composicion de formulacién previa sélida se subdivide entonces en formas farmacéuticas unitarias de la clase
mencionada anteriormente, que pueden contener cada una desde 0,1 hasta aproximadamente 500 mg del uno o
mas compuestos. Las formas farmacéuticas unitarias favorables contienen desde 1 hasta 500 mg, por ejemplo, 1, 5,
10, 25, 50, 100, 300 o 500 mg, del/de los compuesto(s).

Cuando se formula como un comprimido o pildora, dicho comprimido o pildora puede recubrirse 0 componerse de
otro modo para proporcionar una forma farmacéutica que permite la ventaja de accion prolongada. Por ejemplo,
dicho comprimido o pildora puede comprender un componente de dosificacion interna y uno de dosificaciéon externa,
estando este ultimo en forma de una envoltura sobre el primero. Estos dos componentes pueden estar separados
por una capa entérica que sirve para resistir la disgregacion en el estdmago y permite que el componente interno
pase intacto al interior del duodeno o sea de liberacién retardada. Se conoce una variedad de materiales en el uso
en tales capas o recubrimientos entéricos, incluyendo tales materiales varios acidos poliméricos y mezclas de acidos
poliméricos con materiales tales como goma laca, alcohol cetilico y acetato de celulosa.
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Alternativamente, la composicion farmacéutica de la presente invencion puede formularse como una forma
farmacéutica liquida para administracion por via oral o mediante inyeccion; por ejemplo una disolucién acuosa, un
jarabe aromatizado de manera adecuada, una suspension acuosa u oleosa o una emulsién aromatizada con aceites
comestibles tales como, por ejemplo, aceite de semilla de algodon, aceite de sésamo, aceite de coco o aceite de
cacahuete, asi como un elixir o un vehiculo farmacéutico similar. Los agentes de dispersion o de suspension
adecuados para una suspension acuosa incluyen gomas naturales y sintéticas, por ejemplo, goma tragacanto, goma
arabiga, alginato, dextrano, carboximetilcelulosa de sodio, metilcelulosa, polivinilpirrolidona o gelatina.

A continuacion, se facilita una descripcion a modo de ejemplo Unicamente con referencia a los dibujos adjuntos de
realizaciones de la presente invencion.

En los dibujos:

La FIG. 1a proporciona graficos que muestran los resultados (tiempo de reaccion frente a tiempo después del
tratamiento) de un ensayo de la placa caliente usando ratones Balb/c después de la administracion del
Compuesto 2 o 3 de la invencion;

La FIG. 1b proporciona graficos que muestran los resultados (tiempo total frente a formulacion) de un ensayo de
la placa caliente usando ratones Balb/c después de la administracion del Compuesto 2 o 3 de la invencion;

La FIG. 1c proporciona graficos que muestran los resultados (peso de los érganos frente a formulacion) de un
ensayo de la placa caliente usando ratones Balb/c después de la administracion del Compuesto 2 o 3 de la
invencion;

La FIG. 1d proporciona un grafico que muestra los resultados (tiempo de reaccion frente a formulacion) de un
ensayo de la placa caliente usando ratones Balb/c después de la administracion del Compuesto 2 o 3 de la
invencion;

La FIG. 2a proporciona graficos que muestran los resultados (tiempo de reaccion frente a tiempo después del
tratamiento) de un ensayo de la placa caliente usando ratones Balb/c después de la administracion del
Compuesto 2 de la invencién;

La FIG. 2b proporciona graficos que muestran los resultados (tiempo total frente a formulacion) de un ensayo de
la placa caliente usando ratones Balb/c después de la administracion del Compuesto 2 de la invencion;

Las FIGs. 3a y 3b proporcionan graficos que muestran los resultados (tiempo de reaccion frente a tiempo
después del tratamiento) de un ensayo de la placa caliente usando ratones Balb/c después de la administracion
del Compuesto 2 de la invencién;

La FIG. 3c proporciona un grafico que muestra los resultados (tiempo total frente a formulacién) de un ensayo de
la placa caliente usando ratones Balb/c después de la administracion del Compuesto 2 de la invencion;

La FIG. 4a proporciona un grafico que muestra los resultados (tiempo de reaccion frente a tiempo después del
tratamiento) de un ensayo de la placa caliente usando ratones Balb/c después de la administracion del
Compuesto 2 de la invencion;

La FIG. 4b proporciona un grafico que muestra los resultados (tiempo total frente a formulacion) de un ensayo de
la placa caliente usando ratones Balb/c después de la administracion del Compuesto 2 de la invencion;

La FIG. 5a proporciona un grafico que muestra los resultados (tiempo de reaccion frente a tiempo después del
tratamiento) de un ensayo de la placa caliente usando ratones Balb/c después de la administracion del
Compuesto 2 o 3 de la invencion;

La FIG. 5b proporciona un grafico que muestra los resultados (tiempo total frente a formulacién) de un ensayo de
la placa caliente usando ratones Balb/c después de la administracion del Compuesto 2 o 3 de la invencion;

Las FIGs. 6a, 6b y 6¢ proporcionan graficos que muestran los resultados (tiempo de reaccion frente a tiempo
después del tratamiento) de un ensayo de la placa caliente usando ratones Balb/c después de la administracion
del Compuesto 2 de la invencién;

Las FIGs. 6d y 6e proporcionan graficos que muestran los resultados (tiempo total frente a formulacion) de un
ensayo de la placa caliente usando ratones Balb/c después de la administracion del Compuesto 2 de la
invencion;

Las FIGs. 7a y 7b proporcionan graficos que muestran los resultados (tiempo de reaccion frente a tiempo
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después del tratamiento) de un ensayo de la placa caliente usando ratones Balb/c después de la administracion
del Compuesto 1 de la invencién;

Las FIGs. 7c y 7d proporcionan graficos que muestran los resultados (tiempo total frente a formulacion) de un
ensayo de la placa caliente usando ratones Balb ¢ después de la administraciéon del Compuesto 1 de la
invencion;

La FIG. 8a proporciona un grafico que muestra los resultados (tiempo de reaccion frente a tiempo después del
tratamiento) de un ensayo de la placa caliente usando ratones Balb/c después de la administracion del
Compuesto 3 de la invencion;

La FIG. 8b proporciona un grafico que muestra los resultados (tiempo total frente a formulacion) de un ensayo de
la placa caliente usando ratones Balb/c después de la administracion del Compuesto 3 de la invencion;

Las FIGs. 9a y 9b proporcionan graficos que muestran los resultados (tiempo de reaccion frente a tiempo
después del tratamiento) de un ensayo de la placa caliente usando ratones Balb/c después de la administracion
del Compuesto 1 0 2 de la invencion;

Las FIGs. 9c, 9d, 9e proporcionan graficos que muestran los resultados (tiempo total frente a formulacion) de un
ensayo de la placa caliente usando ratones Balb/c después de la administracion del Compuesto 1 o 2 de la
invencion;

Las FIGs. 10a y 10b proporcionan graficos que muestran los resultados (tiempo de reaccion frente a tiempo
después del tratamiento) de un ensayo de la placa caliente usando ratones Balb/c después de la administracion
del Compuesto 1 o 2 de la invencion;

La FIG. 10c proporciona un grafico que muestra los resultados (tiempo total frente a formulacién) de un ensayo
de la placa caliente usando ratones Balb/c después de la administracion del Compuesto 1 o 2 de la invencién;

La FIG. 11 proporciona un grafico que muestra los resultados (aumento de volumen frente a formulacion) de un
ensayo de edema de ratas SD después de la administracién del Compuesto 2 o 3 de la invencion;

Las FIGs. 12a-12e proporcionan graficos que muestran los resultados (reaccion frente a formulacion) de un
ensayo de formalina en ratones Balb/c después de la administracion del Compuesto 1 o 2 de la invencion.

Sintesis de compuestos de polialguilenglicol

Los compuestos de polialquilenglicol se sintetizaron generalmente mediante la preparacion del compuesto de
alcohol apropiado seguido por conjugacion del alcohol con un polimero de polialquilenglicol (PAG) (por ejemplo,
polietilenglicol (PEG) o polipropilenglicol (PPG)) de la longitud deseada.

Los compuestos A a E y G a L son compuestos de la divulgacion. Los compuestos F, M y N se usan en la
produccién de compuestos de la invencion.

Sintesis 1: Compuesto A (fenilalaninol)

Se afiadieron 1,2 g de LiAlH4 32 mM a 2,3 g de HCI de éster etilico de fenilalanina 10 mM en 50 ml de éter seco.
Tras agitar durante 2 horas a temperatura ambiente, se afiadieron agua y KOH y se extrajo el producto de reaccion
con acetato de etilo. Tras la evaporacion, se obtuvieron 0,8 g de compuesto A, un aceite amarillo claro.

OH
NH;

CoH,;3NO
Peso mol.: 151,21

El compuesto A cristalizé dejandolo estar. Pf-70.

RMN de CDCls 7,30 (5H, m), 3,64 (1H, dd, J = 10,5, 3,8 Hz) 3,40 (1H, dd, J = 10,5, 7,2 Hz) 3,12 (1H, m), 2,81 (1H,
dd, J =13,2, 5,2 Hz), 2,52 (1H, dd, J = 13,2, 8,6 Hz)

RMN de acetona ds 7,30 (5H, m), 3,76 (1H, dt) 3,60 (1H, m) 3,30 (1H, t), 2,85 (2H, m). Helv. Chim. Acta, 31, 1617
(1948). Biels.-E3, vol. 13, pag. 1757.
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Sintesis 2: Compuesto B (tirosinol)

H NH2

CgH13N02
Peso mol.: 167,21

A 3 g de HCI de éster etilico de L-tirosina 12 mM en 50 ml de éter seco se le afiadieron 1,2 g de LiAlH4 32 mM. Tras
agitar 3 horas a temperatura ambiente, se afiadieron agua y KOH y se extrajo la reaccion con acetato de etilo. La
evaporacion dio 1,1 g de un aceite amarillo claro, rendimiento del 54%, que cristalizé dejandolo estar. Pf-85.

RMN de CDCls 7,20 (4H, AB q, J = 8,6 Hz), 3,50 (2H, m) 3,20 (1H, m), 2,81 (2H, m).

RMN de CDCIs de base libre de éster etilico de tirosina 7,0, 6,56 (4H, AB q, J = 8,8 Hz), 4,20 (2H, q, J = 7, 0 Hz),
3,70, 3,0, 2,80 (3H, 12 linea ABXm), 1,28 (3H, t, J = 7,0 Hz). JACS 71, 305 (1949). Biels. -E3, vol. 13, pag. 2263.

Sintesis 3: Compuesto C

Se sometieron a reflujo 0,66 g de acido 4-hidroxihidrocinamico y 4 ml de cloruro de tionilo en 30 ml de ciclohexano
durante 2 horas. Tras la evaporacion, se obtuvo un sdlido blanco, al que se afadieron 0,65 g de aceite del
compuesto 1 (4,3 mM) en 30 ml de diclorometano y 0,4 ml de trietilamina. Tras agitar durante 2 horas a temperatura
ambiente, se afadieron agua y KOH con el fin de neutralizar el pH. Se extrajo el producto de reaccién con
diclorometano. La evaporacion dio 0,8 g de compuesto 4, aceite viscoso amarillo claro. Se tritur6 parte de este
producto y se recristalizd con etanol para dar un sélido blanco. Pf-149.

RMN de CDCI3 7,30-6,9(9H, m), 3,50(2H, m) 3,30(2H, t, J=7,2 Hz) 2,90 (3H, m), 2,60(2H, t, J=7,2 Hz).

OH
(0]
N
H
HO
CigH21NOs
Peso mol.: 299,36
Sintesis 4: Compuesto D
H
N
H
C1gH21NO2

Peso mol.: 283,36

Se sometieron a reflujo 0,75 g de acido hidrocinamico 5 mM y 4 ml de cloruro de tionilo en 30 ml ciclohexano durante
2 horas. La evaporacion dio un sélido blanco al que se afadieron 0,83 g de fenilalaninol 5,5 mM en 30 ml de
diclorometano y 0,5 ml de trietilamina. Tras agitar 3 horas a temperatura ambiente, se afiadieron agua y KOH hasta
pH neutro y se extrajo la reaccion con diclorometano. La evaporacion dio 0,57 g de un aceite viscoso amarillo,
rendimiento del 40%.

RMN de CDCls 7,40-7,10 (10H, m), 3,60 (2H, m) 3,35 (2H, t, J = 7,2 Hz) 2,95 (3H, m), 2,50 (2H, t, J = 7,2 Hz).
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Sintesis 5: Compuesto E

I=

HO

OH

C1gH21NO4
Peso mol.: 315,36

Se sometieron a reflujo 0,66 g de acido 4-hidroxihidrocinamico 4 mM y 4 ml de cloruro de tionilo en 30 ml de
ciclohexano 3 horas. La evaporacion dio un sélido amarillo claro al que se afiadieron 0,72 g de tirosinol 4,3 mM en
30 ml de diclorometano y 0,5 ml de trietilamina. Tras agitar 3 horas a temperatura ambiente, se afiadieron agua y
KOH hasta pH neutro y se extrajo la reacciéon con diclorometano. La evaporacion dio 0,53 g de aceite viscoso
amarillo claro, rendimiento del 42%.

RMN de CDCls 7,30, 7,20 (8H, 2 ABq, J = 8,6 Hz), 3,40 (2H, m) 3,30 (2H, t, J = 7,2 Hz) 2,90 (3H, m), 2,60 (2H, t, J =
7,2 Hz).

Sintesis 6: Compuesto F

Iz

OH

C1egH21NO3
Peso mol.; 299,36

Se sometieron a reflujo 0,45 g de acido hidrocinamico 3 mM y 3 ml de cloruro de tionilo en 30 ml de ciclohexano
durante 2 horas. La evaporacion dio un solido amarillo claro al que se afiadieron 0,58 g de tirosinol 3,5 mM en 30 ml
de diclorometano y 0,4 ml de trietilamina. Tras agitar durante 2,5 horas a temperatura ambiente, se afiadieron agua y
KOH para lograr un pH neutro y se extrajo la reaccion con diclorometano. La evaporacion dio 0,57 g de aceite
viscoso amarillo claro, rendimiento del 63 %.

RMN de CDCls 7,40-7,10 (9H, m), 3,60 (2H, m) 3,35 (2H, t, J = 7,2 Hz) 2,95 (3H, m), 2,50 (2H, t, J = 7,2 Hz).

Compuestos sintetizados a partir de fenilalaninol (Compuesto A)

Estos compuestos incluyen los representados por la estructura de férmula VIII:
0]
) O OH
N n
H
(VII)

Este compuesto también puede representarse como férmula A, donde R es un polimero de polipropilenglicol y n es
el numero total de monémeros de polipropileno en el polimero:

HO
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I=

Formula A

Sintesis 7: Compuesto G
R = PPG (polipropilenglicol); n = 2.

Se afiadieron 0,3 g de compuesto C (1 mM), 0,8 g de trifenilfosfina 3 mM y 0,55 g de diazocarboxilato de etilo 3,2
mM a 1 g de poli(propilenglicol) (peso mol. promedio 424, n = 7) en 60 ml de diclorometano. Tras agitar durante 4
horas a temperatura ambiente, la evaporacion y cromatografia dieron 0,55 g de aceite viscoso, un rendimiento del
73%. RMN de CDCl3 7,30-6,9 (9H, m), 4,1-3,0 (m), 2,60 (2H, t, J = 7,2 Hz), 1,2-1,1 (m). Se colocaron 0,1 g, 0,33
mmol de este producto, carbonato de potasio (0,069 g, 0,5 mmol, finamente molido) y THF (3 ml, secado sobre
granulos de KOH) en un matraz de fondo redondo equipado con un agitador magnético y un tubo de secado con
CaCls,. Se enfrio la mezcla sobre un bafio de hielo-sal (-10°C.) y se introdujo gota a gota una disolucion previamente
enfriada de carbonato de di-terc-butilo (0,066 g, 0,30 mmoles) en 2 ml de THF (secado). Se permitié que la mezcla
se agitara a la temperatura del hielo durante 1 hora y luego durante 2 dias a temperatura ambiente. Luego se
evapor6 la mezcla de reaccion, se introdujo agua (5 ml) y se extrajo el producto con dos porciones de 10 ml de
acetato de etilo. Se secaron los extractos combinados sobre sulfato de magnesio anhidro, se filtraron con papel y se
elimino el disolvente. Se triturd el residuo oleoso con una pequefia cantidad de n-hexano y se recuperd el sélido
formado mediante filtracion a vacio (rendimiento 0,12 g, 90,1%). Alternativamente, puede disolverse el residuo
oleoso en una mezcla 1:1 de acetato de etilo y hexano y recristalizarse el producto.

Sintesis 8: Compuesto H
R=PPG; n=1.

El Compuesto H se preparé utilizando el mismo procedimiento descrito anteriormente en la Sintesis 7 para el
Compuesto G, con la sustitucion de PPG, n = 2 por PPG, n = 1.

Compuestos sintetizados a partir del Compuesto D

=

Formula B
Sintesis 9: Compuesto |
R=PPG;n=2.
El Compuesto | se prepard como se describié anteriormente en la Sintesis 7 a partir de 0,22 g del Compuesto D.
Sintesis 10: Compuesto J
R=PPG;n=1.
El Compuesto J se preparé como se describio anteriormente en la Sintesis 7 a partir de 0,2 g del Compuesto D.

Compuestos sintetizados a partir del Compuesto E (tirosinol)

14



10

15

20

25

30

35

40

ES 2770362 T3

OR

Tr=

HO

OH

Formula D
Sintesis 11: Compuesto K
R=PPG;n=2.
El Compuesto K se preparé como se describié anteriormente en la Sintesis 7 del Compuesto E.
Sintesis 12: Compuesto L
R=PPG;n=1
El Compuesto L se preparé como se describié anteriormente en la Sintesis 8 del Compuesto E.

Compuestos sintetizados a partir del compuesto F

OR

r=z

OH

Formula E
Sintesis 13: Compuesto 1
R=PPG; n=2.

Mesilacién de PPG

Se hicieron reaccionar 106 mg de PPGa2s5 (0,25 mmol) con el 90 por ciento en moles de cloruro de mesilo (26 mg, 2
gotas) y 0,4 mmoles de piridina (31,6 mg, 2 gotas) para dar el PPG (M) monomesilado. Tras combinar PPG, cloruro
de mesilo y piridina, se llevo a cabo la reaccion de mesilacion a 0°C a lo largo de 30 minutos mientras se agitaba, y
luego se continud la reaccién durante otros 60 minutos a temperatura ambiente. Durante el mezclado, la mezcla de
reaccion pasoé de incolora a blanca lechosa. Luego se disolvié la mezcla en 5 ml de cloruro de metileno y se lavo la
fase organica dos veces con disolucion de HCI 1 M, luego dos veces con disolucion de NaOH 1 M y una vez con
agua. Se seco la fase organica sobre sulfato de sodio anhidro, se filtrd y se eliminé el disolvente.

Activacién de sodio.

Se disolvieron 0,1 g del compuesto F (0,25 mmol) en 5 ml de etanol absoluto y luego se hicieron reaccionar con una
cantidad equimolar de etdxido de sodio en etanol absoluto (preparado previamente haciendo reaccionar 0,25 mg-
atomo de sodio con un exceso de etanol absoluto). Se evapor6 el etanol de las disoluciones combinadas hasta
sequedad total para producir la sal de sodio (N).

Hacer reaccionar My N

Se disolvié M en 5 ml de un acetonitrilo secado en hidroxido de potasio y se introdujo la disolucion en un matraz de
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fondo redondo que contenia un agitador magnético. Se introdujeron 5 ml de disolucidon de acetonitrilo secado de N
en el matraz, seguido por una cantidad catalitica (algunos cristales) de yoduro de potasio. Se conectaron un
condensador de reflujo y un burbujeador de gas, ajustados en su parte superior, al recipiente de reaccion y se
permitié que la mezcla de reaccion se sometiera a reflujo bajo atmdsfera de nitrégeno, mientras se agitaba, durante
24 h. Luego se filtré la mezcla de reaccion con papel y se eliminé el disolvente. Se disolvié el residuo en 2 ml de
acetato de etilo y luego se hizo pasar a través de una columna de gel de silice, usando acetato de etilo para la
elucién. Resultdé que la mancha de absorcion UV de la CCF (elucion con acetato de etilo) en R = 0,55 contenia el
producto 1 deseado (una mezcla de moléculas que contienen longitudes de subunidades de PPG diferentes), sin
embargo, también resulté que contenia algo de PPG sin reaccionar. Otras fracciones contenian PPG mesilado sin
reaccionar y PPG doblemente mesilado.

Sintesis 14: Compuesto 2
R=PPG; n=1

El Compuesto 2 se prepard usando el mismo procedimiento descrito anteriormente en la Sintesis 13 del Compuesto
F, con la sustitucion de PPG, n = 2 por PPG, n = 1.

Ejemplos

Los experimentos descritos a continuacion se realizaron para demostrar la utilidad de los compuestos de la
invencion en el tratamiento del dolor, utilizando los siguientes compuestos.

Compuesto1 (NRD 71) Compuesto 2 (NRD 135)
OH

0 o] OH

Compuesto 3 (NRD 175)

Ejemplo 1

Efecto antinociceptivo del Compuesto 2 y Compuesto 3

El objetivo del estudio fue evaluar en ratones la actividad antinociceptiva de los elementos que se sometieron a
ensayos de la placa caliente cuando éstos se administraron por via subcrénica. Para determinar el posible efecto
antinociceptivo en los ratones, se midié el tiempo de respuesta de lamido de las patas o de salto después de
colocarlos en la superficie calentada (placa caliente).

Se utilizé un total de 42 ratones Balb/c (de 12 semanas de vida). Los ratones eran machos con un peso de
aproximadamente 25 g al inicio del estudio. Los pesos minimos y maximos del grupo estuvieron dentro de un
intervalo de + 10 % del peso medio del grupo.

Los compuestos 2 y 3 se sometieron a ensayo y se compararon con Diclofenac® (Perigo). Se utilizaron soluciones

de DMSO (dimetilsulféxido). Se sometieron a ensayo seis grupos de ratones (cada uno con n =7 o n = 8 ratones), el
ultimo grupo recibi6 Diclofenac®.
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Grupo de animales Volumen de | Ensayo a: Dosis
la dosis Tiempo/min mg/kg/dia
DMSO 1 M (simulado) (7) Ninguna
Compuesto 2, 2 M+3 M
(7+7) 0,1;5
[1 unidad]
Compuesto 3, 4 M+5 M 10 mi/kg -60, 0, 60, 120, 180, 240, 300, 360
(7+7) 0,1;5
[1 unidad]
Diclofenac® 6 M (8) 10

Para la administracion a los grupos de ratones, se prepararon formulaciones segun la siguiente tabla.

Formulacion | Composicion

1 Control - 0,02 % DMSO 0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones) (0,6 yl DMSO + 2999,4 ul ADD
(agua destilada desionizada)), n=8.

2 Compuesto 2, 0,1 mg/kg =0,003 mg/0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones) (compuesto 2, 0,03 mg
(Reserva 50 mg/1 ml DMSO) 0,6 pl + 2999,4 ul ADD, n=8

3 Compuesto 2, 5 mg/kg = 0,15 mg/0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones) (compuesto 2, 1,5 mg
(Reserva 50 mg/1 mI DMSO) 30 pl + 2970 pl ADD), n=8

4 Compuesto 3, 0,1 mg/kg = 0,003 mg/0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones) (compuesto 3, 0,03 mg
(Reserva 50 mg/1 ml DMSO) 0,6 pl + 2999,4 ul ADD), n=8

5 Compuesto 3, 5 mg/kg = 0,15 mg/0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones) (compuesto 3, 1,5 mg
(Reserva 50 mg/1 ml DMSO) 30 pl + 2970 pl ADD), n=8

6 Diclofenac® 10 mg/kg = 0,3 mg/0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones) de reserva (Diclofenac®
51 mg + 51000 pl ADD), n=8

Todos los grupos recibieron los farmacos diariamente por via oral (po) durante 16 dias. Los experimentos de la placa
caliente se realizaron los dias; 1, 8 y 15.

Se examinaron los siguientes parametros: peso corporal (dias 1, 8 15); campo abierto el dia 16, incluida la distancia
recorrida, la velocidad, la inmovilidad, la crianza, el tiempo de estancia en el centro y otros parametros. Después del
ultimo experimento (es decir, campo abierto dia 16), los animales se sacrificaron por decapitacion y se extrajo su
sangre 24 horas después de la ultima administracion del farmaco. Para un examen de toxicidad (formaldehido al
4 %), se diseccionaron los siguientes 6rganos: higado (vesicula biliar), bazo, pulmones, cerebro, corazén y rifion.

La placa caliente se mantiene termostaticamente a una temperatura de 52° C. Una hora antes de la administracion
de los farmacos, los ratones se someten a un ensayo de la placa caliente. En el momento 0O, a los ratones se le
administra el compuesto de ensayo y la respuesta a la placa caliente se mide nuevamente en diferentes momentos:
60, 120, 180, 240, 300 y 360 min.

Los resultados se expresan como: Delta desde la respuesta maxima [respuesta inicial frente a maxima]; medidas
absolutas a lo largo del tiempo; y tiempo acumulado.

Las Figuras 1a y 1b proporcionan resultados graficos que muestran una comparacion de los compuestos
compuestos 2 y 3 con Diclofenac® los dias 1, 8 y 15.

La Figura 1c muestra datos de peso de 6rganos internos después de la administracion de los compuestos de
ensayo.

Datos adicionales mostraron que las composiciones 2-5 aumentaron significativamente el tiempo de reaccion en
comparacion con el control. En la FIG. 1d se proporciona una muestra de dichos datos.

Estos datos muestran que los compuestos compuestos 2 y 3 son eficaces como analgésicos.

Ejemplo 2

Actividad nociceptiva usando el Compuesto 2

Usando el procedimiento descrito en el Ejemplo 1, 40 ratones macho (Balb/c, de 9 semanas de vida, sin tratamiento
previo (naive)), se dividieron en 5 grupos (8 ratones por grupo) y se trataron diariamente (0 min, po) con las
formulaciones que se muestran en la siguiente tabla.
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Formulacion | Composicion

1 Control - 0,2 % DMSO 0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones) (6 yl DMSO+ 2994 ul ADD), n=8.

2 Compuesto 2, 0,01 mg/kg =0,0003 mg/0,3 mi/raton, po (3 ml/10 ratones) (Compuesto 2, 0,003 mg
(Reserva 50 mg/1 ml DMSO) 0,06 pl + 2999,94 ul ADD), n=8

3 Compuesto 2, 0,1 mg/kg = 0,003 mg/0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones) (Compuesto 2, 0,03 mg
(Reserva 50 mg/1 ml DMSO) 0,6 pl + 2999,4 ul ADD), n=8

4 Compuesto 2, 1 mg/kg = 0,03 mg/0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones) (Compuesto 2, 0,3 mg
(Reserva 50 mg/1 ml DMSO) 6 ul + 2994 pl ADD), n=8

5 Compuesto 2, 0,1 mg/kg = 0,003 mg/0,3 ml/ratén, i.p. (3 ml/10 ratones) (Compuesto 2, 0,03 mg
(Reserva 50 mg/1 ml DMSO) 0,6 pl + 2999,4 ul ADD), n=8

Los animales se determinaron en la placa caliente a: -60, 0, 120,240, 360,420 y 480 min. La temperatura media de la
placa caliente era de 52 grados + 1.

En las figuras 2a y 2b se proporcionan datos de estos ensayos.

Ejemplo 3

Actividad nociceptiva usando el Compuesto 2

Usando el procedimiento descrito en el Ejemplo 1, 40 ratones macho (Balb/c, de 9 semanas de vida, sin tratamiento
previo), se dividieron en 5 grupos (8 ratones por grupo) y se trataron diariamente (O min, po) con las formulaciones
que se muestran en la siguiente tabla.

Formulacion Composicién

1 Control - ADD+2,5 % DMSO 0,25 ml/ratén, po (2,5 ml/10 ratones) (63 yl DMSO+ 2437 pl
ADD), n=8.

2 Compuesto 2, 25 eqM (12,5) mg/kg =0,3125 mg/0,25 ml/ratén, po (2,5 ml/10 ratones)
((Compuesto 2, 3,125 mg (Reserva 50 mg/1 ml DMSO) 63 pl + 2437 ul ADD)

3 Compuesto 2, 12,5 egM (6,25) mg/kg =0,15625 mg/0,25 ml/ratén, po (2,5 ml/10 ratones)
((Compuesto 2, 1,5625 mg (Reserva 50 mg/1 ml DMSQO) 32 ul + 2468 ul ADD)

4 Compuesto 2, 6,25 egM (3,125) mg/kg =0,078 mg/0,25 ml/ratén, po (2,5 ml/10 ratones)
((Compuesto 2, 0,78 mg (Reserva 50 mg/1ml DMSO) 16 pl + 2484 pl ADD)

Los animales se determinaron en la PC a: -60, 0, 60, 120, 180, 240, 300 y 360 min. La temperatura media de la
placa caliente era de 52 grados + 1.

En las figuras 3a, 3b y 3c se proporcionan datos de este ensayo.

Ejemplo 4

Actividad nociceptiva usando el Compuesto 2

Usando el procedimiento descrito en el Ejemplo 1, 40 ratones macho (Balb/c, de 13 semanas de vida, con
tratamiento previo (not naive)), se dividieron en 5 grupos (8 ratones por grupo) y se trataron diariamente (0 min, po)
con las formulaciones que se muestran en la siguiente tabla.

Formulacion | Composicion

1 Control - ADD + 0,2 % DMSO 0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones) (6 yl DMSO + 2994 ul ADD), n=8.

2 Compuesto 2 (Pm 357) 1 mg/kg =0,03 mg/0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones) ((Compuesto 2,
0,3 mg (Reserva 50 mg/1 ml DMSO) 6 pl + 2994 ul ADD)

3 Compuesto 2 (Pm 357) 0,2 mg/kg =0,006 mg/0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones) ((Compuesto 2,
0,06 mg (Reserva 50 mg/1 1 DMSO) 1,2 ul + 2998,8 ul ADD)

4 Compuesto 2 (Pm 357) 0,04 mg/kg =0,0012 mg/0,3 ml/raton, po (3 ml/10 ratones) ((Compuesto 2,
0,012 mg (Reserva 50 mg/1 ml DMSO) 0,24 ul + 2999,76 ul ADD)

5 Compuesto 2 (Pm 357) 0,008 mg/kg =0,00024 mg/0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones) ((Compuesto
2, 0,0024 mg (Reserva 50 mg/1 ml DMSO) 0,048(0,05) pl + 2999,95 ul ADD)

Los animales se determinaron en la PC a: -60, 0, 60, 120, 180, 240, 300 y 360 min. Después del tratamiento. La
temperatura media de la placa caliente era de 52 grados + 1.

En las figuras 4a y 4b se proporcionan datos de este ensayo.

Ejemplo 5
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Actividad nociceptiva usando los Compuestos 2y 3

Usando el procedimiento descrito en el Ejemplo 1, 40 ratones macho (Balb/c, de 15 semanas de vida, con
tratamiento previo), se dividieron en 5 grupos (8 ratones por grupo) y se trataron diariamente (0 min, po) con las
formulaciones que se muestran en la siguiente tabla.

Formulacion Composicion

1 Control - ADD + 0,02 % DMSO 0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones) (0,06 yl DMSO+
2999,94 pl ADD), n=8.

2 Compuesto 2 (PM=357) 0,01 mg/kg =0,0003 mg/0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones)
(Compuesto 2, 0,003 mg (Reserva 50 mg/1000 yl DMSO) 0,06 pl + 2999,94 ul ADD), n=8

3 Compuesto 2, 0,001 mg/kg =0,00003 mg/0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones) (Compuesto 2,
0,0003 mg (Reserva 50 mg/1000 pyl DMSO) 0,006 pl + 2999,994 pl ADD), n=8

4 Compuesto 3 (PM=343) 0,01 mg/kg =0,0003 mg/0,3 ml/ratén, po (3 mi/10
ratones)(Compuesto 3, 0,003 mg (Reserva 50 mg/1000 yl DMSO) 0,06 pl + 2999,94 pl
ADD),n=8

5 Compuesto 3, 0,001 mg/kg =0,00003 mg/0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones)( Compuesto 3,
0,0003 mg (Reserva 50 mg/1000 pyl DMSO) 0,006 pl + 2999,994 uyl ADD),n=8

Los animales se determinaron en la PC a: -60, 0, 60, 120, 180, 240, 300 y 360 min. después del tratamiento. La
temperatura media de la placa caliente era de 52 grados + 1.

En las figuras 5a y 5b se proporcionan datos de este ensayo.

Ejemplo 6

Actividad nociceptiva usando el Compuesto 2

Usando el procedimiento descrito en el Ejemplo 1, 40 ratones macho (Balb/c, de 9 semanas de vida, con tratamiento
previo), se dividieron en 5 grupos (8 ratones por grupo) y se trataron diariamente (0 min, po) con las formulaciones
que se muestran en la siguiente tabla.

Formulacion Composicién

1 Control - ADD + 1,24 % DMSO 0,25 ml/ratén, po (2,5 ml/10 ratones) (31 yl DMSO+ 2469 pl
ADD), n=8.

2 Compuesto 2 (Pm 357) 6,25 mg/kg = 0,15625 mg/0,25 ml/ratén, po (2,5 ml/10 ratones)
((Compuesto 2, 1,5625 mg (Reserva 50 mg/1 ml DMSO) 31,25 (31)ul + 2469 ul ADD)

3 Compuesto 2 (Pm 357) 2,083 (2,1) mg/kg =0,052 mg/0,25 ml/ratén, po (2,5 ml/10 ratones)
((Compuesto 2, 0,52 mg (Reserva 50 mg/1 ml DMSO) 10,415 (10) pl + 2490 pl ADD)

4 Compuesto 2 (Pm 357) 0,694 (0,7) mg/kg =0,01735 mg/0,25 mi/ratén, po (2,5 ml/10
ratones) ((Compuesto 2, 0,1735 mg (Reserva 50 mg/1 ml DMSO) 3,47(3) pl + 2497 yl ADD)

5 Gabapentina (GBP) 30 mg/kg = 7,5 mg/0,25 mi/ratén, po (2,5 ml/10 ratones) (GBP
7,5 mg+2500 pl ADD)

Los animales se determinaron en la PC a: -60, 0, 60, 120, 180, 240, 300 y 360 min. y 24 h después del tratamiento.
La temperatura media de la placa caliente era de 52 grados * 1.

En las figuras 6a-e se proporcionan datos de este ensayo.

Ejemplo 7

Actividad nociceptiva usando el Compuesto 1

Usando el procedimiento descrito en el Ejemplo 1, 40 ratones macho (Balb/c, de 12 semanas de vida, sin
tratamiento previo), se dividieron en 5 grupos (8 ratones por grupo) y se trataron diariamente (0 min, po) con las
formulaciones que se muestran en la siguiente tabla.

Formulacion Composicién

1 Control - ADD + 5 % DMSO 0,25 ml/raton, po (2,5 ml/10 ratones) (125 yl DMSO + 2375 pl
ADD), n=8.

2 Compuesto 1, 25 mg/kg = 0,625 mg/0,25 ml/ratén, po (2,5 ml/10 ratones) (Compuesto 1
1,5625 mg (Reserva 30 mg/0,6 ml DMSO) 32 pul + 2468 pl ADD)

3 Compuesto 1 (Pm 415) egM 25 mg/kg (15 mg/kg) = 3,75 mg/0,25 ml/ratén, po (2,5 ml/10
ratones)(Compuesto 1 3.75 mg (Reserva 30 mg/0,6 ml DMSO) 75 pl + 2425 yl ADD)
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Formulacion Composicién

4 Compuesto 1 (Pm 415) egM 12.5 mg/Kg (7.5 mg/kg) = 1.875 mg/0.25 ml/ratdn, po (2.5
ml/10 ratones)(Compuesto 1, 1,875 mg (Reserva 30 mg/0,6 ml DMSO) 37,5 (38) ul +
2462 pl ADD)

Los animales se determinaron en la PC a: -60, 0, 60, 120, 180, 240, 300 y 360 min. y 24 h. La temperatura media de
la placa caliente era de 52 grados * 1.

En las figuras 7a-d se proporcionan datos de este experimento.

Ejemplo 8

Actividad nociceptiva usando el Compuesto 3

Usando el procedimiento descrito en el Ejemplo 1, 37 ratones macho (Balb/c, de 16 semanas de vida, con
tratamiento previo), se dividieron en 5 grupos y se trataron diariamente (0 min, po) con las formulaciones que se
muestran en la siguiente tabla.

Formulacion Composicién

1 Control - ADD + 1,2 % DMSO 0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones) (36 ul DMSO+ 2964 ul
ADD), n=7.

2 Compuesto 3 (PM=343) 0,06 mg/kg =0,0018 mg/0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones)
(Compuesto 3, 0,018 mg (Reserva 4,6 mg/92 yl DMSO) 0,36 pl + 2999,64 yl ADD), n=7

3 Compuesto 3, 0,6 mg/kg =0,018 mg/0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones) (Compuesto 3,
0,18 mg (Reserva 4,6 mg/92 ul DMSO) 3,6 pl + 2996,4 yl ADD), n=7

4 Compuesto 3, 6 mg/kg =0,18 mg/0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones) (Compuesto 3, 1,8 mg
(Reserva 4,6 mg/92 pyl DMSO) 36 pl + 2964 pl ADD), n=8

5 Diclofenac 50 mg/kg =1,25 mg/0,3 ml/raton, po (3 ml/10 ratones) Diclofenac 14,4 mg +
0,25 pl DMSO+ 2999,75 pl ADD), n=8

Los animales se determinaron en la PC a: -60, 0, 60, 120, 180, 240, 300 y 360 min. después del tratamiento. La
temperatura media de la placa caliente era de 52 grados + 1.

En las figuras 8a y 8b se proporcionan datos de este experimento.

Ejemplo 9

Actividad nociceptiva usando los Compuestos 1y 2

Usando el procedimiento descrito en el Ejemplo 1, 40 ratones macho (Balb/c, de 13 semanas de vida, con
tratamiento previo), se dividieron en 5 grupos y se trataron diariamente (0 min, po) con las formulaciones que se
muestran en la siguiente tabla.

Formulacion Composicién

1 Control - ADD + 0,8 % DMSO 0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones) (24 ul DMSO + 2976 pl
ADD), n=8.

2 Compuesto 2 (Pm 357) 4 mg/kg =0,12 mg/0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones) ((Compuesto
2, 1,2 mg (Reserva 50 mg/1 ml DMSQO) 24 pl + 2976 ul ADD)

3 Compuesto 2 (Pm 357) 0,04 mg/kg =0,0012 mg/0,3 ml/raton, po (3 ml/10 ratones)
((Compuesto 2, 0,012 mg (Reserva 50 mg/1ml DMSO) 0,24 ul + 2999,76 ul ADD)

4 Compuesto 1 (Pm 415) eq. 4 (4,65) mg/kg =0,14 mg/0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones)
((Compuesto 1, 1,395 mg (Reserva 30 mg/0,6 ml DMSO) 27,9(28) ul + 2972 ul ADD)

5 Compuesto 1 (Pm 415) eq. 0,04 (0,05) mg/kg =0,0014 mg/0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones)
((Compuesto 1, 0,014 mg (Reserva 60 mg/0,6 ml DMSO) 0,279 (0,28) ul + 2999,72 ul ADD)

Los animales se determinaron en la PC a: -60, 0, 60, 120, 180, 240, 300 y 360 min. después del tratamiento. La
temperatura media de la placa caliente era de 52 grados + 1.

En las figuras 9a-e se proporcionan datos de este experimento.

Ejemplo 10

Actividad nociceptiva usando los Compuestos 1y 2

Usando el procedimiento descrito en el Ejemplo 1, 40 ratones macho (Balb/c, de 13 semanas de vida, con
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tratamiento previo), se dividieron en 5 grupos y se trataron diariamente (0 min, po) con las formulaciones que se
muestran en la siguiente tabla.

Formulacion Composicién

1 Control - ADD + 0,04 % DMSO 0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones) (1,2 yl DMSO+ 2998,8 pl
ADD), n=8.

2 Compuesto 1, 0,125 mg/kg =0,00375 mg/0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones) (Compuesto 1
0,0375 mg (Reserva 60 mg/1,2 ml DMSQO) 0,75 pl + 2999,25 pl ADD), n=8

3 Compuesto 2, 0,1 mg/kg =0,003 mg/0,3 ml/ratén, po (3 ml/10 ratones) (Compuesto 2,
0,03 mg (Reserva 60 mg/1,2 ml DMSO) 0,6 ul + 2999,4 ul ADD), n=8

4 Diclofenac 50 mg/kg =1,25 mg/0,3 ml/raton, po (3 ml/10 ratones) Diclofenac 12,5 mg +
0,25 pyl DMSO+ 2999,75 pl ADD), n=8

Los animales se determinaron en la PC a: -60, 0, 60, 120, 180, 240, 300 y 360 min. después del tratamiento. La
temperatura media de la placa caliente era de 52 grados + 1.

En las figuras 10a, 10b y 10c se proporcionan datos de este experimento.

Ejemplo 11

Ensayo de edema

Ratas macho SD (de 9 semanas de vida, sin tratamiento previo), se dividieron en 5 grupos (6 ratones en cada grupo)
y se trataron (-120 min, p.o.) con las formulaciones que se muestran en la siguiente tabla.

Formulacion Composicién

1 Control - ADD+10 % DMSO 0,3 ml/rata, po (2,4 ml/8 ratas) (241 yl DMSO+ 2159 pl
ADD)

2 Compuesto 2, 1 mg/kg = 0,3 mg/0,3 ml/rata, po (2,4 ml/8 ratas) (Compuesto 2, 2,4 mg
(Reserva 21,5 mg/0,43 ml DMSO) 32 pl +2352 yl ADD)

3 Compuesto 2, 5 mg/kg =1,5 mg/0,3 ml/rata, po (2,4 ml/8 ratas) (Compuesto 2, 12 mg
(Reserva 21,5 mg/0,43 ml DMSO) 241 pl + 2159 ul ADD)

4 Compuesto 3, 1 mg/kg =0,3 mg/0,3 ml/rata, po (2,4 ml/8 ratas) (Compuesto 3, 2,4 mg
(Reserva 19,1 mg/0,382 ml DMSO) 32 pl + 2352 ul ADD)

5 Compuesto 3, 5 mg/kg =1,5 mg/0,3 ml/rata, po (2,4 ml/8 ratas) (Compuesto 3, 12 mg
(Reserva 19,1 mg/0,382 ml DMSQO) 241 ul + 2159 yl ADD)

En la figura 11 se proporcionan datos de este ensayo.

Ejemplo 12

Ensayo con formalina

Ensayo con formalina. Este método utilizado era similar al descrito por Hunscaar y Hole (1987) “The formalin test in
ratones: dissociation between inflammatory and non-inflammatory pain,” Pain 30, pags. 103-104.

Se usaron cinco animales en cada grupo y dos o tres horas después de la administracion oral de los conjugados, se
inyectaron por via subcutanea 40 yl o 20 pl (ratas o ratones, respectivamente) de una solucion de formalina al 1 %
(en solucion salina al 0,9 %) en la superficie dorsal de la pata trasera. Se comprobé el comportamiento tipico de
retroceso inducido por formalina de la pata donde se aplico la inyeccion. Los animales se llevaron a una camara de
vidrio y se midio el tiempo total que paso el animal lamiendo o mordiendo la pata inyectada. El comportamiento del
dolor inducido por formalina es bifasico. La duracion del lamido de las patas se determiné durante los dos periodos
de tiempo siguientes: 0-5 min (primera fase neurogénica) y 20-30 min (segunda fase inflamatoria) después de recibir
la inyeccion de formalina.

Parte a. Ratones macho (ratones Balb/c de 27 semanas de vida con tratamiento previo) se dividieron en 4 grupos (5
ratones por grupo) y se trataron (0 min, i.p.) con las siguientes formulaciones, respectivamente:

Formulacion Composicién

1a Control - (0,2 ml DMSO + 3,52 solucién salina) i.p. 0,3 ml/ ratén. n=5.

2a Compuesto 2, 0,2 mg/kg = 0,006 mg/0,3 ml/ratén, 6 ratones/0,036 mg/1,8 ml = (0,72 pl
(2 mg compuesto 2 + 40 yl DMSO) + 1799,28 ul ADD) n=5.

3a Compuesto 2, 1 mg/kg = 0,03 mg/0,3 ml/ratén, 6 ratones/0,18 mg/1,8 ml = (3,6 pl (2 mg
compuesto 2 + 40 yl DMSO) + 1796,4 pl ADD) n=5.

4a Compuesto 2, 2,5 mg/kg = 0,15 mg/0,3 ml/ratén, 6 ratones/0,9 mg/1,8 ml = (9 pl (2 mg
reserva compuesto 2 + 40 yl DMSO) + 1782 pl ADD) n=5.
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Parte b. Ratones macho (ratones Balb/c de 27 semanas de vida con tratamiento previo) se dividieron en 4 grupos (5
ratones por grupo) y se trataron (0 min, i.p.) con las siguientes formulaciones, respectivamente:

Formulacion Composicién

1b Control - (0,2 ml DMSO + 3,52 solucién salina) i.p. 0,3 ml/ ratén. n=5.

2b Compuesto 2, 0,2 mg/kg= 0,006 mg/0,3 ml/ratén, 6 ratones/0,036 mg/1,8 ml = (0,72 pl
(1,3 mg compuesto 2 + 26 yl DMSO) + 1799,28 ul ADD) n=5.

3b Compuesto 2, 1 mg/kg = 0,03 mg/0,3 ml/ratén, 6 ratones/0,18 mg/1,8 ml = (3,6 pl (1,3 mg
compuesto 2 + 26 yl DMSO) + 1796,4 pl ADD) n=5.

4b Compuesto 2, 2,5 mg/kg = 0,15 mg/0,3 ml/ratén, 6 ratones/0,9 mg/1,8 ml = (9 pl(1,3 mg
compuesto 2 + 26 yl DMSO) + 1782 uyl ADD) n=5.

Tabla 1a. Datos de la Parte a.
Formalina 1 % (50 pl) via intraplantar en la pata trasera derecha (3 h después del tratamiento)

n°deraton  peso tratamiento Formalina ‘ 5 min 10 min

1 08:20 11:20 11:40
2 08:30 11:30 11:50
3 08:40 11:40 12:00
4 08:50 11:50 12:10
5 09:00 12:00 12:20
6 09:10 12:10 12:30
7 09:20 12:20 12:40
8 09:30 12:30 12:50
9 09:40 12:40 13:00
10 09:50 12:50 13:10
11 10:50 13:50 14:10
12 11:00 14:00 14:20
13 11:10 14:10 14:30
14 11:20 14:20 14:40
15 11:30 14:30 14:50
16 11:40 14:40 15:00
17 11:50 14:50 15:10
18 12:00 15:00 15:20
19 12:10 15:10 15:30
20 12:20 15:20 15:40

Tabla 1b. Datos de la Parte b.

Formalina 1 % (50 pl) via intraplantar en la pata trasera derecha (4 h después del tratamiento)
n.° de ratén peso tratamiento Formalina 5 min inflam. 10 min
1 06:30 10:30 10:50
2 06:40 10:40 11:00
3 06:50 10:50 11:10
4 07:00 11:00 11:20
5 07:10 11:10 11:30
6 07:20 11:20 11:40
7 07:30 11:30 11:50
8 07:40 11:40 12:00
9 07:50 11:50 12:10
10 08:00 12:00 12:20
11 08:10 12:10 12:30
12 08:20 12:20 12:40
13 08:30 12:30 12:50
14 08:40 12:40 13:00
15 08:50 12:50 13:10
16 09:00 13:00 13:20
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Formalina 1 % (50 pl) via intraplantar en la pata trasera derecha (4 h después del tratamiento)
n.° de ratén peso tratamiento Formalina 5 min inflam. 10 min

17 09:10 13:10 13:30

18 09:20 13:20 13:40

19 09:30 13:30 13:50

20 09:40 13:40 14:00

Los resultados de estos ensayos se muestran graficamente en las Figuras 12a y 12b, respectivamente. Las figuras
12c, 12d y 12e proporcionan datos adicionales basados en el tiempo de medicion. Estos datos confirman ademas
las propiedades antiinflamatorias del Compuesto 2.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto para su uso en el tratamiento o la profilaxis del dolor, en el que el compuesto se selecciona del
grupo que consiste en

)
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o una forma isomérica quiral, diastereomérica, racémica o geométrica del mismo.
2. Un compuesto para su uso segun la reivindicacion 1, para el tratamiento del dolor agudo o croénico.
3. Un compuesto para su uso segun la reivindicacion 1, para el tratamiento del dolor nociceptivo o neuropatico.

4. Una composicion farmacéutica para su uso en el tratamiento o la profilaxis del dolor, comprendiendo dicha
composicion una cantidad farmacéuticamente eficaz de uno o mas de los compuestos reivindicados en la
reivindicacion 1, opcionalmente junto con uno o mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

5. Una composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 4, cuya composicién comprende dicho uno o
mas compuestos en forma sustancialmente pura, consistiendo dicha forma sustancialmente pura en al menos 95 %
en peso de dicho uno o mas compuestos y hasta 5 % en peso de polialquilenglicol libre, siendo la cantidad total en
dicha forma de dicho uno o mas compuestos y de dicho polialquilenglicol libre de 100 % en peso.

6. Una composicion farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 4, cuya composicién comprende dicho uno o
mas compuestos en forma parcialmente pura, consistiendo dicha forma parcialmente pura en aproximadamente 5-
60 % en peso del uno o mas compuestos y en aproximadamente 95-40 % en peso de polialquilenglicol libre, siendo
la cantidad total de 100 % en peso.

7. Una composicién farmacéutica para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 4-6, que esta formulada para
administracion oral.

8. Una composicion farmacéutica para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 4-7, en la que dicha
composicion se formula como una forma de dosificacion unitaria, que comprende preferiblemente de 0,1 a
aproximadamente 500 mg del uno o mas compuestos, comprendiendo mas preferiblemente de 1 a 300 mg, mas
preferiblemente de 1 a 50 mg, lo mas preferiblemente de 25 a 50 mg de uno 0 mas compuestos.

9. Un compuesto para su uso en el tratamiento o la profilaxis de inflamacion, en el que el compuesto se selecciona
del grupo que consiste en:
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o una forma isomérica quiral, diastereomérica, racémica o geométrica del mismo.

10. Uso de un compuesto para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento o la profilaxis del dolor, en el
10 que el compuesto se selecciona del grupo que consiste en
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o una forma isomérica quiral, diastereomérica, racémica o geométrica del mismo.
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Ensayo de la placa caliente de ratones Balb/c depués de la administracion del
compuesto 2 y compuesto 3 (0,1 y 5 mg/kg, po) y Diclofenac (10 mg/kg, po). Dia 8

=== Control —s—Compuesto 2 0,1 mg/kg ——Compuesto 2 5 mglkg
—=— Compuesto 3 0,1 mg/kg -+ Compuesto 3 5 mg/kg - Diclofenac 10 ma/kg
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Ensayo de la placa caliente de ratones Balb/c depués de la administracion del
compuesto 2 y compuesto 3 (0,1 y 5 mg/kg, po) y Diclofenac (10 mg/kg, po). Dia 8

== Control —=—Compuesto 2 0,1 mg/kg —~—Compuesto 2 5 mg/kg
—=—-Compuesto 3 0,1 mglkg ——Compuesto 3 5 mg/kg —s—Diclofenac 10 mg/kg
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Ensayo de la placa caliente de ratones Balb/c depués de la administracion del
compuesto 2 y compuesto 3 (0,1y 5 mg/kg, po) y Diclofenac (10 mg/kg, po). Dia 15

=+ Control —=—Compuesto 2 0,1 mglkg —s—Compuesto 2 5 mg/kgi
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FIG 1la.
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Tiempo total (60-360 min) de ensayo de la placa caliente de ratones
Balb/c después de la administracion del compuesto 2 y compuesto 3

'§ 160 (0,1 y 5 mg/kg, po) y Diclofenac (10 mg/kg, po). Dia 1
2 140
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Peso del corazon frente al peso corporal (%) de ratones
Balb/c después de la administracion del compuesto 2
y coTpuesto 3 (0,1 y 5 mg/kg, po) y Diclofenac (10 mg/kg, po)

Peso (%)

Control Compuesto Compuesto CompuestoCompuesto Diclofenac
2 3 10 mg/kg
0,img/kg 5mgkg 0,1mgkg 5mglkg

Peso de los pulmones frente al peso corporal (%) de ratones
Balb/c después de la administracion del compuesto 2

ompuesto 3 (0,1 y 5 mgl/kg, po) y Diclofenac (10 mg/kg, po)
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Peso del higado frente al peso corporal (%) de ratones Balb/c
después de la administracion del compuesto 2 y compuesto 3
10 (0,1 y 5 mg/kg, po) y Diclofenac (10 mg/kg, po)
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Peso de los rifiones frente al peso corporal (%) de ratones
Balb/c después de la administracion del compuesto 2

y corppuesto 3 (0,1 y 5 mg/kg, po) y Diclofenac (10 mg/kg, po)
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FIG. 1¢c
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Tiempo de reaccién (segundos)

Ensayo de la placa caliente de ratones Balb/c depués de la administracion de los
compuestos 2y 3 (0,01 y 0,1 mg/kg, po) y Diclofenac (10 mg/kg, po). Tiempo 240 min.
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FIG. 1d

29




ES 2770362 T3

Ensayo de la placa caliente en ratones Balb/c después de la administracion del compuesto 2
—+= Control (0,01; 0,1y 1 mg/kg) —a—Compuesto 2 0,1 mg/kg
—+— Compuesto 2 0,1 mg/kg —w—Compuesto 2 1 mg/kg
™ 60 —=— Compuesto 2 0,1 mg/kg i.p.
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FIG 2a
Tiempo total (60-480 min) de ensayo de la placa caliente
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FIG 2b.
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Tiempo de reaccion (segundos)

Ensayo de la placa caliente de ratones Balb/c despues
de la administracion del compuesto 2 (25, 12,5, 6,25, 3,125 mg/kg)

=== Control ——Compuesto 2 12,5 mg/kg
~=-Compuesto 2 6,25 mg/kg ——Compuesto 2 3,125 mg/kg|
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FIG 3a.

Tiempo de reaccion (segundos)

Ensayo de la placa caliente de ratones Balb/c después
de la administracion del compuesto 2 (25, 12,5, 6,25, 3,125 mg/kg)

~=+—Control —s— Compuesto 2 12,5 mg/kg
—s—Compuesto 2 6,25 mg/kg —e«— Compuesto 2 3,125 mg/kg
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FIG. 3b

Tiempo total (60-360 min) de ensayo de la placa caliente
de ratones Balb/c después de la administracion

Ty del compuesto 2 (25, 12,5, 6,25, 3,125 mg/kg)
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Tiempo de reaccién (segundos)

Ensayo de la placa caliente de ratones Balb/c después
de la administracion del compuesto 2 (1, 0,2, 0,04 y 0,008 mg/kg)

=a—Control —s—Compuesto 2 1 mg/kg —w—Compuesto 2 0,02 mg/kg
-a-Compuesto 2 0,04 mg/kg -@-Compuesto 2 0,008 mg/kg
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FIG. 4a

Tiempo total (60-360 min) de ensayo de la placa caliente
de ratones Balb/c después de la administracion

del compuesto 2 (1, 0,2, 0,04 y 0,008 mg/kg)
120 4

100

allll
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FIG. 4b
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Ensayo de la placa caliente de ratones Balb/c después de la administracion
del compuesto 2 (0,01; 0,001 mg/kg, po) y del compuesto 3 (0,01; 0,001 mg/kg, po)
—#=—Control —&— Compuesto 2 0,001 mg/kg —&— Compuesto 2 0,01 mglkg

v —@—Compuesto 3 0,001 mg/kg —g—Compuesto 3 0,01 mg/kg
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FIG. 5a
Tiempo total (60-360 min) de ensayo de la placa caliente de ratones
—_ Balb/c después de la administracion del compuesto 2
8 (0,01; 0,001 mg/kg, po) y del compuesto 3 (0,01; 0,001 mg/kg, po)
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Ensayo de la placa caliente de ratones Balb/c después de la administracion
del compuesto 2 (6,25, 2,1 y 0,7 mg/kg, po) y gabapentina 30 mg/kg, po)
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FIG. 6a.

Ensayo de la placa caliente de ratones Balb/c después de la administracion
del compuesto 2 (6,25, 2,1 y 0,7 mg/kg, po) y gabapentina 30 mg/kg, po)
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FIG 6b.

Ensayo de la placa caliente de ratones Balb/c después de la administracion
del compuesto 2 (6,25, 2,1 y 0,7 mg/kg, po) y gabapentina 30 mg/kg, po)
[~ Control —=— GBP 30 mg/kg ——Compuesto 2 6,25

Compueste 2 2,1 maglkg
malkg —e— Compuesto 2 0,7 mg/kg
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FIG. 6¢
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Tiempo total (60-360 min) de ensayo de la placa caliente de ratones
Balb/c después de la administracion del compuesto 2

E (6,25, 2,1y 0,7 mg/kg, po) y gabapentina 30 mg/kg, po
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Tiempo total (60-360 min) de ensayo de la placa caliente de ratones
—_ Balb/c después de la administracion del compuesto 2

§ (6,25, 2,1 y 0,7 mg/kg, po) y gabapentina 30 mg/kg, po
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Ensayo de la placa caliente de ratones Balb/c después
de la administracion del compuesto 1 (25, 15, 7,5) mg/kg
——Control ——Compuesto 125 mg/kg —s-Compuesto 1 15 mgikg —— Compuesto 17,5 mg,'kg]
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FIG. 7a
Ensayo de la placa caliente de ratones Balb/c después
de la administracion del compuesto 1 (25, 15, 7,5) mg/kg
=+=Control ——Compuesto 125 mgikg —s-Compuesto 115 mg/kg —m-Compuesto 17,5 mg/kg)
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FIG. 7b

Tiempo total (60-360 min) de ensayo de la placa caliente

M) de ratones Balb/c después de la administracion
-8 del compuesto 1 (25, 15, 7,5) mg/kg
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FIG. 7c
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Tiempo total (60-360 min) de ensayo de la placa caliente

§ de ratones Balb/c después de la administracion

< del compuesto 1 (25, 15, 7,5) mg/kg
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Tiempo de reaccion (segundos)

Ensayo de la placa caliente de ratones Balb/c después de la administracién
el compuesto 3 (0,06, 0,6, 6 mg/kg, po) y Diclofenac (50 mg/kg, po)

=== Control

—— Compuesto 3 6 mg/kg —a—Diclofenac 50 mgikg

—a— Compuesto 3 0,06 mg/kg —a—~ Compuesto 3 0,6
mg/kg
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FIG. 8a

Tiempo total (60-360 min) de ensayo de la placa caliente
de ratones Balb/c después de la administracion del compuesto 3

'g (0,06, 0,6, 6 mg/kg, po) y Diclofenac (50 mg/kg, po)

T 200 .

S 180

D 160

2 140

— 120

8 100

o 80

g- €0

E 2

2 9 . . . .

- Control Compuesto3 Compuesto 3 Compuesto3 Diclofenac
0,06 mg/kg 0,6 mg/kg 6 mg/kg 50 mg/kg

FIG. 8b
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Ensayo de la placa caliente de ratones Balb/c después de la administracion
del compuesto 2 (4, 0,04 mg/kg, po) y del compuesto 1 eq. (4, 0,04 mg/kg, po)

——1 —-—1 — - -t

Tiempo de reaccion (segundos)

BIO 120 180 240 00 360
Tiempo después del tratamiento (minutos)

8

FIG. 9a

Ensayo de la placa caliente de ratones Balb/c despueés de la administracion
del compuesto 2 (4, 0,04 mg/kg, po) y del compuesto 1 eq. (4, 0,04 mg/kg, po)
== Control —=—Compuesto 2 0,04 mg/kg—— Compuesto 1 0,06
-=-Compuesto 2 4 mg/kg —w Compuesto 14,65 mglkg  Ma/kg
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FIG. 9%

Tiempo total (60-360 min) de ensayo de la placa caliente
de ratones Balb/c después de la administracion del compuesto 2
o (4, 0,04 mg/kg, po) y del compuesto 1 (4,65, 0,04 mg/kg, po)
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Tiempo total (60-360 min) de ensayo de la placa caliente
de ratones Balb/c después de la administracion del compuesto 2
(4, 0,04 mg/kg, po) y del compuesto 1 (4,65, 0,04 mg/kg, po)
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FIG. 9d

Tiempo total (60-360 min) de ensayo de la placa caliente
de ratones Balb/c después de la administracion del compuesto 2
(4, 0,04 mg/kg, po) y del compuesto 1 (4,65, 0,04 mg/kg, po)
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Ensayo de la placa caliente de ratones Balb/c
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FIG. 10a

Ensayo de la placa caliente de ratones Balb/c después de la administracion del compuesto
1 (0,125 mg/kg, po), compuesto 2 (0,1 mg/kg, po) y Diclofenac (50 mg/kg, po)
=+ Control —— Compuesto 10,125 mg/kg
~@—- Compuesto 2 0,1 mg/kg ~4#— Diclofenac 50 mg/kg

Tiempo de reaccién (segundos)
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FIG. 10b

Tiempo total (60-360 min) de ensayo de la placa caliente de ratones
Balb/c después de la administracion del compuesto 1 (0,125 mg/kg, po),
compuesto 2 (0,1 mg/kg, po) y Diclofenac (50 mg/kg, po)
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Incremento de volumen (mm?3)

Ensayo de edema de ratas SD después de la administracién
del compuesto 2 y del compuesto 3 (1 y 5 mg/kg, po, =120 min)
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1 mg/kg 5 mg/kg 1 mg/kg 5 mg/kg
FIG. 11
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600 5

Fase neurogénica del ensayo con formalina en ratones
Bal/c (3 y 4 horas después del tratamiento)

p<0,05ws
500 -
*

c ] *

:Q 400 .

)

O 300 7 *

3 7 : :

o 200 | I
Laaddd
reeee

100 - / 4444
L ddd
o A + 444
Control Compuesto 2, Compuesto 2, Compuesto 2,
0,2 mg/kg 1 mg/kg 2,5 mg/kg
Tratamiento, 180 minutos antes del ensayo
FIG 12a.
Fase inflamatoria del ensayo con formalina en ratones
Bal/c (3 y 4 horas después del tratamiento)
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FIG 12b.
Ensayo con formalina en ratones Bal/c (3 y 4 horas
después del tratamiento)
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FIG 12c.

Ensayo con formalina en ratones Bal/c (fase neurogénica
3 y 4 horas después del tratamiento)
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FIG 12d.
Ensayo con formalina en ratones Bal/c (fase inflamatoria
3 y 4 horas después del tratamiento)
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