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PATENTE “COMBINACION DE TRIMEBUTINA CON UN ANALGESICO
DERIVADO DEL OP10".
Estimados sefiores :

Damos alcance al expediente citado en la referencia, para reivindicar Prioridad de la
Patente solicitada, con fundamento juridico en lo establecido en el Articulo 9 de la Decisién
486 de la Comunidad Andina de Naciones (CAN), la fuente normativa de reciprocidad, se
basa en :

a.- El articulo 4 del Convenio de Paris, aprobado mediante Ley 178/94, declarado exequible
por la Corte Constitucional en Sentencia del 18 de Enero/96.

b.- Ley 170/94 en la cual Colombia aprobé el Acuerdo por el que se establece la
O Organizacién Mundial de Comercio (OMC) suscrito en Marrakech (Marruecos) el 15

de Abril de 1994, y sus Acuerdos multilaterales, los cuales incluyen los aspectos de los
Derechos de Propiedad Intelectual relacionados con el Comercio; mejor conocido como
el Trip’. Dicha Ley 170 de 1997 fue declarada exequible por la Corte Constitucional el
28 de Marzo de 1995.

El Articulo 2, Ord.1, del Trip’s establece que la propiedad en el Mundo seré reconocida,
que los paises miembros cumplirin los articulos] a 12 y el Articulo 19 del convenio de
paris. A su vez, e articulo 4 del Convenio de Paris (es decir, uno de los articulos de
cumplimiento obligatorio bajo Trip’s) establece que la prioridad sobre la primera
solicitud en el mundo seré reconocida.

Por lo tanto:
Segin el Articulo 10 y Articulo 10 Literal (a) de la Decisién 486/2000 CAN, Invocamos y
anexamos la siguiente prioridad:
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1.- Prioridad No.99125752.8
FECHA DE PRESENTACION: 23 —Diciembre-1999
OFICINA : EUROPA (C.E)
Debidamente Legalizada por el Ministerio de Relaciones Exteriores

2 - Traducciones de las reivindicaciones de la Primera solicitud de Patente efectuadas por
O Traductor Oficial avaladas por el Ministerio de Relaciones Exteriores

En consecuencia, ruego a ustedes una vez finiquitada esta diligencia, ordenar lo pertinente
pare que el expediente siga su curso normal.

Atentamente,

RODOLFO RODRIGUEZ MADRID
C.C. No. 3°792.584-Cartagena
T.P. No. 59.363 del C.S.J

Anexo.- Lo anunciado.
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COMRBINATION OF TRIMEBUTINE WITH AN OPIOID ANALGESIC

FIBELD OF THE INVENTION

5§ The field of the invention is related to methods for preventing and/or treating pain. Mom
particularly the invention concems a combination of timebutine [2-dimethylamine-2-
phenylbutyl-3, 4, 5- trimethoxy-benzoste hydrogen malests] or its cormspording

O stercalsomers with an opioid wnalgesic for preventing mnd/or treating pein as well as
notiception .
10

BACKGROUND OF THE INVENTION

15
Trimebatine [2-dmethylamino-2-phenylbutyl 3, 4, 5- tritnethoxybeszoate hydrogen malests;
TMB] has been used in many countries sinve 1969 for the trestment of famctional bowel
disorders, inchuding frritable bowel syndromia (IBS). The officacy of the compound to relicve
qo abdominal pain has been demonstrated in vardous clinical studics wsing different protocols of
trestmeny (Liatiecks, 1980 ; Mosbal and Harron, 1979, Tonssaint ef al., 1981 ; Ghidiui ef al,
1986). Trimebutine was found to display week agonist activity for mat bmin and guimes-pig
(Romen f al., 1987) or canine (Alleacher ¢r al., 1991 ) intestinal opioid receptors, without
selectivity for any of the -, 5~ end «-subtypes. This weak activity was confirmed when using
isolatnd intestinal fragments under transmural stimulation (Pascand e al., 1987). This
25 propexty conld be responsible for the modulatory action of trimebutine on intestinal motility i
fasted dog. Trimebutine given cither ntravenougly or oratly delays the appearance of a phase
T of the migrating motor complex (MMC) in the stomach and the dyodamm by induing &
prematire phase I migrating along the whole intestine (Bueno er af,, 1987). In mm,
trhnebutine stimulates imiestinal motility in both fod and fasted states (Grandjouan e
30 al,1989). Furtharmore, trimebutine reverses the cffect of sireas in jejunal motility (Delis e
al., 1994).

Printed: 18-12-2000 1)
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by decreasing the intensity of the recto-colonic reflex in rats as evidenoed by the inhibition of
colonic motility consecutive to ractal distension (Julia st al., 1996). This rosult may be related
to the beneficial effbcts found with trimebutine in patients with IBS and more specifically in
5  the weatment of aitacks of abdominal pein,

Pain has been defined as the sensory experience perceived by nerve tissue distinet from
sensation like touch, pressure, heat ar cold,
Although the precise definition of pain is difficult because of the large mnge of sensations aa O
10 woll as the variation in pein perception by different individuals, it can be classified in three
categorios : acute pain, inflammatory pain and chromic pain.
Generally speaking, physicisns and patients are expecting mors efficient and sfs compounds
for tresting and/or preventing pain. It is the major case for chromic pain, where there ls n
genera) agrmament (9™ World Congress on Pain, Vierma, August 1999) that there is sn umnet
15 medical need for ity treatment. NSAIDz and opisics are quitc inaffective in many owsos
Antidepressants are being used with mconsistent eficacy (50-60%). Certain anticonvulsants
(carbamazepine, clonazepan, baclofen) may be active. In extrame cases, capsaicin and local
snosthetics are being tricd. Howsever, none of these approaches is satisfactory and same
patienty are reftactory to all of them. In some cases like trigeminal neuralgis, nevrosorgery
20 (differemtial thermoconguistion of Gasser ganglion) remains the only way of alleviating pain

In this view, clinical and animal sindies have shown that concomittant apiate and bupivacaine
therapy lmproves the magnitude and durndion of pain relicf when compared to the effects of
each drug adminigtezed separately (Meert and Melia, 1992).

i

In addition, since NMDA (N-methyl-D-aspartate)-type ghutamate receptors are belisved to
play & pivotal role in the transmission of excitstory signals from primary scnsory newronas to
the hrain through the spinal cord (Dicksnson et al., 1990), somé strategies have been set up for
the treatment of pain by administration of & combination of NMDA sntagonists and an opioitl

30  enalgesic (WO 99/44610). Unfortunaely, some products s dextromethorphan have been
moported 1o induce unacocptabls side effects.

| Printed: 19-12-2000 2
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application, that trimebutine has m inhibitory action on glutamate rolease through the
blockede of sodium channels and also is abls to act as & local mesthesic with a 17-fold bigher

_ potency than Mdocaine. Surprisingly, inventors have shown that trimebufine or ite
5 stereoisomers, which is 2 non-NMDA receptors antagonist, administred in cambination with
#m opioid anslgpsic on one hand has an inkibitory action on pain with a potentistion of opioid
analgesic action and on the other hand reduces the unwanted side-effects of the sald opieid
analgesic among them drug dependence snd constipation. Indeed, there is no general teaching
O in the art suggesting a combinaton of trimebutine or its sterecisomers with an opioid
10 enalgedc.
According 10 these results, it is demonstrated thet ttimebutine can have sa action on pain
conditions other then visceral pain, confirming that trimebutine is useful in the trestment
and/or the prevention of pain.

15
SUMMARY OF THE INVENTION

The invention relates to a product comprising trimebutine [2-dimethylsnino-2-phenylbutyl-3,
4, 5- rimethoxy-benznate hydrogen maleate) or its corresponding steveoisomers and an opioid

OO analgesic. The components of the sald product can be used sipmitanecusly, separatety or
sequentlially, as a comhined preparation, in the trestment and/or prevemtion of pein and/or
nociception.

In this regard, the opicid analgesic js preferably morpbine tat can also b¢ chosen among
codsine, dihydrocodeive, diacethylmarphine, hydrocodons, hydromarphone, levorphanal,
methadons, nalbuphine, propoxyphens and pentazocine or ecceptable salts thereof.
The i . ides also & ol soal ition ising trimebutine or it
corresponding storeoisomers and an opioid analgesic with at least one pharmaceutical carricr
of excipient.

30 Another embodiment of the inveation is the use of trimebutine or its comcspooding
sterecisomers and an opioid saalgesic for the preparation of & medicament which comprises

|Printed: 19-12-2000 8
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forms which can be usad simulisncously, separately or sequentially in ths teatmemt and/or
prevention of pain and/or nocicaption. In this veapect, the pesent invention is useful to
prevent and/or treal acute pain, Drfismmatory pain and/or chronic pain.

5 In the conlaxt of the invention, trimebutine is administerod at dosage between SO to 900
mg/day and preferably between 300 to 600 mg/day and the opioid mnalgesic is administered at
dosage between 0.01 to 250 mp/day depending of the chosen opicid analgesic.

Prefarably, the opioid spalgesic is morphine which is administered at dossge hetwoen 2 o

10 The present application coucerns also a method for proventing and/or treating pain and/or
nociseption comprising administering trimebutine and an opioid anslgesic to a patient in need
mmmwawmuwmuﬁcwuw
separate or sequantial,

The invention relates ulso to 8 process for the preparation of a plunmacentical composition

15  comprising trimebutine or its stercoisomers and an opioid analgesic, which process comprises
bringing trimebutine and the opicid amalgesic into association with a pharmaoeutically
acceptable carrier or excipient.

DESCRITION OF DRAWINGS

Figures 1 ; Effect of TMB (A), Nor-TMB (B) and their corresponding stersaisomers on ['H}-

batrackotoxin binding to rat cortical synaptosomes. Membrancs ars incubatod with increasing
25  concentmtions of test drags in presence of 25 g scorplon venom and 10 nM [If} batrachotoxin,

Non specific binding is determined in the presence of 03 mM verairidine. After 90 min

incubation at 25°C, bound ligend is separated fiom free Ligand by vacuom filtration through

Gfﬁﬂm&pﬁﬁabh&nghmufhﬂmpmﬂhuhﬂﬂdumnf

control binding determined in absence of inhibitors. Represented valuas are mwan + SEM from
30  atlesst independent dotarminations perfianned in duplicaw.

{Printed: 19-12-2000
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verstridine-induced glutamate releass from rat spinal cord slices. Morphine and bupivacaine
(C) axe tested in the same conditions. Results are mesns 3 SEM of at least 10 determinations.
Tha slices gre superfused 15 min with the test compound prior to stinmlation with veratridine

5 (40 uM) . The radioactivity collected in 5 min fractions during 30 min after the stimulation is
counted and the effect of compound is determined by comparing the cumulated quantity of
radicactivity relessed to that obtsined in cells superfused with buffer alane*P<(.05;
P01, ***P<0.001, Studant’s test.

10  Figure 3 : Effect of TMB on sodium currerts meagured in DRG neuroms. (A) brward Ne*
carrent induced every 10 s by stepping the membrane potential from -80 to -10 mV. T™MB is
Jocally applied for 20 5 at 0.1 M (top row) and at 1 iM (bottom row). (B) Sodium current
before (control) and during TMB porfusion (same cell a8 in A). (C) Pesk sodium curcent
varsus pulse potential in control saline end in the pressnce of TMB at the concentrations

15 indicsmd. The decrease in peak sodium current occurred homothetically. (D) Dose-response

relationskip of TMB cffects an DRG Na'" current. Resalts are exprossed as the Na” current

part (relative peak Na'* current) pervisting in the presence of the blocker, Each point is meay +

S.EM. of 4 to 6 experiments. Conticmous curve: best fit to Fill fimction with [Cs = 0.69 uM,

and og = 1.02.

Figure 4 : Local sexthetic effect of TMB (A) and lidocaine (B) as detenninad in the rabbit
cameal reflex. The values repressnt the median of percentage of inhibition of corneal reflex
calculatcd for cach set of 10 stimulations. The x axis represents time (in mimites) following
imﬂunﬁogs.'m.ns; **P<0.01 compared with ths control group treated with the vehicle

25 (Maop-Whitney U test).

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION
30

After having determined that trimebutine is able to inhibit the glutemate releass involved in

[ Printed:19-12-2000 B
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the tamsmission of nociceptive stimplus, through the blockade of sodium chamels, the

inventors bave confirmed that trimebutine is able to sct 23 local snesthesic and mrprisingly

with a potency really higher than of lidocaine. They bave also established that n comhbined

edministeation of trimebuting or is stercisomers with s opicid sualgesic has a potentisting
5 affect for treating and /or preventing pain.

In this regard, the invention provides a product comprising trimebutine [2-dimethylamine-2-

phenyliatyl-3, 4, 5 tdmethoxybouzoate hydrogen malesto] or its corespounding

sterecisomers and an opiold analgesic in order to answer the need of pain relicf by an always

10 In this respect, the components of the sxid product can be used smultancously, separately or
sequevtially in the treatment and/or prevention of pain and/or sociception.

Trimebutine (2-dimethylamino-2-phenylbutyl 3, 4, 5- timathoxybenzoate hyirogen maleste,
TMB) bas been demonstratad to be active for relieviag abdominal pain in humans,

15 Fwthermore, it is known that in Inimans, after oral or iv administration of trinebutine , this
Jatter sarves as 4 metabolic precursar for N-esmethy] trimebutine (Nor-TMB). This indicates
that trimebutine is acting like 8 bioprecursor of Nev-TMB meaning that imder actiom of the
bepatic enzymes the bioprecursor timebutine is metabolized end gives rise to a new
molecule.

20 Indeed, the administration of trimebutine in humans leads to the concomittant exposure of O
trimainttine, Nor-TMB and other matabolites. Thexefore these compounds and particularly
timebuting and Nor- TMB are abls to elicit jointly their (sntinnciceptive) properties.

Tt is therefore wndarsiood that N-desmethyl timebutine (Nor-TME) comprises the
stereoisonces (S) N-deamethyl trimebutine and (R) N-desmethyl trimebitine and the

25  carrespanding racemate.

The opivid anslgesica are well established as a olass of enalgesic agent. Somnetimes they are

also referred to es opiates but this term should be reserved for morpbine-related chemicals.

The tern opicid ia generally accepicd to refer in a generic sense 10 all droge, natral or
30 synihetic, with morphine-like actions,

The synthetic or sacmi-synthetic opicid enalgesics arc derivatives of five chemical classes of

campounds : phepmotivenes, pheoylhepiylamines, phenyipipexidincs, morphinans and

| Printed:19-12-2000 .




Seiiomuademnbiih o ‘U LaDO - L4 Y 1 40887690+ +48 89 21894405414
23-12-1999 EP99125752.8 SPEC
"

7 130

benzomarphana.

In the context of the invention, the opioid analgesic Is chosem among morphine, codeine,
dirydrocodeine,  diacethyhmorphine,  hydrocodons,  bydromorphone,  lovorpbnol,
onyxmorphone, alfentanyl, buprenorphine, butorphanol, fentenyl, sulfentayi, meperidine,
5  methadone, nalbuphine, propoxyphene and pentazocine or acceptahie salts thereof. Preferably,
the opioid analgesic is morphine or an acceptable salt thereof.
Of all of the opinid analgesics, morphine remaina the most widcly used and in this regard is an
wchetype compound. Unfortumately, apart from its useful therapeutic properties, morphine
q alxo has a rumber of drawhbacks including sedation, respiratory depression, decrossed
0 gastrointestinal motility (resulting in cometipation) snd in some individuals, nansea and
vomiting may occur. Another drawback always reported is the developpment of tolerance and
pliysical dependence Timiting the clinical use of such a compound. There is therefore 2 necd to
develop methods which enahle the clinicians to use lower doses of opioid annlgesics such ss
morphine, thereby reducing the lkelihood of adverse effocts inchuding the development of
15 tolemnce sand dependence, and thus avoiding two major problems : the need to escalate
dosages in long term trestment cases leading to the occurrence of side effects and the risk of
drug withdrawal sated with o0 of administrati
The present invention also concerns advantagoously the uee of trimebutine [2-dimetitylamino-
2-phenylbutyl-3, 4, 3- trimethoxy-benzoste hydrogen maleste] or its corresponding
dﬂ sterecisomers and an apioid apalgesic for the preparation of a medicament to provent and/ar
irext pain and/or nociception. Accordingly, the conpounds of the combined preparstion are
aither used simnlimmecusly, scparataly or sequentially in the treatment and/or peevention of
peio mnd/or nociception. It is undexstood that the term "pain” coxnprises arry kind of pein with
my etiology.
25 Maure perticolarly, the invention is useful for preventing and/or treating acute pain as well as
any inflammatory paim (visceral or samatic) and chronic pain.
Interestingly, the inventors have established that trimebutine and also its metabolites called
bergefler Nor-TMB (and preforably the (S)eosntiamar) which is one of ity major
metabolites in humans, iphibit glutermate relepse fram mt spinal cord slices, through the
30  Dblockads of sodium channels. Especlally, trimebutine, its stereoisomers, and Nor-TMB have
boen studicd for their affinity towards sodium chapnels laheled by [*H)-batrachotoxin, their

(Printed:19-12-2000
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effect on sodium carrents in rat dorssl root.ganglia neurons, on vemttidine-induced

ghramate release from rat spinal card shices.

These rasults ere particularly interesting since the pivotal role of glutamate and excitotoxic
amino-acids (EAA) in the estsblishment of hyperalgesic or allodynic conditions has been
evidenced by Dickenson et al, 1995. From that discovery, strategios have been sot up for
finding pew analgesic drugs based on the inhibition of glutamate md EAA. receptora. Moast of
the inhibitors that these sirategies bave generated cannot be nsed in homan for safety reasans
and it sppears now that the blockade of glutamate receptors is u difficalt way for drug
discovery.

Furthormore, the results reported in the examples demonstrate thet trimebutine, its
sterzoiscmers und its metabolitas display an analgesic aciivity and an inhibitory effact on
pain, particularly an mflammetory pain and chzonic patn,

Exarmples of acute pain include particularly post-operative pain and hesdaches.
Inflammmory pain includes smy pain with an inflammmatory component such as artinitls,
polyarthritis, spondylaxthritia, musculo-squeletal pain such as osteo-traumatic pain, as well s
theumatic pain, dentsl pain and dysmenorthoea,

Chronic pein, according to the definition proposed by the Intemnational Associstion for the
Study of Pain, Is a pain which peraists beyond normal tigsus healing time (sugpested three

. ‘mouths) (fnternational Assoclation for the Study of Pain, classification of chronic pain. Pain,

1986, Suppl 3, S1-8226), and this impliss a transition point from acute pain.

Accordingly and since chronic pain results from hyperelgesin (Dickenson et &l, 1995), the
present ivention comprises also the prevention aud/or treatment of hyperalgesia or pain
related to central hypersenmtivity conditions.

Examples of chranic pain include neurological pam such as neuropathies, polynexropathics
including thoss related to diabetes, headache, trauma, neurelgias including post-zosterian
acuralgin and trigeminel nouralgin, algodystrophy, HlV-related pain, cancer-relsted pein,
vascular pain soch as pain resulting from Raynand's syndrome, Horton's diseass, arteritis,
varicose ulcers,

In the context of the invention, trimebutine is administered at dosage between 50 to 900

[ Printed:19-12-2000|
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mg/day and preferably between 300 to 600 mg/day (man with avorage weigth of 70 kg) .

The opioid amalgeaic i3 adminjstercd at a dosage level up to conventional dosage levels for
such smalgesio, tux prefirably at a reduced lsvel in accordance with the ingtant inveation.
Suitable dosage levels will depend upon the anslgesic effect of the chosen opicid analgesic

5  but typically snitabls dogage levels are between about 0.001 1o 25 mg/kg per day, preferably
between 0.005 to 10 mg/kg per day and cspecially between 0.005 o 5 mg/kg per day or
between. 0.01 to 250 mg/day (meo with sverage weigth of 70 kg) depending of the chasen
oploid analgesic. The corgpound may be admingitced up to 6 tmes per day and preferubly 1 to

() 4timesperday.

10  For example, dosages may be for morphine prefecably between 2 to 220 mg/day, for codeine
between 20 to 60 mg/day, for fentanyl betweeen 0.1 to 1 mg/24 hours, droperydol between 2
to 10 mp/day, for oxycodone berween 20 1o 80 mg every 4 hours (man with average weigth of
70 kg)-

When administered i combinstion, either as a single ar as separate pharmmceqtical

15 composition(s), trimebutine or its stexeoisomers apd the oploid analgenic are presented fn &
ratio which is consistent with the menifestation of the desired cffect. In particular, the ratio by
weight of trimebutine to the opicid analgesic will suitably be approximately 1 to 1. Preferably
this ratio will be between 0.0001 1o 1 and 1000 to 1 and especially between 0.0] 1o 1 and 100
wl,

QO In a further aspect of the ipvemtiom, there is pxuvided a pharmaceutical composition
compeising trimebutine or its corresponding sterecisomars and an oploid analgesic,
In this context, trimsbutine providad in a pharmaceutical composition in combination with an
oploid amalgesic is ueful for preventing and/or trosting the above meantitmed kinds of pains.
Pharmacentical compositions jncinde trimebutine and/or its corresponding steveoisamers
25  including their salts and is produced by formmilating the active compounds in dosage wnit form
with at lesst one solid or liquid pharmaceutical acceptable carrier or axcipient.
Where it is approprime to form a salt, the pharmacentically acceptable salts include acetats,
benzenesulfonate, berzoats, bilererate, calcium aceiats, camsylate, casbonats, citoate, edetae,
cdisylste, cstolate, esylate, fumarate, gluceptate, ghaconate, glutamatc, glycoloylarsanitate,
30 boxylkesorcingte, hydrabwmine, hydmolremide, hydrochloride,  hydrogencarbonate,
hydroxynephthoats, iodide, iscthiouste, lactate, lactobionate, malate, maleste, mandelaie,
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mesylate, metbyluitrats, methylsulfate, mucate, napsylste, pitrate, pamoste (smbonzte),

pamothenate, phosphate/diphosphate, polygalacturomats, salicylats, steamis, schacetste,
succipats or hemi-succinate, sulfate or hemi-sulfats, tarmate, tartrate or hemi-tartrate,
theociats, triethiodide, benzatiine, chloroprookine, cholins, diethanolamine, etiryleaedianving,

5 meghumine, proczine, aluminum, gmmomium, tetemethyl ammonium, calciwm, Hthivm,
magneshyn, potassium, sodivm, and zinc. (See also "Phermucentical salts™ by Berge SM. &f
al. (1997) I. Pha. Sci, 66: 1-19, which is incorporatad herein by refeyence.)

The salts of opioid enalgesics mre also propared scconding to well known processes and said
salts sujwable for ocal or parenterel routes arc praferred. O

10  Solid dosage forms For oral administration include capsules, tablets, pills, powders, mnd
gramiles. In such solid dosage forms, the active components are admized with af 1east one
inert customary excipient (or carrier) such as sodium citrate or dicalcium phosphate or (8)
fillers or extcnders, as fior example, starches, laciose, sucross, glucose, mannttol, and silicic
acid, (b) binders, as for example, carboxymethyicellulose, alginates, gelatin, polyvinyl-

15 pymolidone, sucTose, and acacin, (¢) humeotants, as for exmmple, glyceval, (d) disintegrating
ageuts, as for exmmpls, agar-agar, caleium carbonate, potato or tapiocs starch, alginic acid,
certain complex silicates, and soditm carbonste, (¢) solition retarders, as for example
parsffin, (f) absorption accelerators, as for example, quaternary ammonium compounds, {g)
wetiing agents, as for example, cetyl alcohol, end giycero! monostearste, (b) adsorbents, as for

20  example, kaolin and becinnite, and () Iubricanta, as for example, talc, calcium stcarte, O
magncaium stearate, solid polyethylens glycols, sodium lanryl sulfats, or mixtures thereof. In
the casa of capsules, tablets, and pills, the dossge forms may also comprise baffering sgents.

Sclid compositions of & similar type may also be emplpyed s fillers in soft and hard-
filled gelatin capsules using such excipisnts as lactose as well as high molecular weight

25 polyctizyleneglycols, and the like.

' Solid dosage forms such as tablets, drapées, capsules, pills, and gramules can be
prepared with coatings and shells, such as entexic coatings and others well known in the at.
The active companents ¢oan also be in micro-encapaulated fonm, if appropriste, with one or
maore of the sbove-mentioned cxcipients.

30 Liquid dosage foums for orsl administration include pharmaceutically acceptebls
emulsions, solutions, suspensions, syrups, and elixirs. In sddition to trimetutine end/or the
opioid analgesic, the liquid dosage forms may contain inart diluents commonly used in the art,
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such es water or other solvents, solubilizing agents and emulsifiers, a8 for example, ethyt

alcohol, isopropyl alcohol, sthyl carbonate, ethyl acetats, banzyl alcobol, mud the liks.
Suspenaions, in addition to trimebutine snd/or the opioid enalgesic, may contein saspending
agents, as for example, cthoxylated isosteary] alcobols, polyoxyethylene sorbitnl and sorbitan

5 esters, microcrystalline cellulose, shminum metahydrodde, benmtonits, sger-agsr and
tragecanih, or mixtures of these substances, and the liko.

Compositions suitsbls for parentersl imjection may comprise physiologically
acceptabls sterile aqneous or non aqueous solutions, dispersions, suspensions or exlsions,
and sterile powders for reconstitution into sterile injectable solutions or dispersions. BExmnples

Qo of suitable liquid carriers, diluems, solvents or vehiclos inchido water, ethenol, polyols
(propylenisglycol, polyethyieneglycol, glycerol, and the like), and suitshle mixtures thereof.

Thase compositions mey also contein adjuvenis such s posserving, weiting,
emulsifying, and dispersing agents. Prevention of the action of microomganisms cen be
engured by various antibactexial and mntiftmgal agents, for example, parabens, chlorobutanol,

15 phenol, sorbic acid, and the Like. It may also be degsimable to include isotomic agents, for
example sugers, sodhnn chioride, and the like,

Prefernbly the componition is in anit dosage form. In such form, the preparstion is divided
into unit doses containing appropriate quentitica of trimsbutine end/or the opicid enalgesic.
The unit dosage form cen be a packaged preparation, the package contsining discrete
20  quamitios of the preparstion, for example, packetsd tablets, capsules, and powdess in vizls ot
o anpoules. The imit dossge form cam also be a capsule, cachet, or tabict itself, or it can be the
eppropriste number of any of these packaged forms. Same examples of dosage tmit forms are
tablets, capsules, pills, powders, suppositories, aqueous and non aqueons oral sohutions and
suspensiops, snd parepteral solutions packaged in coutaimars coutaining either one ar some

25 larger mumber of dosege urits and capahle of being subdivided into individusl doses.

Routes of sdmnistration are preferably the oral ar tho parenteral routes xod especially
the injection routss mcluding particularly the intrevemous injection routs and epicural
injection route. Flowever, any compatible routs such as subcutaneous, iatramusculzr,
intrathacal, intraperitopeal toutes can also be conzidered in the comtext of the presemt

30 invention.

Another embadiment of the invention is related to 8 method for preventing and/or
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to & patient in need thexsof . In the context of the invention, the administration of the two

compounds rany be simoultanecuns, separate or sequential

The term "petient” Is intesaded to include any memmmal and especislly humen wham the
S wimebutine end the opicid snalgesic are administred,

A firther embodiment of the invention provides a process for the prepamtion of a

pharmaceutical composition comprising trimebutioe or its sterecisomers and an opicid

analgesic which process comprises bringing trimebutine and the opioid snalgssic Into

association with a phermaceutically acceptable carrier or excipient. O

10
The biochemical and pharmacologicel date reported in the examples allow a better
understanding of the mechanism of action of trimebutine in combination with an opiaid
analgisic. They support the assumption that, beaides its regulatory effiects on colonic motility
already reported in the past apd which had been related to its weak opioid properties,

15 trimebutine is endowed with anfinociceptive propertios which are due to its blocking effect on
Na' channe]s. These ncw propeties of TMB cxplain how this compound in combination with
an opiold analgesic is a usefil method for preveoting and/or troating pain.

The prescat invention will be further disclosed in the following examples without limiting the
20 scope of the invention.

EXAMPFLES

Material and Methods

25  Antoals.
Male Sprague-Dawisy rats (IFFA Credo, Saint Germain sur I'Asbreale, France), weighing 225
250 g (H]-betrachotoxin binding expesiments) or 350-375 g (giutamate relesse expecments),
or pregnamt rats (electrophysiological experiments) are used in this experiment and ars cared for
in accordance with the institutions) guidclines for mimal welfaro : temperatare 21 & 3 °C;

30 lightdaric 1ZW12h
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Drugs and media.

Trimebutine maleate, (S)-Trimebutine, (R)-Trimebutine, are synthetized according to the
process disclosed in the freach patet FR 2,369M (1962) and the jepanese patent spplication
published under n° 16416 (1980) and incarparated herein by reference.
Flunarizine, L-ghswnatic acid, lidocaine hydrochloride, bupivacaine, trypsin and DMEM-F12
are purchased from Sigma (St Qoentin Fallavier, France), morphine from Francopia (Gentilly,
Francs), vexatridine fiom RBIL, Bioblock Scientific (kirch, France), gmtamicine from
Boehringer Mammheim S.A. (Mcylsn, Foance). All reagernts used for the preparation of buffiers
and solutions are of anslytical grade from Merck (Merck-Clevenot, Nogent sr Marne,
France),

(S)-N-desmethyi-TMB maleate is synthetized according to the mrocess disclased in WO
95/01417 and incorporated herein by reference.
L -] G*H}-glutammic acid ( 49 Cl / mmole), is from Amersham (Les Ulis, Prance). Dulbesce’s
modified Hagls medivtn, Newrobasal medium, fetal calf serum were from Gibeo, Life
Tecimologies S.ARL. (Cergy Pontoise, Franoe). Homse serum iz from Seromed, (Betdin,
Germarny).

Example 1 | 'H}-batrachotoxin binding.

The purpose of the present example is 10 deteymins the affinity of the tested compounds to
CH]-batrachotoxin binding sites in rat cortical synmptosomes, repmesenting site 2 of the
sodium chumned

1.1 Materipls snd methods

@) Symaprosomal membranes.

Cercbral cortices from male Spmague-Dawiey wis are homogemized in @ glaws-Teflon
homogenizer in 10 volumes of ico-cold 0.32 M sucroes, S mM KaHPO4 (pH 7.4 ut 4°C). The
hormogenaie is centrifoged at 1000g for 10 min ; the new pellet is resuspended in the game
volumse of sucrose and recantrifoged. The new pellst is discanded and the two supernatants
resulting from thess two centrifugations are pooled and centrifuged at 20,000 g for 10 min. The
resulting peliet is resuspended in a svdium-frec assey buffer containing 50 mM HEPES (N-2-
hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulphonic acid ), 5.4 mM KCl, 0.8 mM MgSO4, 5.5 mM
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14
ghacoss and 130 M choline chloride (pH 7.4 at 25°C).

b) Binding experiment.
Binding assays are initiated by the addition of 150-200 jug synaptosomal protein o an assay

5  buffer containing 25 ug scorpion venom (Lebrens quinguestriatus), 0.1 % BSA, 10 aM [H)-
batrechotoxin and various concentrations of teat drags (250 i final volume). Non-specific
binding is determined in the presence of 0.3 mM vexatridine. Reactions arc incubated for 90
min at 25°C and the bound Jigand is scparsted froru 1bo free by vacunm firmion dwough
GF/B filters (Filtermate, Packsrd). The filters are washed with 2x5 ml buffer (S mM HEPES,

10 1.8 mM CaCl, 0.8 mM MgSOs, 130 mM choline chleride, 0.01% BSA; pH 7.4 at 25°C) and O
boumd ligand is estimated by using liquid scintillstion spectrometry (Topcount, Packard).

¢) Calculations.
In all experiments examining the displacement of [*H]-batrachotoxin binding by unlabeled
15 drugs, concentration-responise Curves sre generated using aix concenirstions of drugs. All
assays are performed ai least threo times, with each datermination performed in duplicate.
Data mv expressed as mesn values & SEM of at least three determinations. Displacement
curves are fits geoerated by Graph-Pad Softweare. Displacement plois ere analysed by a non
Iinesr rogression analysis using the LIGAND computer program (Mc Pherson, 1985). These
20  enalysis generaved Hill cocfficient (nx) and ICx valums. Ki values are caloulated from ICsp
velues using the Chemg-Prusoff (1973) relationship. O

12 Resulty

The remlty presented in Figure 1 (A) and (B) show that trimcbutins, its stercoisomers and its
25  metabolites displace [*H]-betrachotoxin ftom fts binding sites to rat cortical synsptosomes

with potencies lying between that of bupivaceine (Ki = 7.14 + 0.96) and that of flunserizine

(Ki = 038 = 0.05 uM). For all compounds, the displacement of (*H]-batrachotnsdn is

complate and the caloulated Hill cosfficient is close to 1 (fig.1).

The affinity of trimebutine i3 found with Xi = 2.66 + 0.15 uM. For this compound, no
30  steveoselectivity is evident since the comresponding sterecisomers display affinities similar to

that of racemaies. The values for the () and (R ) enanticmers are : Ki = 3.31 % 036 uM and

Ki =2.89 4 0.88 uM respectively.

[Printed:19-12-2000] . 14
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For Nor-TMB, the valuss for the (S) and (R ) cosntiomers are : Ki = .80 == 0.04 uM and Ki
= 126 £ 0.07 pM, respectively.

Ifence, the present exampla demonstrates that trimebutine, Nor-TMB and the comresponding
stervoisamers display affinity for [*H]-batrachotoodn binding sites in the same order of
magnitude than bupivacaine or flunsrizine, two sodium channe] blockers.

Example2: (H]-gintamate release.

The parpose of the presmat cxample is to detexmine the akility of trimebuting and its
metabolites to inhibit the relcase of glutamate from rat spinal cord slices.

This example shows that trimebutine, its motaboliies and their corresponding sterecisomers
inhibit verstridine-induced glutwmate relesse in vitro. Vemtridine is known to induce
glutamate release by activating voltage-depandent N2 channels, regulting in Na© influx with
consecutive reduction of the transmambranc gradient (Wesmelskirchen et al., 1992).

2.1 Maicrigls and methody

a) Buffers

Two buffers aro peepared: m incorporation buffer (modified Krebs sofution: 119 mM NeCL 5
mM ECL 0.75 mM CaCl, 1.2 M MgS0O., 1 mM NaHiPO,, 25 mM HEPES, { mM
NaHCOy, 11 mM D-glucose, 67 M EDTA, 1.1 mM L-ascarbic acid (pH 7.4) gassed with

" 95% Oz md 5% COz) and a mperfusion buffer identical 1o the incorporation buffer except

that EDTA and asoarbic ecid exe amiticd. Compounds to be tested and verstridine are diluted
in this supearfusiom buffer.

b) Rai spinal cord slices.

After decapitation of animels, 8 1.5 em sepment of lumbar spinal cord is isolated after a
lumbosacral lamimectomy and submergad in a ice-cold rmodified Krebs solution gassed with
95% O and 5% CO3. After removal of the dira matter, all ventral and dorsal roots are cut et
the roof of the eniry zone. Slices (250 jun thick cube-like blocks) ars prepared using three
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successive seclions pexformed with a Mclllwain tissue chopper.

¢) Superfusion experiments .
Slices arc incabated for 5 min &t 30°C in 5 ml of incarparation buffer maintened under
5  oxyganation and containing 10 pM L-glutamic acid end 4 pCi / ml [*H]-ghtsmic acid, After
incubation, the slices aye transfixred into superfision chambers in an sutomatic superfusion
apperatus (Brandel). The mpparatus congists in a device of 20 chambers allowing to rm
simnjtansously 20 experiments mnd to control the sequence of buffers used in the superfusion
by programining of an Apple le computer. This systemn mekes it possible wo tost various
10 experimental groups in the same run (4 groups of § chambers), ARer 4 washout period of 45 o
min, at a flow mete of 0.5 ml/imin, veratridine (40 pM) is added for 5 min 1w the suparfasion
medium. When drogs are tested (trimsbutine and its stereoisomers), they are added 10 the
superfugion medium 15 min before and also during veratriding application. Fractions of
superfusain corresponding to S min sre collected during the 30 min following the stimulation.
15 At the end of the ran, the slices aro removed from the chambors :mmd 2.5 mi of scintilladon
liquid (Hiome Fluor, Packerd ) are added to the slices and to sach of fhe fractions. The
radioactivity is determined using liguid scintiflation spectroscopy (Mimaxi, Packard). The
cffux of radionctivity is assumed to be due mainly to [PH)-glotamate efflux (Tumer and
Dunlap, 1989).
20 .
d) Data analysis, O
All values aro cxpressod an the mean = SEM of at least 5 decerminations. Relesse of
radioactivity for csch fiaction is expressed in terms of fractional relcsse calculated by
dividing the radioactivity in each fraction by the amount remaining in the filwr. Ths
25  stimmlation produced by veratridine is quntified by cumulniing the reloase of cadioactivity
measured in the factions collected after the stimulstion. The effect of tested compounds is
evaluated as pereent of inhibilion by comparing the total amounty of radicactivity released in
control shambers to those released in chambers superfused with test compounds. From these
pmhﬂiﬁmmsawhﬂmakﬂmdhrpbﬁhgmbhvduldhﬁhﬁmwhg
30 values of concentrations. Statistical analyses are performed using Stodent's peired. two
tailed t-test, Statistical differences are considered significant at P < 0.05.
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2l Regulty
The results presented in Figure 2 demonstrate that trimebutine inhibited dose-dopendently
veratyidine-induced giotamate releass st concentrations higher than 60 uM (fig-2A).
S  Furthermare, 50 wo 60% inhibitiom could be reachad at concentvations as high as 100 uM. (R)-
trimebutine presenind & profile similer to the recemate whereas (S)-trimcbutine presented =
significant inhibition from the concentration of 3 WM (Gg.2A). The estimated ICs is 15.2 pM
for (S)-trimebutine, whereas it conld not be caleulated (ICso > 100 uM) for trimebutins and
(R)-trimebutine. For Nor-TMB emd its sterecisomers (fig2B), the inhibitery effect wus
Om significant (p < 0.01) at 3, 10 and 30 uM and ICss valus was 8.4 M. (S)-Nor-TMB displzyed
an activity (TCs0 = 6.3 uM) gimflar to that of the racemate and simuilar also to that of the
second enmtiomer (R }-Nor-TMB (ICso = 16.3 uM). Theso results are in agreement with
results from other papers reporting thal compounds that inactivaie volage-dependent Na*
chamnels prevent vemtridinc-induced glutamate telense i vitro and /n vivo (Lees and Leach,
15 1993). In « similar manner, the effoct of TMB and relaied compounds on veratridine-indnced
ghutamate release is dua to their blocking artivities op sodium chammals.
When bypivacaine is cvaluated nnder the same experimental conditions (Fig. 2C), an ICsp
value of 8.2 uM could be estimated.
' Morphiac is found inactive in this paradigm op to 100 uM (fig. 2C). The luck of affect of
20 morphine in this model suggests that the effects of trimebutine on ghitemate reloass are not
O due to the opioid properties of the compounds demonstralod in provious stadies (Rowen &t
al., 1587).
These results demonsirate importuntly that timebuting displays higher activities than
buM
25  This example is quite important givin the pivotal role of ghutamate and cxcitstory amino acids
(EAA) in the trensmission of nociceptive message and more particularly in hyperalgesic
conditions. In this respect, the finding that TMB and its metabolites mxe sble of reducing the
axtracelluler concentrations of glutamate by inhibiting its release from presynaptio pools
represcats aun exciting property of TMB in its therapeutic use as analgesic agent.

m wm: experiments.
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sodium currents,

3.1 Miterigls and methads

q) DRG newrons.

Expesiments on sodivm currents wre performed using cultared mt dorsal root ganglia (DRG)
excised from 14~ to 15-day-o0ld rat ambryos. Methods for cell isolation and culture ire derived
from thoso described by Valmier of af. (1989). Pregnant Sprague-Dawiey rate are killed by

placing them in a CO; atmosphare for 5-6 min. Three to five embryos are removed meptically

and placed in a Petrd dish containing the following B medium supplemented with antibiotics
(streptonmycin, 50 pg/ml; penicillin, 50 U/ml). The B mediom contained (in mM): 137 NeCl,
5.4 KCl, 0.4 NaaHPOQ,, 0.8 MgSOs, 0.8 MgCh, 1.8 CaCl,, 6 glucase, 10 HEPES. The dopml
root gmghia arc removed from the excised spinal cord and digested for 6 min in 2 ml of
Dulbecco’s modified Eagls medium containing 0.1% typsin Cells zra dissocisted
mechsnically through fire-polished Pastenr pipettes end plated In polyomithine-luminine
coated dishes. The cultmre medium is the Neurobasal medium containing, 0.5 mM glhutamine
and 25 pM glatamate. The cells are inoubated at 37°C in 5% COz. Electrophysiological
exxperiments are performed from 4-6 h o 24 h after plating.

b) Elactrophywiology.

Conventional whole cell patch clamp experiments are parformed at room tempersiurs using
an EPC7 (List) putch clamp amplifier. DRG neurons sre bathod in a Hanks dertved medivm
containing (in mM): 143 NaCl; 10 CaCly; 5.6 KCl, 2 MgCla, 5 ghucose and 10 HEPES, pH
adusted to 7.4 with NeOH (ommolarity, 300-310 mosm/l). For recording sodium cuxrent,
calclun 1S replaced by Mg™ in the presence of 10 mM TBEA (tetrasthylammonium). Patch
electrodes used for reconding currents are filled with the following saline (In mM): 140 CsC),
1.1 EGTA (cthyleneglycol-bis (f~aminoethyl ether) N, N, N', N*-tetrascetic acid), 5 HEPES,
2 MgCh, pH sjusted to 7.2 - 7.3 with CsOH (osmolarity, 290 moem/l). The cloctrodes are
palled in 4 stepy from 1.5 mM glass capillarics (GC 150 TF, Clark Electramedical
Ipstruments) using & P87 puller (Suiter Instruments) end fire-polished. The tip resistance is 2-
3IMQ.

Drugs are dissolved in the bath medhey (from siock sohsticns st 10° M in DMSO
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(dimethylsulfoxide)) and applisd by pressure ejection (Poeumatic Picopump PV820, WFI)
from plass pipettes (10 - 20 pun tip diameter) locatad at 50-60 pm from the recarded cell

¢ Caleulations.

Data are samplad at 2 kiJz. Software for stimmlation, acqulsition and anelysis is comstructed in
by wash periods. Bach point is the mean & SEM of 3 to § experiments,

Experimental points are fitted to the theosetical Fill curve using the least-square Minsg

+
program: y=1/(1+ [X]" /iCso" ) in whichy is fhe finctlon of Na_current persisting in the
presence of the drug applied at the concentration [X], 1Cs is the concentration of drug that
HthNﬂ+MMnhmmlmﬁdﬂmehmddm

requi:'edbblontmeNl+ channe],

3.2 Repulty

In figure 3A are shown the effects of the saccessive 20 s applications of trimebutine st 0.1 and
1 uM on the sodium cumrent of 2 DRCG neuron. In this representative experiment, TMB
mduced a reversible blockade of the current amounting to 13% and 61% at 0.1 and 1 pM
raspectively. The blockade occurred without may evidence of changes in current kinetic
(tig.3B) and voltage dependence (fig.3C). The dose-respanse curve obtained by epplying 0.01,
0.1, 1 and 10 pM trimebutine is shown in figure 3(D) as a plot of the current part remaining in
the presence of tha blocker.

The inkibition perameters calenlated from this curve are : ICro = 1.05 £ 0.09 and ay =1.09 =
0.10. The parameters ealoulated for Nor-TMB are very similar.

A kinexic study is pecformed using (R,8)-TMB, The unblocking rate kogr is determined from

the time constant opr = 34 + 4 & (n = 6) of the exponential recovery from block: ko=

ll::off- 29 10'3 s-l.

The blocking rute ke, is deduced from Kpy= kot kon ; kon = 35-40 10741 m‘l-nua
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reaction rates defined the 3 drugs as fast Na chamel blockers; for instance, 10 yM (R,S)-

TMB blocked the chamwels with a time constant of 2.2 9.

These electrophysiological data cordfiom the results on [*H]-batrashotaxin binding (example 1)
5 and glvtxmate relowss (exmmnple 2) by demonstrating that TMB, its sterecisomers and its
metabolites block reversibly the sodium curments in DRG nearons with ICso about 1 WM.
Since the Hill coefficient is about I, the blockads appearsd 10 oceur aceording to » simple

+
bimolecular reaction, i.e. one molecule of hlocker intermeting with ome &ite on the Na

channel, Therefore, the ICso value measured the dissocistion constant K1y of the blockers.

10 Hencs, the effects of timebutine and related compounds on Na' cwrents, which appears
sesponsible for the inhibitory cffect on glatamate relesss, indicatcs a potential thergpeutic
effect of these compounds in pain.

Sodium chmncl blockers Il local aneathetics are known v block the genemtion and

15 condnotion of nezve impulses by inhibiting the current through voltage-gated Na™ charmels in the
nerve ecll-membeane (Strichartz and Ritchio, 1987). The effect of TMB and related compounds
ou Na* currents, wiich is probebly responsible for the inhihitory affiect on ghtamate release,
indicates a potcntial therapeutic effisct of these compounds n pein.

20 Esample 4 : Cornesl reflex testing in mbhbits

The zim of this example is to demonstrate the local nesthesic propesties of trimabutine or its
sterecisochers in comparison with & reference local anesthesic agent such as Hdocaine,

25 4] Materisl and method
a) Animals:
Whits New-Zealand male rebbite (CEGAV, Les Hauts Noss, Saint Macs d*Egrenne, France)
weighing 1.9-2.7 kg were used. Animals warn housed individoally in cages placed in an sir-
conditioned (17-212C) smimal house kept between 45% and 65% relative humidity and with an
30  artificial day/night cycle (12h-12h) with light on at 7-30 am.
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b) Corneal reflex testing

Teat suhstunces are gdministered as solutions in stevile water (Baxcter, Maurepas, France), The
coucentrations of test substances are expressed as percentage (weight/volume) of active
compotnd (base Sorm). Each test substance at each concentration is tested on the two eyes of
5 animals (Le. 10 measurcments per substance gnd per concentration). On the duy of the study,
animals are placed in rvsivaint cages in s quiet room. Twenty 10 30 minntes latex, o first
measurement of the corneal sensitivity is performed. Any animel presenting & partial or
complete corneal insensitivity ar any ocular lesion baftre admixlstration is excluded from the
study. iImmediately after the frst megsurement, 2 X 40 ul of test substances or their vehicls are
applied to the cormma. The two instillations were undertaken on each cye at a one-mimmte
friterval. Cameal sensitlvity is subsequently maasured at 5, 10, 20, 30, 40, 50 and 60 minutes
following the instillations, and them at 2, 3 and 4 hours after the instillstions. Comeal
sensitivity is messured by touching gently the center of the comea with & loop-shape nylon
yaru (0.3 mm dimmeter). For cach msasurement, this operation is repeatnd 10 times at regnlar
2 socond intervals, The number of stimulations producing a comeal reflex is notad for each set
and for each eyc.

¢) Data analysis
Results are expressed as porcentage of inhibition of the cornesl reflex calculsied for each set
of 10 stimmiations:

% intohition of corneal reflex =~ 10 - (sumber of stimnlations inducing a comsal reflex) x 10

For each experimental group, median vahuss are determined. The effects of test compounds
am compéred with those of the vehicle using a Mann-Witiney non-parmatric U test et each
time of measurement. Arcas under curves aro calculsied over the first 60-minnts period
following instillation for each animal apd each concentration by the trapezoidal method of
Bourget et al, 1993. The relative potency of TMB is compered to thet of ldocaine
hydrochloride from respective mean arees under curves using a covariance anafysis,

42 Rosulis .
TMB produced a dose-dependent local anesthetic effect on rabbit comea (fig.4A). The first
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instillation of 0.3% or 1% TMB produced a complete local anesthesis lasting more than 60
min. Under the same expecimentsl conditions, lidocsine (fig.4B) was found inactive up to the
concentration of 0.3%. At the 6% concentration, the local anesthetic effect was complete only

5  during 25 min and 60 min after the instiliation, there was no more inhibition of the comeal
yeflex. When comparing areas under the curve, we calculated that TMB showed & potency 17-
fold higher than lidocaine,

Exgmplo 5 : PGExr-induced byperagesia
10 C)
The aim of this stady is to evaloate the entihyperalgesic sctivity of TMB, its stetecisomers
and its metabolites in combination with an opioid mnalgesic in Prostaglandin Ea (PGEr)-
induced hyperalgesia in the rat.

15 g Animals:
Test is cmxisd out with Sprague-Dawley male mis (100-120 grams) on arrivel. They are
housed S per cage and scclimated to the conditions of the animal room for 5 days umder

12/12 day/night cycle and a constant room temperatars of 22°C. Food and water are provided
ad libidum,

b) Test: O
A sohation of PGEs (1mg/ml) is prepared as a stock solution in 8 109 (v/v) alecho! in
spyrogen sterile saline and stored at 4°C for 4 days.
A solution of PGEa (1pg/ml) is freshly prepared twice daily in sterile saline and 100ul is
25 injected subplanter inio the leR paw of rai, twice daily for 4 days. Using this protocol,
hyperalgesig is presant for at least a week following completion for 4 days of treatment
Control animals (saline group) are given sterile saline in the same experimental couditions.
Hypexalgesia is measured by the Randall and Selitto’s tesi (Randall and Setillo,1957) using sn
analgesimetar (Ugo Basile). The analgesimeter is bagically a device which exerts & force that
30  incresses at constant rate.The foroe is applied to the antmal’s pew which is placed on 2 small
plinth under a conc-shaped pusher. The operator depresses a pedal-switch to start the
mechanism with exsris the force. The nociceptive threshold is defined as the force at which

[y e
 Printed: 19-12-2000 [22)
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the mt withdrews its paw. The threshold is determined befiore and after treatment. KL

Drugs are given by subcuteneous Toute, 30 mimtcs before the second determination; Control
animels (saline and PGE; group) received the appropriate vehicle in the same experimental

¢) Daia analyxis:
Data arc preseniad as the mean +/- SEM
The level of statistical significence is determined with Student's t test (Tallarida snd Murray,
O 1987) for paired sample and differences with p<0.05 are considered statistically significant.
10
% of antinocicoptive activity is calculated as folloves:

moun PGEy/trested group - mean PORy/vobicls group
afier drug treaement after vehicls tresmment

15 X 100
moan sxline/vehicle group - measn POEy/velticls group
after velricla group afber vehicia traatmeat
Exnnpie § : Rat monensurnpathy

20

o) The aim of the study is to evaluate TMB, its sterecisomers and its motabolites in combination

with an opicid anaigesic in a model of rat nsuropathy.

The Committen for Research and Bihical Issuny of the International Association for the Study

of Pain (JASP) Bthical Guidelines are adhered 1o {n these studies. In particulnr, the duration of
25  the experimenta is as shori 28 possible and the number of animals is kept to & minimum.

] Animals:

Male Spragus-Dawlay mats (Charles River, France, strain deaignstion Crl :CD(SD)BR), o= 45,

weighing 175-200 g on arrival arc used. The mars are housed at the experimental fcilities for n
30 weck prior to the experiments. They are maintained on & 12 h light/dark cycle and have free

access to standard laboratory food and tap water in an ambient temperatare of 20-22°C.,

b Surgery:

| Printed:19-12-2000 23
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* The unilateral peripheral moncnearopsthy is produced on the right hind limb accarding to the
method described by Bannett end Xie, 1988 and Aital et al., 1990. Ras axe anesthatized with
sodiwm pentoberbitone (Nembutal, S0 mg/kg Lp.). The common sciatic nerve is exposed by
blunt dissaction at the level of the mid-tigh: four ligatures (5-0 chromic catgul, about 1-mm
5 spacing) are placed sroumd the perve.

¢) dniinociceptive testing;
Experimcnts are carried out in a quiet room. Animals mre not acclimatized to the teat
situations beforehand. The experimenter is unaware of the drug mud doses used. Bach animal O
10 receives drugs only once mad is wsed In only ons experiment. The aptinociceptive action is
determined by meswuring the vocalization threshold elicited by preasure on both ths nerve-
Dijured and the contralateral hindpaw, using the Ugo Basilc (Comerio, Italy) analgesymetes.
This instnment generates a lincarly increasing mechanical force applied by 8 dome-shaped
plastic tip (diameter =1 mm) on the dorsal suface of the paw. The tip is positioned between
15 the third and fourth metstarsus (info the sciatic nerve teritory) and foroe is applied wntil the
rat squesked. For each rat, a conirol threshold (mean of two cansecutive stable threshalds
expressed In g) is detorminad before injecting the drugs . The vocalization thresholds =re than
measured every 10 min, until they returne to the lsvel of the contral vatues,

20 4 Dotagnalysis:
Damn sre expressed as maans =+ S.EM. The aress under the corves (AUC) are caicnlated using O
the trapezoidal rle. Statistical mignificance of the data is analysed by cne-way analysis of
variance (ANOVA). The observed significances are them tonfirmed with Tukey's test. Simple
rogrossina (linear model) are performed 1o establish dose-dependent cffects. Sttistionl
25 analyses are corried out using a statistice) computec program (Statgraphics Plus, Mamgistics,
Rockville, MD). B<0.05 is used »s tha exiterion for statistical significance.
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CLAIMS

1. A product comprising trimebutine [2-dimethylanino-2-phenylbutyl-3, 4, 5- trimethoxy-
benzoetn hydrogen maleate] or its corresponding stereciscuers and an opioid analgesic.
2. A prodoct according to cleim 1 wherein compounds can be used simuiuneously,
separataly or sequentislly in the tmaiment and/or prevention of pain and/or
oot

3. A product according to claim 1 wherein the opicid suslgesic is chosen among
morphine,  codeine,  dibydrocodeine,  discethylmorphine,  hydrocodone,
hydromarphone, levorphanol, onyxmorphone, alfentanyl, buprenorphine, butorphanol,

femenyl, sulfentanyl, meperidine, methedons, nalbgphine, propoxyphens end
pentazocine or acceptabls salts thereof.

4. A product eccording to claim 3 wherein the opioid sualgesic ia morphine ar an
acceptable sglt thereof.

5. A phamaceutical compoaition comprising trimebutine [2-dimethylmming-2-

phenylbutyi-3, 4, 5- trimethoxy-benzoste hydropen maleats] or its comesponding

sterecisomers and an oploid snalgesic with at least one phamaceudical carriar or
niens

6. Use of timcbutine [2-dimethylamino-2-phenylbutyl-3, 4, 5 trimethoxy-benzoate
hydrogen malsats] or its corresponding storecisamers and an opioid analgesic for the
preparation of 3 medicament to prevent and/or treat pain and/or zociception.

7. lfumcrdingtndaimﬁfonhnuhmeuuspuﬂomnqnmﬁd administration in

the treziment and/or preveution of pain and/or nociception.

8. Use according to claim 6 for the preparation of a medicament to prevent and/or treat
acute pain .

. 9. Use socarding claim & for the preparation of a medicament to prevemt and/ar treat

inflasmatery pain.
10. Use according claim § for (he preparation of 8 medicament to prevent and/or treat
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chronic pain. .

11. Use according to claim 6 wheretn the trimebutine is administered at dosage between
50 to 900 mg/day and prefirably betwoen 300 to 600 mg/day.

12. Use according to claim 6 wherein the opioid analgesic js administered at dosage
between 0.01 to 250 mg/day depending of the chosen oploid analgesic.

13. Use eovording to claim 6 wherein the morphine is adwministered st dosage between 2
10 220 mg/day.

14, Mothod for preventing and/or treating pain end/or nociception camprising
administering trimebutine and an opiold analgesio to a patient in need thereof

15. Method according 1o claim 14, wherein the administretion of trimebutine and the
opioid analgesic is simoultancous, separate or sequential,

16. A process for the preparation of a pharmaceutical coraposition comprising
trimebutine or its stereoisomers and an opioid analgesic which process comyprises
bringing trimebutine and the opioid analgesic into asociation with a pharmacenticelly
accoptable carrier or excipient.
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ABSTRACT

The inverdion provides a combination of of tfimebutine [2-dimethrylamino-2-phenylbutyl-3,

10 4, 5- trimethoxy-benzoats hydrogen maleste] or ifs comresponding sterecisomers with an

opicid snalgesic for ths prepamtion of a medicament to provent and/or trest pain or
scenti
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Combinacién de "'rimebutina con un Analgésico Derivado del Opio

Campo de la Invencidn.

El campo de la invencidédn se relaciona con métodos para prevenir
y/o tratar el dolor. En particular, la invencién trata sobre una
combinacién de trimebutina [2-dimetilamino-2-fenilbutil-3,4,5-
trimetoxi-benzoato hidrbgeno. maleato] o sus correspondientes
estereolsdémeros con un analgésico derivado del opio para prevenir

y/o tratar el dolor y también la nocicepcidn.

Antecedentes de la Invenciliédn

Trimebutina [2-dimetilamino-2-fenilbutil 3,4,5-trimetoxibenzoato
hidrégeno maleato; TMB] se ha utilizado en varios paises desde
1969 para tratar desérdenes funcionales del intestino grueso,
entre los que se incluyen el sindrome del intestino irritable

(SII). La eficacla del compuesto para aliviar el dolor abdominal

se ha demostrado en varios estudios clinicos a través de

distintos protocolos de tratamiento (Liittecke, 1980; Moshal y

Herron, 1979, Toussaint et al., 1981; Ghidini et al., 1986). Se

descubridé que 1la trimebutina presenta una leve actividad

agonlsta para el cerebro de las ratas y para los receptores de
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oplo intestlnales de los conejos de Indlas (Roman et al., 1987) o
los caninos (Allescher et al., 1991) sin el criterio selectivo
para ninguno de los subtipos n, 8 y k. Dicha actividad leve se
confirmé al utilizar fragmentos intestinales alslados bajo una
estimulacién-- transmural (Pascaud et al., 1987). Esta propiedad
podrlia ser la causa de la acciétn de modulacién de la trimebutina
en la motilidad intestinal de perros en ayuno. La trimebutina
administrada en. forma intrave'nosa u oral retarda la aparicidén de
una fase III d-el complejo motor migratorio (CMM) en el estémago y
el duodeno al inducir una fase III prematura, migrando a 10. largo
de todo el intestino (Bueno et al., 1987). En el hombre, la
trimebutina estimula la motilidad intestinal tanto en estado de
ayuno o no (Grandjouan et al., 1989), Es més, la trimebutina
revierte el efecto de .tensién de la motilidad yeyuno (Delis et

al., 1994).

No hace mucho, se demostré6 que la trimebutina influyen en 1la

actividad de los aferentes viscerales al disminuir la intensidad

del reflejo recto-colénico en ratas como lo demuestra la '
inhibicién de la motilidad coldnica sequido de la distensién

rectal {(Julia et al., 1§96) . Tal resultado se lo puede asociar a _.

los efectos beneficiosos que se hallaron con la trimebutina en
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los pacientes que padecen de SII y més especificamente en el

tratamliento de los ataques de dolor abdominal.

Se define al dolor como la experiencia sensorial que percibe el
tejido nervioso que es diferente de las sensaclones como por

ejemplo el tacto, la presién, el calor o el frio.

Si blen es diéicil establecer una definicién precisa de-dolor
dada 1la gran cantidad de sensaciones y variaciones en la
pércepcibn del dolor que poseen los Iindividuos, se , puede
clasificar en tres categorias: dolor agudo, dolor inflamatorlo y

dolor crénico.

En general, los médicos y los pacientes desean compuestos mas
efectivos para tratar y/o prevenir el doler. El1 caso mas
importhnte es el del dolor crédnico, y hay un acuerdo general (9°
Congreso Mundial sobre el Dolor, Viena, Agosto de 1999) de que
existe una necesidad médica que ailin no se ha hallado para su
tratamiento. En muchos casos, 1los opios y NSAIDs n; son
efectivos. Los antidepresivos se utilizan con una eficacla poco
consistente (50%-60%) . Cierto tipo de anticonvulsivos

(carbamazepina, clonazepam, baclofen) pueden ser activos. En

casos extremos, se ha probado la capsaicina y anestesias locales.
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Sin embargo, estos enfoques no han sido satisfactorios y algunos
pacientes no responden-a ninguno de estos. En algunos casos, como
por: ejemplo la neuralgia trigeminal, la Unica forma que queda
para aliviar el dolor es mediante neurocirugia (termocoagulacidn

diferencial del ganglio de Gasser)

Por todo esto, los estudios clinicos y en animales han demostrado
gque la terapia de bupivacaine y opio aumenta la magnitud y 1la
duracién del alivio del dolor si se compara con los efectos de

cada droga administrada separadamente (Meert y Melis, 1992).

AdeméAs, dado gque se cree gque los receptores de glutamato del tipo
NMDA (N-metil-D-aspartato) tienen un papel fundamental en -la
transmisién de sefiales de excitacién desde 1las neuronas .

sensoriales primarias al cerebro a través de la médula espinal °

(Dickenson et al., 1990), se han creado algunas estrategias para
el tratamiento del dolor basadas en la administracién de una
combinacién de antagonlistas de NMDA y un analgésico derivado del
oplo (WO 99/44610). Lamentablemente, se ha informado que algﬁnos,
productos como - por ejemplo el dextrometorfan causan efectos

secundarios inadmisibles.
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Los inventores tomaron cowo punto de partida el dolor visceral ¥y
descubrieron,” como lo confirma la presente solicitud, que 1la
trimebutina presenta accldén inhibitoria sobre la liberacién de
glutamato mediante el bloqueo de los canales de sodio y ademas
actyia como una anestesia iocal con una potencia 17 veces mayor
gque la lidocalina. Inesperadamente, los ilnventores demoastraron por
un lado que la trimebutina o sus estereocisdmeros, que es un
antagonista dé receptores sin NDMA, al administrarla con un
analgésico derivado del opio presenta una accidn 1inhibitorila
sobre el dolor con una potenqiacibn de la accién ana%gésica
derivada del opio y, por otro lado, reduce 1los efectos
secundarios no deseados de dicho analgésico derivado del oplo
entre los que se encuentran la depéndencia a esta droga y- la-."'.f
constipacién. Es mas, no existe una ensefianza general en la -

materla que proponga una combinacién de trimebutina o sus

esterecisémeros con un analgésico derivado del opio.

iy
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De acuerdo con estos resultados, de demostré que la trimebutina
puede tener accidén en condiciones de dolor ademis del dolor

visceral, lo que confirma que la trimebutina es de utilidad en el

tratamiento y/o prevenciédn del dolor.

Resumen de la Invencién.




La invencién "se refiere a un producto gue comprende trimebutina
[2-dimetilamino-2-fenilbutil-3, 4, 5S-trimetoxi-benzoato hidrégeno
maleato] o sus estereolsémeros correspondientes y un analgésico
derivado del opio. Los compuestos de este producto pueden
utilizarse en forma simulténea, separada o secuencial, como una
preparacién combinada, en el tratamiento y/o prevencién del dolor

y/0 la nocicepcién.

De este modo, el analgésico derivado del oplo es preferenEemente
morfina, aunque también puede seleccionargse de codeina,
dihidrocodeina, diacetilmorfina, hidrocodona, hidromorfona,
levorfanol, onixmorfona, alfentanil, buprenorfina, butorfanol,
fentanil, sulfentanil, meperidina, metadona, nalbufina,
propoxifeno y pentazocina o sales aceptables de los mismos.

La invencién también proporciona una composicién farmacéutica que

comprende trimebutina o sus estereoisémeros correspondientes y un &

analgésico derivado del opioc con al mencs un portﬁdor

farmacéutico o excipiente.

Otra realizacién de la invencién se refiere al usoc de trimebutina

0 Ssus este;eoisbmeros correspondientes y un analgésico derivado

i1
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del oplo para la preparaci6tn de un medicamento que comnprenda
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tanto trimebutina como dicho analgésico derivado del opio en una

forma de dosgsis tUnica o como formas de dosis separadas que pueden B

utilizarse simulténeamente, en forma separada o secuencial en el "

tratamiento .y/o prevencién del dolor y/o la nocicepcibn. En este
sentido, la presente invencién sirve para prevenir y/o tratar. al

dolor agudo, dolor inflamatorio y/o crénico.

Dentro del contexto de la invencién, la trimebutina se administra

en dosis entre 50 y 900 mg/dia y preferentemente entre 30q y 600 :

ng/dia y el analgésico derivado del opio se administra en dosis
entre 0,01 y 250 mg/dia, lo cual depende del analgésico derivado

del oplo que se haya seleccionado.

Preferentemente, el analgésico derivado del opio es la morfina,

la cual se administra en dosis entre 2 y 220 mg/dia.

La presen?e solicitud trata también scbre un método para prevenir
y/o tratar el dolor y/o la nocilcepcién -que comprehde el hecho de
administrar trimebutina y un analgésico derivado del oplo a ua
paciente que necesita del mismo. La administracién de trimebutina
y del analgésico derivado del opio puede ser simulténea, separada

0 secuencial.



La invencidn también se refiere a un proceso para la preparacidédn
de una composicién farmacéutica que comprende trimebutina o sus
estereclsbémeros y un analgésico derivado del opio. Dicho proceso
comprende la asociaclbn de la trimebutina y el analgésico

derivado del opio con un portador o exciplente farmacéuticamente

aceptable.

Descripciédn de los Dibujocs

Figuras 1: Efecto de 1la TMB (A), Nor-TMB (B) y losa
estereolsémeros correspondientes en la unién de [3H] -
batracotoxina a los sinaptosomas corticales de la rata. Se -
incuban las memmbranas con concentraciones cada vez mayores de
drogas de prueba en presencia de 25ug de veneno de escorpién y
10nM de [’H)-batracotoxina. No se determina una unién especifica .
en presencia de 0,3 mM de veratridina. 90 min después de la
incubacién a 25°C, el ligando unido se separa del ligando libre ;
mediante filtraclén por vacio a través de filtros-GF/B. La uﬁién
especifica en presencia de los compuestos de prueba se calcula
como porcentaje de control de la unién determinado en ausencia

de los inhibidores. Los valores representados son promedioc * SEM
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de por lo menos 3 delkerminaciones lndependientes realizadas en

-

duplicado.

Figura 2: Efecto de 1la TMB (A), T Nor-TMB (B) y los
estereoisémeros correspondientes sobre la liberacidén de glutamato
inducido por veratridina de rebanadas de la médula espinal de las
ratas. Se prueba la morfina_y el bupivacaine (C) bajo las mismas
condiciones. Los resultados son promedios + de al menos 10
determinacione;. Las partes se fusionan 15 min con el compuesto
de prueba antes de la estimulacidén con veratridina (40pM). Se
cuenta la radicactividad recogida en fracciones de 5 min durante
30 min posterior a la estimulacién y se determina el efecto del
compuesto mediante la comparacibn de la cantidad de
radiocactividad acunmulada liberada con aquella que se obtuvo gn_'
las células superfusionadas sélo con regulador de pH. *P<0,05;

**P<0,001.***P<0,001 Prueba de Student.

Figura 3: Efecto de la TMB sobre las corrlientes ge sodio medido
en las neuronas DRG. (A) Corriente de Na' interna inducida cada
10 s mediante el paso del potenclal de la membrana de —Bo.a ; .
10mvV. Se aplica trimebutina en forma local durante 20 s a Oﬂl uM :
(linea superior) y a 1 pM (linea inferior). (B) Corriente de

godio antes (control) y durante la perfusién de TMB (se utiliza
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la misma célula que en NA). (C) Corriente de sodlio pico versus °

potencial de pulso en soluciétn salina de control y en presencia

de . TMB con las' concentraciones indicadas. La disminucién de la °

corriente de sodio pico se produjo homotéticamente. (D) Relacidn

de .la respuesta a la dosis de los efectos de TMB scbre la
corriente de Na' en DRG. Los resultados se expresan como la parte

de la corriente de Na* (corriente de Na* pico relativa) que

persiste en presencia del bloqueador. Cada punto es promedio it

SEM de 4 a 6 experimentos. Curva continua: mejor adaptada a la .

funcidén de Hill con ICse= 0,69 pM, y ni = 1,02.

Figura 4: Efecto de anestesia local de TMB (A) y lidocaina (B)
determinado en el reflejo de la cornea del coneljo. Los valores
representan el intermedio de porcentaje de inhibicién del reflejo
de la cérnea calculado por cada grupo de 10 estimulaciones. E1
eJe. X representa el tiempo (en minutos) luego de las
instilaciones. *P<0,05; **P< 0,01 comparado con el grupo de

control tratado con el vehiculo (Prueba U de Mann-Whitney).

Descripcién Detallada de la Invencién.

Luego de haber determinado que la trimebutina es capaz de 1ilnhibir .-

la liberacién de glutamatio que implica la transmisién del

+
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estimulo nociceptlvo, medlante el blogqueo de los canales de
sodio, los iAventores confirmaron que la trimebutina actda como
una. anestesia local e inesperadamente lo hace con una potencila
aun mayor que la 1lidocaina. También demostraron que _1a

administracibn combinada de la trimebutiona o sus estereoclasdmeros

con un analgésico derivado del opio tiene un efecto de

potenciacién para el tratamiento y/o la prevencién del dolor.

En este sentido, 1la invenclé4n proporciona un producto que .

comprende trimebutina [2—dimetilam1no—2-fenilbuti113,4,5—

triretoxi-benzoato hidrégeno maleato] o© sus estereoisdmeros

corresponcdientes y un analgésico derivado del oplo para .

porporcionar una respuesta o satisfacer la necesidad de aliviar

el dolor mediante un compuesto mas eficaz y seguro.

De este modo, los componentes de dicho producto se pueden usar en
forma eimulténea, separada o secuencial en el tratamiento y/o

prevencién del dolor y/o la nocicepcién.

Se ha demostrado que la trimebutina [2-dimetilamino-2-fenilbutil-
3,4,5-trimetoxi-benzoato hidrégeno waleato, TMB} es activa para

aliviar el dolor abdominal en humanos.

—— =
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Ademés, se sabe que en los humanos, luego de la administraclén
oral o intravenosa (iv) de trimebutina, esta sirve como precursor
metabélico para N-desmetil trimebutina (Noxr-TMB). Estec indica que
la trimebutina actia como un bloprecursor de Nor-TMB lo que
significa tiue bajo la accién de 1las enzimas hepAticas el
bloprecursor trimebutina es metabolizado y origina una nueva
molécula. De este modo, la administracién de trimebutina en los
humanos lleva ; la exposicién concomitante de trimebutina, Nor-
TMB y otros metabolitos. Por lo tanto, estos compuestos y en
particular la trimebutina y Nor-TMB son capaces de provocar

conjuntamente sus propiedades (antinociceptivas).

Por lo tanto, se entilende que N-desmetil trimebutina (Nor-TMB)
comprende los estereoistmeros (S) N-desmetil trimebutina y (R) N-

desmetil trimebutina y el correspondiente racemato.

Los analgésicos derivados del opio se hallan ‘bien establecidos

como una clase de agente analgésico. A veces también se hace

referencla a estos como opios, pero este término deberia

reservarse para‘los quimicos que guardan relacién con la morfina.
El término ™“derivado del opio” se acepta generalmente para
referirse de forma genérica a todas las drogas, naturales o

sintéticos, _que producen acciones similares a la morfina.

L
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Los analgésicos derivados del opio sintéticos o semi-sintéticos
son derivados de cinco clases quimicas de compuesgstos:
fanantrenos, feni;heptilaminas, fenllpiperidinas, morfinas vy

benzomorfas.

Dentro del contexto de la invencién, el analgésico derivado del
opio se selecciona entre la morfina, codeina, dihidrocodeina,
diacetilmorfina, hidrocod;na, hidromorfona, levorfaqol,
onixmorfona, alfentanil, buprenorfina, butorfanol, fentanil,
sulfentanil, meperidina, metadona, nalbufina, propoxifgno Y
pentazocina o] las sales aceptables de los migmos.
Preferentemente, el analgésico derivado del opio es morfina o una

sal aceptable de la misma.

De todos los analgésicos derivados del opio, la morfina es la mas
usada Yy en este sentido es un compuesto arquetipo.
Lamentablemente, ademds de las itlles propiledades terapéuticas,
la morfina también tiene una cantidad de inconvenientes entre los
que s8e incluyen efecto causado por 1los sedantes, depreéibn
respiratoria, motilidad intestinal reducida (lo gque caus;'.
constipacién) y en algunos individuos puedel aparecer ndusea y .
vémitos. Otro inconveniente que siempre se reporta es 15

evolucién de la tolerancia y dependencia fisica limitando el uso

B3
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clinico de dicho compuesto. Por lo tanto existe ‘la necesidad de
desarrollar métodos que permitan que los médicos clinicos
utilicen dosis menores de analgésicos derivado del opio como la
morfina para asi reducir la posibllidad de causar efectos
adversos eﬁtre los que se incluyen la tolerancla y 1la
dependencia, y de esta manera evitar dos grandes problemas: la
necesidad de intensificar o incrementar las dosis en los
tratamientos p;olongados lo. que llevaria a la apariclén de
efectos secundarios y el riesgo de la abstinencia de 1la droga

asoclado con el cese de su administracién.

Por ventaja, lla presente invenciédn también trata sobre la
utilizacién de trimebutina [2-dimetilamino-2-fenilbutil-3,4,5-
trimetoxi-benzoato hidrégeno maleato] o© sus estereoisémeros
correspondientes y un analgésico derivado del opio para 1la
preparacién de un medicamento destinade a prevenir y/o tratar
dolores y/o nocicepcién. Por lo tanto, los compuestos de la
preparaclidén combinada se utilizan tanto en forma simultanea,
separada o secuencial en el tratamiento y/o preven;ibn de dolores
y/o nocicepcién. Se entiende que el término “dolor” incluye a

cualquier tipo de dolor con cualquier etiologia.



s

Mis en particular, La invencién sirve para prevenir y/o tratar
dolores agqudos como asi también cualquier dolor inflamatorio

(visceral o somdtlco) y crénico.

Curiosamenté, loa inventores han demostrado que la trimebutina y
tamblén sus metabolitos a los que de agqul en adelante
denominaremos Nor-TMB (y preferentemente el (S)-enantiémero) qﬁe S
es uno de los ;ayores nmetabolitos de los seres humanos, lnhibe la
liberacién de glutamato de rebanadas de la médula eépinal--de
ratas, a través del bloqueo de los canales de sodio. En esqpcial,
la trimebutina, sus estereolsdmeros, y la Nor-TMB ge estudiaron
dada la afinidad con los canales de sodlo categorizados medliante
[*H]-batracotoxina, su efecto sobre las corrientes de sodio en
las neuronas de las raices de los ganglios dorsales de las ratas[

en la liberacién de glutamato inducida por veratridina desde las

rebanadas de la médula ‘espinal de las ratas.

Estos resultados son particularmente importantes ya que el papel
principal del glutamatc y los amino&cidos excitotbdxicos (EAA{ en
el establecimiernto de las condiciones de hiperalgesia y alodinia
fue demostrado por Dickenson et al., 1995. A partir de ase
descubfimiento se han creado varias estrateglas para hallar

nuevas drogas basadas en la inhibicién de los receptores de EEA y

4
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glukbamato. La mayoria de los inhibidores generados meciante estas
estrategias no pueden utilizarse en seres humanos por razones de
seguridad y, parece ser que el blogqueo de los receptores de
glutamato es un camino duro para el descubrimiento relacionado

con .las droéas.

Ademis, los resultados que se informan en los ejemplos demueatran
que la trimeﬁutina, sus ;stereoisémeroa Yy 8sus metabolitos
despliegan una actividad analgésica y un efecto inhibitorio del
dolor, particularmente en dolores inflamatorios y qolores

crénicos.

Entre los ejemplos de dolores agudos se incluyen particularmente.f'

los dolores de cabeza y los dolores post-operatorios.

Entre los dolores inflamatorios se incluye cualquier dolor que
contenga un componente inflamatorio como por ejemplo la artritis,
polliartritis, espondiloartritis, dolor misculo-esquelético como
el dolor osteotraumdtico y el dolor del miembro Eantasma, dolor
de espalda, dolor vertebral, falla quirdrgica de un disco movido,
dolor post-quirirgico, dolor reum&tico, dolor en los dientes Yy

dismenorrea.
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El dolor crénico, de acuerdo con la definicidén propuesta por la
Asociacién Internacional para el Estudio de Dolores, es un dolor
que. persiste por mis del tiempo normal de curacién de los tejidoa
(el tiempo sugerido es de tres meses) (International Asociation
for ., the StﬁAY of Pain, clasificacién de dolor crbénico. Dolor,
1986, Sup. 3, S1-8226), y esto implica un punto de transicilén a

partir del dolor agudo.

Por consiguiente y dado que el dolor crénico es causado por la
hiperalgesia (Dickenson et al., 1995), la presente inqencibn
comprende tamblén la prevencién y/o el tratamiento de 1la
hiperalge;ia o el dolor relacionado a las condiciones de

hipersensibilidad central.

Entre los ejemplos de dolor crénico se encuentran los dolores

neurolégicos como las neuropatias, polineuropatias que incluyen'}

aquellas relacionadas con la diabetes, dolor de cabeza, trauma,
neuralgias gue incluyen la neuralgia post Zoster y la neuralgia
trigeminal, dolcres relacionados con el VIH, dologes relacionédos
con el céncer, dolor vascular como por ejemplo el dolor caus;do
por el sindrome de Raynaud, la enfermedad de'Horton, artritis,
Ulceras varicosas. Dentro del contexto de la invencién, 1la

trimebutina se administra en dosis entre 50 y 900 mg/dia y

[
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preferentemente enkre 300 y 600 my/dlia (para un hombre con un

pesc promedioc de 70 kg).

[ L

El analgésico derivédo del oplo se administra en una dosis-ﬂ
iguales a. los niveles de las dosis. convencionales,
preferentemente a un nivel reducido de acuerdo con la presente
O invencién. Los niveles de dosis adecuados dependeran del efecto
analgésico delzanalgéaico de?ivado del oplo que se haya elegido,
pero los niveles de las dosis que son adecuados se encuentran
entre 0,001 y 25mg/kg diarios, preferentemente entre 0,00? y 10
mg/kyg diarios y especialmente entre 0,005 y 5 mg/kg dliarlos o
entre 0,01 y 250 mg/dia (para un hombre con un peso promedio de
70 kg) lo que depende del analgésico “elegido. El compuesato puede
administrarse hasta 6 veces diarias y preferentemente entre 1 y 4

veces dlarias.

Por ejemplo, las dosis pueden ser para la morfina entre 2 y 220
mg/dia, para la codeina entre 20 y 60 mg/dia, fentanil entre 0,1
Yy 1 mg/24 horas, dropediol entre 2 y 10 mg/dia, ;xicodona entre
20 y 80 mg cada 4 horas (para un hombre con un pesc promedic de

yo 70 kg) .
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51 8e lo administra para una terapia combinatoria o© en
combinacién, ya sea en forma tnica o como una composicién(es)
farmacéutica(s) separada, la trimebutina o sus estereolsdémeros y
el analgésico derivado del opio Be presentan con una proporcidn
consistente éon la manifestaclién del efecto que se desea. En
particular, 1la proporcién en peso de trimebutina para el
analgésico derivado del opic serid adecuada aproximadamente 1 a
1. Preferentemeﬁte, dicha proéorcién serd entre 0,0001 y 1 y 1000
Y 1, y especialmente entre 0,01 v 1 y 100 v 1.
.

Otro aspecto de la invencién proporciona una composiclén
farmacéutica que comprende trimebutina o sus correspondientes

estereolsémeros y un analgésico derivado del opio.

Dentro de este contexto, la trimebutina que se proporciona en una
composicién farmacéutita en combinacién con un analgésico
derivado -del opio sirve para prevenir y/o tratar los tipos de
dolores antes mencionados. Las composiciones farmacéuticas
incluyen la trimebutina y/o sus estereocisémeros c;rrespondientes
que incluyen sus sales y se produce mediante la formulacién de
los compuestos activos en forma de dosis por unidad con al menos
un exciplente o portados farmacéuticamente aceptable ya sea

sdlido o liquido.
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Si la formacién de una sal es adecuada, las sales que 8son
farmacéuticamente aceptables incluyen acetato, bencensulfonato,
bitartrato, acetato calcico, camsilato, carbonato, citrato,
edetato, edisilato, estolato, esilato, fumarato, gluceptato,
gluconato, glutamato, glicoloilarsanilato, hexilresorcinato,
hidrabramina, hidrobromuro, hidrocloruro, hidrogencarbonato,
hidroxinaftoatc;, iodida, J'..setionato, lactato, lactobionato,
malato, maleato, mandelato, meslilato, metilnitrato, metilsulfato,
mucato, napsilato, nitrato, pamoato (embonato). pantoﬁgnato,
fosfato/difosfato, poligalacturonat&, gsalicilato, estearato,
subacetato, succinato o hemi-succinato, sulfato o hemi-sulfato,
tanato, tartrato o hemi-tartrato, teoclato, trietiodida,
benzatina, cloroprocaina, colina, dietanolamina, etilendiamina,
meglumina, procaina, aluminio, amonio, tetrametilamonio, calcio,
litio, magnesio, potasio, sodio, y zinc. (Véase ademis “Sales
Farmacéuticas” de Berge S.M, et al. (1997) P. De la Cilencia
Farmacéutica (del inglésg:J.Pharm.Scl) 66:1-19, incorporade a la

presente a modo de referencia.)

Las sales de los analgésicos derivados del oplo también se

ey
. .-,

preparan de acuerdo con procesos muy conocldos y se prefieren -~

dichas sale§ adecuadas para las vias parenteral u oral.

[
L]
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Las formas de dosificaciétn sb6lida para la administracién oral
incluyen cépsulas, tabletas, pildoras, polvos, y gréanulos. En
tales formas de dosificacién sélida, los componentes activos se
mezclan con .-por lo menos un excipiente (o portador) tradicional
como por ejemplo el citrato de sodio o el fosfato dicalcico o (a}
rellenos o extensores, como por ejemplo, almidones, lactosa,
sacarosa, g-lucosa, manitol ., y é&cido silicico, (b}
aglutinantes, como por ejemplo, carboximetilcelulosa, algilnatos,
gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa, y acacia,, (c)
humectantes, como por ejemplo, glicerina, {d) agentes
desintegrantes, como por ejemplo, agar-agar, carbonato célcico,
almidébn de papa o© tapioca, &cido a.lginico, clertos silicatos
complejos, y carbonato de sodio, (e) retrasadores de solucién,
cemo por ejemplo parafina, (f) aceleradores de absorcifén, como
por ejemplo, compuestos de amonio cuaternario, (g) agentes de
humedad, como por ejemplo, alcohol cetilico, y monoestearato de
glicerina, (h) absorbentes, como por ejempl_o, caolina vy
bentonita, y (1) lubricantes, como por ejemplo, talco, estearato
cdlcico, estearato magnésico, polietilenglicoles ablidos,
laurilsulfato de sodio, o mezclas de los mismos. En el caso de

las cépsulas, tabletas, y pildoras, las formas de dosificacién

también pueden contener agentes reguladores del pH.

]
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Las composiclones 86lidas de tipo similar también pueden

utilizarse como rellenes en cépsulas gelatinosas de relleno duro

© blando utllizando excipientes tales como la lactosa y los

polietilenglicoles de alto peso molecular, y similares.

Las formas de dosificacién séblida como las tabletas, “dragées”,
cépsulas, pilzdoras, y granulos pueden prepararse con
recubrimientos y céscaras, como por ejemplo recubrimientos
entéricos y otros muy conocidos en la materia. Los compopentes
activos pueden encontrarse también en forma microencapsulada, si
fuera apropiado, con uno o mis de los excipientes arriba

mencionados.

Entre las formas de dosificacién liquida para la administracién

oral se encuentran las emulsiones, soluciones, suspensiones,
jarabes, y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademis de la
trimebutina y/o el analgésico derivado del opio, las formas de
dosificacién sb6lida pueden contener diluyentes inertes que
normalmente se utilizan en la materia, como por ejemplo agua u
otros solventes, agentes solubilizantes y emulsificadores, como
por ejemplo, alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato

etilico, acetato de etilo, alcohol bencilico, y similares. Las

N
UL
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suspensiones, ademids de la trimebutina y/o el analgésico derivado
del opio pueden contener agentes de suspensién, como por ejemplo,
alccholes isoestearilicos etoxilados, ésteres de sorblitén y
polietilensorbitol, celulosa microcristalina, metahidréxide de
aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto, o mezclas de estas

sustancias y simillares.

Las composiciohes adecuadas para inyeccién parenteral pueden
comprender soluciones, dispersiones, suspensiones o enmulsiones
acuosas 0 no acuosas estériles y fisiolbgicamente aceptables, y
polvos estériles para su reconstitucién en dispersiones o
solucionea inyectables estériles. Entre 1los ejemplos de
portadores, diluyentes, solventes o vehiculos liquidos se
encuentra el agua, etanol, polioles (propilenglicol,
polietilenglicol, glicekina, Y similares), y mezclas adecuadas de

los mismos.

Estas composiciones también pueden contener adyuvantes como por
ejemplo los agentes dispersantes, emulsificantes, de humedad, y
conservantes. Se puede asergurar la prevencién de la accién de
los microorgansimos mediante varios agentes antifﬁngicos_ Y
antibacterianos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol,

dcido s6rbico y similares. También seria conveniente la inclusién
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de agentes isoténicos, como por ejewplo azicares, cloxuro de

sodio, y similares.

Preferentemente, la composicién se presenta en forma de
dosificaclén -por unidad. De esta forma, la preparacién se divide
en dosis por unidad que contienen las cantidades apropiada'a de
trimebutina y/o0 el analgésico derivado del opio. La forma de
" dosificacién pc;r unidad puede ser una preparacidn en paquete,
dicho paquete contendrad cantidades discretas de la preparacibri,
por ejemplo, tabletas en paquetes, cépsulas, y polvos en fraacos
o ampollas. La forma de dosificacidén por unidad tamblén puede ser

una tableta, sachet o cdpsula en s8i, o puede ser el nimero

aproplado de cualquiera de estas formas empaquetadas. Algunos o

ejemplos de formas de dosificacién por unidades son las tabletas,
cépsulas, pildoras, polvos, supositorios, soluciones y
suspensiones orales acuocsas o0 no acuosas, Y soluciopes
parenterales empaquetadas en envases que contienen una unidad o
un nomero mayor de unidades de dosificacién y capaces de

subdividirse en dosis individuales.

Las vias de administracién son preferentemente la via oral o
parenteral y especialmente las vias inyectables entre las que se

incluyen en particular la via de inyeccién intravenosa y la via

SIS e
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de 4inyeccién epidural. Sin embargo, cualquier via que sea

compatible como por ejemplo la via subcuténea, intramuscular,
intratecal, o intraperitonal también pueden considerarse dentro

del contexto de la presente invencidn.

Otra realizaciédn de la invencién se refiere a un método para
. .
prevenir y/o tratar el dolor y/o la noclicepclén gque comprende el

hecho de administrar trimebutina y un analgésico derivado del-

oplo a2 un pacliente que necesita del mismo. Dentro del contqyto de
la invencién, la administracién de los dos compuestos puede ser

simultanea, separada o secuenclal.

El término *“paciente” busca incluir a cualquier mamifero y'~

especialmente a cualquier ser humano a quien se le administra la
trimebutina y el analgésico derivado del opio.

Otra realizacién de la invencién proporciona un proceso para la
preparacién de una composicién farmacéutica que comprende
trimebutina o sus estereocisémeros y un analgésico derivado del
opio. Dicho procesc comprende la asociacién de la trimebutina Y
el analgésico derivado del op;o con un portador o excipiente

farmacéuticamente aceptable.
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La informaciédn bloquimica y farmacolégica gque se reporta en los
ejemplos permite una mejor comprensién del mecanismo de acclédn de -
la trimebutina en combinaciétn con un analgésico derivado del
opiq. Apoya la suposicién de que, ademids de los efectos de
regulaclén &e la motilidad coldénica que ya se ha reportado
anteriormente y que se habla relacionado con sus leves
propiedades oploldes, la trimebutina se halla dotada de
propiedades anfinociceptivas‘dado el efecto de blogqueo ejercido
en los canales de Na'. Estas nuevas propiedades de la TMB
explican cétbmo el compuesto en combinacién con un analgésico
.
derivado del opio es un método Util para la prevencién y/o el

tratamiento del dolor.

En los ejemplos que se citan a continuacidén se revelarid la
presente invencién en mads detalle sin limitar el alcance de 1la
misma.

EJEMPLOS

Material y Métodos.

Animalaes.
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Se utillizan en este experimento ratones Sprague—-Dawley (IFFA
Credo, Saint Germain sur 1’Abresele, Francia), con un peso de
225-250 g (para los experimentos de unién de [*H])-batracotoxina)
o de 350-375¢g (para los experimentos de liberaclién de glutamato),
o ratas embaéazadas (para los experimentos electrofisiolédgicos) y
se les brinda el cuidado de acuerdo con los lineamientos
institucionales de bienestar animal: Temperatura 21 % 3°C;

luz/oscuridad: iZh/12h.

Drogas y Madios.

Se sintetiza Trimebutina maleato, (S)~Trimebutina, ( R) -
Trimebutina de acuerdco con el proceso°que se revela en la patente
francesa FR 2.2369M (1962) y en la solicitud de patente japonesa
publicada con el n° 16416 (1980) las cuales se 1incorporan a la

presente a modo de referencia.

Se obtiene flunarizina, &cido L-glutam&tico, hidrocloruro de
lidocaina, bupivacaine, tripsina y DMEM-Fl12 en Sibma (St Quentin
Fallavier, Francia), morfina en Francopla (Gentilly, Francia),
veratridina en RBI, Bioblock Scientific (Illkirch, Francia),
gentamicina en Boehringer Mannheim S.A. (Meylan, Francia). Todos

los reactivos que se utilizan para 1la preparacién de los

L4



reguladores de pH y las soluciones son de grado analitico de
Merck (Merck-Clevenot, Nogent sur Marne, Francia). Se sintetilza
(S) -N-desmetil-TMB maleato de acuerdo con el proceso revelado en
WO 99/01417 la cual se incorpora a la presente a modo de
referencia. .

El écido L-[ G-~H]-glutémico (49 Ci/mmol), es de Amersham (Les

Ulis, Francila). El medio Eagle modificade de Dulbecco; medio
Neurobasal, “scrum” de feto de ternero se obtuvo de Gibco, Life
Technologiles S.A.R.L (Cergy Pontoise, Francia). El suero de

caballo es de Seromed, (Berlin, Alemania)

EJEMPLO 1:Unién de [*H]}-batracotoxina.
El objetivo de este ejemplo es determinar la afinidad de los
compuestos probados a los sitios de unién de [?H)-batracotoxina

en los sinaptosomas corticales de las ratas, representando el

sitio 2 del canal de sodio.

1l.1. Materiales y Métodos.

a) Membranas del sinaptosoma.
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Las cortezas cerebrales de los ratones Spargue-Dawley 3son
homogeneizadas en un hg.mogenizador de Teflétn en 10 volumenes de
hielo 0,32M de sacarosa, 5mM K;HPOs (pH 7,4 a 4°C). El material
homogéneo se centrifuga a 1000g por 10 min; se deja en suspensibn
nuevamente e.;.te nuevo comprimido en un mismo volumen de sacarosa
v se recentrifuga. Se descarta el nuevo comprimido y los dos

sobrenadantes que se obtienen de las dos centrifugaciones son

agrupadas y cer-xtrifugadas a 20.000 g por 10 min. El1 comprimido.

que se obtiene se deja en suspensiédn nuevamente en una solucién
reguladora de pH de prueba libre de sodlo que contiene 50 mM
[ ]
HEPES (&4cido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2-etanosulfénico), 5,4
mM KCI, 0,8 mM MgSOs, 5,5mM de glucosa y 130 mM de cloruro de

colina (pH 7,4 a 25°C) :
b) Experimento de Unidén.

Los ensayos de unién se inici-an mediante la adicién de 150-200ng
de una proteina del sinaptosoma a una solucién requladora de pH
de prueba gue contiene 25pg de veneno de escc.:rpién (Leireus
qu.inquestr.iatus-), 0,1% BSA, 10nM de [H]-batracotoxina y varias
concentraciones de drogas de prueba (el volumen final es 250ul).
No se determina una unién especifica en presencia de 0,3nM de

veratridina. Se incuban las reacciones durante 30 min a 25°C y se
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separa el ligando unido del libre mediante filtracién por vaclo a
través de filtros GF/B (Filtermate, Packard). Se lavan los
filtros con 2x5ml de una soluclén reguladora de pH (5mM HEPES,
1,9mM CaCl;, 0,8 mM MgSO,, 1l30mM de cloruro de colina, 0,01% de
BSA;. pH 7;4 a 25°C) y el ligando wunido se estima por

espectometria de escintilacién liquida (Topcount, Packard).
C) Cdlculos.

En todos los experimentos en los que se examina el desplaza?ianto
de la unién de [H)-batracotoxina mediante drogas sin rotular,
las curvas que seflalan 1la concentraclén-respuesta se generan
utilizando seis concentraciones de drogas. Todos los ensayos se
llevan a c¢abo al menos tres veces, y cada determinacién se
realiza en duplicado. La informacién se expresa con valores
promedic * SEM de al menos tres determinaciones. Las curvas de
desplazamiento son medidas justas generadas por un Graph-Pad
Software. Se analizan las lineas de desplazamiento mediante un

anadlisis de regresidn no lineal usando el programa de computacién

LIGAND (Mc Pherson, 1985). Estos analisis generaron un

coeficlente (nn) Hill y valores ICs. Los valores Ki se calculan a .

partir de los valores ICy utilizando la relacidén de Cheng-—-

Prusoff (1973).
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1.2 Resultados.

Los ;esultaﬁos que aparecen en la Figura 1 (A) y (B) demuestran
que . la Friﬁebutina, sus estereoisémeros y sus metabolitos
desplazan a la (°H]-batracotoxina de sus sitios de unién a los
sinaptosomas corticales de los ratones con potencias dque se
encuentran entg; agquellas dei bupivacaine (Ki=7,14 t 0,96) y las
de la flunaricina (Ki=0,38% 0,05 pM). Para todos los compuestes,
el desplazamiento de la [*H]-batracotoxina es completo y el

[ ]
coeficiente de Hill calculado se halla cercano a 1 (fig.l).

La afinidad de la trimebutina se encuentra con Ki=2,66 t 0,15pM.
Para este compuesto, no es evidente estereoselectividad ya que
los estereoisbdmeros correspondientes despliegan afinidades
similares a aquellas de los compuestos racémlicos. Los valores
para los enantiémeros (S) y ( R) son: Ki=3,31 + 0,36 uM vy

Ki=2,8910, 86M respectivamente.

Para Nor-TMB, los valores para los enantidmeros (S) y (R) son:

Ki=0,8010,04 uM y Ki=1,26 & 0,07 pM, respectivamente.
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Por lo tanto, el ejemplo presente demuestra que la trimebutina,
la Nor~TMD y sus estereocilsdémeros correspondientes tienen afinidad
por : los sitios de unién de [‘H]-batracotoxina en la misma
magnltud que el bupivacaine o la flunaricina, dos canales de

bloqueo de s&dio.

Ejemplo 2: Liberacién de [*H]-glutamato

El objeto de este ejemplo es determinar la capacidad de 1la
trimebutina y sus metabolitos para inhibir 1la 1iberaci?n de
glutamato de rebanadas de la médula esplnal de las ratas. Este
ejemplo muestra que la trimebutina, sus metabolitos .y sus
correspondientes estereoisémeros inhiben 1la 1liberacién de
glutamate inducida por la veratridina in vitro. Se sabe que la
veratridina induce 1la liberacién de glutamato mediante 1la
activacién de los canales de Na' de tensidn-dependientes, lo que
lleva a una emanacién de Na‘' con una consecutiva reduccién del

gradiente transmembrana (Wermelskirchen et al., 1992).

2.1 Materiales y Métodos.

a) Reguladores de pH.

m E ey - ————
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Se preparan dos soluciones reguladoras de PpH: una solucién
reguladora de pH de incorporacién (soluciébn de Krebs modificada:
119 .mM NaCl, 5 mM KCI, 0,75 mM CaCls, 1,2 nM MgSO4, 1 mM NaH,PQ,,
25 mM HEPES, 1 mM NaHCOs, 11 mM D-glucosa, 67 pM EDTA, 1,1 mM de
acido ascérbico (pH 7,4) gasificado con 958 O y 5% COz) y una
solucién reguladora de pH de superfusién idéntica a la solucidn

reguladora de pH de Jincorporacién salvo que se suprime el Acido
ascodrbico y el EDTA. Se diluyen los compuestos que van a probarse
y 1la veratridina en esta solucién reguladora de pH de

-

superfusién.

b) Rebanadas de la médula esﬁinal de las ratas.

Luego de decapitar a los animales, se separa un segmento de 15 cm
de médula espinal lumbar después de una laminectomia lumbosacra y
se lo sumerge en una soluclidn de Krebs modificada por hielo con
95% O0; y 5% C02. Luego de qu;tar la duramadre, se cortan todas
las ralces ventrales y dorsales en la raiz de la zona de
entrada. Las partes (blogques en forma de cubos.de 250 pm) se
preparan mediante la wutilizacién de tres seccliones sucesivas

llevadas a cabo con una cortadora de tejido McIllwain.

c) Experimeqtos de Superfusidn.

]
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Se incuban las partes durante 5 min a 30°C en 5 ml de una
solucién reguladora de Iincorporacién que se mantlene bajo
oxigenaclén y que contiene 10 pM de &cido L-glutanico y 4 uCi/ ml
de acido [%ﬁ-glutamico. Luego de la incubacién, las partes se
transfieren a cémaras de superfusién en un aparato de superfusibp
automédtico (Brandel). El aparato consiste en un dispositivo de 20
camaras dque p;rmiten llevar a cabo 20 experimentss de forma
simultdnea y controlar 15 secuencia de los reguladores de pH
utilizades en la superfusién mediante la programaclén de una
.

computadora Apple I1le. -Este sistema permite probar varios grupos
experimentales de una vez (son 4 grupos de 5 cémaras). Después de
un periode de 45 min de lavado, a un ritmo de corriente de 0,5
ml/min, se agrega veratridina (40 pM) por 5 min al medio de
superfusién. Al momento de probar las drogas (trimebutina y sus .
estereolsdtmeros), estas se agregan al medio de superfusién 15 min
antes y también durante la aplicacidén de veratridina. Fracclones °
de la superfusién que corresponden a 5 min se recogen durante los
30 min seguidos a la estimulaciédn. Al final de iﬁ secuencla, se
quitan las partes de las camaras y se agregan 2,5 ml de liquido
de escintilacién (Hionic, Fluor, Packard) a las rebanadas y a
cada una de las fracciones. La radioactividad se determina

mediante escintilacién liquida espectroscédpica (Minaxi,
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Packard). Se supone que la emanacién de radioactividad estéd lista
principalmente para la emanacién de [?H]-glutamato (Turner y

Dunlap, 1989).
d) Andlisis ée la informacidn.

Todos los valores se expresan como la media *SEM de al menoa 5
determinacionesi La liberaéibn de radiocactividad para cada
fraccién se expresa como liberacién fraccional calculada mediante
la divisién de la radicactividad en cada fraccién por la ca?tidad
que queda en el filtro. La estimulaciébn producida por la
veratridina se cuantifica al acumular la liberaclédn de
radioactividad medida en las fraccibnes recogida luego de 1la
estimulacién. El1 efecto de los compuestos probados se evalila en
forma de porcentaje de inhibicién comparando las cantidades
totales de radioactividad liberada en las cémaras de control con
aquellas liberadas en las c&mgrns que fueron superfusionadas con
Jos compuestos de prueba. A partir de estos porcentajes de
inhibicién, los valores ICs se calculan al alim;.ar los valores
de prueba de la-inhibicién versus los valores logaritmicos de las
concentraciones. Los andlisis estadisticos se realizan mediante
la Prueba t no apareaéﬁ de dos colas de Student. Las diferencias
estadiaticag se consideran significantes P<0,05.

3
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2.2 Resultados

Los resultados que se aprecian en la Figura 2 demuestran que la
trimebutina'.inhibib la liberacién de glutamato inducida por

veratridina dosis dependiente en concentraciones mayores a 60 nM

(fig2A). AdemAs, entre el 50 y el 60% de la inhibicidén se puedo
alcanzar en concentralcones ﬁayores a 100 pM. La (R)-trimebutina
presentd un perfil similar al compuesto racémico mientras que la
(S}-trimebutina presentd inhibicién significante a partir.de la
concentraciéon de 3 uM (fig. 2*). El ICso estimado es 15,2 pM para
(S)~trimebutina, mientras que no pudo calcularse {(ICsp> 100 pM)
para la trimebutina y para la (R)-trimebutina. Para la Nor-TMB y
sus estereoisdémeros (fig.2B), el efecto inhibitorio fue
significante (p<0,0l1) a 3, 10 y 30 pM y el valor ICso fue 8,4 pM.
La (S)~Nor-TMB presenté una actividad (ICsg =6,3 pM) similar a la
del compuesto racémico y tamblén a la del segundo enantidmero (
R} -Nor-TMB (ICsp= 16,3 pM).Estos resultados concuerdan con los
resultados de otros trabajos que reportan que los.compuestos'que
desactivan los canales de NA' de tensién-dependientes previenen
la liberacién de glutamato inducida por veratridina in vitro e
in vivo (Lees y Leach, 1993). De forma similar, el efecto de la

TMB y compuestos delacionados sobre la liberacién' de glutamato

[ 4
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inducida por veratridina se debe a sus actividades de bloqueo en

los canales dé sodio.

Cuando se evalia el bupivacaine bajo las mismas condiciones

expe:imental'es (Flg. 2C), se puede estimar un valor ICso de 8,2

uM.

Se hallé que l; morfina es inactiva en este paradigma de hasta
100 pM (fig. 2C). La falta del efecto de la morfina en este
modelo sugiere que los efectos de 1la trimebutina ao?fe la
liberacién de glutamato no se deben a las propiedades derivad;s

del oplo de 1los compuestos que se demostraron en estudlios

anteriores (Roman et al., 1987). :

Los resultados demuestran de manera importante que la

trimebutiona despliega actividades mayores que el bupivacaine.

Este ejemplo es bastante importante dado el papel principal que -

tiene el glutamato y los aminodcidos de excitacibn (EAA) en la .

transmisién del mensaje nociceptivo y maAs particularmente en

condiciones hiperalgésicas. En este sentido, el descubrir que la
TMB y sus metabolitos pueden reducir las concentraciones

extracelula;es del glutamato al inhibir su liberacitn de 1las

ad
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plletas presinapticas representa una propieded emocionante de la

trimebutina en el uso terapéutico como agente analgésico.

EJEMPLO 3: Experimentos electrofisiolégicos.

El objeto de este ejemplo es el estudio de los efectos de la

trimebutina y sus estereolisémeros sobre las corrientes de sodio.

3.1 Materiales y Métodos

a) Neuronas DRG.

Los experimentos en las corrientes "de sodio se realizan con
ganglios de 1las raices dorsales de ratas cultivados (DRG)
extirpados de embriones de 14~15 dias. Los métodos para cultivar
y alslar las células se derivan de aquellos que se describen en
Valmier et al.(1989). Se matan las ratas Spargue-—-Dawley
poniéndolas en una atmbésfera de CO; durante 5-6 min. Se quitan
entre tres y cinco embriones en forma aséptica vy ;e los ubica en
un plato de Petrl que: contiene el sigulente medio B suplementado
con antibiéticos (estreptomicina, 50 pg/ml; penicilina, 50 Ulml)._
El medic B contenia (en mM): 137 NaCl, 5,4 KC1l, 0,.4 NaHPO,, 0,8

MgCl,, 1,8 gaClz, 6 glucosa, 10 HEPES. Se quitan los ganglios de
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2%

la espina dorsal de la médula espinal extirpada y se los asimila
por 5 min en 2 ml del medio Eagle de Dubecco modificadoe con 0,1%
de :tripsina. Se disocian las células mecanicamente mediante
pipetas de Pasteur lavadas a fuego y se lags ubica en platos
recybilertos .con poliormitina-laminina. El medio de cultivo es el
medio Neurobasal que contiene 0,5 mM de glutamina y 25 uM de
glutamato. Las células son incubadas a 37°C en 5% de CO;. Los
experimentos ellil.ectrofisiolbg.:i.cos sa llevan a cabo desde 4-6 h

hasta las 24h posteriores al recubrimiento.

b) Electrofisiologila

Los experimentos con plnza de parche de célula’ completa
convencionales se realizan a temperatura ambiente con un
amplificador de pinza de parche EPC7 (List). Las neuronas DRG se
bafian en un medio derivado de Hanks que contiene (en mM): 143
NaCl; 10 CaCl2; 5,6 KCl, 2 MgCl,, 5 de glucosa y 10 de HEPES, el
PH se ajusta a 7,4 con NaOH (osmolaridad, 300-310 mosm/l). Para
registrar la corriente de sodio, el calcio se re;mplaza por Mg?*
en presencia de 10 mM de TEA (tetraetilamonio). Los electrodos
parche que se utilizan para registrar las corrientes se rellenan

con la siguiente solucién salina (en mN): 140 CsCI, 1,1 EGTA

(dcido etilenglicol-bis (éter R-aminoetilico) N, N, N°, N-

*

Ay

]
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‘tetraacético), 5 HEPES, 2 MgClz, pH ajustado a 7,2-7,3 con CsOH
(osmolaridad,- 290 mosm/l) Los electrodos son jalados en 4 pasos
de 1,5 mM de capilares vitricos (GC 150 TF, Clark Electromedical
Instruments) utilizando un dispositivo Jalador P87 (Sutter
Insérumentsr:y se limpian a fueqo. La resistencia de punta es 2-3

m.

Las drogas se disuelven en él bafio (medio) (para las soluciones
en reserva a 10™M en DMSO (dimetilsul féxido)) y se aplican
mediante expulsién por presidn {Pneumatic Picopump PVBzO,l WPI)
desde las pipetas de vidrio (10-20 um de didmetro 1limite)
ubicadas a 50-60 um de la célula registrada.

c) Cdlculos

Se prueba la informacién a 2 kHz. E1 Software para la
estimulacién, adquisicién y analisis se construye dentro de la
casa. Las curvas de respuesta a las dosis se construyen con
varias concentraciones de drogas separadas po£ periodos de

lavado. Cada punto es el promedioc +SEM de 3 a 6 experimentos.

Los puntos experimentales se ajustan a la curva de Hill tedrica
utilizando el menor cuadrado del programa Minic: y=1/ (1+([X]"
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/iCro ™ donde y es la fraccién de la corriente de Na' que
persiste en presencia de la droga aplicada en concentracién [X],
ICso es la concentracién de droga que bloquea la mitad da 1la
cor{iente de Na‘, y n es el coeficiente Hill que corresponde al

numero de drbgaa que se requieren para blogquear un canal de Na‘

3.2 Resultados

En la figura 3A se muestran los efectos de las 20 aplicaciones
sucesivas de trimebutina a 0,1 y 1 yM en la corriente de so@io de
una neurona DRG.En este ejemplo representativo, la TMB indujo un

blogqueo de la corriente que asciende al 13 y 61% en 0,1 y 1 pM

respectivamente. El bloqueo ocurrié sin evidenciar cambios en la - °

corriente cinética (figura.3B) ni en la dependencia del voltale
(f}g. 3C). La curva de respuesta a la dosis que se obtuvo al
aplicar 0,01, 0,1, 1 y 10 yM de trimebutina se muestra en 1la
figura 3(D) como una linea de la parte de la corriente que queda

en presencia del bloqueador.
Los parametros de inhibicién que se calculan a partir de esta

curva son: ICse=1,05 %+ 0,09 Y nH 1,09 % 0,10. Los parémetros

calculados para la Nor-TMB son muy parecidos.

-
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Se lleva a cabo un estudio cinético mediante la utilizaclédn de

(R,S)-TMB. Utilizando (R,S)-TMB. El indice de desbloquec Kger se
determina por la constante de tiempo Teer = 34 £ 4 8 (n=6) de la

recuperacién.exponencial del blogueo: Kogs=l/ Toer 29 1078 uM %,

Esto-s indices de reaccién definleron a las 3 drogas como
bloqueadores réapldos de los cenales de Na'y por ejemple, 10 uM

(R,5)-TMB bloquearon los canales con una constante de tiempo de

2,2s8.

Esta informacidén electrofisiolégica confirma los resultados'de la
unién de [’H]l-batracotoxina (ejemplo 1) y la liberacidén de
glutamato {ejemplo 2) al demostrar que la TMB, sus
estereolsémeros bloquean en forma reversible las corrientes de
sodio en 1las neuronas DRG con ICso en 1pM. Dado que el
coeficiente Hill es de 1 pM, el bloqueo parecld ocurrir de
acuerdec con una simple reaccién biomolecular, es decir, uﬁa
molécula del bloqueador que interactta en un sitio en el canal de
Na** Por lo tanto, el valor ICs; midié la constante de disociacisdn

KD de los bloqueadores.

De aqui que 1los efectos .de la trimebutina Y compuestos

relacionados sobre las corrientes de Na', la cuval parece ser

-
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responsable del efecto inhibitorio en la liberacidtn de glutamato,

indica un efetto terapéutico potenclal de estos compuestos en el

dolor.

Se sabe queflos bloqueadores de los canales de sodio como por
elemplo las anesteslas locales bloquean la generaciétn y la -
conduccién de los impulsos nerviosos mediante la inhibicién de la
corrlente a tr;vés de {os caﬁales de Na' de voltaje suprimido en
la membrana celular (Strichartz and Ritchie, 1987). El efecto de
la TMB. y compuestos relacionados sobre las corrientes de Np*, la
cual probablemente sea responsable del efectc inhibitorio en la
liberaci6tn de glutamato, indica un efecto terapéutico potencial

de estos compuestos en el dolor.
Ejemplo 4: Prueba del reflejo de la cobrnea en conejos.

El propésito de este ejemplo es demostrar las propiedades de de
anestesia local que bosee la trimebutina o sus estereolsétmeros

comparado con un agente anestésico local como es la lidocalna.

4.1 Material y Método

a) Animales



Se utilizaron ‘conejos blancos macho de Nueva Zelanda (CEGAV, Les
Hauts No#is, Saint Mars d’Egrenne, Francia) con un peso de 1,9-2,7
kg. Los animales fueron alojados en jaulas ubicadas en una casa
para, animale; con aire acondicionado (17-21°) con una humedad
relativa que se mantuqo entre el 45% y el 65% y en un ciclo de

dia/noche artificlal (12h-12H) con luz a las 7.30 a.m.

b) Prueba del reflejo de la cdrnea.
'

Las sustancias de prueba se administran como soluclones en agua
estéril (Baxter, Maurepas, Francia). Las concentraciones de las
sustancias de prueba se expresan como.porcentaje (peso/volumen)
de compuesto activo (forma base). Cada sustancia de prueba en
cada una de sus concentraciones de prueba sobre los dos ojos de 5
animales (es decir, 100 medidas por sustancia y po;
concentracién). El dia que se realiza el estudioc, se ubica a los
animales en jaulas cerradas en un ambiente tranquilg. Luego de 20
© 30 minutos, se realiza una primera medicién de la sensibilid;d
de la cérnea. Se excluye de este estudio a cualquier animal que
tenga insensibilidad en la cérnea total o parcial. Inmediatamente
después de tomar la primer medicién, se aplican 2 x 50 HM de las

sustancias de prueba o de su vehiculo. Se procedié con las dos

]
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instilaciones de <c¢ada oo con un minuto de intervalo.
Posteriormenté, la sensibilidad en la cérnea se mide a los 5, 10,
20, 30, 40, 50 y 60 minutos después de las instilaciones, y luego
a las 2, 3, y 4 horas después de 1las instilaciones. La
sensibilidad .en la cornea se mide tocando suavemente el centro de
la cbérnea con un hilo de nilén con forma de rulo. (0,3 mm de
diaﬁetro). Para cada medicibén, esta operacidn se repite 10 veces
a Iintervalos rigulares de 2. segundos. Se anota el nimero de
estimulaciones que produce un reflejo en 1la cérnea para cada

grupo y para cada ojo. .
c) Andlisis de la informacidén

Los resultados se. expresan como porcentaje de inhibicién del
reflejo de la cérnea calculado para cada grupo de 10 'ﬁ
estimulaciones: ' l

¥ de inhibicién del reflejo de la cérnea =' 10 (ntmero de
estimulaciones que llevan a un reflejo en la cérnea

x10

Para cada grupo experimental, se determinan valores promedios. El
efecto de los compuestos de prueba se comparan con aquellos del

vehiculo medignte la utilizacién de una Prueba U sin parametros

o e
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de Mann-Withney en cada tilempo de la medicién. Las dreas baijo
curvas se calciulan durante el periodo de los primeros 60 minutos
que - le siguen a 1la instilacién para cada animal y cada
concentraclién mediante el método trapezoide de Boufget et al.,
1993. La ﬁﬁtencia relativa de la TMB se compara a la del
hidrocloruro de lidocaina a partir de las 4&reas promedio

respectivas bajo curvas medliante la utilizacién de un anadlisis de

covarianza.

4.2 Resultados. .

La TMB causd un efecto anestésico local dosis dependiente en la
cbrnea de los conejos (fiqg. 4*). Los primeros efectos
significantes se obtuvieron con la concentracién del 0,1% y
dur.aron 20 min. Una instilacién de un 0,3% o un 1% de TMB
provocd una anestesia local completa que durd maAs de 60 minutos.
Bajo las mismas condiclones experimentales, se encontrdé que la
lidocaina {flg. 4B) era inactiva hasta llegar a una concentraciédn
de 0,3%. Con una concentracién de un 6%, el efecto‘de aneateaia
fue completo sélo.por 25 min y 60 min después de la instilacién,
ya no existia una inhiblcién en el reflejo de la cérnea. Al
comparar las Areas bajo la curva, se calculd que la TMB demostrd

tener una potencia 17 veces mayor que la lidocaina.

]
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EJEMPLO 5: Hiperalgesia inducida por PGE:

El propésito de este estudio apunta a evaluar la actividad
aﬁitihiperaldésica de la TMB, sus estereoisémeros y &sus
metabolitos en combinacién con un analgésico derivado del opio en
la hiperalgesia inducida por Prostaglandina E2 (PGE) en la rata.
a) Animales:
[ ]

Se prepara una solucién de PGE; (lmg/ml) como una solucldén de
almacenamientoc en un 10% (v/v) de alcohol en solucldédn salina

estéril de apirédgeno y se almacena a 4°C durante 4 dias..

Se prepara una solucidétn de PGE: (lpg/ml) en el momento dos veces
al dia en soluclén salina estéril y se inyectan 100 puM en la
regién subplantar en la pata ilzquierda de la rata, dos veces por
dia durante cuatro dias. Con este protocolo, la hiperalgesia se
presenta por 1o menos durante una semana paéterior a la
finalizacién durante 4 dias de tratamiento.

A los animales que se hallan bajo control (del grupo de solucién
salina o nalf) se les proporciona solucién salina estéril en

lugar de PGE:; bajo las mismas condiciones experimentales.

.4
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Se mide la hiperalgesia con la prueba de Randall y Setillo
({Randall y Settillo, 1957) medlante un analgesimetro (Ugo
Baslile). El1 analgesimetro es bésicamente un dispositivo que
ejerce una :'::;Jerza gque se incrementa a un ritmo constante. La
fuerza se aplica a la pata del animal la cual se apoya sobre un
zbécalo pequefio bajo un propulsor de forma cdnica. El1l operador
baja un interr;ptor de ped;l para encender el mecanismo qﬁe
ejerce la fuerza. El umbral de nocicepciétn se define como 1la
fuerza, expresada en gramos, en el que la rata retrae la pata. El

umbral se determina antes y después del tratamiento.

Las drogas se. aplican por via subcutdnea, 30 minutos antes de la
segunda determinacién; los animales que estaban bajo control (el

grupo tratado con solucién salina y el grupo tratado con PGEj)
recibieron el vebhiculo apropiado sin droga bajo las mismas

condiciones experimentales.
C) Andlisis de la informacidn:

La informacién se representa como el promedio +/- SEM
El nivel de importancia estadistica se determina mediante la

prueba ¢t de.Student (Tallarida y Murray, 1987) para la muestra

»
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apareada y las diferencias con p<0,05 se consideran importantes

estadisticamente.

El % de actividad analgésica o antinociceptiva se calcula de la

siguiente manera:

Promedio del grupo Promedio del grupo

) .
tratado con PGE; vehiculo/PGE2
después del tratamiento después del tratamiento
con drogas con el vehiculo

[}

——————————————————————————————————————————————————————— X 100 "+
promedio del grupo promedio del vehiculo/PGE,;
vehiculo/solucién después del tratamiento
salina después del con el vehiculo

tratamiento con el

vehiculo

EJEMPLO 6: Mononeuropatia en ratas
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El propbsito del estudio apunta a evaluar 1la TMB, sus
estereoisémeros y sus metabolitos en combinacién con un
analgésico derivado del opic en un modelo de neuropatia en

ratones.

El Comité para la Investigacién y Asuntos Eticos de la Asociacién
Internacional para el Estudio de Lineamientos Eticos sobre
Dolores (IASP) ése adhieren a estos estudios. En particular, la

duracién de los experiméntos es lo mé&s corta posible y se utiliza

un minimo numero de animales.

a) Animales:

Se utllizan ratones Sprague;Dawley recién 1llegados (Charles
River, Francia, denominacién de la raza Crl:CD(SD)BR), n=45, con
un peso de 175-200 g. Se ublican a los ratones en las
instalaciones experimentales durante una semana previa a los
experiﬁentos. Se los mantiene en un ciclo de luz/oscuridad de 12h

y tienen acceso libre a la comida de laboratorio‘estandar y al

agua de la canilla a temperatura ambiente de 20-22°C.

b) Cirujia:




3)

La mononeuropaltla periférica unilateral se produce en el miémbrg
posterior derecho de acuerdo con el método que se describe en
Bennett y Xie, 1988 y en Attal et al., 1990. Se anestesian los
ratones con pentobarbitona de sodio (Nembutal, 50 mg/kg 1.p) Se
expone el nérvio clatico comin mediante disecciétn directa, a
nivel del muslo medio; se ubican cuatro ligaduras (hilo de s;tura
crémico de 5-0, espaclo aproximado de 1 mm ) alrededor del

<
nervio.

c¢) Prueba antinociceptiva:

Los experimentos se llevan a cabo en un ambiente tranqu?lo. No se
aclimatiza a los animales de antemano a las situaciones de
prueba. La persona gque realiza el experimento no tiene
conocimiento de la droga y mide las dosis que se utilizan. Cada
animal recibe drogas s6lc una vez y se lo utiliza para un sélo
experimento. La accién antinociceptiva se determina medianée el
umbral de vocalizacidn provocado mediante la presgbn del nervio
herido y la pata trasera contralateral con la utilizacién &el
. analgesimetro de’ Ugo BaSile (Comerio, Italia). Dicho instrumento
genera una fuerza mecAnica que aumenta en forma lineal aplicada

por una punta plastica con forma de ctipula (didmetro = 1lmm) en la

superficie dorsal de la pata. La punta se ubica entré el tercer y
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cuarto metaktarso (en la 2zona del nervio clatlco) y se aplica la
fuerza hasta que la rata emite un chillido. Para cada rata se

determina un umbral de control (promedio de dos umbrales estables
consecutlivos expresado en g) antes de inyectar las drogas. Luego
se miden los umbrales de vocalizacién cada 10 min, hasta que

raegresan al nivel de los valores de control.

dlAndlisis de la informacidén

La informacidn se expresa como promedio *SEM. Las &reas bajo las
cuxvas (AUC) 8se calculan mediante la regla trapezoide. La
importancia estadistica de la informacién se analiza mediante un
andlisis tGnico de la varianza (ANOVA). La importancia que se
observa se confirma luego con la prueba de Tukey. Se llevan a
cabo regresiones simples (modelo lineal) a fin de establecer
efectos Qe dosls dependencia. Los andlisis estadisticos se llevan
a cabo mediante un programa de computacidn estadistico
(3tagraphics Plus, Manugistics, Rockville, MD). P<0,05 es 'el

criterio utilizado para la importancia estadistica.

E
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Relvindicaclonas

O
2.
3.
O

Un producto que comprende trimebutina {2-dimetilamino-2-
Fenilbutil—J,4,5-trimetoxi-benzoato hidrégeno naleato], . sus
estereoiébmeros correspondientes y un analgésico derivado del
oplo.

Un productoide acuerdo cén la reivindicacién 1 caracterizado
porque los compuestos pueden utilizarse en forma simultanea,
separada o secuencial en el tratamiento y/o la prevenciﬁn del

dolor y/o la nocicepclén.

Un producto de acuerdo con la reivindicacién 1, 17 o 25
caracterizado porque el analgésico derivado del opio se
selecciona de la morfina, codeina, dihidrocodeina,
diacetlilmorfina, hidrocodona, hidromorfona, levorfanol,
onixmorfona, alfentanil, buprenorfina, butorfanol, fentanil,
sulfentanil, meperidina, metadona, nalbufina, propoxifeno y

pentazocina o sales aceptables de los mismos.

Un producto de acuerdo con la reivindicacién 3 caracterizado
porque el analgéaico derivado del opio es morfina o una sal

aceptable de la misma.




N/

761
Una composicién farmacéutica que comprende trimebutina [2-
dimetilamino-2-fenilbutil-3, 4, 5-trimetoxi-benzoate hidrégeno
maleato]l, o sus estereoisdémeros correspondientes y un
analgésico derivado del opio con al menos un excipiente o

portador farmacéutlco.

Uso de ‘trimebutina  [2-dimetilamino-2-fenilbutil-3,4,5-
trimetoxi-benzoato hidrégeno maleatol], N-desmetil
trimebutina, o© 8sus estereoisémercs corréspondientea y‘ un
analgésico derivado del opio para la preparacién de un
medicamento para prevenir y/o tratar el dolor y/o 1la

nocicepcién. .

Uso de acuerdo con la reivindicacién 6 para la administracién

simulténea, separada o© secuencial en el tratamiento y/o

prevencién del dolor y/o la noclcepcién.

Uso de acuerdo con la reivindicacién 6 para la breparacibn de

un medicamento para prevenir y/o tratar el dolor agudo.

A
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11.

12-

13.

14.
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Uso de acuerdo con la reivindicacién 6 para la preparacidén de
un medicamento para prevenir y/o tratar el dolorx

inflamatorio.

UJso de acuerdo con la reivindicacién 6 para la preparacidén de

un medicamento para prevenir y/o tratar el dolor crénico.

Uso de acue}do con la reivindicacién 6, caracterizado porque
la trimebutina se administra en dosis entre 50 y 900 mg/dia y

preferentemente entre 300 y 600 mg/dia.

Uso de acuerdo con la reivindicacién 6, caracterizado porque
el analgésico derivado del opilpo se administra en dosis entre
0,01 y 250 mg/dia lo cual depende del analgésico derivado del

opio que se haya elegido.

Uso de acuerdo con la reivindicacién 6, caracterizado porque

la morfina se administra en dosis entre 2 y 220 mg/dia.

Método para prevenir y/o tratar el dolor y/o la noclcepcién
que comprende la administracién de trimebutina y un

analgésico derivado del opio a un paciente gue necesita del

mismo.
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15. Método dé acuerdo con la reivindicacidtdn 14, caracterizado
.porque la administracién de trimebutina y del analgésico

derivado del opio es simulté&nea, separada o secuencial.

16. Un proceso para la preparaciétn de una composicién

farmacéutica que comprende trimebutina o sus estereolsémeros
Yy un analgé%ico derivado ﬁel opio. Dicho proceso comprende la
asociaciétn de la trimebutina y el analgégico derivado del
oplo <¢on un portador o exclplente farmacéuticemente

aceptable.

q’ duckor @ Intiprets Ofica
Ll No. 2839 Minjusticia 1.981




[Siguen cinco péginas con figuras numeradas del 1 al 4B]
RESUMEN

La invencién proporciona una combinacién de trimebutina (2-
dimetilamino-2-fenilbutil-3, 4, 5~trimetoxi-benzoato hidrégeno

maleato] o sus estereocisébmeros correspondientes con un analgésico
derivado del opio para la preparacién de un medicamento para

prevenir y/o tratar el dolor o la nocicepcidn.
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