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prevenir y/o tratar el dolor o la nocicepcion
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Avaenida Leandro N.Alem 631, 5o piso, de esta Ciudad; per:g
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Ciudad, a cargo del Escribano A. Chacra Larrory, la que en
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avtenticada, obra agregada al folio 1310 del Protocolo co-y P.-
1)
rriente de e=2te Registro, se protocolizd un Poder otorgad;?-

por “"WARNER-L.AFMBERT COMPANY", con domicilio en 201 TadeQ.

de Bogota, D.C., Colombiay para actuar en diche pais, cogHE‘
lag siguientes facultades: “..... poder amplio y suficien-{§] =

te para recabar de las autoridades nacionales que corres-(§-
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! tencidn de Patentes, Marcas, Modelos, Piseffos ¥y sus reno-

{ administrativas y/o judiciales, todos los tramites necesa-

) Judiciales y/0 administrativas, sea como demandante O como
A demandado, ' para proteger las. intereses del mandante, con

facultad de substituir este instrumento Y revocar tal

ponda, sean éstas administrativas y/0 judiciales, la -ob+—

vaciones y realizar todos los tramites conducentea para
proteger 1los derechos de la mandante, a cuyo efecto los

faculta para efectuar ante dichas autoridades nacionales,

rios a los abjetos indicadoss presentar solicitudes, ale—
gatos, oposiciones, protestas, apelaciones y demandasg de-—
aiatir, arreglar y.transigirg aceptar casiones y transfe-
rencias) solicltar testimoniosg recibir documentos y otros
valoresy justificar explotacionesj cobrar y percibirp fir-
mar instrumentos publicog, privados y escrituras publicasj
para renunciar o no a las geationas judicialessy Yy hacer

cuanto fuere necesario ante las autoridades nacionales,
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substitucidn.— Se deja constancia que las facultades enu-|,q

no limitativas de otras facultades implicitas,: por ' cuyo
motivo, 1los mandatarios quedan autorizados para ejiercet
sin restriccién alguna todos los derechos que acuerde la
ley que se relacionen y/o emerian y/o0 que s€an consacuen-—

cia del obieto del presente poder y ya sea ello an 'razdn

de la legislacitn gue en 21 Tuturoc se promulgue....” LO
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Combinacioén de Trimebutina con un Analgésico Derivado del Opio

Campo de la Invencidn.

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

y/o tratar el dolor y también la nocicepcién.

Antecedentes de la Invencidn

Trimebutina {2-dimetilaminc-2-fenilbutil 3,4,5—trimetoxibenibato
hidrégeno maleato; TMB] se ha utilizado en varios paises desde
1969 para tratar desérdenes funcionales del intestinc grueso,
entre los que se incluyen el sindrome del intestino irritable
(SII). La eficacia del compuesto para aliviar el dolor abdominal
se ha demostrado en varios estudios clinicos a través de
distintos protocolos de tratamiento ({Luttecke, 1980; Moshal y
Herron, 1979, Toussaint et al., 1981; Ghidini et al., 1986). Se
descubrid gque 1la trimebutina presenta una Jleve actividad

agonista para el cerebro de las ratas y para los receptores de




opio intestinales de los conejos de Indias (Roman et al., 1987) o
los caninos (Allescher et al., 1991) sin el criterio selectivo
para ninguno de los subtipos up, & y k. Dicha actividad leve se
confirmé al utilizar fragmentos intestinales aislados bajo una
estimulacién transmural (Pascaud et al., 1987). Esta propiedad
podria ser la causa de la accién de modulacién de la trimebutina
en la motilidad intestinal de perros en ayuno. La trimebutina
administrada en forma intravenosa u oral retarda la aparicién de
una fase III del complejo motor migratorio (CMM) en el estbédmago y
el duodeno al inducir una fase III prematura, migrando a lo largo
de todo el intestino (Bueno et al., 15987). En el hombre, la
trimebutina estimula la motilidad intestinal tanto en estado de
ayunoc o no (Grandjouan et al., 1989). Es mds, la trimebutina
revierte el efecto de tensidén de la motilidad yeyuno (Delié et

al., 1994).

No hace mucho, se demostré 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 colénica seguido de la distensidn
rectal (Julia et al., 1996). Tal resultado se lo puede asociar a

los efectos beneficiosos que se hallaron con la trimebutina en



los pacientes que padecen de SII y mas especificamente en el

tratamiento de los ataques de deolor abdominal.

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

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

Si bien es dificil establecer una definicién precisa de dolor
dada 1la gran cantidad de sensaciones y variaciones en 1la
percepcién del dolor que poseen los individuos, se puede
clasificar en tres categorias: dolor agudo, dolor inflamatorio y

dolor croénico.

En general, los médicos y los pacientes desean compuestos-més
efectivos para tratar y/o prevenir el dolor. El1 caso mas
impqrtante es el del dolor crénico, y hay un acuerdo general (9°
Congreso Mundial sobre el Dolor, Viena, Agosto de 1999) de que
existe una necesidad médica que ain no se ha hallado para su
tratamiento. En muchos casos, 1los opios y NSAIDs no son
efectivos. Los antidepresivos se utilizan con una eficacia 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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S5in 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 Gnica forma que queda
para aliviar el dolor es mediante neurccirugia (termocoagulacién

diferencial del ganglio de Gasser)

Por todo esto, los estudios clinicos y en animales han demostrado
que la terapia de bupivacaine y opioc aumenta la magnitud y la
duracidén del alivio del dolor si se compara con los efectos de

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

Ademés, dado que se cree que los receptores de glutamato del tipeo
NMDA (N-metil-D-aspartato) tienen un papel fundamental en 1la
transmisién de seflales de excitacién desde las neuréﬁas
sensoriales primarias al cerebro a través de la médula espinal
(Dicgenson et al., 1990), se han creado algunas estrategias para
el tratamiento del dolor‘ basadas en la administracién de una
combinacién de antagonistas de NMDA y un analgésico derivado del
opio (WO 99/44610). Lamentablemente, se ha informado que algunos

productos como por ejemplc el dextrometorfan causan efectos

secundarios inadmisibles.
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Los inventores tomaron como punto de partida el dolor visceral y
descubrieron, como lo confirma la presente solicitud, gque 1la
trimebutina presenta accién inhibitoria sobre la liberacién de
glutamato mediante el bloqueo de los canales de sodio y ademéis
actia como una anestesia local con una potencia 17 veces mayor
que la lidocaina. Inesperadamente, los inventores demostraron por
un lado que la trimebutina o sus estereocisdémeros, que es un
antagonista de receptores sin NDMA, al administrarla con un
analgésico derivado del opic presenta una accién inhibitoria
sobre el dolor con una potenciacidén de la accién analgésica
derivada del opio y, por otro lado, reduce 1los efectos
secundarios no deseados de dicho analgésico derivado del opio
entre los que se encuentran la dependencia a esta droga y la
constipacién. Es mAs, no existe una ensefianza general e; la

materia que proponga una combinacién de trimebutina o sus

estereoisomeros con un analgésico derivado del opio.

De acuerdo con estos resultados, de demostrd que la trimebutina
puede tener accidén en condiciones de dolor ademds del dolor
visceral, lo que confirma que la trimebutina es de utilidad en el

tratamiento y/o prevencidon del dolor.

Resumen de la Invencién.
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La invencién se refiere a un producto que comprende trimebutina
(2-dimetilamino-2-fenilbutil-3,4,5-trimetoxi-benzoato hidrégeno
maleato] o sus estereoisémeros correspondientes y un analgésico
derivado del opio. Los compuestos de este producto pueden
utilizarse en forma simultinea, separada o secuencial, como una
preparacién combinada, en el tratamiento y/o prevencién del dolor

y/o la nocicepcién.

La invencién también se refiere a un producto que comprende
trimebutina ([2-dimetilamino-2-fenilbutil-3,4,5-trimetoxi-benzoato
hidrégeno maleato], N-desmetil trimebutina, al menos uno de sus
metabolitos o al menos uno de sus estereoisdmeros
correspondientes y un analgésico derivado del opio como producto
combinado para uso simultaneo, separado, secuencial o distribuido

en el tiempo para el tratamiento del dolor o para una anestesia.

Dentro del contexto de la invencién, el término dolor puede
significar nocicepcidén, hiperalgesia, alodinia, dolor relacionado
con condiciones de hipersensibilidad central, dolor somatico,
dolor visceral, dolor agudo, dolor crénico, dolor post-

operatorio, dolor de cabeza, dolor inflamatorio, dolor
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neurolégico, dolor musculo-esquelético, dolores relacionados con

el cAncer o dolor vascular.

Dentro del contexto de la invencién, el término anestesia puede
significar tanto anestesia local como general, preferentemente

anestesia local.

De este modo, el analgésico derivado del opioc es preferentemente
morfina, aunque también puede seleccionarse 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 invenciédn también proporciona una composiciédn farmacéutica que
comprende trimebutina o sus estereoisémeros correspondientes y un
analgésico derivado del opio con al menos un portador

farmacéutico o excipiente.

La invencién también proporciona una composicién farmacéutica,
agregado, asociacién o mezcla que comprende trimebutina [2-
dimetilamino-2-fenilbutil-3,4,5-trimetoxi-benzoato hidrégeno

maleato], N-desmetil trimebutina, al menos uno de sus metabolitos
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o al menos uno de los estereoisdmeros correspondientes y un
analgésico derivado del opio con al menos un portador

farmacéutico o excipiente.

Otra realizacidén de la invencidn se refiere al usc de trimebutina
0 sus estereoisdmeros correspondientes y un analgésico derivado
del opio para la preparacién de un medicamento que comprenda
tanto trimebutina como dicho analgésico derivado del opioc en una
forma de dosis finica o como formas de dosis separadas que pueden
utilizarse simultineamente, en forma separada o secuencial en el
tratamiento y/o prevencién del dolor y/o la nocicepcién. En este
sentido, la presente invencidén sirve para prevenir y/o tratar el

dolor agude, dolor inflamatorio y/o crénico.

Otra realizacién de la invencién es el uso de trimebutina [2-
dimgtilamino—z—fenilbutil—3,4,5—trimetoxi-benzoato hidrégeno
maleato], N-desmetil trimebutina, al menos uno de sus metabolitos
o al menos unoc de los estereoisémeros correspondientes y un

analgésico derivado del opic como medicamento.

Otra realizacién de la invencién es el uso de trimebutina {2~
dimetilamino-2-fenilbutil-3,4,5-trimetoxi-benzoato hidrégeno

maleato)], N-desmetil trimebutina, al menos unc de sus metabolitos
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0o al menos uno de los estereoisdmeros correspondientes y un
analgésico derivado del opio para el tratamiento ¢ la prevenciédn

del dolor.

Otra realizacién de la invencién es el uso de trimebutina [2-
dimetilamino-2-fenilbutil-3,4,5-trimetoxi-benzoato hidrégeno
maleato], N-desmetil trimebutina, al menos uno de sus metabolitos
0 al menos uno de los estereoisémeros correspondientes en
asociacién con un analgésico derivado del opio para reducir 1la

dosis de dicho analgésico derivado del opio.

Otra realizacién de la invencién es el usoc de trimebutina [2-
dimetilamino-~2-fenilbutil-3,4,5-trimetoxi-benzoato hidrégeno
maleato], N-desmetil trimebutina, al menos uno de sus metabolitos
o al menos uno de los estereoisdbmeros correspondientes en
asociacién con un analgésico derivado del opio para reducir al
menos uno de los efectos secundarios o los inconvenientes

causados por dicho analgésico derivado del opio.

Dentro del contexto de la invencién, un efecto secundario o© un
inconveniente puede ser el efecto causado por los sedantes,

depresién respiratoria, motilidad intestinal reducida,
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constipacién, nausea, tolerancia, dependencia, toxicidad o

vomitos.

Dentro del contexto de la invencién, la trimebutina se administra
en dosis entre 50 y 900 mg/dia y preferentemente entre 300 y 600
mg/dia y el analgésico derivadec del opio se administra en dosis
entre 0,01 y 250 mg/dia, lo cual depende del analgésico derivado

del opio 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 presente solicitud trata también sobre un método para prevenir
y/o tratar el dolor y/o la nocicepcidén que comprende el hecho de
administrar trimebutina y un analgésico derivado del opio a un
paciente que necesita del mismo. La administracion de trimebutina
y del analgésico derivado del opio puede ser simultdnea, separada

o secuencial.

La presente solicitud trata también sobre un método para prevenir
y/o tratar el dolor mediante la administracién de trimebutina [2-
dimetilamino~2-fenilbutil-3,4,5-trimetoxi-benzoato hidrégeno

maleato], N-desmetil trimebutina, al menos uno de sus metabolitos
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o al menos uno de 1los estereoisbmeros cq;respondientes a un
paciente que necesita del mismo. La trimebutina [2-dimetilamino-
2-fenilbutil-3,4,5-trimetoxi-benzoato hidrégeno maleato], N-
desmetil trimebutina, al menos uno de sus metabolitos o al menos
uno de 1los estereoisdmeros correspondientes y el analgésico
derivado del opio pueden administrarse en forma simultanea,

separada o secuencial.

La invencidén también se refiere a un proceso para la preparacién
de una composicidén farmacéutica que comprende trimebutina o sus
estereoisémeros y un analgésico derivado del opio. Dicho proceso
comprende la asociacién de la trimebutina y el analgésico
derivado del opio con un portador o excipiente farmacéuticamente

-

aceptable.

La invencidén también se refiere a un proceso para la preparacién
de una composicién farmacéutica que comprende trimebutina [2-
dimetilamino-2-fenilbutil-3,4,5-trimetoxi-benzoato hidrégeno
maleato], N-desmetil trimebutina, al menos uno de sus metabolitos
© al menos unc de los estereoisdmeros correspondientes y un
analgésico derivado del opio. Dicho proceso comprende la
asociaciédn de la trimebutina [2-dimetilamino-2-fenilbutil-3,4,5~

trimetoxi-benzoato hidrégeno maleato], N-desmetil trimebutina, al

o
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menos uno de sus metabolitos o al _menocs uno de los
estereocisOmeros correspondientes y el analgésico derivado del

opio con un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Descripcidn de los Dibujos

Figuras 1: Efecto de la TMB (A), Nor-TMB (B) y los
estereoisdmeros correspondientes en la unidén 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 escorpidén y
10nM de [?H]-batracotoxina. No se determina una unidén especifica
en presencia de 0,3 mM de veratridina. 90 min después de 1la
incubacién a 25°C, el ligando unido se separa del ligando iibre
mediante filtracién por vacioc a través de filtros GF/B. La unién
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 promedic t SEM
de por lo menos 3 determinaciones independientes realizadas en

duplicado.

Figura 2: Efecto de la TMB (A), T Nor-TMB (B) y los

estereoisémeros correspondientes sobre la liberaciéon de glutamato
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inducido por veratridina de rebanadas de la q@dula espinal de las
ratas. Se prueba la morfina y el bupivacaine (C) bajo las mismas
condiciones. Los resultados son promedios + de al menos 10
determinaciones. lLas partes se fusionan 15 min con el compuesto
de prueba antes de la estimulacién con veratridina (40pM). Se
cuenta la radiocactividad recogida en fracciones de 5 min durante
30 min posterior a la estimulacién y se determina el efecto del
compuesto mediante la comparacion de la cantidad de
radiocactividad acumulada liberada con agquella gque se obtuvo en
las células superfusionadas sélo con regulador de pH. *P<0,05;

**p<0,001.***pP<0, 001 Prueba de Student.

Figura 3: Efecto de la TMB sobre las corrientes de sodio medido
en las neuronas DRG. (A) Corriente de Na' interna inducida cada
10 s mediante el pasoc del potencial de la membrana de -B0 a -
10mY. Se aplica trimebutina en forma local durante 20 s a 0,1 puM
(linea superior) y a 1 upuM (linea inferior). (B) Corriente de
sodio antes (control) y durante la perfusidén de TMB (se utiliza
la misma célula que en A). (C) Corriente de sodio pico versus
potencial de pulsc en solucidn salina de control y en presencia
de TMB con las concentraciones indicadas. La disminucién de la
corriente de sodio pico se produjo homotéticamente. (D) Relaciébn

de la respuesta a la dosis de los efectos de TMB sobre la
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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 =
SEM de 4 a 6 experimentos. Curva continua: mejor adaptada a 1la

funcidén de Hill con ICsp= 0,69 pM, ¥ ni = 1,02,

Figura 4: Efecto de anestesia local de TMB (A) y lidocaina (B)
determinado en el.reflejo de la cérnea del conejo. Los valores
representan el intermedico de porcentaje de inhibicién del reflejo
de la cdédrnea calculado por cada grupo de 10 estimulaciones. El
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).

Figura 5: Los porcentajes de actividad analgésica antes y después
del tratamiento se calculan de acuerdc con c) del ejemplo 5 en 5
grupos diferentes de animales, llamados respectivamente naif,
control, Tl, T2 y T3 en el gradfico de esta figura. El grupo del
gréfico denominado «naif» recibe en primer lugar una solucidn
salina y luego un tratamiento con un vehiculo sin morfina ni
trimebutina. El grupo del gridfico denominado «control®» recibe en
primer lugar PGE2 y luego un tratamiento con un vehiculo sin

morfina ni trimebutina. El grupo del grafico denominado Tl recibe

__'———;-"‘—-—_—
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en primer lugar PGE2 y luego un tratamiento con 0,3 mg/kg de
morfina. El grupo del grafico denominado T2 recibe en primer
lugar PGE2 y luego un tratamiento con 100 mg/kg de trimebutina.
El grupo del grafico dencminado T3 recibe en primer lugar PGE2 y
luego un tratamiento con 0,3 mg/kg de morfina y 100 mg/kg de

trimebutina.

Figura 6: Los porcentajes de actividad analgésica antes y después
del tratamiento se calculan de acuerdo con E) del ejemplo 5 en €
grupos diferentes de animales, llamados respectivaﬁente naif,
control, M1, M2, M3 y M4 en el grAfico de esta figura. El grupo
del gréafico denominado «naif» recibe en primer lugar una solucidn
salina y luego un tratamiento con un vehiculo sin morfina ni
trimebutina. El grupo del grdfico denominado «control» recibe en
primer lugar PGE2 y luego un tratamiento con un vehiculo sin
morfina ni trimebutina. El grupo del grafico denominado M1 recibe
en primer lugar PGE2 y luego un tratamiento con 0,3 mg/kg de
morfina. El1 grupo del grafico denominado M2 recibe en primer
lugar PGE2 y luego un tratamiento con 1 mg/kg de morfina. El
grupo del grafico denominado M3 recibe en primer lugar PGE2 vy
luego un tratamiento con 3 mg/kg de morfina. El grupo del grafico
denominado M4 recibe en primer lugar PGE2 y luego un tratamiento

con 6 mg/kg de morfina.
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Descripcién Detallada de la Invencién.

Luego de haber determinado que la trimebutina es capaz de inhibir
la liberacién de glutamato que implica la transmisién del
estimulo nociceptivo, mediante el bloquec de los canales de
sodio, los inventores confirmaron que la trimebutina actia como
una anestesia local e inesperadamente lo hace con una potencia
aun mayor que la lidocaina. También demostraron que la
administracién combinada de la trimebutiona o sus estereoisémeros
con un analgésico derivado del opioco tiene un efecto de

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

De esta manera, la invencién se refiere a un producto que
comprende trimebutina [2—dimetilamino-2-fenilbutil—3,i,5-
trimetoxi-benzoato hidrégeno maleato], N-desmetil trimebutina, al
menos uno de sSus metabolitos o© al menos uno de sus
estereoisémeros correspondientes y un analgésico derivado del
opio como producto combinade para uso simultdneo, separado,
secuencial o esparcido en el tiempo para el tratamiento del dolor

O para una anestesia.
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Dentro del contexto de la invencién, el t@rmino anestesia puede
significar tanto anestesia local como general, preferentemente

anestesia local.

En este sentido, la invencidn proporciona un producto que
comprende trimebutina [2-dimetilamino-2-fenilbutil-3,4,5-
trimetoxi-benzoato hidrégenc maleato] © sus estereoisdmeros
correspondientes y un analgésico derivado del opio para
porporcionar una respuesta o satisfacer la necesidad de aliviar

el dolor mediante un compuesto mas eficaz y sequro.

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

-

prevencién del dolor y/o la nocicepciédn.

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

aliviar el dolor abdominal en humanos.

Ademds, se sabe que en los humanos, luego de la administracién
oral o intravenosa (iv) de trimebutina, esta sirve como precursor
metabdlico para N-desmetil trimebutina (Nor-TMB). Esto indica que

la trimebutina actia como un bioprecursor de Nor-TMB 1lo que
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significa que bajo la accién de las enzimas hepdticas el
bioprecursor trimebutina es metabolizado y origina una nueva
molécula. De este modo, la administracién de trimebutina en los
humanos lleva a la exposicién concomitante de trimebutina, Nor-
TMB y otros metabolitoa. Por lo tantco, estos compuestos y en
particular 1la trimebutina y Nor-TMB son capaces de provocar

conjuntamente sus propiedades {antinociceptivas).

Por lo tanto, se entiende que N-desmetil trimebutina (Nor-TMB)
comprende los estereoisdémeros (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
referencia 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.

Los analgésicos derivados del opio sintéticos o semi-sintéticos
son derivados de <cinco clases quimicas de compuestos:
fenantrenos, fenilheptilaminas, fenilpiperidinas, morfinas vy

benzomorfas.
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Dentro del contexto de la invencién, el analgésico derivado del
opio se selecciona entre la morfina, codeina, dihidrocodeina,
diacetilmorfina, hidrocodona, hidromorfona, levorfanol,
onixmorfona, alfentanil, buprenorfina, butorfanol, fentanil,
sulfentanil, meperidina, metadona, nalbufina, propoxifeno vy
pentazocina (o) las sales aceptables de los mismos.
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 més
usada Y en este sentido es un compuesto arquetipo.
Lamentablemente, ademas de las utiles propiedades terapéuticas,
la morfina también tiene una cantidad de inconvenientes entr; los
que sSe incluyen efecto causado por 1los sedantes, depresién
respiratoria, motilidad intestinal reducida (lo que causa
constipacién) y en algunos individuos puede aparecer nausea y
vémitos. Otro. inconveniente que siempre se reporta es la
evolucién de la tolerancia y dependencia fisica limitando el uso
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 posibilidad de causar efectos
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adversos entre los que se incluyen la tolerancia y 1la
dependencia, y de esta manera evitar dos grandes problemas: la
necesidad de intensificar o incrementar las dosis en los
tratamientos prolongados lo que llevaria a la aparicién de
efectos secundarios y el riesgo de la abstinencia de la droga

asociado con el cese de su administracién.

La invencibén muestra por primera vez que existe un gran interés
en aplicar trimebutina [2-dimetilamino-2-fenilbutil-3, 4, 5-
trimetoxi-benzoato hidrégeno maleatol, N-desmetil trimebutina, al
menos uno de sus metabolitos o al menos unc de los
estereoisémeros correspondientes y un analgésice derivado del
opio juntos para obtener efectos comunes. Este nuevo tipo de
asociacién posee propiedades inesperadas e interesantes~ las
cuales consisten en:
- la reduccién o supresidén de los inconvenientes que acarrea el
analgésico derivado del opio, y/o
- la potenciaicidén del efecto o eficacia de la trimebutina [2-
dimetilamino-2-fenilbutil-3,4,5~-trimetoxi-benzoato hidrégeno
maleato], N-desmetil trimebutina, al menos wuno de sus
metabolitos o al menos uno de sus estereoisémeros

correspondientes mediante el analgésico derivado del opio y

también en forma reciproca, y o la sinergia que se produce
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entre la trimebutina [2-dimetilamino-2-fenilbutil-3,4,5-
trimetoxi-benzoato hidrégeno maleato], N-desmetil trimebutina,
al menos uno de sus metabolitos o al menos uno de sus
estereoisdmeros correspondientes y el analgésico derivado del

opio.

Asi, la invencién trata sobre la utilizacién de trimebutina [2-
dimetilamino-2-fenilbutil-3,4,5-trimetoxi-benzoato hidrégeno
maleato], N-desmetil trimebutina, al menos uno de sus metabolitos
o al menos uno de sus estereoisédmeros correspondientes asociada
con un analgésico derivado del opio para reducir la dosis de
dicho analgésico derivado del  opio. La trimebutina [2-
dimetilamino-2-fenilbutil-3,4,5-trimetoxi~benzoato hidrégeno
maleato], N-desmetil trimebutina, al menos uno de sus metaboiitos
o al menos uno de sus estereoisédmeros correspondientes asocia&a
con el analgésico derivado del opio puede administrarse en forma

simultanea, por separado o en forma secuencial.

La asociacién de trimebutina [2-dimetilamino-2-fenilbutil-3,4,5-
trimetoxi-benzoato hidrdégeno maleato], N-desmetil trimebutina, al
menos uno de sus metabolitos o© al menos uno de sus
estereoisdmeros correspondientes con un analgésico derivado del

opio permite reducir drasticamente 1la dosis del analgésico
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derivado del opio comparado con la dosis de analgésico derivado
del opio que se requiere cuando el analgésico derivado del opio
no se lo utiliza en asociacién. La utilizacién de dosis reducidas
del analgésico derivado del opio permite, en particular,
disminuir o suprimir los efectos secundarios del analgésico

derivado del opio.

De esta manera, la dosis del analgésico derivado del opioc, cuando
se utiliza asociada con 1la trimebutina [2-dimetilamino-2-
fenilbutil-3,4,5-trimetoxi-benzoato hidrégeno maleato], N-
desmetil trimebutina, al menos uno de sus metabolitos ¢ al menos
uno de sus esterecisémeros correspondientes, puede reducirse
entre un 10 y un 99% comparado con la dosis que se regquiere

cuando el analgésico derivado del opio no se utiliza en

asociacién.

La asociacién de trimebutina [2-dimetilamino-2-fenilbutil-3,4,5-
trimetoxi~benzoato hidrégeno maleato], N-desmetil trimebutina, al
menos uno de sus metabolitos o al menos uno de sus
estereoisdmeros correspondientes con un analgésico derivado del
opio permite aumentar la eficacia de este analgésico derivado del
opio en el tratamiento de dolores. La eficacia puede

multiplicarse al menos 3 veces.
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La asociacidén de un analgésico derivado del opio con trimebutina
[2-dimetilamino-2-fenilbutil-3,4,5-trimetoxi-benzoato hidrégeno
maleato], N-desmetil trimebutina, al menos uno de sus metabolitos
o al menos uno de sus estereoisdébmeros permite aumentar 1la
eficacia de la trimebutina [2-dimetilamino-2-fenilbutil-3,4,5-
trimetoxi-benzoato hidrégeno maleato], N-desmetil trimebutina, al
menos uno de sus metabolitos o al menos uno de sus
estereoisdmeros correspondientes en el tratamiento de dolores. La

eficacia puede multiplicarse al menos 3 veces.

La invencidén también trata sobre la utilizacién de trimebutina
[2-dimetilamino-2-fenilbutil-3,4, 5-trimetoxi-benzoato hidrégeno
maleato], N-desmetil trimebutina, al menos uno de sus metabolitos
0o al menos uno de sus estereoisdmeros correspondientes ascociada
con un analgésico derivado del opio para reducir al menos uno de

los efectos secundarios o inconvenientes producidos por dicho

analgésico derivado del opio.

Dentro del contexto de la invencién, un efecto secundarioc puede
ser la toxicidad, tolerancia, dependencia fisica, el efecto
causado por sedantes, depresidn respiratoria, disminucién de la

motilidad intestinal, constipacién, nausea o vémitos.
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La presente invencién trata sobre la utilizacién de trimebutina
[2-dimetilamino-2-fenilbutil-3, 4, 5-trimetoxi-benzoato hidrégeno
maleato], N-desmetil trimebutina, al menos uno de sus metabolitos
o al menos uno de sus estereoisémeros correspondientes y un

analgésico derivado del opio como medicamento.

La presente invencién también trata sobre la utilizacién de
trimebutina [2-dimetilamino-2-fenilbutil-3, 4,5-trimetoxi-benzoato
hidrégeno maleato), N-desmetil trimebutina, al menos uno de sus
metabolitos o} al menos uno de sus estereoisbébmeros
correspondientes y un analgésico derivado del opio para el

tratamiento y prevencién de dolores.

Por ventaja, la presente invencién 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 la
preparacién de un medicamento destinado a prevenir y/o tratar
dolores y/o nocicepcién. Por lo tanto, los compuestos de 1la
preparacién combinada se utilizan tanto en forma simultanea,

separada o secuencial en el tratamiento y/o prevencién de dolores
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y/o nocicepcién. Se entiende que el término “dolor” incluye a

cualquier tipo de dolor con cualquier etiologia.

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

(visceral o somatico) y crénico.

Curiosamente, los inventores han demostrado que la trimebutina y
también sus metabolitos a los que de aqui en adelante
denominaremos Nor-TMB (y preferentemente el (S)-enantidémero) que
es uno de los mayores metabolitos de los seres humanos, inhibe la
liberacién de glutamato de rebanadas de la médula espinal de
ratas, a través del bloqueo de los canales de sodio. En especial,
la trimebutina, sus estereoisédmeros, y la Nor-TMB se estudiaron
dada la afinidad con los canales de sodio categorizados mediante
PH]Tbatracotoxina, 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 glutamato y los aminodcidos excitotéxicos (EAA) en

el establecimiento de las condiciones de hiperalgesia y alodinia
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fue demostrado por Dickenson et al., 1995. A partir de ese
descubrimiento se han creado varias estrategias para hallar
nuevas drogas basadas en la inhibicién de los receptores de EEA y
glutamato. La mayoria de los inhibidores generados mediante estas
estrategias no pueden utilizarse en seres humanos por razones de
sequridad y, parece ser que el bloqueo de los receptores de
glutamato es un camino duro para el descubrimiento relacionado

con las drogas.

Ademas, los resultados que se informan en los ejemplos demuestran
que la trimebutina, sus estereoisémeros y sus metabolitos
despliegan una actividad analgésica y un efecto inhibitorio del
dolor, particularmente en dolores inflamatorics y dolores

~

crénicos.

Dentro del contexto de la invencién, el término analgésico o
dolor puede significar nocicepcién, hiperalgesia, alodinia, dolor
relacionado con condiciones de hipersensibilidad central, doler
somatico, dolor visceral, dolor agudo, dolor crénico, dolor post-
operatorio, dolor de cabeza, dolor inflamatorio, dolor
neurolégico, dolor misculo-esquelético, dolor relacionado con el

cancer o dolor vascular.
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Entre los ejemplos de dolores agudos se incluyen particularmente

los dolores de cabeza y los dolores post-operatorios.

Entre los dolores inflamatorios se incluye cualquier dolor que
contenga un componente inflamatorio.como por ejemple la artritis,
poliartritis, espondiloartritis, dolor misculo-esguelético como
el dolor osteotraumdtico y el dolor del miembro fantasma, dolor
de espalda, dolor vertebral, falla quiridrgica de un disco movido,
dolor post-quirirgico, dolor reumdatico, dolor en los dientes y

dismenorrea.

El dolor crénico, de acuerdo con la definicidn propuesta por la
Asociacién Internacional para el Estudio de Dolores, es un dolor
que persiste por mds del tiempo normal de curacidn de los tefidos
(el tiempo sugerido es de tres meses) (International Asociation
for- the Study of Pain, clasificacién de dolor crénico. Dolor,

1986, Sup. 3, S1-S226), y esto implica un punto de transicién a

partir del dolor agudo.

Por consiguiente y dado que el dolor crénico es causado por la
hiperalgesia (Dickenson et al., 1995), 1la presente invencién

comprende también la prevencién y/o el tratamiento de la
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hiperalgesia o el dolor relacionado a las condiciones de

hipersensibilidad central.

Entre los ejemplos de dolor crénico se encuentran los dolores
neuroldégicos como las neuropatias, polineuropatias que incluyen
aquellas relacionadas con la diabetes, dolor de cabeza, trauma,
neuralgias que incluyen la neuralgia post Zoster y la neuralgia
trigeminal, dolores relacionados con el VIH, dolores relacionados
con el cancer, dolor vascular como por ejemplo el dolor causado
por el sindrome de Raynaud, la enfermedad de Horton, artritis,
Ulceras varicosas. Dentro del contexto de la invencién, la
trimebutina se administra en dosis entre 50 y 900 mg/dia y
preferentemente entre 300 y 600 mg/dia (para un hombre con un

L]

peso promedic de 70 kq).

El _analgésico derivado del opic se administra en una dosis
iguales a los niveles de las dosis convencionales,
preferentemente a un nivel reducido de acuerdo con la presente
invencién. Los niveles de dosis adecuados dependeran del efecto
analgésico del analgésico derivado del opio que se haya elegido,
pero los niveles de las dosis que son adecuados se encuentran
entre 0,001 y 25mg/kg diarios, preferentemente entre 0,005 y 10

mg/kg diarios y especialmente entre 0,005 y 5 mg/kg diarios o
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entre 0,01 y 250 mg/dia (para un hombre con un peso promedic de
70 kg) lo que depende del analgésico elegido. El1 compuestc puede
administrarse hasta 6 veces diarias y preferentemente entre 1 y 4

veces diarias.

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
y 1 mg/24 horas, dropediol entre 2 y 10 mg/dia, oxicodona entre
20 y B0 mg cada 4 horas (para un hombre con un peso promedio de

70 kg).

Si se lo administra para una terapia combinatoria o en
combinacién, ya sea en forma Unica o como una composicién{es)
farmacéutica(s)} separada, la trimebutina o sus estereoisémerés Yy
el analgésico derivado del opio se presentan con una proporcién
consistente con la manifestacién del efecto que se desea. En
particular, la proporcién en peso de trimebutina para el
analgésico derivado del opioc serd adecuada aproximadamente 1 a
1. Preferentemente, dicha proporcién seré entre 0,0001 y 1 y 1000

y 1, y especialmente entre 0,01 y 1 y 100 y 1.
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Otro aspecto de la invencidén proporciona una composicidn
farmacéutica que comprende trimebutina o sus correspondientes

estereoisémeros y un analgésico derivado del opio.

Se proporciona una composicién farmacéutica, agregado, asociacién
o mezcla que comprende trimebutina [2-dimetilamino-2-fenilbutil-
3,4,5-trimetoxi-benzoato hidrégeno maleato], N-desmetil
trimebutina, al menos uno de sus metabolites ¢© al menos uno de
sus estereoisémeros correspondientes y un analgésico derivade del

opio con al menos un excipiente o portador farmacéutico.

Dentro de este contexto, la trimebutina que se proporciona en una
composicién farmacéutica en combinacién con un analgésico
derivado del oplo sirve para prevenir y/o tratar los tipos~de
dolores antes mencionados. Las composiciones farmacéuticas
incluyen la trimebutina y/o sus estereoisdmeros correspondientes
que incluyen sus sales y se produce mediante la formulacién de
los compuestos activos en forma de dosis por unidad con al menos

un excipiente o portados farmacéuticamente aceptable ya sea

s6lido o liquido.

Si la formacién de una sal es adecuada, las sales que 3son

farmacéuticamente aceptables incluyen acetato, bencensulfonato,
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bitartrato, acetato cdalcico, camsilato, _carbonato, citrato,

edetato, edisilato, estolato, esilato, fumarato, gluceptato,

gluconato, glutamato, glicoloilarsanilato, hexilresorcinato,
hidrabramina, hidrobromuro, hidrocloruro, hidrogencarbonato,
hidroxinaftoato, iodida, isetionato, lactato, lactobionato,

malato, maleato, mandelato, mesilato, metilnitrato, metilsulfato,
mucato, napsilato, nitrato, pamoato (embonato), pantotenato,
fosfato/difosfato, poligalacturonato, salicilato, estearato,
subacetato, succinatc 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, magnesioc, potasio, sodio, y zinc. (Véase ademds ™“Sales
Farmacéuticas” de Berge S.M. et al. (1997) P. De la Cieﬁcia
Farmacéutica (del inglés:J.Pharm.Sci) 66:1-19, incorporado a la

presente a modo de referencia.)

Las sales de los analgésicos derivados del opio también se
preparan de acuerdo con procesos muy conocidos y se prefieren

dichas sales adecuadas para las vias parenteral u oral.

Las formas de dosificacién sélida para la administracién oral

incluyen céapsulas, tabletas, pildoras, polvos, y granulos. En
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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 dicdlcico o (a)
rellenos o extensores, como por ejemplo, almidones, lactosa,
sacarosa, glucosa, manitol , vy @&cido silicico, (b)
aglutinantes, como por ejemplo, carboximetilcelulosa, alginatos,
gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa, y acacia, (c)
humectantes, como por ejemplo, glicerina, (d) agentes
desintegrantes, como por ejemplo, agar-agar, carbonato célcico,
almiddébn de papa o© tapioca, &cido alginico, ciertos silicatos
complejos, y carbonato de sodio, (e) retrasadores de solucién,
como por ejemplo parafina, (f) aceleradores de absorcién, como
por ejemplo, compuestos de amonio cuaternario, (g) agentes de
humedad, como por ejemplo, alcohol cetilico, y monoestearato de
glicerina, {h} absorbentes, como por ejemplo, caolina vy
bentonita, y (i) lubricantes, como por ejemplo, talco, estearato
calcico, estearato magnésico, polietilenglicoles sb6lidoes,
laurilsulfato de sodio, o mezclas de los mismos. En el caso de
las capsulas, tabletas, y pildoras, las formas de dosificacién

también pueden contener agentes regquladores del pH.

Las composiciones sélidas de tipo similar también pueden

utilizarse como rellenos en capsulas gelatinosas de relleno duro
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© blando utilizando excipientes tales como la lactosa y los

polietilenglicoles de alto peso molecular, y similares.

Las formas de dosificacidén sélida como las tabletas, “dragées”,
capsulas, pildoras, y granulos pueden prepararse con
recubrimientos y cdscaras, como por ejemplo recubrimientos
entéricos y otros muy conocidos en la materia. Los componentes
activos pueden encontrarse también en forma microencapsulada, si
fuera apropiado, con uno o mas 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. Ademas d; la
trimebutina y/o el analgésico derivado del opio, las formas de
dosificacién sélida 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
suspensiones, ademds de la trimebutina y/o el analgésico derivado
del opic pueden contener agentes de suspensién, como por ejemplo,

alcoholes isoestearilicos etoxilados, ésteres de sorbitén vy
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polietilensorbitol, celulosa microcristalina, metahidréxido de
aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto, o mezclas de estas

sustancias y similares.

Las composiciones adecuadas para inyeccidédn parenteral pueden
comprender soluciones, dispersiones, suspensiones o emulsiones
acuosas o no acuosas estériles y fisiolégicamente aceptables, y

polvos estériles para su reconstitucién en dispersiones o

soluciones inyectables estériles. Entre los ejemplos de
portadores, diluyentes, solventes o vehiculos liquidos se
encuentra el agua, etanol, polioles (propilenglicol,

polietilenglicol, glicerina, y similares), y mezclas adecuadas de

los mismos.

Estas composiciones también pueden contener adyuvantes como poOr
ejemplo los agentes dispersantes, emulsificantes, de humedad, y
conservantes. Se puede asergurar la prevencidén de la accién de
los microorgansimos mediante varios agentes antifingicos vy
antibacterianos, por ejemplo, parabenos, clorobutancl, fenol,
dcido sérbico y similares. También seria conveniente la inclusién
de agentes isotbénicos, como por ejemplo azucares, cloruro de

sodio, y similares.




ss o

41

Preferentemente, la composicién se presenta en forma de
dosificacién por unidad. De esta forma, la preparacién se divide
en dosis por unidad que contienen las cantidades apropiadas de
trimebutina y/o el analgésico derivado del opio. La forma de
dosificacidén por unidad puede ser una preparacién en paquete,
dicho paquete contendra cantidades discretas de la preparacién,
por ejemplo, tabletas en paquetes, capsulas, y polvos en frascos
o ampollas. La forma de dosificacién por unidad también puede ser
una tableta, sachet o capsula en si, o puede ser el numero
apropiado de cualquiera de estas formas empaquetadas. Algunos
ejemplos de formas de dosificacién por unidades son las tabletas,
capsulas, pildoras, polvos, supositorios, soluciones Y
suspensiones orales acuosas o no acuosas, Yy soluciones
parenterales empaquetadas en envases que contienen una unidaé o]
un namero 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
de inyeccién epidural. Sin embargo, cualquier via que sea

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

del contexto de la presente invencién.

La presente solicitud trata también sobre un métodec para prevenir
y/o tratar el dolor mediante la administracién de trimebutina [2-
dimetilamino-2-fenilbutil-3,4,5-trimetoxi-benzoato hidrégeno
maleato], N-desmetil trimebutina, al menos uno de sus metabeclitos
o al menos uno de los estereoisbdbmeros correspondientes a un
paciente que necesita del mismo. La trimebutina [2-dimetilamino-
2-fenilbutil-3,4,5-trimetoxi-benzoato hidrégeno maleato], N-
desmetil trimebutina, al menos uno de sus metabolitos o al menos
uno de 1los estereoisdémeros correspondientes y el analgésico
derivado del opio pueden administrarse en forma simultéanea,

-

separada o secuencial.

Otra realizacidén de la invencidén se refiere a un método para
pre;enir y/0 tratar el dolor y/o la nocicepciétn que comprende el
hecho de administrar trimebutina y un analgésico derivado del
opio a un paciente que necesita del mismo. Dentro del contexto de
la invencién, la administracion de los dos compuestos puede ser

simultéanea, separada o secuencial.
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E1l término “paciente” busca incluir a cualquier mamifero vy
especialmente a cualquier ser humano a quien se le administra la
trimebutina y el analgésico derivado del opio.

La invencién también se refiere a un proceso para la preparacién
de una composicidén farmacéutica que comprende trimebutina [2-
dimetilamino-2-fenilbutil-3,4,5-trimetoxi-benzoato hidrégeno
maleato], N-desmetil trimebutina, al menos uno de sus metabolitos
o al menos uno de los estereoisdmeros correspondientes y un
analgésico derivado del opio. Dicho proceso comprende la
asociacién de la trimebutina [2-dimetilamino-2-fenilbutil-3,4,5-
trimetoxi-benzoato hidrégeno maleato), N-desmetil trimebutina, al
menos uno de sSus metabolitos o al menos uno de los
estereoisédmeros correspondientes y el analgésico derivado del

-

opio con un portador o excipiente farmacéuticamente aceptable.

Otra realizacidén de la invencién proporciona un proceso para la
preparacién de una composicién farmacéutica que comprende
trimebutina o sus esterecisdmeros y un analgésico derivado del
opio. Dicho proceso comprende la asociacidén de la trimebutina y
el analgésico derivado del opio con un portador o excipiente

farmacéuticamente aceptable.
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La informacién bioquimica y farmacoldédgica que se reporta en los
ejemplos permite una mejor comprensién del mecanismo de accién de
la trimebutina en combinacién con un analgésico derivado del
opio. Apoya la suposicidén de que, ademds de los efectos de
regulacién de 1la motilidad colénica que ya se ha reportado
anteriormente y que se habia relacionado con sus leves
propiedades opioides, la. trimebutina se halla dotada de
propiedades antinociceptivas dado el efecto de bloqueo ejercido
en los canales de Na'. Estas nuevas propiedades de la TMB
explican cémo el compuesto en combinacién con un analgésico
derivado del opio es un método Gtil para la prevenciédn y/o el
tratamiento del dolor.

En los ejemplos que se citan a continuacién se revelara‘ la
presente invencién en mas detalle sin limitar el alcance de la

misma.
EJEMPLOS
Material y Métodos.

Animales.
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Se utilizan en este experimento ratones Sprague—Dawley (IFFA
Credo, Saint Germain sur 1l‘Abresele, Francia), con un peso de
225-250 g (para los experimentos de unién de [’H]-batracotoxina)
o de 350-375g (para los experimentos de liberacidén de glutamato),
0 ratas embarazadas (para los experimentos electrofisiolégicos) y
se les brinda el cuidado de acuerdo con los lineamientos
institucionales de bienestar animal: Temperatura 21 t 3°C;

luz/oscuridad: 12h/12h.
Drogas y Medios.

Se sintetiza Trimebutina maleato, (S}-Trimebutina, { R) -
Trimebutina de acuerdo con el proceso que se revela en la patente
francesa FR 2.2369M (1962) y en la solicitud de patente japone;a
publicada con el n®° 16416 (1980) las cuales se incorporan a la

presente a modo de referencia.

Se obtiene flunarizina, acido L-glutamdtico, hidrocloruro de
lidocaina, bupivacaine, tripsina y DMEM-F12 en Sigma (St Quentin
Fallavier, Francia), morfina en Francopia {Gentilly, Francia),
veratridina en RBI, Bioblock Scientific (Illkirch, Francia),
gentamicina en Boehringer Mannheim S.A. (Meylan, Francia). Todos

los reactivos que se utilizan para la preparacién de los
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reguladores de pH y las soluciones son de _grado analitico de
Merck (Merck-Clevenot, Nogent sur Marne, Francia). Se sintetiza
{(S)-N-desmetil-TMB maleato dé acuerdo con el proceso revelado en
WO 99/01417 1la cual se incorpora a la presente a modo de
referencia.
El &acido L-[ G—%H—glutémico (49 Ci/mmol),” es de Amersham (Les
Ulis, Francia). El medio Eagle modificado de Dulbecco; medio
Neurobasal, "“scrum” de feto de ternero se obtuvo de Gibco, Life
Technologies S.A.R.L (Cergy Pontoise, Francia). El1 suero de

caballo es de Seromed, (Berlin, Alemania)

EJEMPLO 1:Unién de [3H]-batracotoxina.

E1l objetivo de este ejemplo es determinar la afinidad de los
compuestos probados a los sitios de unién de [’H]-batracotoxina
en log sinaptosomas corticales de las ratas, representando el

sitio 2 del canal de sodio.

1.1. Materiales y Métodos.

a) Membranas del sinaptosoma.
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Las cortezas cerebrales de los ratones _Spargue-Dawley son
homeogeneizadas en un homogenizador de Teflén en 10 voluimenes de
hieloc 0,32M de sacarosa, 5mM K;HPO, (pH 7,4 a 4°C). El material
homogéneo se centrifuga a 1000g por 10 min; se deja en suspensién
nuevamente este nuevo comprimidc en un mismo volumen de sacarosa
y se recentrifuga. Se descarta el nuevo comprimido y los dos
sobrenadantes que se obtienen de las dos centrifugaciones son
agrupadas y centrifugadas a 20.000 g por 10 min. El comprimido
que se obtiene se deja en suspensidn nuevamenté en una solucién
reguladora de pH de prueba libre de sodio que contiene 50 mM
HEPES (Acido N-2-hidroxietilpiperazina-N'-2-etanosulfénico), 5,4
mM KCI, 0,8 mM MgSO,, 5,5mM de glucosa y 130 mM de cloruro de

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

Los ensayos de unién se inician mediante la adicién de 150-200pg
de una proteina del sinaptosoma a una soluciédn requladora de pH
de prueba que contiene 25pg de veneno de escorpién (Leireus
quinquestriatus), 0,1% BSA, 10nM de [’H]-batracotoxina y varias
concentraciones de drogas de prueba (el volumen final es 250pl}.
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 filtracibén por vacio a
través de filtros GF/B (Filtermate, Packard). Se lavan los
filtros con 2x5ml de una solucién reguladora de pH (5mM HEPES,
1,8mM CaCl;, 0,8 mM MgSO,, 130mM de cloruroc de colina, 0,01% de
BSA; pH 7,4 a 25°C}) y el ligando unido se estima por

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

En todos los experimentos en los que se examina el desplazamiento
de la unién de [’H]-batracotoxina mediante drogas sin rotular,
las curvas que sefilalan la concentracidén-respuesta Se generan
utilizando seis concentraciones de drogas. Todos los ensayos se
llevan a cabo al menos tres veces, y cada determinacidh se
realiza en duplicado. La informacién se expresa con valores
promedio * SEM de al menos tres determinaciones. Las curvas de
desplazamiento son medidas Jjustas generadas por un Graph-Pad
Software. Se analizan las lineas de desplazamiento mediante un
andlisis de regresién no lineal usando el programa de computacidn
LIGAND (Mc Pherson, 1985). FEstos andlisis generaron un
coeficiente(nH) Hill y valores ICsp. Los valores Ki se calculan a
partir de los valores ICsp utilizando la relacién de Cheng-

Prusoff (1973).

o
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1.2 Resultados.

Los resultados que aparecen en la Figura 1 (A) y (B) demuestran
que la trimebutina, sus estereoisémeros y sus metabolitos
desplazan a la [%H]-batracotoxina de sus sitios de unién a los
sinaptosomas corticales de 1los ratones con potencias que se
encuentran entre aguellas del bupivacaine (Ki=7,14 % 0,96) y las
de la flunaricina (Ki=0,38%f 0,05 pM). Para todos los compuestos,
el desplazamiento de la [?H]-batracotoxina es completo y el

coeficiente de Hill calculadc se halla cercano a 1 (fig.l).

La afinidad de la trimebutina se encuentra con Ki=2,66 + 0,15pM.
Para este compuesto, no es evidente estereoselectividad y; que
los estereoisdmeros correspondientes despliegan afinidades
similares a aquellas de los compuestos racémicos. Los valores

para los enantidémeros (S) y ( R) son: Ki=3,31 %+ 0,36 pM ¥y

Ki=2,8910,88M respectivamente.

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

Ki=0,8010,04 uyM y Ki=1,26 %+ 0,07 puM, respectivamente.
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Por lo tanto, el ejemplo presente demuestra que la trimebutina,
la Nor-TMD y sus esterecisémeros correspondientes tienen afinidad
por los sitios de unién de [’H)-batracotoxina en la misma
magnitud que el bupivacaine o la flunaricina, dos canales de

bloqueo de sodio.

Ejemplo 2: Liberacién de [3H]—glutamato

El objeto de este ejemplo es determinar la capacidad de 1la
trimebutina y sus metabolitos para inhibir la 1liberacién de
glutamato de rebanadas de la médula espinal de las ratas. Este
ejemplo muestra que la trimebutina, sus metabolitos y sus
correspondientes estereoisémeros inhiben 1la 1liberacidén de
glutamato inducida por la veratridina in vitre. Se sabe que‘la
veratridina induce la liberacién de glutamato mediante la
activacién de los canales de Na* de tensién-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.
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Se preparan dos soluciones reguladoras de pH: una solucién
reguladora de pH de incorporacién (solucién de Krebs modificada:
119 mM NaCl, 5 mM KCI, 0,75 mM CaCla, 1,2 mM MgSOs, 1 mM NaH,POq,
25 mM HEPES, 1 mM NaHCO;,11 mM D-glucosa, 67 uyM EDTA, 1,1 mM de
dcido ascoérbico (pH 7,4) gasificado con 95% O y 5% COz) y una
solucién reguladora de pH de superfusién idéntica a la solucidn
requladora de pH dé incorporacién salvo que se suprime el &cido
ascédrbico y el EDTA. Se diluyen los compuestos que van a probarse
y la veratridina en esta solucién reguladora de PpH de

superfusidn.
k) Rebanadas de la médula espinal de las ratas.

Luego de decapitar a los animales, se separa un segmento de 1% cm
de médula espinal lumbar después de una laminectomia lumbosacra y
se lo sumerge en una solucién de Krebs modificada por hielo con
95% O, y 5% CO2. Luego de quitar la duramadre, se cortan todas
las raices ventrales y dorsales en la raiz de la zona de
entrada. Las partes (bloques en forma de cubos de 250 um) se
preparan mediante la utilizacién de tres secciones sucesivas

llevadas a cabo con una cortadora de tejido McIllwain.

c) Experimentos de Superfusion.
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Se incuban las partes durante 5 min a 30°C en 5 ml de una
solucién requladora de incorporaciétn que se mantiene bajo
oxigenacién y que contiene 10 pM de Acido L-gluténico y 4 pCi/ ml
de 4&cido [3H]—glutémico. Luego de la incubacidn, las partes se
transfieren a cdmaras de superfusién en un aparato de superfusién
automdtico {Brandel). El aparato consiste en un dispositivo de 20
cdmaras que permiten llevar a cabo 20 experimentos de forma
simultédnea y controlar la secuencia de los reguladores de pH
utilizados en la superfusidén mediante la programacién de una
omputadora Apple IIe. Este sistema permite probar varios grupos
vxperimentales de una vez (son 4 grupos de 5 camaras). Después de
un periodo de 45 min de lavado, a un ritmo de corriente de 0,3
r:l/min, se agrega veratridina (40 pM) por 5 min al medi; de
superfusién. Al momento de probar las drogas (trimebutina y sus
estereoisémeros), estas se agregan al medio de superfusién 15 min
antes y también durante ia aplicaciéon de veratridina. Fracciones
‘e la superfusidén que corresponden a 5 min se recogen durante los
30 min seguidos a la estimulacién. Al final de la secuencia, se
gquitan las partes de las camaras y se agregan 2,5 ml de liquido
cie escintilacién (Hionic, Fluor, Packard) a las rebanadas y a
cada una de las fracciones. La radiocactividad se determina

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

Dunlap, 1989).

d) Andlisis de la informacidn.

'fodos los valores se expresan como la media 1SEM de al menos 5
determinaciones. La liberacién de radiocactividad para cada
fracci6én se expresa como liberacién fraccional calculada mediante
‘a divisién de la radioactividad en cada fraccién por la cantidad
sjue queda en el filtro. La estimulacién producida por 1la
veratridina se cuantifica al acumular la liberacién de
:adiocactividad medida en las fracciones recogida luego de 1la
cstimulacidén. El1 efecto de los compuestos probados se evalﬁ; en
forma de porcentaje de inhibicién comparando las cantidades
totales de radicactividad liberada en las c&maras de control con
iquellas liberadas en las camaras que fueron superfusionadas con
los compuestos de prueba. A partir de estos porcentajes de
inhibicién, los valores ICsp sSe calculan al alinear los valores
d2 prueba de la inhibicién versus los valores logaritmicos de las
concentraciones. Los andlisis estadisticos se realizan mediante

-a Prueba t no apareada de dos colas de Student. Las diferencias

estadisticas se consideran significantes P<O0,05.
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2.2 Resultados

ILos resultados que se aprecian en la Figura 2 demuestran que la
trimebutina inhibié 1la liberacién de glutamato inducida por
veratridina dosis dependiente en concentraciones mayores a 60 pM
{(rfig2A). Ademds, entre el 50 y el 60% de la inhibicién se puedo
zicanzar en concentraicones mayocres a 100 pM. La (R)-trimebutina
presentd un perfil similar al compuesto racémico mientras que la
{S)-trimebutina presenté inhibicién significante a partir de la
concentracién de 3 pM (fig. 2%). El ICsp estimado es 15,2 pM para
(S)-trimebutina, mientras que no pudo calcularse {ICsy> 100 uM)
para la trimebutina y para la (R)-trimebutina. Para la Nor-TMB y
s.8 estereoistmerocs (fig.2B), el efecto inhibitorio ﬁfue
significante (p<0,01) a 3, 10 y 30 pM y el valor ICs fue 8,4 uM.
La (S)-Nor-TMB presenté una actividad (ICsp =6,3 pM) similar a la
o2l compuesto racémico y también a la del segundo enantidémero (
Fj-Nor-TMB (ICso= 16,3 uM).Estos resultados concuerdan con los
r-:sultados de otros trabajos que reportan que los compuestos que
dixsactivan los canales de NA' de tensién-dependientes previenen
l: 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
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inducida por veratridina se debe a sus actividades de bloqueo en

los canales de sodio.

Cuando se evalila el bupivacaine bajo las mismas condiciones
experimentales (Fig. 2C), se puede estimar un valor ICsq de 8,2

uM.

Se halldé que la 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 sobre la
liberacién de glutamato no-se deben a las propiedades derivadas
del opio de los compuestos que se demostraron en estudios

anteriores (Roman et al., 1987).

Los resultados demuestran de manera importante gque la

trimebutiona despliega actividades mayores que el bupivacaine.

Este ejemplo es bastante importante dado el papel principal gque
tiene el glutamato y los aminodcidos de excitacién {(EAA) en la
transmisidén del mensaje nociceptivo y mds particularmente en
condiciones hiperalgésicas. En este sentido, el descubrir que la
TMB y sus metabolitos pueden reducir 1las concentraciones

extracelulares del glutamato al inhibir su liberacién de las




. Pl

56

piletas presinapticas representa una propiedad 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 estereoisdmeros sobre las corrientes de sodio.

2.1 Materiales y Métodos

2} Neuronas DRG.

lLos experimentos en las corrientes de sodio se realizan con
g=nglios de las raices dorsales de ratas cultivados (bRG)
eitirpados de embriones de 14-15 dias. Los métodos para cultivar
y aislar las células se derivan de aquellos que se describen en
Vilmier et al.(1989). Se matan las ratas Spargue-Dawley
pniéndolas en una atmésfera de CO; durante 5-6 min. Se quitan
entr; tres y cinco embriones en forma aséptica y se los ubica en
u:r plato de Petri que contiene el siguiente medio B suplementado
con antibiéticos (estreptomicina, 50 pg/ml; penicilina, 50 U/ml).
EL. medio B contenia {(en mM): 137 NaCl, 5,4 KCl1l, 0,4 NazHPQ,, 0,8

MygCly, 1,8 CaClz, 6 glucosa, 10 HEPES. Se quitan los ganglios de
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la espina dorsal de la médula espinal extirpada y se los asimila
por 5 min en 2 ml del medio Eagle de Dubecco modificado con 0,1%
de tripsina. Se disocian las células mecdnicamente mediante
pipgtas de Pasteur lavadas a fuego y se las ubica en platos
recubiertos con poliornitina-laminina. El medio de cultivo es el
medio Neurobasal que contiene 0,5 mM de glutamina y 25 pM de
glutamato. Las células son incubadas a 37°C en 5% de COz. Los
experimentos electrofisiolégicos se llevan a cabo desde 4-6 h

hasta las 24h posteriores al recubrimiento.
b) Electrofisiologia

Los experimentos con Qinza de parche de célula completa
convencionales se realizan a temperatura ambiente con- un
amplificador de pinza de parche EPC7 (List). Las neuronas DRG se
bafan en un medio derivado de Hanks que contiene (en mM): 143
NaCl; 10 CaCl2; 5,6 KC1l, 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 reemplaza 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 BR-aminoetilico) N, N, N°, N-
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‘tetraacético), 5 HEPES, 2 MgCl,, 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) wutilizande un dispositivo jalador P87 (Sutter
Instruments) y se limpian a fuego. La resistencia de punta es 2-3

M3,

Les drogas se disuelven en el bafio (medio) (para las socluciones
en reserva a 102M en DMSO (dimetilsulféxido)) y se aplican
mediante expulsidén por presiodn (Pneumatic Picopump PV820, WPI)
desde las pipetas de vidrio (10-20 pm de diametro 1limite)

ubicadas a 50-60 pym de la célula registrada.
c' Cdlculos

S-: _prueba la informacién a 2 kHz. El1 Software para 1la
es~timulacién, adquisicidén y analisis se construye dentro de la
c.sa. Las curvas de respuesta a las dosis se construyen con
verias concentraciones de drogas separadas por pericdos de

lsvado. Cada punto es el promedio iSEM de 3 a 6 experimentos.

Los puntos experimentales se ajustan a la curva de Hill teérica

utilizando el menor cuadrado del programa Minic: y=1/ (1+[X]"
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/ICsp ") donde y es la fraccién de la corriente de Na' que
persiste en presencia de la droga aplicada en concentracién ([X],
ICso es la concentracidén de droga que bloquea la mitad de la
corriente de Na*, y n es el coeficiente Hill que corresponde al

nimero de drogas que se requieren para bloquear 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 uyM en la corriente de sodio de
una neurona DRG.En este ejemplo representativo, la TMB indujo un
bloqueo de la corriente que asciende al 13 y 61% en 0,1 y 1 uM
respectivamente. El bloqueo ocurrid sin evidenciar cambios en la
corriente cinética (figura.3B) ni en la dependencia del volLaje
(fig. 3C). La curva de respuesta a la dosis que se obtuvo al
aplicar 0,01, 0,1, 1 y 10 pM de trimebutina se muestra en la
figura 3(D) como una linea de la parte de la corriente gque queda

en presencia del bloqueador.

Los parametros de inhibicién que se calculan a partir de esta
curva son: ICsp=1,05 + 0,09 ¥ nn 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 utilizacién de

(R,S)-TMB. Utilizando (R,S)-TMB. El indice de desbloqueo K,er se
determina por la constante de tiempo Tefr = 34 £ 4 s (n=6) de la

recuperacidén exponencial del bloqueo: Kgee=1/ Tore 29 107°s™' pM 1.

Estos 1indices de reaccidn definieron a 1las 3 drogas como
bloqueadores rapidos de los canales de Na'; por ejemple, 10 pM
(R,S)-TMB bloquearon los canales con una constante de tiempo de

2,25.

Esta informacibén electrofisiolédgica confirma los resultados de la
unisn de [H]-batracotoxina (ejemplo 1) y la liberacién de
glutamato {ejemplo 2) al demostrar que la TMB, sus
estereoisémeros bloquean en forma reversible las corrientes .de
sodio en las neuronas DRG con 1ICsp en 1pM. Dado que el
coeficiente Hill es de 1 pM, el blogqueo parecid ocurrir de
acuardo con una simple reaccidén biomolecular, es decir, una
molécula del biogueador que inceractia en un sitio en el canal de
Na*' Por lo tanto, el valor ICsp midié la constante de disociacién

KD de los blogueadores.

De aqui que los efectos de 1la trimebutina y compuestos

relacionados sobre las corrientes de Na', la cual parece ser
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responsable del efecto inhibitorio en la liberacién de glutamato,
indica un efecto terapéutico potencial de estos compuestos en el

dolor.

Se sabe que los bloqueadores de los canales de sodio como por
ejemplo las anestesias locales bloquean la generacién y la
conduccion de los impulsos nerviosos mediante la inhibicién de la
corriente a través de los canales 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 Na*, la
cual probablemente sea rgsponsable del efecto inhibitorio en la
liberacién de glutamato, indica un efecto terapéutico potencial

de estos compuestos en el dolor.

Ejemplo 4: Prueba del reflejo de la cérnea en conejos.

El propésitoc de este ejemplo es demostrar las propiedades de de
anestesia local que posee la trimebutina o sus estereoisdmeros

comparado con un agente anestésico local como es la lidocaina.

4.1 Material y Método

a) Animales
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Se utilizaron conejos blancos macho de Nueva Zelanda {(CEGAV, Les
Hauts Noé&s, 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 animales con aire acondicionade (17-21°) con una humedad
relativa que se mantuvo entre el 45% y el 65% y en un ciclo de

dia/noche artificial (12h-12H) con luz a las 7.30 a.m.
b) Prueba del reflejo de la cdrnea.

Las sustancias de prueba se administran como soluciones en agua
es-4ril (Baxter, Maurepas, Francia). Las concentraciones de las
sustancias de prueba se expresan como porcentaje (peso/volumen)
de compuesto activo (forma base). Cada sustancia de prueb; en
cada una de sus concentraciones de prueba sobre los dos ojos de 5
animales (es decir, 10 medidas por sustancia Yy por
concentracién). El dia que se realiza el estudio, se ubica a los
animales en jaulas cerradas en un ambiente tranquilo. Luego de 20
0 30 minutos, se realiza una primera medicién de la sensibilidad
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 medicidén, se aplican 2 x 50 pM de las

sustancias de prueba o de su vehiculo. Se procedié con las dos
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instilaciones de cada ojo con un minuto de intervalo.
Posteriormente, 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 las instilaciones. La
sensibilidad en la cérnea se mide tocando suavemente el centro de
la cérnea con un hilo de nilén con forma de ruleo. (0,3 mm de
diametro). Para cada medicidén, esta operacidén se repite 10 veces
a intervalos regulares de 2 segundos. Se anota el nimero de
estimulaciones que produce un reflejo en la cbérnea para cada

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

Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicidn IAel
reflejo de 1la cébrnea calculado para cada grupo de 10
estimulaciones:

$ de inhibicién del reflejo de la cérnea = 10 (nimero 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 agquellos del

vehiculo mediante la utilizacién de una Prueba U sin parametros
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de Mann-Withney en cada tiempo de la medicién. Las A&reas bajo
curvas se calculan durante el periodo de los primerocs 60 minutos
que le siguen a 1la instilacién para cada animal y cada.
concentracién mediante el método trapezoide de Bourget et al.,
1993, La potencia relativa de la TMB se compara a la del
hidroclorurc de lidocaina a partir de las A&reas promedio
respectivas bajo curvas mediante la utilizacién de un andlisis de

covarianza.

4.2 Resultados.

La TMB causd® un efecto anestésico local dosis dependiente en la
cdrnea de los conejos (fig. 4%"}. Los ©primeros efectos
significantes se obtuvieron con la concentracién del 0,£§ Y
duraron 20 min. Una instilacién de un 0,3% o un 1% de TMB
provocé una anestesia local completa que durdé mids de 60 minutos.
Bajo las mismas condiciones experimentales, se encontré que la
lidocaina (fig. 4B) era inactiva hasta llegar a una concentracidn
de 0,3%. Con una concentracién de un 6%, el efecto de anestesia
fue completo sélo por 25 min y 60 min después de la instilacién,
ya no existia una inhibicién en el reflejo de la cérnea. Al

comparar las dreas bajo la curva, se calculdé que la TMB demostrd

tener una potencia 17 veces mayor que la lidocaina.
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EJEMPLO 5: Hiperalgesia inducida por PGE;

El propdésito de este estudio apunta a evaluar la actividad
anitihiperalgésica de 1la TMB, sus estereocisdmeros 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 solucién de
almacenamiento en un 10% {(v/v) de alcohol en solucidén salina

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

Se prepara una solucién de PGE; (lug/ml) en el momento dos veces
al dia en solucién salina estéril y se inyectan 100 uM en la
regién subplantar en la pata izquierda de la rata, dos veces por
dia durante cuatro dias. Con este protocolo, la hiperalgesia se
presenta por lo menos durante una sSemana posterior a la
finalizacién durante 4 dias de tratamiento.

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

lugar de PGE; bajo las mismas condiciones experimentales.
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Se mide la hiperalgesia con la prueba de Randall y Setillo
(Randall y Settillo, 1957) mediante un analgesimetro (Ugo
Basile). El1 analgesimetro es béasicamente un dispositivo que
ejerce una fuerza que se incrementa a un ritmo constante. La
fuerza se aplica a la pata del animal la cual se apoya sobre un
zdécalo pequefio bajo un propulsor de forma coénica. El operador
baja un interruptor de pedal para encender el mecanismo que
ejerce la fuerza. El umbral de nocicepcié4n (umbral que se observa
en las figuras 5 y 6) se define como la fuerza, expresada en
gramos, en el que la rata retrae la pata. El umbral se determina
antes y después del tratamiento.

Las drogas (trimebutina vy/o morfina) se aplican por ;ia
subcutédnea, 30 minutos antes de la segunda determinacién la cual

se realiza luego del tratamiento.

Los animales que estaban bajo control (el grupo naif o de
solucién salina y el grupo tratado con PGE;) recibieron el
vehiculo apropiado sin droga {trimebutina y/o morfina) bajo las

mismas condiciones experimentales.
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El grupo naif se denomina grupo vehiculo/naif o de solucién
salina en c) debajo y corresponde al grupo de animales gque
recibieron solucidén salina en lugar de PGE; y que recibieron el

vehiculo sin la(s) droga(S).

El grupo tratado con PGE; se denomina grupo vehiculo naif/PGE; en
c) debajo corresponde al grupo de animales que recibieron PGE; y

que recibieron el vehiculo sin la(s) droga{(S).

En un primer tratamiento (denominado Tl en 1la figura 5), se

administré morfina sola en una dosis de 0,3 mg/kg.

En un segundo tratamiento (denominado T2 en la figura 5), se

-

administré trimebutina sola en una dosis de 100 mg/kg.

En un tercer tratamiento (denominado T3 en la figura 5), se
administré morfina en una dosis de 0,3 mg/kg en asociacién con

trimebutina en una dosis de 100 mg/kg.

En otro experimento en el que los resultados estin representados
en la figura 6, los animales fueron tratados sélo con morfina en
diferentes dosis con el fin de evaluar el efecto sinergético y/o

de potenciacion de la trimebutina sobre la morfina.
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C) Andlisis de la informacidn:

La informacidén se representa como el promedio +/- SEM

El nivel de importancia estadistica se determina mediante 1la
prueba t de Student (Tallarida y Murray, 1987) para la muestra
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/PGE; X
después del tratamiento después del tratamiento

con drogas con el vehiculo
——————————————————————————————————————————————————————— X 100
promedio del grupo promedio del vehiculo/PGE;
vehiculo/soluciédn después del tratamiento

salina después del con el vehiculo

tratamiento con el
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vehiculo
d) Resultados

Los resultados de 1los estudios que arriba se mencionan se
representan en la figura 5 y se resumen en la tabla que aparece

abajo

El porcentaje de actividad analgésica se calcula como se explica

arriba en ¢).

% de actividad analgésica

Morfina 0,3 mg/kg 22%

(Tl de la figura 5)

Trimebutina 100 mg/kg 27%

(T2 de la figura 5)

Morfina 0,3 mg/kg 57%
+Trimebutina 100 mg/kg

(T3 de' la figura 5)

La actividad antinociceptiva resultante de la asociacidn

morfina/trimebutina corresponde a 1la actividad antinociceptiva
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que se obtiene con una dosid de morfina aproximadamente 10 veces

mayor (véase 3mg/kg de morfina= 64%; figura).

Estos resultados muestran la gran ventaja de la asociacidédn para
disminuir los efectos secundarios de la morfina (tolerancia,
dependencia, constipacién y depresién respiratoria) y para

mantener una actividad analgésica significante.

Ademas, estos resultados muestran el efecto sinergético de la
trimebutina sobre la morfina y reciprocamente. De hecho, la
adicién de trimebutina a una dosis especifica de morfina aumenta
la actividad antinociceptiva por 3 comparado con la actividad
antinociceptiva que se obtiene s8élo con la misma dosis de
morfina. La adicién de morfina a wuna dosis especificah de
trimebutina aumenta la actividad antinociceptiva por 2 en
comparacién con la actividad antinociceptiva que se obtiene sélo

con la misma dosis de trimebutina.

EJEMPLO 6: Mononeuropatia en ratas

El propésito del estudio apunta a evaluar la TMB, sus

estereoisémeros y sus metabolitos en combinacién con un
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analgésico derivado del opio 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) se adhieren a estos estudios. En particular, la
duracién de los experimentos es lo mas corta posible y se utiliza

un minimo nOmero de animales.
a) Animales:

Se utilizan ratones Sprague-Dawley recién llegados (Charles
River, Francia, denominacién de la raza Crl:CD(SD)BR), n=45, con
un peso de 175-200 g. Se wubican a los ratones en " las
instalaciones experimentales durante una semana previa a los
experimentos. 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:

La mononeuropatia periférica unilateral se produce en el miembro

posterior derecho de acuerdo con el método que se describe en
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Bennett y Xie, 1988 y en Attal et al., 1?90. Se anestesian los
ratones con pentobarbitona de sodio (Nembutal, 50 mg/kg i.p) Se
expone el nervio cidtico comin mediante diseccién directa, a
nivel del muslo medio; se ubican cuatro ligaduras (hilo de sutura
crémico de 5-0, espacio aproximado de 1 mm ) alrededor del

nervio.

c) Prueba antinocliceptiva:

Los experimentos se llevan a cabo en un ambiente tranquilo. No se
aclimatiza a los animales de antemano a las situaciones de
prueba. La persona dque realiza el experimento no tiene
conocimiento de la droga y mide las dosis que se utilizan. Cada
animal recibe drogas sélo una vez y se lo utiliza para un sélo
experimento. La accidén antinociceptiva se determina mediante el
umbral de vocalizacién provocado mediante la presién del nervio
herido y la pata trasera contralateral con la utilizacién del
analgesimetro de Uge Basile (Comerio, Italia). Dicho instrumento
genera una fuerza mecanica que aumenta en forma lineal aplicada
por una punta plastica con forma de cipula (didmetro = lmm) en la
superficie dorsal de la pata. La punta se ubica entre el tercer y
cuarto metatarso (en la zona del nervio cidtico) y se aplica la

fuerza hasta que la rata emite un chillido. Para cada rata se
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determina un umbral de control (promedio de dos umbrales estables
consecutivos expresado en g) antes de inyectar las drogas. Luego
se miden los umbrales de vocalizacién cada 10 min, hasta que

regresan al nivel de los valores de control.

d)Andlisis de la informacidn

La informacién se expresa comoc promedio +SEM. Las Areas bajo las
curvas (AUC) se calculan mediante la regla trapezoide. La
importancia estadistica de la informacién se analiza mediante un
andlisis UGnico 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 de dosis dependencia. Los andlisis estadisticos se llevan
a cabo mediante wun programa de computacién estadistico
(Stagraphics Plus, Manugistics, Rockville, MD). P<0,05 es el

criterio utilizade para la importancia estadistica.
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Reivindicaciones

1. Un producte que comprende trimebutina [2-dimetilamino-2-
fenilbutil-3,4,5-trimetoxi-benzoato hidrdégeno maleato]l, N-
desmetil trimebutina, al menos uno de sus metabolitos o al
menos uno de los estereoisémeros correspondientes y un

analgésico derivado del opio.

2. Un producto de acuerdo con la reivindicacién 1 caracterizado
porque los compuestos pueden utilizarse en forma simultanea,
separada o secuencial en el tratamiento y/o la prevencién del

dolor y/c la nocicepciédn.

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

pentazocina o sales aceptables de los mismos.
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Un producto de acuerdo con la reivindicacién 3 o 17
caracterizado porque el analgésico derivado del opioc es

morfina o una sal aceptable de la misma.

Una composicidén farmacéutica que comprende trimebutina ([2-
dimetilamino-2-fenilbutil~3, 4,5-trimetoxi-benzoato hidrégeno
maleato], o sus estereoisdémeros correspondientes y un
analgésico derivado del opioc con al menos un excipiente o

portador farmacéutico.

Uso de trimebutina [2-dimetilamino-2-fenilbutil-3,4,5-
trimetoxi-benzoato hidrégeno maleato], N-desmetil
trimebutina, o sus estereoisdmeros correspondientes y un
analgésico derivado del opio para la preparacidn de un

medicamento para prevenir y/o tratar el dolor y/o 1la

nocicepcién.

Uso de acuerdo con la reivindicacidn 6 para la administracién
simulténea, separada o secuencial en el tratamiento y/o

prevenciédn del dolor y/o la nocicepcién.

Uso de acuerde con la reivindicacién 6 para la preparacién de

un medicamento para prevenir y/o tratar el dolor agudo.
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13.
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Uso de acuerdo con la reivindicacién 6 para la preparacién de
un medicamento para prevenir y/o tratar el dolor

inflamatorio.

Uso de acuerdo con la reivindicacién 6 para la preparacién de

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

Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6, 18 a
22, 26 y 27 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 cualquiera de las reivindicaciones 6, 18 a

22, 26 y 27 caracterizado porque el analgésico derivado del

oplo 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 cualquiera de las reivindicaciones 6, 18 a
22, 26 y 27 caracterizado porque la morfina se administra en

dosis entre 2 y 220 mg/dia.
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Método para prevenir y/o tratar el dolor y/o la nocicepcién
que comprende la administracién de trimebutina y un
analgésico derivado del opic a un paciente gue necesita del

mismo.

Método de acuerdo con la reivindicacién 14, caracterizado
porque la administracién de trimebutina y del analgésico

derivado del opio es simultanea, separada o secuencial.

Un proceso para la preparacién de una composicidn
farmacéutica que comprende trimebutina o sus esterecisémeros
Yy un analgésico derivado del opio. Dicho proceso comprende la
asociacién de la trimebutina y el analgésico derivado del
opio con un portader o excipiente farmacéuticaﬁente

aceptable.

Un producto que comprende trimebutina [2-dimetilamino-2-
fenilbutil~3, 4, 5-trimetoxi-benzoato hidrégeno maleato], N-
desmetil trimebutina{ al menos uno de sus metabolitos o al
menos uno de 1los estereoisdomeros correspondientes y un
analgésico derivado del opio como producte de combinacién
para uso simulténeo, separado, secuencial o distribuido en el

tiempo para el tratamiento del dolor o para la anestesia.
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Uso de trimebutina [2-dimetilamino-2-fenilbutil-3, 4, 5-
trimetoxi-benzoato hidrégeno maleato], N-desmetil

trimebutina, al mencs uno de sus metabolitos o al menos uno
de los estereoisdédmeros correspondientes y un analgésico

derivado del opio como medicamento.

Uso de trimebutina [2-dimetilamino-2~fenilbutil-3, 4, 5-
trimetoxi-benzoato hidrbégeno maleato], N-desmetil
trimebutina, al menos uno de sus metabolitos o al menos uno
de los estereoisémeros correspondientes y un analgésico

derivado del opio para el tratamiento o la prevencién del

dolor.
Uso de trimebutina [2-dimetilamino-2~-fenilbutil-3,4, 5-
trimetoxi-benzoato hidrégeno maleato], N-desmetil

trimebutina, al menos uno de sus metabolitos o al menos uno
de los estereoisémeros correspondientes en asociacién con un
analgésico derivado del opio para reducir o eliminar la dosis

de dicho analgésico derivado del opio.

Uso de trimebutina [2-dimetilamino-2-fenilbutil-3, 4, 5-

trimetoxi-benzoato hidrégeno maleatoe], N-desmetil
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trimebutina, al menos uno de sus metabolitos o al menos uno
de los esterecisémeros correspondientes en asociacién con un
analgésico derivado del opio para reducir o eliminar al menos
uno de los efectos secundarios o inconvenientes de dicho

analgésico derivado del opio.

22. Uso de acuerdo con la reivindicacién 21 caracterizado porque
al menos uno de los efectos secundarios o inconvenientes se
selecciona de la lista gue comprende al efecto causado por
los sedantes, depresién respiratoria, motilidad
gastrointestinal reducida, constipacion, nauseas,

tolerancia, dependencia, toxicidad o vémitos.

23. Método para prevenir_ y/o tratar el dolor que'comprendé la
administracién de trimebutina [2-dimetilamino-2-fenilbutil-
3,4,5-trimetoxi-benzoato hidrégeno maleato], N-desmetil
trimebutina, al menos uno de sus metabolitos © al menos uno
de los estereoisémeros correspondientes y un analgésico

derivade del opio a un paciente que necesita de la misma.

24. Método de acuerdo con la reivindicaciédn 23 caracterizado
porque la trimebutina [2-dimetilamino-2-fenilbutil-3,14,5-

trimetoxi-benzoato hidrbgeno maleato], N-desmetil
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trimebutina, al menos uno de sus metabolitos o al menos uno
de los estereoisdmeros correspondientes y el analgésico
derivado del opic se administra en forma simultAnea, separada

O secuencial.

Producto de acuerdo <con la reivindicacién 2 o 17
caracterizado porque el dolor es nocicepcidén y/oc hiperalgesia
y/o alodinia y/o dolor relacionado con condiciones de
hipersensibilidad central y/o dolor somidtico y/o dolor
visceral y/o dolor agudo y/o dolor crénico y/o dolor post-
operatorio y/o dolor de cabeza ;/o dolor inflamatorio y/o
dolor -neuroldgico y/o dolor musculo-esquelético y/o dolores

relacionados con el cédncer y/o dolor vascular.

Uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6, 7 y
19 caracterizado porque el dolor es nocicepcién y/o
hiperalgesia y/o alodinia y/o dolor relacionade con
condiciones de hipersensibilidad central y/o dolor somatico
y/o0 dolor visceral y/o dolor agudo y/o dolor crénico y/o
dolor post-operatoric y/o dolor de cabeza vy/o dolor
inflamatorio y/o dolor neuroclégico y/o dolor musculo-
esquelético y/o dolores relacionados con el céncer y/o dolor

vascular.
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27. Utilizacidén de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
17 a 22 y 26 caracterizado porque el analgésico derivado del
opio se selecciona entre la morfina, codeina, dihidrocodeina,
diacetilmorfina, hidrecodona, hidromorfona, levorfanol,
onixmorfona, alfentanil, buprenorfina, butorfanol, fentanil,
sulfentanil, meperidina, metadona, nalbufina, propoxifenoc y

pentazocina o sales aceptables de los mismos.

28, Método de acuerdo con cualguiera de las reivindicaciones 14,
15, 23 y 24 caracterizado porque el analgésico derivado del
opio se selecciona entre la morfina, codeina,
dihidrocodeina, diacetilmorfina, hidrocodona, hidromorfona,
levorfanol, onixmorfona, alfentanil, buprenorfina,
butorfanol, fentanil, sulfentanil, meperidina, metadcna,
nalbufina, propoxifeno y pentazocina o sales aceptables de

los mismos.

29. Un producto de acuerdo con la reivindicacién 17 caracterizado

porque la anestesia es local o general.
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RESUMEN

La invencién proporciona una combinacién de trimebutina [2-~
dimetilamino-2-fenilbutil-3,4,5-trimetoxi-benzoato hidrégeno
maleato] o sus estereoisdmeros correspondientes con un analgésico
derivado del opic para la preparacidén de un medicamento para

prevenir y/o tratar el dolor o la nocicepcién
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COMBINATION OF TRIMEBUTINE WITH AN OPIOID ANALGESIC

FIELD OF THE INVENTION

The field of the invention 13 rclated to methods for preventing and/or treating
pain More particularly the invention concerns a combination of tnmebutine [2-
dimethylamino-2-phenylbutyl-3, 4, 5- timethoxy-benzoate hydrogen maleate] or
ita corresponding stereoisomers with an opioid analgesic for preventing and/or

treating pam as well as nociccption

BACKGROUND OF THE INVENTION

Tnmcbutine [2-dimethylamino-2-phenylbutyl 3, 4, 5- tnmethoxybenzoate
hydrogen maleate, TMB] has been used 1n many countrics since 1969 for the
treatment of functional bowcl disorders, including :mtable bowel syndrome
(IBS) The ellicacy of the compound to relicve abdominal pain has been
demonstraled in vanous chimcal studics using different protocols of treatment
(Luttecke, 1980, Moshal and Herron, 1979, Toussaint ef a/, 1981 , Ghidim et
al 1986) Tnmecbulune was found to display weak agonist activity for rat bramn
and guinea-pi1g (Roman et o/, 1987) or camine (Allescher ef al, 1991 ) intestinal
opioid receptors, without selectivity for any of the p-, 5 and x-subtypes This
weak activity was confirmed when using isolated intestinal fragments under
transmural siimulation (Pascaud et af , 1987) This property could be responsible
for the modulatory action of trimebutine on intestinal moulity in fasled dog.

Tnmebutine given cither intravenously or orally delays the appearance of a phase

o4




10

15

20

25

ITI of the migrating motor complex (MMC) in the stomach and the duodenum by
inducing a premature phase III, migrating along the whole intestine (Bueno et al.,

" 1987). In man, trimebutine stimulates intestinal motility in both fed and fasted

states (Grandjousn ef al.,1989). Furthermore, trimebutine reverses the effect of
stress in jejunal motility (Delis et al., 1994).

More recently, trimebutine has been shown able to influence the activity of
visceral afferents by decreasing the intensity of the recto-colonic reflex in rats as
evidenced by the inhibition of colonic motility consccutive to rectal distension
(Julia ez al., 1996). This result may be related to the bencficial effects found with
trimcbutine in patients with IBS and morc specifically in the treatmcent of attacks

of abdominal pain.

Pain has been defined as the sensory experience perceived by nerve tissue
distinct from scnsation like touch, pressure, heat or cold.

Although the precise definition of pain is difficult because of the large range of
scnsations as well as the variationr in pain perccption by different individuals, it
can be classified in three categories : acute pain, inflammatory pain and chronic
pain.

Generally speaking, physicians and patients are expecting more efficient and
safe compounds for treating and/or preventing pain. It is the major case for
chranic pain, where thero Is a general agroement (9* World Congress on Pain,
Vienna, August 1999) that there is an unmect medical need for its treatment.
NSAIDs and opiates are. quite ineffective in many cases. Antidcpressants are
being used with inconsistent eficacy (50-60%). Certain anticonvulsants
(carbamazepine, clonazepam, baclofen) may bec active. In extreme cascs,
capsaicin and local anesthetics are being tried. However, none of these

- approaches is satisfactory and some patients are refractory to all of them. In some

cases like trigeminal necuralgia, ncurosurgery (differential thermocoagulation of
Gasser gangl_ion) remains the only way of alleviating pain.
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In this view, clinical and animal studies have shown that concomittant opiate and
bupivacaine therapy improves the magnitude and duration of pain relief when
compared to the effects of cach drug administered separately (Meert and Melis,

1992).

In addition, since NMDA (N-methyl-D-aspartatc)-type glutamate receptors are
believed to play a pivotal role in the transmission of excitatory signals from
primary sensory neurones to the brain through the spinal cord (Dickenson et al.,
1990), some strategies have been set up for the treatment of pain by
administration of a combination of NMDA antagonists and an opioid analgesic
(WO 99/44610). Unfortunately, some products as dextromethorphan have been
reported to induce unacceptable side effects.

From a starling point in visceral pain, tho inventors found, as confirmed in the
present application, that trimebutine has an inhibitory action on glutamate release
through the blockade of sodium channels and also is able to act as a local
anacsthetic with a 17-fold higher potency than lidocaine. Surprisingly, inventors
have shown that trimebutine or its stereoisomers, which is a non-NMDA

receptors antagonist, administred in combination with an opioid analgesic on one

hand has an inhibitory action on pain with a potentiation of opioid anslgesic
action and on the other hand reduces the unwanted side-effects of the said opioid
analgesic among thom drug dependence and constipation. Indocd, therc is no
gencral teaching in the art suggesting a combination of trimebutine or its
stereoisomers with an opioid analgesic.

According to these results, it is demonstrated that trimebutine can have an action
on pain conditions other than viscers] pain, confirming that trimebutine is useful

in the treatment and/or the prevention of pain,

Job
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SUMMARY OF THE INVENTION

The invention relates to a product comprising trimebutine [2-dimethylamino-2-
phenylbutyl-3, 4, 5- trimethoxy-benzoate hydrogen maleate] or its coresponding
stereoisomers and an opioid analgesic. The components of the said product can
be used simultaneously, separately or sequentially, as a combined preparation, in
the treatment and/or prevention of pain and/or nociccption.

The invention relates also to a product comprising Utimebutine [2-
dimethylamino-2-phenylbutyl-3, 4, 5- trimethoxy-benzoate hydrogen maleate},

N-desmethyl trimebutine, at lcast onc of their metabolites or at least one of their
correspending stereoisomers and an opioid analgesic as a combination product
for a simultancous , scparte, sequential or apread over time use for the freatment

or prevention of pain or for anacsthesia.

In the contcxt of the invention, the term pain can mean nociception, hyperalgesia,
allodynia, pain rcluted to ccntral hypersensitivity conditions, somatic pain,
visceral pain, acute pain, chronic pain, post-opcrative pain, headache,
inflammatory pain, neurclogical pain, musculo-squcletal pain, cancer related pain

or vascular pain.

In tha contoxt of tho invention, the term anaesthesiu can mean local or general

anaesthesia, preferably local anaesthesin,

In this regard, the opioid analgcsic is preferably morphine but can also be chosen
among codeine, dihydrocodcine, diacethylmorphine,  hydrocodone,
hydromorphone, levorphanol, onyxmorphone, alfentanyl, buprenorphine,
butorphanol, fentanyt, sulfentanyl, meperidine, methadone, nalbuphine,
propoxyphene and pentazocine or acceplable salls thereof,

The invention provides also a pharmaccutical composition comprising
trimebutine or its corresponding stereoisomers and Bn opioid analgesic with at

0¥
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least one pharmaceutical carrier or excipient.

The invention provides also a pharmaceutical composition, aggregate,
association or mixture comprising trimebutine [2-dimethylamino-2-phenylbutyl-
3, 4, 5- trimcthoxy-benzoate hydrogen maleate], N-desmethyl trimebutine, at
least one of their metabolites or at least one of their corresponding stereoisomers

and an opioid analgesic with at least one pharmaceutical carricr or excipient.

Another embodiment of the inveation is the use of trimebutine or its
caorresponding stereoisomers and an opioid analgesic for the preparation of a
medicament which comprises both trimebutine and the said opioid analgesic in a
single dosage form or as a separatc dosage forms which can be used
simultaneously, scparately or scquentially in the treatment and/or prevention of
pain and/or nociception. In this respect, the present invention is useful to pl:evenl

and/or treat acute pain, inflammatory pain and/or chronic pain.

Anothcr cmbodiment of the invention is the use of trimebutine [2-
dimethylamino-2-phenylbutyl-3, 4, 5- trimethoxy-benzoale hydrogen maleate],
N-desmethyl trimebutine, at least one of their metabolites or al least one of their

corresponding stereoisomers and an opioid analgesic as a medicament.

Another embodiment of the invention is the use of trimebutine [2-
dimethylamino-2-phenylbutyl-3, 4, 5- trimethoxy-benzoatc hydrogen maleate],
N-desmethyl trimebutine, at lcast onc of their metabolites or at least one of their
corresponding stercoisomers and an opioid analgesic for the treatment or

prevention of pain.

Another embodiment of the invention is the use of trimebutine [2-
dimethylamino-2-phenylbutyl-3, 4, 5- trimethoxy-benzoate hydrogen maleate],
N-desmethyl trimebutine, at least one of their metabolites or at least one of their
éonesponding stereoisomers in association with an opioid analgesic to reduce the

dosage of said opioid analgcsic.

Another embodiment of the invention is thc use of trimebutine [2-

|08
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dimcthylamino-2-phenyibutyl-3, 4, 5- trimethoxy-benzoate hydrogen maleate],
N-desmethyl trimebutine, at least one of their metabolites or at least one of their
corresponding stereoisomers in association with an opioid analgesic to reduce at
least one of the side effects or drawbacks of said opioid analgesic.

In the context of the invention, a side cffect or a drawback can be sedation,
respiratory depression, dccrcased gastrointestinal motility, constipation, nausea,

tolerance, dependence, toxicity or vomiting.

In the context of the invention, trimebutinc is administered at dosage between 50
to 900 mg/day and preferably between 300 to 600 mg/day and the opicid
analgesic is administered at dosage between 0.01 to 250 mg/day depending of the

chosen opioid analgesic.

Prefcrably, the opioid analgesic is morphine which is administered at dosage
between 2 to 220 mg/day.

The present application concerns also a method for preventing and/or treating
pain and/or nociception comprising adiinistering trimebutine and an opioid
analgesic to a patient in need thereof. The administration of trimebutine and the
opioid analgesic may be simultancous, separate, or sequential.

The present application concerns also a method for preventing and/or treating
p-uin comprising administering trimcbutine [2-dimethylamino-2-phenylbutyl-3, 4,
5- trimethoxy-benzoate hydrogen maleate], N-desmethyl trimebutine, at least one
of their mctabolitcs or at Icast one of their corresponding stcrcoisomers and an
opioid analgesic to a patient in nced thercof. Trimebutine [2-dimethylamino-2-
phenylbutyl-3, 4, 5- trimethoxy-benzoate hydrogen maleate], at least one of its
metabolites or at least one of its corresponding stercoisomers and the opioid
analgesic may be simultanoously., scparately or sequentially administered.

The invention relules also to a process for the preparation of a pharmaccutical
composition comprising rimebutine or ils stereoisomers and an opioid analgesic,

which process comprises bringing trimebutine and the opioid analgesic into
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association with a pharmacculically acceptable carricr or cxcipicnt.

The invention relates also to a process for the preparation of a pharmaceutical
composition comprising trimebutine [2-dimethylamino-2-phenylbutyl-3, 4, 5-
trimethoxy-benzoate hydrogen maleate], N-desmethyl trimebutine, at least one of
their metabolites or at lcast one of their corresponding stercoisomers and an
opioid analgesic, which process comprises bringing trimebutine [2-
dimethylamino-2-phenylbutyl-3, 4, 5- trimethoxy-benzoate hydrogen maleate],
N-desmcthyl trimebutine, at Icast onc of their metabolites or at least one of their
corresponding stereoisomers and the opioid analgesic into association with a

pharmaceutically acceptable carrier or excipient.
DESCRIPTION OF DRAWINGS

Figures T : Effcct of TMB (A), Nor-TMB (B) and their corresponding
stereoisomers on [ H}-batrachotoxin binding to rat cortical synaptosomes.
Membranes are incubated with increasing concentrations of test drugs in presence
of 25 pg scorpion vcno.m and 10 nM [‘H]-batrachotoxin. Non specific binding is
determined in the presence of 0.3 mM veratridine. After 90 min incubation at
25°C, bound ligand is separated from free ligand by vacuum filtration through

GF/B filters. Specific binding in presence of test compounds is calculated as
percontago of control binding determined in absonee of inhibitors. Represented

values are mean + SEM from at least 3 independent dcterminations performed in
duplicate.

Figure 2 : Effect of TMB (A), Nor-TMB (B) and their corresponding
stercoisomers, on veratridine-induced glutamate release from rat spinal cord
slices. Morphine and bupivacaine (C) are tested in the same conditions. Results
are meuns 1 SEM of at least 10 determinations. ‘The slices are superfused 15 min

with the test compound prior to stimulation with veratridine (40 uM). The
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radioactivity collecled in 5 min fractions during 30 min aftcr the stimulation is
counted and the effect of compound is determined by comparing the cumulated
quantity of radioactivity released to that obtained in cells superfused with buffer
alone.*P<0.05; **P<0.01;***P<0.001, Student’s test.

Figure 3 : Effect of TMB on sodium currents measured in DRG neurons. (A)
Inward Na* current induced every 10 s by stepping the membrane potential from
-80 to -10 mV. TMB is locally applied for 20 s at 0.1 pM (top row) and at 1 pM
(bottom row). (B) Sodium current before (control) and during TMB perfusion
(same cell as in A.). (C) Peak sodium current versus pulse potential in control
saline and in the presence of TMB at the concentrations indicated. The decrcase
in peak sodium current occurred homothetically. (D) Dose-response relationship
of TMB effects on DRG Na* current. Results are expressed as the Na' current
part (relative peak Na* current) persisting in the prescnce of the blocker. Each
point is mean + S.E.M. of 4 to 6 experiments. Continuous curve: best fit to Hill
function with ICsp = 0.69 uM, and ni = 1.02.

Figure 4 : Local anesthetic cffect of TMB (A) and lidocainc (B) as determined in

the rabbit corneal reflex. The valucs represent the median of percentage of

‘inhibition of comeal reflex calculated for each set of 10 stimulations. The x axis

represents  time (in minutes) following instillations.*P<0.05; *%*P<0.01
compared with the control group treated with the vehicle (Mann-Whitney U test).

Figure 5 : Percentage of unalgesic activity before and aftcr treatment are

calculated according to ¢) of example 5 in 5 different groups of animals,
respectively called naive, control, T1, T2 and T3 in the graph of this figure. The
group called «naive» in the graph receives saline solution first and later a
treatment with a vchicle without morphine or trimcbutine. The group called
« control ».in the graph receives PGE2 first and later a trcatment with a vehicle
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without morphine or trimebutine, The group called T1 in the graph receives
PGE?2 first and later a treatment with 0.3 mg/kg of morphine. The group called
T2 in the graph receives PGE2 first and later a treatment with 100 mg/kg of
trimebutine. The group called T3 in the graph receives PGE2 first and later a
treatment with 0.3 mg/kg of morphine and 100 mg/kg of trimebutine.

Figure 6 : Percentage of analgesic activity before and after trcatment are
calculated according to c) of example 5 in 6 different groups of animals,
respectively called naive, control, M1, M2, M3 and M4 in the graph of this
figure. The group called « naive » in the graph receives saline solution first and
later a treatment with a vehicle without morphine or trimebutine. The group
called « control » in the graph receives PGE2 first and latcr a treatment with a
vehicle without morphi;:e or trimebutine. The group called M1 in the graph
receives PGE2 first and later a treatment with 0.3 mg/kg of morphine. The group
called M2 in the graph receives PGE2 first and later a treatment with 1 mg/kg of
morphine. The group called M3 in the graph receives PGE2 first and later a
treatment with 3 mg/kg of morphine. The group called M4 in the graph receives
PGE2 first and Iater o treatment with 6 mg/kg of morphine.

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

After having determined that trimebutine is ablc to inhibit the glutamate release
involved in the trunsmission of nociceptive stimulus, through the blockade of
sodium channels, the inventors have confirmed that trimebutine is able to act as

‘local anaesthetic and surprisingly with a potency really higher than of lidocaine,

They have also established that a combined administration of trimcbutine or its
stercoisomers with an opioid analgesic has a potentiating effect for treating and
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for preventing pain.

Thus, the invention relates to a product comprising trimebutine [2-
dimethylamino-2-phenyibutyl-3, 4, 5- trimethoxy-benzostc hydrogen maleate],
N-desmethyl trimebutine, at least one of their metabolites or at least one of their
corresponding stereoisomers and an opioid analgesic as a combination product
for a simultaneous , separate, sequential or spread over time use for the treatment
or prevention of pain or for anacsthesia,

In the context of the invention, the term anaesthesia can mean local or general

anaesthesia, preferably local anaesthesia.

[n this regard, the invention provides a product comprising trimebutine [2-
dimethylamino-2-phenylbutyl-3, 4, 5- trimethoxy-benzoate hydrogen maleate] or
its corresponding stereoisomers and an opioid analgesic in order to answer or

mect the necd of pain relief by an always more cfficient and safe compound .

In this respect, the components of the said product can be used simultaneously,
scparatcly or sequcntially in the treatmenl and/or prevention of pain and/or
nociception.

Trimebutine (2-dimethylamino-2-phenylbutyl 3, 4, 5- timethoxybenzoate
hydrogen maleate, TMB) hes been demonstrated to be aclive for relieving
abdominal pain in humans,

Furthermore, it is known that in humans, after oral or intravenous (iv)
administration of trimcbutine , this laiter serves as a metabolic precursor for N-
desmethyl trimebutine (Nor-TMB). This indicates that trimcbutine is acting like
a bioprecursor of Nor-TMB meaning that under action of the hepatic enzymes
the bioprecursor trimebutine is metaholi.zed and gives risc to a new molecule.
Indeed, the administration of trimebutine in humans leads to the cancomittant
exposure of irimebutine, Nor-TMB and other metabolites. Thercfore these
compounds i particularly irimcbutine and Nor- ‘TMB arc able lo clicit jointly
their (antinociceplive) properties. -

It is thereforo understood that N-desmethyl trimcbutine (Nor-TMB) comprises

1%
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the stereoisomers (S) N-desmethyl trimebutine and (R) N-desmethy] trimebutine
and the corresponding racemate.

The opioid analgesics are well established as a class of analgesic agenl.
Sometimes they are also referred to as opiates but this term should be reserved
for morphine-related chemicals. The term opioid is generally acecpted to refer in
a generic sense to all drugs, natural or synthetic, with morphine-like actions.

The synthetic or semi-synthetic opioid analgesics are derivatives of five chemical
classcs of compounds: phenanthrenes, phenylheptylamines, phenylpiperidines,

morphinans and benzomorphans.

In the context of the invention, the opioid analgesic is chosen among morphine,
codeine, dihydrocodeine, diacethylmorphine, hydrocodone, hydromorphone,
levorphanol, onyxmorphone, alfentanyl, buprenorphine, butorphanol, fentanyl,
sulfentanyl, meperidine, methadone, nalbuphinc, propoxyphene and pentazocine
or acceplable salis thereoll Prefcrably, the opioid analgesic is morphine or an
acceptable salt thereof,

Of all of the opioid analgesics, morphine remains the most widely used and in
this rcgard is an archctype coinpound. Unfortunately, apart from its useful
therapeutic properties, morphine also has a number of drawbacks including
sedation, respiratory depression, ‘decreased gastmintcst%nal motility (resulting in
constipation) and in some individuals, nausea and vomiting may occur. Another
drawback always rcported is the devclopment of tolerance and physical
dependence limiting the clinical use of such a compound. There is therefore a
need to develop methods which enable the clinicians to use lower doses of opioid
analgesics such as morphine, thereby reducing the likelihood of adverse effects
including the development of tolerance and dependence, and thus avoiding two
major problems: the need to escalate or increase dosages in long term treatment
cases leading to the occurrence of side effects and the risk of drug withdrawal
associated with ccssation of administration.

The invention shows for the first time that there is a great interest to apply
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trimebutine  [2-dimethylamino-2-phenylbutyl-3, 4, 5- trimcthoxy-benzoate
hydrogen maleate], N-desmethyl trimebutine, at least one of their metabolites or

at least one of their corresponding stereoisomers and an opioid analgesic together .

to obtain new common effects. This new type of association has interesting and

unexpected propertics which consist in:

- reduction or suppression of the drawbacks of the opioid analgesic, and/or

- potentiation of the effect or eflicacy of trimcbutinc [2-dimethylamino-2-
phenylbutyl-3, 4, 5- trimethoxy-benzoatc hydrogen maleate], N-desmethyl
trimebutine, at least one of their metabolites or at least one of their
corresponding stereoisomers by the opioid analgesic and reciprocally, and/or

- synergy which occurs between trimebutine [2-dimethylamino-2-phenylbutyl-
3,4,5- trim;:thoxy-benzoatc hydrogen maleate], N-desmethyl trimebutine, at
least one of their metabolitcs or at least one of their corresponding

stereoisomers and the opioid analgesic.

Thus, the invention concerns Ithe use of trimebutine [2-dimethylamino-2-
phenylbutyl-3, 4, 5- trimcthoxy-benzoate hydrogen malcate], N-desmethyl
trimebutine, at least om; of their metabolites or at least one of their corresponding
sterecisomers in association with an opioid analgesic to reduce the dosage of said
opioid analgesic. Trimcbutine [2-dimethylamino-2-phenylbutyl-3, 4, 5-
trimethoxy-benzoate hydrogen maleate], N-desmethyl trimebutine, at least one of
their metabolites or at least one of their corresponding stercoisomers in
association with the opioid analgesic can bc administered simultaneously,

separately or sequentially.

The association of trimebutine [2-dimethylamino-2-phcnylbutyl-3, 4, 5-
trimethoxy-benzoate hydrogen maleate], N-desmethyl trimebutine, at least one of
their metabolites or at least one of their corresponding sterecisomers with an
opioid analgesic allows to reducc drastically the dosage of opioid analgesic
compared 1o thc required opioid analgesic dosage when the opioid analgesic is
not used in association. The use of reduced dosage of opioid analgesic allows, in
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particular, to diminish or suppress the side effects of the opioid analgesic.

Thus, thc dosage of opioid analgesic when it is used in association with
trimebutine [2-dimethylamino-2-phenylbutyl-3, 4, 5- trimethoxy-benzoate
hydrogen maleate], N-desmethyl trimebutine, at least one of their metabolites or
at least one of their corresponding stereoisomers can be reduced by 10 to 99%
compared to the dosage of opioid analgesic which is required when the opioid

analgesic is not used in association.

The association of trimebutine [2-dimethylamino-2-phenylbutyl-3, 4, 5-
trimethoxy-benzoate hydrogen maleate], N-desmethyl trimebutine, at least one of
their metabolites or at least one of their corresponding stcreoisomers with an
opioid analgesic allows to increase the efficacy of this opioid analgesic in the
treatment of pain. The cfficacy can be multiplied by at least 3.

The association of an opioid analgesic with trimebutine [2-dimethylamino-2-
phenylbutyl-3, 4, 5- trimethox:v-bcnzoale hydrogen maleate], N-desmethyl
trimebutine, at lcast one of their metabolites or at least one of their corresponding
stereoisomers allows to increase the efficacy of trimebutine [2-dimethylamino-2-
phenylbutyl-3, 4, 5- trimecthoxy-benzoate hydrogen maleate], N-desmethyl
trimebutine, at Icast onc of their metabolites or at Icast one of their corresponding
stereoisomers in the treatment of pain. The efficacy can be multiplied by at least
3.

The invention also concerns the use of trimebutine [2-dimethylamino-2-
phenylbutyl-3, 4, 5- trimethoxy-benzoate hydrogen maleatc], N-desmethyl
trimebuting, at least one of their mctabolites or at least one of their corresponding
stereoisomers in association with an opioid analgesic to reduce at least one of the
side effects or drawbacks of said opioid analgesic.

In the contexi of the invenlion, a side eflfcet or a drawback can be toxicity,
tolerance, physical dependence, sedation, respirutory depression, decreased

gastrointestinal motility, conatipation, nausea or vomiting.
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The present invention concerns the use of trimebutine [2-dimethylamino-2-
phenylbutyl-3, 4, 5- trimethoxy-benzoate hydrogen maleatc], N-desmethyl
trimebutine, at least one of their metabolites or at least one of their correaponding

stereoisomers and an opioid analgesic as a medicament.

The present invention also concerns the usc of trimebutine [2-dimethylamino-2-
phenylbutyl-3, 4, 5- trimcthoxy-benzoate hydrogen maleate], N-desmethyl
trimebutine, at least one of their metabolites or at lcast one of their corresponding

siereoisomers and an opioid analgesic for the treatment or prevention of pain.

The present irivention aiso concemns advantageously the use of trimebutine [2-
dimethylamino-2-phenylbutyl-3, 4, 5- trimethoxy-benzoate hydrogen maleate} or
its corresponding stereoisomers and an opioid analgesic for the preparation of a
medicament to prevent and/or treat pain and/or nociception. Accordingly, the
compounds of the combined prepamation are either used simultaneously,
separatcly or scquentially in the treatment and/or prevention of pain and/or
nociception. 1t is undcrstood that the term "pain” comprises any kind of pain with

any etiology.

More particularly, the invention is useful for preventing and/or treating acute

pain as well as any inflammatory pain (visceral or somatic) and chronic pain.

Intercstingly, thc inventors have established that trimebutine and also its
metabolites called heroafter Nor-TMB (and prefcrably the (S)-enantiomer)
which is one of its major metabolites in humans, inhibit glutamate release from
rat spinal cord slices, through the blockade of sodium channels. Especially,
trimebutine, its sterecisomers, and Nor-TMB have been studied for their
affinity towards sodium channels labeled by [JH]-batmchotoxin, their effect on
sodium currents in rat dorsal root ganglia ncurons, on veratridine-induced
glutamate release from rat spinal cord slices.

These resulls arc particularly intercsting since the pivotal role of glutamate and

excitotoxic amino-acids (EAA) in the establishment of hyperalgesic or allodynic
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conditions has been evidenced by Dickenson et al,, 1995. From that discovery,
strategies have been set up for finding new anaigesic drugs based on the
inhibition of glutamate and EAA rcceptors. Most of the inhibitors that these
strategies have generated cannot be used in human for safety reasons and it
appears now that the blockade of glutamate receptors is a difficult way for drug
discovery.

Furthermore, the results reported in the examplics decmonstrate that trimebutine,
its stereoisomers and its mctabolites display an analgesic activity and an

inhibitory effect on pain, particularly on inflammatory pain and chronic pain.

In the context of the invention, the term analgesic or pain can mean nociception,
hyperalgesia, allodynia, pain related to central hypersensitivity conditions,

somatic pain, visccral pain, acute pain, chronic pain, post-operative pain,
headache, inflammatory pain, ncurological pain, musculo-squeletal pain, cancer

rclated pain or vascular pain.
Examples of acute pain include particularly post-operative pain and headaches.

[nflammatory pain includes any pain with an inflammatory component such as
arthritis, polyarthritis, spondylarthritis, musculo-squeletal pain such as osteo-
traumatic pain, as weli as phantom limb pain, back pain, vertebral pain, shipped
disc surgery failure, post-surgery pain, rheumatic pain, dental pain and
dysmenorrhoon

Chronic pain, according 1o the dcfinition proposed by the Intemational -

Association for the Study of Pain, is a pain which persists beyond normal tissue
healing time (suggested three months) (International Association for the Study of
Pain, classification of chronic pain. Pain, 1986, Suppl 3, S1-5226), and this
implies a transition point from acute pain.

Accordingly and since chronic pain results from hyperalgesia (Dickenson et al.,
1995), the present invention comprises also the prevention and/or treatment of

hyperalgesia or pain rejated to central hypersensitivily conditions,

|13




10

15

20

25

16

Examples ol chronic pain includc neurological pain such as neuropathics,
polyneuropathies including those related to diabetes, headache, traums,
neuralgias including post-zosterian neurnlgia and trigeminal neuralgia,
algodystrophy, HIV-related pain, cancer-related pain, vascular pain such as pain

resulting from Raynaud's syndrome, Horton's disease, artcritis, varicosc ulcers.

In the context of the invention, trimebutine is administered at dosage between 50
to 900 mg/day and preferably between 300 to 600 mp/day (man with average
weight of 70 kg) .

The opioid analgesic is administercd at a dosage level up to conventional dosage
levels for such analgesic, but preferably at a reduced level in accordance with the
instant invention. Suitable dosage levels will depend upon the analgesic effect of
the chosen opioid analgesic but typically suitable dosage levels are between
about 0.001 to 25 mg/kg per day, preferably between 0.005 to 10 mg/kg per day
and &spociaily between 0,005 to 5 mg/kg per day or between 0.01 to 250 mg/day
(man with average weight of 70 kg) depending of the chosen opioid analgesic.
The compound may be administered up to 6 times per day and preferably 1 to 4
times per day. :

For example, dosages may be for morphine preferably between 2 to 220
mg/day, for codeine between 20 to 60 mg/day, for fentanyl betweeen 0.1 to 1
mél‘24 hours, droperydol between 2010 mg/day, for oxycodone between 20 to
80 mg every 4 hours (man with average weight of 70 kg).

When administered for a combinatory therapy or in combination, either as a
single or as separate pharmaccutical composition(s), trimebutine or its
stereoisomers and the opioid analgcsic are presented in a ratio which is
consistent with the manifestation of the desired effect. In particular, the ratio by
weight of trimebutine to the opioid analgesic will suitably be approximately 1 to
l. Preferably this rulio will be between 0.0001 (o 1 and 1000 to 1 and espccially
between 0.01to 1 and 100 to 1.

14



15

20

25

17

In a further aspect of the invention, there is provided a pharmaceutical
composition comprising trimebutine or ils corresponding atereoisomers and an
opioid analgesic.

There is provided a phannaceutical composition, aggregate, association or
mixture comprising trimebutine [2-dimethylamino-2-phenylbutyl-3, 4, 5-
trimethoxy-benzoate hydrogen malcate], N-dcsmcthyl trimebutine, at least one
of their metabolites or at least one of their corresponding sterecisomers and an

opioid analgesic with at least one pharmaccutical carrier or excipient.

In this context, trimebutine provided in a pharmaceutical composition in
combination with an opioid analgesic is useful for preventing and/or treating the
above mentioned kinds of pains. Pharmaceutical compositions include
trimebutine and/or its comresponding stereoisomers including their salts and is
produced by formulating the active compounds in dosage unit form with at least

one solid or liquid pharmaccutical acceplablc carrier or excipient.

Where it is appropriate to form a sult, the pharmaceutically acceptable salts
include acetate, benzencsulfonate, benzoate, bitartrate, calcium acetate,
camsylate, carbonale, citrate, edctate, edisylate, estolate, esylate, fumarate,
gluceptate, gluconate, glutamate, glycoloylarsanilate, hexylresorcinate,
hixirabamine, hydrobromide, hydrochloride, hydrogencarbonate,
hydroxynaphthoate, iodide, iscthionate, lactate, lactobionate, malate, maleate,
mandelate, mesylate, methylnitrate, methylsulfate, mucate, napsylate, nitrate,
pamoate (embonate), pantolhenatc, phosphate/diphosphate, polygnlnctﬁronatc.
salicylate, stearatc, subacctate, succinatc or hemi-succinate, sulfate or hemi-
sulfiate, tannato, tartrate or bemi-tartrate, theoclate, tricthiodide; benzathine,
chléroprocaine, choline, diethanolamine, cthylenediamine, meglumine, procaine,
aluminum, ammonium, tetramethy! ammonium, caicium, lithium, magnesium,
potassium, sodium, and zine. (Sce also "Phurmaccutical salts” by Berge S.M. et
al. (1997) J. Phamm. Sci, 66: I-19, which is incorporated herein by refercncc.)
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The saits of opioid analgesics arc also prepared according to wecll known
processes and said salts suitable for oral or parenteral routes are preferred.

Solid dosage forms for oral administration include capsules, tablets, pills,
powders, and granules, In such solid dosage forms, the active components are
admixed with at least one inert customary excipient (or carrier) such as sodium
citrate or dicalcium phosphate or (a) fillers or extenders, as for example, starches,
lactose, sucrose, glucose, mannitol, and silicic acid, (b) binders, as for example,
carboxymethylcellulose, alginates, gelatin, polyvinylpymrolidone, sucrose, and
acacia, (c) humectants, as for example, glycerol, (d) disintegrating agents, as for
example, agar-agar, calcium carbonatc, potato or tapioca starch, alginic acid,
certain complex silicates, and sodium carbonate, (€) solution rctarders, as for
example paraffin, (f) absorptipn accelerators, as for example, qnaternary
ammonium compounds, (g) wetting agents, as for example, cetyl aleohol, and
glycerol m-bnosleamle. (h) adsorbents, as for example, kaolin and bentonite, and
(i) lubricants, as for cxample, talc, calcium stcarate, magnesium stearute, solid
polyethylenc glycols, sodium lauryl sulfate, or mixtures thereof, In the casc of
capsules, tablets, and pills, the dosage forms may also comprise buffering agents.

Solid compositions of a similar type may also be employed as fllers in
soft and hard-filled gelatin capsules using such excipients as lactose as well as
high molecular weight polyethyleneglycols, and the like.

Solid dosage forms such as tablcts, dragées, capsules, pills, and granules
can be prepared with coatings and shells, such as entcric coatings and others well
known in the art. The active components can also be in micro-encapsulated form,
if appropriate, with one or more of the above-mentioned excipients.

Liquid dosage forms for oral administration include pharmaceutically
u:ceptnble emulsions, solutions, suspensions, syrups, and elixirs. In addition to
trimebutine and/or the opioid analgesic, the liquid dosage forms may contain
incrl dilucnis commonly used in the ant, such as water or other solvents,

solubilizing agents and cmulsificrs, as for examplc, ethyl alcohol, isopropyl
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alcohol, ethyl carbonate, cthyl acctate, benzyl alcohol, and the like. Suspensions,
in addition to trimebutine and/or the opioid analgesic, may contain suspending
agents, as for example, ethoxylated isostearyl alcohols, polyoxyethylene sorbitol
and sorbitan esters, microcrystalline cellulose, aluminum metahydroxide,
bentonite, agar-agar and tragacanth, or mixtures of these substances, and the like.

Compositions suitable for parenteral injection may comprise physio-
logically acceptablc sterile aqueous or non aquecus solutions, dispcrsions,
suspensions or emulsions, and sterile’ powders for reconstitution into sterile
injectable solutions or dispersions. Examples of suitable liquid carriers, dilucnts,
solvents or vehicles include water, cthanol, polyols (propyleneglycol,
polyethyleneglycol, glycerol, and the like), and suitable mixtures thereof.

These compositions may also contain adjuvants such as preserving,
wetting, emulsifying, and dispersing agents. Prevention of the action of
microorganisms can be ensured by various antibacterial and antifungal agents,
for example, parabens, chiorobutanol, phenol, sorbic acid, and the like. It may
also be desirable to include isotonic agents, for examplc sugars, sodium chloride,
and the like.

Preferably the composition is in unit dosage form. In such form, the preparation
is divided into unit doses containing appropriate quantities of trimebutine and/or
the opioid analgesic. The unit dosage form can be a packaged preparation, the
package containing discreto quantitics of the preparation, for example, packeted
tablets, capsules, and powders in vials or ampoules. The unit dosage form can
also be a capsule, cachet, or tablet itself, or it can be (he appropriate number of
any of thesc packaged forms. Some examples of dosage unit forms are tablets,
capsules, pills, powders, suppositories, aqueous and non aqueous oral solutions

and suspensions, and parcnterul solutions packaged in containers containing

‘either one or some larger number of dosage units and capable of being

subdivided into individual doscs.

Routes of administration are prcferably the oral or the parenteral routes




10

15

20

25

20

and especially the injection routes including particularly the intravenous injection
route and epidural injection route. However, any compatible route such as
subcutaneous, intramuscular, intrathecal, intrapcritoneal routes can also be

considered in the context of the present invention,

The present application concerns also a method for preventing and/or treating
pain comprising administering trimebutine [2-dimethylamino-2-phenyibutyl-3, 4,

' §- trimethoxy-benzoate hydrogen maleate], N-desmethyl trimebutine, at least onc

of their metabolites or at Icast one of their corresponding stercoisomers and an
opioid analgesic to & patient in need thereof. Trimebutine [2-dimethylamino-2-
phenylbutyl-3, 4, 5- trimethoxy-benzoate hydrogen maleate], at least one of its
metabolites or at lcast one of 'ils corresponding sterecisomers and the opioid

analgesic may be simultaneously, separately or sequentially administered.

Another embodiment of the invenlion is related to a method for preventing
and/or tre.ating pain and/or nociception comprising administering trimebutine and
an opioid analgesic to a patient in need thereof . In the coniext of the invention,
the administration of the tiwo compounds may be simoultaneous, separstc or
sequential.

The term "patient” is intended to include any mammal and especially human

whom the trimebutine and the opioid analgesic are administred.

Tho invention relates also to a process for the preparation of a pharmaceutical
composition comprising trimebuline [2-dimethylamino-2-phenylbutyl-3, 4, 5-
trimethoxy-benzoate hydn.)gen maleate], N-desmcthyl trimebutine, at least onc of
their metabolites or at least one of their corresponding stereoisomers and an
opioid analgesic, which process comprises bringing trimebutine [2-
dimethylamino-2-phenylbutyl-3, 4, 5- trimethoxy-benzoate hydrogen maleate],
N-desmethyl trimebutine, at least onc of their metabolites or at least one of their
corresponding stereoisomers and the opioid analgesic into association with a

pharmaccutically acceplable carrier or excipient.
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A furthcr embodiment of the invention provides a process for the preparation of a
pharmaceutical composilion comprising trimebutine or its stereoisomers and an
opioid analgesic which process compriscs bringing trimebutine and the opioid

analgesic into association with a pharmaceutically acceptable carrier or excipient.

The biochemical and pharmacological data reported in the examples allow a
better understanding of the mechanism of action of trimebutine in combination
with an opioid analgesic. They support the assumption that, besides its regulatory
effects on colonic motility already reported in the past and which had been
related to its weak opioid properties, trimebutinc is endowed with
antinociceptive properties which are due to its blocking effect on Na' channels.
These new properties of TMB explain how this compound in combination with

an opioid analgesic is a useful method for preventing and/or treating pain.

The present invention will be further disclosed in the following examples

without limiting the scope of the invention,

EXAMPLES

Material and Methods

- Animals.

Male Sprague-Dawlicy rats (IFFA Credo, Saint Germain sur 'Arbresle, France),
weighing 225-250 g ([’H]-batruchotoxin binding cxperiments) or 350-375 g
(glutamate release experiments), or prcgna;lt rats (clectrophysiological
experiments) are used in this experiment and are cared for in accordance with the
institutional guidelines for animal welfare : temperature 21 + 3 °C; light/dark:
12h/12h,

Drugs and media.

Trimebutine maleute, (S)-Trimcbutine, (R)-Trimcbutine, are synthectized

N
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according to the process disclosed in the french patent FR 2,369M (1962) and
the japanesc patent application published under n° 16416 (1980) and
incorporated herein by reference.
Flunarizine, L-glutamatic acid, lidocaine hydrochloride, bupivacaine, trypsin and
DMEM-F12 are purchased from Sigma (St Quentin Fallavicr, Fance), morphine
from Francopia (Gentilly, France), veratridine from RBI, Bioblock Scientific
(Ilkirch, France), gentamicine from Boehringer Mannheim S.A. (Meylan,
France). All reagents used for the preparation of buffers and solutions are of
analytical grade from Merck (Merck-Clevenot, Nogent sur Marne, France).
(S)-N-desmethyl-TMB maleate is synthetized according to the process disclosed
in WO 99/01417 and incorporated herein by reference.
L -[ G-’H}-glutamic acid ( 49 Ci / mmole), is from Amcrsham (Les Ulis,
France). Dulbececo's modified Eagle medium, Neurobasal medium, fetal calf
serum were from Gibceo, Life Technologies S.A.R.L. (Cergy Pontoise, France).
Horse serum is from Seromcd, (Berlin, Germany).

Exampie 1 : ['H]-batrachotoxin binding.

The purpose of the present example is to determine the affinity of the tested
compounds to [’H]—batrachotoxin binding sites in rat cortical synaptosomes,
rgpresenting site 2 of the sodium channel

1.1 Materials and methods

a) Synaptosomal membranes.

Cerebral cortices from male Sprague-Dawley rats are homogenized in a glass-
Teflon homogenizer in 10 volumes of ice-cold 0.32 M sucrose, 5 mM K,HPQ, (pH
7.4 at 4°C). The homogenate is centrifuged at 1000g for 10 min ; the new pellet is
resuspended in the sume volume of sucrosc and rocentri fuged. The new pellet is
discarded and the two supernatants resulting from these two centrifugations are
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pooled and centrifuged at 20,000 g for 10 min. The resulting pellet is resuspended
in a sodium-free assay buffer containing 50 mM HEPES (N-2-
hydroxycthylpiperazine-N’-2-cthanesulphonic acid), 54 mM KCl|, 0.8 mM
MgSO04, 5.5 mM glucose and 130 mM choline chloride (pH 7.4 at 25°C).

8) Binding experiment.

Binding assays are initiated by the addition of 150-200 ug synaplosomal protein
to an assay buffer containing 25 pug scorpion venom (Leireus quinquestriatus),
0.1 % BSA, 10 nM [’H]-batrachotoxin and various concentrations of test drugs
(250 pl final volume). Non-specific binding is determined in the presence of 0.3
mM veratridine. Reactions are incubated for 90 min at 25°C and the bound
ligand is separated from the free by vacuum filtration through GF/B filters
(Filtermate, Packard). The filters are washed with 2x5 ml buffer (5 mM HEPES,
1.8 mM CaCl,, 0.8 mM MgSOs, 130 mM choline chloride, 0.01% BSA; pH 7.4
at 25°C) and bound ligand is estimatcd by using liquid scintillation spectrometry
(Topcount, Packard).

c) Calculations.

In all experiments examining the displacement of [*H]-batrachotoxin binding by
unlabeled drugs, concentration-response curves arc generated using six
concentrations of drugs. All assays are performed at least three times, with each
determination performed in duplicate. Data are expressed as mean values & SEM
of at least three determinations. Displacement curves are fits generated by Graph-
Pad Software. Displacement plots arc analysed by a non linear regression
analysis using the LIGAND computcr program (Mc Pherson, 1985). These

analysis generated Hill coefficient (ny) and ICso values. Ki values are calculated

from ICso valucs using thc Cheng-Prusoff (1973) relationship.

1.2 Results

)26
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The results presented in Figure 1 (A) and (B) show that trimebutine, its
stereoisomers and its metabolites displace {*H]-batrachotoxin from its binding
sites to rat cortical synaptosomes with potencies lying between that of
bupivacaine (Ki = 7.14 + 0.96) and that of flunarizine (Ki = 0.38 + 0.05 pM).
For all compounds, the displacement of [>H]-batrachotoxin is complete and the
calculated Hill coefficient is close to 1 (fig.1).

The affinity of trimebutine is found with Ki = 2.66 £ 0.15 uM. For this
compound, no stereoselectivity is evident since the corresponding stercoisomers
display affinities similar to that of raccmates. The values for the (S) and (R )
enantiomers are ;: Ki =3.3] % 0.36 pM and Ki = 2.89 + 0.88 uM respectively.

For Nor-TMB, the values for the (S) and (R ) enantiomers are : Ki =0.80 +

0.04 uM and Ki = 1.26 % 0.07 1M, respectively.

Hence, the prescnt example demonstrates that trimcbutine, Nor-TMB and the
corresponding stercoisomers display affinity for [*H]-batrachotoxin binding sites
in the same order of magnitude than bupivacaine or {lunarizine, two sodium

channcl blockers.

Example 2 : [’H]-glutamate release.

The purpose of the present example is to determine the ability of trimebutine and
its metabolites to inhibit the releasc of glutamatc [rom rat spinal cord slices.

This example shows that trimebutine, its metabolites and their corresponding
stereoisomers inhibit veratridine-induced glutamate relcase in vitro. Veratridine
is known to induce glutamate releasc by activating voltage-dependent Na'
channels, resulting in Na' influx with consccutive reduction of the
transmembrane gradient (Wermelskirchen ez al., 1992).
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2.1 Materials and methods

a) Buffers.

Two buffers are prepared: an incorporation buffer (modified Krebs solution: 119
mM NaCl, 5 mM KCl, 0.75 mM CaCl;, 1.2 mM MgSQ4, 1 mM NaH2PO,4, 25
mM HEPES, 1 mM NaHCO;, 11 mM D-glucose, 67 yM EDTA, 1.1 mM L-
ascorbic acid (pH 7.4) gasscd with 95% O: and 5% COs) and a superfusion
buffer identical to the incorporation buffer except that EDTA and ascorbic acid
arc omitted. Compounds to be tcsted and veratridinc are diluted in this

superfusion buffer.

b) Rat spinal cord slices.

After decapitation of animals, a 1.5 cm segment of lumbar spinal cord is
isolated after a lumbosacral laminectomy and submerged in a ice-cold modified
Krebs solution gassed with 95% O: and 5% COa. After mr.novnl of the dura
matter, all ventral and dorsal roots are cut at the root of the entry zone. Slices
(250 pm thick cube-like blocks) are prepared using three successive sections
performed with a Mclllwain tissue chopper.

c) Superfusion experiments .

Slices are incubated for 5 min at 30°C in 5 ml of incorporation buffer maintened
under oxygenation and containing 10 yM L-glutamic acid and 4 pCi / ml [’H]-
glutamic acid. After incubation, the slices are transferred into superfusion
chambers in an automatic superfusion apparatus (Brandel). The apparatus
consists in a device of 20 chambers allowing to run simultancously 20
experiments and to control the sequence of buffers used in the superfusion by
mMing of an Apple Ile computer. This system makes it possible to test
various experimental groups in the same run (4 groups of 5 chambers). Afler a
washout period of 45 min, at a flow ratc of 0.5 ml/min, veratridine (40 pM) is
added for 5 min to the superfusion medium. When drugs are tested (trimebutine

e
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and its stereoisomers), they are added to the superfusion medium 15 min before
and also during veratridine application. Fractions of superfusate corresponding to
5 min are collected during the 30 min following the stimulation. At the end of
the run, the slices are removed from the chambers and 2.5 ml of scintillation
liquid (Hionic Fluor, Packard ) are added to the slices and to each of the
fractions. The radioactivity is determined using liquid scintillation spectroscopy
(Minaxi, Packard). The efflux of radioactivity is assumed to be due mainly to
[‘H]-glutamate efflux (Turner and Dunlap, 1989).

d) Data analysis.

All values are expressed as the mean = SEM of at lcast 5 determinations.
Release of radioactivity for each fraction is expressed in terms of fractional
release calculated by dividing the mdioactivity in each fraction by the amount
remaining in the filter. The stimulation produced by veratridine is quantificd by
cumulating the release of radioaclivity measured in the fractions collected after
the stimulation. The effect of tested compounds is evaluated as percent of
inhibition by comparing the total amounts of radioactivity released in control
chambers 1o those released in chambers superfused with test compounds. From
these percent inhibitions, ICso values are calculated by plotting probit values of
inhibition versus log valucs of concentrations. Statistical analyses are performed
using Student's unpaircd two tailed t-test. Statistical differences are considercd
significant at P < 0.05.

2.2 Results

The results presented in Figure 2 demonstrate that trimebutine inhibited dose-
dependently veratridine-induced glutamate release at concentrations higher than
60 puM (fig.2A). Furlhcrmore, 50 to 60% inhibition could be reachcd at
concentrations as high as 100 pM. (R)-trimebutine presented a profile similar to

179
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the racemaic whereas (S)-trimebutine presented a significant inhibition from the
concentration of 3 pM (fig.2A). The cstimated ICso is 15.2 pM for (S)-
trimebutine, whereas it could not be calculated (ICso > 100 uM) for trimebutine
and (R)-trimebutine. For Nor-TMB and its stereoisomners (fig.2B), the inhibitory
ciTect was significant (p < 0.01) at 3, 10 and 30 pM and ICso value was 8.4 pM.
(S)-Nor-TMB displayed an activity (ICso = 6.3 pM) similar to that of the
racemate and similar also to that of the sccond enantiomer (R }-Nor-TMB (ICs =
16.3 uM). These results are in agreement with results from other papers reporting
that compounds that inactivate voltoge-dopendent Na' channels prevent
veratridine-induced glutamate release in vitro and in vivo (Lees and Leach,
1993). In a similar manner, the effcct of TMB and related compounds on
veratridine-induced glutamate releasc is due to their blocking activities on
sodium channels.

When bupivacaine is cvaluated under the same experimental conditions (Fig.
2C), an ICso value of 8.2 pM could be estimatcd.

Morphine is found inactive in this paradigm up to 100 uM (fig. 2C). The lack of
cffect of morphine in this model suggests that the effects of trimebutine on
glutamate rclcasc arc not due to the opioid propertics of the compounds
demonstrated in previous siudies (Roman ef al., 1987).

These results demonstrate importantly that trimebutine displays higher activities
than bupivacaine.

This example is quite important given the pivotal role of glutamate and
excitatory amino acids (EAA) in the {ransmission of nociceptiv.e message and
more particularly in hyperalgesic conditions. In this respect, the finding that TMB
and its metabolites are ablc of reducing the extracellular concentrations of
glutamate by inhibiting its release from presynaptic pools represents an exciting
property of TMB in its therapeutic use as analgesic agent.
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Example3 : Electrophysiological experiments.

The purpose of this example is the study of the effects of trimebutine and its

stereoisomers on sodium currents.

.1 Materials and methods

a) DRG neurons.

Experiments on sodium currents are performed using cultured rat dorsal root
ganglia (DRG) excised from 14- to 15-day-old rat embryos. Methods for cell
isolation and culture are derived from those described by Valmier ez al. (1989).
Pregnant Sprague-Dawley rats are killed by placing them in a CO; atmosphere
for 5-6 min. Three to five embryos arc removed aseptically and placed in a Petri
dish containing the following B medium supplemented with antibiotics
(streptomycin, 50 pg/ml; penicillin, 50 U/ml). The B medium contained (in
mM): 137 NaCl, 54 KCl, 0.4 Na;HPO,, 0.8 MgSQO,, 0.8 MgCl, 1.8 CaCl,, 6

glucose, 10 HEPES. The dorsal rool ganglia are removed from the cxcised spinal-

cord and digested for 6 min in 2 ml of Dulbecco’s modified Eagle medium
containing 0.1% trypsin. Cells are dissociated mechanically through fire-polished
Pasteur pipettes and plated in polyomnithine-laminine coated dishes. The culture
medium is the Neurobasal medium containing, 0.5 mM glutamine and 25 uM

glutamate. The cells are incubated at 37°C in 5% COa. Electrophysiological
experiments are performed from 4-6 h to 24 h after plating.

b) Electrophysiology.

Conventional wholc ccll patch clamp cxperiments are performed at room
temperature using an EPC7 (List) patch clamp amplifier. DRG neurons are
bathed in a Hanks derived medium containing (in mM): 143 NaCl; 10 CaCly; 5.6
KCl, 2 MgClz, 5 glucose and 10 HEPES, pll adjustcd to 7.4 with NaOH
(oamolarity, 300-310 mosm/1), For recording sodium current, calcium is replaced

3l
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by Mgz" in the presence of 10 mM TEA (tetraethylammonium). Patch electrodcs
used for recording currents are filled with the following saline (in mM): 140
CsCl, 1.1 EGTA (cthyleneglycol-bis (B-aminoethyl ether) N, N, N’, N’-
tetraacetic acid), 5 HEPES, 2 MgCh, pH ajusted to 7.2 - 7.3 with CsOH
(osmolarity, 290 mosm/I). The electrodes are pulled in 4 steps from 1.5 mM
glass capillarics (GC 150 TF, Clark Electromedical Instruments) using a P87
puller (Sutter Instruments) and fire-polished. The tip resistance is 2-3 MQ.

Drugs are dissolved in the bath medium (from stock solutions at 10% M in
DMSO (dimethylsulfoxide)) and appliod by pressuro gjoction (Pnoumatic
Picopump PV820, WPI) from glass pipettes (10 - 20 pm tip diameter) located at
50-60 pm from the recorded cell.

¢) Calculations.

Data are sampled at 2 kHz. Software for stimulation, acquisition and analysis is
constructed in house. The dosc-response curves are constructed with various
drug concentrutions separated by wash periods. Each point is the mean + SEM of
3 to 6 experiments.

Experimental points are fitted to the theorctical Hill curve using the least-square
n +

Minsq program: y=1/ (1 + [X] Ileon ) in which y is the fraction of Na

current persisting in the presence of the drug applied at the concentration [X],

+
ICso is the concentration of drug that half-blocks the Na current, and n is the

+
Hill coefTicient corresponding to the number of drugs required to block one Na

channel.
3.2 Results

In figure 3A arc shown the eflecis of the successive 20 s applications of
trimebutine at 0.1 and 1 pM on the sodium current of a DRG neuron. In this
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rcpresentative experiment, TMB induced a reversibic blockade of the current
amounting to 13% and 61% at 0.1 and 1 pM respectively. The blockade occurred
without any evidence of changes in current kinetic (fig3B) and voltage
dependence (fig.3C). The dose-response curve obtained by applying 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 the blocker.

The inhibition paramt;tem calculated from this curve are : ICso =~ 1.05 £ 0.09 and
nu = 1,09 £ 0.10. The parametcrs caleulated for Nor-TMB arc very similar.

A Kkinetic study is performed using (R,S)-TMB. The unblocking rate kqff is

determined from the time constant toff = 34 £ 4 s (n = 6) of the exponential

-3 -1
recovery from block: koff=1/xoff=2910 s .

3 -1

The blocking rutc ko is deduced from Kp = Kqff Kon ; kon = 354010 s

-1 +
M . These reaction rates defined the 3 drugs as fast Na channel blockers; for

instance, 10 uM (R,S)-TMB blocked the channels with a time constant of 2.2 s.

These electrophysiological data confirm the results on [‘H]-batrachotoxin
binding (exampie 1) and glutamatc release (examplc 2) by demonstrating that
TMB, its stcrcoisomoers and its metabolites block roversibly the sodium currents
in DRG neurons with ICso about 1 uM. Since tho Hill cocfficient is about 1, the
blockade appeared to occur according to & simple bimolecular reaction, i.e. one

+
molecule of blocker interacting with one site on the Na channel. Therefore, the

ICs6 value measured the dissociation constant K of the blockers.

Hence, the effects of trimcbutine and related compounds on Na* currents, which

appears responsible for Lhe inhibilory effect on glutamale release, indicatcs a

potential therapeutic effect of these compounds in pain.

N
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Sodium channel blockers like local ancsthetics arc known to block the generation
and conduction of nerve impulses by inhibiting the current through voltage-gated
Na' channels in the nerve cell-membrane (Strichartz and Ritchie, 1987). The effect
of TMB and related compounds on Ne' currents, which is probably responsible for
the inhibitory effect on glutamate release, indicates a potential therapeutic effect of
these compounds in pain.

Example 4 : Corneal reflex testing in rabbits

The aim of this example is to demonstrate the local anaesthetic properties of
trimebutine or its stereoisomers in comparison with a reference local anaesthetic

agent such as lidocaine,

4.1 Material and method

a) Animals:

White New-Zealand male rabbits (CEGAV, Les Hauts No#s, Saint Mars
d'Egrenne, France) weighing 1.9-2.7 kg were used. Animals were housed
individually in cages plal-:cd in an air-conditioned (17-21°C) animal house kept
between 45% and 65% relative humidity and with an artificial day/might cycle
(12h-12h) with light on at 7.30 am.

b) Corneal reflex testing

Test substances are administered as solutions in sterile water (Baxter, Maurcpas,
France). The concentrations of test substanccs arc expressed as percentage
(weight/volume) of active compound (base form). Each test substance at each
concentration is tested on the two cycs of 5 animals (i.e. 10 measurements per
substance and per concentration), On the day of the study, animals arc placed in

restraint cages in a quiet room. Twenty to 30 minutes later, a first measurcment

124
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of the comeal sensitivity is performed. Any animal presenting a partial or
complete comeal insensitivity or any oct.llar lesion before administration is
excluded from the study. Immediately after the first measurement, 2 x 50 pl of
test substances or their vehicle arc applied to the comea. The two instillationa
were undertaken ‘on each eye at a one-minutc interval. Corneal sensitivity is
subsequently measured at 5, 10, 20, 30, 40, 50 and 60 minutes following the
instillations, and then at 2, 3 and 4 hours afler the instillations. Comenl
sensitivity is measured by touching gently the center of the comea with a loop-
shape nylon yarn (0.3 mm diameter). For each measurement, this opcration is
repeated 10 times.at regular 2 second intervals. The number of stimulations
producing a corneal reflex is noted for cach set and for each eye.

¢) Duta analysis

Results are expressed as percentage of inhibition of the corneal reflex calculated

for each set of 10 stimulations:

% inhibition of comcal reflex = 10 - (number of stimulations inducing a comeal reflex)
x 10

For each experimental group, median valucs are determined. The effects of test
compounds are comparcd with those of the vchicle using a Mann-Withney non-
parametric U test at each time of measurement. Areas under curves are calculated
over the first 60-minute period following instillation for cach anima! and each
concentration by the trapezoidal method of Bourget er al., 1993. The relative

potency of TMB is compared to that of lidocaine hydrochloride from respective
mean areas under curves using a covariance analysis.

4.2 Results

TMB produced o dosc-dependent tocal onesthetic effeet on rubbit cornca
(fig.4A). Tpe first significant cffects were obtained using the 0.1% concentration
and lasted 20 min. An instillation of 0.3% or 1% TMB produced a complete local
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ancsthesia lasting more than 60 min. Under the samc experimental conditions,
lidocaine (fig.4B) was found inactive up to the concentration of 0.3%. At the 6%
concentration, the local anesthetic effect was complete only during 25 min and
60 min after the instiilation, there was no more inhibition of the comeal reflex.

When comparing areas under the curve, we calculatcd that TMB showed a

potency 17-fold higher than lidocaine.

Example 5 ; PGEx-induced hyperalgesia

The aim of this study is to evaluate the antihyperaigesic activity of TMB, its
stereoisomers and its metabolites in combination with an opioid analgesic in

Prostaglandin E; (PGEz)-induced hyperalgesia in the rat.

a) Animals:

Test is carried out with Sprague~Dawley male rats (100-120 grams) on arrival.
They are housed 5 per cage and acclimated to the conditions of the animal room
for 5 days under a 12/12 day/night cycle and a constant room temperature of
22°C. Food n_nd water are provided ad libidum.

b) Test:

A solution of PGEa2 (Img/ml) is prepared as a stock solution in a 10% (viv)
glcohol in apyrogen sterile salinc and stored at 4°C for 4 days.

A solution of PGE; (1ug/ml) is freshly prepared twice daily in sterile saline and
1001 is injected subplantar into the left paw of rat, twice daily for 4 days. Using
this. protocol, hyperalgesia is present for at least a week following completion for
4 days of treatment.

Control animais (saline or naive group) are given sterile saline instead of PGE;
in thc same experimental conditions.

Hyperalgcsi:_l is measured by the Randall and Selitto’s lest (Randall and
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Setillo,1957) using an analgesimeter (Ugo Basile).The analgesimeter is basically
a device which exerts a force that increascs at constant rate.The force is applied
to the animal’s paw which is placed on a small plinth under a cone-shaped
pusher. The operator depresses a pedal-switch to start the mechanism which
exerts the force. The nociceptive threshold (noted threshold in figures 5 and 6) is

defined as the force, expressed in grams, at which the rat withdraws its paw. The .

threshold is determined before and after treatment.

Drugs (trimebutine and/or morphine) are given by subcutaneous route, 30
minutes before the second determination which is done after treatment.

Control animals (saline or naive group and PGEz-treated group) received the
appropriate vehicle without drug (trimebutine and/or morphine) in the same
experimental conditions,

The naive group is called saline or naive/vehicule group in ¢) below and
corresponds to thc group of animals which received saline instead of PGE2 and
which reccived the vehicle without the drug(s).

The PGE;-treated group is called PGEavchicule group in ¢) below and
corresponds to the group of animals which received PGEz and which received the
vehicle without the drug(s).

In s first treatment (called T1 in figurc 5), morphine has been administered alone
at a dosage of 0.3mg/kg.

In a sccond trcatment (called T2 in figure 5), trimébutino-has been administered
alone at a dosage of 100mg/kg.

In a third treatment (called T3 in figure 5), morphine has been administered at a
dosage of 0.3mg/kg in association with Trimébutine which has been
administercd at a dosage of 100mg/kg.

In another experiment whose results are depicted in figure 6, animals have been
treated with morphine alone al different dosages in order  to evaluale the

potentintlory and/or synergistic cllect of trimebutinc on the morphinc.
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Dats are presented as the mean +/- SEM

The level of statistical significance is determined with Student’s t test (Tallarrida
and Murmay, 1987) for paired sample and diffcrences with p<0.05 are
considered statistically significant.

% of antinociceptive or analgesic activity is calculated as follows:

mean PGEy/treated group - mean PGEx/vehicle group
after drup treatment afler vehicle treatment
X 100
mean saline/vehicle group - mean PGE3/vehicle group
after vehicle treatment afler vehicle treatment
d)Results:

The results of the above studies are depicted in figure 5 and are summarized in

the table below

The percentage of analgesic activity is calculated as cxplained in c) above.

. % of analgesic aclivity

Morphine 0.3 mg/kg 2%
(T1 of figure 5)

Trimebutine 100 mg/kg 27%
(T2 offigure 5)

Morphine 0.3 mg/kg 57%

+ Trimebutine 100 mg/kg
('3 of figure 5)
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The antinociceptive activity of the association morphine /trimébutine correspond
to the antinociceptive activity obtained with a dosage of morphine about 10 times
greater ( see 3 mg/kg morphinc = 64%; figurc 6).

These results show the great advantage of the association in order to diminish the
secondary effects of morphine (tolerance, dependence, constipation and
respiratory depression) and to maintain a significant analgesic activity.

Furthermorc, these results show the synergistic effect of trimebutine on morphine
and reciprocally. In fact, the addition of trimebutine to a specific dosage of
morphine increascs the antinociceptive activity by 3 compared to the
antinociceplive aclivity oblained with the same dosage of morphine used alone.
The addition of morphine to a specific dosage of trimebutine increases the
antinociceptive activity by 2 compared to the antinociceptive aclivity obtained

with the same dosage of trimebutine used alone.

Example 6 : Rat mononeuropathy

The aim of the study is to ovaluatc TMB, its stereoisomers and its metabolites in
combination with an opioid analgesic in a model of rat neuropathy.

The Committec for Rescarch and Ethical Issues of the International Association
for the Study of Pain (IASP) Ethical Guidelincs arc adhered to in theso studies. In
particular, the duration of the ex.:periments is as short as possible and the number

of animals is kept to a minimum.

a) Animals:

Male Sprague-Dawlcy rats (Charles River, France, strain designation

%9
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Crl :CD(SD)BR), n= 45, weighing 175-200 g on arrival are used. The rats are
housed at the experimental facilities for a week prior to the cxperiments. They
arc maintained on a 12 h light/dark cycle and have free access to standard
laboratory food and tap water in an ambient temperature of 20-22°C.

b) Surgery:
The unilateral periphcral mononeuropathy is produced on the right hind limb

according to the method described by Bennett and Xie, 1988 and Attal et al.,
1990. Rats are anesthetized with sodium pentobarbitone (Nembutal, 50 mg/kg
i.p.). The common sciatic nerve is exposed by blunt dissection at the level of the
mid-tigh; four ligatures (5-0 chromic catgut, about 1-mm spacing) are placed

around the nerve.

c) Antinociceptive lesting;

Experimenis are carried oul in a quiel room. Animals arc not acclimatized to the
test situations beforchand. The cxperimenter is unawarc of the drug and doses
uscd. Each animal receives drugs only once and is used in only one experiment.
The antinociceptive action is determined by measuring the vocalization threshold
elicited by pressure on both the ncrve-injured and the contralateral hindpaw,
using the Ugo Basile (Comerio, Italy) analgesymeter. This instrument generates a
linearly incrcasing mechanical forcc applicd by a dome-shaped plastic tip
(dlaumetor =1 mm) on the dorsul surfuce of tho paw. Tho tip is positionod botwoen

the third and fourth metatarsus (into the sciatic nerve territory) and force is
applied until the rat squeaked. For each rat, a control threshold (mean of two
conseculive stable thresholds cxpressed in g) is determined before injecting the
drugs . The vocalization thresholds are then measured every 10 min, until they
returne to the level of the control values.

|40
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d) Data analysis:

Data are expressed as means + S.E.M. The arcas under the curves (AUC) are
calculated using the trapezoidal rule. Statistical significance of the data is
analysed by one-way analysis of variance (ANOVA). The observed significances
are then confirmed with Tukey’s test. Simple regressions (linear model) are
performed to establish dose-dependent effects. Statistical analyses are carried out
using a statistical computer program (Statgraphics Plus, Manugistics, Rockville,
MD). P<0.05 is used as the criterion for statistical significance.
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CLAIMS

1. A product comprising trimcbutine [2-dimcthylamino-2-phenylbutyl-3, 4, 5-

trimethoxy-benzoate hydrogen maieatc], N-desmethyl trimebutine, at least
one of their metabolites or at least one of their corresponding stercoisomers

and an opioid analgesic.

2. A product according to claim 1 wherein compounds can be used

5.

simultaneougly, separately or sequentially in the treatment and/or

prevention of pain and/or nociception.

A product according Lo claim 1, 17 or 25 wherein the opioid analgesic is
chosen among morphine, codeine, dihydrocodeine, diacethylmorphine,
hydrocodone, hydromorphone, levorphanol, onyxmorphone, alfentanyl,
bu.prenorphine, butorphanol, fentanyl, sulfentanyl, meperidine,
methadone, nalbuphine, propoxyphene and pentazocine or acceptable
salts thercof.

A product according to claim 3 or 17 wherein thc opioid analgesic is

morphine or an acceptable salt thereof

A pharmaceutical composition comprising trimebutine [2-

dimecthylamino-2-phenylbutyl-3, 4, 5- trimethoxy-benzoate hydrogen
malcatc] or its corresponding stercoisomers and an opioid analgesic with at

least one pharmaceutical carrier or excipient.

6.

7.

Use of trimebutine [2-dimethylamino-2-phenylbutyl-3, 4, 5- trimethoxy-
benzoate hydrogen maleate] or its corresponding stereoisomers and an
opioid analgesic for the preparation of a medicament to prevent and/or

treat pain and/or nociception.

Use according to claim 6 for simultaneous, separatc or sequential

administration in the treatment and/or prevention of pain and/or nociception.




10

15

20

25

46

8. Use according to claim 6 for the preparation of 2 medicament to prevent

and/or treat acute pain .

9. Use according claim 6 for the preparation of a medicament to prevent

and/or trcat inflammatory pain.

10. Use according claim 6 for thc preparation of a medicament to prevent

and/or trcat chronic pain.

11. Usc according to any one of claims 6, 18 to 22, 26 and 27 wherein the
trimcbutine is administered at dosage between 50 to 900 mg/day and
preferably between 300 to 600 mg/day.

12. Use according to any one of claims 6, 18 to 22, 26 and 27 wherein the
opioid analgesic is administered at dosage between 0.01 to 250 mg/day
depending of the chosen opioid analgesic.

13. Usc according to any onc of claims 6, 18 to 22, 26 and 27 wherein the
morphine is administered at dosage between 2 to 220 mg/day.

14. Method for preventing and/or treating pain and/or nociception
comprising administering trimebutine and an opioid analgesic to a

patient in need thercof.

15. Method according to claim 14, wherein the administration of trimebutine

and the opioid -analgesic is simultaneous, separate or sequential.

16. A process for the prepan;tion of.a pharmaccutical composition
comprising trimcbutine or its sierecisomers and an opioid analgesic
which process comprises bringing trimebutine and the opioid analgesic

into association with a pharmaceutically acceptable carrier or excipient.

17. A product comprising trimebutine [2-dimcthylamino-2-phenylbutyl-3, 4,
5- trimcthoxy-benzoate hydrogen maleale], N-desmcthyl trimcbutine, at
lcast one of their metabolites or at least one of their corresponding

stereoisomers and an opioid analgesic as a combination product fora

Mq
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simultaneous , separate, scqucntial or sprcad over time usc for the

treatment or prevention of pain or for anaesthcesia.

18. Use of trimebutine [2-dimecthylamino-2-phenylbutyl-3, 4, 5- trimethoxy-
benzoate hydrogen maleate], N-desmethyl trimebutine, at least one of
their mctabolites or at least one of their corresponding stereoisomers and

an opioid analgesic as a medicament.

19. Use of trimebutine [2-dimethylamino-2-phenylbutyl-3, 4, 5- trimethoxy-
benzoate hydrogen maleatc], N-desmethyl trimcbutine, at least one of
their metabolites or at least one of their corresponding siereoisomers and

an opioid analgesic for the treatment or prevention of pain.

20. Usc of trimebutine [2-dimethylamino-2-phenylbutyl-3, 4, 5- trimethoxy-
benzoate hydrogen maleate], N-desmethyl trimebutince, at least one of
their metabolites or at least one of their corresponding stereoisomers in
association wilh an opioid analgcsic to reduce or suppress the dosage of

said opioid analgesic.

21. Usc of trimebutine [2-dimethylamino-2-phenylbutyl-3, 4, 5- trimethoxy-
benzoate hydrogen maleate], N-desmethy] trimebutine, at least one of
their metabolites or at least one of their corresponding stereoisomers in
associatiop with an opioid analgesic to reduce or suppress at least one of

the side effects or drawbacks of said opioid analgcsic.

22. Use according to claim 21 wherein at least one of the side effects or
drawbacks is selected in the list comprising sedation, respiratory
depression, decreased gastrointestinal motility, constipation, nausea,
tolerance, dependence, toxicity or vomiting.

23. Method for preventing and/or treating pain comprising adminiatering
trimchutine [2-dimethylamino-2-phenylbutyl-3, 4, 5- trimethoxy-
benzoale hydrogen malcale], N-desmcethyl trimebuting, at least onc off

their metabolites or at least one of their corresponding stereoisomers and
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an opioid analgesic to a patient in need thereof.

24. Method according to claim 23 wherein Trimebutine [2-dimethylamino-2-
phenyibutyl-3, 4, 5~ trimethoxy-benzoate hydrogen maleate], at least onc
of its metabolites or at least one of its corresponding stereoisomers and

5 the opioid analgesic are simultaneously, scparately or sequentially
administered.

25. Product according to claim 2 or claim 17 characterized in that pain is
nociception and/or hyperalgesia and/or allodynia and/or pain related to
central hypersensitivity conditions and/or somatic pain and/or visceral

O 10 . pain and/or acute.pa.in and/or chronic pain and/or post-operative pain
. and/or headache and/or inflammatory pain and/or neurological pain
and/or musculo-squeletal pain and/or cancer related pain and/or vascular
pain. .
26. Usc according 10 any one of claims 6, 7 and 19 charactcrized in that pain
15 is nociception and/or hyperalgesia and/or allodynia and/or pain related to
central hypersensitivity conditions and/or somatic pain and/or visceral
pein and/or acute pain and/or chronic pain and/or post-operative pain
and/or headache and/or inflammatory pain and/or neurological pain
and/or musculo-squeletal pain and/or cancer related pain and/or vascular
20 pain,
_O 27. Use according to any one of claims 17 to 22 and 26 wherein the opioid
analgesic is choson among morphine, codeine, dihydrocodeine,
diacethytmorphine,  hydrocodone,  hydromorphone,  levorphanol,
onyxmorphone, alfentanyl, buprenorphine, butorphanol, fentanyl,

25 sulfentenyl, meperidine, methadone, nalbuphine, propoxyphene and

pentezocine or acceptable salts thereof.

28. Mcthod according to any one of claims 14, 15, 23 and 24 whercin the
opioid analgesic is chosen among morphine, codeine, dihydrocodeine,

[ LA R
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diaccthylmorphinc, hydrocodone: hydromorphone, leverphanol,
onyxmorphone, alfentanyl, buprenorphine, butorphenol, fentanyl,
sulfentanyl, meperidine, methadone, nalbuphine, propoxyphene and
pentazocine or acceptable salts thereof.

29. A product according to claim 17 wherein anaesthesia is local or general

anaesthesia.

F14
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ABSTRACT

The invention provides a combination of of trimebutine [2-dimethylamino-2-
phenylbutyl-3, 4, 5- trimethoxy-benzoate hydrogen maleate] or its corresponding
stereoisomers with an opioid anaigesic for the preparation of a medicament to
prevent and/or treat pain or nociception. - '
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