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DOMENIUL INVENTIEI

Inventia se refera la compusi si utilizarea lor in tratamentul durerii neuropatice asociate cu
neuropatia diabetica periferica (DPN).

BAZELE INVENTIEI

Neuropatiile sunt boli sau anormalitati ale sistemului nervos, care afecteaza mai mult de 20
de milioane de americani. Intr-adevar, in conformitate cu studii recente, se observa ca durerea
neuropata afecteaza aproximativ 1 din fiecare 10 adulti si povara economica pentru tratarea acestei
dureri este in crestere.

Neuropatiile sunt asociate cu dezvoltarea durerii neuropate. Durerea neuropata poate avea
loc ca rezultat al deteriorarii sistemului nervos periferic sau central. Durerea neuropata periferica
este cauzata de deteriorarea structurilor nervoase cum ar fi terminatile nervoase periferice sau
nociceptorii care devin extrem de sensibili la stimulare si care pot genera impulsuri in absenta
stimularii. Deteriorarea poate avea loc din multe motive, cum ar fi bolile cum ar fi diabetul (adica,
DPN), tratamentele chimioterapeutice, precum si cancerele in stadii avansate, virusurile (de
exemplu, herpes zoster sau HIV), si leziunile fizice (de exemplu, un accident sau interventie
chirurgicala).

Leziunea nervului periferic poate conduce la stari patologice caracterizate prin prezenta
durerii spontane continue, asociata adesea cu hiperalgezia (raspuns crescut la stimuli nocivi) si
alodinia (durere indusa de un stimul nedureros). Hiperalgezia si alodinia au fost legate de
sensibilitatea centrala, in care neuronii nociceptivi ai CNS afiseaza o excitabilitate crescuta din cauza
unui prag redus de stimulare, declansat de intrarea persistenta sau leziunea periferica. Sensibilitatea
centrala este implicatd in generarea si intretinerea durerii neuropate asociate cu neuropatiile
periferice.

Dintr-o perspectiva simptomatica, neuropatiile periferice pot cauza dureri ascutite, dureri
scurte, o senzatie de arsura dureroasa sau de frig, parestezie, o pierdere a proprioceptiei, amorteala,
sau chiar o pierdere a senzatiei de durere.

Exista in prezent in intreaga lume o necesitate pentru terapie suplimentara contra durerii, si
durerea neuropata a evoluat intr-o problema majora de sanatate in arii largi ale populatiei.

Tratamentul durerii neuropate este adesea incercat utilizand asa numitele analgezice
neconventionale cum ar fi antidepresivele precum duloxetind si amitriptilina, sau antiepileptice
precum gabapentina sau pregabalina. Suplimentar, anestezicele topice, incluzand lidocaina, au fost
utilizate pentru tratamentul si gestionarea durerii neuropate. In ciuda dovezilor contrare,
medicamentele antiinflamatoare nesteroidiene (NSAID-uri) sunt utilizate pe larg in gestionarea
durerii neuropate. Dupa o revizie a studiilor clinice recente totusi, nu a existat nici o indicatie a oricarei
reduceri semnificative a durerii cu NSAID-uri la pacientii cu durere neuropata (Moore si colab.
Cochrane Database of Systematic Reviews (2015); 10: 1-25), fara nici un rezultat clinic care sa arate
o diferenta semnificativa statistic intre NSAID-uri si placebo. Biblioteca Cochrane a concluzionat ca
NSAID-urile nu ar trebui sa fie recomandate pentru tratamentul durerii neuropate.

DPN este deteriorarea nervilor periferici cauzata de diabet, si reprezinta una dintre cele mai
serioase complicatii ale bolii. Aproximativ jumatate din toti oamenii cu diabet au unele forme de
deteriorare a nervilor, cu hiperglicemia fiind o cauza principala a neuropatiei periferice in DPN. DPN
poate afecta atat nervii mici cat si nervii mari, care protejeaza corpul uman prin trimiterea semnalelor
despre durere si modificarile de temperatura la creier, si care detecteaza atingerea, presiunea, i
ajuta la mentinerea echilibrului. Instructiunile clinice recomanda alinarea durerii in neuropatiile
diabetice dureroase prin utilizarea de antidepresive (de exemplu, duloxetind) si/sau de antiepileptice
(de exemplu, gabapentind si pregabalind), precum si de opioide si de agenti topici cum ar fi
capsaicina. Tratamentele curente pentru durere asociate cu DPN au eficacitate limitata si pot cauza
efecte secundare semnificative.

Prin urmare, exista o puternica necesitate pentru compusi care sa trateze si/sau sa previna
durerea asociata cu neuropatiile periferice, in particular DPN.
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US2013/225529 divulga fosfosulindac (PS-118) care prezinta efect antinociceptiv (analgezic)
la un stimul termic acut la soareci.

ZOCHODNE DOUGLAS W. SI COLAB: ,The Influence of Sulindac on Experimental
Streptozotocin-Induced Diabetic Neuropathy”, CANADIAN JOURNAL OF NEUROLOGICAL
SCIENCES, vol. 21, nr. 3, 1 august 1994 (1994-08-01) divulga faptul ca sulindac poate fi un candidat
pentru un studiu clinic al polineuropatiei diabetice umane.

REZUMATUL INVENTIEI

Inventia este definitd prin revendicarile anexate. Orice subiect care nu se incadreaza in
domeniul de aplicare al revendicarilor este prevazut numai in scopuri informationale. Referirile la
metodele de tratament din aceasta descriere trebuie sa fie interpretate ca referiri la compusii,
compozitile farmaceutice si medicamentele din prezenta inventie pentru utilizare intr-o metoda
pentru tratamentul corpului uman (sau animal) prin terapie (sau pentru diagnostic).

Inventatorul a descoperit In mod surprinzator ca fosfosulindacul (PS) este eficient in
tratamentul si prevenirea durerii neuropate asociate cu DPN.

PS este un compus nesteroidian cu activitate antiinflamatorie. Totusi, spre deosebire de
compusul sau parinte, sulindacul NSAID, PS nu inhiba expresia COX-1 si COX-2 si astfel nu este
un NSAID tipic. S-a aratat anterior ca PS are proprietati anticancer si antiinflamatorii prin inhibarea
activarii NF-kB si modificarile in ramurile de semnalizare MAPK, precum si o activitate in tratarea
artritei reumatoide in modelele inflamatorii pe soareci prin supresia cailor de semnalizare
proinflamatorii cheie (Mackenzie si colab. (2010) Gastroenterology 139(4): 1320-32 si
Mattheolabakis si colab. (2013) Pharm Res 30(6): 1471-82). WO 2019/067919 sugereaza o activitate
antiinflamatorie a PS intr-un model acut al bolii ochiului uscat (DED).

Mai mult, in acest model, PS este vazut ca restabilind sensibilitatea oculara suprimata in
DED, sugerand un rol al PS in cresterea mai degraba decat in reducerea nociceptiei. Degi PS nu
este un NSAID tipic cum s-a notat mai sus, el a demonstrat o activitate similara cu a NSAID-urilor
cand este administrat in ochii normali in modelul DED. Totusi, aceste observatii nu reusesc sa
sugereze un rol pentru PS in tratamentul durerii neuropate asociate cu DPN. Mai mult, instructiunile
clinice in domeniu recomanda evitarea utilizarii de NSAID-uri pentru tratamentul tuturor tipurilor de
durere neuropata, si astfel activitatea antiinflamatorie singura este considerata insuficienta din punct
de vedere terapeutic.

Totusi, prezentul inventator a considerat activitatea PS intr-un model specific pe animale al
durerii neuropate si a demonstrat o eficacitate terapeutica surprinzatoare, echivalenta cu cea a
anestezicelor de blocare nervoasa care actioneaza direct, de exemplu, lidocaina si pregabalina.
Modelele specifice pe animale sunt importante pe durata dezvoltarii de terapii pentru tratarea durerii
neuropate. Intr-adevér, datéa fiind patogeneza durerii asociate cu neuropatia periferica, observatiile
despre eficacitatea unui anumit compus intr-un model de durere alternativ nu poate indica utilitatea
acelui compus in tratarea durerii neuropate. In linie cu acest lucru, nu este posibild extrapolarea
utilizarii medicamentelor eficiente din alte forme de durere neuropata in durerea neuropata de interes
particular, chiar daca sindromul clinic este similar. De exemplu, gabapentina prezinta eficacitate
diferita in tratamentul diferitelor forme de durere neuropata. Corespunzator, modelul pe animale
utilizat in testarea timpurie Thainte de dezvoltarea clinica suplimentara, este crucial. Pe baza
modelului specific pe animale al durerii neuropate DPN, observatile de aici demonstreaza o
eficacitate fara precedent a PS in tratamentul si/sau prevenirea durerii neuropate asociate cu DPN.

Prin urmare, intr-un prim aspect, inventia furnizeaza PS pentru utilizare in tratarea si/sau
prevenirea durerii neuropate asociate cu DPN la un subiect.

In unele realizari, PS este forma sulfoxida a PS. Prin urmare, PS poate avea formula | (PS-
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Tn alte realizari, PS este forma sulfurd a PS. Prin urmare, PS poate avea formula Il (PS-I1):
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Aici, referirile la 'fosfosulindac' sau la 'PS' cuprind atat PS-1 cat si PS-II. Este preferata forma
sulfura a compusului. Compusgii cu formulele | si Il sunt descrisi in brevetul S.U.A. nr. 8.236.820.

Cum s-a notat mai sus, leziunile nervoase asociate cu DPN pot conduce la supraactivarea
cailor de semnalizare ale durerii conducand la sensibilizarea neuronilor periferici si/sau centrali, care
afiseaza praguri de stimuare reduse. Corespunzator, subiectii care au DPN pot experimenta durerea
ca o consecinta a acestei sensibilizari, de exemplu, experimentand durerea indusa de un stimul
nedureros (alodinie) sau experimentand durerea accentuatd ca raspuns la un stimul nociv
(hiperalgezie). Pe baza observatiilor de aici, PS poate avea un efect analgezic direct, de exemplu
prin reducerea semnalizarii neuronale implicate in senzatia durerii. Mai mult, PS poate reduce
durerea generata prin sensibilitatea periferica sau prin sensibilitatea centrala. Corespunzator, PS
poate reduce sau preveni semnalizarea durerii care apare centralizat. PS poate reduce sau preveni
semnalizarea durerii care apare in nervul sciatic. PS poate reduce sau preveni semnalizarea durerii
care apare in ganglionul radacinii dorsale. Dat fiind ca PS este prezentat ca urcand neuronii periferici
catre maduva spinarii, PS poate reduce sau preveni semnalizarea durerii care apare in maduva
spindrii. In unele realizari, durerea neuropatd este alodinia. Alodinia poate fi un raspuns la stimulii
mecanici si/sau termici. In plus, in unele realizari, durerea neuropati este hiperalgezie.

PS poate fi formulat intr-o compozitie farmaceuticd pentru utilizare in inventie. In unele
realizari, compozitia farmaceutica cuprinde PS si unul sau mai mulfi excipienti acceptabili
farmaceutic. PS poate fi formulat pentru administrare topica, in particular pentru administrare topica
la membrele superioare si inferioare ale unui subiect (adic&, pentru a acoperi distributia de ciorapi si
manusi).

SCURTA DESCRIERE A FIGURILOR

Figura 1 — schita schematica a durerii neuropate asociate cu studiul tratamentului DPN. STZ
este streptozotocina. PWT este testul pragului de retragere a labei.

Figura 2 - efectul PS asupra durerii neuropate asociate cu DPN indusa de STZ, in comparatie
cu vehiculul.

Figura 3 - efectul sulindacului, lidocainei, si pregabalinei asupra durerii neuropate asociate
cu DPN.
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Figura 4 — schita schematica a durerii neuropate asociate cu studiul de prevenire al DPN.
STZ este streptozotocina. PWT este testul pragului de retragere a labei.

Figura 5 - efectul PS asupra prevenirii durerii neuropate asociate cu DPN. *, p<0,0001 (STZ
Vs naivi); **, p<0,004 (PS vs vehicul); ***, p<0,001 (lidocaina vs vehicul).

Figura 6 — schita schematica a metabolismului PS.

Figura 7 - biodistributia PS in diferite tesuturi dupa administrarea topica. SN=nervul sciatic.
DRG=ganglionul radacinii dorsale.

Figura 8 — biodistributia metabolitilor PS in diferite tesuturi dupa administrarea topica de PS.

SN=nervul sciatic. DRG=ganglionul radacinii dorsale.
DESCRIERE DETALIATA A INVENTIEI
Definitii

Urmatoarele definitii de tipuri de dureri sunt in conformitate cu Asociatia Internationala pentru
Studiul Durerii (IASP). ,Durerea” este o experienta senzoriald si emotionald neplacuta asociata cu,
sau asemanatoare cu cea asociatd cu, actuala sau potentiala deteriorare a tesutului. ,Durerea
neuropatd” este cauzata de o leziune sau boala a sistemului nervos somatosenzorial. Durerea
neuropata este o descriere clinica (si nu un diagnostic) care necesita o leziune demonstrabila sau o
boala care satisface criteriile de diagnostic neurologic stabilite. Pacientji cu durere neuropata pot
experimenta una sau mai multe senzatji descrise ca caldura, arsuri, pulsatii, electrocutari, junghiuri,
ascutimi, crampe, dureri, furnicaturi, amorteala, sau intepaturi si impunsaturi. Termenul ,leziune a
sistemului nervos somatosenzorial’ este utilizat in mod obisnuit cand investigatiile de diagnoza (de
exemplu, imagistica, neurofiziologie, biopsii, teste de laborator) dezvaluie o anormalitate sau cand a
existat o trauma evidenta. Termenul ,boala a sistemului nervos somatosenzorial” este utilizat in mod
obisnuit cand cauza de baza a leziunii este cunoscuta (de exemplu, accident vascular cerebral,
vasculita, diabet zaharat, anomalie genetica). ,Durerea neuropata periferica” este durerea cauzata
de o leziune sau boala a sistemului nervos somatosenzorial periferic. ,Durerea neuropata centrald”
este durerea cauzatd de o leziune sau boala a sistemului nervos somatosenzorial central.
,oensibilitatea centrala” se refera la responsivitatea crescuta a neuronilor nociceptivi din sistemul
nervos central la intrarea lor aferentd normala sau de subprag. ,Sensibilitatea periferica” se refera
la responsivitatea crescuta si reducerea pragului neuronilor nociceptivi in periferie la stimularea
domeniilor lor receptive. ,Alodinia” este durerea datoratd unor stimuli care in mod normal nu
provoaca durere. ,Hiperalgezia” este durerea crescuta de la un stimul care ih mod normal provoaca
durere.

n general, termenul ,boala” se refera la o stare de a fi, sau la starea de sanatate a unui
pacient sau subiect capabil de a fi tratat utilizand inventia.

Termenul ,cantitate eficientd terapeutic” se refera la acea cantitate dintr-un compus sau
combinatie de compusi cum s-a descris aici, care este suficienta pentru a efectua aplicatia
intentionata incluzand, dar fara a se limita la, tratarea si/sau prevenirea bolii.

~EXcipient acceptabil farmaceutic” este intentionat sa includa oricare si tofi solventii, mediile
de dispersie, acoperirile, agentii antibacterieni si antifungici, agentii izotonici si pentru intarzierea
absorbtiei, si ingredientele inerte incluse in compozitile farmaceutice. Utilizarea de astfel de
excipien{i acceptabili farmaceutic pentru formularea ingredientelor active farmaceutic este bine
cunoscuta in domeniu. Cu exceptia masurii in care orice excipient conventional acceptabil
farmaceutic este incompatibil cu PS, este avuta in vedere utilizarea sa in compozitiile terapeutice
inventiei.

Utilizarea termenului ,aproximativ’ cand se face referire la un numar este optionala, si
inseamna ca numarul referit este o aproximatie in cadrul variabilitatii experimentale tipice (sau in
cadrul erorii experimentale statistice), si astfel numarul poate varia corespunzator.

Termenul ,,cuprinzand” cuprinde ,incluzand” precum si ,constand”, de exemplu, o compozitie
»cuprinzand” X poate consta exclusiv din X sau poate include ceva suplimentar (de exemplu, X +Y).
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Durerea asociata cu neuropatia periferica diabetica

Patologia care apare la pacientii diabetici, in particular hiperglicemia, poate cauza
deteriorarea neuronilor conducand la neuropatie periferica si durere neuropata asociata. Durerea
neuropata la acesti pacienti se dezvolta in timp si este adesea mai agravata la pacientii cu boala de
lungd durat3, si poate include durere intep&toare, durere arzatoare, si/sau durere intensa. In unele
realizari, inventia furnizeaza PS pentru utilizare in prevenirea durerii neuropate asociate cu DPN la
un subiect. in alte realizari, inventia furnizeaz& PS pentru utilizare in tratarea durerii neuropate
asociate cu DPN la un subiect. Deoarece DPN se dezvolta la pacientii cu diabet in timp, un subiect
poate experimenta agravarea durerii neuropate in timp si astfel subiectul ar beneficia de un analgezic
care poate atat sa trateze durerea neuropata in curs, cat si sa previna generarea unei dureri
neuropate ulterioare. Prin urmare, in unele realizari, PS poate fi utilizat in tratamentul si prevenirea
durerii neuropate asociate cu DPN. In conformitate cu cele de mai sus, inventia furnizeaza PS pentru
utilizare Tn tratamentul si/sau prevenirea durerii neuropate asociate cu DPN.

Pe baza observatjilor de aici, PS are un efect analgezic direct asupra durerii neuropate
asociate cu DPN. Durerea neuropata asociatda cu DPN poate fi o durere intepatoare, o durere
arzatoare, si/sau o durere intensa. Un subiect cu DPN poate experimenta durere neuropata prezenta
constant si simetric in membrele inferioare si superioare. Tn tratarea durerii neuropate asociate cu
DPN, PS poate reduce sau elimina durerea neuropata. In tratarea durerii neuropate asociate cu
DPN, PS poate reduce de asemenea sau elimina unul sau mai multe din simptomele senzoriale
asociate cu DPN. In prevenirea durerii neuropate asociate cu DPN, PS poate scade incidenta durerii
neuropate. In prevenirea durerii neuropate asociate cu DPN, PS poate de asemenea scade incidenta
unuia sau mai multora dintre simptomele senzoriale asociate cu DPN.

Simptomele senzoriale ale DPN includ parestezie (de exemplu, amorteala, furnicaturi,
intepaturi, sau formicari), senzatjii de arsura, sau senzatii de electrocutare (adica, asemanatoare
socurilor electrice). DPN afecteaza uzual extremitatile cum ar fi labele picioarelor, mainile, picioarele,
si bratele, unde fibrele nervoase sunt cele mai lungi si mai numeroase, si pacientii au adesea o
distributie 'ciorapi si manusi'. Chiar daca simptomele senzoriale experimentate de catre un subiect
cu DPN nu sunt considerate dureroase (sau nu ating un prag necesar pentru a fi considerat durere
per se), PS poate fi utilizat pentru a reduce, elimina, sau scadea incidenta oricarora unul sau mai
multe dintre simptomele senzoriale experimentate de catre un subiect cu DPN, incluzandu-le pe cele
listate mai sus. PS poate fi utilizat pentru a reduce, elimina, sau scade incidenta distributiei ciorapi
si manusi la un subiect cu DPN.

Cum s-a notat mai sus, durerea neuropata asociatd cu DPN poate fi o consecinia a
sensibilitatii centrale, conducand la alodinie gi/sau hiperalgezie. PS poate reduce, elimina, sau scade
incidenta semnalizarii neuronale implicata in senzatia de durere la un subiect cu DPN. PS poate
reduce, elimina, sau scade incidenta durerii generate prin sensibilitatea periferica sau prin
sensibilitatea centrala. Corespunzator, PS poate reduce, elimina, sau scade incidenta semnalizarii
durerii care apare centralizat. PS poate reduce, elimina, sau scade incidenta semnalizarii durerii care
apare in nervul sciatic. PS poate reduce, elimina, sau scade incidenta semnalizarii durerii care apare
in ganglionul radacinii dorsale. Avand in vedere ca se arata ca PS urca neuronii periferici catre
maduva spinarii, PS poate reduce, elimina, sau scade incidenta semnalizarii durerii care apare in
maduva spinarii. Durerea neuropata la un subiect cu DPN poate fi alodinie (de exemplu, alodinie
mecanica sau termica). Suplimentar sau alternativ, durerea neuropata la un subiect cu DPN poate fi
hiperalgezie.

Durerea neuropata la un pacient cu DPN poate fi masurata pe o scala analoga vizuala a
durerii sau utilizadnd orice altd metoda adecvata in domeniu.

Compozitii farmaceutice

PS pentru utilizare in inventie poate fi formulat intr-o compozitie farmaceutica adecvata
pentru administrare la subiectii cu DPN. Compozitiile farmaceutice sunt de obicei formulate pentru a
furniza o cantitate eficienta terapeutic de PS si pot cuprinde suplimentar un excipient acceptabil
farmaceutic.
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Durerea neuropata asociata cu DPN poate avea loc in diferite locuri pe corp. Totusi, cum s-
a evidentiat mai sus, DPN tinde sa afecteze nervii periferici din membrele superioare si inferioare, si
astfel extremitatile, explicand distributia 'ciorapi si manusi' experimentata de catre acesti pacienti.
Prin urmare, o compozitie farmaceutica in special utila care cuprinde PS este una care poate fi
aplicata direct la locatiile periferice care experimenteaza durerea neuropata, de exemplu membrele
superioare si inferioare ale subiectului. In plus, compozitia farmaceuticd cuprinzand PS poate fi
aplicata acelor locatii care experimenteaza unul sau mai multe simptome senzoriale ale DPN.
Corespunzator, compoziia farmaceutica cuprinzand PS poate fi formulatd pentru administrare
topica. In particular, compozitia farmaceutica cuprinzand PS poate fi formulatd pentru administrare
dermald, in particular pe pielea membrelor superioare si/sau inferioare ale subiectului.

In unele realizari, compozitia farmaceutica cuprinzand PS poate fi formulata ca semisolid sau
lichid. Prin urmare, compozitia farmaceutica cuprinzand PS poate fi formulata ca crema, gel (de
exemplu, un hidrogel), lotiune, unguent, spuma, si/sau pulverizator. Aceste compozitii difera in
concentratiile lor relative de uleiuri si apa, care determina ca compozitiile sa aiba densitati diferite.
Alterarea densitatii formularii este o modalitate in care expunerea zonei afectate la compozitia
farmaceutica poate fi controlata. De exemplu, o formulare mai putin densa, care necesita masare
pana cand ea a fost absorbita, poate conduce la un timp de expunere mai scurt. Alternativ, o
formulare mai densa, care nu este absorbita cu usurinta, poate permite expunerea prelungita a zonei
la compozitia farmaceutica. O persoana calificatd este constientd de formularea compozitiilor
farmaceutice topice, astfel incat sa modifice expunerea relativa a zonei la ingredientul farmaceutic
activ.

Tn alte realizari, compozitia farmaceutica cuprinzand PS poate fi formulatd ca plasture care
poate fi aplicat pe piele. Plasturele poate fi fabricat intr-un astfel de mod incat sa asigure eliberare
controlata a PS in zona afectata.

Formularile adecvate pentru administrare topica si excipientii acceptabili farmaceutic
adecvati sunt bine cunoscute Th domeniu. Exemple de formulari pentru administrarea topica sunt
furnizate in WO 2019/067919.

Tn unele realizari, formularea de PS adecvaté pentru administrare topicé poate cuprinde PS
la o concentratie de la aproximativ 0,5% g/g péana la aproximativ 15% g/g din compozitia
farmaceutica. Corespunzator, PS poate fi la o concentratie de 15%, 14,5%, 14%, 13,5%, 13%,
12,5%, 12%, 11,5%, 11%, 10,5%, 10%, 9,5%, 9%, 8,5%, 8%, 7,5%, 7%, 6,5%, 6%, 5,5%, 5%, 4,5%,
4%, 3,5%, 3%, 2,5%, 2%, 1,5%, 1%, sau 0,5% g/g din compozitia farmaceutica. Ca un exemplu
ilustrativ, cand este formulata ca crema topica, PS poate fi la o concentratie mai mica sau egala cu
8% g/g din compozitia farmaceutica, de exemplu de aproximativ 5% g/g din compozitia farmaceutica,
in particular de aproximativ 3% g/g din compozitia farmaceutica. Ca exemplu ilustrativ suplimentar,
cand este formulata ca gel, PS poate fi la 0 concentratie mai mica sau egala cu 8% g/g din compozitia
farmaceutica, de exemplu mai mica sau egala cu 5% g/g din compozitia farmaceutica, in particular
mai mica sau egala cu 3% g/g din compozitia farmaceutica, de exemplu de aproximativ 2% sau de
aproximativ 1% g/g din compozitia farmaceutici. in anumite formulari, de exemplu cand sunt
formulate ca hidrogel sau ca un unguent, PS poate fi la o concentratie de 5% g/g din compozitia
farmaceutica.

O singura aplicare pe ambele maini (adicd, manusile) poate necesita mai putin de
aproximativ 5 ml de compoziie farmaceutica, de exemplu aproximativ 3 ml de compozitie
farmaceutica (adica, aproximativ 1,5 ml de compozitie farmaceutica pe mana). O singur aplicare pe
labele ambelor picioare (adica, ciorapii) poate necesita mai putin de aproximativ 6 ml de compozitie
farmaceutica, de exemplu aproximativ 4 ml de compozitie farmaceutica (adica, aproximativ 2 ml de
compozitie farmaceutica pe laba unui picior).

Compozitia farmaceutica cuprinzdnd PS poate fi formulata alternativ pentru orice alta forma
de administrare adecvata pentru tratarea si/sau prevenirea durerii neuropate asociate cu DPN. De
exemplu, compozitia poate fi formulata pentru administrare transdermala sau injectie, de exemplu
injectie subcutanata.

Regimuri de dozare
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Regimurile de dozare adecvate pentru PS pentru tratarea si/sau prevenirea DPN vor depinde
de astfel de variabile ca tipul si masura progresului durerii (de exemplu, dupa cum s-a determinat
prin ghidul ,Scara durerii” de la Organizatia Mondiala a Sanatatii), severitatea durerii (de exemplu,
acuta, subacuta, sau cronica), varsta, greutate, si afectiunea generala a pacientului particular,
formularea unui excipient, calea de administrare, si rationamentul medicului curant.

Pentru administrare topica, PS poate fi administrat pentru a acoperi una sau mai multe arii
afectate, de exemplu membrele superioare si inferioare ale subiectului. Tn unele realizéri, aproximativ
0,01 péna la aproximativ 5 g de PS pot fi administrati la zona afectata. Fata de dimensiunea zonei
afectate, PS poate fi administrat la aproximativ 0,005-0,25 g/10cm? ai zonei afectate. Prin urmare,
PS poate fi administrat la aproximativ 0,005 g/10cm?, 0,01 g/10cm?, 0,05 g/10cm?, 0,1 g/10 cm?,
0,15 g/10cm?, 0,2 g/10cm? sau 0,25 g/10cm? ai zonei afectate.

PS pentru utilizare Tn administrare topica poate fi aplicat in unele cazuri si apoi indepartat din
zona afectatd (de exemplu, prin spalare) inainte de reaplicare. In unele cazuri PS este spalat dupa
0 anumitd perioada de timp. Alternativ, deoarece efectul analgezic se poate reduce in timp si
reaplicarea poate fi necesara, in unele cazuri PS nu este spalat si in schimb, PS este simplu reaplicat
pe zona afectata dupa trecerea perioadei de dozare adecvate. De exemplu, PS poate fi aplicat la
zona afectata si lasat pe zona afectata (inainte de indepartare sau reaplicare) intre aproximativ 0,5
ore si aproximativ 5 ore. Corespunzator, PS poate fi aplicat topic si lasat pe zona afectata (inainte
de indepartare sau reaplicare) timp de aproximativ 0,5 ore, timp de aproximativ 1 ora, timp de
aproximativ 2 ore, timp de aproximativ 3 ore, timp de aproximativ 4 ore, sau timp de aproximativ 5
ore.

Deoarece durerea neuropatd asociatd cu DPN este cronica, este necesara repetarea
administrarii topice a PS. Corespunzator, PS poate fi aplicat topic 1 pana la de 4 ori pe zi. Prin
urmare, PS poate fi aplicat o data pe zi, de doua ori pe zi, de trei ori pe zi, sau de patru ori pe zi. Cu
anumite formulari de PS, de exemplu un hidrogel sau un unguent cu o concentratie a PS de
aproximativ 5% g/g din compozitia farmaceutica, formularea poate fi aplicata topic de trei ori pe zi.
In cazurile mai severe, o aplicare suplimentard a PS poate fi aplicata la aproximativ 0,5 ore dupa
fiecare aplicare.

PS poate avea un efect analgezic de lunga durata si astfel poate fi administrat mai putin
frecvent. De exemplu, PS poate fi administrat topic mai putin de o data pe zi, de exemplu o data in
fiecare alta zi. Intr-adevar, pentru acei pacienti care experimenteaza analgezie pe termen lung, cu o
singura administrare, PS poate fi administrat topic mai putin de o data pe saptamana, de exemplu o
data la doua saptamani.

Pentru administrarea topica a unora din compozitiile farmaceutice, este util sa se acopere
zona afectata, de exemplu cu o acoperire (de exemplu, o folie de plastic sau film), dupa ce
compozitia farmaceutica a fost aplicata, de exemplu pentru a asigura ca, cantitatea adecvata de
compozitie poate fi aplicata pe o perioada de timp adecvata. Prin urmare, dupa aplicarea topica a
PS, zona afectata poate fi acoperita.

In unele realizari, PS poate fi administrat topic sub forma unui plasture, de exemplu un
plasture medicament. Utilizarea unui plasture poate permite ca intervalul de dozare si/sau frecventa
de dozare sa fie reduse, de exemplu din cauza plasturelui care asigura eliberarea controlata a PS.
Corespunzator, plasturele poate fi aplicat pe zona afectata o data pe zi, mai putin de doua ori pe zi,
mai putin de trei ori pe zi, sau mai putin de patru ori pe zi.

Administrarea PS poate continua atata timp cat este necesar. De exemplu, PS poate fi
administrat timp de mai multde 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 14, 28, 56, sau 84 zile. Cum s-a notat mai sus, PS
poate fi administrat cronic pe o baza in desfasurare pentru tratamentul efectelor cronice, de exemplu
timp de cel putin 3 luni. Corespunzator, in unele cazuri, dozarea continua este obtinuta si mentinuta
atata timp cat este necesar. PS poate fi administrat intermitent in conformitate cu recurenta durerii
neuropate si/sau simptomele senzoriale asociate.

PS poate fi utilizat pentru tratamentul si/sau prevenirea DPN la mamifere. De exemplu
subiectul poate fi un om.
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Cum s-a notat mai sus, PS poate fi formulat intr-o compozitie farmaceutica adecvata pentru
administrare la subiectii cu DPN. Corespunzator, PS poate fi administrat in conformitate cu
regimurile de dozare de mai sus intr-o compozitie farmaceutica adecvata.

O persoana avand calificare obignuita in domeniu, intelege ca, in anumite realizari, dozajele
unor astfel de compusi pot fi ajustate depinzand de mamiferul care urmeaza sa fie tratat. De
exemplu, tratamentul sobolanilor este descris aici si astfel de dozaje pot sau nu pot fi revizuite dupa
administrarea PS la un om. Totusi, o persoana avand calificare obisnuita in domeniu poate, daca
este necesar, sa converteasca dozajele de aici cum s-a stabilit in Ghidul pentru Industrie: Estimarea
Dozei Maxime Initiale Sigure in Studiile Clinice Initiale pentru Terapeutici la Voluntarii Sanatosi
Adulti, Departmentul de Sanatate si Servicii Umane al S.U.A., Administrarea Alimentelor i
Medicamentelor, Centrul pentru Evaluarea si Cercetarea Medicamentelor (CDER), iulie 2005. O
doza echivalenta umana (HED) poate fi determinata dintr-o doza animala, doza animala putand fi
multiplicata cu urmatorii farctori de conversie, pentru a furniza unitati in mg/kg: soarece = 0,08,
hamster = 0,13, sobolan = 0,16, dihor = 0,19, cobai = 0,22, iepure = 0,32, cadine = 0,54, maimuta =
0,32, marmoset = 0,16, maimuta veverita = 0,19, babuin = 0,54, micro-porc = 0,73, $i mini-porc =
0,95.

Forme acceptabile farmaceutic de PS

Compozitia farmaceutica cuprinzand PS poate contine o forma acceptabila farmaceutic de
PS. Forma acceptabila farmaceutic poate fi un solvat.

Solvati

Asa cum s-a utilizat in acest document, termenul ,solvat” se refera la un compus care include
in plus o cantitate stoichiometricd sau nestoichiometricd de solvent legatd de catre forte
intermoleculare necovalente. Unde solventul este apa, solvatul este un hidrat. Forma acceptabila
farmaceutic a PS poate include un solvat al PS, de exemplu un solvat al PS-I si/sau PS-II. In unele
realizari, solvatul include cel putin 1 molecula de solvent. In unele realizari, solvatul include mai putin
de 1 molecula de solvent. In unele realizari, solvatul este un hidrat.

Izotopi

Forma acceptabila farmaceutic a PS poate include un derivat marcat izotopic al PS-1. Forma
acceptabila farmaceutic a PS poate include un derivat marcat izotopic al PS-Il. Un derivat marcat
izotopic este un compus care este identic cu PS, cu exceptia faptului ca, unul sau mai multi atomi
sunt inlocuiti cu un atom avand o masa atomica sau numar de masa diferite de masa atomica sau
numarul de masa gasite uzual in natura. in unele realizari, derivatul marcat izotopic al PS include
unul sau mai mulii izotopi de hidrogen, carbon, oxigen, fosfor, si fluor. in unele realizari, derivatul
marcat izotopic al PS include unul sau mai multi izotopi ai ?H, °H, 3C, 1*C, 180, 'O, 3P, 2P, **S, si
respectiv 18F. In unele realizari, derivatul marcat izotopic al PS include unul sau mai multi izotopi ai
?H (de exemplu, deuteriu). In unele realizari, derivatul marcat izotopic al PS include unul sau mai
multi izotopi de 3H (de exemplu, tritiu). In unele realizari, derivatul marcat izotopic al PS include unul
sau mai multj izotopi de “C.

Activitatea PS demonstrata aici ar fi partajata de formele acceptabile farmaceutic ale
acestuia. Prin urmare, prezenta inventie furnizeaza forme acceptabile farmaceutic de PS pentru
utilizare in inventie.

EXEMPLE

Realizarile cuprinse aici sunt acum descrise cu referire la urmatoarele exemple. Exemplele
care nu divulga compusii revendicati in prezent, sunt exemple de referinta.

Exemplul 1: Efectul PS pe un model de sobolan al DPN

DPN a fost indusa prin cresterea indusa chimic in glucoza din sénge la sobolani, utilizand
streptozotocina (STZ). Acesta este un model bine stabilit pentru DPN (vezi Morrow, Current
Protocols in Neuroscience (2004); 29(1): 1-11), in care STZ, un extract de antibiotic din
Streptomyces acromogenes, deterioreaza selectiv celulele f ale pancreasului. Dupa cum s-a
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demonstrat, PS este eficient in tratamentul DPN in care tratamentul incepe dupa ce neuropatia este
stabilita.

Metode

Sobolanii Sprague-Dawley au fost infometati timp de 4-6 ore inainte de a fi injectati
intraperitoneal cu 45 mg/kg STZ. Acest lucru a fost efectuat pentru toate grupurile experimentale, cu
exceptia grupului naiv. Pentru a preveni moartea hipoglicemica, sobolanii au primit 10% apa cu
zaharoza ca singura sursa de apa pentru primele 48 de ore dupa injectie. Pentru a asigura ca numai
acei sobolani considerati diabetici (adic4, avand niveluri de glucoza plasmatica in stare de
neinfometare de >250 mg/dL) au fost inclusi in studiu, glucoza din sénge a fost masurata la 72 de
ore dupa injectarea cu STZ.

La patru saptamani dupa injectarea cu STZ, gobolanii au fost randomizati in grupurile de
tratament, asa cum se arata in Figura 3. Aceasta intarziere intre injectarea cu STZ si tratament
permite stabilirea durerii cronice (alodinie) asociate cu sensibilizarea periferica si centrala. PS (ca
un hidrogel 8%) sau controlul cu vehicul au fost administrate topic ambelor labe din spate ale
sobolanilor de 3 ori pe zi timp de 3 saptamani incepand cu saptamana 4 dupa injectarea cu STZ.
Hidrogelul de sulindac 0,7% a fost aplicat de 3 ori pe zi timp de 1 saptamana - aceasta este cea mai
mare concentratie sigura de sulindac pentru aceste animale. S-a aplicat crema de lidocaina 5% (un
control pozitiv) numai o data la ambele labe din spate ale sobolanilor cu 30 de minute Thainte de
masurarea PWT. Tn final, un control pozitiv suplimentar, pregabalina (la 10 mg/kg) sau vehiculul
acesteia a fost administrat oral numai o data, cu o ora fnainte de masurarea PWT.

Sobolanii au fost impartiti in 8 grupuri de studiu, cu cei din grupurile experimentale (1-4)
avand o greutate corporala medie de aproximativ 225 g, si cei din grupurile de control (5-8) avand o
greutate corporala medie de aproximativ 335 g, dupa cum urmeaza:

. Grup 1: sobolani naivi (n = 5)

. Grup 2: numai STZ (n = 6)

. Grup 3: STZ plus vehicul (n = 6)

. Grup 4: STZ plus PS (hidrogel 8%) (n =7)

. Grup 5: STZ plus vehicul oral (n = 8)

. Grup 6: STZ plus hidrogel de sulindac 0,7% (n=7)
. Grup 7: STZ plus crema de lidocaina 5% (n = 8)
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. Grup 8: STZ plus pregabalina (10mg/kg) (n = 7)

Pentru a determina rezultatul tratamentului, alodinia mecanica a fost masurata utilizand bine
stabilita metoda a filementelor von Frey. In particular, a fost utilizatd o metoda sus-jos simplificata
pentru estimarea pragului de retragere al labei (PWT) utilizand filamentele von Frey (cum s-a descris
in Bonin si colab., Molecular Pain (2014); 10(26):1-10)). Rezultatele testului PWT sunt exprimate ca
forta aplicata (gm). Testul PWT a fost efectuat in saptamanile 4, 5, si 7, depinzand de protocolul de
administrare, cu prima masurare fiind linia de baza (adicd, demonstrand eficacitatea STZ in
stabilizarea DPN). Masuratorile din saptamanile 5 si 7 au fost efectuate la 30 de minute dupa ultimul
tratament cu sulindac sau respectiv cu PS. Pentru completitudine, diferenta intre greutatile corporale
medii ale sobolanilor in grupurile experimentale si de control nu impacteaza abilitatea de a compara
rezultatele din aceste grupuri (adicd, sobolanii au fost obtinuti simplu din diferite loturi si raspund in
acelasi mod la procedura experimentalad).

Figura 1 furnizeaza o schita a studiului.
Rezultate

Cum s-a afigat in Figura 2, administrarea de STZ a condus la o scadere semnificativa in PWT
(p<0,02 vs sobolani naivi) la 4 saptamani dupa administrare. Prin urmare, modelul a stabilit durerea
asociata cu DPN, dupa cum era de asteptat. Administrarea suplimentara a vehiculului nu a avut efect
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semnificativ asupra PWT in comparatie cu, numai cu STZ, cu reducerea in PWT fata de sobolanii
naivi similarad cu STZ singur. Totusi, administrarea de PS a obtinut o crestere semnificativa in PWT
in comparatie cu vehiculul si STZ (p<0,04 si respectiv p<0,01), aducand PWT inapoi pana la pragul
observat la sobolanii naivi (p<0,01). Valorile, corespunzatoare Figurii 2, sunt furnizate in Tabelul 1.

Tabelul 1 - PWT in primele 4 grupuri de studiu

Grupuri PWT, gm Medie + SEM Valori p

Naivi 22,4 +224

Numai STZ 15,7 £ 0,84 *p<0,02 vs naivi

STZ + vehicul 15,8 £+ 2,33 NS vs numai STZ
*p<0,01 vs naivi

STZ+PS 22,5+2,20 NS vs naivi

*p<0,04 vs vehicul
*p<0,01 vs numai STZ

Mai mult, cum s-a afisat in Figura 3, administrarea fie de vehicul sau fie de sulindac nu a
reusit s suprime reducerea PWT cauzatd de STZ (sulindacul nu a fost diferit semnificativ de
vehicul). Totugi, ambele, lidocaina si pregabalina au obtinut o crestere semnificativa in PWT in
comparatie cu vehiculul (p<0,03 si respectiv p<0,009). Valorile, corespunzatoare Figurii 3, sunt
furnizate in Tabelul 2.

Tabelul 2 - PWT in secundele 4 grupuri de studiu

Grupuri PWT, gm Medie + SEM Valori p

STZ + vehicul oral 20,8+ 1,5

STZ + sulindac 23,2+ 2,6 NS vs vehicul

STZ + lidocaina 26,0+ 1,8 *p<0,03 vs vehicul

STZ + pregabalina 27,3+ 1,7 **p<0,009 vs vehicul
Concluzii

Administrarea topica a PS este eficace in normalizarea durerii neuropate indusa de diabet in
unul dintre cele mai fiabile modele pe animale ale bolii. Intr-adevar, PS a crescut semnificativ PWT
la sobolanii care afiseaza durere neuropata cauzata de STZ. Prin urmare, PS trateaza durerea
neuropata asociata cu DPN.

n timp ce PS a fost eficient, impresionant, 'parintele’ sau nefosforilat, sulindac (un NSAID
tipic) nu a reusit sa obtina o salvare in PWT pe modelul pe sobolan si astfel nu a reusit sa trateze
durerea asociata cu DPN. Aceasta a fost situatia chiar daca sulindacul a fost administrat la o doza
maxima netoxica si In aceeasi maniera si formulare ca PS. Controalele pozitive, lidocaina si
pregabalina, cunoscute ca avand situsuri centrale de actiune in analgezie, au demonstrat o reducere
semnificativa in durerea asociatda cu DPN, dupa cum s-a asteptat. Prin urmare, eficacitatea
observata pentru PS administrat local este mai similara cu controalele pozitive care actioneaza
centralizat decat cu compusul sau parinte strans inrudit.

Corespunzator, PS este distinct mecanicistic de parintele sau NSAID si poate actiona intr-o
maniera mai similara cu cea a agentilor care actioneaza centralizat. Aceste observatji servesc pentru
a demonstra potentialul PS in durerea neuropata stabilita asociata cu DPN.

Exemplul 2: Efectul PS in prevenirea durerii neuropate intr-un model pe sobolan de DPN
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DPN a fost indusa prin cresterea indusa chimic in glucoza din sénge la sobolani, utilizand
streptozotocina (STZ). Pentru a stabili un model de preventie, STZ a fost administrat (in ziua 0) dupa
inceperea tratamentului cu PS (sulindac sau vehicul) in ziua -2. Dupa cum s-a demonstrat, spre
deosebire de sulindac, PS este eficient in prevenirea durerii neuropate asociate cu DPN.

Metode

Modelul pe animale corespunde cu cel utilizat pentru Exemplul 1, dar utilizAnd un protocol de
preventie. Ca in Exemplul 1, masurarea rezultatului, care determina efectul tratamentului asupra
prevenirii alodiniei mecanice, a fost testul PWT, care utilizeaza filementele von Frey. Masuratorile
au fost luate in ziua -3, inaintea tratamentului sau inducerii durerii neuropate asociate cu DPN, si din
nou la sfarsitul perioadei de studiu (ziua 28).

Sobolanii au fost randomizati in grupurile de tratament dupa cum urmeaza, toti avand o
greutate corporala medie de aproximativ 225 g.

1. Grup 1: sobolani naivi (n=6)

2. Grup 2: numai STZ (n=8)

3. Grup 3: STZ plus vehicul (n=8)

4. Grup 4: STZ plus 8% PS (n=8)

5. Grup 5: STZ plus 0,7% sulindac (n=8)

6. Grup 6: STZ plus 5% crema de lidocaina (n=8)

Fiecare grup de tratament a fost supus la o evaluare PWT in ziua -3 pentru a determina linia
de baza a alodiniei mecanice. Ulterior, depinzand de grupul de tratament, sobolanii au ihceput un
regim de tratament cu PS (hidrogel 8%), sulindac (hidrogel 0,7%) sau vehicul, aplicat topic la ambele
labe din spate ale sobolanilor de trei ori pe zi din ziua -2 si a continuat pana in ziua 28. Pentru acei
sobolani din grupul de tratament cu lidocaina, crema de lidocaina a fost aplicata numai o data pe
ambele labe din spate ale sobolanilor cu 30 min fnainte de masurarea PWT finala in ziua 28. in ziua
0, durerea neuropata asociata cu DPN a fost indusa cu administrarea de STZ, si glucoza in sédnge
a fost verificata in ziua 3. La patru saptamani dupa administrarea de STZ, pentru a furniza suficient
timp pentru a permite dezvoltarea durerii neuropate asociate cu DPN (manifestata ca alodienie
mecanica) (vezi grupul numai cu STZ din Figura 5), sobolanii au fost supusi la testul pragului de
retragere al labei.

Figura 4 furnizeaza o schema a studiului.
Rezultate

Cum s-a afigat in Figura 5, administrarea de STZ a condus la o scadere semnificativa in PWT
(p<0,0001 vs sobolani naivi) la 4 saptamani dupa administrare. Prin urmare, modelul a stabilit
durerea neuropata asociata cu DPN, cum s-a obtinut de asemenea in Exemplul 1. Administrarea
suplimentara de vehicul nu a avut un efect semnificativ asupra PWT in comparatie cu numai cu STZ.
Totusi, administrarea de PS a obtinut o crestere semnificativa in PWT in comparatie cu vehiculul
(p<0,004), aducand PWT inapoi pana la pragul observat la sobolanii naivi. Efectul PS asupra PWT
a corespuns cu cel obtinut utilizdnd lidocaina, care a crescut semnificativ PWT in comparatie cu
vehiculul (p<0,001). Totusi, administrarea sulindacului nu a prezentat nici un efect semnificativ
asupra PWT in comparatie cu vehiculul. intr-adevar, PS a prezentat un efect semnificativ asupra
PWT in comparatie cu efectul obtinut cu sulindac.

Valorile, corespunzatoare cu Figura 5, sunt furnizate in Tabelul 3.
Tabelul 3 - PWT in experimentul de preventie al durerii neuropate
Grupuri von Frey, gm mediex SEM Valori p
Naivi 33,2+1,8
STZ 21,8+1,6 p<0,0001 vs naivi
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Grupuri von Frey, gm mediex SEM Valori p

STZ + vehicul 252+23 NS vs STZ

STZ + PS 33,1+1,6 p<0,004 vs vehicul:
p<0,02 vs sulindac

STZ + sulindac 27,7+1,4 NS vs vehicul

STZ + lidocaina 343+1,6 p<0,001 vs vehicul

p< 0,005 vs sulindac

Concluzii

Similar cu observatiile cu privire la experimentul de tratament din Exemplul 1, administrarea
topica de PS este eficienta in prevenirea durerii neuropate asociate cu DPN, asa cum se arata prin
cresterea semnificativa in PWT la acei gobolani carora li s-a administrat profilactic PS.

Spre deosebire de PS, sulindacul (dozat din nou la doza sa maxima netoxica si intr-un regim
si frecventa corespunzatoare celor utilizate pentru PS) nu a reusit sa previna durerea neuropata
asociata cu DPN. Controlul pozitiv, lidocaina, cunoscuta ca avand un situs de actiune centralizat in
analgezie, a prevenit eficient durerea neuropata asociata cu DPN, obtinadnd o normalizare similara
a PWT cu cea obtinuta cu PS. Prin urmare, eficacitatea profilactica observata pentru PS administrat
local este mai similard cu cea a controlului pozitiv care actioneaza centralizat decat cu cea a
compusului sau parinte strans inrudit, sulindac.

Corespunzator, sustinand observatiile din Exemplul 1, acest experiment confirma ca PS este
distinct mecanicistic de parintele sau NSAID chiar si in cadrul profilactic, demonstrand eficacitate
terapeutica similara cu a lidocainei care actioneaza centralizat. Aceste observatii servesc pentru a
confirma potentialul PS in prevenirea durerii neuropate asociate cu DPN.

Exemplul 3: Farmacocinetici si biodistributia PS

Data fiind abilitatea PS de a trata si preveni durere neuropata asociata cu DPN, in particular
cu eficacitate corespunzatoare cu cea a agentilor care actioneaza centralizat (de exemplu,
pregabalina si lidocaind), a fost investigat locul de actiune al PS. In ciuda faptului ca este administrat
topic, s-a descoperit ca PS traverseaza nervii de la periferie catre maduva spinarii.

Metode

Unguentul 8% PS a fost aplicat topic la fiecare laba din spate (50 ul per laba) cu masare
usoara. La 0,5, 1, 3, 5, 12, 18, si 24 ore, soarecii (n =4-5 soareci/moment de timp) au fost eutanasiati
cu inhalare de CO,. Sangele a fost extras imediat dupa moarte. Tesuturile, incluzand pielea labelor,
muschii labelor, muschii piciorului, nervul sciatic si DRG lombar bilateral au fost disecate repede,
congelate imediat in azot lichid si depozitate la -80°C pana cand au fost analizate.

Cum s-a descris anterior (Wen si colab., Int J Pharm (2019); 5§57:273-279), fiecare mostra
de plasma a fost amestecata cu un volum dublu de acetonitril si centrifugata la 13.200 rpm timp de
15 min. Mostrele de t{esut au fost cantarite, s-a adaugat ddH»O (100-300 pL, depinzand de greutatea
tesutului) si ele au fost omogenizate. Dupa adaugarea de acetonitrii (de doua ori volumul
omogenatului), amestecul a fost sonicat timp de 10 min, centrifugat la 13.200 rpm timp de 15 min, si
analizat prin HPLC, asa cum s-a raportat (Wen si colab., 2019). Limita de cuantificare este de 0,1
MM pentru PS si de 0,05 uM pentru sulindac, sulfona de sulindac, sulfura de sulindac si derivatii lor
glucuronidati.

Rezultate

PS poate fi metabolizat rapid in cativa metaboliti atat in vitro cat si in vivo care includ sulfura
de PS, sulfona de PS, sulindac, sulfura de sulindac si sulfona de sulindac (Figura 6). Glucuronidele
de sulindac si metabolitii acestora, care se formeaza in principal in ficat, au fost de asemenea
identificate. Deoarece metabolismul si PK/biodistributia PS variaza depinzand de calea sa de
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administrare, au fost studiate ambele la soarecii normali in care PS a fost administrat topic la labele
lor din spate, cu o atentie deosebita la nervul sciatic si ganglionul radacinii dorsale (DRG) care sunt
afectate in DPN.

Asa cum se arata in Figura 7 si Tabelul 4, PS a fost detectat in pielea labei, locul aplicarii
sale, muschii de sub piele, muschiul piciorului, nervul sciatic, si DRG. Dupa cum era de asteptat (Xie
si colab., Br J Pharmacol (2012a); 165:2152-2166), PS nu a fost detectat in ciculatia sistemica.

Concentratia de PS a scazut progresiv de la piele la DRG-urile sale cel mai distante,
evidentiata de respectivele valori atat ale Cnax (de la 194,7 + 5,3 yM péna la 0,3 + 0,1 uM) cat si ale
AUCoq.24n (de la 1,609,8 uM-h pana la 4,5 uM-h). Tnax @ PS a fost aceeasi in toate {esuturile (0,5 ore)
cu exceptia DRG-ului care a prezentat un Tmax prelungit (18 ore), reflectand probabil maniera in care
PS il atinge, cum s-a discutat mai jos. O alta caracteristica interesanta este diferenta in ti» a pielii si
muschilor, care este intr-un interval relativ ingust (11,4 - 20,6 ore), in contrast cu valoarea mult
prelungita de 57,4 ore in nervul sciatic si posibila valoare chiar mai prelungita in DRG, care ar putea
sa nu fie determinata cu o precizie rezonabila.

Aceste diferente au indicat o capacitate metabolica diferita cu privire la PS intre nerv si piele
si muschi.

Tabelul 4 — Parametrii PK ai PS in tesutul de soarece si sangele periferic al soarecilor normali

Tesut Cmax, MM medie +tSEM Tmax, h Tip, h AUCq.24n, MM-h
Pielea labei 194,7 + 5,3 0,5 16,1 1,609,8
Muschiul labei |[101,7 £ 4,6 0,5 11,4 4112

Muschiul 35,0+ 3,6 0,5 20,6 171,6
piciorului

SN 0,9+0,1 0,5 57,4 12,0

DRG 0,3+0,1 18 * 4,5

Sénge ok *k *k *k

*, nu poate fi determinata. **, nu poate fi calculat deoarece PS intact nu a fost detectabil. N=4-
5 soareci/moment de timp.

Numai trei metaboliti ai PS au fost detectati: sulindac, sulfona de sulindac, si sulfura de
sulindac, (Figura 8 si Tabelul 5). Nici un produs glucuronidat nu a fost detectat. Sulindacul a fost
metabolitul dominant cantitativ, cu nivelurile de sulfura de sulindac si sulfona de sulindac fiind <20%
din cele de sulindac. Nivelurile de sulindac au fost in jur de 25% din cele de PS in toate {esuturile cu
exceptia nervului sciatic (mai ridicat) si DRG (egal).

Tabelul 5 — Parametrii PK ai sulindacului in tesutul de soarece si séngele periferic al
soarecilor normali

Tesut Cmax, MM medie £SEM Tmax, h Tiz, b |AUCo.24n, MM-h
Pielea labei 474 + 3,8 0,5 47 .4 516.,6

Muschii labei 27,5+ 3,3 0,5 7,9 238,6

Muschii 8,4+2,1 0,5 8,2 71,8

piciorului

SN 1,4+0,3 0,5 12,3 22,3

DRG 0,3+0,1 12 * 1,6

Séange 3,1+ 0,5 1 6,2 21,2

* nu poate fi determinat. N =4-5 soareci/moment de timp.
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Prezenta de PS chiar in cantitati mici in nervul sciatic (Cmax=0,9 £ 0,1 uM; AUCo-24n=12,0
MM-h) si DRG (Cmax=0,3 £ 0,1 uM; AUCo.24n=4,5 UM-h) este de interes particular, deoarece ambele
sunt {inte ale durerii neuropate asociate cu DPN. Absenta PS in circulatie, Tmax foarte ridicat al DRG
in comparatie cu al tuturor celorlalte, si nivelurile mai scazute de PS ih DRG in comparatie cu nervul
sciatic sugereaza ca PS a atins DRG traversand de la piele prin nervul sciatic.

Concluzii

Aceste experimente demonstreaza ca PS administrat topic poate atinge situsurile cheie de
actiune cunoscute ca fiind implicate in generarea durerii neuropate asociate cu DPN (adicéa, nervul
sciatic si ganglionul radacinii dorsale). Mai mult, in lumina metabolismului sau rapid in fluxul sanguin,
rezultatele demonstreaza ca PS atinge aceste situsuri de actiune traversand de-a lungul neuronilor
periferici (de exemplu, nervul sciatic) catre sistemul nervos central, fiind gasit in concentratii
semnificative in DRG. Prin urmare, fara a dori o legatura cu teoria, aceste observatii confirma ca PS
isi desfasoara activitatea sa analgezicad direct pe neuroni gi probabil in situsurile de actiune
centralizate, similar cu activitatea analgezicelor care actioneaza centralizat cum ar fi lidocaina gi
pregabalina. Acest situs de actiune reflecta eficacitatea echivalenta a PS si pregabalinei si lidocainei
in tratamentul si prevenirea durerii neuropate asociate cu DPN observat mai sus.

Exemplul 4: Rezumatul observatiilor

Observatiile de aici demonstreaza o activitate analgezica fara precedent a PS in prevenirea
si tratarea durerii neuropate asociate cu DPN utilizdnd un model bine stabilit pe animale.
Corespunzator, experimentele de mai sus demonstreaza ca PS este capabil sa reduca semnalizarea
durerii neuropate cauzate de catre DPN. Dupa administrarea topica, s-a demonstrat ca PS urmeaza
o traiectorie crescatoare de-a lungul neuronilor periferici (de exemplu, nervul sciatic) catre maduva
spinarii si poate obtine un efect analgezic semnificativ asupra durerii neuropate asociate cu DPN.
Calea topica furnizeaza o eliminare sistemica scazuta, interactiuni medicamentoase reduse,
tolerabilitate crescuta a pacientului, si combinatie facila cu medicatiile orale.

Aceste observatii demonstreaza o activitate anterioara nerecunoscuta si utilitate terapeutica
a PS, un compus care se incadreaza in clasa mai larga a NSAID-urilor dar nu partajeaza toate
proprietatile acestei familii de compusi. De fapt, in contrast cu observatiile pentru NSAID-ul sulindac,
datele de aici demonstreaza ca activitatea PS este mai similara cu cea a agentilor analgezici care
tintesc activitatea neuronald direct, si cu potentialul de a actiona atat la situsurile periferice cat si
centrale. Intr-adevar, rezultatele de mai sus confirmé c& PS poate reduce durerea de la alodinie care
este cunoscuta ca include durerea generata prin sensibilitatea periferica si centrala. Modelul a fost
stabilit pentru patru saptaméni inainte de randomizarea tratamentului, stabilind astfel clar
sensibilitatea centralizata demonstrata de catre alodinie. Prin urmare, fara a dori o legatura cu teoria,
PS are un efect direct asupra semnalizarii durerii neuronale, similar cu mecanismul de actiune al
anestezicelor stabilite. De fapt, rezultatele arata abilitatea PS de a reduce semnalizarea durerii din
sensibilitatea periferica si centrala, implicand atat situsurile periferice cat si situsurile centrale de
actiune pentru activitatea analgezica a acestui compus. Desigur, aceasta activitate este distincta
fata de rolul stabilit al PS, si NSAID-urilor tipice, ca agenti antiinflamatori.

Observatiile anterioare referitoare la activitatea PS sunt limitate la activitatea sa
antiinflamatoare. De exemplu, WO 2019/067919 sugereaza un rol pentru PS in tratamentul DED,
utilizand un model DED acut, in care concanavalina A (ConA) este administrata la glandele lacrimale
ale iepurelui concomitent cu PS. in acest context, activitatea antiinflamatoare a PS conduce la un
raspuns antiinflamator limitat la ConA, prevenind astfel aparitia DED. Aceste observatii confirma
activitatea antiinflamatoare a PS si sugereaza utilitatea sa in prevenirea aparitiei si mentinerii
componentelor inflamatorii ale DED. Observatiile in acest model DED acut nu au reusit sa furnizeze
nici o dovada de abilitare a PS pentru a actiona direct asupra nervilor pentru a reduce semnalizarea
nervoasa cauzata de durerea neuropata. Orice reducere a durerii in acest model DED acut poate fi
presupusa ca fiind numai o consencintd a inhibarii de catre PS a raspunsului inflamator (adicé,
patologia responsabila pentru declansarea activarii senzorilor de durere). De fapt, rezultatele
modelului DED sugereaza ca PS imbunatateste sensibilitatea corneala, implicand o crestere in
nociceptie, efectul opus celui dorit pentru un analgezic. Desigur, indiferent de orice sugestii spre
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activitatea analgezica a PS, o astfel de activitate observata intr-un model DED acut, nu furnizeaza
nici o indicatje referitoare la o activitate corespunzatoare in durerea neuropata, si cu siguranta nici
in durerea neuropata asociata cu DPN.

Experimentele de aici au fost efectuate pe un model specific pe animale pentru durere
neuropata asociata cu DPN. Cum s-a evidentiat mai sus, utilizarea de modele adecvate pe animale
este critica pentru demonstrarea eficacitatii potentiale a unui compus intr-un anumit tip de durere
neuropata. Eficacitatea unui medicament impotriva durerii care apare de la neuropatiile periferice nu
poate fi extrapolata din eficacitatea sa impotriva altor forme de durere, sau chiar a altor forme de
durere neuropata. Intr-adevér, formele specifice de durere neuropata diferé in patogeneza lor si
astfel necesita agenti terapeutici cu activitati diferite pentru tratamentul si/sau prevenirea lor.
Terapiile trebuie sa fie desemnate in conformitate cu patofiziologia specifica durerii neuropate si
testate pe un model adecvat. De exemplu, DPN cauzeaza deteriorarea extensiva a nervilor prin
anormalitati metabolice ale diabetului incluzand ischemie microvasculara, activitatea crescuta a caii
poliol a metabolismului glucozic, activarea protein kinazei C, lipsa efectelor neurotrofice mediate de
insulina si caile alterate ale acizilor grasi, in timp ce alte neuropatii pot avea loc ca rezultat al
demielinarii sau deprecierii metabolismului de calciu, de exemplu din cauza administrarii de agenti
chimioterapeutici toxici. Prin urmare, efectele asupra ambelor fibre mari si mici difera intre DPN si
alte forme de neuropatie pe baza patofiziologiei lor specifice. Singura determinare fiabila a eficacitatii
unui compus in tratarea durerii neuropate cauzate de o astfel de patofiziologie este de a testa
compusul intr-un model adecvat de durere neuropata de DPN, asa cum s-a aratat mai sus. Fara
aceste observatii, orice indicatie a activitatii de usurare a durerii a PS in contextul durerii neuropate
asociate cu DPN lipseste.

Observatiile de aici demonstreaza ca PS are utilitate terapeutica dincolo de cea sugerata
pentru NSAID-urile tipice. intr-adevar, Moore si colab. (Cochrane Database of Systematic Reviews
(2015); 10: 1-25), au aratat ca NSAID-urile nu au nici o eficacitate terapeutica in durerea neuropata
periferica. Activitatea distincta a PS in comparatie cu NSAID-urile tipice este confirmata de
comparatia cu compusul sau parinte, sulindac, in experimentele de mai sus. Sulindac nu a reusit sa
reduca alodinia stabilita (adicad, cauzata de sensibilitatea periferica si neuronii centrali), ceea ce arata
ca, spre deosebire de PS, sulindac nu furnizeaza un efect analgezic direct asupra neuronilor
deteriorati in durerea neuropata cauzata de DPN. Motivul pentru absenta oricarui raspuns la sulindac
in acest model este probabil ca durerea este cauzata de deteriorarea nervului neuropatic odata ce
durerea de alodinie este stabilita, mai degraba decéat de inflamatie (adica, orice activitate
antiinflamatorie a sulindacului nu este suficientda pentru a preveni durerea neuropatad).
Corespunzator, activitatea analgezica a PS este unica si nepartajata cu NSAID-urile strans inrudite.
Pe baza observatiilor de aici pentru sulindac, orice presupusa activitate analgezica a NSAID-urilor
observata in stadiul anterior al tehnicii este o reflexie a activitatii lor antiinflamatorie (adica, oprirea
declansatorilor initiali care determina durerea) mai degraba decét o activitate analgezica actuala
directionata catre semnalizarea nervoasa (adica, care ar conduce la o reducere a durerii cauzate de
deteriorarea nervoasa si sensibilizare). Intr-adevar, daca NSAID-urile tipice, de exemplu sulindacul,
au fost capabile sa actioneze direct asupra neuronilor cu activitate analgezica, atunci ar fi fost de
asteptat ca sulindacul sa reduca alodinia observata in modelul de mai sus.

Prin urmare, prezentul inventator a demonstrat o noua activitate surprinzatoare pentru PS in
tratamentul si/sau prevenirea durerii neuropate asociate cu DPN. Cum s-a evidentiat mai sus,
aceasta activitate depaseste activitatea antiinflamatorie anterioara observata pentru PS si NSAID-
urile inrudite. De fapt, spre deosebire de NSAID-urile tipice, observatiile de aici demonstreaza ca PS
are o activitate directa asupra nervilor periferici si centrali, similara cu locul si mecanismul de actiune
al analgezicelor stabilite, cum ar fi lidocaina si pregabalina. Mai mult, usurinta cu care PS poate fi
administrat, de exemplu topic, si efectele sale adverse limitate (Mackenzie si colab. (2010)
Gastroenterology 139(4): 1320-32) il fac o terapie imbunatatita pentru durerea neuropata asociata
cu DPN chiar in comparatie cu acele analgezice care actioneaza centralizat.



