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Uso de metilfenidato en la prevenciéon y/o tratamiento del estrés, y/o de

cualquier patologia asociada al mismo.

DESCRIPCION

La presente invencidn se encuentra dentro del campo de la medicina y la farmacia, y
se refiere al uso del metilfenidato (MF), o cualquiera de sus sales, profarmacos,
derivados o analogos, asi como de cualquier composicion que los comprenda, para la
elaboracion de un medicamento o composicién farmacéutica dirigida a la prevencién

y/o tratamiento del estrés, asi como de cualquier patologia asociada al mismo.

ESTADO DE LA TECNICA

La respuesta a un estimulo estresante agudo es generalmente adaptativa, es decir
beneficiosa para el individuo y potencialmente critica para su supervivencia. La idea
popular de que el estrés es perjudicial deriva de la evidencia de que una respuesta
exagerada o duradera parece estar ligada a importantes alteraciones fisiolégicas y
psicolégicas, lo que ha generado un enorme interés por el estudio e investigacion del
estrés. Las situaciones estresantes pueden influir en la aparicion y desarrollo de
problemas cardiovasculares, trastornos del suefo, depresién, alteraciones de la
conducta alimentaria y predisposicién al consumo de drogas, a la esquizofrenia o a
desarrollar Alzheimer, entre otras patologias. Se estima que en el afo 2020, los
trastornos neuropsiquiatricos sustituiran en importancia a las enfermedades
infecciosas en los mapas de salud global y que las enfermedades psiquiatricas y
neuroldgicas podrian aumentar su participacién en la carga de morbilidad mundial
total casi en un 50%, o que representa un porcentaje de crecimiento superior al de las

enfermedades cardiovasculares.

No hay consenso en la literatura sobre la definicion mas adecuada del término estrés.
No obstante, una de las definiciones mas aceptadas de dicho término es la que indica
que el estrés es la situacion creada en el organismo por la exposicidn a agentes
(estimulos estresantes) que puedan alterar real (estimulos estresantes fisicos) o
simbodlicamente (estimulos estresantes psicolégicos) la integridad del organismo. En el
caso de los estimulos fisicos, dicha respuesta, desarrollada en el curso de la filogenia,
tiene como objetivo mantener el equilibrio homeostatico frente a una perturbacion que

es capaz de poner en peligro su integridad y no puede afrontarse con los mecanismos
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homeostaticos normales. La exposicidn a estimulos psicoldgicos desencadena una
respuesta fisioldgica al estrés similar a la de los estimulos fisicos porque dichas
situaciones pueden ir seguidas en algunas o0 muchas ocasiones por un dafo real (p.ej.
la vision de un depredador puede requerir actividad fisica intensa o representar un
riesgo real de ser herido; una situacién de confrontacién social en humanos puede
llevar a una pelea posterior con dafo fisico). El estrés constituye por tanto una

respuesta anticipatoria de un posible dano.

La exposicién a situaciones estresantes sistémicas o emocionales implica la
activacién, en todos los vertebrados, de dos grandes sistemas fisiologicos: (a) El
sistema nervioso vegetativo, especialmente la rama simpatica, con la consiguiente
liberacién de adrenalina y noradrenalina (sistema simpatico-médulo-adrenal, SMA) y
(b) el eje hipotalamico-hipofisario-adrenal (HPA), responsable en primer término de la
liberacién de la hormona adrenocorticotropa (ACTH) por la hipdfisis, y luego de
glucocorticoides por la adrenal. Estos dos sistemas contribuiran tanto a cambios
fisiologicos como conductuales/cognitivos considerados indispensables para el

afrontamiento de la situacion y la supervivencia del individuo.

Diversos estudios han puesto de manifiesto que el efecto de los psicoestimulantes,
especificamente anfetamina (AMPH) y cocaina, puede modificarse por el estrés
asociado a la exposicién a un ambiente nuevo en el cual son administrados. La
respuesta motora a la AMPH es mayor cuando ésta es administrada en un ambiente
distinto a la caja de estabulacidn, lo que sugiere una sinergia positiva entre
psicoestimulantes y estrés. Pero por otro lado, también se ha demostrado una
interaccién negativa entre AMPH y estimulos estresantes de naturaleza diferente
(IMO, natacion forzada e inyeccion de IL-18) cuando ambos se aplican
simultdneamente, tanto a nivel del eje HPA como a nivel del eje SMA. Asi, la
administracion aguda de AMPH, simultanea a la exposicion a situaciones de estrés,
fue capaz de reducir la respuesta de algunos de los marcadores biolégicos de estrés
mas tipicos, como las hormonas del eje HPA y la hiperglucemia (Gémez-Roman A. et
al. Psychoneuroendocrinology. 2016, 63: 94). Pero, la exposicion repetida a la AMPH
también induce sensibilizacion conductual (aumenta de la actividad motora) a corto y
largo plazo. Ademas, la administracién de una sola dosis de AMPH es capaz de
inducir sensibilizacion a largo plazo del eje HPA ante exposiciones posteriores a un
estimulo estresante sistémico como la IL-1B (Schmidt ED. ef al. Eur J Neurosci. 2001;
13: 1923).
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Aunque los datos anteriores sugieren un potencial uso terapéutico de la AMPH para
reducir el estrés, este compuesto presenta una serie de inconvenientes que impiden
SuU uso seguro en la reduccion de dicho estrés: (a) no existe un conocimiento preciso
de las interacciones de la AMPH con el estrés; (b) la AMPH tiene un gran potencial
adictivo; (c) la accidon farmacolégica de la AMPH es compleja. Por todo ello, existe en
el estado de la técnica la necesidad de disponer de compuestos alternativos a los
mencionados aqui, que sean utiles y seguros en la prevencion y/o tratamiento del

estrés y las posibles patologias asociadas al mismo.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los autores de la presente invencion han demostrado que el uso del MF, asi como
sus composiciones farmacéuticas, son utiles para el tratamiento del estrés, a dosis
incluso inferiores a las que son ya utilizadas en clinica para el tratamiento del trastorno
por déficit de atencidn e hiperactividad (TDAH), que son tipicamente de entre 0.5 a 2
mg/kg. La utilidad reconocida del MF en el tratamiento del TDAH esta relacionada con
sus efectos sobre atencidn e impulsividad y no guarda ninguna relaciéon con el estrés
(Swanson J et al Neuropsychopharmacology.2011, 36:207). El uso del MF, o
cualquiera de sus sales, profarmacos, derivados o analogos, asi como de cualquier
composicion que los comprenda, es capaz de reducir la respuesta fisioldégica del
individuo frente al estrés, tanto a nivel del sistema nervioso central, como a nivel del
sistema nervioso periférico, ademas de reducir también la respuesta conductual,
mostrando un mejor afrontamiento de la situacidn y una mayor capacidad de

aprendizaje en situaciones estresantes.

Para demostrar la utilidad del uso de las dosis farmacoldgicas del MF, o cualquiera de
sus sales, profarmacos, derivados o analogos, asi como de cualquier composicién que
lo comprenda en el tratamiento del estrés, los inventores han analizado la respuesta
fisiologica de los animales de experimentacién cuando son sometidos a dos estimulos
predominantemente estresantes psicolégicos o emocionales (nataciéon forzada y
choque eléctrico), escogiendo como variables de analisis, a nivel periférico, la
activacién del eje HPA (niveles plasmaticos de ACTH y corticosterona) junto a otros
marcadores de estrés (niveles plasmaticos de glucosa), y a nivel central, la expresion
del gen de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) en el nucleo paraventricular

(PVN), por su implicacién directa en la regulacién del eje HPA. Como se pone de
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manifiesto en la presente invencién, el efecto del MF sobre el eje HPA se ejerce
principalmente a niveles centrales, ya que el dicho compuesto es capaz de bloquear la
expresiéon del gen CRH inducida por el estrés en el PVN. Ademas de reducir la
respuesta fisioldgica al estrés, el MF mejora el afrontamiento en una tarea de
evitacidn-escape que implica exposicion a estrés (choques eléctricos), lo que sugiere

también un impacto positivo en el comportamiento en condiciones de estrés.

Los resultados mostrados en la presente invencién demuestran que existe una
importante reduccién de la respuesta fisiolégica al estrés a dosis de MF de uso
terapéutico, siendo dichas dosis de uso terapéutico las dosis de entre 0.5 a 2 mg/kg.
Por ofro lado, la exposicion a estimulos estresantes emocionales da lugar también a
cambios conductuales y cognitivos. En la presente invencién se demuestra como
algunas de esas respuestas podrian ser mas apropiadas cuando el estimulo
estresante se presenta conjuntamente con la administracion del farmaco, dando lugar
a un mejor afrontamiento de la situacién y una mayor capacidad de aprendizaje. Como
se observa en los ejemplos incluidos en el presente documento, las dosis ensayadas
de MF varian de entre 0,5 a 2 mg/kg. Estas dosis ensayadas en ratas se
corresponden con dosis en humanos seis veces inferiores por la distinta
farmacocinética que existe entre especies (Reagan-Shaw S. et al. FSEB J. 2007, 22:
659), es decir las dosis en humanos serian de menos de 0,1 mg/kg en el rango mas
bajo, muy inferiores a las dosis clinicamente relevantes de MF en el tratamiento del
TDAH (0,5 a 2 mg/kg). A las dosis testadas en la presente invencion, el MF no altera
ni los niveles plasmaticos de ACTH y corticosterona, ni los de glucosa, lo que sugiere
que a dichas dosis, la administracion de MF no estad actuando como un estresante
farmacoldgico, en contraste con otros psicoestimulantes como la anfetamina y la
cocaina (Armario A. Trends Pharmacol Sci. 2010; 31(7):318). En cambio, se ha
observado que las dos dosis de MF ensayadas en la presente invencion redujeron la
respuesta de ACTH a la natacién forzada, mientras que el efecto de la corticosterona
sblo se ha observado con la dosis mas alta en el periodo posterior a la natacion. Es
importante destacar que el MF también redujo la hiperglucemia inducida por el estrés,
un reflejo indirecto de la liberacién de adrenalina, lo que sugiere una activacion
reducida del eje SMA.

Los datos presentados aqui sugieren fuertemente que el tratamiento con MF ejerce
efectos beneficiosos cuando los sujetos, jévenes y adultos, se enfrentan a factores de

estrés, y dichos efectos beneficiosos pueden mantenerse tras la administracién
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cronica de MF, la situacién tipica en el uso terapéutico del MF. Por lo tanto, ademas
de sus efectos terapéuticos para mejorar la atencidén y el control de los impulsos, el
tratamiento con MF protege de las consecuencias negativas del estrés, lo que es
particularmente relevante en los seres humanos tanto durante el periodo juvenil-
adolescente como en la etapa adulta, periodo en el cual el uso terapéutico del MF, en
individuos que padecen TDAH, esta aumentando considerablemente en los ultimos

anos.

El MF es un medicamento psicoestimulante aprobado para el tratamiento dd TDAH,
del sindrome de taquicardia ortostatica postural y de la narcolepsia. También podria
ser prescrito para casos resistentes a tratamientos de fatiga y depresién. EI MF
pertenece a la clase de compuestos piperidina e incrementa los niveles de dopamina y
norepinefrina en el cerebro a través de la inhibicibn de la recaptacién de los
respectivos transportadores de monoaminas. El MF se identifica mediante el numero
de CAS 113-45-1, y la siguiente férmula (l):

%,

N

Asi un primer aspecto de la presente invencidn se refiere al uso del MF o cualquiera
de sus sales, profarmacos, derivados o analogos, o cualquiera de sus combinaciones,
en la elaboracién de un medicamento para la prevencién y/o el tratamiento del estrés,
y/o patologias asociadas al mismo en un sujeto, o también alternativamente, la
presente invencion se refiere al MF, o cualquiera de sus sales, profarmacos, derivados
0 analogos, o cualquiera de sus combinaciones, para su uso en la prevencion y/o el

tratamiento del estrés y/o patologias asociadas al mismo en un sujeto.

A efectos de la presente invencién, el término "sujeto", tal como se utiliza en la
presente invencion, se refiere a cualquier animal, preferentemente mamifero e incluye,
pero no se restringe a animales domésticos, de granja, primates y humanos, tal como
seres humanos, primates no humanos, vacas, cabras, caballos, cerdos, ovejas,

perros, gatos o roedores. En una realizacién preferida, el sujeto es un ser humano.
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Tal como aqui se utliza, el término "derivado" incluye tanto a compuestos
farmacéuticamente aceptables, es decir, derivados del MF que pueden ser utilizados
en la elaboracibn de un medicamento, como derivados farmacéuticamente no
aceptables, ya que éstos pueden ser utiles en la preparacion de derivados
farmacéuticamente aceptables. Asimismo, dentro del alcance de esta invencion se
encuentran los profarmacos del MF. El término "profarmaco” tal como aqui se utiliza
incluye a cualquier compuesto derivado del MF, por ejemplo, ésteres, incluyendo
ésteres de acidos carboxilicos, ésteres de aminoacidos, ésteres de fosfato, ésteres de
sulfonato de sales metdlicas, etc., carbamatos, amidas, etc., que, cuando se
administra a un individuo es capaz de proporcionar, directa o indirectamente, el MF en
dicho individuo. Ventajosamente, dicho derivado es un compuesto que aumenta la
biodisponibilidad del MF cuando se administra a un individuo o que potencia la
liberaciéon del MF en un compartimento biolégico. La naturaleza de dicho derivado no
es critica siempre y cuando pueda ser administrado a un individuo y proporcione el MF
en el individuo. Derivados o profarmacos especialmente preferidos son aquellos que
incrementan la biodisponibilidad del compuesto de la invencién cuando este es
administrado al sujeto (por ejemplo, permitiendo que un compuesto administrado
oralmente sea absorbido mas rapidamente a la sangre), o que mejoran el suministro
del compuesto a un compartimento biologico (por ejemplo, el cerebro) respecto al
compuesto inicial. La preparacion de dicho profarmaco o derivado puede llevarse a

cabo mediante métodos convencionales conocidos por los expertos en la materia.

Por ejemplo, las sales farmacéuticamente aceptables del MF proporcionados en el
presente documento son sintetizadas a partir del compuesto de la invencién, mediante
métodos quimicos convencionales. En general, tales sales son preparadas, por
ejemplo, reaccionando las formas acidas o basicas libres de este compuesto con una
cantidad estequiométrica de la base o el acido apropiados en agua o en un disolvente
organico o en una mezcla de ambos. En general, se prefieren medios no acuosos
como éter, acetato de etilo, etanol, isopropanol o acetonitrilo. Ejemplos de las sales de
adicién acidas incluyen sales de adicién de acidos minerales tales como, por ejemplo,
hidrocloruro, hidrobromuro, hidroyoduro, sulfato, nitrato, fosfato, y sales de adicién de
acidos organicos tales como, por ejemplo, acetato, maleato, fumarato, citrato, oxalato,
succinato, tartrato, malato, mandelato, metanosulfonato y p-toluensulfonato. Ejemplos
de sales de adicién alcalinas incluyen sales inorganicas tales como, por ejemplo,

sodio, potasio, calcio, amonio, magnesio, aluminio y litio, y sales alcalinas organicas
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tales como, por ejemplo, etilendiamina, etanolamina, N,Ndialquilenetanolamina,

glucamina y sales aminoacidas basicas.

Puesto que la vida social conlleva una exposicion continua a situaciones de estrés de
tipo psicolégico, la activacion reiterada de la respuesta biolégica al estrés puede dar
lugar a numerosas patologias, tales como por ejemplo, alteraciones cardiovasculares
y gastrointestinales, inhibicién del sistema inmunitario, depresion, adicciéon a drogas,
déficits cognitivos, etc.), especiaimente cuando se combina con una predisposicién
individual a las mismas por otros motivos. Teniendo en cuenta esto y a efectos de la
presente invencién, las patologias asociadas al estrés se seleccionan de la lista que
consiste en: ansiedad, depresion, ftrastorno de estrés post-traumatico,
neurodegeneracion, patologias cardiovasculares, patologias gastrointestinales,
enfermedades autoinmunes, sindrome metabdlico y envejecimiento, entre ofras. A
efectos de la presente invencion las patologias asociadas con el estrés son
preferentemente aquellas patologias asociadas con el sistema nervioso central, y mas
preferentemente las que se seleccionan de la lista que consiste en: ansiedad,

depresién, trastorno de estrés post-traumatico y neurodegeneracion, entre otras.

Un segundo aspecto de la invencidén se refiere al uso de una composicion,
preferiblemente una composicion farmacéutica, de ahora en adelante composicién de
la invencidon, que comprende MF, o sus sales, profarmacos, derivados, analogos, o
cualquiera de sus combinaciones, para la elaboracién de un medicamento para la
prevencion y/o el tratamiento del estrés y/o de patologias asociadas con el mismo, en
un sujeto. Alternativamente, la presente invencién también se refiere a una
composicion, como se ha indicado anteriormente, preferiblemente una composicién
farmacéutica que comprende MF, o cualquiera de sus sales, profarmacos, derivados,
analogos, o cualquiera de sus combinaciones, para su uso en la prevencion y/o el

tratamiento del estrés y/o de patologias asociadas con el mismo, en un sujeto.

En una realizacion preferida, la composicion farmacéutica de la invencién comprende,
ademas, un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En otra realizacién preferida,
ademas comprende otro principio activo, preferiblemente dicho principio activo se

selecciona de la lista que consiste en: antidepresivos o ansioliticos.

El término "medicamento”, o “composicidén farmacéutica” tal y como se usan en este

documento, hacen referencia a cualquier sustancia usada para prevencién,
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diagnéstico, alivio, tratamiento o curacién de enfermedades en el hombre y los
animales. En el contexto de la presente invencién, el término enfermedad se refiere a
todas aquellas patologias asociadas al estrés tal y como se ha mencionado

anteriormente.

Como se emplea aqui, el término "principio activo", "substancia activa", "substancia
farmacéuticamente activa”, "ingrediente activo" o "ingrediente farmacéuticamente
activo" significa cualquier componente que potencialmente proporcione una actividad
farmacologica u otro efecto diferente en el diagnéstico, cura, mitigacion, tratamiento, o
prevencion de una enfermedad, o que afecta a la estructura o funcién del cuerpo del
hombre u otros animales. El término incluye aquellos componentes que promueven un
cambio quimico en la elaboracion del farmaco y estan presentes en el mismo de una

forma modificada prevista que proporciona la actividad especifica o el efecto.

El término "tratamiento”, segun se usa en el contexto de esta memoria significa
administracion del compuesto de la invencion, MF, o de una composicién farmacéutica
segun la invencidn, para aliviar o eliminar la(s) patologia(s) mencionada(s)
anteriormente o reducir o eliminar uno o mas sintomas asociados a dicha(s)
patologia(s). El término "tratamiento" también abarca aliviar o eliminar las secuelas
fisiologicas de la enfermedad. El término "prevencidon”, tal como se usa en la presente
invencién, se refiere a la capacidad del compuesto de la invencion, MF o de una
composicién farmacéutica segun la invencién, de prevenir, minimizar o dificultar la
aparicion o el desarrollo de una enfermedad o estado antes de su aparicion. A efectos
de la presente invencién, el término "persona en necesidad de tratamiento” incluye
aquellos casos que ya tienen el trastorno, asi como aquellos en los que el trastorno se

va a prevenir.

Las composiciones de la presente invencién pueden formularse para su
administracion a un sujeto, preferiblemente a un animal, y mas preferiblemente a un
mamifero, incluyendo al hombre, en una variedad de formas conocidas en el estado
de la técnica. Asi, pueden estar, sin limitarse, en disolucion acuosa estéril o en fluidos
biolégicos, tal como suero. Las disoluciones acuosas pueden estar tamponadas o0 no
tamponadas y tienen componentes activos o inactivos adicionales. Los componentes
adicionales incluyen sales para modular la fuerza iénica, conservantes incluyendo,
pero sin limitarse a, agentes antimicrobianos, antioxidantes, quelantes, y similares, y

nutrientes incluyendo glucosa, dextrosa, vitaminas y minerales. Alternativamente, las
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composiciones pueden prepararse para su administraciéon en forma sélida. Las
composiciones pueden combinarse con varios vehiculos o excipientes inertes,
incluyendo pero sin limitarse a; aglutinantes tales como celulosa microcristalina, goma
tragacanto, o gelatina; excipientes tales como almidén o lactosa; agentes dispersantes
tales como acido alginico o almidén de maiz; lubricantes tales como estearato de
magnesio, deslizantes tales como didéxido de silicio coloidal; agentes edulcorantes
tales como sacarosa o sacarina, o agentes aromatizantes tales como menta o
salicilato de metilo. Tales composiciones y/o sus formulaciones pueden administrarse
a un animal, incluyendo un mamifero y, por tanto, al hombre, en una variedad de
formas, incluyendo, pero sin limitarse a, intraperitoneal, intravenoso, intramuscular,
subcutaneo, intracecal, intraventricular, oral, enteral, parenteral, intranasal o dérmico.

Preferiblemente, la via de administracion es via oral.

La dosificacidén para obtener una cantidad terapéuticamente efectiva depende de una
variedad de factores, como por ejemplo, edad, peso, sexo, tolerancia y especie. En el
sentido utilizado en esta descripcidon, la expresién "cantidad terapéuticamente
efectiva”" se refiere a la cantidad de MF, o de sus sales, profarmacos, derivados,
analogos, 0 de sus combinaciones, o de las composiciones farmacéuticas que lo
comprenden, que se requiere para lograr una mejora apreciable en el estado, por
ejemplo, una patologia, de la enfermedad o condicion objetivo del tratamiento, y, que
en general, vendra determinada, entre otras causas, por las caracteristicas propias de
dichos profarmacos, derivados o analogos y el efecto terapéutico a conseguir. Los
"adyuvantes" y "vehiculos farmacéuticamente aceptables" que pueden ser utilizados

en dichas composiciones son los vehiculos conocidos por los técnicos en la materia.

En una realizacion preferida, la cantidad terapéuticamente efectiva de MF, o de sus
sales, profarmacos, derivados o analogos, o de sus combinaciones, preferiblemente
para su aplicacibn en humanos, estd comprendida entre 0,1 y 2 mg/Kg. En
realizaciones preferidas, las cantidades terapéuticamente efectivas de MF se
seleccionan de la lista que consiste en: de entre 0,1 a 1,5 mg/Kg; de entre 0,1 a 1
mg/Kg, de entre 0,1 a 0,5 mg/Kg, de entre 0,5 a 1 mg/Kg, de entre 0,5 a 1,5 mg/Kg; de
entre 1 a 1,5 mg/Kg, de entre 1 a 2 mg/Kg, de entre 0,5 a 2 mg/Kg, y/o cualquier

combinacion de los anteriores.

El término "excipiente" hace referencia a una sustancia que ayuda a la absorcion,

distribucion o accién de cualquiera de los principios activos de la presente invencién,
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estabiliza dicha sustancia activa o ayuda a la preparacién del medicamento en el
sentido de darle consistencia o aportar sabores que lo hagan mas agradable. Asi
pues, los excipientes podrian tener la funcién de mantener los ingredientes unidos
como por ejemplo almidones, azucares o celulosas, funcion de endulzar, funcién de
colorante, funcién de proteccién del medicamento como por ejemplo para aislarlo del
aire y/o la humedad, funcién de relleno de una pastilla, capsula o cualquier otra forma
de presentacibn como por ejemplo el fosfato de calcio dibasico, funcién
desintegradora para facilitar la disolucion de los componentes y su absorcién en el

intestino, sin excluir otro tipo de excipientes no mencionados en este parrafo.

El término “excipiente farmacéuticamente aceptable" hace referencia a que el
excipiente esté permitido y evaluado de modo que no cause dafo a los organismos a
los que se administra. Ademas, el excipiente debe ser farmacéuticamente adecuado,
es decir, un excipiente que permita la actividad del principio activo o de los principios
activos, es decir, que sea compatible con el principio activo. Un "vehiculo
farmacéuticamente aceptable" se refiere a aquellas sustancias, o combinacién de
sustancias, conocidas en el sector farmacéutico, utilizadas en la elaboraciéon de
composiciones farmacéuticas de administracion e incluye, pero sin limitarse, sélidos,
liquidos, disolventes o tensioactivos. El vehiculo, al igual que el excipiente, es una
sustancia que se emplea en el medicamento para diluir cualquiera de los compuestos
de la presente invencion hasta un volumen o peso determinado. La funcién del
vehiculo es facilitar la incorporacidon de otros compuestos, permitir una mejor
dosificacidbn y administracibon o dar consistencia y forma a la composicién

farmacéutica.

Opcionalmente, la composicion farmacéutica de la invencion podra administrase en
combinacion con otros agentes terapéuticos o principios activos. En el tratamiento del
estrés y/o de patologias asociadas al mismo, un agente terapéutico puede alterar
directamente la magnitud de la respuesta, o hacer la enfermedad mas susceptible al
tratamiento por otros agentes terapéuticos, tales como por ejemplo, antidepresivos o
ansioliticos. La administracién "en combinacidén con" uno 0 mas agentes terapéuticos
0 principios activos, incluye la administracién simultanea (concurrente) y consecutiva

en cualquier orden.

Ofro aspecto de la invencién es el uso del MF, de sus sales, profarmacos, derivados,

analogos, o de sus combinaciones, o de la composicion farmacéutica de la invencién
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en una cantidad terapéuticamente eficaz para la prevencidén y/o el tratamiento del

estrés y/o de patologias asociadas al mismo en un sujeto, tal y como se describe aqui.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a un método de prevencidn y/o tratamiento del
estrés y/o de patologias asociadas al mismo, en un sujeto tal y como se describe aqui,
de ahora en adelante método de prevencion y/o tratamiento de la invencidén, mediante
la administracién, a un sujeto que lo necesite, de una cantidad terapéuticamente
efectiva del MF, o de sus sales, profarmacos, derivados o analogos, o de cualquiera
de sus combinaciones, o de la composicién que lo comprende, segun se describe en

el presente documento.

En una realizacion preferida, el método de prevencion y/o tratamiento de la invencion
comprende ademas la administracion de un segundo ingrediente activo con la

composicion de la invencion.

En otra realizacion preferida, el método de prevencion y/o tratamiento de la invencion
se caracteriza por que la administracion es preferiblemente administracién oral. En
otra realizacién preferida, el método de prevencién y/o tratamiento de la invencién se
caracteriza por que la cantidad terapéuticamente efectiva, preferentemente para su
uso en humanos, es de entre 0,1 a 2 mg/kg dia. En realizaciones preferidas, las
cantidades terapéuticamente efectivas se seleccionan de la lista que consiste en: de
entre 0,1 a 1,5 mg/Kg; de entre 0,1 a 1 mg/Kg, de entre 0,1 a 0,5 mg/Kg, de entre 0,5
a 1 mg/Kg, de entre 0,5 a 1,5 mg/Kg; de entre 1 a 1,5 mg/Kg, de entre 1 a 2 mg/Kg, de

entre 0,5 a 2 mg/Kg, y/o cualquier combinacién de los anteriores.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y sus
variantes no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o
pasos. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la
invencion se desprenderan en parte de la descripcidn y en parte de la practica de la
invencién. Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y

no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Respuesta de la ACTH (A), la corticosterona (B) y la glucosa (C) a la

administracién de 0.5 y 2 mg/kg de MF combinada o no con 30 min de natacién
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forzada. VEH (n=8) es el grupo administrado con salino; MF0.5E (n=8) y MF2 (n=8)
son los grupos tratados con 0.5y 2 mg/kg de MF respectivamente; VEH-NADO (n=10)
es el grupo expuesto a 30 min de natacién forzada; MF 0.5-NADO (n=10) y MF 2-
NADO (n=10) son los grupos tratados con 0.5 y 2 mg/kg de MF e inmediatamente
después expuestos a 30 min de natacion forzada. NADO es la muestra
inmediatamente posterior a los 30 min de natacién forzada y R30 y R60 las tomadas a
30 y 60 min de finalizado el nado. Se representa la media + SEM. +++p<0.001
respecto a su respectivo grupo no estresado (VEH); *** p<0.001, ** p<0.01 y * p<0.05
respecto a VEH-NADO para cada tiempo; &&& p<0.001 vs MF0.5-NADO.

Figura 2. Respuesta conductual a 30 min de natacién forzada tras la
administracion de vehiculo (VEH), 0.5 (MF 0.5-NADO) o 2 mg/kg (MF 2-NADO) de
MF. La respuesta esta medida en los cinco primeros min (1-5) (A) y en los 5 minutos
finales (25-30). (B). VEH-NADO (n=10) es el grupo tratado con vehiculo y expuesto a
30 min de natacion forzada; MF0.5-NADO (n=10) y MF2-NADO(n=10) son los grupos
tratados con 0.5 y 2 mg/kg de MF respectivamente y expuestos a 30 min de natacién
forzada. Se representa la media £ SEM. *** p<0.001; ** p<0.01 vs. VEH-NADOQO; &&&
p<0.001 vs MF0.5-NADO.

Figura 3. Cuantificaciéon de los niveles de hnRNA para CRH en la subdivision
medial-parvocelular-dorsal del PVN (PVNmpd). IntDen (AU): densidad integrada en
unidades arbitrarias (/ntegrated density-arbitrary units). Los valores estan expresados
como la media £+ SEM. +++ p<0.001 vs VEH-HOME;, *** p<0.001 vs VEH-NADO.
Figura 4. Respuesta hormonal (ACTH) y conductual en la tarea de evitaciéon-
escape tras la administracién de vehiculo o MF. Variables: niveles plasmaticos de
ACTH (A), numero de respuestas condicionadas (evitaciones) (B) y numero de
cruzamientos entre choque y choque (C). La respuesta conductual esta indicada en
bloques de 10 ensayos. VEH-TAREA (n=16) es el grupo administrado con salino; MF-
TAREA (n=16) es el grupo tratado con 1 mg/kg de MF; ambos expuestos a la tarea en
la Shuttle-box en el DIA 1. Se indica también la respuesta de ACTH a la re-exposicion
a la shuttle-box (contexto) durante 15 min sin recibir choques en el DIA 8. Se
representa la media £+ SEM. **p<0.01 vs VEH-TAREA, +p<0.05 vs VEH-TAREA o
efecto global del MF.

Figura 5. Respuesta de ACTH (A) y glucosa (B) a la exposicién a 30 min de
natacién forzada con/sin la administracién de 1 mg/kg de MF 30 min antes del
estrés. VEH-NADO (n=9) es el grupo administrado con salino 30 min antes de la
exposicién y MF-NADO (n=9) es el grupo administrado con 1 mg/kg de MF. En el eje

de abscisas NADO indica los resultados obtenidos inmediatamente después de la
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natacion forzada y R30 los resultados obtenidos en la fase de recuperacién posterior a
la finalizacién del nado (30 min después). La linea discontinua indica los niveles
basales de las variables, estudiados en un dia diferente. Se muestra la media + SEM.
*** p<0.001. ** p<0.01y * p<0.05 vs VEH-NADO.

Figura 6. Respuesta de la ACTH y la glucosa a la administracién de MF
combinada con 30 min de natacién forzada en ratas juveniles y adultas. VEH-
JUVENIL (n=10) es el grupo juvenil tratado con salino; MF-JUVENIL (n=10) es el
grupo juvenil tratado con 1 mg/kg de MF; VEH-ADULTO (n=10) es el grupo adulto
tratado con salino; MF-ADULTO (n=10) es el grupo adulto tratado con 1 mg/kg de MF.
En el eje de abscisas NADO indica los resultados obtenidos inmediatamente después
de someter a los animales a los 30 min de natacion forzada y R30 y R60 los
resultados obtenidos tras los 30 y 60 min de finalizado el nado. Se representa la
media + SEM. *** p<0.001; ** p<0.01 y * p<0.05 vs su respectivo control sin farmaco;
+++ p<0.001 y ++ p<0.01 vs MF-JUVENIL,; ## p<0.01 (efecto global MF).

Figura 7. Respuesta de la ACTH y la glucosa a la administracién aguda o crénica
de MF en ratas. Las ratas se asignaron a tres grupos (n=10 por grupo): VEHICULO,
tratadas con salino de la edad de 29 a la de 49 dias; MF AGUDO, tratadas con salino
de la edad de 29 a la de 48 dias y con 1 mg/kg MF a los 49 dias de edad; MF
CRONICO inyectadas con 1 mg/kg de MF desde la edad de 29 dias a la de 49 dias.
Inmediatamente después de la inyeccion a los 49 dias de edad fueron expuestas a 30
min de natacion forzada, con toma de muestra inmediatamente tras la natacion
forzada y a los 30 min de la finalizacién (R30). La linea discontinua indica los niveles
basales de las variables, estudiados en un dia diferente. Se representa la media +
SEM. *** p<0.001; ** p<0.01y * p<0.05 vs VEHICULO para el mismo periodo de toma

de muestra.

EJEMPLOS

A continuacién se ilustrara la invencion mediante unos ensayos realizados por los

inventores, que pone de manifiesto la efectividad del producto de la invencion.

MATERIALES Y METODOS.

Animales de experimentacién y procedimientos generales.
Se utilizaron ratas machos de la cepa Sprague-Dawley (SD) procedentes del Servicio

de Estabulario de la Universidad Autonoma de Barcelona adultas (con una edad de
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entre los 60-70 dias al inicio de los experimentos) o juveniles (de 25-30 dias al inicio
de los experimentos). Durante todas las fases experimentales los animales
dispusieron de comida y agua ad libitum. Todos los procedimientos experimentales
descritos fueron previamente aprobados por el Comité de FEtica para la
Experimentacién Animal y Humana de la Universidad Autébnoma de Barcelona y de la
Generalitat de Catalunya en acuerdo con las Directivas de la Comunidad Econémica
Europea (2010/63/EU) y de Esparia (RD53/2013).

Obtencién de muestras de sangre.

Las muestras de sangre se obtuvieron mediante el procedimiento de incision en la
cola. Se recolecté por capilaridad un volumen maximo de 300 ul en un tiempo no
superior de 2 min. Se utilizaron capilares con EDTA (Sarsdtet Microvette CB300,
Granollers). El plasma obtenido se congelé a -20°C hasta el momento de los analisis

pertinentes.

Administracion de farmacos

Se utiliz6 metilfenidato clorhidrato (MF), C14H:1sNO,HCI (Sigma-Aldrich M289). Las
dosis utilizadas fueron 0,5, 1 y 2 mg/kg (base) dependiendo de cada experimento
diluido en solucién salina al 0,9%. Se utilizé6 un volumen de inyeccion de 0,5 mi/kg
mediante administracion subcutanea (sc). Como control se utilizé solucion salina al 0,9
%. Es importante tener en cuenta que por las diferencias farmacocinéticas entre
especies, las dosis de MF utilizadas para los ensayos en rata son unas seis veces las
de humanos (Reagan-Shaw S. et a/. FSEB J. 2007; 22: 659). Por consiguiente, la
equivalencia en humanos de las dosis utilizadas en los ensayos en ratas, serian de <
0.1-0.33 mg/kg, claramente por debajo de las utilizadas de MF actualmente en

humanos para el tratamiento del TDAH.

Radioinmunoanalisis (RIA)

Los niveles de ACTH y costicosterona en plasma se analizaron mediante RIA, tal y
como se ha descrito previamente (Mufioz-Abelldn C et al. Plos One. 2011; 6:€21426).
Las concentraciones de las hormonas se calcularon respecto a las curvas patrones

respectivas.

Hibridacién in situ (ISH) para hnRNA de CRH.
Para el analisis de la expresion del gen de CRH en el PVN, nucleo clave en la

regulacion del eje HPA, se ha utilizado una sonda intrénica marcada con 35S-UTP y
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hemos seguido los procedimientos previamente descritos (Valles A. et al. Eur J
Neurosci. 2008, 18: 1353).

Valoracién enzimatica de la glucemia

Los niveles plasmaticos de glucosa fueron medidos mediante un método
espectrofotométrico de oxidacion de la glucosa, utilizando un kit comercial (Glucose-
RTU, Biomerieux). La sensibilidad de la técnica fue de 32 mg/dl y el coeficiente de

variacién intra-ensayo fue del 2,5%.

Pruebas y variables de conducta utilizadas

Prueba de natacién forzada (Forced swim test - FST)

Es una prueba ampliamente utilizada para la validacion de farmacos antidepresivos y
también para evaluar estrategias de afrontamiento activas/pasivas ante situaciones
estresantes (Porsolt RD. ef al. Nature. 1977; 266: 730; Marti J & Armario A, Eur J
Pharmacol. 1993; 236: 295). Ademas, dicha prueba es considerada un estimulo
estresante mixto, predominantemente emocional y de mediana intensidad. El tiempo
de duracién de la prueba fue de 30 min, al finalizar ésta, se realizd una extraccion de
sangre por incisién en la cola. La conducta fue grabada, valorandose el tiempo
empleado en cada uno de los tres tipos de conducta: la mas activa de escape, la

actividad intermedia representada por la natacién suave y la inmovilidad.

Prueba de evitacién activa en dos sentidos y condicionamiento del miedo al contexto.

Esta prueba se realiza en una caja lanzadera o Shuttle-box, que ha sido utilizada para
el estudio de aprendizaje y memoria de tipo no declarativo. El paradigma incluye
aspectos de condicionamiento clasico y condicionamiento operante. El animal se
expone a un estimulo incondicionado (Unconditioned Stimulus-US) aversivo, un
choque eléctrico, asociado a un estimulo condicionado explicito (Conditioned
Stimulus-CS) constituido por un tono y una luz. Aunque es una tarea de aprendizaje,
el rendimiento en la misma viene muy influido por los niveles de ansiedad (Escorihuela
RM et al. Physiol Behav. 1999; 67: 19). El animal debe aprender que al CS le sigue un
US y puede evitarlo cruzando al otro compartimento de la jaula; es decir, realizando
una respuesta condicionada de evitacion, estableciéndose asi un refuerzo negativo.
Se utilizaron dos cajas de condicionamiento operante individuales con aislamiento
acustico. Los grupos controles fueron expuestos a las jaulas shuttle-box 50 min,

tiempo similar a la duraciéon de la tarea en los animales expuestos a los choques. Se
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consideraron las siguientes variables fundamentales: (a) Respuestas condicionadas o
evitaciones: numero de veces que el animal cambia de compartimento tras recibir el
CS y antes de recibir el US; (b) Cruzamientos inter-ensayos: numero de veces que el
animal cambia de compartimento entre un ensayo y otro, durante los periodos en los
que no se administra ningun estimulo (ni CS, ni US).Todas estas variables se

representan en 5 bloques de 10 ensayos consecutivos.

La prueba de evitacion activa en dos sentidos ofrece a los animales dos posibilidades
de afrontamiento al miedo condicionado, un afrontamiento pasivo o freezing
(permanecer en el compartimento donde recibe el choque eléctrico) o un
afrontamiento activo (esto es, escapes hacia el otro compartimento) representado por
las respuestas condicionadas o incondicionadas que el animal realiza. Cuanto mayor
numero de respuestas condicionadas e incondicionadas haga el animal, sera mas
activo el afrontamiento de la situacién estresante a la que esta sometido (evitacién
activa o escape). Cuanto mayor sea el tiempo de freezing soportando el choque

eléctrico, mayor sera el afrontamiento pasivo.

Analisis estadistico de datos

Se realiz6 mediante el programa SPSS (Sfatistical Program for Social Science)
version 15 y 18 para Windows. El criterio de significacién estadistica en todos los

casos se establecié en p<0,05.

Ejemplo 1. Interaccién entre MF y estrés. Dosis-Respuesta.

Para demostrar el efecto del MF sobre el eje HPA y su interaccidon con la respuesta al
estrés, 54 ratas adultas fueron sometidas a un estimulo estresante emocional de
moderada intensidad como la natacion forzada, que también permite valorar la
influencia del MF sobre las estrategias de afrontamiento de los animales. Las dosis de

MF utilizadas han sido 0.5 y 2 mg/kg de MF administrado por via subcutanea.

Los grupos de tratamiento han sido: VEH (n=8), VEH-NADO (n=10), MF0.5 (n=8),
MFO0.5-NADO (n=10), MF2 (n=8) y MF2-NADO (n=10). Inmediatamente después de
las inyecciones, las ratas NADO fueron expuestas a 30 min de natacién forzada a
36°C y las otras ratas permanecieron en su caja de estabulacion. Se estudié la

dinAmica temporal de la respuesta con extracciones de sangre al final del estrés
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(NADO) y a los 30 y 60 min posteriores (R30 y R60). Entre las muchas variables
sensibles al estrés, a efectos de la presente invencién, y a modo de ejemplo sin que
sea limitante, se determinaron los niveles plasmaticos de ACTH, corticosterona y
glucosa (indice indirecto de activacién del SMA y por lo tanto de la liberacién de

adrenalina).

Los resultados ponen de manifiesto que la administracion aguda de 0,5 0 2 mg/kg de
MF en ausencia del estimulo estresante no aumenta por si misma los niveles de
ACTH, por lo que queda demostrado que el MF a las dosis ensayadas no activa el eje
HPA. En cambio, la exposicion a 30 min de natacién forzada en ausencia de MF
incrementa considerablemente los niveles de ACTH (VEH-NADO vs VEH) y estos
niveles se mantuvieron altos durante todos los tiempos analizados (p<0.001 para los
tres tiempos) (Figura 1A). Las dos dosis de MF ensayadas son capaces de atenuar la
respuesta de ACTH al finalizar la natacién forzada (MF0.5-NADO vs VEH-NADO,
p<0.01; MF2-NADO vs VEH-NADO p<0.001). Una menor respuesta también se
observa incluso 30 minutos después de la natacion forzada (R30) (MFO0.5-NADO vs
VEH-NADO p<0.05; MF2-NADO vs VEH-NADO p<0.05) y tras 60 minutos de
exposicién al estimulo (R60), pero en este ultimo caso solo con la dosis mayor (MF2-
NADO vs VHE-NADO p<0.001). No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre las dos dosis de MF ensayadas ni en el momento de exposicién al
estimulo ni 30 minutos después, aunque si que se encontraron cuando trascurrieron
60 minutos tras la finalizacién de la exposicion al estimulo en los animales tratados
con la dosis mayor de MF (2 mg/kg) (MF2-NADO vs MF0.5-NADO p<0.001).

Respecto a los niveles de costicosterona, los resultados pusieron de manifiesto que la
dosis menor de MF atenua la respuesta a la natacion forzada en R30 (MF0.5-NADO
vs VEH-NADO, p<0.05), en tanto que la dosis mayor lo hace a R60 (MF2-NADO vs
VEH-NADO, p<0.01) (Figura 1B).

Respecto a los niveles de glucosa (Figura 1C), solo se analizaron los resultados
obtenidos al finalizar los 30 min de natacion forzada, dado que los niveles de dicho
metabolito se recuperan rapidamente en el periodo post-estrés. Los resultados ponen
de manifiesto que ninguna de las dosis de MF por si mismas, en ausencia del
estimulo estresante, aumentan los niveles de glucosa. Por ofro lado, el aumento de
glucosa que provoca la natacion forzada (VEH vs VEH-NADO p<0.001) es atenuado
por la dosis menor de MF (MF0.5-NADO vs VEH-NADO p<0.05) y mas aun por la
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dosis mayor (MF2-NADO vs VHE-NADO p<0.001), llegando ésta a bloquear la
respuesta al nado. La disminucién de la respuesta de glucosa en el grupo MF2-NADO
es mas intensa que en el grupo MF0.5-NADO (p<0.001), lo que significa que cuanto
mayor es la dosis de MF, mayor es la sinergia negativa con la natacién forzada. Por lo
tanto, estos resultados evidencian que el MF esta también inhibiendo la activacion del

eje SMA de forma dosis dependiente.

Ademas de la respuesta fisiolégica y endocrina, se estudidé el comportamiento de los
animales sometidos a natacion forzada. Se fraccionaron las medidas del
comportamiento en dos periodos de tiempo, los primeros y los ultimos 5 min de
exposicion (Bloques A y B de la Figura 2). En cada uno de esos bloques se evalué:
escape, natacién suave e inmovilidad. En los primeros 5 min se observa un mayor
nivel de actividad en el grupo de animales MF2-NADO, mostrando diferencias
significativas para inmovilidad y natacién suave, pero no para escape. Al evaluar los
ultimos 5 min de la prueba se mostraron diferencias significativas en las variables
natacion suave e inmovilidad (pero no en la variable escape) en los grupos de
animales tratados con MF. Respecto a natacion suave, los sujetos con cualquiera de
las dos dosis de MF muestran una conducta mas activa (MF0.5-NADO y MF2-NADO
vs VHE-NADQO, p<0.01 y p<0.001 respectivamente) y para la inmovilidad, los animales
con MF permanecen menos tiempo inmoviles (MF0.5-NADO y MF2-NADO vs VEH-
NADQO p<0.01 y p<0.001 respectivamente) mostrando menos conductas pasivas.
Tanto para natacién suave como para inmovilidad encontramos que los animales del
grupo MF2-NADO difieren en forma estadisticamente significativa del grupo MFO0.5-
NADOQO (p<0.001, respectivamente), demostrandonos nuevamente que cuanto mayor

es la dosis de MF menor es la conducta pasiva.

Por lo tanto, los resultados de conducta y comportamiento en la prueba de natacion
forzada indican que la administracién de MF, preferiblemente la dosis mas alta (2

mg/kg) favorece las conductas activas.

En los ejemplos posteriores no se muestran los niveles de corticosterona dado que no

aportan informacién adicional respecto a los de ACTH.

Ejemplo 2. Analisis de la interaccién entre la administracién de MF y estrés a
nivel del SNC.
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Una vez demostrada la interaccion negativa entre el estrés (natacion forzada), y las
dosis de 0.5y 2 mg/kg de MF a nivel periférico, se procedié al estudio la interaccién a
nivel del SNC. El experimento se llevo a cabo en ratas adultas, utilizando una dosis de
0,5 mg/kg de MF, inmediatamente después del cual se las sometié a 30 min de
natacion forzada. Transcurrido este tiempo, se exirajeron los encéfalos de los
animales y se procesaron para cuantificar la expresién del gen de CRH en el PVN
como indice de activacion del eje HPA, ya que el CRH es el principal factor

hipotalamico de regulaciéon del dicho eje en el PVN.

Los grupos de animales ensayados han sido. CONTROL (n=4); VEH (n=8); VEH-
NADO (n=8); MF (n=8) y MF-NADO (n=8). Las ratas NADO fueron expuestas a 30 min
de natacion forzada y las otras ratas permanecieron en su caja de estabulacién, para
ser luego perfundidas y obtener los encéfalos. Las ratas CONTROL fueron
perfundidas directamente sin ningun tipo de manipulacion, sirviendo como control de

los efectos estresantes de la administracion de vehiculo.

Los resultados mostrados en la Figura 3 indican que la administracion de MF no
alter6 los niveles de hnRNA para el CRH en el PVN. Por consiguiente, el MF no
parece activar las neuronas de CRH del PVN, de acuerdo con la ausencia de efectos
sobre los niveles circulantes de ACTH y corticosterona. La exposicién a la natacidén
forzada en presencia de MF bloqueé completamente el incremento en la expresion del
CRH causada por el estimulo estresante, dando apoyo a la posibilidad de que los

efectos del MF sobre el eje HPA se situan a nivel central.

Ejemplo 3. Efecto de la administracion de MF en animales sometidos a

procedimientos de evitacién activa en dos sentidos.

Aunque la exposicidén conjunta a MF y un estimulo estresante emocional de moderada
intensidad como la natacién forzada reducia la respuesta al estrés a nivel de los ejes
HPA y SMA y dicha reduccién de la respuesta bioldgica tiene en principio
connotaciones positivas para el animal, el favorecimiento de las conductas de
afrontamiento activo durante la natacion podria ser una mera consecuencia del efecto
estimulante del MF. Para desechar dicha posibilidad, se analizaron los efectos del
tratamiento con MF sobre otro estimulo estresante emocional como es la exposicion al
choque eléctrico en una prueba de evitacion activa en dos sentidos. Dicha prueba

permite evaluar la conducta de afrontamiento, pero también la ansiedad generada por
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el estimulo estresante y la capacidad de aprendizaje de los animales. Se estudié

también el desarrollo del condicionamiento del miedo al contexto.

Se utilizaron 36 ratas adultas distribuidas en los siguientes grupos: VEH-TAREA
(n=18); MF-TAREA (n=18). Inmediatamente después de la administraciéon del vehiculo
o de MF (1 mg/kg, sc) se expuso a todos los animales a un procedimiento de evitacion
activa en dos sentidos en una shuttle-box (50 ensayos). Se tomaron muestras basales
dos dias antes de comenzar el experimento (DIA 2), y dos dias después de la
exposicién al estimulo estresante (DIA 3). El DIA 1, todos los animales se expusieron

a 50 ensayos en la Shuttle-box con posterior toma de muestra.

Respecto a los valores hormonales (Figura 4A), se obtuvieron diferencias
estadisticamente significativas para los valores de ACTH inmediatamente después de
la exposicién a la Shuttle-box del DIA 1, lo que pone de manifiesto una atenuacién de
la respuesta del eje HPA a un estimulo estresante. No se hallaron diferencias entre los

dos grupos en los niveles basales del DIA 3 (no mostrado).

Respecto a las variables de conducta analizadas en la Shuttle-box, los resultados del
DIA 1 muestran que existe un efecto significativo del MF para las evitaciones (Figura
4B), reflejando que los animales tratados con el farmaco han realizado mas
respuestas condicionadas y en menos tiempo. Respecto a los cruzamientos entre
compartimentos en los periodos inter-ensayos, los sujetos tratados con MF han

realizado mas cruzamientos entre ensayos (Figura 4C).

En conclusién, los animales expuestos a choque eléctrico que ademas recibieron 1
mg/kg de MF exhiben mayor numero de evitaciones y menor tiempo de latencia de
evitacion, esto es, aprenden mas y mas rapido a evitar el choque. Es decir, el
afrontamiento activo del choque eléctrico de los animales parece mejorar tras la

administracién de MF.

Se confirma ademas la reducciéon de la respuesta de la ACTH y de la glucosa (no
mostrado) en los animales que recibieron el farmaco. Los datos demuestran que la
mejoria en la ejecucién de la tarea de aprendizaje no es consecuencia del efecto
estimulante motor del MF. Por consiguiente, los efectos protectores del MF frente al

estrés implican aspectos fisiologicos y conductuales.



10

15

20

25

30

35

WO 2018/138389 PCT/ES2017/070042

21

Ejemplo 4. Efecto de la administracién de MF 30 minutos antes de la natacién

forzada sobre la respuesta fisioloégica al estrés.

El presente ejemplo se plante6 con la finalidad de analizar si la administracién de MF
previa a la exposicidn del animal al estimulo estresante (30 minutos antes de

someterlo al estimulo) seria capaz de atenuar la respuesta del eje HPA al estimulo.

Se utilizaron 18 ratas adultas distribuidas en los grupos VEH-NADO (n=9) y MF-NADO
(n=9). Después del tratamiento previo de habituacibn a los procedimientos
experimentales, el DIA 1 se les inyectd a los animales vehiculo o MF (1 mg/kg sc).
Treinta minutos después se los expuso a natacién forzada (durante otros 30 min),
extrayéndoles sangre al finalizar el estimulo estresante y tras otros 30 min de
recuperacién (R30). Se determinaron los niveles plasmaticos de ACTH, corticosterona
y glucosa. No incluimos los grupos VHE o MF, teniendo en cuenta, por los

experimentos anteriores, que el MF pos si solo no estimula el eje HPA.

Los resultados obtenidos muestran que el grupo MF-NADO tiene valores de ACTH
menores que el VEH-NADO al acabar el periodo de estrés (p<0.01) y también en R30
(p<0.05) (Figura 5A). Estos resultados vuelven a mostrar la atenuacién de la
respuesta del eje HPA a un estimulo estresante emocional, al igual que sucediera con

la administracion simultanea de MF a la exposicion al estimulo.

Al finalizar la exposicion al estimulo estresante, el grupo MF-NADO tiene valores de
glucosa menores que el VEH-NADO (P<0.001) y algo similar ocurre en R30 (p<0.01)
(Figura 5B). Estos datos confirman que la administracion de MF 30 min antes de la
natacion forzada atenua la respuesta del eje SMA, al igual que sucediera con la

administracién simultanea.

Por lo tanto, la administracion previa de MF es capaz de reducir la respuesta de la
ACTH y de la glucosa a la natacién forzada cuando la exposicién al estrés tenia lugar
30 min después de la administracion del farmaco. El efecto se noté no solo
inmediatamente después del estrés sino también en el periodo post-estrés. Es por lo
tanto evidente que la exposicién simultanea no es una condicién necesaria para que
se presente la interaccién, lo que sugiere que los pacientes tratados con MF podrian
mostrar una menor respuesta a situaciones de estrés al menos durante un cierto

tiempo después de la toma del farmaco, cuando aun los niveles de MF estén dentro
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del nivel terapéutico adecuado, es decir dichos sujetos afrontarian mejor las

situaciones cotidianas de estrés a las que se enfrentan.

Ejemplo 5. Influencia de la edad en la interaccién entre MF y estrés.

Considerando que el MF se utiliza sobre todo para el tratamiento del TDAH en
nifos/adolescentes, se realizd un ensayo comparando los efectos de la administracion
de MF con el estrés en ratas adultas y juveniles. No se incluyeron los grupos VEH-
HOME o MF-HOME, ya que tal y como se ha demostrado en los ejemplos previos, el

MF por si solo no estimula el eje HPA.

Se utilizaron 20 ratas adultas (64+1 dias) y 20 ratas juveniles (29 11 dias), distribuidas
en los siguientes grupos: VEH-JUVENILES (n=10); MF-JUVENILES (n=10); VEH-
ADULTO (n=10) y MF-ADULTO (n=10). Se administré a los animales 1 mg/kg de MF o
vehiculo, e inmediatamente después fueron expuestos a 30 min de natacion forzada.
Se estudié la dinamica temporal de la respuesta con extracciones de sangre al final
del estrés y a los 30 y 60 min posteriores (R30 y R60). Se determinaron los niveles

plasmaticos de ACTH, corticosterona y glucosa.

Los niveles plasmaticos de la ACTH (Figura 6A) el grupo MF-JUVENIL
inmediatamente después del estimulo estresante (NADO) son menores que VEH-
JUVENIL, al igual que MF-ADULTO vs VEH ADULTO (p<0.001 en ambos casos).
Ademas el grupo MF-ADULTO tiene valores menores que MF-JUVENIL (p<0.001). En
R30 los dos grupos con el farmaco muestran valores menores que los grupos con
vehiculo (p<0.05 y p<0.001, respectivamente) y los adultos tratados con el farmaco
tienen nuevamente valores menores que los jévenes con el mismo tratamiento
(p<0.01). En R60 solamente el grupo MF-ADULTO tiene valores menores que el grupo
VEH-ADULTO (p<0.001). Se confirma de esta manera la atenuacion de la respuesta
del eje HPA por el farmaco tanto en ratas adultas como en juveniles, siendo la

atenuacion en ratas adultas mayor que en juveniles.

Los niveles de glucosa se disminuyeron en los grupos de animales tratados con MF

respecto al grupo tratado con el vehiculo, independientemente de la edad (Figura 6B).

Todos estos resultados evidencian que la atenuacion de la respuesta del eje HPA a un

estimulo estresante emocional como la natacién forzada en ratas se da tanto en la
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edad adulta como en la juvenil y lo mismo sucede con la atenuacion de la respuesta
del eje SMA, lo que implica su posible aplicacién no solo a los nifios sino también a los

adultos.

Ejemplo 6. Comparacién entre la administraciéon aguda y crénica de MF

Dado que el MF suele administrarse de forma crénica para el tratamiento del TDAH,
se ha llevado a cabo un ensayo para determinar si también la administracion crénica
de MF seria capaz de prevenir y/o tratar el estrés, principalmente para averiguar si el
efecto preventivo y/o terapéutico del MF frente al estrés se mantiene con una

administracién cronica del mismo.

Para demostrarlo, ratas juveniles de 29 dias de edad al comienzo de la fase
experimental se asignaron a tres grupos (n=10 por grupo): VEHICULO, inyectadas con
salino desde la edad de 29 a la de 49 dias; MF AGUDQO, inyectadas con salino de la
edad de 29 a la de 48 dias y con 1 mg/kg MF el dia 49; MF CRONICO inyectadas con
1 mg/kg MF desde el dia 29 al 49. Inmediatamente después de la inyeccidn del dia 49
fueron expuestas a 30 min de natacién forzada, con toma de muestra inmediatamente
tras la natacioén forzada y a los 30 min de la finalizacion (R30). Se determinaron los

niveles plasmaticos de ACTH, corticosterona y glucosa.

Tanto la administracion aguda como la créonica de MF redujo la respuesta de la ACTH
justo después del nado (p< 0.001, p< 0.01 vs VEHICULO, respectivamente) y también
en el periodo post-nado (R30), aunque en este caso fue mas evidente en el
tratamiento agudo (p< 0.001) que en el cronico (efecto marginal, p= 0.07) (Figura 7A).
La respuesta de la glucosa al nado se vio reducida tanto por la administraciéon aguda
como por la cronica de MF, observandose el efecto tanto después del nado (p< 0.001
en los dos grupos de MF vs VEHICULO) como en R30 (p<0.01, p< 0.05,

respectivamente) (Figura 7B).

Los resultados indican que el efecto protector del MF se mantiene tras la
administracion cronica del farmaco, aunque ligeramente atenuado en el caso del eje
HPA.
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REIVINDICACIONES

Uso del metilfenidato y/o cualquiera de sus sales, profarmacos, analogos y/o
derivados para la elaboracién de un medicamento para la prevencion y/o
tratamiento del estrés, y/o de cualquier patologia asociada al mismo, en un
sujeto.

Uso de una composiciébn farmacéutica que comprende metilfenidato y/o
cualquiera de sus sales y/o derivados, para la elaboraciéon de un medicamento
para la prevencién y/o tratamiento del estrés, y/o de cualquier patologia
asociada al mismo, en un sujeto.

Uso segun la reivindicacion 2 donde la composicion farmacéutica comprende
ademas al menos un vehiculo y/o excipiente farmacolégicamente aceptable.
Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 caracterizado por que
ademas comprende al menos otro principio activo.

Uso segun la reivindicacién 4 donde el principio activo adicional se selecciona
de la lista que consiste en: ansioliticos y antidepresivos.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 caracterizado por que las
vias de administraciébn se seleccionan de la lista que consiste en:
intraperitoneal, intravenoso, intramuscular, subcutaneo, oral, enteral,
parenteral, intranasal o dérmico.

Uso segun la reivindicacién 6 donde la via de administracion es oral.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 caracterizado por que el
sujeto es un mamifero.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 donde el sujeto es un ser
humano.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, caracterizado por que el
metilfenidato se usa a una dosis terapéuticamente efectiva comprendida entre
0,1 mg/Kgy 2 mg/Kg.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, caracterizado por que el
metilfenidato se usa a una dosis terapéuticamente efectiva comprendida entre
0,1 mg/Kgy 1,5 mg/Kg.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, caracterizado por que el
metilfenidato se usa a una dosis terapéuticamente efectiva comprendida entre

0,1 mg/Kgy 1 mg/Kg.
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Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado por que el
metilfenidato se usa a una dosis terapéuticamente efectiva comprendida entre
0,1 mg/Kgy 0,5 mg/Kg.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, caracterizado por que el
metilfenidato se usa a una dosis terapéuticamente efectiva comprendida entre
0,5 mg/Kgy 1 mg/Kg.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 donde las patologias
asociadas al estrés se seleccionan de la lista que consiste en: ansiedad,
depresidn, trastorno de estrés post-traumatico, neurodegeneracién, patologias
cardiovasculares, patologias gastrointestinales, enfermedades autoinmunes,

sindrome metabolico, envejecimiento.
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