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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES |
SPERIMMSTRIA ¥ COMERCIO! -
E. S. D. Radicacien 5 G28130°5 ROOORO4 Foliss: T8

Fld_l () 0009604 13116313
ot TR L e
Re: Expediente No. 02013025
Solicitud de patente.

Solicitante: AVENTIS PHARMACEUTICALS INC.

Yo, GUSTAVO HOLLMANN RESTREPO, vecino de Bogotd D.C., portador de la tarjeta
‘ profesional No. 5903, obrando como apoderado en este negocio, digo a usted que doy respuesta
parcial al auto No. 9637 notificado por estado el 21 de marzo de 2002, en los siguientes términos:

1. El lugar de constitucién de la sociedad es Somerset Corporate Boulevard, Bridgewater, New
Jersey, Estados Unidos de América.

2. Acompaflo el documento de poder de la sociedad AVENTIS PHARMACEUTICALS INC,,
domiciliada en Somerset Corporate Boulevard, Bridgewater, New Jersey, Estados Unidos de
América, en el que consta la existencia, constitucién y representacion legal de la sociedad y el

cual me faculta para obrar en cste caso, debidamente traducido y legalizado, en fotocopia
autenticada.

. 3. Acompeilo Ia traduccién al castellano de la memoria descriptiva y reivindicaciones.

El término para presentar la documentacién faltante vence el préximo 19 de julio, lo cual haremos
antes de esta fecha.

Sefior iftendente, —
G ;.
GUSTANO HOLLMANN RESFREPO
C.C. No.[2.878.023 de Bagoté

T.P. No. $903.

CARRERA 11ANC.S4-78 OF. 308 - THELS: 616 1428 - 616 1948 - 818 1930 - 616 1061 FAC 816 3976 A. ADRED 3830
CARLES HOLLMANN - BOGOTA
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COUNTRY: UNITED STATES OF AMERICA Q
THIS PUBLIC DOCUMENT HAS BEEN SIGNED BY:
R. PETER WIDIN —a
ACTING IN THE CAPACITY OF: ==
COUNTY CLERK =)
=)
BEARS THE SEAL/STAMP OF: =
COUNTY OF SOMERSET
CERTIFIED ==
)
e
AT TRENTON, NEW JERSEY —

THE 9TH DAY OF APRIL 2002

BY: John E McCormac, CPA, NEW JERSEY TREASURER
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GIHHOLLMANN RESTREPO

ABOGADOS LTDA
The undensigned , acting on
behal of and representing of AVENTIS

PHARMACEUTICALS IMNC, domiciled in 300
Somerset Carporate Baulevud. Bridgevaier, New
]'eney, USA, bereby appoine(s) GUSTAVO
HOLLMANN RESTREPO and/or LUIS PATINO
LEYVA, domiciled in Bogori D.C, Republic of
Colombia , a8 our tue and legal attomey wih the
ne:essar}po-m
1) To apply to the administraxve, judicial and police
authorities of the Republic of Colombia, in any instance
or a for ining repisuaton of patems, wiliry
industrial designs and models, commercial
unigmandums.mdemﬂs slogans, heabh licenses,
copyrights and donmin names as well as their
assignments, extansions, renewals and changes of name;
2) To prepare, apply for, obuin, execure and register
conmracts, licenses, and registations of
any kind; 3) To intervene ar plaintiff or defendant, in any
instance or appeal, before any judge, courn, tribunal,
carporation, public officer or authoriry in any judicial,
f:hunmuvem :::Ilm‘u:hn mf:;l:;
commercial ensigns na tions t
trademark registratians; caduciry -3?’
recovery actions, acrions arising from obmnmen:a.nd
wwhn;of!nmeapeemu,namdedmgwh
unfair ¢ ; crirminal actioms; actions
inderonity for damages, compluints ormrhonnﬁ
sont of industdal propesty mauers; the performance of
precautionary messuses, and in any other similar actian,
messure or appeal relmed to inxcllecrual propenty
matoers.
To:hndfeu,ISl;)hmtbymtbomhlmmfde

interests, with all other necessary lagal faculties
(=) hmhy declare as and valid whawever che
attomeys should do to my (our) benefir.
"This power comprises the authority to mufy or confirm
onmy(aur) behalf any action, as well as the facuky of
desisting,  transacting, compromising,
lubsu:m:ng - revoking  substiutions,  raking
notifications, l.nd sppointing judicial or exra-judicial

attomneys. o
Signed in onthis / dlyofﬂniofm
ﬂ/&m M

ROSSJ.OEHLER

ASSISTANT SECRETARY

G. HOLLMANN RESTPEPO M
ABOGADOSLTDA 'Z ,

Yomb ) eatacién de'u\'E s
nombre propio ¥y  repres i AVENTIS
EHARMAGUHCALSB INC, con domiciio en 300
ommerset Corporate oulevud,nnd;evnu New Jersey,
Estados Unidos de América, nnmlno(amm):GUS'IJ'AVO
HOLLMANN RESTREPO wo LUIS PATINO
LEYVA, con domicilio en Bogotd D.C, Repiblica de
Colombia, Cra 11* No 94-76, Oﬁcma_ 308, apoderado

recmo.hobunnéndepatme-dum , modelos de
utlidad, dibujos y modelos industriales, mgls:rodem.
regutro de lemss comercisles, depésizo de nombres y
ensefias comercialcs, registros sanitanos, derechos de autor y
nombmdedommu!cmmmwu,prénqu.
renovaciones y cambios de nombre; 2) Elaborur, cramitar,
solicitar, obtener, realizar, ejecutar y registrar coatraras,
hcencns. autorizaciones y regisiros de cuslesquisra clases; J)
Inurwmir como demandagte o como demandado en

insuncia y recusso y ante cualquier juer, ensidad,
corporacidn, funcionario péblico © zutorided en acciones
judiciales, administrarivas y de policls, ules como accianes
derivadas de nombme o ensefia comerciales; acciones
reivindicaztorias; acciones derivadas de la obtencibo o
explotacién de licencias; acciones dc competencia desleal,
demandas penales y civiles; acciones de indemmizacifn de
pesjuicios, reclamos, u observaciones & cualquier ssumo
sobnpropudndmle:md.dqu:md:mddnnunlm
© recursos similares

descnpcmna mdn provestas, :Im:lannqnu
oposiciones, y roclamos; pagar
tos por la Ley

omcuuode
dmﬁﬁnmﬁwlﬂndﬂe&mz"ﬂommdmm
res en anze
=mnn¢|adelmp wd:ak:n'pzo: mw?mp:lﬂdm indiesdo ¥
tomas todes las medidas gue creyeren conducemves sl
resguardo de mis (nuestros) intereses, con todas las
facukades necesariss, y por este documentn desde shom
dechm(m)vihdoyhmwdocumh-podmdm

Este poder comprende la faculeag
mi l(;:1.“::{!:‘:-‘!:) nombre lo ll:tuad
recibir, wtir, transigir, €c
smt::ucmu. recibir porificacy
judiciales © extrejudiciales.

Firrgado en el de §

w’-
_'-

] ouvio
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NOTARIAL CERTIFICATE (Corporation)

UNITED STATES OF AMERICA )
STATE OF NEW JERSEY ) ss.
COUNTY OF SOMERSET )

On this 1st day of March, 2002, personally appeared before me, Ross J. Oehler, Assistant
Secretary, known or identified to me to be the individual described in and who executed the foregoing
document, Power of Attorney, and acknowledged the same as a free act and deed for uses and
purposes therein expressed by authority of the said Corporation incorporated under the laws of the State
of Delaware, United Siates of America.

| further centify that said authority, dated November 29, 2000, is based on a Resolution of the
Board of Directors of sald Corporation, which | have seen, appointing the said individual Attomey-in-
fact with full power to sign the foregoing document on behalf of the $aid Corporation and that the
purposes for which said document is granted are within the scope of the objects or activities of said
Corporation,

SEAL
Nancy J. Ingram
Notary Public, State of New Jersey
My Commnission Expirea August 2, 2004
Notary Sign alum

Printor T
of Movbars v-\lnhnn

STATE OF NEW JERSEY } w: 1 PETER R. WIDIN, Clerk of the County of Somerset and also Deputy
COUNTY OF SOMERSET. *  Clerk of the Superior Court in and for said County, the same being a Court
of Record, Do Hereby Certify, that Ancy T Tné

whose name is subscribed 10 1he cenificate of acknowledgergfin!, 2
affidavit of the annexed instrumem, was at the time off
aknowledgementi, proof or alfidavii, a NOTAZY PUALIC |

in and for said State, duly appointed, qualified, commissionpd
and authorized by law to 1ake affidavits, acknowledgement)
deeds or conveyances for lands, tenemenis or hereditame) g
instruments in writing in said Siate of New Jersey. And | Mfirtheé)

that | am well acquainied with the handwriting of said offifikl SRg
believe the signature to the said cerificate of acknowledgefneny
affidavit is genuine. ‘

In Testimony Whereof, 1 have hereunto set my hand and affixes .

. said County on
APR -5 R PETER WIDIN

by O d 3 Nrds ) Special Deputy Clerk.
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ESTADO DE NEW JERSEY,,CONDADO DE SOMERSET ™'

|
Yo, Peter S. Widin, Secretario del Condado de Somerset y Se-

cretario-Supleni:é ‘de la Corte'JSuperior de dicho Condado, 1la
cual es una Corte de Registro, certifico que Nancy J. Ingram,
cuyo nombre apareée suscrito al certificado de reconocimiento,
prueba o declaracién del instrumento adjunto, era en el momen-
to de tomar tal reconocimiento, prueba o declaraciédn Notaria
Piblica en y para el Estado de New Jersey, debidamente nombra-
da, calificada, comisionada y juramentada y autorizada por la
ley para tomar declaraciones, reconocimientos o pruebas de es-
crituras o Eraspasos de tierras, tenenclas o herencias y otros
instrumentos escritos en el mencionado Estado. Y certifico
ademds que conozco bien la firma de dicha funcionaria y estoy
convencido de que la firma que aparece en el mencionado certi-

ficado de reconocimiento, prueba o declaracién es genuina.

En testimonio de lo cual coloco mi firma y el sello del Conda-
do el dia de hoy 5 de Abril del 2002.

R. Peter Widin, Secretario

Deborah L. Anderson, Secretaria Especial Suplg

- g}

KN niday ‘

SRR T 7 Y

{(Firma y Sello Oficial)

" g
pabiey Gife)

APOSTILLA _
(Convencién de La Haya del 5 de Octubre de 19

A B A gy _.'.‘n .l

1, Pais: Estados Unidos de América
Este documento pablico -

2. Ha sido firmado por: R. Peter Widin

3. En su calidad de: Secretario del Condado

4, Y lleva el sello: del Condado de Somerset
Confirmado

5. En: Trenton, New Jersey 6. El dia: Abril 9/2002
7. Por: John E. McCormac, CPA, Tesorero de New Jersey

8. Bajo el No.: AL49012
9

. Sello: Secretaria de Estado de New Jersey

)
10. Firma: (ilegible) U. Modpz S
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TRADUCCION OFICIAL DEL INGLES de 1las certificaciones y 1la
Apostilla adjuntas al poder que la compaifiia AVENTIS PHARMACEU-
TICALS INC domiciliada en Bridgewater, New Jersey, E.U.A.,

otorga a Gustavo Hollmann Restrepo y/o Luis Patifo Leyva.

CERTIFICADO NOTARIAL (Sociedad)

ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
ESTADO DE NEW JERSEY
CONDADO DE SOMERSET

El dia 1° de Marzo del afo 2002 ante la suscrita Notaria com-
parecid personalmente Ross J. Oehler, Secretario Suplente,
quien yo sé o gquien comprobd® ante mi que es la persona mencio-
nada en el adjunto poder y quien lo ejecutd, y €1 reconocid
haber ejecutado dicho instrumento como un acto libre y wvolun-

tario destinado para los usos y propdsitos alli expresados en

virtud a la autoridad que le concede la mencionadalf-;”%

8 pm)

la cual estd incorporada de conformidad con las leyg *§§§

. 3

tado de Delaware, Estados Unidos de América. ,E;E;

. Certifico ademas que dicha autoridad, fechada el 29 —,:';f_
bre del 2000, se basa en una resolucién de la Junt %g DfreE= 02

. o il !

tores de la mencionada sociedad, documento que yo
la vista, nombrando a la mencionada persona apoderado con ,todo
poder para firmar el instrumento adjunto en nombre de dicha
socledad, y que los propdésitos para los cuales se otorga dicho
instrumento se encuentran dentro del alcance de los objetivos

o actividades de la mencionada corporacién.

Nancy J. Ingram
Notaria PGblica del Estado de New Jersey
Mi comisién expira Agosto 2 del 2004
(Firma y Sello Oficial})-
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METODO PARA EL TRATAMIENTO DE ENFERMEDADES O CONDICIONES
DESMIELINANTES

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La esclerosis mditiple (MS) es una enfermedad neurologica inflamatoria y
degenerativa que afecta el sistema nervioso central, y se asocia con la formacion
de placas neuronales y el deterioro de la conduccién neuronal debido a la
desmielinacién (pérdida de mielina). De igual manera, la desmielinacion extensiva
cominmente se presenta en el trauma de la médula espinal y en la apoplejia
{Burge et al., 1993; Blight y DeCrescito, 1986; Pendlebury et al, 200).

La investigacion bésica sobre la fisiologia de la propagacién potencial del
movimiento en fibras mielinadas mostré que el bloqueo en la conduccién en fibras
desmielinadas era en parte debida a la aparicién de canales de potasio sensibles
a la aminopiridina en éreas de pérdida de mielina (Bever 1996).

Los potenciales de movimiento se propagan a lo largo de fibras nerviosas
normales mielinadas mediante un proceso de conduccion saludadora, que resulta
de una corriente de sodio generada por la apertura de canales de sodio sensibles
al voltaje en el nudo de Ranvier. Asl, al inicio de la estimulacién eléctrica, iones de
sodio (NA') entran en la neurona, causando que la neurona 'se cargue
positivamente. Cuando la naturaleza positiva de la neurona se acerca a un nivel
critico, ocurre la "despolarizaciéon”. La despolarizacion permite que un nicleo de
iones fluya por la neurona, a lo largo del axén y a la terminacién del nervio. Para
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que la neurona se "vuelva a encajar’, el exceso de carga positiva se debe disipar.
Esto se hace a través del efluvio de iones de potasio (de aquli en adelante
llamados "K") a través de canales de potasio. Cuando la mielina se desorganiza,
los canales de potasio sensibles al voltaje que e abren durante la despolarizacién
aparecen en el axoclema. La corriente de potasio, que fluye opuesta a la comiente
de sodio, disminuye la duracibn y amplitud potencial del movimiento,
contribuyendo a la falla en ia conduccién disminuyendo las densidades distales de
corriente efectivas. Estas faltas de conduccién se asocian con condiciones de
incapacidad, incluyando la debilidad muscular. Bloqueando el flujo de *K" a través
de los canales de potasio, la neurona permanece despolarizada un mayor tiempo
y se puede re-estimular mas faciimente. Asi, se cree que los bloqueadores de
canales de potasio son Utiles en el tratamiento de enfermedades y condiciones
que impiden la transmision potencial de movimiento tales como MS, Dafio
Traumatico del Cerebro (de aqui en adelante llamada “TBI") y el Dafio de la
Médula Espinal (de aqui en adelante llamada "SCI").

Los bloqueadores del canales de potasio, tales como 4-amino piridina (de aqui en
adelante [lamada "4-AP"), aumenta la amplitud y la duracién potencial del
movimiento en las fibras desmielinadas y mejoran la propagacién potencial del
movimiento in vitro (Bostock et al, 1978; 1981; Targ y Céccix, 1985; 1986; Shi y
Blight, 1997), facilita la liberacion de neurotransmisores (Bostock et al, 1981; Hirsh
y Quandt, 1893; Shemrat et al, 1980), y potencializa la contractibilidad muscular
(Agoston et al, 1982; Savage et al, 1985). Estas observaciones sugerian que los
bloqueadores del canales de potasio, tales como al 4-AP, podian restaurar la
conduccion en fibras desmielinadas en pacientes con MS. Los resultados de
ensayos clinicos posteriores apoyaron alin mas la propuesta de que el tratamiento
de aminopiridina podia mejorar los sintomas en algunos pacientes con MS (Jones
ot al 1983; Stefoski et al, 1987; Davis et al, 1990; van Diemen et al, 1992; Bever et
al, 1994; Schwid et al, 1997).

4
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La 4-AP también ha revelado su eficacia in el tratamienio de condiciones
neurolégicas incluyendo el SCI, reduccion del dolor crénico y la espasmosis en
pacientes con SCI, enfermedad de Alzheimer, sindrome post-polio, miastenia
gravis, enfermedad de Huntington, trastomos de memoria relacionados con la
edad, sindromes post-traumatico, post-apoplejia o post-téxico que afectan la
memoria o la cognicion, y la disautonomia (Wurtman RJ y Buyukuysal R, 1989;
Hansebout RR y Blight A, 1996; Hansebout RR y Blight A 1994). Estudios clinicos
para el uso de Fampridine-SR en pacientes con lesién de largo tiempo en la
médula espinal han comenzado (Potter et al, 1998a,b) a pesar de la preocupacitn
por la seguridad alrededor del uso de 4-AP en la poblacién general de pacientes
(Esclerosis Multiple, Cognos Study #51, Decisions Resources, octubre, 1999; pp
77-8). Varios estudios han mostrado que dosis simples de 4-AP pueden restaurar
algunas funciones en pacientes con SCl cuando se administran un aflo 0 mas
después de la lesion (Potter et al, 1998a,b; Qiso et al, 1997; Hayes et al, 1993;
19894). También se han reportado efectos positivos después de dosificacion
cronica. Se observaron avances clinicamente significativos en 16 de 16 pacientes
después de 3 meses de dosificacion oral diaria con 30 mg/kg de 4-AP en
pacientes con SCI de 2 afios 0 més. Algunos pacientes anteriormente clasificados
con lesién completa se reclasificaron como nivel de lesidn incompleta (Segal et al,
1999). Todos los pacientes mostraron algin grado de mejoria en al menos algun
tipo de funcién puimonar o neurolégica después de 3 meses de tratamiento oral

diario con 4-AP (30mg/dia, o aproximadamente 0.5 mg/kg). Una dosis mas baja no
era activa.

Como se dijo anteriormente, el 4-AP bloquea los canales de potasio, prolongando
efectivamente el potencial de movimiento. Desafortunadamente, este mecanismo
por el cual los bloqueadores de canales de potasio pueden mejorar los sintomas
asociados con enfermedades y condiciones que impiden la transmisién potencial
del movimiento también pueden llevar a actividad tipo apiléptica. Incluso, 4-AP es
un reconocido agente convulsivo en animales y humanos. Por lo tanto, la utilidad
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de 4-AP como agente terapéutico para el MS, TBI y SCl es mitigada por la
posibilidad de convuisiones y otros efectos secundarios. El desasosiego, la
confusién y los ataques ténicos-clénicos generalizados han sido reportados con
dosis mayores de 0.8 mg/kg (Ball et al, 1979, Bever et al, 1994). Van Diemen et al
(1993) reportd que la magnitud de mejoria en pacientes con MS (definido por
mejoria en ganancia en actividad suave) estuvo significativamente relacionada con
el nivel de suero 4-AP, (33-75ng/ml necesario para mejoria significativa después
de administraciébn oral). Sin embargo, los efectos secundarios
(parestesia/disestesia, vértigo/fembotamiento, e incluso inestabilidad al caminar) se
observaron con las mismas dosis. En otro estudio humano, Bever et al (1994)
reportaron un ataque de grand mal con un nivel de suero de 104 ng/ml. Los dos
grupos de investigadores sugirieron que dosis mayores y mayores niveles de
suero probablemente producirian mayores mejorias en aquellos pacientes con MS
que respondieron a dosis menores de 4-AP. Asl, el grado de eficacia con el 4-AP
esta limitada por la dosis y los efectos secundarios.

La preocupacion por los efectos secundarios asociados con niveles mas altos de
suero 4-AP ha llevado al desarrolio de formulaciones de liberacién sostenida
(Fampridine-SR) (Masterson JG y Myers M, 1994; 1996a; 1996b). Fampridine-SR
ostd actualmente en la Fase 2 de estudios clinicos para MS. Pacientes en
estudios clinicos previos de Fampridine-SR han mostrado mejoria en una variedad
de funciones. Dependiendo del individuo, estas mejorias han incluido aumento de
las funciones sexual, del intestino, y de la vejiga, aumento en ia facilidad de

movimiento y sensacion, y reduccién en espasticidad muscular, fatiga y dolor
crénico.

Otro enfoque para eliminar los efectos secundarios no deseados asociados con 4-
AP incluyen la co-administracién de 4-AP y bloqueadores de canales de sodio
dependientes del voltaje. Los bloqueadores de canal de sodio (Na*) bloquean el
ingresa de iones Na' y reducen la susceptibilidad de la neurona a la
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despolarizacion. Esto reduce eficazmente la excitabilidad neuronal. Inciuso, se ha
reportado que la co-administraciébn de bloqueadores de canales de sodio
dependientes del voltaje y el 4-AP previenen las convulsiones inducidas por el 4-
AP en ratones (Yamaguchi y Rogawski, 1992). El 4-AP no tiene propiedades de
bloqueo del canales de sodio. '

Los compuestos usados en los métodos reivindicados aqui se pueden sintetizar
mediante procedimientos revelados en la Patente de Estados Unidos No.
4,970,218. Todas las patentes y otras publicaciones citadas aqul se incorporan
aqui por referencia.

Se sabe que ciertos compuestos dentro del aicance de la presente invencién
pueden inducir el bioqueo dependiente del voltaje de canales de sodio in vifro e in
vivo (Tang et al, 1995; 1998; Tang y Kongsamut, 1996). Los bloqueadores de
canales de sodio dependiente de voltaje actian més eficazmente durante
condiciones de despolarizacion celular. Estos compuestos tienen poco o ningin
efecto en |a sefializacidén neuronal normal, pero permiten el bioqueo de canales de
sodio durante ataques, traumas de la cabeza o isquemia. Muchos de estos
agentes son cerebro-protectores en modelos animales de estas condiciones
patologicas (Madge et al, 1998).

Sin querer limitarse por la teor(a, los bloqueadores de canales de potasio también
son agentes viables para el tratamiento del dolor neuropético y del dolor
relacionado con la citocinesis, incluyendo el dolor artritico. Sweitzer et al (1999) ha
sugerido que la activacién microglial y la liberacion de citocinesis pueden jugar un
papel en la hiperalgesia posterior a la inflamacion periférica o a la lesion periférica
de nervios. Se ha reportado que los bloqueadores de canales de potasio, tales
como 4-AP, bloquea la activacién de microglia humana de ratén y de rata (eder,
1988). Pyo et al (1997) han reportado que el 4-AP puede reducir la liberacién de
nitrito de la microglia activada, indicando que ios comportamientos de dolor se
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pueden regular mediante este mecanismo. Ademés, se ha reportado que el 4-AP
reduce la produccién de NO inducida por lipopolisacarido (LPS) de micréfagos
murinos (Lowry et al, 1998). La administracién de LPS a ratones también se ha
usado como sistema modelo para la identificacion d la eficacia anti-artritica con
varios agentes diferentes con diferentes mecanismos de movimiento (Mcllay et al,
2001). Varios modelos experimentales que involucran constriccion del nervio
ciatico o del nervio espinal L o L6 se han desarollado para explorar el dolor
neuropético (Bennett y Xie, 1988; Seltzer et al, 1990; Kim y Chung, 1992).

RESUMEN DE LA INVENCION

Se ha descubierto que compuestos de la férmula | poseen propiedades
blogueadoras de canales de potasio. La combinacién unica de propiedades
bloqueadoras tanto de canales de potasio como de canales de sodio significa que
estos compuestos son Utiles como agentes terapéuticos para el tratamiento de
enfermedades o condiciones desmielinantes. Por ejemplo, son Utiles en el
tratamiento de MS, SCI, TBI (dafio cerebral traumético) y apoplejla. Estos
compuestos proporcionan un agente terapéutico mas seguro que el 4-AP porque
el 4-AP sblo bloquea el canal de potasio que puede llevar a los efectos
secundarios no deseables de desasosiego, confusion y ataques. Los compuestos
de la formula | también son (tiles para rehabilitacién de apoplejia, el tratamiento
de irritacién y disfuncién de la vejiga, el tratamiento de dolor visceral inducido por
quemodquinesis (incluyendo el dolor artritico) y et dolor neuropético.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
Los compuestos de la férmula | proporcionan una combinacién Unica de
propiedades bloqueantes para los canales de potasio y de sodio. Estos
compuestos son ttiles para el tratamiento de Enfermedades y condiciones
Desmielinizantes como la Esclerosis Muiltiple, el Dafio de la Médula Espinal, la
Lesion Traumética del Cerebro y la Apoplejia. Los compuestos también son Gtiles
para la Rehabilitacién de la Apoplejia, el tratamiento de la irritacién y la disfuncion

|20
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de la Vejiga, el tratamiento de dolor visceral inducido por quemoquinesis
(incluyendo el dolor artritico) y el dolor neuropético.

/
Al s
|
N
R

|
(O),

en donde
mes0, 1,62,
nes0,162;
pes061:
cada R es independientemente hidrogeno, halégeno, trifiuorometil, Cy-
Cealquilo, C1-Cealcoxi, benziloxi, hidroxi, nitro 6 amino;
cada R, es independientemente hidrégeno, Ci-Cealquilo, C-Cealquenilo,
C1-Cealcanoil, halibgeno, ciano, -C(0)C Cy-Cealquilo, G1-CealquilenoCN, Cq-
CsalquilenoNR'R" en donde R’ y R" son cada uno independientements
hidrégeno o C4-Cgalquilo, C4-CealquilenoOC(0) C4-Cealquilo, 6 ~CH(OH)R4
en donde Ry es hidrégeno 6 C-Cealquilo;
Rz es hidrégeno, Ci-Cealquilo opcionalmente sustituido por halégeno,
hidroxi 6 benziloxi, C1-Cealquenilo, C1-Cealquinilo, -CO2, Ci-Cealquilo, 6 —Rs-



3 %t

NR'R” en donde Rs es C¢-Cealquileno, Cy-Ceallquenileno 6 C-Cealquinileno
¥ R vy R"” son cada uno independientemente hidrégeno, C:-Csalquilo o
alternativamente el grupo —~NR'R" como un todo es 1-pirrolidinil; y Ra es
hidrégeno, nitro, amino, halégeno, C{-Cealcoxi, hidroxi o Cy-Cealquilo.

Definiciones:
1) Enfermedades Desmielinantes: Tal como se usa aqui, Enfermedades
Desmielinantes se definen como aquéllas en las que la mielina es el objetivo

primario. Se dividen en dos grandes grupos. enfermedades adquiridas y
desérdenes metabdlicos hereditarios.

La esclerosis multiple pertenece a ia categoria de enfermedades adquiridas. La
MS generalmente se manifiesta entre los 20 y 50 afios de vida. La MS ataca la
materia blanca del sistema nervioso central. En su manifestacién clésica (90% de
todos los casos), se caracteriza por fases alternantes de recaida/remisién — con
periodos de remisidn cada vez mas cortos con el tiempo. Sus sintomas incluyen
cualquier combinacion de paraparesis espastica, paso inseguro, diplopia, e
incontinencia.

La categoria de Desdrdenes Metabdlicos Hereditarios incluye las ocho
leucodistrofias: leucodistrofia metacromética, enfermedad de Refsum,
adrenoleucodistrofia, enfermedad de Krabbe, fenilquetonuria, enfermedad de
Canavan, enfermedad Pelizasus-Merzbacher y enfermedad de Alexander. Las
seis primeras son desdrdenes de almacenamiento. La falta o e! mal
funcionamiento de una enzima causa una formacion tOxica de sustancias
quimicas. La etiologia de las enfermedades Pelizaeus-Merzbacher y de Alexander,
por otra parte, permanece desconocida.

El curso clinico de los desdrdenes desmielinantes hereditarios, que usualmente
tienden a manifestarse en la infancia o primera nifiez, es trégico. Nifios
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anteriormente normales pierden, en rapida progresion, la vista, él oido, el habla y
el movimiento. La prognosis es la muerte en pocos afios.

2) Condiciones Desmislinantes- Como se define aquf, una Condicion
Desmielinante es una condicidn que resulta en mielinacién deficiente. Tales
condiciones desmislinantes incluyen, aungque no estén limitadas a ellas, lesién de
la médula espinal, lesién traumatica del cerebro y apoplejia.

3) Lesion de la Médula Espinal (SCI)- como se usa aqui, SCI se define como
una lesion a la médula espinal que resulta en pérdida de funcién tal como la
movilidad o la sensacion.

4) Lesion Traumatica del Cerebro (TBI)- Como se usa aqui, lesion traumética
del cerebro se define como una lesién que resulta en daffio al cerebro. Las
lesiones en la cabeza pueden ocurrir en una de dos maneras:

o Una lesién cerrada de la cabeza ocurre cuando la cabeza que se
mueve es rapidamente detenida, como cuando se golpea un
parabrisas, 0 cuando es golpeada por un objeto romo causando que
el cerebro se golpee con la superficie dura de hueso dentro del
créneo. La lesién cerrada de la cabeza también puede ocurrir sin
trauma externo directo a la cabeza si el cerebro sufre un movimiento
réapido hacia delante o hacia atrds, como cuando una persona
experimenta un latigazo.

» Una lesién penetrante de la cabeza ocurre cuando un objeto que se
mueve répido tal como una bala perfora el cranec.

Tanto las lesiones cerradas como ias lesiones penetrantes de la cabeza pueden
resultar en daflo del cerebro, localizado y extendido o difuso. Las incapacidades
resultantes pueden incluir pérdida de memoria y alteracién de emocional,
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dificultades motrices, incluyendo parélisis y dafio de los cinco sentidos. Ademés,
muchos pacientes mueren de sus lesiones.

Hoy en dia, el tratamiento se concentra en contener el dafio tanto como sea
posible en el periodo de 24 horas después de la lesién. Cuando alguien sufre una
lesidn en el cerebro, la devastacion resultante se extiende més alld del trauma
inicial. Sigue una cascada de "dafio secundario”. Las propias células inmunes del
ceraebro disparan la formacién de hinchazén y fluido, y las células nerviosas
dafiadas comienzan a derramar el neurotransmisor llamado glutamato, que pronto
se puede acumular a niveles que son téxicos para las neuronas vecinas.

5) Rehabilitacion de apoplejia- Como se usa aqui, ia rehabilitacion de ia apoplejia
se define como la intervencioén que resulta en la recuperacion de funciones que se
han perdido debido a ia apoplejla.

6) Apoplejia- Como se define aqui, una apoplejia ocurre cuando un codgulo de
sangre bloquea un vaso sanguineo o una arteria, o cuando un vaso sanguineo se
rompe, interrumpiendo el flujo de sangre a un érea del cerebro. Cuando ocurre el
ataque, mata células cerebrales en el érea inmediata. Los doctores llaman esta
area de células muertas un infarto. Esta células generaimente mueren dentro de
los minutos a unas pocas horas después de que el ataque enpieaz. En la
apoplejia, las medidas de desmielinizacion tales como ia tasa de transferencia de
magnetizacién (MTR) esté estrechamente relacionada con el dafio axonal que se
correlaciona con el déficit motor (Pendlebury et al, 2000).

7) Alquilo o alquileno- A menos que se diga o se indique algo diferente, el término
"Alquilo® o "alquilenc® significa una grupo de alquil o alquileno de cadena lineal o
ramificada, como sea apropiado para la férmula, especificado por la cantidad de
carbonos en el alquilo, por ejemplo, Ci-Cealquilo significa un alquilo o alquileno de
cadena lineal o ramificada de uno, dos, tres, cuatro, cinco o seis carbonos, como

¥ w
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sea el caso, o cualquier variacién de ellas, por ejemplo, pero no limitados a C1-2,
C1-3, C1-4, C1-5, C-2-3, C24, C2-5, C2-C6, C3-C4, C3-5, C3-6, C4-5, C4-6, C5-
6, etc.

8) C1-Cealcoxi- A menos que se diga o se indique aigo diferente, el término C;-
Cealcoxi denota un grupo alcoxi ramificado o recto que tiene de 1 a 6 dtomos de
carbono. Ejemplos de estoincluyen metoxi, etoxi, n-proxi, isoproxi, n-butoxi, iso-
butoxi, sec-butoxi, t-butoxi y pentoxi y hexoxi de cadena lineal y ramificada.

9) Hal6geno- A menos que se diga o se indique algo diferente, el término
halégeno significaréa fluor, cloro, bromo o yodo.

10) Acido Cs-Cealcanoico- A menos que se diga o 88 indique algo diferente, el
término &cido C-Cealcanoico significa un acido carboxllico en el que el grupo

carboxil esta unido a hidrégeno o a un grupo alquilo de entre 1 y 5 4tomos de
carbono.

11) Ci-Cealcanoil- El témmino C,-Cealcanoil significar& un grupo obtenido
quitando un grupo hidroxi del grupo carboxit de un &cido Cs-Cealcanocico, y asi
incluye por ejemplo formil, acetil, y similares. Los términos alcanoil, alquenoil y
alquinail significaran grupos obtenidos quitando un grupo hidroxi del grupo carboxil
de acido alcanoico, 4cido alquenoico y écido alquinoico, respectivemente. Asi, por
ejemplo, el grupo linoleil derivado del &cido linoleico s un ejemplo del término
alquenoil como se define anteriormente.

12) "Sales farmacéuticamente aceptables” significa una sal de adicién écida o

una sal de adicién basica que es compatible con el tratamiento de pacientes para
el uso propuesto.
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13) "Sal de adicién 4cida farmacéuticamente aceptable” es cualquier sal de
adicion acida orgénica o inorganica de los compuestos base representados por la
férmula | o cualquiera de sus productos intermedios. Acidos inorganicos
ilustrativos que forman sales adecuadas incluyen dcido hidroclérico, hidrobrémico,
sulfurico y fosférico y sales metdlicas écidas tales como orofosfato
monohidrégeno de sodio y sulfato hidrégeno de potasio. Acidos orgénicos
ilustrativos que forman sales adecuadas incluyen é&cidos mono-, di- y fri
carboxilicos. llustrativos de estas acidos son, por ejemplo, acido acético, gliclico,
lactico, pirtvico, maldnico, succlnico, glutdrico, fumérica, malico, tartérico, citrico,
aschrbico, malédico, hidroximaléico, benzoico, hidroxibenzoico, fenilacético,
cinnémico, salicilico, 2-fenoxibenzoico, p-toluenosulfénico y acidos sulfénicos
como acido metanosulfénico y acido hidroxietanosulfénico. Las sales mono- y di-
dcidas se pueden formar, y tales sales pueden existir en forma hidratada,
solvatada o substancialmente anhidra. En general, las sales de adicién 4cida de
estos compuestos son mas solubles en agua y varios solventes hidrofilicos

organicos y que en comparacién con sus formas base libres, generaimente
demuestran puntos de fusién mas altos.

14) “Sales de adicidn bdsica farmacéuticamente aceptables” significa sales de
adicién no téxicas orgénicas o inorgénicas de los compuestos de la Formula (l) o
cualquiera de sus productos intermedios. Ejemplos son hidréxidos metalicos de
alcall o alcalinos tales como hidréxidos de sodio, potasio, calcio, magnesio o bario;
amoniaco y aminas orgénicas alifdtica, aliciclica o aromética tales como

metilamina, trimetilamina y picolina. Los criterios de selaccion de la sal apropiada
seré conocido por los versados en el arte.

15) “Esterecisomeros” es un término general para todos los isdmeros de las
moléculas individuales que se diferencian Unicamente en la orientacién de sus
dtomos en el espacio. incluye los isémeros de imagen de espejo (enantibmeros),
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isOmeros geométricos (cisftrans), e isdbmeros de compuestos con mas de un
centro quiral que no son imagenes de espejo uno de otro (diastereocisémeros).

16) “Paciente” significa un animal de sangre caliente, como por ejemplo rata,
ratones, perros, gatos, cobayos, y primates tales como los humanos.

17) “Tratar® o “tratamiento® significa aliviar sintomas, eliminar la causa de los
sintomas ya sea temporal o permanentemente, o prevenir o disminuir la aparicién
de sintomas de los trastornos o condiciones mencionados.

18) “Cantidad terapéuticamente eficaz® significa una cantidad del compuesto
que es eficaz en e| tratamiento del trastomo, enfermedad o condicién nombrado.

19) “Vehiculo farmacéuticamente aceptable® es un solvente, dispersante,
excipiente, adyuvante u otro material no téxico que se mezcla con el ingrediente
activo para permitir la formacién de una composicion farmacéutica, esto es, un
dosificacién capaz de administrarse al paciente. Un ejemplo de tal vehiculo es un

aceite farmacéuticamente aceptable tipicamente usado para administracion
parenteral.

20) “Dolor neuropdtico® significa dolor que resulta del dafio del sistema
nervioso. El dafio nervioso puede ser identificado o no identificado. Ejemplos de
Dolor Neuropético incluye la neuralgia post-herpética, la neuropatia diabética
dolorosa, el dolor de miembro fantasma y el dolor central post infarto.

21) ‘“lmitacién y Disfuncién de la Vejiga” significa condiciones tales como cistitis
y vejiga excesivamente activa. La vejiga excesivamente activa es una condicién
médica precisa caracterizada por sintomas que incluyen frecuencia urinaria,
urgencia, e incontinencia impulsiva, la pérdida accidental de orina que ocurre
después de un fuerte impuso repentino de orinar. El diagnéstico de la vejiga
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excesivamente activa se hace en ausencia de etiologias patolégicas locales o
relacionadas con el metebolismo, con sintomas atribuibles a contracciones
involuntarias de la vejiga debido a exceso de actividad del musculo detrusor.
Cystitus Intrstial (IC) es una condicién inflamatoria crénica de la pared de la vejiga,
que fracuentemente pasa sin diagnéstico.

Los compuestos de la férmula | pueden eficazmente mejorar la velocidad y el
grado de recuperacion en lesién aguda de la médula espinal y en lesion de la
médula espinal de larga duracién. Estos tienen propiedades consistentes con el
bloqueo del canal de sodio dependiente del uso y el bloqueo del canal de potasio
dependiente del voltaje in vivo. Ellos proporcionan una terapia méas segura que el
4-AP. Particularmente preferidos son compuestos en los que R es hidrogeno,
halégeno, trifluorometil o Ci-Cealquilo; Ry es hidrégeno o Ci-Cealquilo; Rz es
hidrégeno o C-Cealquilo; Ry es hidrégeno, Ci-Cealquilo 6 halégeno; y p es 0.
Compuestos preferidos adicionales son aquellos en los que el grupo amino esta
unido a la posicién 4 del grupo piridina.

Aln més preferidos particularmente son los compuestos de formulas il [también
conocidos aqui como HP 184 o N-{3-fluoro.4.piridinil)-N-propil-3-metil-1H-indola-1-
amina] y Il (también conocida aqui como “8183").
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HP 184 es tolerada muy bien en concentraciones cerebrales micromolares una
hora después de administracién ip de 30 mg/kg de HP 184 en ratas (Smith et al,
1996).

La combinacién uUnica de bloqueo de canal de sodio dependiente del uso y
bloqueo de canal de potasio dependiente del voltaje también diferencia los
compuestos de la presente invencidn de los bloqueadores de canal de sodio
“puros’ tales como la carbazepamina y el fenitoin. Estos agentes han sido usados
exitosamente para aliviar sintomas “positivos® de la MS (ataque ténico doloroso y
disestesia). Sin embargo, éstos empeoran los sintomas negativos (pardlisis e
hupestesia) (Sakurai y Kanazawa, 1999). Los compuestos de l|a presente
invencion intensifican la funcién neural debido al hecho de que bloquean los
canales de potasio. Esto ayuda en la recuperacién funcional. En el momento, se
cree que los bloqueadores de canal de sodio son (tiles en el tratamiento de
sintomas dolorosos y/o como agentes neuroprotectores. Sin embargo, no se
esperarfa que mejoren los esfuerzos de rehabilitacion.

Para el tratamiento de un paciente afectado por una condicién o trastomno descrito
anteriormente, se puede administrar un compuesto de la férmula (f) en cualquier
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foma o modo que haga que el compuesto sea biodisponible en cantidades
terapéuticamente eficaces, incluyendo oralmente, sublinguaimente, bucaimente,
subcutdneamente, intramuscularmente, intravenosamente, transdérmicamente,
intranasalmente, rectaimente, topicalmente y formas similares. Una persona
versada en el arte de preparar formulaciones puede determinar la forma y modo
apropiados de administracién, dependiendo de las caracteristicas particulares del
compuesto escogido para la condicién o enfermedad que se va a tratar, la etapa
de la enfermedad, la condicidn del paciente y otras circunstancias relevantes. Por
ejemplo, ver Pharmaceutical Sciences de Remington, 18® Edicién, Mack
Publishing Co. (1980), incorporado aqui por referencia.

Los compuestos de la formula | se pueden administrar sélos o en forma de una
composicion farmacéutica en combinacion con vehiculos farmacéuticamente
aceptables, cuya proporcion y naturaleza son determinadas por la solubilidad y
propiedades quimicas del compuesto escogido, la ruta de administracién elegida,
la practica farmacéutica estandar y otros criterios relevantes.

Los compuestos de la presente invencibn se pueden administrar oralmente, por
ejemplo, en forma de tabletas, pastillas, céapsulas, elixires, suspensiones,
soluciones, jarabes, obleas, gomas de mascar y similares y pueden contener uno
0 mas de los siguientes coadyuvantes: adherentes como celulosa microcristalina,
alquitira de goma o gelatina; excipientes como almidén o lactosa, agentes
desintegrantes como écido alginico, Primogel, almidén de malz y similares;
lubricantes como asterato de magnesio o Sterotex; deslizantes como el diéxido de
silicona coloidal; y agentes endulzantes como sucrosa o sacarina se pueden
afiadir o un agente saborizante como menta, metil salicilato o saborizante de
naranja. Cuando la forma famrmacéutica es una céapsula, puede contener, ademas
de los materiales del tipo anterior, un vehiculo liquido como el glicol polietileno o
aceite graso. Otras formas farmacéuticas pueden contener otros varios materiales
que modifican la forma fisica de la presentacién, por ejemplo, como cubiertas. Asf,
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las tabletas o las pildoras pueden ir cubiertas con azlcar, laca, u otros agentes
revestidores entéricos. Un jarabe puede contener, ademas de los presentes

compuestos, sucrosa como agente endulzante y ciertos preservativos, tintes y
colorantes y sabores.

Los compuestos de la Férmula (I) de esta invencién también se pueden
administrar topicalments, y cuando se hace asi, el wvehiculo puede
convenientemente comprender una solucién, ungiento o base de gel. La base,
por ejemplo, puede comprender uno o més de pefrolato, lanolina, glicoles
politenos, cera de abeja, aceite mineral, diluyentes como agua y alcohol, y
emulsificantes y estabilizantes.

Las soluciones o suspensiones también pueden incluir uno o mds de los
siguientes coadyuvantes: diluyentes estériles como agua para inyeccién, solucién
salina, aceites fijos, glicoles politenos, glicerina, glicol propiieno, u otros solventes
sintéticos; agentes anti-bacteriales como benzil alcohol, o metil parabeno;
antioxidantes como acido ascorbico o bisulfito de sodio; agentes quelatantes como
dcido etileno diaminetetraacético ; amortiguadores como acetatos, citratos o
fosfatos y agentes para el ajuste de la tonicidad como cloruro de sodio o dextrosa.

La preparacidn parenteral se puede incluir an ampolletas, jeringas desechables o
frascos de dosis muitiples.

Los ésteres altamente lipofilicos, amidas y carbamatos de la presente invencién
tienen una capacidad de liberacién sostenida en mamiferos durante un periodo de
varios dias o entre una y cuatro semanas cuando se formula y administra como
preparaciones depésito, como por ejemplo, cuando se inyecta en un aceite
farmacéuticamente aceptable y apropiadamente seleccionado. Los aceites
preferidos son de origen vegetal como el aceite de jengibre, el aceite de semilla
de algodon, el aceite de maiz, el aceite de coco, el aceite de soya, el aceite de
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oliva y similares, o son ésteres sintéticos de &acidos grasos y alcoholes
polifuncionales como el glicerol o el propilenglicol.

Las composiciones depdsito de la presente invencidn se preparan disolviendo un
carbamato, amida o éster altamente lipofilico, de ia presente invencién en un
aceite farmacéuticamente aceptable en condiciones estériles. El aceite se escoge
de manera que se obtenga una liberacion del ingrediente activo durante el periodo
de tiempo deseado. El aceite apropiado se puede determinar fécilmente
consultando las anterioridades, o sin indebida experimentacién por alguien
versado en el arte.

El rango de presentaciones en el que los compuestos de la Formula | exhiben su
habilidad para actuar terapéuticamente puede variar dependiendo de Ia
enfermedad o condicion especifica que se estd tratando y su gravedad, la
formulacién, otros estados subyacentes de la enfermedad de la que sufre el
paciente, y otras medicaciones que se puedan estar administrando al tiempo al
paciente. Generaimente, los compuestos de la Férmula | exhibirdn sus actividades
terapéuticas en presentaciones entre aproximadamente 0.001 mg/kg del peso

corporal del paciente/dia y aproximadamente 100 mg/kg de peso corporal del
paciente/dia.

Los siguientes ejemplos tienen propésito ilustrativo y no pretenden limitar el
alcance de la invencién en ninguna forma.

EJEMPLO UNO

EVIDENCIA IN VIVO CONSISTENTE CON EL BLOQUEO DE CANAL DE SODIO
DEPENDIENTE DEL VOLTAJE

o

e
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Métodos: El procedimiento experimental se basé en ef método de Bachaup et al
(1992). Lo ratones machos CD-1 que pesaban 3540 g se anestesiaron con
hidrato cloral {400mg/kg). Bajo un microscopio da operaciones, se hizo una
incision vertical de 3mm en la piel, 2mm detras de la 6rbita derecha. El misculo
temporal se aparté y se realizé una pequeiia craneotomla para exponer la dura.
Se hizo una incisién en la dura y se aparté y se expuso la parte distal de |a arteria
cardtida media derecha. Se ocluyd la arteria contra la corriente a la bifurcacién
principal mediante electrocoagulacion bipolar con férceps finos. Se midié el
volumen del infarto se midi® 24 horas més tarde usando 2% de solucién de
cloruro de trifeniltetrazolio. En este paradigma experimental, HP 184 se administr6
oralmente a ratones sin ayuno (10 por grupo) una hora antes de la oclusion. La
reduccion del volumen del infarto se basé en comparacion con 1% écido acético,
vehiculo, ratones tratados. Los resultados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Actividad neuroprotectora de HP 184 en el modelo de apoplejia pMCAO

de ratén
Dosis (mg/kg, po) Tiempo (min) % reduccién volumen
infarto
media sem
1 60 2113
10 60 32+11*
10 -60 4012.5™

*=p<0.05; **=p<0.01

La neuroproteccién observada en un modelo de oclusiéon permanente de la arteria
carbtida media de un ratén (pMCAQO) es consistente con el bloqueo in vivo del
canal de sodio dependiente del voltaje en esta dosis y tiempo.

EJEMPLO DOS

M2
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EFECTO DE HP 184 SOBRE EL EDEMA DESPUES DE LESION CEREBRAL
FOTOTROMBOTICA EN LA RATA

Fundamentg/Objetivo:

La apoplejia tromboembdlica es la tercera causa de muerte en el mundo
occidental. Es causada por un codgulo de sangre o trombo en desintegracion ya
sea generado dentro de la circulacién cerebral o en formacion en el corazdn o en
los grandes vasos y conducido en la circulacién cerebral. Entonces el flujo de
sangre es interrumpido y se desarrolla una lesion isquémica, con edema, necrosis
y apoptosis de tejido. El edema es perjudicial porque comprime el cerebro,
promoviendo la isquemia, y también lisis celular y lesién mecénica. E| tratamiento

con HP 184, un bloqueador conjunto de NA*/K", fue estudiado por sus efectos en
este edema cerebral.

Meétodo: Ratas macho Sprague Dawiey (180 — 200 g bw) fueron anestesiadas con
hidrato cloral (400 mg/kg ip) y se colocaron en un aparato estereotaxico. Se abrid
la piel para mostrar el créneo y se colocd una luz fria (Bioclock 150W) en contacto
con el lado derecho del crdneo delante de lambda. Se administrd
intravenosamente tinte rosa de bengala (10 mg/kg iv en sol. salina) y comenzé
inmediatamente la iluminacién del craneo y continué por 5 minutos. Entonces se
suturd la piel cerrada sobre el créaneo y el animal volvié a su jaula. Veinticuatro
horas después de la lesién fototrombética los animales recibieron HP 184 hecho
en entre 1% en agua por via intravenosa a 0,10 o 20 mg/kg de peso corporal en
un volumen de 5 mi/kg. Una hora mas tarde, se mataron los animales mediante
decapitacion y se retiraron los cerebros (ver apéndice para protocolo). Se tomaron
muestras centrales en el sitio de 1a lesién, y contralateral a la lesion, usando un
taladro de corcho de 6 mm. Se determiné el contenido de agua mediante peso
himedo del tejido/peso seco del tejido y el edema expresado como % de exceso

de agua en la muestira lesionada comparado con la muestra del hemisferio
contralateral de cada rata.
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Resultados — Mostrados en la Tabla 2

Tabla 2
Tratamiento a las 24 h n Edema
después de la lesion (% exceso de agua)
a las 25 h después de la

lesion
Vehficulo 26 4104+0.12
HP 184 a 10 mg/kg iv 12 3.61+0.23 ns
HP 184 a 20 mg/kg iv 13 3.201+0.27*

Estad.: ANOVA mas Tukey-Kramer **=p<0.001

HP 184 demostrd una significativa (22%) reducciéon del edema en la corteza
cerebral derecha una hora después de la administracion intravenosa a 20mg/kg y
25 horas después de la lesién fototrombdtica.

EJEMPLO TRES

EFECTO DE HP 184 EN EL TAMANO DE LA LESION Y EN LA FUNCION
NEUROLOGICA DESPUES DE ISQUEMIA FOCAL CEREBRAL TRANSITORIA
EN RATAS

Fundamento/ Obijetivo: En este estudio se administré HP 184 1 hora después de
del ataque de isquemia en un modelo de isquemia cerebral local transitorio en
ratas. Los parametros medidos fueron tamafio de la lesién y funcién neurolégica.

Métodos: Ratas macho Sprague-Dawiey (Iffa Credo, Francia) que pesaban entre
220-240 g so anestesiaron con halotan 81.4%) en una mezcla 6xido nitroso-
oxigeno (70:30). Se aislaron las dos arterias carétidas comunes (CCAs). La arteria
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cerebral media izquierda (MCA) expuesta mediante una craneotomia temporal fue
ocluida con un microclip, y simultdneamente las CCAs fuerori ocluidas por 1 hora.
Tanto la temperatura corporal como la cerebral se mantuvieron a normotermia.
Después e la cirugia, los animales fueron devueltos a sus jaulas en una habitacién

calentada a 24-26°C.

Se administrd HP 184, disuelto en aprox 1% (en agua estéril inyectable) a 10 y
20mg/kg intravenosa después del ataque de isquemia, y las ratas control
recibieron el vehiculo de acuerdo con el mismo protocolo. 24 horas después de la
isquemia, se realizd a ciegas una funcion neurolégica usando una escala de

calificacién de 9 puntos.

ESCALA DE CALIFICACION USADA PARA LA FUNCION NEUROLOGICA

ltem Puntaje normal Déficit
Reacclones de colocacién
Pata colgando pata delantera izquierda 1 0
lzquierda 1 0
Visual 1 0
Reflejo de agarrar pata delantera izquierda 1 0
Izquierda 1 0
Reflejo de enderezar
Cabeza inclinada lado izquierdo 0
Derecho 1 0
Posturas anormales ausentes ausentes
Térax torcido 1 0
Flexién de pata delantera izquierda 1 0
Calificacién neurolégica global 9




23

liedl

Después se mataron las ratas y se retiré el cerebro. Se cortaron secciones frescas
con una matriz cerebral y se tifieron con cloruro trifenil tetrazolio 2% a 37°C por 5
minutos. Las secciones se almacenaron después en 10% formalina a 4°C por 24
horas. Se midieran las areas de infarto con un analizador de imagen (Leica Q500).

Resultados: La isquemia indujo el desarrollo de lesiones cerebrales en la corteza
y el estrato (ver Fig 1 que ilustra el efecto de HP 184 en el daflo cerebral a 10y 20
mg/kg bolo intravenoso 1 hora después de Oclusién de MCA). HP 184 a 10 mg/kg
intravenoso redujo significativamente las lesiones cerebrales en 41% (p<0.05).
Esta reduccién fue significativa en la corteza (-45%, p<0.05).

EJEMPLO CUATRO
MEDICION DE BLOQUEO DE CANAL DE POTASIO

Métodos

Se cultivaron celulas PC12 (ATCC, Rockville, MD) en medios Eagle modificado de
Dulbecco complementados con 10% de suero fetal bovino (GIBCO BRL Grand
Isiand, NY). Las comrientes del canal de potasio de midieron usando protocolos

electrofisiologicos estdndar de grapa de parche como se detalld previamente
(Rampe et al, 1998).

Resultados y Discusion

Las corrientes de canal de potasio fueron producidas por 200 pulsos de grapa de
200 mseg a + mV de un potencial de soporte de —80 mV. Este protocolo resultd en
una corriente sostenida dirigida hacia fuera. La aplicacion de HP 184 (10 uM)
redujo la amplitud de esta corriente y aumenté la velocidad de disminucién de la
comriente. Cuando se midid la corriente al final del pulso, HP 184 redujo la amplitud
de la corriente en un 75+4% (n=4). Los resultados son consistentes con la nocién
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de que HP 184 actlia como un antagonista de canales K* dependientes de voltaje,
bloqueando un estado activado.

EJEMPLO CINCO
EVIDENCIA IN VIVO DE MEJORAMIENTO DE FUNCION MUSCULAR

Objetivo: Se ha reportado que el tinte inorgénico rojo rutenio (RuR) bloquea la
corriente Ca*? dependiente del voltaje en varios tipos de células, incluyendo las
neuronas sensoriales del ratén (Duchen, 1992), sinaptosomas y preparaciones
neuromusculares (Hamilton y Lundy, 1995; Tapi y Velasco, 1997). Ademés, RuR
bloquea la liberacién de neurotransmisores en sinaptosomas cerebrales (Meza-
Ruiz y Tapia, 1978; Tapia y Meza-Ruiz, 1977) y uniones neuromusculares (Alnaes
y Rahamimoff, 1975; Person y Jun, 1979). La administracién intraperitoneal (ip) in
vivo de RuR causa paralisis flacida en ratones (Tapia et al, 1976) y este efecto es
antagonizado por 4-aminopiridina (4-AP), un blogueador de canal K dependiente
del voltaje (Tapia, 1982). Tapia y Velasco (1997) han revisado los efectos de RuR
in vivo a in vitro, y sugieren que el RuR interactua con sitios CA*2 localizados en la
membrana de la terminacién nerviosa. Estudios relacionados indican que RuR
selectivamente bloquean canales CA*?tipo-N, y estos canales regulan el influjo de
CA*? necesario para la liberacién del neurotransmisor. Estos autores también
sugieren que la administracion intraperitoneal de RuR puede ser un modelo
experimental del sindrome gravis miasténico de Eaton-Lambert, una enfermedad
autoinmune caracterizada por bloqueo de entrada de CA*?y de liberacién de Ach
debido a anticuerpos que se unen al canal CA* tipo-N. Consistente con asta
posibilidad, se ha reportado que 4-AP mejora la debilidad muscular y restaura la
transmisién neuromuscular en pacientes (Lundh et al, 1977a; 1977b; 1979;
McEvoy et al, 1989; Aisen et al, 1995).

La habilidad del 4-aminopiridina (4-AP) y de la guanidina de antagonizar la
parélisis fldcida inducida por RuR se debe posiblemente a su habilidad para
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facilitar la liberacién de neurctransmisores (Lundh, 1978; Lundh y Thesleff, 1977,
Tapia y Sitges, 1982). De cualquier forma, Tapia y colaboradores (Tapia y Sitges,
1982) han reportado que el RuR bloquea la liberacién inducida por 4-AP en
sinaptosomas.

In vivo, el HP 184 mejora la liberacién de neurotransmisores por un mecanismo
diferente que el de 4-AP. A altas concentraciones, 4-AP mejora la liberacién
estimulada eléctricamente y la espontanea, pero estos efectos son dependientes
del calcio. En contraste, el HP 184 mejora la liberacibn espontdnea de
neurotransmisores independiente del calcio unicamente (Smith et al, 1993).
También se ha planteado la hipétesis de que la liberacidn espontanea tiene un rol
funcional in vivo {Smith et al, 1996).

El propésito del siguiente experimento era determinar si HO 184 y 4-AP podian
antagonizar el efecto paralizante de RuR después de inyeccién conjunta.

Método y Resultados: Grupos de 4-5 ratones (CD-1; Charies River; 25-35 gramos)
fueron inyectados separada pero simultdneamente ip con rojo rutenio y vehiculo
(1% &cido acético glacial), rojo rutenio y 4-AP, o rojo rutenio y HP 184. El
compuesto conocido como “8183" también se examind en este paradigma.
Comenzando a 15 minutos después de las inyecciones, se colocaron los ratones
cerca de un aparato “asta” y se registro su habilidad para sostener su propio peso
corporal (es decir, de mantenerse en el asta y no caer). Los resultados se
registraron como el nimero de ratones que pudieron sostener su propio peso
corporal versus el numero total de ratones examinados. Estos resultados se

muestran en la Tabla 3. Todos los experimentos se realizaron entre 2 PM y 4:30
PM.
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TABLA 3
Droga, dosis |Droga, dosis |10 min 30 min 45 min
RuR, 30 Veh 29 de 89 19 de 69 18 de 64
Mg/kg ip (42%) (27.5%) (30.4%)
0.3 mg/kg 4-AP |22 de 25 13de 25 12de 25
(88%) (52%) (48%)
0.6 mg/kg 4-AP |12 de 14 8de 14 8de 14
(85.7%) (57.1%) (57.1%)
3I0mgkgHP (15de 15 15de 15 15de 15
184 (100%) (100%) (100%)
10mg/lkg HP (14 de 15 12de 16 15de 15
184 (93.3%) (80%) (100%)
30 mg/kg 13 de 14 13 de 14 i4de 14
8183 (92.8%) (92.8%) {100%)
100 mg/kg 11 de 20 10 de 20 10de 20
DHP (55%) (50%) (50%)
30 mg/kg 4de 15 3de 15 4 de 15
DHP (26.7%) (20%) (26.7%)
10mg/kgRIL |9de 15 4 de 15 4 de 15
(60%) (26.7%) (25.7%)
Conclusion:

Tanto el 4-AP (ip) como el HP 184 (ip) pueden antagonizar la pardlisis flacida
inducida por la administracién ip de RuR. Esto implica que el HP 184 es capaz de
mejorar la transmisién neuronal in vivo, posiblemente mediante bloqueo def canal
K'. También es posible, como lo es para el 4-AP, que el HP 184 mejore la
transmision neuronal, pues los experimentos con cortes de cerebro in vitro

sustentan un aumento en la liberacion de neurotransmisores en el cerebro (Smith
et al, 1993; 1996).
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Previamente se mosirdé que dosis de los bloqueadores de canal de sodio
difenilhidaintoin (DHP) y riluzol (RIL) examinados en este paradigma experimental
son neuroprotectores en modelos focales de isquemia (Rataud et al, 1994; O'Neill
et al, 1997). Su falta de efecto en este modelo da méas soporte a la interpretacién
de que la habilidad de HP 184 de antagonizar la paralisis flacida inducida por RuR
probableme'nte no se debe al bloqueo del canal de sodio in vivo. Esto se sugiere
también clinicamente. Los sintomas negativos de la MS (pérdida de movimiento)

con frecuencia son empeorados por los bloqueadores de canal de sodio (Sakurai y
Kanazawa, 1999).
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EJEMPLO SEIS
MODELOS DE ENFERMEDAD DE COMPRESION DE LA MEDULA ESPINAL

Fundamento y Objetivo: Gruner & Yee (1993) mostraron que, 25 dias después dei
dafio de la médula espinal, el 4-AP mejoraba la consecuente lesién gradual de la
meédula espinal del mMMEP en ratas. Usando procedimientos idénticos, se midieron
los comportamientos funcionales. Se ha mostrado que estos comportamientoas se
comrelacionan con mMMEP minimo. El objetivo de estos experimentos tenia dos
aspectos:

1) determinar si HP 184 podia atenuar los impedimentos
motores de moderada intensidad inducidos por médula
espinal comprimida si se daba agudamente y comparar
su eficacia con el succinato metilprednisolone (MPSS), v

2) determinar si HP 184 podia mejorar la funcién motora en
ratas con lesibn en la médula espinal de menor
intensidad de larga duracién (25 dias), y comparar su
efecto con la 4-aminopiridina.
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Tratamiento Agudo — administracién ip

Se expusieron las médulas espinales de ratas hembras a laminectomia (sham,
n=12) o se comprimieron a un didmetro de 1.4 mm (5 grupos, n=12 cada uno). E!
diametro normal de la médula espinal es aproximadamente 2.5mm. Esta
compresion representa una lesién moderada caracterizada por cifras de caminata
a campo abierto iniciales de 1.5 — 2.5 en la Escala de Caminata a Campo Abierto.
Las definiciones de la Escala de Caminata a Campo abierto (OFT) son las

siguientes:

0.0 Ninguin movimiento espontaneo

0.7 Ligero movimiento

1.0 Movimiento en la cadera y/o rodilla (no en el tobillo)

1.3 Movimiento activo en cadera y rodilla, no en tobillo

1.7 Movimiento cuastionable en el tobillo

2.0 Movimiento del miembro en las tres articulaciones principales

2.3 Intentos por sostenerse

2.7 Sostén en posicién Gnicamente

3.0 Sostén activo, paso no coordinado

3.3 Tandas intermitentes de paso coordinado

3.7 Falta de control de tobillo o pie, camina sobre nudillos o superficie media del
pie

4.0 Coordinacion de miembros anteriores y posteriores al caminar

4.3 Mejora en soporte de postura en miembros posteriores, el abdomen no cae
sobre el piso

4.7 Uno o dos dedos de las patas se arrastran, ligera inestabilidad al girar a toda
velocidad '

5.0 Caminata y base de apoyo normales, no hay pérdida de equilibrio al girar

répidamente, ningiin dedo de la para se arrastra
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Tratamiento con droga

Dentro de los 15 minutos de la compresion (dia 1), las ratas en los grupos
designados HP 184 recibieron inyecciones ip de 20, 10, 5 o 0 mg/kg en 1% de
vehiculo de &cido acético glacial. Esta administracion se repiti6 los dias 2 y 3. Por
otro lado, el MPSS se administré en 30 mg/kg a 15 minutos, 2 horas, 4 horas y 6
horas el dia 1 después de la compresién. Esto programa de dosificacién de MPSS
ha sido descrita como 6ptima en la literatura, y refleja la dosificacion aplicada en
humanos. MPSS es actualmente la unica terapia de drogas aprobada para la
lesibn de médula espinal humana. La Figura 2 muestra las cifras de
comportamiento (OFT) de los varios grupos de tratamiento con el tiempo. La cifra
preoperatoria normal es 5. La velocidad y extension de la mejoria fueron
significativamente diferentes de los de las ratas tratadas con vehiculo en los
grupos de dosis de 20 y 5 mg/kg. Cada punto representa la media méas 8-12 ratas.

Tratamiento Agudo — administracién po

Nuevamente, se expusieron las médulas espinales de ratas hembras a
laminectomia 0 se comprimieron a un didmetro de 1.4 mm. En los grupo con HP
184, se traté a las ratas oraimente 5-10 minutos antes de la compresién, y
después una vez al dia duarante los dias 2 y 3. MPSS se dosificd como se
describié anteriormente. Las cifras de comportamiento (OFT) se muestran en la
Figura 3. La cifra preoperatoria normal es 5.

La velocidad y extensién de mejoria mejoraron para todas las dosis, incluyendo el
grupo de 10mg/kg, si se compara con el grupa tratado con el veh_iculo. Cada punto

representa la media mas 12 ratas.

EXPERIMENTO DE COMPRESION CRONICA

-

53
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Se expusieron las médulas espinales de ratas hembras a laminectomla o se
comprimieron a un diametro de 1.6 mm . Esto Representaba una lesién menor, y
se designdé para que resuitara en cifras OF T de 4.0 después de 25 dias sin
tratamiento. Esto se escogid como un intento por reproducir el miamo grado de
impedimiento menor descrito por Gruner y Yee (1999), quienes mostraron que
mejorias inducidas por 4-AP en grabaciones potenciales en placa terminal
miniatura de patas traseras. Este procedimiento y duracion de dafic sin
tratamiento también ha mostrado resultados en la mesmiselinacion. Las cifras de
comportamiento (OFT) se muestran en la Figura 4. La figura 4 muestra las medias
y errores estandar de los grupos que usan las Definiciones para la Escala de
Caminata en Campo Abierto descrita anteriormente.

En este experimento, las cifras OFT fueron ligeramente mas altas (4.3-4.5),
dejando sélo una pequefia ventana para mejoria. Usando cada rata como su
control, se observd mejoria consistente daspués de una dosificacion oral una vez
al dia de HP 184 los dias 26, 27 y 28. Las mejoria consistente también se observé
después d la ip una vez al dia de 0.6 mg/kg de 4-AP. Las diferencias estadisticas
se basaron en los cambios para cada rata individual (cada rata era su propio
control) usando la prueba U Mann-Whitney. Todas las pruebas de comportamiento
en dia 1, dia 2 y dia 3 se realizaron 3 horas después de la cebadura. No se dio

droga el dia 3 (el primer dfa en que se empez6 a dar droga fue el dia 0). El anélisis
estadistico es el siguiente:

20 mg/kg- mejoria significativa a la hora 3 hasta el dia 3 (p=.002) comparado con
el control con vehiculo

10 mg/kg- mejoria significativa a los 30 min y hora 3 hasta hora 12 (p=.014)
comparado con el control con vehiculo
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3mg/kg- mejorfa significativa a los 30 min hasta hora 12 al dla 2 (p=.0027)
comparado con el control con vehiculo

4-AP- mejoria significativa a los 90 min hasta hora 3 y hora 12 hasta dia 2
(p=.0027) comparado con control con vehiculo

La Tabla 4 ilustra los cambios en cifras para cada grupo desde la pre-dosificacion
hasta 3 horas después de la tercera dosis diaria consecutiva.

. Tabla 4
Compresion | Compresién | Compresién | Compresion | Compresién | Laminec
con con4-AP |con20HP |con10HP |con3HP |Sin
vehiculo compresion
Antes de [4.52 + 443+ 4.54+ 4.36+ 432+ 487+
la dosis | 0.04 0.03 0.02 0.01 0.05
3 horas |4.53+ 4,53+ 4,60+ 4443 447+ 487+
después |{0.03 0.02 0.02 0.03 0.04 0.01
dela
dltima
dosis

La Figura 5 muestra los cambios en cifras, normalizadas para cada rata. La gréfica
muestra el cambio observado después de tres dlas consecutivos de dosificacion
(desde la pre-dosificacion hasta tres horas después de la tercera dosis diaria
consecutiva) con 0.6 mg/kg de 4-AP (i.p.), 20 o 10 0 3 mg/kg (p.o.). Laminectomia
se refiere a un grupo sustituto. La media + sem para cada grupo (n=12) se
muestra en la figura 5.

EFICACIA EN LESIONES DE MEDULA ESPINAL A LARGO PLAZO

=t

-»~
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Treinta y cinco dias después de una lesidn de grado moderado de la médula
espinal, la administracion oral de 3 mg/kg de HP 189 (po) mejora la recuperacién
motora después de una sola dosis, y la dosificacion diaria por 4 dias mas resulté
en mejoria continua y sostenida con base en las definiciones para |la prueba De
Caminata a Campo Abierto descrita anteriormente. 4-AP, a 0.6 mg/kg (ip) fue
similarmente eficaz. Una representacion tabulada de los resultados de los dos
estudios de lesion crénica en la médula espinal (las drogas administradas primero
25 dlas después de una compresion leve de la médula espinal y 35 dias después
de una compresién moderada de la médula espinal) se prasentan en la Tabla 5.

Tabla 5

Tratamiento Dia 25 (leve) |Dia 28 (leve) 3 horas Delta | % mejoria

antes después de Ultima dosis posible (cifra
i mas alta=5)

Control 452+ 037 |4.53+ .026 01 |2%

4-AP (0.6mpk, {443+ 030 |4.53+ .023 A0 |17.5%

ip) '

HP 184 (3mpk, {4.32+. .018 [4.47 +£.035 A5 |22.0%

po)

Tratamiento Dia 25 Dia 39 (moderado) 3 hrs {Delta [ % mejoria
(moderado) |después de ultima dosis posible
antes

Control 4.00 £.074 3.991.057 -01 |-2%

4-AP (0.6mpk, {3.95+.084 417 +.047 22 |22.1%*

ip)

HP 184 (3mpk, |3.89 +.054 4.17 1+ .058 274 |24.8%"

po)
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Como se muestra anteriormente, HP 184 a 3 mg/kg/dia mediante cebadura oral
de 35 a 41 dias después de lesién de compresibn moderada produjo mejoria
significativa. Se noté en este estudio que hubo més mielina en el sitio de la lesién
en las médulas espinales lesionadas de las ratas que recibieron HP 184. Esta
informacién proporciona evidencia consistente con la afirmacién de que HP 184

estd mejorando la remielinacidn o reduciendo un proceso de desmielinacién en
Curso.

Estudios adicionales se realizaron para determinar la dosis eficaz mas baja de HP
184 en el paradigma ce compresién cronica moderada (35 dias después de la
lesion) en un disefio doble de placebo a ciegas y control positivo. Los efectos de
HP 184 observados previamente a 3mg/kg, po, fueron confirmados usando 4-AP
(0.6mg/kg, ip) como un control positivo. Ademds, el efecto de todos los
tratamientos sobre el descoloramiento de mielina se examiné histolégicamente.

(1) Evaluacién de| Comportamiento

Ciento cincuenta ratas hembras adultas, entre 250-300g de peso, obtenidas en
Charles River se alojaron en las Instalaciones Centrales para Animales (CAF) del
Centro de Ciencias de la Salud (HSC) de la Universidad McMaster durante al
menos una semana. Durante ese tiempo, se expusieron a las pruebas de
desempeiio descritas mas adelante, para asegurar que se familiarizaran con ellas.
Se manipul¢ las ratas diariamente por dos semanas antes de la cirugia.

Se anestesiaron las ratas usando isoflurano (3-5%): O2 (1L/min) en una sala
quirdrgica debidamente equipada en el CAF. Se administré temgésico (0.03 mg/kg
de peso corporal, subcutdneamente (SQ) antes de la cirugla para aliviar el dolor.
Se estrujaron (comprimieron) las médulas espinales con unos férceps modificados
de 3.5 mm de anchas (Blight 1991, precedimiento revisado por laboratorio
Rathbone). Se cerraron los férceps a 1.4 mm por 15 segundos, lo que produjo un
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nivel de lesion equivalente a un resultado de nivel mediano (moderado) en la _
escala Gruner (1996). La lesién por compresion en lo demas se realizé de acuerdo
con el procedimiento descrito por Blight (1991).

Se observaron los animales para determinar los comportamientos de dolor, la
presencia de infecciones del tracto urinario o retencion urinaria. Se traté el dolor
con Tylenol (0.8 mg/10gm de peso corporal oralmente).

Para evitar la infeccién urinaria, Se les dio Septra (Trimetropina-Sulfametoxasol)
oralmente (4.5 ml en 300 m! de agua) 1 dia antes y 5 dias después de la
operacion, y fueron tratadas con expresién manual de vejiga. En el caso de las
infecciones, es decir, cualquier infeccién del tracto urinario, sefialada por orina
turbia o sangrosa, se inyecté subcutdneamente (SQ) Baytril (enrofioxacin, 7 mg/kg
de peso corporal) dos veces al dia.

Se evaluaron los cambios en el comportamiento locomotor y los reflejos
segmentales hasta 5 semanas después de la lesién. Se sometieron a prueba los
animales en tarea de caminata en campo abierto, colocacién de miembro posterior
y en orientacién de pata. Los animales se evaluaron los dias 2, 7, 14, 21, 28y 35
después de la cirugia. Al dia 35 después de la cirugia, no ocume casi ninguna
recuperacion espontanea adicional. Por lo tanto, el tratamiento comenzé el dia 35.

Se disolvid HP 184 en agua de &smosis-inversa desionizada esterilizada (por
autoclave) acidificada con acido acético glacial (0.1 ml de acido por 10 ml de
agua). Se disolvid 4-AP (Sigma, peso molecular 94.12; Jankowska E. Et al., 1982;
Gruner et al., 1998) en solucién salina fisiolégica (0.6 mg/kg de peso corporal) y se
administrd por inyeccién i.p. Un grupo de ratas (control-1 con vehiculo) recibié por
vehiculo de cebadura oral. Se hizo la prueba de comportamiento inmediatamente
antes de recibir la cebadura y 3 horas después. Luego, se sacrificaron las ratas el
dia 35. Todas las otras ratas recibieron HP 184 por cebadura oral (0.3, 1, 0 3

&5 a6
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inglkg de peso corporal dependiendo del grupo) o 4-AP (0.6 mg/kg i.p.) o vehiculo
(control-2 con vehlculo) una vez al dia los dias 35 a 42 después de la cirugla.
Estos dias se hicieron pruebas de comportamiento inmediatamente antes de
recibir la cebadura a las 3 y 24 horas después. Luego, se prefusionaron las ratas
ol dia 43 después de la Ultima prueba de comportamiento.

Se hizo grabacion en video dela prueba de comportamiento usando Hi-8 los dias
35 a 43 despues de la cirugia.

Se realizaron andlisis estadisticos en un computador Macintosh usando GB-Stat
ppc 6.5.2. Las cifras del comportamiento se analizaron mediante el analisis de
variacion no paramétrica de Kruskal-Walis. (ANOVA). Se hicieron comparaciones
post hoc usando pruebas Mann-Whitney U.

Se evalud la recuperacion general de la habilidad locomotora a campo abierto
mediante las cifras medias OF T de cada grupo, que se muestran en las Figuras 6a
y 6b. Estos resultados muestran que el desempefic de los animales tratados con
HP 184 o 4-AP fue significativamente diferente del de los animales de control que
recibieron el vehiculo. El ANOVA para diferentes mediciones muestra el efacto del
tratamiento (p<0.01) los dias 35-42.

Los resultados muestran que 4-AP y HP 184 tienen efectos benéficos, mejorando
las pruebas de comportamiento después de compresion moderada crénica de la
médula espinal. Aunque las tres concentraciones de HP 184 tuvieron efectos
benéficos, los 3 mg/kg de HP 184 produjeron la mejor recuperacién de la funcién
locomotora confirmando asl los efectos del HP 184 observados previamente con
esa dosis. Estos resultados también indican que la concentracién mds baja de HP
184 (0.3 mg/kg) puede no ser la dosis menos eficaz de HP 184 en este paradigma.
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Estudio histolégico de Médulas espinales

Un estudio para probar si el tratamiento con HP 184 afectaba la cantidad de
mielina en las ratas con lesion moderada de largo término por compresién de

médula espinal cuando se les administraba mucho tiempo después de |a lesién en
la médula espinal.

Se usaron para este estudio médulas espinales de ratas descritas anteriormente
en la evaluacion.

El dia 21 después de la operacién, los sujetos experimentales se anestesiaron
profundamente con pentobarbital de sodio (50-60 mg/kg de peso corporal, i.p.) y
se prefusionaron transcardialmente — primero con 100 mL 0.05M de salina
amortiguada de fosfato (PBS) que contenia 0.1 de heparin, seguido de 300-500
mL de 4% de paraformaldehido (PFA). Se sacaron los segmentos T9 a L1 de las
médulas espinales, después se crio-protegieron en 30% de solucién sucrosa y se
congelaron a —70°C en 10.24% de alcoho! polivinilo y 4.26% de glicol polietileno.

Un segmento de cada médula incluyendo el sitio de la lesién més 10 mm rostral y
caudal al sitio de la lesibn se fijaron en medio Tissue Tek Se cortaron
longitudinaimente secciones seriadas a intervalos de 20 um en un criostato. Cada
tercera seccion se tifd con azul rdpido luxol para mielina. La evaluacién se
realizaron observadores desconocedores del tratamiento, sobre diapositivas
codificadas. Las secciones se examinaron bajo un microscopio de luz para ver la
extension de la desmielinacién (el 4rea sin teflido azul rdpido luxol).

Para determinar el drea de la médula con méxima desmielinacién, se dieron
valores numéricos a toda la seccién sobre fotografias usando un microscopio
Zeoiss. La extension de la desmielinacion se midid en el centro de la lesién usando
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un programa de andlisis de imagen computarizada Bioquant BQ-TCWBS8 por parte
de un investigador que desconocia el grupo de tratamiento.

Se realizd andlisis estadistico en un computadro Macintosh usando GB-Stat ppc
65.2. Los resultados histolégicos se analizaron mediante el anélisis de variacién
no paramétrica Kruskal-Wallis (ANOVA). Las comparaciones post hoc se hicieron
usando pruebas Mann-Whitney U.

La extension de la desmielinacién de los seis grupos experimentales (0.3, 1, o
3mg/kg de peso corporal dependiendo del grupo o 4-AP 0.6 mg/kg o control con
vehiculo 1 y 2) se muestra en la figura 7. Las barras representan el nimero de
imagenes de area desmielinadas en el centro de compresion. (**P<0.001, *
P<0.05, andlisis de variacién no paramétrica Kruskal-Wallis (ANOVA)). Los
resultados cuantitativos muestran que las médulas de animales tratados con HP
184 o 4-AP tenian 4reas mielinadas significativamente mayores que las de los
control con salina. Esto es, ias médulas de animales que recibieron inyecciones de

vehiculo tenian dreas desmielinadas considerablemente mayores que la de los
animales tratados con HP 184 o 4-AP.

El analisis histolégico mostré que HP 184 (en todas las tres concentraciones) y 4-
AP tienen efectos benéficos sobre ia mielinacién, lo que era consistente con los
resultados de pruebas de comportamiento. De esos grupos, los animales tratados
con 3 mg/kg de HP 184 mostraron la menor desmielinacién. Por lo tanto, 4-AP o
HP 184 parecen capaces de mejorar la remielinacién en una etapa mucho
después de la lesién en la médula espinal. Es improbable que los datos
simplemente representen una reduccién en la velocidad de pérdida de mielina,
pues no hay diferencia en la extensién de la desmielinacién en los dos grupos de
control, control 1 y control-2, evaluados al principio y al final del experimento.
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EJEMPLO 7
EL EFECTO DE h-184 INTRAVENOSA EN LA IRRITACION DE LA VEJIGAEN
LA RATA

Este experimento muestra el efecto de HP 184 intravenosos en el modelo KCI
resefiado por Frase et al (2001). Fraser et al combinaron tratamiento de sulfato de
protamina, que se cree que destruye la funcién barrera de la célula paraguas
urotelial, y concentraciones de orina fisiolégica de KCI (500 nM). Los efectos de
HP-184 intravenosos se compararon con el vehiculo solo {n=4/grupo) en un
estudio de respuesta a dosis acumulativo en ratas anestesiadas con uretano con
iritacién aguda de la vejiga. La cistometria abierta continua, que mide el llenado y
el vaciado de la vejiga durante infusién continua, se utilizé para determinar el
efecto de la droga en la irritacién de la vejiga. Cuando la vejiga estd irritada, se
contrae més frecuentemente durante la misma velocidad de llenado debido a la
sensibilizacién de los nervios aferentes C-fibra. La figura 8 ilustra la disminucién
dependiente de la dosis en la frecuencia de contraccion de la vejiga desde los
valores de irritacién pre-administracion a los efectos del vehiculo solo. El Andlisis
de la Variacién de Mediciones Repetidas indica que mientras el vehiculo solo no
tuvo efecto, HP-184 disminuyd significativamente la frecuencia de contraccién de
la vejiga en vejigas irritadas en un forma dependiente de la dosis (P=0.0018).

EJEMPLO 8
EL EFECTO DE HP 184 SOBRE LA NO PRODUCCION EN RATONES

Se les inyecté a ratones 30 mg/kg de HP 184 (ip) 30 minutos antes de LPS
(3mg/kg, ip). Se sacrificaron los ratones 5 horas después de la inyeccion de LPS, y
8e recolects el plasma. Los niveles de nitrato se determinaron mediante el ensayo
de Griess. Los grupos estaban compuestos de 9-10 ratones cada uno. Como se
muestra graficamente en la figura 9, el HP 184 reprime la falta de produccién.

by
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Después de ANOVA de una direccién, sélo se encontrd que el tratamiento con
LPS era significativamente diferente (p<01) del tratamiento con vehiculo.

EJEMPLO 9
HP 184 EN UN MODELO DE DOLOR NEUROPATICO

Ratas machos adulatas Sprague-Dawley recibieron constriccion unilateral del
nervio L6 para producir lesién de nervio crénica. Después de la recuperacién de la
cirugla (3-7 dias después de la operacién) se hizo prueba en los animales
respecto al umbral de retiro de la pata ante estimulos mecanicos aplicados a la
para lesionada. Esto se determind mediante la aplicacién de monofilamentos von
Frey calibrados a la superficie plantar de cada para trasera. Sélo loa animales con
un 50% de disminucién en el umbral de retiro en la pata ligada se usaron en el
estudio, y se asignaron al azar a los 6 grupos: tres grupos recibieron una de tres
dosis de HP 184 (0.3, 3 y 20 mg/kg, po), un cuarto grupo recibid una sola dosis de
otro compuesto llamado MDL (10 mg/kg, ip), un quinto grupo recibié gabapentino
(90 mg/kg, sc), y un sexto grupo recibié solo vehiculo. Las prueba de
comportamiento ocurrio 45 minutos después del gabapentin (90 mg/kg), sc), y tres
horas después del HP 184, MDL y el vehiculo. Se calculé una diferencia de cifras
entre el umbral de retiro de la pata ligada y la no ligada para cada animal, y estas
diferencias se sometieron a ANOVA con el grupo como factor principal. Los
resultados se muestran en la Figura 10. La gréfica muestra ia diferencia Media (+/-
SEM) menos el umbral de retiro de la para derecha (normal) antes y después de la
administracién de la droga (fase aguda del estudio). El andlisis estad(stico revela
una atenuacion de respuesta a la dosis de la hiperglasia mecanica de ligadura LS
por HP 184 20 mg/kg y una clara inversién de hiperglasia por gabapentin 90
mg/kg. El andlisis fue entre/dentro de medidas repetidas de ANOVA. Esto fue
seguido por una comparacién post-hoc (LSD) en el término de tiempo de

interaccién del grupo X para examinar valores pre- versus post droga de umbral
de retiro.
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Grupo: F(5,43) = 8.18, p<0.001
Tiempo: F(1,43) = 47.34, p<0.001
Tiempo de grupo X: F(5,43) = 9.25, p<0.001

En animales tratados con vehiculo, hay gran diferencia en umbrales de retiro
mecanico entre |las dos patas.
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REIVINDICAMOS

1. Un método de tratamiento de Enfermedades Desmielinantes, método que
comprende administrar a un paciente que lo necesite una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de la férmula |

(H’m—@:-j—(“ﬂn
N
|
b

SO

R
|
(O),
|

en donde
mes0, 142
nes0, 162
pes061;
cada R es independientemente hidrégeno, halégeno, trifluorometil, Cs-
Cealquilo, Cs-Cealcoxi, benziloxi, hidroxi, nitro 6 amino;
cada R, es independientemente hidrédgeno, Ci-Cealquilo, Ci-Cealquenilo,
C-Cealcanoil, halégeno, ciano, -C(0)C C+-Cealquilo, C1-CealquilenoCN, Cq-
CealquilenoNR'R" en donde R' y R" son cada uno independientemente
hidrégeno o C-Cealquilo, Ci-CealquilenoOC(0) C1-Cealquilo, 6 -CH(OH)R4
en donde R4 es hidrogeno ¢ C-Cealquilo;
R2 es hidrégeno, Cs-Cealquilo opcionalmente sustituido por halégeno,
hidroxi 6 benziloxi, Cy-Cealquenilo, C41-Cealquinilo, -CO2 Cy-Cealquilo, 6 Rs-
NR'R" en donde Rs es Ci-Cealquileno, C,-Cealquenileno 6 C,-Cealquinileno
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y R y R" son cada uno independientemente hidrégeno, C,-Cealquilo o
alternativamente el grupo —NR'R" como un todo es 1-pirrolidinil; y R3 es
hidrégeno, nitro, amino, halégeno, C4-Cealcoxi, hidroxi o C4-Cealquilo o una
sal farmacéuticamente aceptable de elios.

S5i

2 El método de la reivindicacién 1 en donde R es hidrégeno, trifluorometil, o
C1-Cealquilo; Ry es hidrégeno o Cy-Cealquilo; Rz es hidrogeno o Ci-Cealquilo; Ra
es hidrégeno, Ci-Cealquilo o halégeno; y pes 0.

3. El método de la reivindicacién 1 en donde la Enfermedad Desmielinizante
es esclerosis multiple.

4, E! método de la reivindicacién 2 en donde el compuesto tiene la siguiente
férmula

5. El método de la reivindicacion 4 en donde la Enfermedad Desmielinizante
es esclerosis multiple.

6. Un método de tratar las Condiciones Desmielinizantes, método que
comprende administrar a un paciente que [0 necesite una cantidad
terapéuticamente eficaz del compuesto de la fromula l.
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7. E! método de la reivindicacién 6 en donde R es hidrégeno, halgeno,
trifluorometil, o C4-Cealquilo; Ry @3 hidrégeno o C-Cealquilo; Rz es hidrégeno o C;-
Cealquilo; R3 es hidrégeno, C(-Cealquilo o halégeno; y p es O.

8. El método de la reivindicacion 6 en donde la Condicién Desmielinizante es
Lesién de la Médula Espinal.

9. El método de la reivindicacién 6 en donde la Condicién Desmielinizante es
Lesién Cerebral Traumética.

10. El método de la reivindicacion 6 en donde la Condicién Desmielinizante es

Apopilejia.

11. El método de la reivindicacién 7 en donde el compuesto tiene la siguiente
fébrmula

A\
N
N\/\
S—
P
N F
12. El método de la reivindicacion 11 en donde la Condicién Desmislinizante es

Lesion de la Médula Espina.

13. El método de la reivindicacién 11 en donde la Condicién Desmielinizante es
Lesién Cerebral Traumética.
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14. Ei método de Ia reivindicacién 11 en donde la Condicién Desmisiinizante es
Apoplejia.

16. Un método de Rehabilitacion de la Apoplejia, método que comprende
administrar a un paciente que los necesite una cantidad terapéuticamente eficaz
de un compuesto de la reivindicacién 1.

16. El método de la reivindicacion 14 en donde R es hidrégeno, halégeno,
triftuorometil, o C4-Cealquilo; Ry es hidrégeno o C4-Cealquilo; Rz es hidrégeno o C;-
Cealquilo; Rz es hidrégeno, C¢-Cealquilo o haldgeno; y p es 0.

17. El método de la reivindicaciéon 16 en donde el compuesto tiene la siguiente
formula

18. Un método para bloquear el canal de potasio en un paciente que lo necesite
administrandole a un paciente que lo necesite una cantidad terapéuticamente
eficaz del compuesto de la reivindicacion 1.
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19. El método de la reivindicacion 18 en donde R es hidrégeno, halégeno,
trifluorometil, o C1-Cealquilo; R es hidrégeno o Cy-Cealquilo; Rz s hidrégeno o C;-
Cealquilo; Ra es hidrégeno, C4-Cealquilo o halégeno; y pes 0.
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20. El método de la reivindicacion 19 en donde el compuesto tiene la siguiente
féormula

21. El método de la reivindicaciéon 2 en donde el compuesto tiene la siguiente
férmula
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22. El método de la reivindicacién 7 en donde el compuesto tiene la siguiente
férmula

55

23. El método de la reivindicacion 22 en donde la condicidn desmielinizante es
Lesién de la Médula Espinal.

24. El método de la reivindicacion 22 en donde la condicion desmielinizante es
Lesion Cerebral Trauméatica.

25. El método de la reivindicacién 22 en donde la condicion desmielinizante es
Apoplejla.

26. Un meétodo para tratar el Dolor Neuropético, método que comprende
administrar a un paciente que los necesite una cantidad terapéuticamente eficaz
de un compuesto de la reivindicacion 1.

27. El método de la reivindicacién 26 en donde el compuesto tiene la siguiente
féormula
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28. Un método para tratar la Imritacion de la Vejiga, método que comprende

administrar a un paciente que 08 necesite una cantidad terapéuticamente eficaz
de un compuesto de la reivindicacion 1.

29. El método de la reivindicacion 28 en donde el compuesto tiene la siguiente
fébrmula

30. Un método para tratar la Vejiga Excesivamente Activa, método que
comprende administrar a un paciente que los necesite una cantidad
terapéuticamente eficaz de un compuesto de la reivindicacion 1.

\
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31. El método de la reivindicaciéon 30 en donde el compuesto tiene ia siguiente
férmula

32. Un método para tratar el dolor inducido por quemokinesis, método que
comprende administrar a un paciente que los necesite una cantidad
terapéuticamenta eficaz de un compuesto de la reivindicacion 1.

33. El método de Ia reivindicacién 32 en donde el compuesto tiene la siguiente
fébrmula
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ABSTRACTO

N-(piridinil)-1H-indol-1-aminas de la férmula | proporcionan una combinacién (nica
de propiedades bloqueadoras de los canales de sodio y de potasio. Estos
compuestos son Utiles para el tratamiento de Enfermedades y Condiciones
Desmielinizantes como la Esclerosis Muiltiple, la Lesion de la Médula Espinal, la
Lesién Cerebral Traumética y la Apoplejia. Los compuestos también son Utiles
para la Rehabilitacién de la Apoplejia, el tratamiento de la Irritacién y Disfuncién de
la Vejiga, y el tratamiento del Dolor Neuropédtico y del Dolor inducido por la
Quemogquinesis.

(35 s



VOLUMENES DE INFARTACION (mm?)

300 -

200 -

100 -

o

Lesidn
Hemisfénca

Lesién
cortical

Fig 1

Lesion

estriada

/&3

J VeHicuLo
@=13) .
P 181
1Omyg/hgiv
age

- 1P 184

(n=13) 20myp/fkpiv

(=15

ks

11/1



Score

J 1 1
a R &

5
10 -

Diad comp rtam nto
Fig 2

30

Vehiel Control
MPSS
HP20mg/kg
HP10mg/kg
HP5 mg/kg

Lamineciomy

84

o2

11/z

SAAA ARASAL sm



Score

€0~ P~

.’--‘lo—’u-u----- -’cmlu---a;.‘

10+

T
a < e}

Dia de comportamiento

Fig 3

—-—
Laad FI-W.\. . Shoa
Amma .-___

~ ar aalffifen i~
oo ffynsma

|85

Vehicle Control
MPSS
HP20mg/kg
HP10mg/kg
HP3 mgrkg

Laminectomy

Z00D/L0NZ AYeN

11/€

)



Prueba a Campo Abilerto

mwj 0 M i 90 Min '_:w- - am_#mun i Day1 ) Oay2 ’ Daya
Tiempos después de Cebamiento

Fig 4

—o— Vehicle control
—B—4-AP

20mg/kg HP184
—>— 10mg/kg HP184
36— 3mg/kg HP184

—@— Laminectomy

Zz92

AN An=—

1974 4

»e!



012 -

01 -

008 |

008 -

004 -

002

002 -

004

Clfras OFT diferentes antes y después del tratamiento

Control

*k

*k

'y

4 AP 20mg/mgHP  10mg/kg HP 3mpkgHP  Lamingctomy

Grupos

Analisis estadistico con Mann-Whitney

Prueba-U *p< 05, ** p< 05
Fig 5

—

- )

/s

2000/1002AVYSN



g %
/88

Comparacién de HP 184 y 4-AP vs Vehiculo (control)

OFT Scores

En Pruebas en campo abierto (OFT) en Ratas con
Lesién moderada establecida en la Médula espinal,
OFT evaluado 3 hrs después de dosificacion

410

J —e— HP 184 @ 03 mg/kg, po

4051| —o— HP 183 @ 1 myhg po
|| = HP 184 @ 3mong, po

400 ] —o— 4 AP G 0B Mgk Ip

395J —=— vehicle

350 A

385 -

380 -

375 1

370

365 -

360 S T L — —
30 32 Y| 36 38 40 42 44

Fig 6

beo

700N/ LANT AWON

11/9

o _atT



OFT Changes

03

02

01

00

01 A

02

Cambios de cifras OFT, Normalizadas para cada rata

—&— 03 mpk HP 184, po
~O— 1 mpk HP 184, po

—v— 3 mpk HP 184, po
—v— 4 AP @ 006 mpk, Ip
—&-— vehicle

=

32 34 a8 38 40 42

44

Dias postenores a lesion (dosificacién comienza el dia 35)

Fig 7

159

S2

11/L

€000/1002AVYSN

M



W W W LIV

8/11

L

Area desmielinada (pixcls)

Fig 8

BRI Veincle control 2

A B C D E F

Grupos de tratamiento

T MDD O @ »



v e e

AL -

Frecuencia de contraccién de la vejiga)

USAV2001/0002

(% control irritado)

1254

100 |..

9/11
' 67
El Efecto de HP-184 Intravenoso
Sobre la Frecuencia de contraccién
De la Vejiga después de imritacién
de la Vejiga (n=4/grupo)

754 |-

504 |-

Tratamiento

Fig. 9

Al

=11 mg/kg
B3 malkg
&3 10 ma/kg
I 30 mglkg



USAVZ001/0002 — 7

. "10/11 ,/’49 2‘4

Efecto de HP 184 sobre la no produccién inducida por LPS
B.

-

T, o,

c

3

23

<

' ’ Solo Vehiculo HP 184

LPS + LPS

Fig. 10 ~ -



' ‘ ' USAVZ001/0002
!
!

Umbral de retiro mecénico de la pata (pata izquierda-pata derecha, nM)

11/11

cq

Tratamiento Agudo (dosis unica)

-100
-150 -
=200 -
<250 <

=300

Test Peried

Predrug

Postdrug

N Vehicle (n=7) {A;
MDL (n=g) (8
HP184 0.3 mg/kg (n=9)
B HP 184 3 mg/kg {n=8)
N HP184 20 mg/kg (n=7)
Il Gabapentin (n=9)

*=* = p<0.001 versus predrug :

-

Fig. 11



