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The present invention relates to therspeutio mothods and uses of sapogening, related

The uscs of the sspogenins, related compounds and their derivatives are in the treatment of -

non-cognitive neurodegeneration, non-cognitive nevromusculsr degenerstion, motor-
sensory npurodegeneration, or receptor dysfunction or foas, I s further aspect, the
invention relates to compositions for use in such treatments.

Background of the Xnveation

Cognitive dysfimetion is a charucteristic of dementia conditions and syndromes, such as

Alrheimer's discase (AD), senle dementis of the Alzheimer's typs (SDAT), Lewy body

demnentis and vascular dementis. A lsmser degree of cognitive dysfunction is also &

cheracterigtic of certain non-dementia conditiona end syndromes, such as mild cognitive

impairment (MCI), sge-associsted memary impainmont (AAMI), eutism and
o

Non-cognitive neurodegeneration (.. nsurodegenerution in the sbsence of cognitive
dysfunction), non-cognitive neuromuscular degenemtion (i.c. newromusculsr degeneration
in the absence of cogpitive dysfuncfion) snd motor-seiwory neurodegensmtion are
characteristio of conditions and syndromes such as Parkinson's dissase, muscular dystrophy
inchuding faciosospulohumeral muscular dystrophy (FSH), Ducherne musculsr dystrophy,
Becker musculsr dystrophy and Bruce's muscular dystrophy, Fucha' dystroplry, myotanic
dystrophy, comeal dystrophy, reflex sympathetio dyatrophy syndrome (RSDSA),
nevravasclar dystrophy, myasthenia grevis, Lambert Eston disease, Huntington's disease,
amyotrophic lateral sclerosis (ALS) and multiple soleroxis.

Receptor dysfinction ar losg - particularly dyafunstion or loss of nicotinio and/or
mscarinic acetylcholine receptors andfor dopamine receptors end/ar adrencceptors — is 2

"
i



10

15

20

30

35

WO 037032893 PCT/GB0301380

2

charasieristio of some or all of the above conditions and syndromes. Receptor dysfunction .

or loss in the absence of cognitive, noural and nevromuscular impairment is also s
cheraoteristic of conditions and syndromes such na postural hypotension, chronic fatigue
syadrome, asthma, susceptibility to heart faflure and maculsr degeneration.

The sbove conditions and syndromes are grave and growing problems in all socistiss
where, because of an increase in life expectancy and dontral of adventitious disease, the
demographic profils is inoreasingly exteading townrds & more aged population, Agents

whish can treat, or halp in the msnagement or prevention of such disarders, oo wyeatly -

required.

DE-A-4303214, the disclosre of which is inoorporated herein by refivence, suggests the
use of saponins end sepogening in the treatment of viral discases, but with no data that
would allow one akilled in the art to select & particular group of compounds for any

WO-A-99/16786, the disclosure of which is incorporated herein by reference, suggests the
uso of certain saponins end sapogening in the trestment of dementis.

WO-A-99/48482, WO-A-99/48507, WO-A-01/23406, WO-A-01/23407, WO-A-01/23408,
the disolonmres of which are inoarporated hersin by reference, relate fo the wss of certain
saponins, sapogenins end derivatives thereof in the treatment of cognitive dysfimction and
allied conditions.

Chinese Patent Application No. CN-A-1096031, the disolosurs of which'is incorparated
herein by reference, suggests s bioactivity of the spirostans sapogenin, sarsasspogeain, in
the two-way regulation of P-adrenzgic snd M-cholinergic receptors. No specific
pharmacsutical activity is suggested, However, in "Synthesis and Applications of
Isatopically Labelled Compounds™, 1998, pages 313-320, Yi et al deacribe the use of
sarsasppogenin in the treatment of senile dementin,

There exist & number of so-called “spoctrum™ disorders, in which a wide rnge of
combindtions of symptoms, in & wide range of relative severitiss, preaent themselves. The
severity of each symptom snd the particular combination of symptoms will vary from
individual to individual and according to the stage of progression of the disarder. In the
cases of Parkinson's diseass, mynsthemin gravis, Lambert Eaton diseass, postural
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hypotension and chronic fatigue syndrome, for exampls, cognitive dyefunction is not a
primary symptom, although it may be present as ane of # number of possible secondary
symptoms. Moreaver, these conditions ars not viral discasea or dementiss. Many of these
disorders are so-called “spectrum™ disorders, Therefors, in many instances, a treatment for
cognitive dysfunction (e.g. dementin) is not necesesry.

The pregent invention is based upon owr finding that certain mpogenins and their
derivatives, including ssponins, have & mxprising disease-madifying activity against non- .

- cognitive neurodegenenstion, non-cognitive neurommucular dsgenaration, motor-sensory

neurodegeneration as well ay against receptor dysfimction or loss in the absence of
copnitive, neural and neuromusoular impairment, and thus astively prevent end reverse the
conditions. This finding enables tmproved trestment of certain non-viral, spestrum snd
non-epectrum, disorders in which cognitive dysfunction is not a primery symptom.

Rrief Degcrintion of the Invention

Actording to ons aspeot of the present invention, there is provided the use of the astive
agents (s herein defined) in the treatment or prevention of, or in the preparstion of
compositions (¢.g. pharmaceutical compositions, foodstuffs, food supplements snd
beveragos) for the trestment or preventlon of, (i) non-coguitive neurodegeneration, (i) noa-
cognitive nouromuscular degeneratiom, (iif) motor-sensory nourodegenamtion  (iv) receptor -

(dyafumction or loss in the absonoo of cognitive, neursl snd neurermmscular impairment, in
* human and non-4umsn enimals suffering therefrom or susceptible thereto.

The exprossion “active agents* refars to compounds of the following genoral formulas I, IT
and X1, sapogenin derivatives as defined below by referance to derivatives bearing at least
one defined X radical substituent, sugar-substituted derivatives of such compounds as
defined below, ell their sterecisomers snd racemic mixtures, all their pharmaceutically
acoeptable pro-drugs and salts, and all mixtures and combinations thereof:

Forrouls I:
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wherein in the ganeral formula (1):

5 "-Ry, Ra By, Ry, Ry Re, By, Ry, Ria, Ruy, Rus, Risy Ran, Ry, R, Ray, Ry, Rag, Res; Bas, R,
Rua R31s Ry, are, independently of each ather, sither H, OH, =0, halo atom, (Me-8-), (Me~
80-), (M2-80;-), Ny-, NH;y-, MoSO,NH-, alky] or absent or OR where R = zlkyl or aoyl
group;
=Rp, Ruys Riz Ryge Riss Rig Ry, Rag, Ry can be either » H, OH, halo atom, (Me-S-), (Ms-SO0-

10 ), (Mo-80;), Ny-, NHz-, MeSO,NH-, alkyl ar absent or OR where R = alky] or acyl group;

auu TEpresonts an optional double bond,
wherein in addition to the sbove
- either Ry ar Ry4 = alkyl group;

15 Pormula I
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wherein in the genaral formmuls (10):

=Ry, Ry, Ry, Ry, Ry, Re, Ry, Ry, Rig, Ryy, Ryg, Rigy R, Ras, Ras, Reyy Ryas Rasy Ry, Ren, R,
Rso, Rys, Ry, Ry, are, independently of each othex, either H, OH, =0, halo atom, (Me-8-),
(Mo-SO-), (Me-80,-), Njy-, NH;-, MeSO,NH-, alkyl, OR where R = alkyl or acyl group, or
shaont;

- Ry, Rygy Ry, Rig Rys, Reg Bys, Rag, Ryy, Rys 0t be either ¢ H, OH, halo atom, (Me-S-),
(Me-SO-), (Mo-50;-), Ny-, NHy, MeSO;NH-, alky], OR where R = alky] or acyl group, or
sbeent;

uu TEpEaEts an optional double bood,

wherein in addition to the abave

- cither Ry; or Ry = alkyl group;

Formula TIT:

whereln in the general formula (HI):

- Ry, Ry, Ry, Ry, Ry, Rg, Ry, By, Ry, Ryy, Ryy, Ryg, Ry, R, Ray, Ry, Rin, Ry Rag, By, Ry,
Ry, R Ry1, Ria, Rag, Raas Bas, Rag Ryy wro, independently of each other, sither H, CH, =0,
halo atorn, (Me-S-), (Me-SO-), (Me-SO;-), Ny-, NH,+, MoSO,NH-, alkyl, OR where R =
alky] or acyl group, or absent;

<Ry, Ry, Ry, Rug, Rig, Riy, Ras 0an be cither H, OH, halo atom, (Me-S-), (Me-80-), (Me-
804), Ny, NH;-, MeSO,NH-, alky], OR where R = alky! or acyl group, or eheent;

s TEQTESEDtS 80 optional double bond,

wherein in addition to the above

- either Ry, or By = elky! group, and
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6
the stercochemnistry of Rys i in the P orientation;

sapogenin derivatives, particularly but not exclusively ataroidal spirostens sapogenin
derivatives, bearing st least one X radical substituent,

wherein X ia chosen from the group consiating of :

= halo atom,

- (Me-S-), (Me-S0-), (Me-SOy),

- Ny, NHy, MeSO,NH-, and

- alkyl; and

derivative forms of any of the sbove compounds, in which the carbon atom st the 3-position
(i.e. the carbon to which R, is attached, or the comresponding position in the szpogenin
derivatives dofined gbove without & formula) or, in the oase of Formmlse IT end III, the 3-
position carbon atom, the 26-position (i.e, the carbon to which Ry, is attached) or each of
the carbon etoms at the 3- and 26-positions, carries an O-sugsr moisty whersin the sugar
group is & mono-, di- or tri-saccharide.

Bum-mqhgduivuﬂwfomofmquﬁn active agents are generally refeered to in the
art as seponins, The expression “carbohydrmate™ vead hervin includes perticularly such sugar
groupa,

Tho active agents used in the present invention &re preferably the non-estrogenic steraidal
gapogening, saponins, and derivatives thereof wifiin the tarme of the sbowe defmition,
inchuding all physiologically asceptable pro-drugs and salis thereof.

The active agents may be naturally accwiring or non-naturally coowrring,  Non-naturally
ocourring active agents may suitably be propared by modification of sids groups and/or side
stoms of naturally eccurring compaounds, as described below end es known in the art.

The inventicn also provides comresponding methods for the treaiment of hurmen and non-
human animale, and compositions cantaining the sctive agents for uss in the said treatment
methods,

The active agents of the invention may, if desired, be co-administered with one or more
additional sactive agent, for example ons or maore agant seleoted from, but not limited to,
cholinestorase inhibitars, dopamine agonists (e.g. L-dops), COMT inkibitors, MAO-B

an e ,m e emy gy
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inhibitors, anti-cholinergics, asetylcholise agonists, serotonin agonists, AMPA. receptar
agonista, GABA recoptor agonists, NMDA. receptor agonists, Pradrenoceptor agonists,
digoxin, dobutamine, anti-inflammatories, neurotrophic factors, statins, adenosine A2a
receptor antagonists, aldogs reduetase inhibitors, immunomodulators, cannabinoid agaists,
interfirun B or tricyclio anti-depressents.

The active agents may be applied therapeutically or prophylactioally to human and non-
bumen animals suffering from, or susceptible to, conditions and dissases that am
characterised by nom-cognitive nourodegenemtion, non-cognitive neuromusculsr
degeneration, mofor-sensory neurodegeneration, or recoptor dysfunction or loss.  Examples
ofmh?undiﬁmunddilmuemviddbolow.

The present invention therefore slso provides the use of the sctive agents (an herein
defined) in the treatment or prevention of, or in the prepamation of compositions (o.g.
pharmaceuticsl compoeitions, foodstuffs, food supplements and beverages) for the
treatment or preveation of, one or more of said conditions and diseases in humsn and non-
human animsals suffering therafrom or susceptible thereto,

Detalled Deseriotion of the Invention
Examples of Active Agents
The fallowing classes of active agents ar particularly mentioned:

1. Compowunds of the sbove general formula I, whernin:

- Ry, Ry, Rq, By, Ry, Re, Ry, R, Rigy Rig, Rig Rus, Rag Ras, Rig, By, Ras, Rass R, Ras, Res,
Ry, By, Ry are, independsntly of each other, cither H, OB, =0, halo stom, (Me-S-), (Me-
SO-), (Me-S02-), Ny-, NH;-, MaSO;NH-, alky] or sbaent or OR where R = alkyl or aoyl
§roup;

- R, Ry, Ria Rug, Ris, Rig, Riy Rag, Ryy cant be either o H, OH, halo atom, (Me-S-), (Mo-S0-
), (Me-80,-), Ni-, NHy-, MeSO,NH-, alkyl or abseat or OR where R = aliryl or aoy] group;
aus FEprEacnts an optional double bond,

wherein in addition to ths sbove

- either Ryy or Ry4 = alkyl group,

and the stercochomistry of Rys is in the f arientation;
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2, Compounds of the ibove general formula I, wherein:

- Ry, Ry, Ry, Ry, Ry B, Ry, Ry, Rigy Ry, Ry, Rusy Rag, Ras, Ras, Rey, Ress Ras Ry, Bag, Ran,
Rio, By1s Rz are, independently of each other, either H, OH, =0, halo atom, (Me-S-), (Me-
80-), (Mo-S0,), Ny-, NHy, MeSO,NH-, alkyl or sbsent or OR where R = alky] or aoyl
group;

= Ry, Rus, Ry, Ry, Byy= H,

« Byy, By4y Ras Ry can be cither o H, OH, halo atom, (Me-8-), (Me-80-), (M=-S0y-), Ns+,
NH,;-, MeSO;NH-, alkyl, or 2bsant or OR where R = alkyi or syl group;

auu TEpTOscats an optional double bond

whereln in addition to the shove

- either Ry or B4 = alkyl group,

and the stereochemisiry of Ry ig in the § orisntation;

3. ° Compounds of the above general formula 1, wherein:

Ry Ry= Re= Ry= R Ry= Re= Ryg™R;1™ Ry= Ri= Rpy™ Rys = Ry = Ry =Ry~ Ry =Rpp ™
Rys™ Rn™ Ryy™ Ry Ras™ Rag™ Ryr™ Ry=Roy= Rig® Bay= R Ry = H,

- either Ry or By = CH,

auy TOPTEnents a gingle bond,

- the methy] group at C25 may be sither in the R or S configuration

- the stereochemistry of Rys in in the B orientation end

wherein in addition to the shove '

at leagt one of B; or By is & X radioal, the poasible remaining substituent being H, OH, =0,
and OR where R = alky] or aoy! group or absent,

and X ia chosen from the group consisting of :

- halo atam,

- (Me-S-), (Me-SO-), (Me-80y-), and

~ Ny, NHg-, MeSO,NH-

- allyls

4 Compoundsof the ahove general formula J, wherein:

-R;= Ry~ Re= Rg= Rg= Ry= BRy= B;¢=R; = Ry=Ryy= Ryy= Ris "Ris =Rz =Ry " Ryy = Byo =
Ry R Ry Rys= Bas™ By Br= RrmRyg= Ryg=Ryr=R =, -

Ry Ryy = CH;,

wus TEPreacats a single bond,

- the sterecchemistry of Ry is in the B orientation and

wherein in addition to the sbove
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at leagt one of Ry or Ry; is a X mdical, the possible remaining substituvent being H, OH, =0,
and OR where R = alkyl or acyl group ar sbaent,

and X is chosen from the group consisting of :

- halo atom, '

-(Mb-s-). mo')n (Mﬂ-sor). and

= Ny=, NH,-, MeSO,NH-

-alkyl;

- Ry, By, Ry, Ry, Ry, Rg, Ry, Ru Rioy Ry, Rug, Risy Rany Ray, Ry Ray, Rag, Rag Ry, Rag, R,
Ry, Ryy, Ry, Ry are, indopendently of each other, eithar H, OH, =0, halo atom, (Mo-S-),
(Ms-S0-), (Me-502), Ny-, NH;~, MeSO,NH-, alkyl, OR where R = alkyl or acyl group, or
absent;

- Ray Byy, Rya, Ryq Ry, Ryg, Rig, Ras, Ruy, Ryy cam be either  H, OH, halo stom, (Me-S-),
(Mz-80-), (Me-S07), Ny-, NH;-, MeSO,NH-, alkyl, OR where R = alky! ar acyl group, or
sbaent;

aus, TEpresents en optional double bond,

wherein in addition to the shove

- either Ry, ar Ryq = glkyl group,

and the stersochemintry of Rys is in the P arientation;

6. &mm&hmwwnﬂcﬁwmw
wherein;

=Ry, Ry, Ry, Ry Ry, R Ry, R Rup, Rig, Ryg, Rusy Ran Ry, Ry R, Ray, Rag, Rov, Rag, B,
Raa, Ryy, Ry tre, independently of each other, cither H, OH, =0, halo atom, (Me-S-), (Mo~
80-), (Me-80y), Ny-, NH;-, MeSO,NH-, alkyl, OR where R = alkyl or acyl group, or
absent; .

- Ry, Ry, Ry, Rig Ry = H:

= Ryy= ither H, OH, =0, and OR. whers R = alkyl, a0yl or carboliydrets and

- Ry, Req, Ras, By, Ryg can be cither H, OH, helo stom, (Mb-S-), (Me-SO-), (Me-30y-), N5,
NH,-, MeSO,NH-, alky], OR whare R = alky! or acy! group, or abaent;

auu TEpresenis an optional double bond,

wherein in addition to the sbove

- either Ry or Ry = alkyl group,

and the etereochemistry of Ryy is in the P orientation;
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7. Compounds of the above ganeral formula IT and carbohydrate dertvatives thersof,
wherein:

R~ Rz= R¢= Re= Re= Ry™ Ry= Rio=Ry1= Ry= Byg= Ry Ris = Rig= Ry = Ry =Ry =Ry =
Rai™ Rar™ Ryy™ Rg¢™ Ras™ Rog= Ryr™ Ry™Ray= Bar™ Ry™ Ry~ Ry = H,

-Ryy= CH;,

- Bye=-OH or -OR. whera R = alkyl, acyl or carbohydrate and

Rys=H or in abaent

s FEPTESEDD A1 optional double bans, and

- the methyl group at C25 may be cithar in the R or 8 configuration and

and the stereochenistry of Ry is in the P orientation )

wherein in addition to the above

at least one of R, or Ry ia @ X radical, the possible remaining substituent being H, OH, =0,
and OR where R = glkyl or apyl group or absent,

and X is chogen from the group conaisting of :

= halo atom,

- (Mo-5-), (Me-S0-), (Mo-80x-), aud

= Ny, NHy-, MeSO;NH-

- alkyl;

B. Compounds of the above geners] formuia 11 mnd carbohydeate derivatives thereof,
wherein:

-Ry=R¢= Ry= Rg= R¢™ B By Ri=Ry1= Ry* Rp™ Riy= Rys = Ris = Ry =Ry "Ry =Ry =
Rat= Re= R™ Ro™ Ros™ Ros= Rar™ Ray=Roy= Bog™ Ry R~ H,

R4 =Ry = CH,,

- Ry=-0OH or -OR where R = alkyl, acyl or oarbohydrate and

Ris=H or is absent

1 TEpTEENts an optional double bond, and

the stereochemistry of Roy is in the P orientation, end

wherein in eddition to the sbove :
at laast one of R; ar Ry is & X redical, the possible remaining subatituent being H, OH, =0,
and OR where R = atkyl or acyl group or absent,

and X is chosen from the group consisting of :

- (Me-5-), (Me-S0-), (Me-SO0y-), and

= Nj-, NEH;z-, MoSO;NH-

- alkyl;
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9.  Compomnds of the bove gemeral forpmla TN, wherein:

* Ry Ra, Ry, Ry, By, Ry, Ry Ry Ris, Rigy Ris Rin, Res, R Ry, Raay Resy Raw Ragy Ry, Ren,
Ras, Raa Raty Ras, Ry, Rass Ry, Rag Ry ire, independently of each other, either H, OH, =0,
halo atom, (Me-S-), (Me-SO-), (Me-SOy-), Ni-, NHy-, MeSO,;NH-, alkyl, OR where R =
alky] or aoyl group, or sbsent;

Rs, Riis Ry, Rys, Ryg Ry, Ras can be elther H, OH, halo atom, (Me-S-), (Me-S0-), (Mo~
§03), Ny, NH;-, MoSO;NH-, alkyl, OR where R = alkyl ar acyl group, or sbeent;

auu TEpresents an optional double bond,

wherein in addition to the sbove

- aither Ryy or Ryq = alkyl group, and

the stereochemistry of Rys is in the P orientation;

10. Compounds of the above genemal formutla ITT, wherein:

- Ry, Ra, By, By, Ry, Rg Ry, Ry, Ry, Ry, Rig, Rug, Ris, Rao, Ray, Ry, Ry, Ry, Bay, Bey, Rag,
Ras, Ras Byy, Bag, Ry, Bys, Bag, Ry are, independently of cach other, sither K, OF, =0, balo
atom, (Me-8-), (Me-SO-), (Me-80y-), Ni-, NHy-, MeSO,NH-, alky], OR where R = alkyl or
acyl group, or absent;

- Rp Rz, Ryg, Ry, Rp = H,

- Ry = H, OH, =0, halo atom, (Me-S-), (Me-S0-), (Mo-80;-), N;-, NH;-, MeSO;NH-,
slkyl, OR where R = alkyl, acyl or carbohydmte, or absent;

- Ry1, Ras, can be cither H, OH, halo atom, (Me-5-), (Me-SO-), (Me-30;-), Ny, NH;-,
MeSO;NH-, alkyl, OR where R = alkyl ar acyl group, or absent;

2y TEPreaonts an optional double bond,

wheroin in sddition to the above

- gither Ryy or Ry = alkyl group, and

ths stereochemistry of Rys is in the P orientation;

11,  Compounds of the sbove genersl formula IIT and carbohydrate derivatives thereof,
wherein: '

-R;= Ry=Ry=Ry=R¢e= Ry Ry= R;i*R;i= B#* Riy= Ry"Ris = Rig = Ry =Ry = Ry =Ry =
Ry Rar= R Ryi= Ras™ Rog™ Ryr= Ryp=Ros™ Byg= Ryy= Ry Ry = H,

R, = CH,,

« Ry -OH or -OR where R = alkyl, aoyl or carbohydrate and

Rys=H or is ehaent

Ry;=H,-OHor=0
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Rys=H or -OH

@Wlﬁnﬂebﬂnﬂ,lﬂ

- the methyl group at C25 may be sither in the R or S configuration and
{he stercochiemistry of Rys is in the B arientation,

wherein in sddition to the shove

at Jeast one of Ry or Ry is a X radical, ths possible remaining substituent being H, OH, =0,
and OR whore R = alkyl or aoyl group or absent,

and X is chosen from the group conaisting of :

-halo atom,

- (Me-S-), (Me-80-), (Mes-50;-), and

= Ny-, NH;-, MeBO,NH-

-alkyl;

12. Compoumds of ths above general formuls IIT and carbohydrate derivatives thereof,
wherein:

Ry Ry= R Ry Rem Ry Rem Ryg=Ry= Rym Roy= Ruy= Rys = Ryg~ Ry = Ryg = Ry =g =
Ry1= Ry™ Ryy™ Ry¢= Ras™ Rag™ Rp= Res™Ros® Rig= Ry= Ry =Ry * Ry = H,

-Ry=Ry; = CH,, .

= Ry -OH or -OR where R = alkyl, acyl or carbohiydrate and

Ras= H ar is absent

Rpy~H,-OH or =0

Ry=Hor:OH

s TEPTEsEDES 8 single bond, and

- the methyl group at C25 may be either in the R or § configuration and

the stercochemistry of Rys is in the P erientation

wherein in addition to the above

at Jeast ons of Ry or Ry i0 2 X radioal, the possible remaining mbstituent being H, OH, =0,
and OR where R = alky! or acyl group or absent, .

and X is chosen from the group congisting of :

~ halo stom,

- (Mc-S-), Me-50-), (Me-SOy-), and

= N;-, NH;-, MeSO;NH-

- alky);
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13.  Subetituted sspogening, particularly but not exclusively ateroidal spirostens
sapogenins, wherein at lesst ane OH-group of the sapogenin is substituted with X, chosen
from the growp consiating of : '
.hg]gm

- (Me-S-), (Me-80-), (Me-30y),

- Ns-, NH;-, MeSONH-, and

- lkyl;

14.  Sapogenins defined above, particularly but not exclusively ateroidal spirostans
sapogening, wherein in the definition of X the halo atom is a fluoro atom;

15.  Subatituted sapogenina selected from :

(38-fluoro-5f, 20a,2201,25R+spirostans), (3,3-difluoro-5p, 200,220, 25R-gpirostans), (3a-
methylsulphonylamine-5B,200,220,25R-spirostane), (3a-azido-5p, 20a,220,25R-spiro-
sane), (3a-amino-SP,200,22a,25R-spirostane), and their sterecisomers tnd mcemic
mixtures, their pharmaceutically socepirble pro-drugs and ualts;

16.  Substituted sapogenine whersin the paront sapogenin which is then substituted with
at least ono X radical as dafined sbove is selected from sarsasspogenin, episarsasapogenin,

smilagenin, epismilagenin, and snmrogenin-D;

17. Compounds of the general formula Ia:

(1a)

wherein tha group R in selected from hydrogen; alkylcarbony); alkoxycarbonyl; alkyl-
carbamoyl; or arylearbonyl; or sulpho (HO,S); phosphano ((HO)P(O)-); or & mone-, di- or
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tri-saccharide; wherein any alkyl group is optionally gubstituted with aryl, amino, mano- or
di-alkyl-amino, s carboxylic acid residue (-COOH), or sy combination thereof}

18.  Derivative forms of the above compounds ss definod as itoms I to 17, in which the
3-position carbon stom or, in the case of Formulas IT and IT1, the 3-position carbon atom,
the 26-position carbon atom or each of the carban stoms af the 3 and 26-positians, carries
mOﬂmmwmm@mhlm.ﬁ-wﬁMhmhl
mono aldose or ketoso having 5 or 6 carbon atoms, prefersbly in the oyolised furanose or
pyranose form, either as the o or B amomer end having D ar L optical isomeriam, or any di-
and tri-oligossccheride combinstion thereof; acylsted forms of nugar residucs are also to be
{ncludad within the term “sugar™; examplas of suitable mgars include glucoss, mannose,
fructose, galactose, maltose, callobiose, sucross, rhemmase, xylose, arshinoss, fucose,
quinavose, apioss, lactosc, galactose-glucoss, ghucosc-arsbinose, fucose-glucose,
rharmose-glucose, glucose-glucose-glucose, glucose-thanmose, mennose-glucose, glucose-
(thamnose)-glucose, glucose-(Thammose)-rhamnose, glusoss-(glucosc)-gluccss, galactoss-
(rharmoae)-galactose end acylated (e.g. acetylatod) derivativea thereof.

In the above compound definitions:

wﬁmmmmm&wmmmaufﬂmgum.m
present, are prefernbly a mono-substituent at the ¢ position of the alkyl group.

Optional -COOH substituents of alky] groupe, where prosent, may be at the torminal or any
other poeition of the alky] group.

“Alky]” means en aliphatic hydrocarbon group which may be straight or branched having
about 1 to sbout 20 carbon atoms in the chain, Preferred alkyl groups have 1 to abonut 12
carbon atoms in the chain, Branchsd means that one or mare lower alkyl groups mch s
methyl, efhy! or propyl are aitached to a linear atkyl chain. "Lowec alkyl” means about 1 to
about 4 carbon atoms in the chain which may be stmight or branched. Exemplary alky!
groupe include methyl, ethyl, n-propyl, i-propyl, n-buty), t-butyl, s-butyl, n-pentyl, 3-pentyl,

“Ary* means any group comprising an aromatic ring or system of fused rings, and
preferably contains up to 12 carbon atoms,” An exemplary ary] group is the phenyl group,
An aryl group may optionslly be mono- ar poly-substituted, for example by nubatituents
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independently selected from halo (e.g. chloro or bromo), sliyl, cyeloalkyl, lydroxy, allmxy,
amino, nitro, asylamino, carboxy end alkoxycarbonyl. )

“Carboxylic acid residue” means the group -COOH.

"Acyl" means an H-CO- ar Alkyl-CO- group wherein the alkyl group is as defined below,
Preferred acyls contain a lower alkyl. Exemplary scyl groups include formyl, scetyl,
propanoyl, 2-methylpropanoyl, butanoyl end palmitoyl;

“Optionally substituted” means that the said group may be substituted with ane or more
substituents, whioh may be the seme or different, prafirably one or move substituents which
individually have a size which is small (o.g. less than about 20% of the largest molecular
dimengion) in relation to the parent group baing subatituted; nzitabls subatitusaty include
halo (e.g. chloro or bromo), alkyl, cycloelkyl, hydroxy, alkaxy, smino, aoylamino, aryl,
optionally substituted oarbamoyl, preferably subjeot to the size limitation set out above ;

“Pharmaceutically acosptable™ means it is, within the scope of sound medical and
vetorinary judgement, suitsble for use in contaot with the cells of umans and lower animals

. without undue toxicity, initation, allergio response and the like, and are commensurate with

a reasonsbie benefitrisk ratio. “Pharmsceutically scceptable prodrugs™ means thase
prodrugs of the compounds which are, within the scope of sound medios] and veterinary
judgment, suitable for use in contuct with the tissues of humans and lower animals without
undus toxicity, imritation, allergic response, and the like, commensurate with a reasonable
benefit/risk mtio, nd effective for their intended use, s well as the zwitterionic forms,
where posalble, of the compounds, ‘The term “prodrug” means compounds that are rapidly
transformed in vive to yiold the parent compound of the sbove formula, for exampls by
hydrolysis in blood. Functional groups which msy be rapidly transformed, by mombolic
cloavage, in vivo form o'class of groups reactive with the oxrboxyl group. Beosuse of the
ease with which the metabolically cleavable groups of the compounds are cleaved in vivo,
the compounda bearing such groups act as pro-drugs. A thorough discuasion of prodrugy is
provided in the following: Design of Prodrugs, H. Bundgaard, ed., Elsevier, 1985; Methods
in Enzymology, K. Widder et al, BEd., Academic Press, 42, p.309-396, 1985; A Textbook of
Drug Design and Development, Krogsgaard-Larsen end H. Bundgasrd, ed,, Chapter 5;
Design and Applications of Prodrugs p.113-191, 1991; Advanced Drug Delivery Reviews,
H. Bundgard, B, p.1-38, 1992; Journal of thmmhul Sciences, 77, p. 285, 1988; Chem.
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Pharm, Bull,, N. Nakeya et al, 32, p. 692, 1984; Pro-drugs as Novel Delivery Syrtems, T.
Higuchi end V. Stella, Vol. 14 of the A.C.S. Symposium Series, and Biorevensiblo Carriers
in Drug Design, Edward B. Rochc, ed, American Pharmaceutical Associstion snd
Pergamon Press, 1987, which sye incorporsted heyein by refevence;

“Pharmacentically acceptabls salts" means the relatively non-toxio, inorganio and orgenic
acid addition saits, and base addition salts, of compounds of the present invention. These
mlts can be prepared in sitw during the final isolstion and purifiostion of the conspounds, In
particular, acid addition salts can be prepared by sepanstely reacting ths purified compound
in its free bage form with 8 suitable organic or inorganio acid snd isolating the salt thus
formed, See, for example S. M, Barge, ¢t al., Phanmaoeutical Salts, J. Pharm. Sci., 66: p.1-
19 (1977) which ix inoerporated herein by reference. Base addition salta can also be
prepared by separately reacting the purified compound in its acid form with & muitable
organic or inorganic base and isolating the sakt thus formed. Base addition mlts include
pharmaceutically acceptable meial and amine salts,  Bxamples of suitable seid addition

" salts are thase formed with acids scleeted from hydrochlaria, sulphurio, phosphario and

mitrio acids. Examples of suitablo bass addition sslts are those formed with bases selacted
from sodium bydroxide, potassium hydroxide and ammoniug hydroxide,

A particularly preferred class of active agenis are the compounds of the general formuls Ia.

In some of the compounds of formmla In, the Cyy methy! group iy in the 8 configurstion;
these compounds of the invention ere sarsasapogenin snd episzressspogenin or derivatives
thereof. In other compotmds of formula Ia, the C;y methy! group is in the R configumtion;
these compounds of the invention are smilsgenin and epismilagenin or derivatives thereof.,

In the above formula Ia, -OR may, for exampls, be selected from the following (unless
excluded by proviso). hydraxy, cathylate (ethoxycarbonyloxy), scetats, muccmats,
cinnamats, forulats, propionste, butyrats, valersts, isovalerats, ceproats, isocaproate,
diethylacetste, octanoats, decenoate, lsurate, myristats, palmitate, steerate, benzosts,
phenylacetate, phenylpropionats, cinnamats, p-nitrobenzoyloxy, 3,5-dinitrobenzoyloxy, p-
chlorobenzoylaxy, 2,4-dichlardbenzoyloxy, p-bromobenzoyloxy, m-bromobenzayloxy, p-
methoxybenzoyloxy, phthalyl, glycinate, alaninate, velinate, pherylalaninate, isoleucinate,
methioninate, argininate, esparaginate, aspartate, cysteinate, glutamate, histidinate, lysinate,
prolinate, serinate, threcninate, tryptophanate, tyrosinate, finarats or maleate.

REL L]
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Of the compounds of genersl formula Is end their pharmaceutioally acceptable mlts,
particularly preferred are the following compounds:

BArsazapogenin

sarsasapoginin cathylate

sarsasapogenin acetate

sarsasapogenin sucoinate end pharmaceutically acceptable salts thereof
sarsasapogenin glycinate and pharmaceutically acceptable salts thereof
ssreasspogenin almninate and pharmaceutically acceptable salts theraof
sarsasepogenin valinate end pharmaceutically acceptable salts thereof
sarsasepogenin phenylalaninate end pharmaceutically accepiablo salts theroof
sanampogenin methioninate and pharmaceutically sccoptsble mits thereof -
episrmsapogenin

episarsasapogenin cathylate

episarsasepogenin acetate

epirersampogenin suocinats and pharrmaceutically soceptable sits thereof
cpismeasepogenin glycinate and pharmaceutically acceptable salts theveof
cpisarsasepogenin almninate and pharmaosutically scoeptable salts thereof
cpisarsasapogenin isaleucinaie and pharmaceutically acocptable salty thereof
episarsasapogenin methioninate md pharmaceutically soceptable salts thereof
smilagenin

smilagenin cathylsto

emilagenin acetate

amilagenin suocinate and pharmaceutically acosptable salts thereof

" smilagenin glycinate and pharmaceutically acceptable salts thereof .

smilagenin alsninate and pharmaceutically scceptable salts thereof -
amilagenin valinate and pharmaceutically accoptable salts thereof
smilagenin pherryinlaninate end pharmaceutically acceptable salts thereof
smilagenin isoleucinate and pharmaceutically acceptable salts thereof
smilagenin methioninate and phermacsutically acceptable salts thereaf
epismilagenin

epismilagenin cathylate

epismilagenin acotate

epismilagenin qucsinats end pharmaceutioally acceptabls salts thereof
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epiamilagenin glycinate and pharmacentically acceptable salts thereof
epiamilagenin alaninate end pharmaceutically acceptable salts thereof
epiamilagenin valinate and pharmaceutically acoeptable salts thereof
epimmilagenin phenylalaninate and pharmaceutioally scceptable slts thereof
epismilagenin isoleusinate and phermaceutically acoeptable salts thereof
cpizmilagenin methioninate and pharmaceutically acceptable salts thereof,

Of the ezponin (R = sugsr) ocmpounds of geners! formula Ia, particularly preferred are the
following commpounds: sarsasspogenin, episarsasapogenin, smilagenin and epismilagenin in
which, in each case, the 3-poaition owbon atom carries an O-sugar moiety wherein the
suger group s solected from ghucose, mannoss, fructose, galaciose, maltose, celiobioss,
sucrose, rhamnose, xylose, arshinose, flicoss, quinovose, spiose, Isctose, galactose-ghicoss,
glucose-arabinose, flicosc-glucose, themnose-gluoose, glucoss-glucass-glusoss, glucoso-
thamnose, munnose-glucose, glucose-(Thammose)-ghicose, glucose-(rhamnose)-thamnose,
glucose-(glucose)-glucose, galactose-(thammnose)-galactose aad scylsted (o.8. scetylatod)
derivatives thereof,

Purther examples of sitable sctive agents include 16,22-epoxycoprostan-3p-ol,
smilagenons, coprosterol and pharmaceutically acceptable pro-drugs and salts theroof

Comporitions and Usss

The preacnt invention thus enables and provides a method for treating or preveating non-
cognitive neurodegenaration, nou-cognitive newrommaculsr degeneration, motor-aensory
neurodegencration or receptor dysfunction or lom in the absance of cognitive, neural ar
neuromuscular impairment (particularly but not excluaively in relstion to the specific
discass states mentioned above) in & human or non-humen enimal in need thareof, which
oomprisea administering 1o the said human or nou-humsn enimal an effective dosage of an
active agent (as defined herein) or a pharmaceutically acoeptable salt thereof.

The active agent may be administered in the form of » composition comprising the active
agent and any suitable additionsl component Ths composition may, for example, be &
pharmaseutical composition (medicament), s foodstuff, food supplement or beversge. Such

'acompon'ﬁonmycunhinnnﬁzmoﬂhemedﬂedmwmdl.mdlunfﬂ:dr

pblmneuﬁuﬁy sccepiable aalts,
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According to & further aspect of the present invention, theve is provided & composition
baving activity against, and for use in treating, non-cogritive neurndegenerstion, non-
cogaitive neuramuscular degensration, motor-sensory newodegenerstion or reosptor
dysfunction or loss in the abaence of sognitive, newrs) or newrammiscular impairment in &
human or non-huumen snimal, which comprises an effective amount of s compound of the
active agent.

Tho term “pharmaceutical composition™ in the context of this inveation means a
composition comprising an active egent and comprizing sdditionally pharmacentically
acceptable carriers, dilusats, adjuvents, axcipients, or vehioles, such as preserving agents,
fitlers, disinteguting agents, weiting agents, emubifying agents, suspmoding agents,
sweotening egents, flavoring agents, perfuming agents, antibecterisl agents, antifingal
ageats, hubricating agents and dispensing agents, depending on the nature of the mods of
adminjstration and dosage forms,

The terms “foodstuff”, “food supplement™ and “beverage™ used herein have the normal
meanings for those terma, and are not regtricted to pharmaseutival preparations,

The dosage of the sotive agent will vary widsly, depending an the soverity of the symptoms
to be treated or prevented. The selection of appropriate dossges is within the ability of one
of erdinary skill in thie srt, without undue burden. The dosage of the active agent may, for
example, be groater than sbout 0.1 mg/kg body weight, for example greater than about 0.3
mg/kg body weight, preferably sdministered once per dey. More typically, the dosage will
be betwoan about 1 and about 25 mg/kg, e.g. botween sbout 1 snd sbout 10 mg/kg,
preferably administered once per dsy. For human use, the dosage may convenisntly be
between about 7) and about 700 mg per day.

“Pharmacentically scceptable dosege forms" means dosage forms of the compounds or
compositions of the invention, and includes, for exsmple, tablets, dragees, powders, clixirs,
gyrups, liquid preparations, including suspemsions, sprays, inhaisnts, tablets, lozenges,
emnulsions, solutions, granules, capsuley and suppositories, 22 well as liquid preparations for
injections, including liposome preperations. Techmiques snd formmlations generally may be
found in Remington, Pharmaccutical Sciences, Mack Publishing Co., Baston, PA, Iatest
edition.

z2e
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In genersl, reference herein to the prosence of one of a spesified gronp of compounds
hnhﬂawiﬁnihwope&emuofnnﬁxmdtwwrmofmhéomh

This invention providea for the treatment of (i) nan-cognitive neurodegeneration, (i) non-
cognitive neuvromuscular degensmation, (iif) motor-sensory neurodegenemtion, or (iv)
roceptor dysfinction or loss in the absence of cognitive, neursl and neuromusculer
impairment, in a human or non-mman axisal subject sffering from, ar susceptible to, any
of: Parkinson's disease, postencephalitic Parkinsonism, depression, sohizophrenia, mmscular
dystrophy including facioscapulobumeral nusoular dystrophy (FSH), Duchenne muscular
dystroplty, Becker muscular dystroply end Bruce's nmsculer dystroplyy, Fuchs' dystrophy,
myotonic dystrophy, comneal dystrophy, reflex sympathatis dystrophy syndrome (RSDSA),
neurovascalar dystrophy, myesthenia gravis, Lambert Eaton disoase, Huntington's dissase,
motor neurons diseases including amyotrophio latersl sclerosis (ALS), multiple scleroais,
postural hypotension, traumatic neurodegeneration e.g. following stroke or following an
accldent (for example, traumatic head injury or spinal cord injury), Batten's discase,
Coclaryne syndroms, Down syndroms, corticobasal ganglionic degeneration, multiple
system atrophy, cerebral atrophy, olivopontocsrebellar atrophy, dentatorubyal strophy,
pallidoluysisn atrophy, spinobulber atrophy, optic newritis, solerosing pan-emcephalitis
(SSPE), stiention doficit disorder, post-viral encephalitis, post-policmyelitit syndrome,
Fahr's syndrome, Joubert syndrome, Guillain-Barre syndrome, lissencephaly, Moyamoya
disease, neurons] migration disorders, autistio syndrome, polyglutamins disease, Niemann-
Pick disease, progressive muliifocal louknencephalopathy, pssudotumor cerebrl, Refium
discase, Zeollwoger syndrome, supranuclear palsy, Friedreioh's staxia, spinocerebellar ataxia
type 2, Rhett syndrome, Shy-Drager syndroms, tuberous solerosis, Pick's diseass, chronic
fatigue syndrome, neuropathies including hereditary neuropathy, disbetic neuropathy and
mitotic newropathy, prion-based neurodegeneration, inoluding Crevtefeldt-Jakob disease
(CID), verisnt CID, new veriant CJD, bovine spongiform encophalopathy (BSE), GSS, FFi,
lru and Alpar’s syndroms, Jossph's disease, aouts disseminated encephalomyelitis,
 arachnoiditis, vasoulsr lesions of the central nervous syutem, losa of exiremity neuranal
function, Charcot-Marie-Tooth discase, susceptihility to heart failure, asthme, and maoular
degeneration.

The invention fherefore includes methods of treating or preventing the above diseasea and
conditions in & human or non-human enimal suffering therefrom or susceptible thereto,
which comprises administering to the said human or non-hurnan smimal an effective amount
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of an active agent as dofined herein, as well as uses of the active agenty in the preperation of
compogitions for said treatment or prevention.

In the cases of Parkinson's diseass, postencephalitic Parkinsonism, postural hypotension,
sutistic syndroms, chronic fatigue syndroms, mywssthemia gravis, and Lambert Eaton
discase, as well as any other conditions within the mnge of discase states fo which the
present nvention relates which sre disclosed i, or obvious from, the treatments made
available or disciosed in the prior art aaknowledged above, the present mvention may be
subject to tho proviso that either symptoms of cogritive dysfunction sre sbaent, or any
symptoms of cognitive dysfinction presentad by e subject to be treated are secondary or
encillry to the symptoms of nm-cognitive neurodegeneration, non-cognitive
neurommuscular dsgeneration, motar-sensory neurodegenerstion ar recepior dysfinction or
lous in the sbeence of cognitive, noursl and neuromusculsr impairment,

Preparation of Compounds for Use in tha Invention

Smilagenin, epismilagenin and sarsasapogenin sre commercially available materisls.
Suppliers inolude, for example, Sigma Aldrich, Research Plus Ino. and Steraloids Ino.
Prepanstive mothods for thess materials are also to be found in the litkershre (e.g. &
preparation of episarsasapogenin is given in JACS p.5225 (1959)). Epissraasspogenin can
be prepared by reduction of sarassapogenons using & motal hydride reducing sgent
Sarsasspogenone can be preparcd using the method of Lajis et al, Stervids, 1993, 58, 387-:
389.

Also, as starting materials, unsubstituted saponins snd sspogenins may occur maturally in &
range of plant speocies, notably plants of the genua Smilax, Asparagus, Anemarrhena, Yuccs
or Agave, Where smilagenin or saraasapogenin is used in acoordance with this inveation, it
may be in the form of a plant extract, or dry powdered plant material, derived from a plant «
of the geaus Smilax, Asparagus, Ancmarrhens, Yucea or Agave.

Methods for preparing the active agents are well imown to one of ordinary skill in this art.
Bxamples are shown, for example, in WO-A-02/079221 (Examples 5 to 16 therein, which
describe the preperation of sarssspogenin cathylate, episarsasspogenin cafirylate,
episrsasapogenin  succinate, epismilagenin cathylats, episrsasepogenin  glyoinate
hydrochloride, sersasspogenin  glycinate kydrochloride, epismilagenin  glycinate
hydrochloride, epismilagenin L-alaninste bydrochloride, epismmilagenin  L-valinate
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bydrochlorids, epismilagenin  L-isoleucinats  hydrochloride, epismilagenin  L-
phenylalaninste hydroohloride and epismilagenin L-mothioninate hydrochloride). The
compounds of formula Is, other than thoge with R = H, olnbomdumzmvmm
techniques from compounds in whick R » H.

The preferred reaction is & nucleophilic substitution reaction, in which & sompotnd having
OH at the 3-position is reasted with a compound of formula

LR,

in which R is sclected from alkylcarbonyl; alkoxyesbonyl; alkyloarbemoyl; or
aryloarbonyt; or wherein anry alkyl group is optionally substituted with aryl, amine, mono-
alkyl-amino, di-alkyl-amino, a carboxylic acid residus (-COOH), or sy combination
thereof; and L is 8 leaving group, mder conditions suitabls for mucleophilic substifution,

The compound L-R may, for exampls, be & oarbaxylic acid cr, if sppropriste, an anhydride,
or an acyl halide (c.§. en acyl chloride). For example, where R is & cathylste
(ethoxycarbany!) moiety, the compound L-R may mitably be ethyl chloroformate.

The reaction is suitably performed in & base such as pyridine, aptionally in the presencs of
an acid such as hydrochloric noid,

The reaction details for nucloophilic substitution reactions sre well known. See, for
example, RC Larock, in Comprehensive Organic Transformationa, VCH publishers, 1989,

Dihydrosarsasapogenin mxy be made using the method described in Marker and Rolrmann
(1939), Sterols LII; The structure of the zide chain of ssrsasspogenin, J. Am. Chem. Soc.
61, pp 846-851. 16,22-Epoxycoprostan-3p-ol may be made using the method deseribed in
Scheer et al, (1955), The C-25 isomerism of smilagenin and sarsssapogenin: J, Am. Chem.
Soc. 77, pp 641-646.

In the reactions deacribed herein it may be necessary fo protect resctive fimetional groups,
for example hydroxy, carboxy ar amino groups, where thess are desired in the final product,
to avoid their unwanied perticipation in the reactiona. Conventional protecting groups may
bo used in accordance with siandard practioe. For exsmples, see TW Green and PGM

"Wuts, in “Protective Groupa In Organic Chemistry”, John Wiley & Scas, 1991; JFW
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MeOmie in “Protective Groups in Organic Chemistry®, Plsnum Press, 1973, For protecting

. imino substituents in compounds of formmla L-R wherein R is amino-substituted, it is

preferred to use an alkoxycarbomy] protecting group, whereby the amino fimction is present
28 &n alkoxycarbonylemino group (preferably t.-butaxycarbenylamino) during the synthetio
steps, until deprotection in acid conditions in r dry solvent.

The compound thus propared may be recovered from the resction mixturs by conventional
means. For axample, the compound mxy be recovered by distilling off the salvent from the
reaction mixture or, if necossary after distilling off the solvent from the resction mixture,
pouring the residue into water, followed by extraction with s water-miseible solvent snd
distilling off the solvent from the extract. Additionally, the product can, if desired, be
further purified by varicus well known techniques, such aa recrystellisation, reprecipitation,
or the various ahromatography techniques, notsbly column chromatography or preparative
thin layer chromatography. )

Discussion of the Basls for the Activity
The therapeutlc uses underlying the present invention arise from s number of novel

observations which are docummnted in detail in the Examples below. To undemstand the
rationale of the invention, it in uscful to summarise the obsarvations and to explain how

they predict the therapeutic nctivities claimed in this invention across the mnge of sotive .

agents defined above,

Smilagenin, epigmilagenin, mossspogenin and episarmasapogenin restors the loss of
muacarinio acctyloholing receptors and adrenaceptors in cells expreasing such receptors in
vifro. These rosults demonstirate that these compounds restore towards noomal collular
receptor loss (Example 1).,

Sarsesspogenin, episarsasspogenin cathylste; cpisarsasmpogenin, episudlagenin and
smilagenin prevent chemically induced neurodegeneretion in rat cortical neuranes i vitro
These results demonstrate fhat these compounds ere nexmoprotective snd prevent
neurodegeneration and neurcimpairment in vitro (Example 2).

Sarsasapogenin, smilagenin, 16,22-epoxycoprostan-30-0], smilagenone, &milagenin
glycinate hydrochloride and coprostercl reverse the chemically induced neurodagencration

2
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in rat cortical neurones in vitro. These results demonstrats that the compounds reverse
sensory neurodegeneration and neuroimpairment in vitro (Example 3).

Smilagenin reverses the chemical induoed apoptosis in nevrones, demonstrating that this

_compound is anti-epoptotio and neuraprotective iz wire (Bxample 4).

Smilagenin and sarsasapogenin incresse the neurite outgrowth (neurite number and neurite
branching) in rat cortical neurones is viro, demonstrating their neurotrophio effects &2 vitro
(Exanzple 5). '

Smilagenin and saczasapogenin prevent and reverse newrotaxin-indusced neurodegeneration
(newrotoxin  1-methyl-4-phenylpyridinium (MPP") in mesanchephalic depsminergio
neurones in viro. Thess results demonstrate thet these compounds prevent and reverse
neurodegeneration and neuroimpairment in vitro (Examples 6 and 7).

Sarsasspogenin and emilegenin reverse the chemically induced newrodsgeneration in rat
spinal motor neurones in vitra. These results demonsirate that the compounda reverse
peurodegeneration and nouroimpairment of motor neurones i vitro (Example 8).

Sarsaspogenin, episarsasapogenin osthylate and smilagenin reducs the number of wrong
reaponass in a cognitive ability test in wyo in sgod rate, which oosrelates with an inoreass in
muscarinic acetylcholine receptor density in the braina of aged mts following treatment
with the compounds tested. Thess results demomstrate that the compounds reverse
neurcimpairment bs vivo (Example 9).

Smilagenin and sarsasspogenin reverse tho decline of rmuscarinic acetyleholine and
dopemine recepiors and the decline in brain derived neurotrophio figtar (BDNF) in aged
animals. These results demomstrate that the compounds reverse motor-sensory
neurodegensration and neurcinpairment and are newrotrophic ia vive (Exemple 9).

Episarsasapogenin  cathylats, swsasapogenin  cathylate, epissrsasspogenin  and
epismilagenin, reduce the mmmber of wrong responses in » coguitive ability test s wvo in
young rais exposed to neurotoxio agents (ibotenic acid snd amyloid (], and increase in
muscarinic acetylcholine receptor deasity in the braina, Theae results demaonstrate that the
compounds reverse neuroimpairment in wivo (Example 10).

23
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Smilagenin and sarassepogenin improve survival and motor-sensory neurodegenerstion sod
neuroimpairment in & mouse model of smyotrophic lasteral sclerosis (ALS) and Charcot-
Marie-Tooth disease (Example 11).

In summary, the compounds have been found to slow or roverse cortain aspects of neuranal
degenaration. Thess include the reversal of adveme changes in the cell body, atrophy of
neuronal extengions (neurites), reduction in release of nourotrophio factors such ma
neurotrophina (¢.g. BDNF, NGF, NT-3, NT4/S), TGF-f supar-family neurotrophic fhctors
(e.3. ODNF) and neurokines (c.g. CNTF, LIF), and neuronal toxioity or death (spoptosis).
The compounds are strongly newoprotective, stimulative of nowritc outgrowth, and
preventive of neurotaxicity. The compounds have also been found to slow or roverse
decreagos in cholinergic and dopaminergic function, for example, decresses in nmusoarinic
acetylcholine and dopamine receptor density, Purthermore, we have found that the
neuroprotective and tho reversal of receptor lom effects are actively regulated effects, in
which past deterioration is reversed towards the normal or young state with protection
againat continued deterioration. Still further, we have found that the roversal of apoptotic
effect of the compounds appesrs to be regulated in the non-neoplastic domain of cell life,
and does not appear likely to trigger neoplasia.

. The sbovo dats, taken togethar, indioste activity agninst the discase states already listed in

this spplication. Furfhermore, the above data indicates a likely sahsence of severe or life-
threatening side effects nch as cancer. The aotive agenty are typically non-oestrogenic,

The pricr art scknowledged above shows the sound basis of prediction for extension of the
gbove obscrvations and sound predictions of therapeutio activity to the related chemical
structures and derivatives embraced by the term “active sgents” in the preieat invention.

It is well known in the art and in pharmacology that sugsr, ester snd other groupings at
suitable locations on stervid molecules, particularly at the 3- and/or 26-poaititos, can be
caxily cleaved off by iz vivo hydrolysis, and the aame effects would bo expectzd to be
observed at other carbom atoms of the molecules. Further, it is well lmown in the art and in
pharmacology that salts, fres acids and free bases within the terms of the cxpression “active
agents” as used herein are roadlly convertible in wvo between each other acoording to the
pH of tha body fluid in which the active agent ig present. Further, it is well imown that side
group substituents, in & wide range of forma, ean be progent in 8 complex carbon akeleton
without substantially adversely affecting the pharmacological activity of the astructure,
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particularly when the side groups are small in comparison with the overall size of the
molecule,

For all these reasons, the claims of beneficial pharmacological activity made in the present
application are seen to be reasonsble and based on sound and credible prediction from the
teat data pasembled and presented herein.

Without wishing to bé bound by theory, it is believed that one phyxiological effect of the
active agents is the sbility to increass the synthexis, or release of, or to reduce the rate of
degradation of, neurotrophic factors such as brain derived neurotrophio factor and/or nerve
growth factor or their receptors. Thess effects on growth factors might be duse to an effect of
the compound on & cytosolic or nuclear reosptor, or the binding of a compound to &
promoter region with & consequent effect dircotly on the rate of production of mRNA for
the growth fastor, or as 8 conssquence of incressing the production of another material
factor.

In ‘addition, tho compounds sppear to regulate receptors. For example, some of thess
compounds have been found fo prevent or roverse the loms of muscarinio acetylcholine or
dopamine receptors in the brain. It is belisved that the compounds fimction by reetifying a
deficiency in receptor mumber ar function or turnover. .

Brigf Descriptiop of the Drawings

In order to illustrate the invention fixther by wry of non-limiting exsmple, refarence will
now be mads to the sccompanying drawinga and to the Examples which follow.

In the dswings:
Figure 1 shows the effiect of epismilagenin acetate on m3 and A2 adrenoceptar density at
day § in s CHO-$2/m3 oo-tranaficted cell line;

Figure 2 shows the effecta of exrsasspogenin, episersasapogenin cathylate and smilagenin
on ghitamate induced neurodegeneration in rat primary cartical neurons;

Figure 3 shows the effocts of sarsasspogenin, episarsasapogenin cathylate and smilagenin
on the learning ability and memory of aged mta;
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Flgure 4 shows the cffeoty of sarsasapogenin, episarsasapogenin cathylate and smilagenin
on muscarinio receptor number;

Figure 5 shown the survival profile of SOD-1 mise following oral administration of
ilagenin: and

Pigure 6 shows the survival profile of pom mice following oral administration of
sareasepogenin,

Detpilad Degerigtipn of the Drawines and Rxampigs
EXAMELE 1

Restoration of receptor loas i vitro

The effocts of epismilagenin cathylste, sarsasspogenin cathylate, cpimmmsspogenin
cathylate, episarsasspogenin succinate, cpismilagenin acetato and sxrsssapogenin on the
expression of muscerinic acetyloholine receptor (m) in CHO cells or fi2 and m3 receptors in
CHO cells transfected with either a vector for the m receptor or co-transfecied with the
vector for f2 and m3 receptors wero investigated,

The results arc illustrated in Table 1 below and in Figure 1 of the drawings. Ower the
culturing period of CHO cells tranafssted with a vector for the m receptor, treatment with
cpimilagenin cathylate, sarsasspogenin cathylate, episarsasspogenin  cathylate,
epimrmsapogenin smsoinate and ssrasmapogenin each provents the decresse in m receptor
number, Over the culturing period of the CHO cells co-transfected with the vestor for fi2
and m3 receptors, the dengity of the m3 receptor did not alter; whereas the density of the g2
adrenoceptors decreased. Incubstion with epiamilegeitin acointe (Figure 1) did not
significantly alter ths depsity of m3 receptors; but significantly prevented the decrease in 2
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Componnd Concentration [micraM] Activity
epismilagenin cathylate 10 . . T+
sarsasapogenin cathylzts 10 ++
ep:m;qwmn cathylats 10 ++
epimrsasspogenin succinate 10 ++
Sarsasspogenin 10 ++

Thus, the experiments indicate that esch of epismilagenin cathylate, sarsasapogenin
cathyiate, epissreaspogenin oathylsts, episareumpogenin succinate, epismilagenin acotate
and sareasupogenin were sble to prevent decling in receptor nitmber with tims and also tend
to restore receptor number fo normsl levels when given to cells in which the receptor level
{a depressed.

EXAMPIE2

Neuroprotsctive effect of marsasapogenin, episarmamapogenin  exthylats,
eplsarsasapogenin, epiemilagenin and smilagenin in nearoney

The objective of this study was to exsmine the effects of sarsasapogenin, episarsasapogenin
cathylate, cpisarsasspogenin, spismilagonin and smilagenin on the survival of rat primary
cortical neyrones exposed to glutermnate, which is known to indnee neurodegeneration,

Rat cortioal neurones were cultured for 10 days; at day 10 the medium was changed to a
serum-free defined madium. On day 12, 24 hours before ghutamate exposure, cultures were
washed snd medium wes replaced with fresh medium containing positive .coutrol (B~
costradiol) tet compounds  (wrsssspogenin,  opissrmsspogemin . oathylats,
cpissrmaapogenin, epiamilagenin and smilagenin) or vehicle control (DMSO, 0.25%) ar
dioggenin as nogative cantrol,

On day 13, cultures were exposed to glutsmats. After the imcubation period, the cultures
ware washed with and placed in freah madium, supplemented with relevant compounds or
vehicle to evaluste their protective effects, 24 h after ghutsmats exposure,

>/
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Neuronal cell survival was evalusted by measuring lactate dehydrogensse (LDH) activity
released in the media 24 h after test compound treatment or glutamate + test compound
exposare, using the CytoTox 95 non-radicactive kit and quantitated by measuring
wavelength absorbance at 450 nm.

Following expomuxe of rat primary cortical cultures with glutamate, thers was & significant
degoneration of costical neurones, 24 h post-treatment, damonstrated by an increase in
laotate dehydrogenase reloase into the culture medium,

In primary cortical cultures pro-treated with the compounds for 24 h, there was also 2
significant reduction in the glutamate-induoed neurodegeneration (Figare 2; Tabie 2).

Conditions Meantsem(%) |
Control 100
|+ glutamate 6613
+ glutxmate + sarsasapogenin (30 nM) 7943
| Control_ __[100
|+ lutamats i — lesx3
ﬂmw+cpinuuwinnﬂw!m(30nm 43
Control 100
+ gluamate _ 24
+ glutmate + epimraasspogenin (30 1) 23
Control 100
+ glutamata 7142
|+ ghuternats + epimilagenin (30 nbM) 7942
Control 100
+ glutamate 68+4
+ glutarnate + smilagenin (30 nM) 914
Control 100
+ glutamate 68+4
+ gluterate + diosgenin (30 nM) negativo control  [72+4

Sarsasspogenin, episarsasapogenin cathylate, cpissrsampogenin, epismilagenin and
smilagenin all displayed significant neuroprofective effects against glutamate-induced
neurodegensration in rat primary cartjcal neuranes iz vitro.
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EXAMPLE 3

Reversal of naurodegeration by sarsasspogenln, smilagenin, 16,22-epoxycoprostan-3p-
ol, smilsgenone, smilagenin giycinate hydrochlaride and coprostercl in neurones

As sbove mentioned, exposure of rat primary cortisal cultures to glutemate (100 JM; 10

. min) caused an increase in lsotate dehydrogensse (LDH) activity meanmwed after 24 b,

indicating a significant neurodegeneration. Treatment with 178-oestradiol after glutemate
exposure produced a significant decrease in the LDH activity compared to neuronss
exposed to glutamate, suggesting a significant noupoprotective ffect. Bimilarly, treatment
with earsesspogenin, smilagenin, 16,22-epoxycoprostan-3f-ol, smilagmbne, smilagenin
glyoinats hydrochloride and coprosterol produced a significant decrense in the LDH aotivity
compared o neurones exposed to glutamats, suggesting s significant neuroprotective effect
(Table 3). ;

Condition Mean & s.em (%).
Control 100+ 4 _
Glutamats {100 uM] 6612 '
Glutzmats + 17f-oestradiol [3 aM] 6942
Glutamats + 17-oestradiol [30 nM] 7545
Coniro! 1001
Glutamate [100 . 673
[Gluarmats + Sarssmpogenia [3 iM] 10123
Clutamate + Sereasspogenin [30 nM] 11241
Gutmmate + Smilagenin [3 aM]) 10916
Glutamate + Smilagenin [30 aM] 1041
Coatrol 10048 -
Ghutamate [100 pM] 40+t
Glutemate + Diosgenin [30 1M, negative 4946
cantrol]
Control 10015
Clutamats [100 pM] 644 4
Glutamate + 16,22-epoxycoprostan-3p-ol [3 11417
nM)
Glutamate + 16,22-cpoxycoprostan-3p-ol [30 13415
nM)
[ Ghutemate + Smilagenane [3 nM] 1197
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| Ghutsmats + Smilagenone [30 oM] L1924
Contral . 1004
 Giutumate [100 1) Si3
Glumtn:l-s:ihminglyu'utu 11714
Giotamate L Smilagenin glycinate 141%6
Glutsmate + Coprosterol (3 nM] 126+ 5
Glutzmats + Coprosteral {30 nM} 11644

h;mlmtntmmmmm.ﬁw 1622-
epoxycoprogian-3f-0], smilagenons, smilagenin glycinaie hydroohloride and ooprosterel
roversed the neurodegenerstion induced by glutamats, suggesting a therapeutio potential in
neurodegenerstive disorders.

Anti-apoptotic affect of smilagenin In nsnrones

The cbjective of this stady was to examine the anti-spophotis effsct of smilagenin on the
caspasc-3 motivity, a marker of spoptosis, in rat primary cortical oultures exposed to
glutamate

Primary cultores of cortical nenrones

Rat cortical neuranes were cultured for 6 days. At day 6, gistamais (100 microd, 10 min)
contsining smilagenin or vehicle control (DMSO, 0.25%) for 6 h.  After 6 b treatment,
apoptosis was evaluated by measuring caspase 3, activity. Caspase 3 activity was detegtnd
by the cleavage of p-nitroaniline from a colorimetric caspase-3 subatrate, acetyl-Asp-Glu-
Val-Asp p-nitroanilide. p-Nitroalanine has g high absorbance at 405 aM. Ralative caspase-
3 activity was mensured as optical density. In addition the relative activity of caspase-3
was standardised to protein concentration of the samplo, which was also measured ap an
optical density (Du et al, J Neurochem., 69, 1382-1388, 1997; Sawads ct ol, Faseb ], 14,
1202-1214, 2000).

S:ﬁhpninmmu;he increase in.ghutamats induced caspass 3 activity in 7t primary
cartical neurones, demonstrating the anti-spoptotic affeot of emilagenin (Table 4)

¢ ot wry s
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Conditons Caspase activity (% of
control)
Control 100
+ Glutsmate 131
+ Glutamate + sgmilagenin (300 nM) 105
EXAMPLE §
Neurodegenerative disorders are chamcterisod by a progreasive loss of newronos and

degradation of neuronal processes (neurites). Agents that induce neurite outgrowth may
of nevrodegenienative conditions (Kateman et al, Faseb I, 5, 278-286, 1991).

Expogure to 17f-oestradiol (0.3, 3, 30 pM) significently increased the length of existing
neurites in rat primary cortical neurones (Table 5). Exposure to 17p-oestradiol (3, 30 pM)
significantly inoreased the percentage of nouranes displaying neurites in rat primary oortical
neurciss (Table 6). Exposure to amilagenin and samamspogenin (0.3, 3, 30 pM)
significantly incroased the length of existing neurites and the perocntage of neurones .
displaying neurites in rat primary cortical neurones (Tables 5 and 6).

In conolusion, smilagenin and sarassapogenin have newrotrophic effects in vitro,

17Boostradiol O3 p8) __ [134¢5
[178-estradiol (3 pM) 163 £4
178-cestradiol (30 pM) 18325
| Smilagarin (0.3 pM) 15945
 Smilagenin (3 pM) 1950£8
Sailagenin (30 ;M) 20436




10

15

20

WO 03082893

PCT/GBAIDI380
3

 Sarsaaspogenin (0.3 pi) 1773

| Sersssapogenin (3 pM) _ 19745

Slnnio!_min (10 pM) 2116

Smilagenin and sreasspogenin prevent the neurodsgeneration camed by exposure to the
neurotoxin, I-methyl-4-phenylpyridinium (MFP") in mt megencephalic dopaminergio
neurones; & model] of Parkinson’s disease in wWiro.

Damage caused by the neuratoxin, MPF', s metsbolite of 1-methyl-4-pherryl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (MPTF) mimics the degenantion of nigrostriatal dopaminergis neurones
observed in nourodegenorative disordars such ss Parkinson's diseass (Miytinlineou et o),
Science, 225, 529-531, 1984). The-most prominent biochamical changes induced by this
toxin includs decreased levels of dopamine and its motabolites in the substantia igra pars
cormpacta and in the caudate nucleus (Bums et al, Pros Natl Acad Soi U.S.A., 80, 4546-
4550, 1983) and a reduction in dopamine uptake in nigrostriatal synaptosoml prepamaticns
(Hleildcila et al, J Newrochem., 44, 310-313, 1985).

Pre-treatment of dopaminergic nevrones with smilagenin and ssraasspogenin significantly
reduced the neuronal desth following exponure of the dopaminergic specifie asurotoxin
MPP"* (2 pM) when compared with MPP* alone. Glisl cell Hne-derived neurotrophis factor
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{GDNF) and benin-derived neurotrophic factor (BDNF), molecules that are involved in
nsuronel growth, were used 82 positive controls.  Pro-trestment with amilagenin and
sarsasapogenin produced f significant increass in the neuronal survival compered to
neurones exposed to MPF* alons, ruggesting & eignificant neuroprotective effoct (Table 7).

Caontrol 100+3
+ MPF" (2 uM) 55+)
[+ MPP* (2 |M)+ BDNF (1.85 nM) & GDNF (0.17 nM) 12217
£ MEP'2 M)+ emiagenin GO 9824
+ MPP" (2 uM) + saraasepogenin (30 nM) . 8913

[n this model of Perkinson's disease in wifro, pro-treatment with smilagenin snd
sarsasapogenin significantly prevented the neuronsl degensration following exponure to the
doparninergic specific neurotoxin, MPF", demonstrating & nouroproteotive effoct.

EXAMPLE ] =

Smilagenin and sarsasapogenin alao reverse the neurodegensration caused by exposure to
the newrotoxin 1-methyl-4-phenyltpyridizium (MPP*) in mt mesencephalio dopaminergic
nsurcnes; 4 model of Parkinson's disease iz vitro.

Treatment of dopaminergio neurones with suilegenin and ssresasapogenin significantly
reduced the neuronal death following expomure to the dopaminergio specific nevrotexin
mammwmmdm Qlial cell line-derived neurotrophib factor
(GDNF) and brain-derived neurotrophic factor (BDNF), molecules that are involved in
neuronal growth, and ITB-oemdiolmuledupqliﬁwmmh.mmwiﬂg
amilagenin and sarsasapogenin produced a significant increase in the neuronal murvival
compared to neurones exposed to MPE* alone (Table 8).
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Coatrol 10046
+ MPP* (2 uM) 76+ 4

(+ MPP* BONF (1.85 aM) & GDNF (0.17 9825
+MPP* + in (0,03 11116
|+ MPP" (2 uM) + sarsasspogenin (0.03 oM) _ 11246
{+ MPP" (2 uM) + 17B-coatradiol {0.03 nM) 1063

5  Expowsure to MPP* caused not anly & significant decrease in dopamminergio rumber but also
in the percontage of nowites. This sudy shows that smilagenin and smasspogenin
significantly increased the number of newrites of the neurcnes in viiro Table 9. Theso

reaulty demonstrate that the compounds reverse motor nsurodagerstion.
10

+ MPP* 27+5

_(MLWJ:M SR Y

[+ MPP"(2 uM) + ssreumpogenin (0030M) 434
15 EXAMFLES

Nearoprotsctive effect of sarsasapogenia and smilsgeain in splual motor eurozes

20  The objective of this study was to examins the effects of sarsagzpogenin end smilagenin o
the nurvival of ret primery apinal motor neuranes axposed to ghutamate, which is known to
induce neurodepeneration in this model of motor neurodegenenstion. 17B-oestradiol and
BDNF were used as positive controls.

25  Primary caltures of spinal motor neurones

Rat motor neurones wers prepared aocording to the mathod described by (Martinou et al,
Neuron, 8, 737-744, 1992). On day 10, medium was remaved and the culiurea were

e b o e )



10

15

20

WO 03082893 PCT/GBOIN1380

36

exposed to ghitamate (4 microM) for 10 min at 37°C in defined medium. After the
glutamate exposure, cultures were washed with Dulbecco modified Eagle medium at 37°C
then placed in fresh culture medium containing test compounds, After 48 b, the extent of
spinal motor neurone degeneration was determined by measuring the amount of lactate
dehydrogenase (LDH) released into the culture medium as above,

Raesults

Following cxposure of glutemnats, there wag a significant degeneration of rat primary spinal
motor neurones, 48 h post-treatment, dsmonstmted by an increass in lactate delrydrogenase
release into the culture medium.

In primary rat primary spinal motor nsurones treated with sarsasapogenin or amilagenin
for 48 h, thers was a significant reduction in the glutamate-induced neurodegenertion
(Table 10).

Control + DMSO [0.25 %] . 1001
Ghutamate [4 microM] + DMSO [0.25 %] 04+1
Ghutamate + BDNF [3 aM] 148+ 8
Ghutemsts + 178-oestradiol [0.03 nM] 102+2
Glutamate + 178-oestradiol [3 nM} 1101
Glutamats + 178-oestradiol {300 aM] 1166
Glutamats + & in [0.03 nM] 12342 .
Glutamate + sarsdsapogenin [3 oM] 1371 :
Glutamats + sarssaspogenin [300 nM] 1366 .
| Glutamate + emilagenin [0.03 nM] - 12814
[ Glutamate + smilsgenn (3 o] 1541
Glutamate + smilagenin [300 nM] 14414

Sersasapogenin aud smilagenin reversed the glutamate-induced neurodegencration in rat
spinal motor neurones in thia in vitro model of motor nevrodegeneration

27
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EXAMEIED

In the second half of life (in humans from the age of 40 cnwards) the dansity of neurones in
the brain decveases (Selkos, D J, Sci. Am. 267, 134-142, 1992). Ths alterstions in cortical
fimetion may be due to & reduction in the number of neurones, their interconneotions, a
decrease in neurotrophins such an brain derived nevrotrophis factor (BDNF; Bothwell, M,
Fumctional interactions of neurotrophing and neuretropkin receptars, Anna, Rev. Neuroaci,,
18, 223-253, 1995), & decresse in acetyloholinc receptor denity (nmusoarinic end nicotinic)
and/or & decreass in their coupling fanotion in cortical sreas (Rixne et al, Brain Res,, 336,
19-25, 1985; Selkoe, D J, Sei. Am, 267, 134-142, 1992). Purthermore during ageing,
rmucerinic acetyicholine receptor binding ia siguifisenfly reduced in the hippocampus
(Nerang, N, Mech. Ageing Dev,, 78, 221-239, 1995) and stristum of older rats (Bicgon et
al, Neuroblol. Aging., 10, 305-310, 1989) and humans (Rimne et a1, Brain Res., 336, 19-25,
1985). In addition, In Alzheimar's dissase, the declins in cholinergic activity is assoclated
with emyloid § plaque deposition (von der Karamer ot al, Biocham. Soo. Symp. 131140,
2001). Other neurodegenerstive disorders, such as Parkinson's diseass, show &
charecteristic deoline in dopaminergio activity (Drukarch et al, Expert, Opin. Investig,
Drugs, 10, 1855-1868, 2001).

Oral administration of saressspogenin, episarsampogenin cathylats or smilagenin to aged
rafs (Sprague-Dawley rats 20 month old), for a two or thres month period reverses the
impairment in leaming and memory sbility, the decline in muscerinic acetylsholing sad
dopamins reoeptors and the decline in the neurotrophin BDNF, alterstions that sre
characteristic of fhe ageing process.

Aged Sprague-Duwley rats aged were divided into diffsrent groups, one control and groups
treated for 2-3 months with either sarsasspogenin, opissraasspogenin cathylate or
amilagenin (18 mg kg1 dey~1, n= 10). A control group (a=14) of untreated young rats was
also included in the study. The daily dose of drug was mixed in & minimum smount of food
and was administered every moming separately to each rat.

A Y-mazt spparetus was used for the loaming and memary test. On the floor of esch arm
of tho Y-maze is an’ mray of copper rods to which aleotris current is epplied whenever
needod, with adjustable voltags. Each arm is 45 cm long and has & 15 W lamp at the ead,
which if fumed on when necded. Afler 3 months drug administration, each rat was trained
for 7 consecutive days, es follows. For cach training session, the rat wag put into ane erm
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of the Y-maze, affer two minutes reat, an slectrical ourrent was applied to the copper rods
and the lamp of the clockwise arm was illuminated to indicate the non-stimulation area. If
tho mt went into fhat arm, ono carrect response was recorded, otheiwise, one wrong

response wis rocorded.” This stimulation-response test wes repeated 20 times each day, -

with a pause of § sec between cach two conseoutive tests, The number of comrect responses
following the twenty tests on the seventh day was used t oxpress leaming sbility, (the
higher the mmber the betizr the lsarning ability). The rats were then laft resting for 30
;hnmdﬂumeeduemmpmedmmmmbn-ofwMofmzo
tests after the 30 day rest period was used to represant the memory ability

Muscarinic acetylcholine receptor density in the brain was measmured. Tissuo was prepared
a8 follows: brains were removed quickdy afier decapitation, frozen in dry ice, and
tranafecred to a freezer, The brains wers homogenised and the pellst was finally suspended
in buffer.

mdudqiuwmpeﬁﬁwﬁpmmmmuu;lhmmddc
acetylcholins receptor density.

The results &ro shown in Pigures 3 and 4 of the drawings. The Y-mazs experiments
revealed that both the leaming abflity and memary are impaired in eged mws.
Sarsasapogenin, episamseaspogenin cathylate and smilagenin restored the leaming snd
memory ability following administration in aged mats. Muscarinio acetylcholine receptor
density was markedly reduced in aged rats. Sarsasapogenin, epissrsssspogenin oathylxte
and smilagenin significantly restored the muscarmic acetyloholine receptor denaity.

Young rats showed a aignificantly higher dopamine (D) 1 mnd 2 receptor density (157.5 &
33.2; 200.6 £ 509 fmolimg protein, respectively) compared to aged rats (1292 & 36.8;
153.8 + 40.5 fmol/mg protein, Dy and D,, respectively). By cuntrast, amilagenin and
sarsasspogenin treatment in aged mts for 3 months restored the D, snd D; receptor density
(smilagenin 177 & 10.9; 217 £ 45.7 fmol/mg protein; sarsasspogenin 172.0 £ 44.0; 2064 &
60.5 respectively).

Young rats showed rignificantly higher BDNF levoln (1.647 + 0.277 ng/g tissue) compared

to aged rata (1.205 & 0219 ng/g Sasue). By contrsst, smilagenin and sarsasepogenin
treatment in aged rats for 3 months, partially restored BDNF levels (1.342 £ 0.07; 1410
0.232 ng/g tissue, respectively).

/4
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Thus, the compounds reverse the nevroimpairment, the deoline in BDNF levels, and the
docline in the mmuuscarinic scetylcholine and dopamine receptor denxity that ocour in aged
rafs.

EXAMPLE 1)

Alzhelmar’s disease model as & modal of asurodegencration

An ir vivo model of Alzheimer's disease was used to model neurodegenerstion. In this
model the neurotoxic agents (amyloid P snd ihotenic asid) sre injocted into the brin of the
rat. This leads to neuronal lows, receptor loss and cognitive impairment. Previous studies
showed thet local injection of amyloid P in the nuolous vasalis of the rat brain caused
cholinergic hypofunction and behavioural impairment up o two months post wmgery
(Giovannelli et al., 1995: Neuroacience, §§ 781-792). In addition the co-injection of
smyloid B with a small amount of ibotenic acid into the mt hippocampus synergistically
produces neuronal loss with infiltration of glial cells not anly adjacent but also far from the
injected xite (Morimoto et al, 1998: Neuroasieuce, 34, 479-487).

Qur studics used the method of Morimoto (Morimoto et al,, 1998: Neurosciencs, 84, 479-
487) with some modifications (unilateral instead of bilsteral injection). Three months old,
Sprague Dawley rats, were randomly divided into different groups. Injection of amyloid §,.
« tnd ibotenic woid (both from Sigms) was sccomplished by mesns of 3 stereotaxio
instrument (Stoelting Co.) and the coordinates weye AP -0.5mum (right to medial line), L=

.2 8mm (backwerd from bregraa), He -7.0tmm (ventral to durs). The dose for each rat was

amyloid B\ (4 ug) and ibotenic acid (1 pg) in 1 ul of saline. The injection was comploted
in 20 min, end the naedle was withdrawn 10 min later, Than the akin was sutured.

The 3 groups were:
Opersted contro} injeoted with normal saline (ocutrol)
Modet (contro] injected with amyloid § + jbotenic scid)
Model + Episarsasspogenin cathylete (18 mg/kg/day)*
Model + Sereaaapogenin cathylnte (18 mg/kg/day)*
Model + Episarsasspogenin ethylmeoinate (18 mg/kg/day) (comparison)

V2
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Model + Bpisarsagapogenin (18 my/kg/day)*
Mode] + Epismilagenin (18 mg/kg/day)*
Mode] + Diosgemin (i.e. negative control, 18 mg/kg/day)

* Compounds in acoordance with the pressnt invention

Episarsasspogenin cathylats, ssrwssspogenin cathylats, epissressapogenin ethylsucoinate
(comparison compound), episaraasapogenin, epismilagenin and dioagenin (all at a dosage of
18 mg/kg/day) were administered to enimals as stable suspensions in CMC-Na (0.5%) oace
daily through & gastric tube. The control and the model group were given the sume volume
of CMC-Na (0.5%) oncs daily. Ths drugs and vehicles wers given for a period of two
months, starting 20 days beforc operation. '

Muscarinio acetylcholine recepior ‘denaity was assessed. The bmain samples were
bhomogenised, centrifuged, and the pelist of centrifugation at 27000xg was re-homogenised
and used for measwromant, ‘The concentration of *H-QNB was chosen at the saturstion
renge. After inoubation and scparation, the bound portion was mesmmed by liquid
sointillation counter.

Step-Through Test: leaming and memary, The effiat of test compounds an learning and

mermiory was assesscd using the atep-through test. A 60 x 15 x 15 cm box, divided into 2
equally sized rooms, cne dark room with copper rod base, which was electrically charged
{40 V a5) when in use, while the cther was 8 light room but not elsctrically cherged.
Between the two rooma there is go opening (hole) for the rat to go through. The experiment
is carried out for each mt on two consecutive deya. The first day is for training; when the
ret is adapted in the box for the first 3 min, then put in the light room, with ity back toward
the hole, and the copper rods of the dark room are cherged for 5 min, The second day ia for
testing, when the number of crosses in 5 min are recorded. Improvements in memory are
signalled by a reduction in the number of orosses.

The muscarinic acetylcholine receptor density in the neuradegeneration model braing was
gignificantly lower than control, Episarsasspogenin cafirylats, sarsasapogenin cathylate,
episaruasapogenin and epismilagenin produced s significent elevation in brain muscarinic
acetylcholine receptor density, whereas diosgenin and cpissrsasapogenin ethylsucoinate did
not significantly change the muscarinic scetylcholine receptor density. Thus the
experiments indicate that the compounds of this invention act to normalise receptor aumber,

Y3
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i.o. they tend to restore receptor mumber to narmal levels when given to animals in which
the recaptor level is depressed.

The number of wrong responses (crror mumber) in 5 miin waa significantty higher in the
ncurodegenerution model group than the cantrol group, indicsting an fmpsirment of
memary (see Table 11). Bpismilagenin, epissrsaaspogenin cathylate, cpimmaspogenin
and mrsasapogenin cathylate each xignificantly decreased the number of wrong reaponses,
wharess dicegenin end episarsasspogenin cthylyuccinate were both incffeotive in decreasing
the number of wrong responses,

Table ]l
Group Mreceptor | Leamingand
dearity memary
Step through teat
(fmol/mg/protein) “Error No
Cantrol (=10) 8592101 0.6040.70
Model (=10) 71348 4.00:2.40
+ Episersasspogenin cathylats (n= 10) B7489 * 1,36:0.92¢
+ Sarsasapogenin cathylate (o=11) Dl64188 136£1,03
. | + Epissreasspogenin ethylroceinats (n=11) THsTD 373135
. | + Blssrsasepogenin (10) §654:104* 1.501.15°
+ Episnailagenin (o=11) STH90* 1. 730,91
+ Dicagenin (pegative centrol =) TI0L568 3754149

Statigtical analysis using unpaired Student t test. ® denotes p<.05

EXAMPLE 11

Amyatrophic Interal sclerosis (ALS) is & progressive filal nmurodagensrstive disorder that
causea motor neurone degensrstion, skelstal stroplty, pamlysis end death. The causs of this
discase is heterogencous: mutations in the Cu/Zn superoxide disowtese (SOD-1) gens s
respansible for some forms of human ALS. Animal models of this disease include the
5OD-1 transgenic mice over-sxpreasing SOD-1 gene and the progressive motor neuropathy
{pron, 2 mode] of Charcot-Marie-Toofh) mice, Smilagenin snd sarassapogenin increase the
lifospan and improve the behavioural deficita of the superoxide dismutase (SOD) mouse
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(Figure 5) and pron mouse (Figure 6), two models of amyotrophic Iatersl sclerosia (ALS)
and Charcot-Marie-Tooth disesse.

The foregoing broadly describes the present invention without limitstion. Veriations and
modifications as will be readily apparent to those of ardinary skill in this art are intended to
be within the scope of this application and any subsequent patent(s).
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CLAIMS

1. Use of one or more active agent selectad from:

A compounds of Formuls I

whexei in the genoral formuls (I): :

- By. Ry, Ry, Ry, R, Ra Ry, Ry, Rua, Rugy Ry Biss Rag, Rayy Ry By, Ray, Bas Ry, Ry R,
Raq, Ry, Ry 2re, independently of each other, cither H, OH, =0, halo atom, (Me-S-), (Mo-
$0-), (Me-S0;), Ny-, NH;-, MeSO;NH-, alkyl or abacat or OR. where R = alkyl or soyl
group;

- Ry, Ryy, Rug, Ryg, Risy Rigy Ryz, Ras, Ry o be either & H, OH, halo stom, (Mo-8-), (Me-SO-
), (Me-30;2), N;-, NHz-, MeSO;NH-, alky! or absant or OR where R = alkyl or acy] group;
s OpESEt3 £ opticnal double bood,

wherein in addition to the above

- ¢ither Rys ar Ry = alkyl group;

B, compounds of Formula II:

we
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wherein in the general formula (I):

= Ry, Ry, By, Ry, Ry, Rg Ry, Ry, Bigy Ris, Ry Rigy Raay Rais R, Ry, R Rys Ray, Ran, Rew,
Rso, Ry, Raz, By e, independently of eash other, cither H, OH, =0, halo stom, (Me-5-),
(Me-80-), (Me-S0;-), N3, NH;-, MoSO,NH-, alkyl, OR where R = alkyl or acy! group, ar
sbaant;

- B, Ry, Ruzs Ruq Risy i Rir, Ras, Ry, Rog can be oither s H, OH, halo stom, (Ms-5-),
(Me-50-), (Me-SOy-), N3~, NHz-, MeSO;NH-, alkyl, OR where R = alkyl or scyl group, or
sheeat;

auss TEPTESENS 80 optional double bond.

wherein in addition to the sbove

- either Ry or Ry, = alkyl group;

C. compounds of Formula III:

¢
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wherein in the gerieral formuls (IT):
- Ri. Ry, Ry, Ry, Ry, Ry, Ry, Ry, Rig, Ryy, Ragy Ry, Ryp, Ran, By, R, Rs, Roe Ree Bay, Rig,

* Ras, Ryoy Ry Ria, Rass Rys, Ras, Rog Ry tre, independently of each other, sither H, OH, =0,

halo atom, (Me-8-), (Me-80-), (Me-SOy-), Ny, NH;-, MeSO;NH-, alkyl, OR where R =
alkyl or scyl group, or absent

=Ry, Rir, Ria Rus, Rig Ry Res oan be either H, OH, balo atem, (Me-8-), (Mo-80-), (Me-
S0x), Ny-, NH;-, MeSO,NH-, alkyl, OR where R = alkyl or acyl group, or sbemt;

auws TOpresents an optional double band,

wherein in eddition to the abgve

- either Ry ar Ry¢ = alkyl group, and

the stereochemistry of Res is in the P orientation;

D, sapogenin derivativos bearing at loast ono X radical substituent,
wherein X is chosen from tha group consisting of ;

- halo atom,

= (Me-8-), (Mc-50-), (Me-SOy),

= Ns~, NHz-, MeSO;NH-, end

- alkyl; and

* B.  derivative forms of any of the above compounds, in which the carbon atom at the 3-

position or, in the case of Formmulae I and ITI, the 3-position carben stom, the 26-position or
each of the carbon atams at the 3- end 26-positions, carries an O-sugar moiety wharein tha
sugar group is & mono-, di- or fri-socharide;

all their sterecisomers and racemic mixtures, all their pharmacentically soceptablo pro-
drugs and salta, and all mixtures and combinations thereof

in the treatment or prevention of, or in the prepamtion of compositions for the treatment or
prevention of, (i) non-cognitive neurodsgeneration, (i) non-cognitive newromuscular
degeneration, (iif) motor-senscry nourodzgeneration, or (iv) reseptor dysfimction or loss in
the sbsence of cognitive, neural and neuromuscular impairment, in human and non-humen
enimals suffering thezefrom or suceptible thereto,

2. A use sccording to .claim 1, wherein the active agent, or et lesst one of the sotive
ageats, is selscted from:

-
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a Compoimds of the above general forrmula I, wherein:

* Ry, Ry, Ray Ry, Ry, R, Ry, R Ryoy Roy, Rig, Ris, Ran, Rayy R, Ray, By, Ragy Ry Bus, Reo,
Rie, Bay, Rya e, independently of each other, ecither H, OH, =0, halo atom, (Me-§-), (Me-
§0-), (Me-50;-), Ny-, NH,+, MeSO,NH-, alky! or sbaent or OR where R = alkyl or acyl
Broup;

= Ry, Ruy, Rig Riq, Risy Ry Byg, Bag, Rys 0an be either & H, OH, balo sitom, (Me-S-), (Mo-SO-
): (Me-805-), N-, NHa-, MeSO,NH-, alkyl or abssrt or OR whare R = alkyl or soyl group;
s TEprESExty 81 optional double bond,

wherein in addition to the sbove

- sither Ryy or Ry¢ = alkyl group,

and the stereochemisiry of Res is in the B orientation;

b Compounds of thosbove genera! formula I, whersin:

= Ry, Ra, Ra Ry Ry, Ry Ras Ras Rion Rusy Rug, Risy Rag, Rars Ren Rass Raes Bag Ry, R, R,

Rya Rsis Ruy re, independently of each other, either H, OH, =0, halo stom, (Me-S-), (Me-

S0.), (MeS0y), Ny-, NE;-, MeSO;NH-, alky! or sbeent or OR whero R = alkyl ar sqyl
group,

-RoRp3, Ris, Rys, Ry =H,

- Ry1y Ris, Ry, Ryy can bo eithor a H, OH, halo atom, (Me-S-), (Me-S0-), (Mo-80;-), Ny-,
NH;-, MeSO,NH-, alky] or absent or OR where R = alky! ar soyl group;

auau TEPresERts &n optional double bond

whavein in addition to the above

- either Ry or Ryy = alkyl group,

and the stereochenistry of Res it in the B crientxtion;

c. Compounds of the above general farmula I, wherein: ]
R=R=RERem=Re= R~ R¢= R=R = Rp=R;y= R;y=Ryy = Ry = Rpy= Ry =Ry =Ry ™
Rar= Bar= Ras™ Ry Rag Rgg™ Ror™ Roy"Roy™ Rog™ Ry Riy= Ryy = B,
- either Rys or Ry4 = CH

s TEDTESENY 4 gingle bond,

- the methyl group st C25 may be either in the R or 8 configumtion

- the stercochemistry of Rys is in the P orientation and

wherein in addition to the sbove .

at least one of R; or Ry is a X radicsl, the possible remeining substituent being H, OH, =0,
and OR where R = alkyl or acyl group or absent,
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and X is chosen from the group consisting of :
- halo atom,
- (Mc-S-), (Me-SO-), (Me-SO;-), and

- - Ny-, NEy-, MeSO;NE-

- alkyl;

d Compounds of the above generul formuls I, wherein:
-Ri= Rz= R¢= Ry~ R= Ry» By= Ry=Ryy= Ry= Riz* Rp=Ryy= Ry = Ryy= R "Ry =Rp =
Rai™ Raz™ Rys™ Ry¢= Rys™ Ra™ Ry™ Ras=Ray™ Rye™ Ryy= Rya = H,
Ry= Ry = CH;,
auu TEprEsents 8 single bond,
- the stereochemistry of Rys ie in the P orientation and
wherein in addition to the shove
at loast cue of Ry or Rys is & X radioal, the posaibls remeining substitunt being H, OH, =0,
and OR where R = alkyl or acyl group or abs=nt,
and X iy chosen from the group conzisting of :
- halo stom,
- (M"s')l (M°'3°'J- (Me-80;-), snd
= N3~ NHy-, MeSO,NH-
-alkyl;

e Compoundsof the sbove génsral formula I, wharein

=Ry, Ry, Ry Ry, Ry, Rg Ry, By, Rypy Ryg, Ryp, Rysy Rag, Ray, Rysy By, By, Ry Ry, Bas, Ry,
Roo, Ray, Ruas Ry are, independently of each other, sither H, OB, =O, halo stom, (Me-8-),
(Me-80-), (Me-80,), Ny-, NHy-, MeSO:NH-, alkyl, OR whero R » alkyl or acyl group, or
abgent;

» Ry, By, Ryz, Ryq, Rugy Ryg, Ray, Ras, Bag, Ryg can bo either 2 H, OH, halo stom, (Me-5-),
(Mo-50-), (Me-80,-), Ny-, NH;-, MaSO;NH-, alkyl, OR where R = alkyl or aoyl group, or
ebsent;

wuu TeprEsents an optional double bond,

wherein in addition to the above

- either Ry or By = alkyl group,

end the stereochemistry of Ryy is in the [ arisntation;

£ Compounds of the above genem! formula TI or carbohydrate dertvatives thereof,
wherein:
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"RhnﬁRllnllnbRﬁnhnllnlﬁnﬂlnll.nlbnﬂ.nlhnﬂunﬂlnﬂlxﬁnﬂnnﬂanﬂ.
Rua, Byt R dire, independently of each other, either H, OH, =0, halo stom, (Me-S-), (Me-
80-), (Me-803), Ny, NH;~, MeSO.NH-, alky], OR where R = alkyl or scyl growp, or
ebaent;

=Ry Rz Ry Ry Riy=H,

= Rye= cither H, OH, =0, and OR whero R = alkyl, a0yl or carbohydrate and

= Ry1, Ris, Basy Rap, Ry can be cither H, OH, halo stom, (Me-8-), (de-S0-), (Me-80;), Ny
NH;-, MeSO;NH-, alkyl, OR where R =alky! ar acyl group, or sbaent;

xa, TEPrESENLy an opticnal double bond,

wherein in sddition to ths above

- either Rys or Ry = alkyl group,

nd the stercochemistry of Ry is in the §§ oriontation;

8 Compounds of the above geneml formula I or carbohydrate derivatives thereof,
wherein:

-Ry=Ry= R¢= Ry=Re= Ry= Rg= Ryo=Ry™ By= Ryy™ Ryy= Rys = Ryg = Ryy= R =Ry =Ron =
Ray™ Ryz™ Ryy™ Rae™ Ras™ Res™ Ror™ RarmBar= Rye™ Ry= Ryy=Rpy ~ H,

“Rye = CHy,

-Rye= -OH or ~OR where R = alkyl, acyl or carbohydrate and

Ryy=H or is absent

aauy TEpTESCNTS AN Optional double bond, snd

- the methyl group at C25 may be either in the R or 8 configuration and

and the stereochsmistry of Ras is in the P orientation

wherein in addition to the sbove

at least one ﬂ&chhu!nﬂiﬂﬁop«n‘blemiﬂngmhlﬁmtbdmﬂ.om-o,
and OR where R = alkyl or acyl group or sbsent,

and X is chosen from the group consisting of :

- halo atom, '

- (Mp-8), (Mo-80-), (Me-50y-), and

= Ny-, NHy~, Mo3O,NH-

- alkyl;

h. Compounds of the sbove general formula I or carbohydirate derivativea thereof,
wherein:

-Ry™ Ry= R¢= Ry= Rgm Ry Ry=Ryg=Ri=By=Riy= Ris= Ryg = Ryg = Ry = Ry = Ryy = Rog =
Rgr= Rar= Ray= Ry= Bos= Rog= Byr= RaroRog™ Ry Ryy= R H,
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-Ru=Ryy=CH;,

» Ry¢m -OH or -OR where R = alkyl, acyl ar carbohydmts and
Rys= H or is abaent

auis TEprEsents an optional double band, and

the stereachemiatry of Rys is in the B arientation and
wherein in addition to the above

at leant one of R; or Ryy it 8 X radical, the possible remaining substitent being H, OH, =0,
and OR where R = alkyl ar acy] group or abaent,

and X is chosen from the group consisting of :

- halo stom,

- (Me-§-), (Me-80-), (Me-80;-), and

= Ny-, NH;-, MeSO;NH-

- alkyl;

i Compounds of the above general formmula I, whevein:

- Ry, Ry Ry Ry Ry, R Ry, Ry, Ria Roy, Ruge Rug Ris, Ry Rasy Ry Rysy Raws Bog R, Bay,
Ras, Rya, Ro1s Raa, Ry, Raue Ras, Ryg Ryz e, independently of each ather, aither H, OH, =0,
halo atom, (Mo-S-), (Me-30-), (Ms~80;-), Ny-, NHy-, MeSO;NH-, alky], OR where R =
atkyl or acyl group, or absent;

R, Ry, Ruzy Ry, Ry Ryz, Reg can be either H, OH, kalo stom, (Me-S-), (Me-SO-), (Me-
80,), Ny-, NH;-, MeSO;NH-, alkyl, OR where R = alky! or acyl group, ar sheent;

s TERTESENtS an optional double bond,

wherein in addition to the above

- either Ryy ar Ry = alkyl group, and

the stareochemistry of Ras is in the B orientation;

j. + Compounds of the above genem! formula I or carbohydrats derivatives theraof,
wherein: '

= By, Ry, Ry, Ry, Ry, Ry, Ry, Ry, Rios Rayy Rugy Rig, Rig, Roo, Ry, Ry Ray, Rag Rag Ren Rey,
Ras, Ryp, By, Ryg, Reg, Rug, Rag, Ro are, indopendently of each other, cither H, OH, =0, halo
atom, (Me-5-), (Me-S0-), (Me-50;-), Ny-, NH;-, MeSO;NH-, alkyl, OR where R = alkyl or
acyl group, or absent;

- Ra, Ry, Riss Ry, Riy=H,

- Ry = H, OH, =0, halo atom, (Me-8-), (Me-SO-), (Me-30y), Ny-, NH;-, MeSO;NH-,
alkyl, OR where R = alkyl, acy! ar earbohydrate, or ehaeat;
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= Rit, Ras, oan be either H, OH, halo atom, (Me-8-), (Me-S0-), (Ms-80;-), Ny, NHz-,
MeSO,NH., alky}, OR where R = alkyl or acy} group, or sbecnt;

au TOpreSents an optional donble bond,

wherein in asddition to the sbove

- sither Ras or Ry = alky! group, and

the stercochomistry of Rys is in the B orientation;

k Compounds of the sbove general formula ITI, wherein:

-Ry=Ry= Re= Rg= Re= Ry= Ry=Ry=R; ;= Ro= Ry Ry Rys = Ry # Ryy =Ry =Ry =By =
Rar™ Rz Rer™* Ros™ Ras™ Rog™ Ryr Ry=Ros™ Rag™ Ri™ By= Ry = H,

R =CHjy,

= Ry -OH or -OR wherp R = alkyl, eoyl or carbohydmats and

Ras= H or |s abaent

Rypy=H, -OH or =O

Ry=H or -OH

auu TorCSETIE 6 single bond, and

- the mathyl group at C25 may be elther in the R or 8 configuration and

the stereochemistry of Rys is in the B arientation

wherein in addition to ths above

at least one of R; or Ryy is 8 X madical, the poasible remaining substituent being H, OH, =0,
and OR where R = alkyl or aoy! group or sbsent,

mnd X is chosen from the group consisting of ;

- balo atom,

- (Me-S-), (Me-50-), (Me-80;-), mnd

- Ni-, NH;-, MeSO;NH-

- olkeyt;

1 Compounds of the above general formula 1T or carbohydrate derivatives thereof,
wherein: '
B=R=R=Ry=R=Ra R Ri=R; = Ry= Ry= By= Ryy =Ry =Ryy =Ry =Ry =Ry ™
Rai™ Rys= R Ry¢= Ras™ Rog™ Roy= Ry=Rap™ Ra™ Ryy= Rz * Ry " Ry =H,

-Ri=Ryy =CH,,

« Ry -OH or -OR where R = alkyl, acyl or carbohydrate and

Rys=H or is absent:

Ra=H,-OHor =0

Ryy=Hor OH
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asuu TOpTCSSNLS & ¥ingle bond, and

- tho methyl group at C25 may be either in the R ar § configurstion and
the stereochemistry of Ry is in the § orientation

whercin in addition to the sbove

at least ons of Ry or Res is & X radical, tho'possibie remaining substituent being H, OH, =0,

and OR where R = alkyl or acyl group or absent,
and X is chosen from the group consisting of :
= halo atom, .

- (Me-3-), (Ms-30-), (M2-50y’), and

- Nj-, NBy-, MeSO,NH-

- alkyi;

m Substituted sapogening wherein at least ons OH-growp of the espogenin ix
wubstituted with ), chosen from the group consisting of :

.hﬂqm

- (Me-8-), (M>-80-), (M2-805-),

- Ni-, NH;-, MeSO,NH-, and

- alkyl;

n Szpogenins defmed above wherein in the definition of X the halo atom is a fluaro
alom; -

o.  Substituted sapogenins selccted from :

(3p-fluore-SP, 200:,22c,25R-spirostans), (3,3-difluoro-5f, 20a,22«,2SR-spirnatane), (-
methylsulphonylamino-5P,200,225,25R-spirostans), (a-eride-5P, 200,223,25R-spiro-
stane), (Jo-amino-5P,200,220,25R-spirostare), and their mierecisomers and racemio
mixtures, their pharmacentically acceptable pro-drugs and salty;

P Substituted sapogenine wherein the perent sspoganin which is then substituted with
at loast cne X radical az defined above is seiected from ssrsasspogenin, episarsssapogenin,
smilegenin, epismilagenin, and anzurogenin-D;

PCT/GB0MV1380
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q. Compounds of the general formula In:

@)

wherein the group R is selectsd from hydrogen; alkyloarbonyl; alkoxycarbonyl; alkyl-
oarbamoyl; ar arylearbonyl; or muipho (HO,8); phosphono ((EO),P(0)-); or & meno-, di- or
tri-sacoharide; wherein amry alkyl group is optionally substituted with eryl, smino, mono- or
di-alkyl-amino, a carboxylic acid residue (-COOH), ar sy combination thersof; snd

L Derivative forms of tha sbove compounds as definsd as items a to g, in which the
3-position carbon atom or, in the oase of Formuulas II and IIT, the 3-position cerbon etom,
the 26-position carbon stom or each of the carbon atoma at the 3- and 26-positions, oarries
an O-sugar mojety wherein the sugar group is & mono-, di- ar tri-saccharide, and acylated
derivativea thereof.

3. A use according to claim 1 or clsim 2, wherein the active agent, or at lesst one of
the active-agenta, is selected from compounds of the general formuls In,

4 Ause accarding to any ans of the preceding claine, wherain the sctive agent, or at
least one of the active agents, is selsoted from:

BarEasspogenin

sarsesapogenin cathylate

SATsRsEpOgeENin acetats

sarsasapogenin succinate and pharmaceutically acceptable salts fhereof

sarsasapogenin glycinate and pharmaceutically acoepiahle salts thereof

sarssapogenin alarinate and pharmaceutioally acceptable salts thereof

sarsasapogenin valinate and pharmaceutioally acooptable salts thareof

G5
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mrmsspogenin phenylalaninate and pharmsceutically accoptable salts thersof

sarsagapogenin isoleucinate and pharmsoeutically scceptablo salty thereof

sarsasapogenin mothioninate and pharmaceutically acceptable salts theyeof

episerinsapogenin

spisarmszpogenin cathylats

episersasspogenin aoetats

epimrsampogenin succinats and pharmsceutically acoeptnble salts theveof

episaraasspogenin glyvinats and pharmaceutically aoceptable salts thereof

episarsasspogenin valinste and pharmaceutioally acoeptable salty thereof

cpisarsagspogenin phenylalaninate and pharmaceutically scoaptable salts thersof

episarsasspogenin isoleucinate snd pharmaceutically aceeptable salta thereof

cpisarsasapogenin methioninate and pharmaceutioally acceptable salts thereof

smilagenin

smilagenin cathylate

tnilagenin acotate

smilagenin succinate and pharmaceutically scceptable galta thercof

smilsgenin glyoinate end pharmaceutically scceptable salts thereof

smilagenin alaninato end pharmaceutically accoptable galts thereof

smilagenin valinate snd pharmaceutically accoptable malts thereof

smilagenin phemylalsninate snd pharmaccutically scosptable galts thereof

amilagenin isoleucinate and pharmaceutioally accoptablc salts thereof

smilagenin methioninate and pharmacoutically scooptable salta thereof

epismilagenin catirylate

cpismilagonin acetate

epismilagenin succinate and pharmaceutioally scceptable salts thereof

cpismilagenin glycinate and pharmmcoutically scceptable salta thereof

epismilagenin alaninate and pharmaceuticatly acoeptable salts thareof

epinmilagenin valinate and pharmacentioally acospiable salts thereof

epismilagenin phenylalaninate and pharmaceutically acceptabls salts thereof

epismilagenin isoleucinate and pharmacoutically acoeptable salts thereal |

epistnilagenin methioninats and pharmaceutically acceptable salts thereof.

saponin derivatives of sarsasspogenin, episarsssapogenin, smilagenin and epismilagenin in
whioh, in cach cese, the 3-pasition carbon afom carrics an O-sugar moiely wherein the
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sugsr group is seleoted from glucose, mannose, fructoss, galactnse, maltose, cellobiose,
sucross, thummose, xylose, arsbinose, fucoss, quinovoss, upioso, lactose, galactose-glucose,
glucose-arabinose, fucoge-giucase, rhamnose-glucoss, glucose-glucose-glucoss, glucose-
rhamnose, mannose-glucoss, ghucose-(rhamnosc)-glucoss, ghuase-(rhamnose)-chanmose,
ghucose-{glucose)-glucose, galactose-(thamnose)-galacioss and scylated derivatives
thereof;

16,22-cpoxycoprostan-3p-0), smilagenone, coprosterol, and pharmaceutically accoptable
pro-drugs and salty thereof,

5. A ue sccording o any ane of ths precading claims, wherein the active sgont i
present in a composition selected from pharmaceutioa] compositions, foodstuffs, food
supploments end beverages,

6. A use according to any ame of the preceding claims, wherein the active agent is
present with one or more additional aotive agent.

7. A use according to claim 6, whesein the one or more additional active agent is
selected from, but not limited, to cholinestorase inhibitom, dopamine agonists, COMY
inhibitors, MAG-B inhibitors, snti-cholinergics, acetylcholing agonists, serotonin sgonist,
AMPA receplor agonists, GABA receptor agonists, NMDA receptor sgonists, -

-adrenceptor sgonists, digoxin, dobutamine, anti-inflimmatories, neurotrophio factors,

stating, wadenosine A2s recoptor aniagonists, aldoss reductase inhibitors,
immumnomodulatirs, camnabinnid agonists, interferon B or tricyclic anti-dopreassnts.

8. Amommdh;tnmymofﬂuprmdin;ehm.whmhﬁéhmmurm-
human enimel iy euffering from, or Is muccptible to, any of Parkinson's discase,
postencephalitic Parkinsonism, depression, schizopbrenis, mmuscular dystrophy inoluding
facioscapulohumeral muscular dystrophy (FS8H), Ducherme muscular dystrophy, Becker
muscular dystrophy and Bruce's muscular dystrophy, Puchs® dystrophy, myotonic
dystrophy, comeal dystrophy, reflex sympathetio dystrophy syndrome (RSDSA),

newrovascular dystrophy, myasthenia gravls, Lambert Eaton dissass, Huntington's disesse,

motor neurone diseases insluding smyotraplic Iateral aclerosis (ALS), multiple sclerosis,
posturel hypotension, traumatic nsurodegenerstion e.3. following stroke or following an
accident (for example, traumatic head injury or spinal cord injury), Batten’s dissase,
Cockayne syndrome, Down syndrome, corticobasal gengliomic degenention, multiple

_’:9’2
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system strophy, cercbral atrophy, clivopontocercbellar atrophy, dentatorubra! strophy,
pallidoluysian strophy, spinobulbar atrophy, optic newritis, sclerosing pen-encephalitis
(SSPE), attention deficit disorder, post-viral encephalitis, post-poliomyelitis syndroms,

Fahr's syndrome, Joubert syndrome, Guillain-Barre syndroms, lissencephaly, Moyamoys -

disoage, neuironal migration disorders, autistio syndrome, polygiutamine disease, Nismaon-
Pick disease, progressive multifocal leuknencephalopathy, pscudotumor cerebri, Refium
discase, Zellweger syndrome, supranuclear palsy, Friodreich’s ataxia, spinocersbeller ataxia
type 2, Rhett syndrome, Shy-Drager syndrome, tubarous sclovosia, Pick's disease, chronic
fatigue syndrome, newropathies including hereditary neuropathy, disbetic neuropafity and
mitotic neuropathy, prion-based neurodegenemtion, including Creutefeldt-Jakab disetse
(CID), varisnt CID, new variant CID, bovine spongiform encephaldpathy (BSE), GBS, FFI,
kuru snd Alper’s syndrome, Joseph's diseass, acuto disseminated cncephslomyelitis,
arachmoiditis, vasoulsr lesions of the central nervous system, lom of extremity newronal
function, Charcot-Marie-Tooth diseass, suscoptibility to heart faflure, ssthms, and maculsr
dogeneration.
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This intemational Ssarch Aeport has nat beer axttbiishad In reapee] of cortain ctleime under Ariols 17{2)a) Jor the fdiowing rensons:

1. Claima Noa.:
m m;mmmmmrnnmmmumwmmm namaly:

Although claims 1-8 are directed to a method of treatment of the human/animal
body, the search has been carried out and based on the aileged effacts of the
compound/composition.
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an extant that na ! imamailonel Baarch can be cerried out, speciically:

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210
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see additional sheet
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA 210

Continuation of Box 1.2

Present claims 1-8 ralate to a large number of undefined compounds in
terms of "derivative" (claims 1-8) and "prodrug® (1-3 and 5-8).

In fact, the claims contain so many options that a lack of clarity
(and/or conciseness) within the meaning of Article 6 PCT arises to such
an extent as to render a meaningful search of the claims impossible.
Furthermore, present claim 1-7 relate tec the treatment of a disemse which
actually 1s not well defined. .

The use of the definition "non-cognitive neurodegeneration®,
*non—-cognitive neuromuscutar degeneration® or "motor—sensory
neurodegeneration® or "receptor dysfunction or loss in the absence of
cognitive, neural and neuromuscular impairment® in.the present context is
consdered to lead to a tack of clarity within the meaning of Article 6
PCT. It 1s not fully possible to deternine the diseases for which .
protection might legitimately be sought. The Tack of clarity 1s such as

to render & meaningful complete search over the whole scope of the claims
impossible.

Consequently, the search has been carried out for those parts of the
application which do appear to be clear and concise, namely the use of
the compounds according to formula (I), (II), (IV) and sapogenins and
sapontins 1n relation to the treatment of diseases as specifically
mentioned in claim 8.

The applicant’s attention 15 drawn to the fact that claims, or parts of
claims, relating to inventions in respect of which no international
search report has been established need not be the subject of an
international preliminary examination (Rule 66.1(e) PCT). The applicant
is advised that the EPD policy when acting as an Internationpal
Preliminary Examining Authority 1s normally not to carry out a
preliminary examination on matter which has not been searched. This is
the case irréspective of whether aor not the clains are amended following
receipt of the search report or during any Chapter II procedura.

2/



intamadonal Agplication Ne. PCTAB 03 01380

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA/ 210

- This International Searching Authority found muitiple (groups of)
inventions in this international application, as follows:

1. Claims: 1-2 (partially), 3, 4-8 (partially)

The use of compounds according to formula (I) and ([a) for
the manufacture of 2 medicament for the treatment of
non-cognitive neurodegeneration, non-cognitive neuromuscular
degenaration, motor-sansory neurodegeneration or receptor
dysfunction or loss in the absence of cognitive, neural and
neuromuscular tmpairment. Tha use of said compounds as

active ingredients present in foodstuffs, food supplement
and beverages.

2. Clatms: 1-2 (partially) and 5-8 (partially)

The use of compounds according to formula (1I) for the
manufacture of a nedicament for the treatment of
non-cognitive neurodegeneration, non-cegnitive neuromuscular
degeneration, motor-sensory neurodegeneration or receptor
dysfunction or loss 1n the absence of cognitive, neural and
neuromuscular impairment. The use of sald compounds as

active ingredients present in foodstuffs, food supplement
and beverages.

3. Claims: 1-2 (partiaily) and 5-8 (partially)

The use of compounds according to formuia (I1II) for the -
manufacture of a medicament for the treatnent of
non-cognitive neurodegensration, non-cognitive nelronuscular
degeneration, motor-sensory neuradegeneration or receptor
dysfunctfon ar 1oss in the absence of cognitive, neural and
neuromuscular {mpairment. The use of said compounds as
active ingredients present in foodstuffs, food supplement
end beverages.

4. Claims: 1-2 (partially) and 4~8 (partially).

The use gf sapogenin derivaitives bearing at least one X
radical substituent wherein X {& chosen from an halo atom,
(Me-5-), (Me-SO-), (Ne-502-), N3-, Nh2-, Me-S02-NH-, and
alky) {{.e. compounds according to D, of claim 1) for the
manufacture of a medicament for the treatment of
non-cognitive neurodegeneration, non-cognitive neursmuscular
degeneration, potor-sensory neurodegeneration or receptor
dysfunction or 10ss in the absence of cognitive, neural and
neuromuscular impairment, as far as not conprised by
subjects 1 to 3. The use of said compounds as active

ingredients present in foodstuffs, food supplement and
beverages.
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PATENT COOPERATI N TREATY

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PcT
To NOTIFICA
TION OF TRANSMITTAL OF

HABELTINE LAXE
Aten. sfim, David I. HASELTINE (AKE BRISTOL [HE INTERNATIONAL SEARCH REPORT
Imperial House OR THE DECLARATION
15-19 Xingsway
London WC2B 6UD 18 FEB 2004 (PCT Rule 44.1)
UNITED KINGDOM - .

ORIG. TO:

COPY TO:

fapimonthiyes)  16/02/2004

Applicant's or agent's flle ratarance ] .
HL81711/001/DLB FOR FUATHER ACTION Ses paragraphs 1 and 4 below
Intamational upplication No. Intemational flling date
PCT/GB 03/01380 {dapfmonitiyss) 29 /03/2003
Applicant

FHYTOFHARM PLC

1. E] The epplicant s heraby naiflad that the Internedfonal Ssarch Report has been established and |s transmitted harewith,

Flling of amendmants and aiatemant under Articls 19:
The epplicant is lnﬂﬂld. i he so wishes, to amand the alxims of the Intsmational Application {sse Rule 48):

When? Thell'mlhlllfuﬂl luchmndm-nhhmmﬂy!mnhﬁnmudmdhmhldﬂu
imemational Saarch Report; howsver, for more detilis, sae tha notes on the sccompanying sheet.

Where? Direcliytothe International Bureau of WIPO
34, chamin des Colombetiea
1211 Genava 20, Swizerand
+ Feselmile No.: (41-22) 740.14,35

For mors detallod Instructions, see the notes on the accompanying sheet.

2 D The appiicant ia hereby notlfied that no intemational Search Report wil be eatablished and that the daciaration undasr
Ariicle 17(2){a) to that affect Is tranamittad herewith.

a D With regiard to the protest against payment of (an) additionad fee(s) undar Rule 40.2, mnppthhmﬂbdmn'

D |h| mgaﬂurﬂhhodadubnﬂuumhnbunhnmlmmha international Bursau togethsr with the
loant's request to forward the texts of both the protest and the declalon thereon i the deaignated Offices.

[[] nodecialon has bean mads yst on the protest; the applicant wil be notified as scon aa a dacision ls mads.

4. Furiharaction(s): The spplicant Is remindad of the following:

Bhnnly nfter 18 manthe from the prority date, the intamational applicetion wili be published by the intsrnational Bursau.
mmmmnmuwmmm.nmmwmwdmmMMerdm
prl clalm, must reach the Internetional Burgau aa pmldad In Rulu £0bis.1 and 80bis.3, respectively, before tha
jon of the technical preparations for Intemational publicat]

Wihin 18 montha from the priarity data, a demand for Intemational praliminary examination muat be fllad if tha appiicant
wishes to postpone the anlry Into the national phasa untli 30 mnmhufm tha priorty data (in some Offices sven later).

Within 20- montha from the priority date, the appiicant must parform the prescribed acts for entry Into the national phasa
before el designated Offices which have not baonnhmdlnﬂmdamrﬂorhulmuhcﬂunmhlnw months from the
prioilty date or could not be electad becauas they ara not bound by Chapter II.

Neme and malling addreas of tha Intematicnal Searching Authorlly | Autherized officer
_ﬂ Europsan Patent Office, P.B. 5818 Patantiaan 2

NL-2280 HV Rijswik Barbara Klaver W
Tel. {+31-70) 340-2040, Tx. 31 851 epo n, /
Fex: (+31-70) 3403018

Crwangr-
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NOTES TO FORM PCT/ISA/220

'lhluNoblmImandndtngiuﬂubuhlruﬁwtbmeommhghlllmdlmarﬂmnnunduruﬂdain.m
Notes are basad on the requirementa of thé Patent Cooperation Treaty, the Regulations and the Administrativa instructions
under that Treaty. In case of discrepancy betwesn thesa Notes and thosa requirernanta, the latter are applicsbils. For more
datalled Informatlon, ase also the PCT Appiicant’s Gulds, a publication of WIPO.

In thege Notas, "Articla®, “Rule”, and “Sectlon® refar to tha provislons of the PCT, tha PCT Reguiations and the PCT
Adminlstrative Immﬂonn. rupncﬂvaly

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The applicant has, efter having rududlholmamlﬁnnllnmhmpo nllywmu:lhﬂ'nlohhn
international applcation. it ahould howevar be emphasized that, since ali plnl intamational applcation {ciaima,
description and drewings) may be amanded during the intemational pralmlrug:nmlrlﬂm procedure, thare
no nead to file amendments of the claims under Article 18 excapt where, a. wants the faiterto be published
for the purpases of provislonal protection or has another reason hramsndruhm claims b!lun Inhmlibml publioation.
Furthermare, it should be emphasized that provisional protection is avallable in soma States only

What parts of ths Intemnational application may bs amended?

Under Article 19, only the clalma may be amended.

Du hlnhm.ﬂorﬂphmhdﬂmmuyduhmrﬂd(orhﬂmmﬂd)unbrmuhm
moﬂI’rlvmlﬂomlPulmuryEunhl Authodty. Tha deacription and drawings may only ba amendad undar
Asticle 34 before the Intemational Examining Authority.

Upen entry into the mﬂnnalptnlo.lllpnmolhelmmlﬂuﬂqﬂaﬂonmlyhemrud undar Articie 28

or, where applicable, Arilel
When? wnhlnzmonhhommamumrlmlhldmalnhnmhnllnmhmnmﬂmonhffumhepﬂomy
date, whichever tima Ilmh expires later. it shouid be noted, however, that the amendmanis will ba considered

as having bean recalved on tima i they ara recelved by the intamational Buralu after the sxpiration of the
?mlegla,m Ilmit but before the compietion of the tachnical preparations for Intemational publication
ule 48.1

Whare not to file the amendmenta?

The amandments may only be Med with the intamational Bureau and not with the receiving Office or the
Intermational Suruhlnn Authority (Rule 48.2),

Where a demand for Intamational preiminary mmmination has baen/la fllad, see balow.

How? Either by cancatiing one ar more entine clalms, by adding are or more naw clakme or by amending tha text of
ona or mon of the claims as Med.

A replacamant sheet muet be submitiad for each shast of the claims which, on account of an amendment or
amendments, diffara from the shest originally filad.

All the claims appearing an & replacemant sheet must ba rumbared I Ambic rumerals. Whers a slaim s
cancelled, no ranumbsaring af the other claima s required. In all cases where clalms are renumbarad, they muat
be rerumbared sonsecutivaly (Administrative Instructions, Section 205(bj).

Tha amendments muat be made In the languags In which the iIntemational application Ia to be publishsd.

What documenis must/may accompany tha amesndmenta?
Latter (Section 206{8)):
The amendments must ba submitted with a leter.

Tha letter will not ba published with the intamational applieation and ths amanded claima. it ahould not be
confused with the “Statemant under Arilcle 19{1)" (see below, under "Stmement undar Ardcle 18(1)").

Tha letter must bs In English or French, al tha cholca of the applicant, However, If ths language of the
Intsrnational application 1s English, tha Jetter must ba in E h; If the languags of tha Intamational appileation
ls French, the lettar must be (n French.




NOTES TO FORM PCT/ISA/220 (continued)

th lpttar ml&ﬂ:ﬂ the dlmmn@.:‘wun the clalme l'ln 3::! and the clalme as amended. It must, In
rticular, , in connaction clakm appearing Imernatonal apploation {t understood
that identical indications concaming saveral clalma may ba grouped) whether w "t behg

{) the claim is unchanged;

(I} the claim is cancaliad;

{l} the claim Is new;

{v) the claim repleces one or more claims aa flled;

{v)} thecialm Is tha rasult of ihe division of a cinim as fled.

The foflowing examplas lllustrate the manner In which amendments must be uﬂllﬁ-d inthe
sccompanying letter: .

1. [Where originally there wars 48 claims and after amendment of some claima thene are 51];
*Clalma 1 i 28,31, 32, 84, 35, 37 10 48 repinced by amanded clalme bearing the sams numbam;
claims 30, 33 and 38 unchanged; new clalms 40 to 51 edded.”

2 re originally there were 16 claims and afier amendmant of all dlakma there ara 11}:
Clalms 1 to 15 repiaced by amended cialms 1 to 11."

8. [Whevs originaly thars wese 14 claims and the amendments consist in cancsiling soma ciaime and In adding

new H
*Claima 1 1 6 and 14 unchanged; clalma 7 to 13 cancelled; new claimsg 15, 16 and 17 added.” or
“Clalma 7 o 13 cancallad; naw clalma 15, 18 and 17 added; all other ctalms unchanged.”

4, are varipus kinds of amendments ans made]:
jaims 1-10 unchanged; claima 11 to 13, 18 and 19 canceflad; clalms 14, 15 and 18 replaced b!lmnndod
clalm 14: clalm 17 subdivided into amended ciaims 15, 18 and 17; naw ciaima 20 and 21 addad.

"Statemant under article 18(1)" (Rule 48.4)

The amandments be accompeanied by a stalament explsining the amendments and Indicat impact
that ou:l; al;;ondnrru:lyl might have on the dascription snd the drawinga (which cannot ba mrd'zlmlr

The stetemant will be published with the Intsmational application and the amendad claimg,
It must bs In the language in which the intsmational application Is to bs published.
)t must ba briet, no! sxceeding 500 words i In English or If fransiated Imo English.

k shouid not be confusad with and does not replace the lstter indicating the diffarences betwaen the ciaims
ma fiad and aa amandad. It must be fllad on a separate shest and must be identiflad as such by a heading,
prefarably by using the words "Statament under Arficle 18{1).

It may not contaln any disparaging commants on the intermational search report or the relsvance of cliations
conlained in that report, Reference to ciiations, eelevent 1o & given dalm, contalned In tha intemations! ssarch
regiort mey be mads only in connection with an amendment of that clalm.

Consequencs If s demand for International prefiminary sxamination has airsady baen flied

H, at the Ume of fling any amerdmants and any accompanying statemant, under Article 10, a demand for
Imematianal preliminary axamination has aiready been submitted, the applicant must praferably, &1 the time of
fling the amandments (and any statement ) with the intermational Bureau, aiso flle with the Intemational
Preliminary Examining Authority & copy of such amendments (and of any statement) and, where required, 8
translation of such emandmants for the prcedura befare ﬂiMnm.y'Lc Rules 55.3(n) and 82.2, first
santance). For further Information, see the Notes to the damend form (PCTAPEAMO1}.

Consaguance with regard to transiation of tha intsrnational application for entry Into the national phase

The applcant’s mttantion la drawn to the fact that, upon sntry Inio the national phasa, & tmrsiation of the
claims as amanded under Article 18 may have to ba furniahad tn the dasignated/slected Offices, Inatansd of, or
in addiion to, the transiation of the claimas as filed.

Eor'dfurlhar detalia on the requirementa of sach designated/elected Office, see Volume |l of the PCT Applicant’s
uKa.




PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL SEARCH REPORT
(PCT Arilcle 18 and Rules 43 and 44)

Applicant's or egent’a fil reference Notification of Transm mationsl Bearch Raport
FOR FURTHER ?lg'mm PGTIISRI‘PJIU) ..w.'ﬁ".:' u'u"h':r. appI:lbb item & below.

HLB81711/001/DLB ACTION

Intemational epplication No. Imamational fling dats (daymantvysar {Eariest) Priortly Date (dayimanthysar)

PCT/GB 03/01380 27/03/2003 27/03/2002

Applicant

PHYTOFHARM PLC .

Thia international Search Report has been prepared by thia Imemational Ssarching Authorkty and la traneritiad o the applicart
according 1o Article 18. A copy is balng tranamitted to the intamational Bureau. "o "

This Imtemational Search Report conaists ofatotalof ___ 123 __ shests.
it Is also accompaniad by a copy of each prior art document clad in this epart.

1. Bnluﬂherlport
a, With regard mhhﬂmﬂhﬂdmwanbunmnnmhunmalnwmﬂnndlmlhubnlnh
Ilngngolnwhlnhlmu uniess otherwise indiicated under this tem
[ meintamatione! search was camied out an the basis of « trunsistion of the international application fumished to this

Authority (Rue 23.1(b)).

b. With regard 1o any nuclisotida and/or amino acid saguancs disciossd in the Intemational spplcaiion, the Intemational search
was carried out on the basia of the sequence lating :

contained In the Internetional applisation In writtan form.

fliad together with the intamational appication In computsr readabis form.
furnished subsequantly to this Authorfly in writtan form.

furnishad subseguantly to this Authortty In computer readble form.

tha statamant that the subsaquently fumnished written sequence | coes not go bayond the deciosurs In the
intamational application as flled p:: been fumished. e o

ﬂemmmmmammnwmdlnmnmrndﬂlfmmhhlnhlbhmnuqum listing haa bean
m

Coartain ¢laims wers found unssarchable (See Box I), .
Unity of invention Ia lacking (ses Box W).

FHE O OOC0od

»

With regard 1o the iitle,

E the texd la approved as submitted by the applicant.
[[] thetext has been sstabhiahed by this Authorhy 10 read as followa:

5. With regard to the abatract,

the taxt ls approved as submiitad by the appilcant.

D the taxi has been eatablishad, a-urdmlnﬂullsa.ztb).hy%mnnrnhmmlnﬂulll The applicant may,
mnummmfmmaduolmlllmdwn Intamational ssarch report, submit commenta to thie Authorty.

8. The figure of the drawings 1o be published with the abstrect Ia Figurs No. .
D B auggestsd by the epplicant Eﬂ Nona of the figures.
[[] becauss the applicant faied to suggest a figure.
[C] becausa this figure better cheracterizes the invention.

Form PCTABA/210 {first shaet) (July 1898)
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Intamational licaton No.
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/G3 83781380

Box| Observations where cartain claims were found unsaarchable (Continuation of item 1 of first sheet)

This Intemational Search Report has not been established in respect of ceriain claime under Article 17(2)(a) for tha following reasons:

1. [il Claima Nos.:
bacausa they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

Although claims 1-8 are directed to a method of treatment of the human/animal
body, the search has been carried out and based on the alleged effects of the
compound/composition.

2. Claims Nos.: =
m bnm.o:.wnm.l:rrmmmInmnﬂmmﬂmnnqmmthmumwbm
an extent that no meaningtul Inlemetfonal Search can be carried out, apecifically:

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/219

3. D Clalms Noa.:
becauss they are depandant clalms and are not drafted in accordance with the second and third santences of Rule 8.4(a).

Box il Observations whare unity of Invantion Is lacking {Continustion of tam 2 of firat sheel)

This intsrnationat Ssarching Authority found multiple Inventiona In thie international application, as fotiows:

see additional sheet

1, E] As al required additional search fess ware timely paid by the appficant, this Intemational Bearch Report covers afl
saarchable clalms.

2. D As all sanrchable cialms could be saarched without affort justifying an additionai fee, this Authority did not Invite paymaent
of any additional fas.

a. D As only some of the required additional ssarch fees wers imely pald by the appficand, this Intemational Seerch Report
covers only thosa claims for which jees war pald, spacifically claims Nes.:

4, No red additional hie timsl by tha appilcant. Consequantly, this intamational Search Report i
D mmbﬂmln:om;.;!m:m: Inﬂllyam!dlcllm;hbmndbyﬂmﬂzw.:

Remark on Proteat |:| The additional ssarch fees were accompanied by the applicant's protast.

E(] No protest accompanied the paymant of edditional scarch fees,

Form PCTASA/210 {cantinuation of fist sheat (1)) (July 1898}
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Intsmational ApplicatonNe. PC'T/GB 03 /613860

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM  PCTASA! 219

Continuation of Box 1.2

Present claims 1-8 relate to a large number of undefined campounds 1n
terms of "derivative' (claims 1-8) and “prodrug" (1-3 and 5-8).

In fact, the claims contain so many options that a lack of clarity
(and/or conciseness) within the meaning of Article § PCT arises to such
an extent as to render & meaningful search of the claims impossible.
Furthermore, present claim 1-7 relate to the treatment of a disease which
actually is not well defined. .

The use of the definition "non-cognitive neurodegeneration®,
"non-cognitive neuromuscular degeneration" or "motor-sensory
neurodegeneration® or "receptor dysfunction or loss in the absence of
cognitive, neural and neurcmuscular impairment® in the ?resent context is
considered toc lead to a lack of clarity within the meaning of Article 6
PCT. It is not fully possible to determine the diseases for which
protection might legitimately be sought. The lack of clarity is such as
to renggr]- a meaningful complete search over the whole scope of the claims
impossible.

Consequently, the search has been carried out for those parts of the
application which do appear to be clear and concise, namely the use of
the compounds according to formula (1), (II), (IV) and sapogenins and
saponins in relation to the treatment of diseases as specifically
mentioned in claim 8.

The applicant's attention is drawn to the fact that claims, or parts of
claims, relating to inventions in respect of which no international
search report has been established need not be the subject of an
jnternational preliminary examination (Rule 66.1(e) PCT). The applicant
is advised that the EPD policy when'acﬂn? as an International -
Preliminary Examining Authority is normally not to carry out a
preliminary examination on matter which has not been searched. This is
the case jrrespective of whether or not the claims are amended following
receipt of the search report or during any Chapter II procedure.
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Intsmational Application No. PCT/GB 03 /91389

FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCTASA/ 210

This International Searching Authority found multiple (groups of)
inventions in this international application, as follows:

1. Claims: 1-2 (partially), 3, 4-8 (partially)

The use of compounds according to formula (I) and (Ia) for
the manufacture of a medicament for the treatment of
non-cognitive neurodegeneration, non-cognitive neuromuscular
degeneration, motor-sensory neurodegeneration or receptor
dysfunction or loss in the absence of cognitive, neural and
neuromuscular impairment. The use of said compounds as
active ingredients present in foodstuffs, food supplement
and beverages.

2. Claims: 1-2 (partially) and 5-8 (partially)

The use of compounds according to formula (II) for the
manufacture of a medicament for the treatment of
non-cognitive neurodegeneration, non-cognitive neuromuscular
degeneration, motor-sensory neurodegeneration or receptor
dysfunction or 1oss in the absence of cognitive, neural and
neuromuscular impairment. The use of said compounds as
active ingredients present in foodstuffs, food supplement
and beverages.

3, Claims: 1-2 (partially) and 5-8 {partially)

The use of compounds according to formula (III) for the
manufacture of a medicament for the treatment of

non-cogni tive neurodegeneration, non-cognitive neuromuscular-
degeneration, motor-sensory neurodegeneration or receptor
dysfunction or loss in the absence of cognitive, neural and
neuromuscular impairment. The use of said compounds as
active ingredients present in foodstuffs, food supplement
and beverages.

4. Claims: 1-2 (partially) and 4-8 (partially).

The use of sapogenin derivatives bearing at least one X
radical substituent wherein X is chosen from an halo atom,
(Me-S-), (Me-50-), (Me-S02-), N3-, Nh2-, Me-S02-NH-, and
alkyl (i.e. compounds according to B. of claim 1) for the
manufacture of a medicament for the treatment of

non-cogni tive neurodegeneration, non-cognitive neuromuscular
degeneration, motor-sensory neurodegeneration or receptor
dysfunction or loss in the absence of cognitive, neural and
neuromuscular impairment, as far as not comprised by
subjects 1 to 3. The use of said compounds as active
ingredients present in foodstuffs, food supplement and
beverages.
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'} WRITTEN OPINION . Intemational application No.  PCT/GB03/01380-

IV,

NB:

Basis of the opinion

The basis of this written opinion is the application as originally filed.

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and Industrial
applicabliity

The guestion of whether the claimed invention appears to be novel, to involve an

inventiva step, or to be industrially applicable has not been and will not be the subject

of the intemational preliminary examination in respact of the claims which have not been
searched (Article 17(2)(a) or (3) and Rule 66.1(e) PCT; see also international search report).

Lack of unity of Invention

The objection as to fack of unity raised in the international search report is maintained.
The reasons for the objection are the same as those indicated in the intemational
search report.

Reasoned statement under Rule 66.2(a)(Il) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability

To the extent that the intenational preliminary examination has bean carriad out (gee item
1l above), the following is pointed out:

In light of the documents cited in the intamational search report, it is considered that the
invention as defined in at least some of the claims, which have been the subject of an
international search report, does not appear to meet the criteria mentioned in Article 33(1)

PCT, i.e. does not appear to be novel and/or to involve an inventive step (see intemational
search report, in particular the documants cited X and/or Y and corresponding clalm referances).

If amendments are filed, the applicant should comply with the requirements of Rule 66.8
PCT and indicate the basis of the amendments in the documents of the application as
originally filed (Article 34 (2) (b} PCT) otherwise these amendments may not be taken

into consideration for the establishment of the intemational preliminary examination report.
The attention of the applicant is drawn to the fact that if the application contains

an unneacessary plurality of independent claims, no axamination of any of the claims will be
carried out.

Should the applicant decide to request detailed substantive examination, then an
international preliminary examination report will normally be established directly.
Exceptionally the examiner may draw up a second written opinion, should this be explicitly
requested.

Farm PCT/40BAE4 (EP0-03-2002) P20731



7

PATENT COOPERATION TREATY
b .-.nl.'- -.L.‘ . )
INTERNATIONAL pawuwﬂmﬂﬁgm..r__ PCT
n-;fﬂi..#'ﬂ-ﬂ'ﬂu wsd
To:
Brown, David L. 10JUN 2004
HASELTINE LAKE NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
Imperial House INTERNATIONAL PRELIMINARY
15-19 Kingsway — EXAMINATION REPORT
London WC2B 6UD fr: .. el
GRANDE BRETAGNE '™ ','p(__—
(PCT Ruk 71.1)
Datz of m
(day/monm [ymr) 0%/06/2004
Applicsnt’s or agent’s flle reference o IMPORTANT NOTIFICATION
P81711PC00/DLE
International spplieation No. Internuzional flling date (day/monthjyear) | Priority date (dayfmenshiyesr)
PCT/GRO3/01980 2770372003 2770372002
Applicant

PHYTOPHARM PIC et al

1. Tim spplicant (s horeby notified that this International Preliml Examining Autharity transmits herawith the Intecnational
prefiminary examination report and Its annexua, if' any, ostabil o the International applicalion.

22 A &_nnmumdhmam.lfmr.hhir'trmuﬁmunlnuruuiuml Buresu for a-nmunbulmmnlltle
) [ DR,

).  Where required b of the eecled Offices, the Intoraational Buresu will v an English transistion of the roport (but
not of m;fl mmu{)“us;d will ranamit such tranglation to thos Offless. prepar roport {

“The applicant mumn entes the national phase before ench vlocted Ol by performing curtain acts (fling trandadons and
natlonal fees) within 30 months from the l'?. date (or later in sone Offices){Article 39 i
ﬁl‘y ﬂlcT:lurnl:?ﬂlll Bll'ellln :flnth.!'am JIBaa1). for ¢ (I)Xm Wlso the rominder

\Iﬂ.:ie nI. Iu:rluiun of the im:'r:?lmd m "r:un be furnll:ﬁd tosn ele?.eld gnﬂh. that transistien must conain a
tr on snnexes (o nlemation iminery examination . iz nppbeant’s onalbili
sred furnish ll.:iln, wransiation direcuy to each ekctod O!I':ITMIMd. epo s P W o prepiro

‘I;::Ir“l':nhor details on Lhe applicable Ume Emhs and roquiremonts of the elected Officos, see Volume 11 of the PCT Applicant's

The applicant’s ausntan ls deawn to Artlel 33(5), which provides that tha evltaria of nowdity, inventive step and industrisi
ﬂiuhi!iw doscribed in Article 33(2) to (l) meraly scrve the purpoms of internatlonal preltminary examination and that *sny
trating Statc may apply additional or dlifTerent criterla far the purpoms of deciding whethey, in that State, the calmed
{nvantions iz patentable or not” (soe alma Artlcle 27(9)). Buch sdditional eritarls may relaic, for sxumple, to exsmptians from

patentabliity, requiremenus for omabling disdosury, clarity and suppart for the elaims.

Nume and malling address of the IPBA/ Authorized ofTiowr
&rmﬁn:‘,ut Olﬁku. :'.B. Slll'l“l'umuun 1
L « Netherands
. Tel: -I-Jl-m}muo-":uow JANZING M A K
Pux: {+ 31-70) 240-3016 Tel. (+29-89) 2399 2828

Form PCT/IPRAM16 {August 2002) P2047]




PATENT COOPERATION TREATY

PCT

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT

(PCT Acticie 36 and Ruke 70)
(Rationalised Report according te the Notlce of the President of the EPO published in the OJ11/2001)

2r

PHYTOPHARN PIC et al

ApRcD's or ger’s [l reference Sex Netllleatien of Tranmiteal of Intsrnadlonal

FOR FURTHER ACTION
P81711PCO0/DLB Prefiminary Examnination Rl'pu'l {Form PCT/IPBAR16)
nemnational sppiication No. Intarmational Nilbng dme (duy/montyear) | Priority date (day/monzhjyear)
PCT/GB03/01380 27/03/2003 27/03/2002

Tnternational Patent Clasalication (IPC) or astienal clasihication ard 1FC
A61K31/585

Applicant

1. ‘This international preliminary exsminztion report has been mrod by this Internationat Preliminary Examining
Auﬂndlamdllttpl'ndnﬂm:nm»ﬁmtmwm]l. y 4

2. ‘This REPORT condsts of & total of 2 sheets, Including this cover sheot,

‘This report is slzo sccompanded by ANNEXES, Le., sheets of the description, dsims andjor dr wings which
D beln::mdnd ad aro lhcp hasls for (hs report and/or shests contain| rulrnu:T:nde,;fcle this Amhu-hh;"
(xc Ruls 70.1¢ and Section 607 of the Adminisurative Instructions ur?er the PCT).

These snnaxvs conglru of & tolal of ghaola

3. Thir meport ontaing Indicatlons relating 1o the following items:

t [R] Russ of the report
tr[] Prioriy _
11 [X] Noo-enablishment of apinion with regard ta novelty, Inventive step and industrial spplicability

v [X] tack of unity of inventon
\'4 Reazomed malement under Artice 3502) with to novelly, invont) indunsial E
[X] Resrorad = expimations mpporting svch Rt Y imverklve tep o lnduaslal epplioihly;
vi[] Certain documents ced
VIt [] Certain dafoets in tha insrnational spplication p

Vit D Certain ebservations on the Intsrnationsl application

,u“." » e

Fax: (+11-70) 340-3016 Tel. (+49-29) 2300 2128

W

Date of submission of the demand Date of complotlon of this report
22/10/2003 04/06/2004 s Paion,
()

% »
Name and maling addrees of the 1PEA/ Authortasd offioar f
—=x_ Europesn Patent Office, P.B, S818 Pstantlasn 2 HOEKSTRA § 8
NL-2280 HV Rijlewijk - Netherlands
Tel.: { +31-70) 340.2040 @
L___—— .

Form PCT/IPEAMDS (cover shest) P20476 (Outober 2003) T
e g310




- . 4

INTERNATIONAL PRELIMINARY Intemational application No.  PCT/GB03/01380
EXAMINATION REPORT

L Basis of the report

Tﬁa basis of this international preliminary examination is the application as originally fllad.

il. Non-astablishment of opinlon with regard to novelty, inventive step and Industrial
appiicability

The question of whether the claimed Invention appears to be novel, to involve an

inventive step, of to be industrially applicable has not been the sublect of the

intemational preliminary examination in respect of the claims which have not been

searched (Article 17(2)(a) or (3) and Rule 66.1{e) PCT); see also intemnational search report).

V. Lack of unity of Invention

The objection as to lack of unity raised in the intemational search report is maintained.
The reasons for the objection are the same as those indicated In the international search report.

V. Ressoned statement under Rule 66.2(a)(Nl) with regard to novelty, Inventive step or
Industrial applicability .

To the extent that the International preliminary examination has been carried out (sea- item
IIl above), the following is painted out:

In light of the documents cited in the international search report, It is considered
that the invention as defined in at least some of the claims, which have been the
subject of an international search report, does not appear to meet the criteria
mentioned in Anticle 33(1) PCT, i.e. does not appear to be novel and/or to involve
an inventive step (see intamational search report, in particular the documents cited
X and/or Y and comesponding claim references).

Form PCT/408NE4 (EPQ-03-2002) P20770
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iNFORME DE EXAMEN . 1-6 y
PRELIMINAR INTERNACIONAL Solicitud Internacional No. PCT/GB03/D

¥

I Bases del Informe

La base del presente examen preliminar Intemaclonal es la soficitud como se presentd
originaimente.

ll. No-establecimiento de opinlén con respecto a la novedad, nivel Inventivo y
aplicabllidad industrial.

La pregunta de si la Invencién reivindicada parece tener novedad, nivel inventivo 0 que sea
aplicable industriaimente no ha sido sujeto de examen preliminar internaclonal con respecto
a las reivindicaclones que no han sido sometidas a bisqueda (Articulo 17(2)a) o (3) y Regla
66.1(e) del PCT; ver tamblén el Informe de b(squeda internacional).

IV. Falta de Unidad de Invencién

Se mantiene la objecién con respecto a la unidad de invencién objetada en el Informe de
bdsqueda Intemacional. Las razones de la objecién son las mismas a las indicadas en el
informe de bGsqueda Intemacional.

V. Declaraclén motivada segiin el Articulo 35(2) en cuanto a la novedad, el nivel Inventivo
y la aplicaclén Industrial; cltas y explicaclones que apoyan esta declaracién.

Hasta el punto en que el examen preliminar ha sido llevado a cabo (ver ltam lli arriba),
puede sefialarse lo siguiente:

A la luz de los documentos citados en el informe de blsqueda interacional se considera
que la invencidn como se define en por lo menas algunas de las relvindicaciones, que han
sido sujeto del Informe de blsqueda Internaclonal, parece no cumplir con los criterios
mencionados en el Articulo 33(1) del PCT, es declr, no parece ser novedoso y/o alcanzar el
nivel Inventivo (ver informe de blsqueda intemacional, en particular los documentos citados
con Xy/o Y y las correspondientes reivindicaclones referencladas).

PRP/WPC14475/1D-000004




METOD 8 Y USOS TRRAPEUTICOS DE BAPOGENINAS Y SUS

DERIVADOS

Campo da la Invenclidn

La presente invencién se refiere a métodos y usos
terapéuticos de sapogeninas, compuegtos relacionados Yy
derivados.

Los usos de sapogeninas, compuestos relaclonados y sus
derivados se encuentran en el campo del tratamiento de la
neurodegeneracién no cognitiva, degeneracién neuromuscular no
cognitiva, neurodegeneracién motora-sensorial o disfuncién o
pérdida de los receptores. En otro aspecto, la invencién se
refiere a composiciones para el uso en dichos tratamientos.

Antecedentas da la Invencién

La disfuncién cognitiva es una caracteristica de
condiciones y sintomas de demencia, tales como la enfermedad
de Alzheimer, demencia senil de tipo Alzheimer, demencia
corporal Lewy y demencia vascular. Un grado menor de
disfuncién cognitiva también es una caracteristica de ciertas
condiciones y sindromes distintos de la demencia, tales como
deficiencia cognitiva leve, deficiencia de la memoria asociada
con la edad, autismo y neurodeficiencia.

La neurodegeneracién no cognitiva (es decir,
neurodegeneracién en ausencia de disfuncién cogniéiva),
degeneracién neuromuscular no cognitiva (es decir,
degeneracién neuromuscular en ausencia de disfuncisn

cognitiva) Y neurodegeneracién motora—-sensorial son

! /P 2,
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caracteristicas de condiciones y sindromes tales como 1la
enfermedad de Parkinson, distrofia muscular, incluyendo
distrofia muscular facloescapulohumeral, distrofia muscular de
Duchenne, distrofia muscular de Becker y distrofia muscular de
Bruce, distrofia de Fuchs, distrofia mioténica, distrofia
corneal, sindrome de distrofia simpatica refleja, distrofia
neurovascular, miastenia grave, enfermedad de Lambert Eatoh.‘
enfermedad de Huntington, esclerosis lateral amiotréfica y
esclerosis maltiple.

La disfuncién o pérdida de los receptores,
particularmente disfuncién o pérdida de receptores nicotinicos
y/o muscarinicos de acetilcolina y/o receptores de dopamina
y/o adrenoreceptores, es una caracteristica de algunas o todas
las condiciones y sindromes antes mencionados. La disfuncién
o pérdida de los receptores en ausencia de deficlencia
cognitiva, neural o neuromuscular también es una
caracteristica de las condiciones y sindromes tales como
hipotensién postural, sindrome de fatiga crénica, asma,
susceptibilidad a insuficiencia cardiaca y degeneracién
macular.

Las condiciones y sindromes antes mencionados son
problemas graves y crecientes en todas las socledades en
donde, debido a un incremento en la expectativa de vida y el
control de enfermedades extraflas, el perfil demogrdfico se
expande de una manera creciente hacia una poblacién de mayor

edad. Los agentes que pueden tratar o ayudar al manejo o
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prevencidén de dichos trastornos, son urgentemente necesarios.

DE-A-4303214, cuya divulgacién se incorpora al presente
por referencia, sugiere el uso de saponinas y sapogeninas en
el tratamliento de enfermedades virales, pero sin datos que
permitirian a un experto en la técnica selecclonar un grupo
particular de compuestos para cualquier enfermedad viral
particular.

WO-A-99/16786, cuya divulgacién se incorpora al presente
por referencla, suglere el uso de clertas saponinas vy
sapogeninas en el tratamiento de la demencia.

WO-A-99/48482, WO-A-99/48507, WO-A-01/23406, WO-A-
01/23407, WO-A-01/23408, cuyas divulgaciones se incorporan al
el presente por referencia, se refieren al uso de cilertas
saponinas, sapogeninas y sus derivados en el tratamiento de la
disfuncién cognitiva y condiciones asociadas.

La Solicitud de la Patente China No.CN-A-1096031, cuya
divulgacién se incorpora al presente por referencia, sugiere
una biocactividad de sapogenina de espiroestano,
sarsasapogenina, en la regulacién de doble via de receptores
B-adrenérgicos y M-colinérgicos. No se sugiere ninguna
actividad farmacéutica especifica. Sin embargo, en "Sintesis
y Aplicaciones de Compuestos Etiquetados Isotépicamente”,
1998, péginas 315-320, Yi et al describe el wuso de
sarsasapogenina en el tratamiento de la demencia senil.

Existe un numero de trastornos llamados “espectros”, en

los que se presenta un amplio range de combinaciones de
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sintomas, en un amplio rango de gravedades relativas. La

gravedad de cada sintoma y la combinacién particular de
sintomas y la combinacién particular de sintomas variar& segiin
cada paciente y de acuerdo con la etapa del avance del
trastorno. En los casos de la enfermedad de Parkinson,
miastenia grave, enfermedad de Lambert Eaton, hipotensién
postural, sindrome de fatiga crénica, por ejemplo, la
disfuncién cognitiva no es un'aintoma primario, a pesar de que
puede estar presente como uno de los posibles sintomas
secundarios. Mas alin, estas Eondiciones no son enfermedades
virales o demencias. A muchos de estos trastornos se les
conoce como “espectros”®. Por lo tanto, en muchos c¢asos, un
tratamiento para la disfuncién cognitiva (por ejemplo,
demencia) no es necesario.

La presente invencién se basa en nuestro descubrimiento
de que ciertas sapogeninas y sus derivados, incluyendo
saponinas, tienen una sorprendente actividad que modifica 1la
enfermedad contra la neurodegeneracién no cognitiva,
degeneracién neuromuscular no cognitiva, neurodegeneracién
motora-sensorial, asi como contra la disfuncién o pérdida de
receptores en ausenclia de deficiencia cognitiva, neural vy
neuromuscular y, por tanto, previenen y revierten activamente
las condiciones. Este descubrimiento permite el tratamiento
mejorado de clertos trastornos no virales, espectrcs y no
espectros cuya disfuncién cognitiva no es un sintoma primario.

Breve Descripcién de la Invencidn
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De acuerdo con un aspecto de la presente invencién, se
contempla el uso de agenfes activos (como se define en el
presente) en el tratamiento o prevencién, o en la preparaclén
de compoaiciones (por ejemplo, composicliones farmacéuticas,
productos alimenticlos, suplementos alimenticios y bebidas)
para el tratamiento o prevencién de, (1) neurodegeneracién no
cognitiva, (il) degeneracién neuromuscular no cognitiva, (iil)
neurodegeneracién motora-sensorial, (iv) disfuncién o pérdida
del receptor en ausencia de deficlencia cognitiva, neural y
neuromuscular en humanos y animales que sufren de las mismas o
son susaceptibles a ellas.

La expresién *agentes activos” se reflere a los
compuestos de las siguientes férmulas generales I, II y I1I,
derivados de sapogenina como se define a continuaciédn por
referencia a derivados que presentan al menos un sustituto del
radical X, derivados sustituidos con azdcar de dichos
compuestos como se define mis . adelante, todos sus
esteroisémeros y mezclas racémicas, todos sus pro-farmacos y
sales farmacéuticamente aceptables, y todas las mezclas y
combinaciones de los mismos:

Férmula I:
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caracterizados porque en la férmula general (I):

-Ri, Ra, Ra, Ris Rs, R¢, Ry, Rey Raor Ris; Rus, Risy Rao, Rai; Raz, Ras,
Rzs, Ras, Ra27, Ras, Ras, Rz, Ra;, Rsa, son independientemente H, OH,
=0, atomo halo , (Me-S-), (Me-S0-), (Me-502-), Ny~ NH;- MeSO:NH-
, alquilo o ausente u OR, en donde R = grupo alquilo o acilo;
~Rs, Rii, Ria, Ru, Ris, Ris, Riz, Ras, Ria, pueden ser un H, OH,
&tomo halo , (Me-5-), {(Me-SO-), (Me-S50:-), N;- NHa- MeSQO.NH-,
alquilo o ausente u OR, en donde R = grupo alquilo o acilo;
..... representa un enlace doble opcional;

en donde ademas de lo anterior
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Ris o Ry = grupo alquilo;

Férmula II:
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caracterizados porque en la férmula general (II):
-Ri, Rz, Ri; Re; Rs, Rg, Ri; Re, Rio, Ria, Rllr Ris, Rao, Rer Ra2, Raa,

Ra, Ras, Rar, Rae, Ras, Rao, Rm, Rsz, Ru, son independientemente
H, OH, =0, &tomo halo , (Me-S-), (Me-SO-), (Me-SO;-), N;- NHz-

MeSO;NH-, alquilo, o ausente u OR, en donde R = grupo alquilo o

acilo, o ausente ;

-Ry, Ru, Riz, Ru, Ris, Ris, Rz, Ras, Raa, Rss pueden ser H, OH,
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dtomo halo , (Me-S=), (Me-SO-), (Me-SO;-), N3— NH;- MeSO.NH-,
alquilo o ausente u OR, en donde R = grupo alquileo o acilo o
ausente;
..... representa un enlace doble opcional;
en donde ademds de lo anterior

Rys o0 R = grupo alquilo;

Férmula III:
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caracterizado porque en la férmula general (III):
-R;; Ra, Ry, Ry, Rs, Rs, Ri, Rs, Rio; Ria, Riq, Rie; Ris, Rz, Rai, Raa,

Ra2s, Ra«, Rag, Ra7, Rasr Rzs, Rap, Ry, Rs2, Ry, Ray, Ras, Ry, Ry, BON

e 2 .
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independientemente H, OH, =0, &4tomo halo , (Me-S5-), (Me-SO-),
(Me-50;-), N3- NHy~ MeSONH-, alquilo o ausente , O R donde R =
grupo alquilo o acilo, o ausente ;
-Rs, Rui, Riz, Ris, Ris, Riy, R2s, pueden ser H, OH, Atomo halo ,
(Me—-S-), (Me-SO-), (Me-S50,-), WN3z- NH;- MeSO,NH-, alquilo o
ausente O R = grupo alquilo o acilo, o ausente ;
..... representa un enlace doble opcicnal;
en donde ademis de lo anterior
Ras o Ris = grupo alquilo; y
la estereoquimica de Ry; estd en la orientacién B,
los derivados de sapogenina, en particular pero no
exclusivamente derivados de sapogenina de espiroeatano
esteroideas que presentan al menos un sustituto de radical X,.
en donde X se escoge del grupo que consiste en:
—-atomo halo ,
-{Me-S~-), (Me-S0-), (Me-S0,-),
~ Nia-, NH;—-, MesO;NH-, y
-alquilo, y
formas derivadas de alguno de 1los compuestos antes
mencionados, en los que el atomo de carbonoc en la posicidn 3
(es decir, el carbono al cual se enlaza Ri, © la posicién
correspondiente en los derivades de sapogenina definidos
anteriormente sin una férmula) o, en el caso de las Férmulas
II y III, el &tomo de carbono en la posicién 3, la poslcidén 26
(es decir, el carbono al cual se enlaza Ry} o cada uno de los

Atomos de carbono en las posiciones 3 y 26, transporta una
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porcién de azlicar-O en donde el grupo azficar es un mono, di o
trisacarido.

A las formas derivadas que transportan azicar de agentes
activos de sapogenina generalmente se les conoce en la técnica
como saponinas. La expresién *“carbohidrato” usada en el
presente incluye particularmente dichos grupos de azfcar.

Los agentes activos usados en la presente invencidédn son
preferiblemente sapogeninas esteroideas no estrogénicas,
saponinas, y derivados de los mismos dentro de los términos de
la definicién antes menclonada, incluyendo todos los productos
intermedios y sales de los mismos fisiolégicamente aceptables.

Los agentes activos pueden ser naturales o no naturales.
Los agentes activos no naturales pueden preparase
adecuadamente mediante la modificacién de grupos secundarios
y/o 4tomos secundarios de compuestos naturales, como se
describe a continuacién y como se conoce en la técnica.

La invencién también proporciona métodos para el
tratamiento de humanos y animales, y composiciones gque
contlene agentes activos para el uso en dichos métodos de
tratamiento.

Si se deseara, los agentes activos de la invencién pueden
coadministrarse con uno o mids agentes activos adicionales, por
ejemplo, unoe o mAas agentes selecclonados, a titulo
enunciativo, de inhibldores de colinesterasa, agonistas de
dopamina (por ejemplo, L-dopa), inhibidores COMT, inhibidores

MAO-B, anti-colinérgicos, agonistas de acetllcolina, agonistas
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de serotonina, agonistas de receptores AMPA, agonistas de
receptores GABA, agonistas de receptores NMDA, agonistas de p-
adrenoceptores, digoxina, dobutamina, antiinflamatorios,

factores neurotréficos, estatinas, antagonistas de receptores

de adenosina A2a, inhibidores de aldosa reductasa,
inmunomoduladores, agonistas de canabinoldes, interferén B o
antidepresivos triciclicos.

Los agentes activos se pueden aplicar terapéutica o
profildcticamente a humanos y animales que sufren o son
. susceptibles a condiciones y enfermedades que se caracterizan
por la neurodegeneracién no cognitiva, degeneracidn
neuromuscular no cognitiva, neurodegeneracién motora-
sensorial, o disfuncién o pérdida de receptores. Ejemplos de
dichas condiciones y enfermedades se proporcionan mas
adelante.

La presente invencién, por tanto, también proporciona el
uso de agentes activos (como se define en el presente) en el
tratamiento o© prevencién de, o en la preparacién de
composiciones (por ejemplo composicliones farmacéuticas,
alimentos, suplementos alimenticios y bebidas) para el
tratamiento o prevencién de una o mas de dichas condiciones y
enfermedades en humanos y animales que sufren de las mismas o

son susceptibles a ellas.

Descripcién Detallada de la Invencién

Ejemplos de Agentes Activos

Las siguientes clases de agentes activos se mencionan en forma
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particular:
l. Compuestos de la férmula general I, caracterlzados porque:
-Ri, R2, Rs, Re; Rs, Rs; Rz, Ro;, Ry, Riz, Ris, Ris; Rao, Rai, Rza, R,
Ra, Ras, Rzr, Ras, Ras, Rso, Rm, Rsz, son independiéntemente H, OH,
=0, &tomc halo , (Me-S-), (Me-50-), (Me-80,-), Ny~ NH;- MeSO;NH-
 alquilo o ausente OR donde R = grupo algquilo o acilo;
=Ro, Rii, Riz, Ru, Ris; Ris, Ri7, Ras, Ra, pueden ser H, OH, &tomo
halo , (Me-S-), (Me~SO-), (Me-SO;-), Ni- NH;- MeSO,NH- alquilo o
ausente u OR, en donde R = grupo alquilo o acilo;

... representa un enlace doble opcional;
en donde ademds de lo anterior
Rys o R = grupo alquilo:
¥ la esterecgquimica de Rzs estA en la orientacién B:
1. Compuestos de la férmula general I, caracterizados porque:
-Ri, Rz, Ry, Ry, Rs, Rsy, Ry, Rey Rios Rizy Ruey Ris, Rao, Rai, Raz, Raa,
Ra«, Razs; Rz, Rae, Ras, Ras, Rai, Rsz, son independientemente H, OH,
=0, &tomo halo , ({(Me-S-), (Me-S0-), (Me-S0;-), N3- NH;- MeSO;NH-
» alguilo o ausente u OR, en donde R = grupc alquilo o acilo;
-Rs, Ria, Ris, Ris, Ry = H,
= Ru, Rw, Ras, Ry, pueden ser un H, OH, Atomo halo , (Me-S-),
(Me-S0O-), (Me-502-), Ni- NH~ MeSO.NH-, alquilo o ausente u OR,
en donde R = grupo alquilo o acilo;
..... representa un enlace doble opcional;
en donde ademis de lo anterior
Rss o Ry = grupo alquilo;

y la estersoquimica de Rzs estd en la orientaclén B;
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1. Compuestos de la férmula general I, caracterizados porque:
-R; = R2 =R; =Rs =R =R7; =Ry =R;p =Ri; =Ry =R;z =Ri3 =Ris =Ris =Ri17» =Rus
=R1s =R20 =Ra1 =Raz =Rz =Ra =Ras =Ras =Rz7 =Ras =Rzs =Ry =R3; =R3z =Ry =
H,
- Raao Ry, = CHy
..... representa un enlace simple,
- el grupo de metilo a C25 puede estar en la configuracién R o

S,
- la estereoquimica de Ras estd en la orientacién p; y
en donde ademds de lo anterior
al menos Ry © Ray es un radical X, el posible sustituyente
restante es H, OH, =0, y OR, en donde R = grupo alquilo o
acilo o ausente ,
Yy X se escoge del grupo que consiste en:
- &tomo halo ,
(Me~S-), (Me-S50-), (Me-SO:;-), y
Nj— NHz- MeSOaNH-,
alquilo;
1. Compuestos de la férmula general I, caracterizado porque:
~Ri = R; =R =Rs =R =R; =Rs =R;0 =Riy =Ry =R;z =R;3 =R;5 =Rjs =Ri7 =Ris
=Ris =R2g =R21 =R2z =Ra2s =Rz« =Rzs =Rzs =Rz7 =Ras =Ray =Rx =Ra1 =Ryz =Raz =
H,
- Ruu= Ry = CHy
..... representa un enlace simple,

- la estereoquimica de Rys estd en la orientacidn fB; y
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en donde ademds de lo anterior
al menos R;y o Rz; es un radical X, el posaible sustituyente
restante es H, OH, =0, y OR, en donde R = grupo alqui.lo o
acilo o ausente,
Yy X se escoge del grupo que consiste en:
- @&tomo halo ,
(Me-S-), (Me-SO-), (Me-S0:-), ¥y
N3— NHz- MeSO;NH-,
alquilo;
l. Compuestos de la férmula general 1II, caracterizados

porque:
=Ri, Rz, Rs; Ri; Rs, Rs, Roy Rey Rio; Risy Rus Ris, Raos, Raisr Razs Raa,s
Rz¢; Rag, R27, Ras, Ras, Rao, Rsi; Ry, Ry son independientemente H,
OH, =0, A&4tomo halo , (Me-S-}, (Me-S50-), (Me-SO;-), N;~ NH)~
MeSO.NH~, alquilo, OR, en donde R = grupo alquilo o acilo, o©
ausente ; |
~Rs, PRii, Riz, Ru, Ris, Ris, Ri7, Ras, Rya, Rys pueden ser un H, OH,
dtomo halo , (Me-S-), (Me-80-), (Me-SOs-), Ni- NH,- MeSO;NH-,
alquilo, OR, en donde R = grupo alquilo o acllo, o ausente
..... representa un enlace doble opciocnal;
en donde ademAs de lo anterior
Ras © Ry = grupo alquilo;
Yy la estereoquimica de Ris estd en la orientacién B;
1. 'Compuestos de la férmula general II y los derivados de

carbohidrato de los mismos, caracterizado porque:

"er R!l Ry, Rh R.'u R‘r R'h Rll Rlﬂl' RI.J: Risr Ris, Raos Rzu Rﬂr Rzar
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Ra¢; Rzs, Rz7, Ras, Rasy Ras, Rai, Riz, son independientemente H, OH,
=0, atomo halo , (Me-5-), (Me-50-), (Me-50;-), N>~ NH;- MeSO;NH-
, algquilo, OR, en donde R = grupo alquilo o acilo, o ausente;
-Rs, Riz; Ris, Rus, Ry = H,
- R = H, OH, =0, y OR, en donde R= alquilo, acilo o
carbohidrato, vy,
- Ru1, Riq, Ras, Ras, Rzs, pueden sex un H, OH, &tomo halo , (Me-S-),
(Me—sb-), (Me-S02-), N3;- NH- MeSO;NH-, alquilo, OR, en donde R
= grupo alquilo o acilo, o ausente;
..... representa un enlace doble opcional;
en donde ademds de lo anterior
Ras 0 Ryy = grupo alquilo;
Yy la estereoquimica de Rys estd en la orientacidén B;
1. Compuestos de la férmula general II y los derivados de
carbohidrato de los mismos, caracterizado porque:
-Ri1 = Ra =R4 =Rs =R¢ =R; =Rs =Rio =Ru1 =Rs =Ri2 =Ri;3 =Ris =Ri¢ =Ri7 =Rn
=Riy =Rz0 =Rz1 =Ra; =Ras =Rai =Rzs =Rz¢ =Rz7 =Ras =Rz» =Ra =Ra1 =R3, =Rs3 =
H,
- Ry« = CHj
Ry = -OH o OR donde R = alquilo, acilo o carbohidrato, y
Ras = H o ausencia '
..... representa un enlace doble opcional, y
- el grupo metilo en C25 puede estar en la configuracién R o
S, ¥y
la estereogquimica de Rps estd en la orientaclén B;

en donde ademé&s de lo anterior
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al menos R; o Raa es un radical X, el posible sustituyente
restante es H, OH, =0, y OR, en donde R = grupo alquilo o
acilo o ausente ,
y X se escoge del grupo que consiste en:
- Aatomo halo ,
(Me-S~), (Me-SO-), (Me-SOi-), ¥y
- N3;—- NHz- MeSO,NH-,
- alquilo;
1. Compuestos de la férmula general II y los derivados de
carbohidrato de los mismos, caracterizado porque:
-R1 = R2 =R =Rs =Rg =Ry =Rq =Ry0 =Ru =Rs =Riz =Riz3 =Ris =Ris =Ri7 =Ry
=Riy =Rz0 =R21 =Ra2 =Ray =Raq =Rzs =Ras =Rz7 =R =R2s ="Rsp =R31 =Rs2 =Ry =
H,
- Ry = Ry« CHs
= Ra = -OH U -OR, en donde R = alquilo, acilec o carbohidrato,
4
- Rss = H o ausente
..... representa un enlace doble opcional, y
- la estereoquimica de R;s estd en la orientacién B;
en donde ademds de lo anterior
al menos Ry o Rz es un radical X, el posible sustituyente

restante es H, OH, =0, y OR, en donde R = grupo alquilo o

acilo o ausente ,
Yy X se escoge del grupo que consiste en:

- &tomo halo ,
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(Me-5-), (Me-S0-}, ‘(Me-S0:-), y Fégine
N3- NHz- MeSO;NH-,
alquilo;
1. Compuestos de la férmula general III, caracterizado

porque:
=Ri, Rzs Ra, Ray Rs; Re; Ri, Ri, Rio, Riyy Ruy, Ris, Ris, Rao, Rz, Raz,
Raa, Ras Ras, Raz, Rag, Ras, Rao, Rai, Riz, Rss, Raq, Ris, Rag, Ryr son
independientemente H, OH, =0, &tomo halo , (Me-S-), (Me-SO-),
(Me-S0z~}, N3— NHz- MeSO:NH-, alquilo, OR, en donde R = grupo
algquilo o acilo, o ausencila ;
-Rs, Rii, Riz, Ris, Ris, Ry1, Rzs, pueden ser un H, OH, 4tomo halo ,
(Me-5-), (Me-S0-), (Me-8S0,-), N3~ NH;- MeSO.NH-, alquilo, OR en
donde R = grupo alquilo ¢ acilo, o ausente
..... representa un enlace doble opcional;
en donde ademds de lo anterior
Rss © Ry = grupo alquilo; y
y la estereoquimica de Rys estd en la orientacién B;
1. Compuestos de 1la férmula general III, caracterizado
porque:

~Ri1, Rz, Rs, Ry, Rs; Re; Ry, Rey Rio, Risy, Rig, Ris; Ris, Rao, Rz, Raa,
Rz2a, Ras Rzs, Rz, Rasy Rz, Rsor Rm; Ry, Rss, Ris, Rag, Ry7 son
independientemente H, OH, =0, atomo halo , (Me-5-), (Me-50-),
(Me-S02-), N;3;- NH;~ MeSO;NH-, alquilo, OR, en donde R = grupo
alquilo o acilo, o ausente ;
~Rs, Riz, Ris, Ris, Ri7, = H,

-Ry = H, OH, =0, 4tomo halo , {(Me-S-), (Me-SO-), (Me-SOz;~), N3~
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NHz- MeSO;NH-, alquilo, OR, en donde R = grupo alquilo, acilo o
carbohidrato, o ausente ;

= Rn, Ras, pueden ser un H, OH, &tomo halo , (Me-S-), (Me-50-),
(Me-S0;-), N3— NHa~ MeSO;NH-~, alquilo, OR, en donde R = grupo

alquilo o acilo, o ausente

++.... representa un enlace doble opcional;

en donde ademis de lo anterior

Ry © Ruu = grupo alquilo; y

y la estereoquimica de Ry est& en la orientacién B;

1. Los compuestos de la férmula general III y derivados de
carbohidrato de los mismos, caracterizado porque:

-R1 = Rz =Ry =Rs =R¢ =Ry =Ry =Rig =Ru1 =Ry =Riz =Ri3 =Ris =Ris =R17 =Ru

=R19 =Rz0 =Ra: =R22 =R2s =Rz« =Ras =Ras =Ra7 =Rzs =Rzs =R3o =Ry;1 =R3z =Ra3 =

H,

- Ry = CHs

- Ry = -OH o -OR, en donde R = alquilo, acilo o carbohidrato,
y

Rys = H o estd ausente
Rz = H, -OH o =0
Ri¢ = H o -OH
.. representa un enlace simple, y
el grupo metllo en C25 puede estar en la configuracién R o §,
la estereoquimica de Rzs estd en la orientacidn f; y
en donde ademis de lo anterior

al menos Ry o Ry es un radical X, el posible sustituyente
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restante es H, OH,, =0, y OR, en donde R = grupe alquilo o
acilo o ausente ,
Yy X se escoge del grupo que consiste en:
- Aatomo halo,
(Me~5-), (Me-SO-), (Me-S0z-), ¥y
N3—- NHi- MeSOzNH-,
alquilo; l
1. Compuestos de 1la férmula general III y derivados Ae
carbohidrato de los mismos, caracterizado porque:
-R1 = Rz =R« =Rs =Rs =Ry =Ry =Rip =Ri; =Rs =Riz =Ris =Ris =Ris =Ri7 =Ry
=R13 =R20 =Ra21 =Raz =Rax =Ra =Rzs =Rzs =R27 =Ras =R2s =R =Ry; =Rz =Ry =
Rz =H,
- Ruu =Rs3 = CH;
Ry« = -OH o -OR, en donde R = alquilo, acilo o carbohidrato, y
Rys = H o estad ausente
Ry = H, -OH o =0
Ris = Ho -OH"

.. representa un enlace simple, y

el grupo metilo en C25 puede estar en la configuracién R o S,
la estereoquimica de R;s estd en la orientacidén B; y

en donde ademi&s de lo anterlor

al menos Rs: 0 Ray es un radical X, el posible sustituyente
restante es H, OH, =0, y OR, en donde R = grupo alquilc o
aéilo o ausente ,

y X se escoge del grupo que consiste en:

- Aatomo halo ,
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- (Me-S-), (Me-S0-), (Me-50.-), Y Fégina

N3—- NH;- MeSO;NH-,

alquilo;

13. Sapogeninas sustituidas, en particular pero no

- exclusivamente sapogeninas de espirocestano esteroideas,
caracterizadas porque al menos un grupo OH de la
sapogenina se sustituye con X, seleccionado del grupo
que consiste en:

- halo atomo,

-{Me-S-), (Me-SO-~), (Me-S0.;-),

- Ni~ NHa- MeSO;NH-, y

alquilo;

13. Las sap&éeninas definidas lineas arriba en particular
pero no exclusivamente sapogeninas de espiroestano
esteroideas, caracterizadas porque en la definicién de
X el 4tomo halo es un &tomo de fluoro;

Las sapogeninas sustituidas seleccionadas de:

(3p~-fluoro-58, 20a, 22a, 25R-espiroestanc), (3,3-difluor -

5B, 20a, 22a, 25R-espiroestano), (3a-metilsulfonilamino-5

B,20a, 22, 25R-espiroestano), (3a-azido-58,20a,22a,25R~

espiroestano), (3a-amino-5pB,20ax,22a,25R-espiroestanc}, ¥y

sus estereoisdmeros y mezclas racémicas, sus productos
intermedios y sales farmacéuticamente aceptables;

16. Las sapogeninas sustituidas caracterizadas porque la
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sapogenina precursora, que luego se sustituye con al
menos un radical X como se define anteriormente, se

selecciona de sarsasapogenina, episarsasapogenina,

esmilagenina, epismilagenina, y anzurogenina-D;
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13. Compuestos de la férmula general Ia:
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caracterizado porque el grupo R se selecciona de
hidrégeno; - alquilcarbonilo; alkoxicarbonilo;
alquilcarbamoilo; © arilcarbonilo; o sulfo {(HOsS):
fosfono ( (HO),P(0)-); o un mono-, di- o trisacérido; en
donde cualquier grupo de alquilo es opcionalmente
sustituido con arilo, amino, mono- o di-alquil-amino, un

residuo de &cido carboxilico (-COOH), 0 cualquier

e At . .-:'-t."_"d.':"'!.r'!.:--'i?'-
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combinacién de los mismos;

13. Las formas derivadas de los compuestos antes
mencionados como se define en los puntos 1 a 17 en
donde el Atomo de carbono en la posicién 3 o, en caso
de las Férmulas II y III, el Atomo de carbono en la
posicidén 3, el atomo de carbono en la posicién 26
cada uno de los atomos de carbono en las posiclones 3 y
26, transporta una porcién de O-azdicar en donde el
grupo de azGcar es un mono-, di- o trisacdrido, por
ejemplo, una mono aldosa © cetosa que tiene 5 o 6
atomos de carbono, preferiblemente en la forma de
furanosa o piranosa ciclizada, ya sea el andémero o o P
y que tenga isomerismo éptico D o L, o cualquier
combinacién de di- y trioligosaciridos de los mismos;
formas aciladas de residuos de azucar también se
incluyen dentro del término *azlcar”; ejemplos de
azicares adecuados incluyen glucosa, manosa, fructosa,
galactosa, maltosa, celobiosa, sacarosa, ramnosa,
xilosa, arabinosa, fucosa, quinovosa, aplosa, lactosa,
galactosa~glucosa, glucosa-arabinosa, fucosa-glucosa,
ramnosa-glucosa, glucosa-glucosa-glucosa, glucosa-
ramnosa, manosa-glucosa, glucosa-{ramnosa)-glucosa,
glucosa- (ramnosa)-ramnosa, glucosa-{glucosa)-glucosa,

galactosa~ (ramnosa)-galactosa y derivados acilados de
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éstos (por ejemplo, acetilados).
En las definiciones del compuesto antes mencionado:
Los sustituyentes opcionales de amino, mono-alquil-
amino y di-alquil-amino de los grupos alquilo, en donde
se encuentran presentes, son preferiblemente un

sustituyente mono en la posicién @ del grupo alquilo.

Los sustituyentes opcionales -COOH de loas grup s
alquilo, en donde se encuentran presentes, pueden estar
en el terminal o en cualquier otra posicién del grupo
alquilo.

Por “alquilo” se entenderd un grupo de carbohidratos
alifidticos que pueden ser rectos o ramificados que tienen
entre de 1 4tomos de carbono a 20 &tomos de carbono en la
cadena. Los grupos de alquilo recomendadocs tienen 1
carbono a 12 4tomos de carbono en la cadena. Ramificado
significa que uno o mAs grupos de alquilo inferiores
tales como metilo, etilo o propilo se enlazan a una
cadena de alquilo lineal. Por *“alquilo inferior” se
entenderad entre 1 carbono a 4 &tomos de carbono en la
cadena que pueden ser rectos o ramificados. Los grup s
de alquilo a manera de ejemplo incluyen metilo, etilo, n-
propilo, i-propilo, n-butilo, t-butilo, s-butilo, n-

pentilo, 3-pentilo.
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P r *“arilo”. se entendera cualquier Ziﬁiﬂf que
comprende wun anillo aromAtico o sistema de anillos
condensados, y preferiblemente contiene hasta 12 Atoﬁos
de carbono. Un grupo arilo es el grupo fenilo. Un grupo
arilo opcionalmente puede ser mono o poli sustituido, P r
ejemplo por sustituyentes ihdependiente selecclonadods de
halo [(por ejemplo, c¢loro o bromo), alquilo, cicloalquilo,
hidroxi, alkoxi, amino, nitro, acilamino, carboxi vy
alkoxicarbonilo.

Por “residuoc &cido carboxilico” se entenderd el grupo
-COOH.

Por “acilo” se entender&d un grupo H-CO o Alquilo-CO

caracterizado porque el grupo alquilo es como se define a

continuacién, Los acilos recomendados contienen un
alquilo inferior. Los ejemplos grupo aclile incluyen
formilo, acetilo, propanoilo, 2-metilpropanoil ,

butanoilo y palmitoilo;

Por “opcionalmente sustituido” se entenderd que dicho
grupo se puede sustituir con uno o miés sustituyentes, que
pueden ser los mismos ¢ diferentes, de preferencia uno o
mas sustituyentes que individualmente tienen un tamarfio
que es pequefio (por ejemplo, menos de alrededor de 20% de
la dimensién molecular mé&s grande) en relacién con el

grupe precursor gque se sustituye; los sustituyentes
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adecuados incluyen halo (P r ejemplo, cloroc o bromo),

alquilo, cicloalquilo, hidroxi, alcoxi, amino, acilamino,
arilo, aroylamino, carboxi, alkoxicarbonilo,
aralkoxicarbonilo, heterocaralkoxicarbonilo, Yy
opcionalmente carbamoilo sustituido, de preferencia con
sujecién a 1la limitacién del tamafio estipulado
anteriormente;

Por *“farmacéuticamente aceptable” se entender4,
dentro del marco de la opinidén sélida veterinaria vy
médica, que es adecuado para uso en contacto con las
células de humanos y animales inferiores sin indebida
toxicidad, irritacién, reaccibén alérgica y similares, y
estdn de acuerdo con una relacién rlesgo/benefici
razonable. Por *profarmacos farmacéuticamente
aceptables” se entenderd aquellos profarmacos de 1 s
compuestos que, dentro del marco de la opinién sdélida
veterinaria y médica, son adecuados para usc en contacto
con los tejidos humanos y animales inferiores sin
indebida toxicidad, irritacién, reaccién alérgica y
similares, y estdn de acuerdo con una ;elacibn
riesgo/beneficio razonable, y son efectivos para el uso
que se pretende darles, asi como las formas
zwiteriénicas, en la medida de 1lo posible, de 1 s

compuestos. Por “profarmaco” se entenderan los
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compuestos que répidamente se transforman in P?ij:‘: para
obtener el compuesto padre de la férmula antes
mencionada, por ejemplo mediante hidrélisis en la sangre,
Los grupos funcionales que se pueden transformar
rapidamente, mediante divisién metabdlica, forman in vivo
una clase de grupos reactivos con el grupo carboxilo.
Debido a 1la facilidad con la que los grupos de 1los
compuestos metabélicamente divisibles se dividen in vivo,
los compuestos que presentan dichos grupos actian como
profarmacos. Una discusién detallada sobre los
profdrmacos se proporciona en las siguientes
publicaciones: Design of Prodrugs, H. Bundgaard, ed.,
Elsevier, 1985; Methods in Enzimology, K. Widder y otros,
Ed., Academic Press, 42, p. 309-396, 1985; A Textbook £
Drug Design and Development,' Krogsgaard~Larsen y H.
Bundgaard, ed. Capitulo 5; Design and Applications of
Prodrugs p.113-191, 1991; Advanced Drug Delivery Reviews,
H. Bundgard, B8, p. 1-38, 1992; Journal of Pharmaceutical
Sciences, 77, p. 285, 1988; Chem. Pharm. Bull., N. Nakeya
y otros, 32, p. 692, 1984; Pro-drugs as Novel Delivery
Systems, T. Higuchi y V. Stella, Vol. 14 de A.C.S.
Symposium Series, y Bioreversible Carriers in Drug

Design, Edward B. Roche, ed., American Pharmaceutical

Association and Pergamon Press, 1987, 1los cuales se

B
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incorp ran al presente por referencia; Fégina
Por “sales farmacéuticamente aceptables” se entenderéd
las sales de adici6n &cidos relativamente atéxicas,
inorgénicas y orgénicas, y las sales de adicién basicas,
de los compuestos de la presente invencién. En
particular, 1las sales de adicién &cidas se pueden
preparar sometiendo a reaccién separadamente el compuesto
purificade en su forma base libre con un &cido orgénico
inorgénico adecuado y aislando la sal formada de este
m do. Vea, por ejemplo, S.M. Berge vy Qotros,
Pharmaceutical Salts, J. Pharm. Sci., 66: p.1-19 (1977)
que se incorpora al presente por referenci;. Las sales
de adicibén bé&sicas también se pueden preparar sometiendo
a reaccién separadamente el compuesto purificado en su
forma 4cida con una base organica o inorganica adecuada y
aislando la sal formada de este modo. Las sales de
adicién bésicas incluyen sales de metal y amina
farmacéuticamente aceptables. Ejemplos de sales de
adicién &cidas adecuadas son aguellas formadas con &cidos
seleccionados de A&cido clorhidrico, sulfifirico, fosférico
y nitrico. Ejemplos de sales de adicién basicas
adecuadas son aquellas formadas con bases seleccionadas

de hidréxido de sodio, hidréxido de potasio e hidréxido

de amonio.
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Una clase particularmente recomendada de agentes
activos son los compuestos de la férmul% general Ia.

En algunos de los compuestos de la férmula Ia, el
grupo Czs metil estd en 1la configuracién S; estos
compuestos de la invencién son sarsasapogenina Yy
episarsasapogenina o sus derivados. En otros compuest s
de la férmula Ia, el grupo Cizs metil estd en la
confiquracién R; estos compuestos de la invencién s n
esmilagenina y epismilagenina o sus derivados.

En la férmula anterior Ia, =-OR pueden seleccionarse,
por ejemplo, de los siguientes compuestos (a menos gque se
excluya por condicién): hidroxi, catilato
(etoxicarboniloxi), acetato, succinato, cinamato,
ferulato, propionato, butirato, valerato, isovalerato,
caproato, isocaproato, dietilacetato, octanoato,
decanoato, laurato, miristato, palmitato, estearato,
benzoato, fenilacetato, fenilpropionato, cinamato, p-
nitrobenzoiloxi, 3,5-dinitrobenzoiloxi, p-
clorobenzoiloxi, 2,4-diclorobenzoiloxi, p-
bromobenzoiloxi, m-bromobenzoiloxi, p~clorobenzoiloxi,
2,4-diclorobenzoiloxi, p-bromobenzoiloxi, m-—
bromobenzoiloxi, p-metoxibenzoiloxi, £ftalil, glicinato,

alaninato, valinato, fenilalaninato, isoleucinat ,

metioninato, argininato, asparaginato, aspartato,
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cisteinato, glutamato, histidinato, lisinato, prolinato,
serinato, treoninato, triptofanato, tirosinato, fumarato
o maleato.

De los compuestos de la férmula general Ia y sus
sales farmacéuticamente aceptables, se recomienda en
particular los siguientes compuestos:
sarsasapogenina
catilato de sarsasapogenina
acetato de sarsasapogenina
succinato de sarsasapogenina y sales farmacéuticamente
aceptables del mismo
glicinato de sarsasapogenina y sales farmacéuticamente
aceptables del mismo
alaninato de sarsasapogenina y sales farmacéuticamente
aceptables del mismo
valinato de sarsasapogenina y sales farmacéuticamente
aceptables del mismo
fenilalaninato de sarsasapogenina Yy sales
farmacéuticamente aceptables del mismo
isoleucinato de sarsasapogenina y sales farmacéuticamente
aceptables del mismo
metioninate de sarsasapogenina y sales farmacéuticamente
aceptables del mismo

episarsasapogenina
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catilato de episarsasapogenina
acetato de episarsasapogenina
succinato de episarsasapogenina y sales farmacéuticamente
aceptables del mismo
glicinato de episarsasapogenina y sales farmacéuticamente
aceptables del mismo
alaninato de episarsasapogenina y sales farmacéuticamente
aceptables del mismo
valinato de episarsasapogenina y sales farmacéuticamente
aceptables del mismo
fenilalaninato de episarsasapogenina Y sales
farmacéuticamente aceptables de la misma
isoleucinato de episarsasapogenina Yy sales
farmacéuticamente aceptables del mismo
metioninato de eplsarsasapogenina Y sales
farmacéuticamente aceptables del mismo
esmilagenina
catilato de esmilagenina
acetato de esmilagenina
succinato de esmilagenina y sales farmacéuticamente
aceptables del mismo
glicinato de esmilagenina y sales farmacéuticamente

aceptables de la misma

alaninato de esmilagenina y sales farmacéuticamente
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aceptables del mism

valinato de esmilagenina vy

aceptables del mismo

fenilalaninato de esmilagenina y sales

aceptables del mismo

iscleucinato de esmilagenina y sales

aceptables del mismo
metioninato de esmilagenina
aceptables del mismo
epismilagenina

catilato de epismilagenina
acetato de epismilagenina
succinato de epismilagenina
aceptables del mismo
glicinato de epismilagenina
aceptables del mismo
alaninato de epismilagenina

aceptables del mismo

valinato de epismilagenina Yy

aceptables del mismo

fenilalaninato de epismilagenina

sales

sales

sales

sales

sales

sales

farmacéuticamente aceptables del mismo
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metioninato de epismilagenina y sales farmacéuticamente
aceptables del mismo

De los compuestos de saponina (R=azlicar) de 1la
férmula general 1Ia, se recomlenda en particular los
siguientes compuestos: sarsasapogenina,
episarsasapogenina, esmilagenina y epismilagenina en los
que, en cada caso, el &tomo de carbono en la posicién 3
transporta una porcién de azGcar-O caracterizada porque
el grupo de azicar se selecciona de glucosa, manosa,
fructosa, galactosa, maltosa, celobiosa, sacarosa,
ramnosa, xilosa, arabinosa, fucosa, quinovosa, apiosa,

lactosa, galactosa-glucosa, glucosa-arabinosa, fucosa-

glucosa, ramnosa-glucosa, glucosa-glucosa-glucosa,
glucosa-ramnosa, manosa-glucosa, glucosa-{ramnosa)-
glucosa, glucosa- (ramnosa)-ramnosa, glucosa-{(glucosa)-
glucosa, galactosa- (ramnosa)-galactosa Y derivados

acilados de éstos (por ejemplo, acetilados).

Otros ejemplos de agentes activos adecuados incluyen
16,22-epoxicoprostan-3p-ol, esmilagenona, coprosterol y

profarmacos farmacéuticamente aceptables y sales de 1 s
mismos.
Composicliones y Usos

La presente invencién permite y proporciona un método

para tratar la neurodegeneracién no cognitiva,



yZl

34 '
Pagina

degeneracibdn " neuromusuclar no c gnitiva,
neurodegeneracién motora-sensorial o disfuncién o pérdida
de receptores en ‘ausencia de deficiencia cognitiva,
neural o neuromuscular {en particular pero no
exclusivamente en relacién con los estados de la
enfermedad especifica antes mencionada) en humanos o
animales que lo necesiten, que comprende administrar a
dichos humanos o animales una dosificacién efectiva de un
agente activo (como se define en el presente) o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo.

El agente activo se puede administrar en la forma de
una composicién que comprende el agente activo vy
cualquier componente adicional adecuado. La composicidn
puede por ejemplo, ser una composiciédn farmacéutica
(medicamento), un alimento, suplemento alimenticio o
bebida. Dicha composicién puede contener una mezcla de
los compuestos especificos, y/o aus sales
farmacéuticamente aceptables.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencién, se
proporciona una composicién que tiene actividad para combatir
Yy para usarse en el tratamiento de neurodegeneracién no
cognitiva, degeneracién neuromuscular no cognitiva,
neurodegeneracién motora-sensorial o disfuncién o pérdida de

receptores en ausencia de. deficiencia cognitiva, neural o
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neuromuscular en un humano o animal no humano, 1la cual

comprende una cantidad efectiva de n compuesto del " agente

activo.

La expresién “composicién farmacéutica”, en el
contexto de la presente 1invencién, significa una
composicién que comprende un agente activo y que
comprende ademis portadores, diluyentes, adyuvantes,
excipientes o vehiculos farmacéuticamente aceptables,
tales agentes preservantes, productos de carga, agentes
desintegrantes, humidificantes, emulsificantes, agentes
de suspensién, edulcorantes, saborizantes, aromatizantes,
antibacterianos, antifingicos, lubricantes y agentes de
dispersién, dependiendo de la naturaleza del modo de
administracién y las formas de dosificacién.

Las expresiones *“producto alimenticio®”, ™“suplemento
alimenticio” y “bebida” que se usan en el presente tien n
el significado normal para dichas expresiones, y no se
limitan a preparaciones farmacéuticas.

La dosificacién del agente activo variaré
notablemente, dependiendo de la severidad de los sintomas
que se van a tratar o prevenir. La seleccién de
dosificaciones adecuadas se encuentra dentro de la
capacidad de un experto en la técnica, sin un

inconveniente indebido. La dosificaclén del agente
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activo, por ejemplo, puede ser mayor que alrededor de 0,1
mg/kg de peso corporal, por ejemplo mayor que alrededor
de 0,3 mg/kg de peso corporal, administri&ndose de
preferencia wuna vez al dia. Mias tipicamente, 1la
dosificacién serd entre 1 mg/kg y 25 a mg/kg, por
ejemplo, entre 1 mg/kg a 10 mg/kg, administréndose de

preferencia una vez al dia. Para el uso humano, 1la

dosificacién puede ser de preferencia entre 70 mg a 700

mg al dia.
La expresién *formas de dosificacién
farmacéuticamente aceptable” significa formas de

dosiflcacién de 1los compuesto © composiciones de 1la
invencién, e incluye, por ejemplc, grageas, polvas,
elixires, Jjarabes, preparaciones 1liquidas, incluyendo
suspensiones, aerosoles, inhalantes, tabletas, pastillas,
emulsiones, soluciones, granulos, cipsulas Yy
supositorios, asi como preparaciones 1liquidas para
inyecciones, incluyendo, preparaciones de liposomas. P r
lo general, las técnicas y formulaciones pueden
encontrarse en Remington, Pharmaceutical Sciences, Mack
Publishing Co., Easton, PA, (Gltima ediciébn..

En general, la referencia que se hace en el presente
documento a la presencia de un compuesto de un grupo de

compuestos especificados incluye dentro de su alcance la

b
C et e S e -
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presencia de dos o mis de dichos c mpuest s.

La presente invencién contempla el tratamiento de (i)
neurodegeneracién no cognitiva, (ii) degeneracién
neuromuscular no cognitiva, (iii) neurodegeneracién
motora-sensorial, o] (iv) disfuncién o pérdida de
receptores en ausencia de deficiencia cognitiva, neural vy

neuromuscular, en un humano o animal no humano que sufre

0 es susceptible de sufrir cualquiera de las siguientes

enfermedades: enfermedad de Parkinson, parkinsonismo
postencefalico, depresién, esquizofrenia, distrofia
muscular, incluyendo distrofia muscular

facioescapulohumeral, distrofia muscular de Duchene,
distrofia muscular de Becker y distrofia muscular de
Bruce, distrofia de Fuchs, distrofia mioténica, distrofla
corneal, sindrome de distrofia simpatica refleja,
distrofia neurovascular, miastenia grave, enfermedad de
Lambert Eaton, enfermedad de Huntington, enfermedades de
las neuronas motoras, incluyendo esclerosis lateral
amiotr6fica, escleroris miltiple, hipotensién postural,
neurodegeneracién traumidtica, por ejemplo, luego de
apoplegia o luego de un accidente (por ejemple, lesién
traumadtica de la cabeza o lesién de la médula espinal),
enfermedad de Batten, sindrome de Cockayne, Sindrome de

Down, degeneracién ganglionar corticobasal, atrofia de
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miltiples sistemas, atrofia cerebral, atrofia
olivopontocerebelar, atrofia dentatorubral, atrofia

palidolusiana, atrofia espinobulbar, neuritis 6ptica,
panencefalitis esclerosante, trastorno de déficit de
atencibn, encefalitis postviral, sindrome
postpoliomielitis, sindrome de Fahr, sindrome de Joubert,
sindrome de Guilain-Barre, lisencefalia, enfermedad de
Moyamoya, desorden de migracién neuronal, sindrome
autistico, enfermedad de poliglutamina, enfermedad de
Niemann-Pick, leucoencefalopatia multifocal progresiva,
pseudomotor cerebral, enfermedad de Refsum-Thiébaut,
sindrome de Zellweger, paradlisis supranuclear, ataxia de
Friedrich, ataxia espinocerebelar de tipo 2, sindrome de
Rhett, sindrome de Shy-Drager, esclerosis tuberosa,
enfermedad de dic, sindrome de fatiga croénica,
neuropatias, incluyendo neuropatias hereditarias,
neuropatia diabética y neuropatia mitética,
neurogeneraciédn basada en priones, incluyendo enfermedad
de Creutzfeldt-Jakob, variante de la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob, nueva variante de la enfermedad de
Creutzfeldt-Jakob, encefalopatia espongiforme bovina
(EEB), GSS, FFI, kuru y sindrome de Alper, enfermedad de
Joseph, encefalomielitis diseminada aguda, aracnoiditis,

lesiones vasculares del sistema nervioso central, pérdida

37
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de la funcién neuronal de las extremidades, enfermedad de

Charcot-Marie-Tooth, susceptibilidad a insuficiencia
cardiaca, asma y degeneracién macular.

Por lo tanto, la invencién incluye métodos para
tratar o prevenir las enfermedades Yy las condiciones
antes mencionadas en un humano o animal que sufre de
éstas o es susceptible a las mismas, los cuales
comprenden administrar a dicho humanc o© animal una
cantidad efectiva de un agente efectivo como se define en
el presente, asi como los usos de los agentes activos en
la preparacién de composiciones para dicho tratamiento o
prevencién.

En los <casos de la enfermedad de Parkinson,
parkinsonismo postencefilico, hipotensién postural,
sindrome autista, sindrome de fatiga crénica, mistenia
grave Yy la enfermedad de Lambert Eaton, asi como
cualquier otra condicién dentro del rango de enfermedades
a las cuales se refiere la presente invencién que se
divulgan, o son obvias, los tratamientos puestos a
disposicién o divulgados en la técnica anterior
reconocida lineas arriba, 1la presente invencién puede
supeditarse con la condicién de que cualquiera de los
sintomas de disfuncién cognitiva estén ausentes, o

cualquiera de 1los sintomas de disfuncidén cognitiva
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presentados por un paciente que va a recibir tratamiento
son secundarios o auxiliares a los sintomas de
neurodegeneracién no cognitiva, degeneracién
neuromuscular no cognitiva, neurodegeneracién motora-
sensorial o disfuncién o pérdida de receptores n
ausencia de deficiencia cognitiva, neural y
neuromuscular.
Preparacién de Compuestos para Usarse en la Invencién

La esmilagenina, epismilagenina y sarsasapogenina s n
materiales que esti4n disponibles en el mercado. Ls
proveedores incluyen, por ejemplo, Sigma Aldrich,
Research Plus Inc. y Steraloids Inc. Los métodos de
éreparacién para estos materiales también se encuentran
en la literatura (por ejemplo, una preparacién de
episarsapogenina se incluye en JACS p. 5225 (1959)). La
episarsasapogenina puede prepararse por reduccién de
sarsasapogenocna usando un agente reductor de hidruro de
metal. La sarsasapogenona puede prepararse usando el
método de Lajis y otros, Steroids, 1993, 58, 387-389.

AdemA&s como materiales de inicio las saponinas y
sapogeninas pueden encontrarse de manera natural en un
rango de especies de plantas, en particular plantas del

género Smilax, Asparagus, Anemarrhena, Yucca o Agave.

Aunque la esmilagenina o sarsasapogenina se usa de
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acuerdo con esta j:nvencién, puede encontrarse er;fgi’-::-ma de
un extracto vegetal, o material de 1la planta en polvo
deshidratada, derivada de una planta del género Smilax,
Asparagus, Anemarrhena, Yucca o Agave.

Los métodos para preparar los agentes activos son
bien conocidos para los expertos en la técnica. | Se
encuentran ejemplos, por ejemplo, en WO-A-02/079221
(Ejemplos 5 a 16 de dicho documento describen 1la
preparacién de catilato de sarsasapogenina, catilato de

episarsasapogenina, succinato de episarsasapogenina,

catilato de epismilagenina, clorhidratc de glicinato de

episarsasapogenina, clorhidrato de glicinato de
sarsasapogenina, clorhidrato de glicinato de
epismilagenina, clorhidrato de L-alaninato de
epismilagenina, clorhidrato de L-valinato de
epismilagenina, clorhidrato de L~-isoleucinato de

epismilagenina, clorhidrato de L-fenilalaninato de
epismilagenina y <clorhidrato de L-metioninato de
epismilagenina). Los compuestos de la férmula Ia,
distintos de aquellos cuya férmula es R=H, pueden
prepararse usando técnicas convencionales en donde R=H.

La reaccién recomendada es una reaccibén de
sustitucién nucleofilica, en la cual un compuesto que

tiene OH en la posicién 3 se hace reaccionar con un

Lkd
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compuesto de férmula Fégina
L-R,
en donde R se selecciona de alquilcarbonilo,
alcoxicarbonilo; alquilcarbomoilo, o arylcarbonilo, o en
donde cualquier grupo alquilo es opcionalmente sustituido
con arilo, amino, mono-alquil-amino, di-alquil-amino, un
residuo de &cido carboxilico (-COOH), o cualquier
combinacién de éstos; y L es un grupo saliente, bajo
condiciones adecuadas para la sustitucién nucleofilica.

Por ejemplo, el compuesto L-R puede ser &cido
carbolixico, o si fuera adecuado, un anhidrido, o un
‘haluro de acilo (por ejemplo, cloruro de acilo). Por
ejemplo, cuando R es una porcién catilato
(etoxicarbonilo), el compuesto L-R puede ser cloroformato
de etilo.

La reaccién se realiza de preferencia en una base
como piridina, opcionalmente en _presencia de un acido
como Acido clorhidrico.

Los detalles de la reacciébn para las reacciones de
sustitucién nucleofilica son bien conocidas. Véase, p r
ejemplo, RC Larock, en Comprenhensive Organic
Transformations, editores VCH, 1989.

La dihidrosarsasapogenina se puede preparar usando el

método descrito en Marker y Rohrmann (1939), Sterols

193
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LIII; The structure of the side Chain of.sarsjgg;;:genin
(Esterocles LIII, Estructura de la Cadena secundaria de
sarsasapogenina), J. Am. Chem. Soc. 61, pp. B846-851. Se
puede preparar 16,22-Epoxicoprostan-3B-ol wusando el
método descrito en Scheer y otros (1955), The C-25
isomerism of smilgenin and sarsasapogenin (Isomerismo C-
25 de esmilageina y sarsasapogenina): J. Am. Chem. Soc.
77, pp. 641-646.

En las reacciones descritas en el presente quizi sea
necesario proteger grupos funcionales reactivos, por
ejemplo, grupos hidroxi, carboxi o amino, en donde éstos
son deseados en el producto £final, para evitar su
participacién no deseada en las reacciones. Pueden
usarse grupos protectores convencionales de acuerdo c n
la préactica esténdar. Péra conocer ejemplos, véase TW
Green y PGM Wuts, en “Protective Groups in Organic
Chemistry {Grupos Protectores en Quimica Orgénica)”, John
Wiley & Sons, 1991; JFW McOmie en “Protective Groups in
Organic Chemistry (Grupos Protectores en la Quimica
Organica)®, Plenum Press, 1973. Para proteger
sustituyentes amino en los compuestos de la férmula L-R
en donde R es amino-sustituido, se prefiere usar un grupo
protector de alcoxicarbonilo, en donde la funcibén amino

estd presente come un grupo alcoxicarbonilamino (de
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preferencia t—butc.axicarbonilamino) durante losP&%jénsaos de
sintesis, hasta la desproteccién en condiciones &Acidas en
un solvente seco.

El compuesto preparado de este modo puede recuperarse
de la mezcla de reaccién por mecanismos convencionales.
Por ejemplo, el compuesto puede recuperarse retirando por
destilacién el solvente de la mezcla de reaccién, o si
fuera necesario, retirando por destilacién el solvente de
la mezcla de reaccién, vertiendo el residuo en agua, c n
una posterior extraccién con un solvente miscible en agua
y retirando por destilacién el solvente del extract .
Adicionalmente, si se desea, el producto puede
purificarse 1luego mediante varias técnicas conocidas,
como recristalizacién, reprecipitacién, o las distintas
técnicas de cromatografia, en particular cromatografia en
columna o crométqgrafia en capa fina preparatoria.
Discusidén de 1la Base para la Actividad

Los usos terapéuticos que subyacen a la presente
invencién surgen de un nuimero de observaciones nuevas que
se documentan en detalle en los ejemplos que se incluyen
mas adelante. Para entender el fundamento de la
invencién, resulta 10Gtil resumir las observaciones y
explicar cébmo éstas predicen las actividades terapéuticas

reivindicadas en la presente invencién a través del rango
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de agentes ac;tivos que se han definido lineas a::gi:

La esmilagenina, epismilagenina, sarsasapogenina vy
episarsasapogenina restauran la pérdida de receptores de
acetilcolina muscarinicos y adrencceptores en células que
expresan dichos receptores in vitro. Estos resultados
demuestran que estos compuestos restauran la pérdida de
receptores celulares normal (Ejemplo 1).

La sarsasapogenina, catilato de episarsasapogenina,
episarsasapogenina, epismilagenina ¥y esmilagenina
previenen la neurodegeneracién inducida quimicamente en
neuronas corticales de ratas in vitro. Estos resnltad s
demuestran que estos compuestos son neuroprotectores vy
previenen la neurodegeneracién y la neurcodeficiencia in
vitro (Ejemplo 2).

La sarsasaporgenina, esmilagenina, 16,22-
epoxicoprostan-3p-ol, esmilagenona, clorhidrato de
glicinato de esmilagenina y el coprosterol revierten la
neurodegeneracién quimicamente inducida en neuronas
corticales de ratas in vitro. Estos resultados
demuestran que los compuestos revierten la
neurodegeneracién sensorial y la  neurodeficiencia in
vitro (Ejemplo 3).

La esmilagenina revierte 1la apoptosis inducida

/ 1/,9
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quimicamente en llas neuronas, demostrando Pigi:a este
compuesto es antiapoptésico y neuroprotector in vitro
(Ejemplo 4).

La esmilagenina y sarsasapogenina aumentan el
crecimiento de las neuritas (nimero y ramificacién de las
neuritas) en neuronas corticales de ratas in vitro,
demostrando sus efectos neurotréficos in vitro (Ejemplo
5).

La esmilagenina y sarsasapogenina previenen y
revierten la neurodegeneracién inducida por neurotoxinas
{neurotoxina l-metil-4-fenilpiridinio (MMP*} en neuronas
dopaminérgicas mesencefélicas in vitro. Estos resultad s
demuestran que estos compuestos previenen y revierten la
neurodegeneracién y neurodeficiencia in vitro (Ejemplos 6
y 1.

La sarsasapogenina y esmilagenina revierten la
neurodegeneracién inducida quimicamente en neuronas
motoras de la espina dorsal de ratas in vitro. Estos
resultados demuestran que los compuestos revierten la
neurodegeneracién y neurodeficiencia de neuronas motoras
in vitro (Ejemplo B).

La sarsasapogenina, episarsasapogenina y esmilagenina

reducen el ntmero de respuestas equivocadas en una prueba
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de habilidad cognitiva en ratas de edad avanzada, lo cual

se relaciona con un aumento en la densidad de los
receptores muscarinicos de acetilcolina en los cerebros
de las ratas de edad avanzada luego del tratamiento con
los compuestos evaluados. Estos resultados demuestran
gque los compuestos revierten la neurodeficiencia in vivo
{Ejemplo 9).

La esmilagenina y sarsasapogenina revierten la
disminucién de receptores muscarinicos de acetilcolina y
de dopamina y 1la disminucién del factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF) én animales de edad avanzada.
Estos resultados demuestran que los compuestos revierten
la neurodegeneraciédn motora-sensorial y neurodeficiencia
in vivo {Ejemplo 9).

El catilato de episarsasapogenina, catilato de
sarsasapogenina, episarsasapogenina y epismilagenina
reducen el niimero de respuestas equivocadas en una prueba
de habilidad cognitiva .in vivo en ratas Jjbébvenes expuestas
a agentes neurotéxicos (&cido iboténico y amiloide - B),
y aumentan la densidad de los receptores muscarinicos de
acetilcolina en loa cerebros. Estos resultad s
demuestran que los compuestos revierten la
neurodeficiencia in vivo (Ejemplo 10).

La esmilagenina y sarsasapogenina mejoran la

14
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Supervivencia y la neurodegeneracién motora-sensorial vy

neurodeficiencia en un modelo de ratén de esclerosis
lateral amiotréfica y enfermedad de Charcot-Marie-Tooth
(Ejemplo 11).

Bn resumen, se ha descubierto que los compuestos
retardan o revierten ciertos aspectos de la degeneracién
neuronal. Esto incluye la reversién de cambios advers s
en el cuerpo de las células, atrofia de extensiones
neuronales (neuritas), reduccién en la liberacién de
factores neurotr6ficos tales como neurotrofinas (p r
ejemplo, BDNF, NGF, NT-3, NT4/5), factores neurotréficos
de 1la super-familia de TGF-B (por ejemplo, GDNF) vy
neurocinas (por ejemplo, CNTF, LIF) y toxicidad o muerte
neurcnal (apoptosis). Los compuestos son potentemente
neuroprotectores, estimulantes del crecimiento de las
neuritas y agentes que previenen la neurotoxicidad.
También se ha descubierto que los compuestos retrasan o
revierten los aumentos en la funcién colinérgica ¥y
dopaminérgica, por ejemplo, aumentos en la densidad de
los receptores muscarinicos de acetilcolina y dopamina.
Bdemis, hemos encontrado que los efectos neuroprotectores
y la reversién de la pérdida de receptores son efect s
requlados de manera activa, en los cuales el deterioro

anterior se revierte al estado normal o Jjoven cn

94
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proteccién contra el deterioro continuo. Ademds, hemos

descubierto que la reversién del efecto apoptésico de los
compuestos parece ser regulado en el dominio no
neopldsico de la vida celular Y parece dque no desencadena
una neoplasia.

Los datos anteriores, tomados juntos, indican 1la
actividad contra los estados de enfermedad que ya se han
mencionado en esta solicitud. Asimismo, loa datos
anteriores indican wuna probable ausencia de efectos
colaterales severcs © que amenazan la vida, como el
céncer. Los agentes activos por lo general son no
estrogénicos.

La técnica anterior reconoce la base sélida de 1la
prediccién de la extensién de las observaciones antes
mencionadas y sélidas predicciones de 1la actividad
terapéutica para las estructuras quimicas asociadas y 1 s
derivados comprendidos por la expresién “agentes activ s*
en la presente ilnvencién.

Es bien sabido en la técnica y en la farmacologia que
el azdcar, éster y otros grupos en ubicaciones adecuadas
en moléculas esteroideas, en particular en las posiciones
3~ y/o 26, pueden escindirse por hidrélisis in vivo, vy
podria esperarse observar los mismos efectos en otros

Atomos de carbono de las moléculas. Ademds, es bien

<%
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sabldo en la técnica y en la farmacologia que las sales,
dcldos libres y bases libres dentro de los términos de la
exprasién “agentes activos* como se usan en el presente
se pueden convertir ficllmente entre s8f in vivo de
acuerdo con ¢l pH del f£luide corporal en el cual el
agente activo esté presente. Ademds, es bien conocido
gque los substituyentes de grupecs secundarios, en un
amplic rango de formas, pueden esiar presentes es un
esgueleto de carbono sin afectar sustancialmente de
manera adversa la actividad <farmacoldgica de 1la
estructura, en particular cuande los grupos secundarios
son pequefios en comparacién con el tamaio genera. de la
molécula.

Por todas egtas razones, las raeivindicacicnes de la
actividad farmacolédgica bencficicsa realizadas en 1la
presente irvencidn se consideran razonables y se basan en
predicciones sb6lidas y creibles de los datos de la prueba
reuridos y presentados en el presente documento.

3in pretender cefiirnos a la teoria, se ¢onsidera que
un cfecto fisiolégico de los ayentes actives es la
capacidad de aumentar la sintesis, ¢ 1la liberacién, o
redueir la velocidad de degradacién de faciores
neurotréZicos cemo factor neurotrdfico dazivade del

cerabro y/o factor de crecimiento de los nexvios o sus

/5]
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receptorey., Estos efectos en los factores de cracimiento
pueden deberse a un aefecto del compuesto en un receptcr
sistélice o nuclear, ¢ al enlace del compuesto a una
regién promotora con un congsecuente efecto directamente
en la tasa de productividad de ARNm para el factor de
crecimiento, c como una c¢onsecuencia de aumentar la
produccién de otro factor importante.

Ademés, parece que los compuestos —regulan los
receptores. Por ejemplo, se ha descublerto gque algunos
de esos compuestos previenen o revierten la pérdida de
receptores de acetilcolina muscarinica o de dopamina en
el cerebrc. Se considera que los compuestes funcicnan
rect_ficando uvna deficlencia @n el numero o la funcidn o

el recambio de los recsptores.

Brave Descripcién da los Dibujos

A Jin de ilustrar més la invencidn a manexa de
elemplo no limitativo, ahotra 96 har4d referencia a los
dibujos adZuntos y a los Ejemplos que siguen.

En los dibujos:

La Figura 1 muestra el efecto del acetato de
epismilagenina en la densidad del adrenoceptor m3 y 32 el
dia 5 en una linea celular cotransfectada de CHO-32/m3.

La Figura 2 nuestra los efectos de sarsasap9genina,

catilato de episarsasapogenina y esmilagerina en 1la

Isv
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neur degeneracién - inducida por glutamato en neuronas

corticales primarias de ratas.

La Figura 3 muestra los efectos de sarsasapogenina,
catilato de episarsasapogenina vy esmilagenina en la
capacidad para aprender y en la memoria de las ratas de
edad avanzada.

La Figura 4 muestra los efectos de la
sarsasapogenina, catilato de episarsasapogenina \'4
esmilagenina en el nimero de receptores muscarinicos.

La Figura 5 nmuestra el perfil de supervivencia de ratones
50D-1 luego de la administracién oral de la esmilagenina.

La Figura 6 muestra el perfil de supervivencia de ratones
luego de la administracién oral de la sarsapogenina.

Dascripcién Detallada de los Dibujos y Ejemplos

EJEMPLO 1
Restauracién de la pérdida de receptores in vitro

Se investigaron los efectos del <catilato de
epismilagenina, catilato de sarsasapogenina, catilato de
episarsasapogenina, succinato de episarsasapogenina,
acetato de epismilagenina y sarsasapogenina en el
receptor muscarinico de acetilcolina (m) en las células
de ovario de cuyo chino o receptores B2 y m3 en células
de ovario de cuyoc chino trasfectadas con un vector para

el receptor m o cotransfectado con el vector para 1 s

Y
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receptoras E2 y mi.

Los resultados %e ilustran en 1is Takla 1 gue se
incluve & continvacién v en la Figura 1 de los dibujes.
Durante ol periscde de omultive de células de cvaria de
cuya chkino, Las células transfectacdas con un vector para
el recephor m, el tzakbamisnta con catllata dm
epismilzginina, catilato de sarsasapogenina, catilabo de
splsgraasapoganing, succinato de episarsasspcgenina ¥
sarsesapogenina, independientemente, praviene el asumento
del mrmmeres de receptores m. Durante el wparicdo ds
cultive el células dea avaric e CUYO chnino
sobransfectadas con el vedter para receptoxas B2 y m3; ln
densidad del recsptor a3 no se altsrd, mienlbras gue la
depsidad de los adrencceptorez (2 dismincyé. La
incubaclén acatabo de epismilagenina ({Flgura 1) no altenst
de marara signiflcativa la densidacd de loe yecepbovzes m3;
paro evitd de manera eigopificativa la disminuoidn en fos

asdrenoceptoras B2,

.Tabla 1 - Efectp de catilete da epismilagenine, matilato de

sarcasapocdeninAa, oatilato da spisarsasapoganina, sucoinats de

‘episarsasspogenina v sarsasapogenina an la restmurscido da la

detsidad de los receptoras de acetileslioa m,

Compuiasto Concantraclén [microM] Actividad I
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Catilato ' de|10 : ++Pégina
epismilagenina

Catilato de|1l0 ++
sarsasapogenina

Catilato deil0 ++
episarsasapogenina

Succinato de(1l0 ++
episarsasapogenina

Sarsapogenina 10 ++

Asi, los experimentos indican que el catilato de
epismilagenina, catilato de sarsasapogenina, catilato de
episarsasapogenina, succinato de  episarsasapogenina,
acetato de epismilagenina Y sarsasapogenina,
independientemente, pudieron prevenir la disminucién del
nimero de receptores con el tiempo y también tienden a
restaurar el nuimero de receptores a niveles normales
cuando se administra a células en las que el nivel de los
receptores ha disminuido.

EJEMPLO 2
Efacto neuroprotector de la sarsapogenina, catilato de
episarsasapogenina, episarsasapogenina, epismilagenina y

esmilagenina en las neuronas

e ey ]
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El objetivo del presente estudio fue examinar 1 s
efectos de la sarsasapogenina, catilato de

episarsasapogenina, episarsasapogenina, epismilagenina vy
esmilagenina en la supervivencia de 1las neuronas
corticales primarias de ratas expuestas a glutamato, del
cual se sabe que induce neurodegeneracién.

Las neuronas corticales de rata se cultivaron durante
10 dias, al décimo dia el medio se cambié a un medio
definido libre de suero. El1 dia 12, 24 horas antes de la
exposicién al glutamato, 1los cultivos se lavaron y el
medio se reemplazé con un medio fresco que contenia
control positivo (B-estradiol), compuestos de prueba
(sarsapogenina, catilato de episarsasapogenina,
episarsasapogenina, epismilagenina y esmilagenina) o
control de wvehiculo (DMSO, 0,25%) o diosgenina como
control negativo.

El dia 13, los cultivos se expusieron a glutamat .
Después del periodo de incubacién, 1los cultivos se
lavaron con un medio fresco suplementado con compuestos
un vehicule relevantes, y se colocaron en dicho medio,
para evaluar sus efectos protectores, 24 horas después de
la exposicién al glutamato.

La supervivencia celular neuronal se evaludé midiendo

la actividad de lactato-deshidrogenasa (LDH) liberada en

AL
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el medio 24 horas después de la exposicién al tratamiento

de prueba o glutamato + compuesto de prueba, usando el
kit no radiocactivo CytoTox 96 y se cuantificé midiendo la
absorbancia de la longitud de onda a 450 nm.

Luego de la exposicién de los cultivos corticales
primarios de rata al glutamato, hubo una degeneracién
significativa de 1las neuronas corticales, lo cual se
demostrd 24 horas después del tratamiento con un aumento
en la liberacién de lacticodeshidrogenasa en el medio de
cultivo.

Los cultivos corticales primarios tratados
previamente con los compuestos durante 24 horas, también
hubo una reduccién significativa en la neurodegeneracién
inducida por glutamato (Figura 2; Tabla 2).

Tabla 2 - Efecto de sarsasapogenina, catilato de

episarsasapogenina, episarsasspogenina, epismilagenina y

esmilagenina en la Eravnnoibn de la naurod-gpnnracibn inducida

pezr_glutamato

Condiciones Media + s.e.m. (%)
Control 100
+ glutamato 66 + 3

+ glutamato + sarsasapogenina (30)79 + 3

nM)

57
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Control 100

+ glutamato 65 £ 3

+ glutamato + catilato de|74 £ 3

episarsasapogenina {30 nM)

Control 100

+ glutamato 68 £ 4

+ glutamato + episarsasapogeninajgg + 3

(30 nM)
Control 100
+ glutamato 71 £ 2

+ glutamato + epismilagenina (30(79 + 2

nM)
Control 100
+ glutamato 68 + 4

+ glutamato + esmilagenina (30 nM) |91 + 4

Control 100

+ glutamato . 68 + 4

+ glutamato + diosgenina (30 nM){72 + 4

¢ ntrol negativo

La sarsasapogenina, catilato de episarsasapogenina,

episarsasapogenina, epismilagenina Y esmilagenina
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mostraron efectos. neuroprotectores significativos contra
la neurodegeneracién inducida por glutamato en neuronas

¢ rticales primarias de rata in vitro.

EJEMPLO 3

.Reversion de la neurodegeneracién por sarsasapogenina,
esmilagenina, 16,22-epoxicoprostan-38-ol, esmilagenona,
cl rhidrato de glicinato de esmilagenina y coprosterol en
neuronas

Como se ha mencionado lineas arriba, la exposicién de
cultivos corticales de rata a glutamato (100 pM; 10 min.)

causd un aumento en la actividad de lacticodeshidrogenasa
(LDH) medida después de 24 horas, indicando una
neurodegeneracién significativa. El1 tratamiento con 17/-
estradiol después de la exposicién a glutamato produjo un
aumento de la actividad de LDH en comparacién con l..'as
neuronas expuestas a glutamato, sugiriendo un efecto
neuroprotector significativo, De modo similar, el
tratamiento con sarsasapogenina, esmilagenina, 16,22-
epoxicoprostan-3f-ol, esmilagenona, esmilagenina,
clorhidrato de glicinato de esmilagenina y coprosterol
produjo una disminucién significativa en la actividad de
IDH en comparacién con las neuronas expuestas a

glutamato, sugiriendo un efecto neuroprotect r

(A
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significativo (Tahla 3). Pdgina
Iabla 3 - Efecto de distintos compuestos en neurcnas
corticales expuestas previamente a glutamato

C ndicién Media + s.e.m. (%)
Control 100 + 4

Glutamato [100 uM] 66 £ 2

Glutamato + 17R-estradiol [3 nM] 69 + 2

Glutamato + 178-estradiol [30 nM] |75 £ 5

Control 100 £ 1

Glutamato {100 uMj 67 £ 3

Glutamato + sarsasapogenina [3 nM] |101 % 3

Glutamato + sarsasapogenina [30 nM](112 £ 1

Glutamato + esmilagenina [3 nM] 109 £ 6

Glutamato + esmilagenina [30 nM] 104 £ 1

Control 100 + 8

Glutamato [100 uM] 40 + 1

Glutamato + diosgenina [30 nM, (49 £ 6

control negativo]

Control 100 £ 5

Glutamato [100 pM] 64 & 4
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Glutamato + 16, 22-epoxicoprostan- 114 £ 7

3B-0l [3nM]

Glutamato + 16, 22-epoxicoproatan- 134 + 5

38-01 [30 nM]

Glutamato + esmilagenona [3 nM] 119 + 7

Glutamato + esmilagenona [30 nM] 119 + 4

Control 100 + 4

Glutamato [100 uM] 58 £ 3

Glutamato + clorhidrato de|117 + 4

glicinato de esmilagenina [3 nM]

Glutamato + clorhidrato del141 + 6

glicinato de esmilagenina [30 nM]

Glutamato + coprosterol [3 nM] 126 £+ 5

Glutamato + coprosterol [30 nM] 116 £ 4

En conclusién, en neuronas corticales primarias de
ratas, la sarsasapogenina, esmilagenina, 16,22-
epoxicoprostan-38-o0l, esmilagenona, clérhidrato de
glicinato de esmilagenina y coprosterol revirtié la
neurodegeneracién inducida por glutamato, sugiriendo un
potencial terapéutico en los trastornos

neurodegenerativos.
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EJEMPLO 4

Efecto antiapoptdaico de la esmilagenina en las neuronas

El objetivo de este estudio era analizar el efecto
antiapoptésico de 1la esmilagenina en la actividad de 1la
caspasa-3, un marcador de apoptosis, en cultivos corticales
primarios de rata expuestos a glutamato.

Cultiveos primarios de neuronas corticales

Se cultivaron neuronas corticales de rata durante 6
dias. El dia 6, se agregd glutamato (100 microM, 10
min.). luego, los cultivos se lavaron, y el medio se
reemplazé con un medio fresco que contenia esmilagenina o
control de vehicule (DMSO, 0,25%) durante 6 horas.
Después de 6 horas de tratamiento, se evalué }a apoptosis
midiendo la actividad de la caspasa 3. La actividad de
la caspasa 3 se detectd por la escisién de p-nitrocanilina
de un sustrato de caspasa-3 colorimétrico, acetil-Asp-
Glu-Val-Asp p-nitroaniluro. La p-nitro-alanina tiene una
alta absorbancia a 405 nM. La actividad de la caspasa-3
se mididé como densidad &ptica. Ademds, la actividad
relativa de la caspasa-3 se estandarizd a la
concentracién de proteina de la muestra, la cual se midié
también como wuna densidad éptica (Du y otros, J.
Neurochem. 69, 1382-1388,1997; (Sawada y otros, Faseb J.,

14, 1202-1214,2000).

v
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La esmilagenina revierte el aumento de la actividad
de la caspasa-3 en las neuronas corticales primarias de

rata, demostrando el efecto antiapoptésico de 1la

esmilagenina (Tabla 4).

Tabla 4- Efecto de la esmilagenina en la actividad de la

caspaaa—s inducida poz glutannto en neuronas corticales

C ndicioneas Actividad de la caspasa (%
da control)

Control 100

+ Glutamato 131

+ Glutamato + esmilagenina|1l05

{300 nM)

BJEMRLO 5

Los trastornos neurodegenerativos se caracterizan por
una pérdida progresiva de neuronas y la degradacién de
procesos neuronales (neuritas). Los agentes que inducen
el crecimiento de las neuritas pueden promover Jla
formacién de nuevas conexiones entre 1las neuronas Yy
mejorar los sintomas de condiciones neurodegenerativas
(Katzman y otros, Faseb J., 5-278-2B6,1991).

La exposicién a 17B-estradiol {0,3; 3; 30 pM) aumentd
significativamente la longitud de las neuritas existentes

en las neuronas corticales primarias de ratas (Tabla J).

(07
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La exposicién a 178-estradiol (3, 30 pM) aumentd
significativamente el porcentaje de neuronas que muestran
neuritas en las neuronas corticales primarias de rata
(Tabla 6). La exposicidn a esmilagenina Yy
sarsasapogenina {0,3; 3; 30 pM) aumentd
significativamente la longitud de las neuritas existentes
y el porcentaje de neuronas que muestran neuritas en
neuronas corticales primarias de ratas (Tablas 5 y 6).

En conclusidén, 1la esmilagenina y sarsasapogenina

tienen efectos neurotré6ficos in vitro.

o



Pdgina
Tabla 5= Efacto de 178-estradiol, a:milngoninn

/
] | //é;&
Y

sarsasapogenina en longitud de neurita medida usando

micrometria éptica

Condicioneas Media + s.e.m. (%)

Control 100 + 4

17h/-estradiol (0,3 pM) 154 £ 5

'178-estradiol (3 pM) 163 + 4
17h~estradiol (30 pM) 183 £ 5
Esmilagenina (0,3 pM) 159 £ 5
Esmilagenina (3 pM) 190 + 8
Esmilagenina (30 pM) 204 £ 6

Sarsasapogenina (0,3 pM) (177 + 5

Sarsasapogenina (3 pM) 197 £ 5

Sarsasapogenina (30 pM) (211 + 6
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Tabla 6 - Efecto de 17B-estradiol, esmilagenina y

sarsasapogenina en el nimero de neuronas que muestran

neuritas
Condiciones Media = s.e.m. (%)
Control 47 £ 2

17R-estradiol (0,3 pM) 48 + 2

17f-estradiol {3 pM) 60 + 2
17h-estradiol (30 pM) 59 + 2
Esmilagenina (0,3 pM) 63 £ 2
Esmilagenina (3 pM) 63 £ 3
Esmilagenina (30 pM) 66 £ 2

Sarsasapogenina (0,3 pM) |55 + 2

Sarsasapogenina (3 pM) 61 + 1

Sarsasapogenina (30 pM) g2 + 2

EJEMPLO 6

La esmilagenina y sarsasapogenina previenen la
neurodegeneracién causada por la exposicién a la
neurotoxina, 1l-metil-4-fenilpiridinio (MPP') en neuronas
dopaminérgicas mesencefilicas; un modelo de la enfermedad

de Parkinson in vitro.

|o¥
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El dafio causado por 1la neurotoxina, MMP*, un
metabolito de 1l1l-metil~-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
(MPTP) se asemeja a la degeneracién de las neuronas
dopaminérgicas nigrostriatales observada en los
trastornos neurodegenerativos como la enfermedad de
Parkinson (Mytinlineou y otros, Science, 225, 529-531,
1984). Los cambios bioquimicos mAs importantes inducidos
por esta toxina incluyen aumento de 1los niveles de
dopamina y sus metabolitos en la substantia nigra pars
compacta y en el nGcleo caudado (Burns y otros, Proc Natl
Acad Sci USA, 80, 4546-4550,1983) y una reduccibn en la
absorcién de dopamina en preparaciones sinaptosomales
nigrostriatales (Heikkila y otros, J. Neurochem, 44, 310-
313,1985).

El tratamiento previo de las neuronas dopaminérgicas
con esmilagenina 'y .sarsasapogenina redujo de manera
significativa la neurotoxina especifica MPP* (2 uM) en
éomparacién con el MPP* solo. El factor neurotréfico
derivado de 1linea celular glial (GDNF) y el factor
neurotréfico derivade del cerebro (BDNF), y las moléculas
que estaban involucradas en el crecimiento neuronal se
usaron como controles positivos. El tratamiento previo

con esmilagenina y sarsasapogenina produjo un aumento
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significativo en la supervivencia neuronal en comparacién
con las neuronas expuestas a MPP* solo, sugiriendo un
efecto neuroprotector significativo (Tabla 7).

Tabla 7 -~ Efecto del tratamiento previo con BDNF y GDNF,

esmilagenina y sarsasapogenina en neuronas dopaminérgicas
después de exposicién a MPP: (2 uM)

Condicién Media * s.e.m.
(%)

Control 100 £ 3

+ MPP* (2 uM) 55 £ 3

MPP* (2 uM) + BDNF (1,85 nM) & GDNF|122 % 7

(0,17 nM)

MPP* (2 uM) + esmilagenina (30 nM) 98 * 4

MPP* (2 uM) + sarsasapogenina (30 nM) 89 + 3

En este modelo de la enfermedad de Parkinson in
vitro, el tratamiento previco con esmilagenina vy
sarsasapogenina previno significativamente la
degeneracidén neuronal luego de la exposicién a 1la
neurotoxina especifica MPP*, demostrando un efecto
neuroprotector.

EJEMPLO 7

1%
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La esmilagenina y sarsasapogenina también revierten
la neurodegeneracién causada por la exposicién a la
neurotoxina 1l-metil-4~fenilpiridinio (MMP*) en neuronas
dopaminérgicas mesencefdlicas; un modelo de la enfermedad
de Parkinson in vitro.

El tratamiento de neuronas dopaminérgicas con

esmilagenina y sarsasapogenina redujo significativamente

la muerte neuronal 1luego de 1la exposicién a 1la
neurotoxina dopaminérgica especifica MPP* (2 uM), en

comparacién con MPP* solo. El factor neurotréfico
derivado de 1linea celular glial (GDNF) y el fact r
neurotr6fico derivado del cerebro (BDNF), las moléculas
que estaban involucradas en el crecimiento neuronal vy
178-estradicl se usaron como controles positivos. El
tratamiento previo con esmilagenina y sarsasapogenina
pr dujo un aumento significativo en 1la supervivencia
neuronal en comparacién con las neuronas expuestas a MPP*
solo (Tabla 8).

Tabla 8 - Efecto del tratamiento p:nvio con BDNF y GDNF,

esmilagenina, sarsasapogenina y 178-astradiol en neuronas

dopaminérgicas después de exposicién a MPP: (2 uM)

Condicién Media * s.e.m.
. (%)
Control 100 £ 6

169
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+ MPP* (2 uM)

76 = 4

+ MPP* (2 uM) + BDNF (1,85 nM) & GDNF|(98 £ 5

(0,17 nM)

+ MPP* (2 uM) + esmilagenina (0,03 nM) |111 % 6

+ MPP* {2 uM) + sarsasapogenina (0,03|112 % 6

nM)

+ MPP* (2 uM) + 17B-estradiol (0,03 nM) (106 £ 5

La exposicién a MMP* causdé no s6lo una disminucién

significativa en
el porcentaje de
esmilagenina y

significativa el

el nimero dopminérgico sino también en
neuritas. Este estudio muestra que la
sarsasapogenina aumentaron de manera

nimero de las neuronas in vitro en la

Tabla 9. Estos resultados demuestran que los compuestos

revierten la neurodegeneracién motora.

Tabla 9 - Efecto de la a-nilaganina X slr-aaqggggnina an

el porcentaje de neuritas en neuronas dopaminérgiocas

después de la exposicién a MPP: (2 M)

Condicién Media * s.e.m.
(%)

Control 41 * 4

+ MPP* (2 uM) 27 £ 5
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MPP* (2 pM) + esmilagenina (0,03 nM) 41 + 4

MPP* (2 pM) + sarsasapogenina (0,03 nM) |43 % 4

EJEMPLO 8
Efecto neurcprotector de la sarsasapogenina y esmilagenina en
las neuronas motoras de la espinal dorsal

El objetivo de este estudio fue analizar los efect s
de la sarsasapogenina en la supervivencia de las neuronas
motoras de la espina dorsal primarias de ratas expuestas
a glutamato, del <cual se conoce que induce 1la
neurodegeneracién en este modelo de neurodegeneracién
motora. Se usdé 17R-estradiol y BDNF come controles
p sitivos.
Cultivos primariocs de neuronas motoras de la aspina dorsal

Se prepararon neuronas motoras de rata de acuerdo con
el método descrito por (Martinou y otros, Neuron, 8, 737-
744,19892). E1 dia 10, el medio se retir6, y los cultiv s
se expusieron a glutamato (4 microM) durante 10 min a
37°C en un medio definido. Después de la exposicién al
glutamato, 1los cultivos se lavaron con medio Eagle
modificado por Dulbecco a 37%, y luego se colocaron en un
medio fresco que contenia compuestos de prueba. Después

de 48 horas, el grado de degeneracié4n de las neuronas
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motoras se determiné midiendo la cantidad de lactato-
deshidrogenosa (LDH) liberada en el medio de cultivo como
se ha seflalado lineas arriba.

Rasultados

Luego de la exposicién a glufﬁmato, hubo wuna
degeneracién de las neuronas motoras primarias de 1la
espina dorsal de ratas, 48 horas después del tratamient ,
demostrada por un aumento en la liberacién de
lacticodeshidrogenasa en el medio de cultivo.

En las neurcnas motoras primarias de espina dorsal de
ratas tratadas con sarsasapogenina o esmilagenina durante
48 horas, hubo una reduccién significativa en 1la
neurodegeneracién inducida por glutamato. (Tabla 10)

Tabla 10 - Efecto de la sarsasapogenina y oamilngpninn en la

neurodegeneracién inducida pox glutamano en las neuronas

motoras de la aspinal dorwsal.

Condicién Media + s.e.m.
(%)
Control + DMSO [0,25%] 1001

Glutamato [4 microM] + DMSO [0, 25%] 94 £ 1

Glutamato + BDNF [3 nM] 148 + 8

Glutamato + 178-estradiol [0,03 nM] |102 % 2

Glutamato + 17B-estradiol [3 nM] 110 £ 1

v
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Glutamato + 17B-estradiol [300 nM] 116 + 6

Glutamato + sarsasapogenina [0,03]123 * 2

nM]

Glutamato + sarsasapogenina [3 nM] 137 ¢ 1

Glutamato + sarsasapogenina [300 nM]|[136 £ 6

Glutamato + esmilagenina [0,03 nM] 128 + 4

Glutamato + esmilagenina [3 nM] 154 £ 1

Glutamato + esmilagenina [300 nM] 144 £ 4

La sarsapogenina y esmilagenina revirtieron 1la
neurodegeneracién inducida en neuronas motoras de la
espina dorsal de ratas en este modelo in vitro de
neurodegeneracién motora.

EJEMPLO 9

En la segunda mitad de la vida (en humanos a partir de
los 40 aflos de edad) la densidad de las neuronas en el cerebro
disminuye {(Selkoe, D J, Sci. Am. 267, 134-142, 1992). Las
alteraciones en la funcidén cortical pueden producirse debido
a la reduccién en el nlimero de neuronas, sus interconexiones,
una disminucién en neurofinas como el factor neurotréfico
derivado del cerebro (BDNF; Bothwell, M, Interacciones
funcionales de neurotrofinas y receptores de neurotrofina,

Ann. Rev.Neuroscie. 18, 223-253, 1995), una disminucién en la
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densidad del receptor de acetilcolina (musggg}:féo y
nicotinico) y/o una disminucién en su funcién de acoplamiento
en las areas corticales {Rinne y otros, Brain Res., 336, 19-
25, 1985; Selkoe, D J, Sci.Am 267, 134-142, 1992). Ademis,
durante el envejecimiento, el enlace del receptor muscarinico
de acetilcolina se reduce significactivamente en el hipocampo
(Narang, N, Mech. Ageing Dev., 78, 221-239, 1995) y estrilado
de ratas mayores (Biegon y otros, Neurcbiol. Aging, 10, 305-
310, 1989) y humanos (Rinne y otros, Brain Res., 336, 19-25,

1985) . Ademads, en la enfermedad de Alzheimer, la disminucién
en la actividad colinérgica se asocia con la deposicién de
placa B amiloide (von der Kammer y otros, Biochem. Soc. Symp.
131-140, 2001). Otros trastornos neurodegenerativos, como la
enfermedad de Parkinson, muestran una disminucién
caracteristica en 1la actividad dopaminérgica (Drukarch vy
otros, Expert. Opin. Investig. Drugs, 10,1855-1868, 2001).

La administracién oral de sarsasapogenina, catilato de
episarsasapogenina o esmilagenina a ratas de edad avanzada
{(ratas Sprague-Dawley de 20 meses de edad), por un periodo de
dos o tres meses revierte la deficiencia de capacidad de
aprendizaje y memoria, la disminucién en receptores
muscarinicos de acetilcolina y dopamina y la disminucién en la
BDNF de neurotrofina, alteraciones que son caracteristicas del
proceso de envejecimiento.

Las ratas Sprague-Dawley adultas se dividieron en grupos

diferentes, un grupo de control y grupos tratados durante 2-3

il
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meses con sarsasapogenina, catilato de eplsarsasapogenina o

esmilagenina (18 mg kg™ .dia", n=10). Un grupoc de control
(n=14) de ratas joévenes no tratadas también se incluyd en el
estudio. La dosis diaria del farmaco se mezclé en una
cantidad minima de alimento y se administré cada mafana de
manera separada a cada rata.

Se usd un aparato con laberinto en Y para la prueba de
aprendizaje y memoria. En el piso de cada brazo del laberinto

en Y se encuentra un conjunto de varillas de cobre a las

cuales se les aplica corriente eléctrica cada vez que Bsea-

necesario, con voltaje regulable. Cada brazo es de 45 cm de
largo y tiene una lémpara de 15 W en el extremo, la cual se
enciende cada vez que sea necesario. Después de 3 meses de
administracién del fadrmaco, cada rata fue entrenada durante 7
dias consecutivos, de la siguiente manera. Para cada sesién de
entrenamiento, la rata se colocé en un brazo del laberinto en
Y, después de dos minutos de descanso, se aplicd corriente
eléctrica a las varillas de cobre y la lampara del brazo en
sentido del reloj se iluminaba para indicar el &4rea de no
estimulo. Si la rata se dirigia a dicho brazo, se registraba
una respuesta correcta, de lo contrario, se registraba una
respuesta incorrecta. Esta prueba de estimulo-respuesta se
repitié 20 veces cada dia, con una pausa de 5 segundos entre
dos pruebas consecutivas, El1 nGmero de respuestas correctas
siguientes a las veinte pruebas en el sétimo dia se usd para

expresar la capacldad de aprendizaje, (a mayor nimero, mejor

!

\S
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capacidad de aprendizaje}. Luego se dejé reposar a las ratas

por 30 dias y el procedimiento se repitié una vez mas. E1
nimero de respuestas correctas de las 20 pruebas después del
periodo de descanso de 30 dias se usé para representar la
.capacidad de memoria,

Se midié la densidad del receptor muscarinico de
acetilcolina en el cerebro. El tejido se prepard de la
siguiente manera: los cerebros se retiraron rapildamente
después de la decaplitacién, se congelaron en hielo seco, y se
transfirieron a un congelador. Los cerebros se homogenizaron y
la pella se suspendlé finalmente en amortiguador.

El ensayo de enlace de ligando competitivo de sitio doble
se usd para medir 1la densidad del receptor muscarinico de
acetilcolina.

Los resultados se muestran en las Figuras 3 y 4 de los
dibujos. Los experimentos del laberinto en Y revelaron que
tanto la capacidad de aprendizaje como de memoria se
deterioran en las ratas de edad avanzada. Sarsasapogenina,
catilato de episarsasapogenina y esmilagenina restauraron la
capacidad de aprendizaje Yy memoria después de la
administracién en ratas de edad avanzada. La densidad del
receptor muscarinico de acetilcolina se redujo marcadamente en
las ratas de edad avanzada. Sarsasapogenina, catilato de
episarsasapogenina o esmilagenina aumentaron
significativamente la densidad del receptor muscarinico de

acetileolina.

Xid
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Las ratas jovenes mostraron una densidad del receptor 1 y

2 de dopamina (D) significativamente mayor (157,5 % 33,2;
200,6 * 50,9 fmol/mmg ©proteina, respectivamente) en
comparacién con las ratas de edad avanzada (129,2 + 36,8;

153,8 + 40,5 fmol/mg proteina, D, y D2, respectivamente). En

contraste, el tratamiento con esmilagenina y sarsasapogenina

en ratas de edad avanzada por 3 meses restaurd la densidad del

receptor de D, y D;, ({(esmilagenina 177 % 10,9; 217 * 45,7

fmol/mg proteina; sarsasapogenina 172,0 + 44,0; 206,4 t 60,5,
respectivamente).
Las ratas jévenes mostraron niveles de BDNF

significativamente mayores (1,647 + 0,277 ng/qg tejido) “en

comparaclén con las ratas de edad avanzada (1,205 + 0,219 ng/qg

tejido). En contraste, el tratamlento con esmilagenina y

sarsasapogenina en ratas de edad avanzada por 3 meses restaurd
parcialmente los niveles de BDNF (1,342 <+ ¢,07; 1,410 £ 0,232
ng/g tejido, respectivamente).

De esta manera, los compuestos revierten la
neurodeficiencia, la disminucién en los niveles de BDNF, y la
disminucién en la densidad del receptor muscarinico de

acetilcolina y dopamina que ocurre en ratas de edad avanzada.

B lo 10
Modele de enfermedad de Alzheimer como modelo da

neu:od.generlcién

177
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Un modelo in wvivo de la enfermedad de Alzheimer se usé

para modelar la neurodegeneracién. En este modelo, los agentes
neurotdxicos (Acido amiloide B e iboténico) se inyectaron en

el cerebro de la rata. Esto conlleva a la pérdida neuronal,

pérdida del receptor y deficiencia cognitiva. Estudios previos
mostraron que la inyeccién local de amiloide f en el nicleo

vasalis del cerebro de la rata causé hipofuncién colinérgica
y deficiencia conductual hasta dos meses después de la cirugia
(Giovanelli y otros, 1995; Neuroscience, 66, 781-792). Ademis,
la co-inyecclén de amiloide P con una pequefia cantidad de
dcido iboténico en el  hipocampo de la rata produce
sinergisticamente pérdida neuronal con infiltracién de células
de la glia no sélo adyacentﬁf sino también distantes del sitio
inyectado (Morimoto y otros, 1998; Neuroscience, 84, 479-487).
Nuestros estudios usaron el método de Morimoto (Morimoto
y otros, 1998; Neuroscience, 84, 479-487) con ciertas
modificaciones (inyeccién unilateral en vez de inyeccidén
bilateral). Las ratas Sprague;Dawley de tres meses de edad se

dividieron al azar en grupos diferentes. La inyeccién de
amiloide Pi-«oc y &cido iboténico (ambas de Sigma) se realizé

mediante un instrumento estererotidxico (Stoelting Co.) y las
coordinadas fueron AP=-0,5mm (a la linea derecha de la linea

media), L=-2,8mm (atr4&s de bregma), H=-7,0mm (ventral hacia

dura) . La dosis para cada rata fue amiloide Pi-«0 (4 pg) ¥y

4cido iboténico (1 pug) de solucién salina. La inyeccién se

P
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completé en 20 minutos y la aguja se retird 10 minutos

después. Posteriormente se suturd la piel.
Los 8 grupos fueron:

Control operado inyectado con solucién salina normal

(control)

Modelo {control inyectado con amiloide P y 4&cido
iboténico)

Modelo + catilato de Episarsasapogenina (18 mg/kg/dia)*

Modelo + catilato de Sarsasapogenina {18 mg/kg/dia)* |

Modelo + etllsuccinato de Episarsasapogenina (18
mg/kg/dia) {comparacién)

Modelo + Episarsasapogenina (18 mg/kg/dia)*

Modelo + Epismilagenina (18 mg/kg/dia)*

Modelo + Diosgenina (es decir, control negativo, 18
mg/kg/dia)
*Compuestos de acuerdo coh la presente invencién

Catilato de eplsarsasapogenina, catilato de
sarsasapogenina, etilsuccinato de episarsasapogenina
(compuesto de comparacién), eplsarsasapogenina, epismilagenina
y diosgenina (todos en una dosis de 18 mg/kg/dia) fueron
administrados a animales en suspensiones estables en CMC-Na
{0,5%) una vez al dia a través de un tubo gastrico. Al grupo
de control y al grupo modelo se le administré el mismo volumen
de CMC-NA (0,5%) una vez al dia. Los farmacos y los vehiculos
se proporcionaron durante un periodo de dos meses, empezando

20 dias antes de la operacién.
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Se evalué 1ld densidad del receptor muscarinico de
acetilcolina. Las muestras de cerebro se homogenizaron,
centrifugaron, y la pella de centrifugacién a 27000xg se re-
homogenizd y usé como medida. La concentracién de 3H-QNB se
selecciond en el rango de saturacién. Después de la incubacién
y 8separacién. La porclién de combinacién se midiéd mediante
contador de centelleo liquido.

Prueba Paso Por Paso: aprendizaje y memoria. El efecto de
los compuestos de prueba sobre el aprendizaje y memoria se
evaludé usando la prueba paso por paso. Una caja de 60 cm x 15
cm x 15 cm, dividida en 2 cuartos del mismo tamaiflo, un cuarto
oscuro con base de varilla de cobre, la cual estaba cargada
eléctricamente (40 V ca) al usarse, mientras que el otro era
un cuarto iluminado pero no cargado eléctricamente. Entre los
dos cuartos hay una abertura (orificio) para que la rata pase.
El experimento se realiza para cada rata en dos dias
consecutivos. El primer dia es para entrenamiento; cuando 1la
rata queda atrapada en la caja durante los primeros 3 minutos,
luego se le coloca en el cuarto iluminado, de espaldas contra
el orificio, y las varillas de cobre del cuarto oscuro se
cargaron por 5 minutos. El segundo dia es para la prueba,
cuando se registra el numero de cruces en 5 minutos. Las
mejoras en memoria se seflalan mediante una reduccién en el
nimero de cruces.

La densidad del receptor muscarinico de acetilcolina en

cerebros modelo de neurodegeneracién fue significativamente
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inferior gque en el grupo de control. El1 catilato de
episarsasapogenina, catilato de sarsasapogenina,

episarsasapogenina y epismilagenina produjeron una elevacién
significativa en la densidad del receptor muscarinico de
acetilcolina, mientras que la diosgenina y etilsucclnato de
episarsasapogenina no cambiaron significativamente la densidad
del’ receptor muscarinico de acetilcolina. Por consiguiente,
los experimentos indicaron que los compuestos de esta
invencién actuidn para normalizar el nimero del receptor, es
decir, tienden a restaurar el nimero del receptor a niveles
normales cuande son administrados a animales en los que el
nivel del receptor esté deprimido. .
El nGmero de respuestas incorrectas (nimero de errores)
en 5 minutos fue significativamente mayor en el grupo modelo
de neurodegeneracién que en el grupo de control, indicando una
deficiencla de memoria (véase Tabla 11). Epismilagenin.a,
catilato de epilsarsasapogenina, episarsasapogenina, y catilato
de sarsasapogenina redujeron significativamente el numero de
respuestas incorrectas, mientras que la diosgenina y el
etilsuccinato de episarsasapogenina fueron inefectivos en la

disminucién del namerc de respuestas incorrectas.

18/
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Tabla 11
Grupo ) Densidad del Prueba paso
receptor M por pasoc de
aprendizaje
y memoria

(fmol/mg/proteina) |[No. Errores
Control (n=10) 8591101 0,60+0,70
Modelo (n=10)} 713+48* 4,00+£2, 40
+Catilato de 877+89* 1,3610,92*
episarsasapogenina
{n=10)
+Catilato de. 916+158* 1,36+1,03*
sarsasapogenina
(n=11)
+Etilsuccinato de 774x79 3,73%1, 35
episarsasapogenina
(n=11)
+Episarsasapogenina B869+104* 1,50+1,18*
(n=10) _
+Epismilagenina B77+90%* 1,73+0.91*
(n=11)
+Diosgenina (control 770468 3,75+1,49
negativo n=B}

Andlisis estadistico usando prueba de alumno no apareado.
*denota p<0,05

EJEMPLO 11

La esclerosis lateral amiotréfica (ALS) es un trastorno
neurodegenerativo fatal progresivo que causa degeneracidn
motora de 1las neuronas, atrofia esquelética, ‘paralisis Y
muerte. La causa de esta enfermedad es heterogénea: mutaciones
en el gen de dismutasa de superéxido (SOD-1}) de Cu/Zn es
_ responsable de algunas formas de ALS humana. Los modelos

animales de esta enfermedad incluyen el gen trasgénico de SOD-
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1 de ratones que sobreexpresan SOD-1 y los ratones con
neuropatia motora progresiva (pmm, un modelo de Charcot-Marie-
Tooth). La esmilagenina y sarsapogenina incrementa el ciclo de
vida y mejora los déficits conductuales del ratén con
dismutasa de superé6xido (SOD) (Figura 5) y pmn ratén (fig. 6),
dos modelos de esclerosis lateral amiotréfica (ALS) vy
enfermedad de Charcot-Marie-Tooth.

Lo anterior describe ampliamente la presente invencién
sin carActer limitativo. Las variaciones y modificaciones que
serdn aparentes para los expertos en la técnica pretenden

estar dentro del alcance de esta solicitud y de cualquier

patente (8) subsiguiente.
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REIVINDICACIONES

Uso de uno o mas agentes activos seleccionados de:

1.

compuestos de la Férmula I:

A.

caracterizado porque en la férmula general (I):

Rzi, Raa, Ray,

Ris, Rao,

Rz, Ria, Ri; Rs, Rs, Ri, Rs, Riuo, Riy, Ry

'RI. r




84
Pagina

Ra4, Rz2e, R27, Rz, Ru; Rio, R:m, Rs2, son independientemente H, OH,
=0, A&tomo halo, (Me~S-), (Me-SO-)}, (Me-SOz-), Ns;~, NHz-,
MeSCO;NH-, alquilo o ausente u OR donde R = grupo alquilo o
acllo;

~Rs, Ru, Ria, Rua, Ris, Ries Riz, Ras, Riay, pueden ser un H, OH,
dtomo halo, (Me-S-), (Me-S0-), (Me-SOz;-), N3;-, NH,~ MeSO;NH-,
alquilo o ausente u OR donde R = grupo alquilo o acilo;

..... representa un enlace doble opcional;

caracterizado porque ademds de lo anterior
Rsy © Ry = grupo alquilo;

A. Compuestos de la Férmula II:
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caracterizado porque en la férmula general (II):

-RI. [ Rz;

Ru [ th

RJ: Rh RS; Rir R'll Rl' R‘.lOt Rl!i RI.'

R!'H RZI; st; R, Ra,

H, OH, =0, Atomo halo, {(Me-S-),

MeSQ,NH-,

alquilo, OR donde

R32, Rau, gon independientemente

(Me-SO-},

R = grupo alquilo o acilo o ausente;

-Rs;, Ru,

OH, Atomo halo, (Me-S-}, (Me-SO0-),

RI.I: Rlll RI.’H Rlir Rl'i'r

Ras, Ras, Ras,

Rl!r R!Ol R!I.r R!Zl

(Me-S02~},

(Me"SOI- ) ’

N3-,

N3-,

Rz,

NHz-,

pueden ser un H,

NHI' ’
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MeSO;NH-, alquilo, 'OR donde R = grupo alquilo o acilo,
ausente;
..... representa un enlace doble opcional;
caracterizado porque ademds de lo anterior

Raz 0 Riy = grupo alquilo;

A. Compuestos de la Férmula III:
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caracterizados porque en la f6rmula general (III):

~Ri, Rz, Ry, Riy Rs, Rs; Rr, Rsy, Rio, Rias Ru, Rie, Ris, Rao, Rai, Raz,
R2s, Ra, Rass R2z, Rae, Ras, Rao, Ry, Raz, Ras, Ra, Ris, Ry, Ryr 30N
independientemente H, OH, =0, &tomo halo, (Me-S8-), (Me-50-),
(Me-S02~), N;— NH- MeSO;NH~, alquilo, OR donde R = grupo
alquilo o acilo o ausente;
-Rs;, Ri1, Riz, Ris, Ris;, Ri7, Rzis pueden ser un H, OH, &tomo
halo, (Me-5-~), (Me-50~), (Me-502-), N;-, NHz-, MeSO;NH-,
alquilo, OR donde R = grupo alguilo o acilo, o ausente;
..... representa un enlace doble opcional;
caracterizado porque ademas de lo anterior
Raz 0 Riy = grupo alquilo, y
La estereoquimica de R;s se encuentra en la orientaclén
B:
A. Derivados de sapogenina que soportan al menos un
sustituyente de radical X,

Caracterizado porque X se selecciona del grupo que

consiste de:

- atomo halo
- (Me-S-), {(Me-SO-}, {(Me-S0;~),
- Na-, NHz-, MeSO;NH-

- alquilo; y

A. Formas derivadas de cualquiera de 1los compuestos
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anteriores, en las que el A&tomo de carbono en la posicién
3 o, en el caso de las Pérmulas II y III, el &tomo de
carbono en la posicién 3, la posicién 26 o cada uno de
los &tomos de carbono en las posiciones 3 y 26, porta una
porcidén de azficar O~ caracterizada porque el grupc es un
mono, di- o tri-sacarido;

todos sus estereoisémeros y mezclas racémicas, todos
sus profidrmacos y sales farmacéuticamente aceptables, vy
todas las mezclas y combinaciones de los mismos.

En el tratamientoc o prevencién, o en la preparacién
de composiciones para el tratamiente o prevencién de, {i)
neurodegeneracién no-cognitiva, (ii) degeneracién
neuromuscular no-cognitiva, (11i) neurodegeneracién
motora-sensorial, o (if) disfuncién o pérdida del
receptor en ausencia de deficiencia cognitiva, neural vy
neuromuscular, en humanos y animales que sufren de los
mismos o son susceptibles a éstos.
2.0Un uso de acuerdo con la reivindicacién 1,

caracterizado porque el agente activo, o al menos uno
de los agentes activos, se selecciona de:

a. Compuestos de la férmula general I, caracterizados
porque:
-Ri, Ra2, Rs; R¢, Rs; Rs; Rz, Res Rio, Ria, Rus; Ryg, Rao, Rai, Raz, . Ras,

Ra:, Ras, Rav, Razs, R2s, Rizo, Rai, Rz, son independientemente H, OH,

/34
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=0, &tomo halo, (Me-S-), (Me-SO-), (Me-50;-)}, N3-, NH,- MeSO;NH-
+ alquilo o ausente u OR donde R = grupo alquilo o acilo;
=Rs, Rii, Ri2, Ru, Ris, Ris, Ri?, Ras, Raz, pueden ser un H, OH,
alquilo o ausente, u OR donde R = grupo alquilo o acileo, o
ausente;

..... representa un enlace doble opcional;

caracterizado porque ademas de lo aﬁterior

-R33 © Ry = grupo alquilo, y

la estereoquimica de Rzs se encuentra en la orientacién
B;

b. Los compuestos de la férmula I general anterior,
caracterizados po?que:

~Ris Rz, Rs; Rey Rs, Re, Ry, Rey, Rins Ria, Ru, Rier Rao, Ray, Raz, Raas
Rai, Rzs, Rz7, Ras; Rz, R3o, Ra:; Rs2, son independientemente H, OH,
=0, atomo halo, (Me-5-), (Me-SO-), (Me-SOz-), Na-, NHz- MeSO,NH-
; alquilo o ausente o OR donde R = grupo alqulilo o acilo;

-Rs, Ri2, Ris, Rig, Ri7 = H,

-Rui, Ris, Rzs, Ry; pueden ser un H, OH, &atomo halo, (Me-5-),
(Me-S0O-), (Me-S0,-), N3-, NHz;-, MeSO;NH-, alquilo o ausente u OR
donde R = grupo alquilo o acllo;

..... representa un enlace doble opcional;

caracterizado porque ademi&s de lo anterior
~Rj33 0 Ryy = grupo alquilo, y

la estereoquimica de R;s se encuentra en la orientacién
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C. Los compuestos de la férmula general I,
caracterizados porque:
-Ri = Rz =Ry =Rs =R¢ =Ry =Ry =Riv =Ri1 =Ry =Ri2 =R;3 =Ris =Ris =Ri7 =Rus

=Ris =Rao =R21 =Ra2z =Ras =Ra« =Ras =Ras =Rz1 =Ras =Rzs ®Ras =Ra; =Rjz =Raz =
H,

Raz 0 Ry = CH;

+.... representa un enlace simple,

el grupo metilo a C25 puede estar en la configuracién R o S,

la estereoquimica de Rys e8td en la orientacidén B: y

caracterizado porque ademas de lo anterlor

al menos R: o Rz es un radical X, el posible sustituyente
restante es H, OH, =0, y OR donde R = grupo alquilo o acilo o
ausente,

y X se selecciona del grupo que consiste de:

adtomo halo,

(Me—s-) ’ (ME-SO‘) ’ (MG‘SOz') r Y

- Ny— NHz- MeSO;NH-,

alquilo;
d. Los compuestos de 1la férmula I general anterior,

caracterizados porque:

~R; = R; =R, =R; =Rg =Ry =Rgq =R;p =R;; =Rs¢ =Riz =R;3 =Ris =Ris =Ri» =Ry
=Ris =Rzo =Ra1 =R3z =Raz =Rz =Ras =Rz¢ =Rzy =Ras =R3s =Rio =R31 =Ra2 =Ry =
H,

- Rus0 Rsz = CHs
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.... representa un enlace simple,

- la esterecquimica de R;; estd en la orientacién B; y
caracterizado porque ademAs de lo anterior

-al menos Ry o Rzs €8 un radical X, el posible sustituyente

restante es H, OH, =0, y OR donde R = grupo alquilo o acilo o

ausgente,

y X se selecciona del grupo que consiste de:

&tomo halo,

{(Me-5-), (Me-50-}, (Me-SO0:-), Yy

N3~ NHz- MeSO;NH-,

alquilo;
e. Los compuestos de la férmula II general anterior,

caracterizados porque:

-Ri, Ra, Ri, Ri; Rs;, Rs, Ry, Rs, Rio, Ria, Ru, Ris, Rz, Rai, Raz, Ray,
Rai, Ras, Ra21, Rzs, Rias, Rao, Riai, Rsz, Rae son independientemente H,
OH, =0, &tomc halo, (Me~S-), (Me-SO0-}, (Me-S02-), N»-, NHz-,
MeSO;NH-, alquilo, o OR donde R = grupo alquilo o acilo o
ausente;

-Re, Rii, Riz, Ru, Ris, Rigr Riz, Ras, Raa, Rss pueden ser un H, OH,
dtomo hale, (Me-S-), (Me-SO-), (Me-S0,-), Ni-, NH2-, MeSO;NH-,
alquilo, OR donde R = grupo alquilo o acilo, o ausente;

.... representa un enlace doble opcional;

caracterizado porque ademis de lo anterior

~R33 0 Ry = grupo alquilo, y
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la estereoquimica de Rys se encuentra en la orientacién

f. Los compuestos de la férmula II general anterior o
derivados de carbohidratos de los mismos, caracterizados

porque:

-Ri, Ra, Rs;, Ry, Rs, Rs, R1; Ray Rio, Ris, R, Ris, Rz, Ra1, Raz, Raa,
R24, Ra¢, Ra27, Ras, Ras, R, Rai, Rsz, son independientemente H, OH,
=0, &tomo halo, (Me-S8-), (Me-SO-), (Me~SO0;-), N3—-, NH;- MeSO;NH-
» alquilo u OR donde R = grupo alquilo o acilo o ausente;

=Ry, Ria, Ris, Ris, Rz = H,

=R3y= H, OH, =0 y OR donde R = alquilo, acilo o carbohidrato y
-Riu1, Ri«, Ras, Ris, Rss pueden ser un H, OH, 4tomo halo, (Me-S-),
(Me-SO-), (Me-S0;-), Ni—-, NHa~, MeSO;NH-, alquilo, OR donde R =
grupo alquilo o acilo o ausente;

..... representa un enlace doble opcional;

caracterizado porque ademds de lo anterior
-Rsz © Ry = grupo alquilo, y

la estereoquimica de Ras se encuentra en la orientaciébdn

B:
g. Los compuestos de 1la férmula II general anterior o
derivados de carbohidratos de 1los mismos, caracterizados

porque:

)47
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=Ri= Rz =R =Rs =Rs =R; =Ry =Rjp =Ru =Ry =Ri2 =R;s =Ris =Ris =Ri7 =Ru
=Ris =Rz0 =Rax =Rz2 =Ras =Raz( =Rz5 =Ras =Rz7 =Ra2s =Rzs =Rsp =Ry1 =Rj; =Ry; =
H,
-Riy = CHjs
-R3s =-OH 0 -OR donde R = alquilo, acilo o carbohidrato y
-Rys = H 0 estd ausente
Cee representa un enlace doble opcional,
- el grupo metilo en C25 puede estar en la configuracién R o
S,

- la estereoquimica de Ry; estd en la orientacién fB; y

caracterizado porque ademds de lo anterior

al menos R; o Ras es un radical X, el posible sustituyente
restante es H, OH, =0, y O donde R = grupo alquilo o acilo o
ausente,

y X se selecciona del grupo que consiste de:

- &tomo halo,

(Me-5-), (Me-S0-), (Me-S0;-), y

- Ny= NHz- MeSO:NH-,

alquilo;
g. Los compuestos de la férmula II general anterior o
derivados de carbohidratos de los mismos, caracterizados

porque:

-R: = Ra =R =Rs =R¢ =R =Rs =Rin =Ri1 =Rs¢ =Rjz =R;3 =Ris =Ri¢ =Ri7 =Ru
=R19 =Ra0 =Rz1 =Rja =Rz; =Rzy =Rgs =Rz¢ =Rz =Ras =R2¢ =Ry =Rn1 =Rz = H,

=Ri4 =Rj3 = CH)
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=Ru=-OH u -OR donde R = alquilo, acilo o carbohidrato y

-Ris = H o estéd ausente

..-... representa un enlace doble opcional,

- la estereoquimica de Ry est& en la orientacién B; y
caracterizado porque ademés de lo anterior

al menos R3 © Rz es un radical X, el posible sustituyente

restante es H, OH, =0, u OR donde R = grupo alquilo o acilo o

ausente,
y X se selecciona del grupo que consiste de:

Atomo halo,

{Me-S-) ’, (Me-S0-), (Me-S0;-), ¥

- N3~ NH;- MeSO;NH-,

alquilo;
i. Los compuestos de la férmula III general anterior,

caracterizados porque:

-Ri, Rz, Rs, R, Rs, Rs, Ry, Rey Ria, Rus, Ris, Ris, Rao, Rz, Raa, Ray,
Rau; Rzér Rzry Raey Rzey, Riyor Rai, Rsa, Rss, Ru, Rasr Rss, Raz 20N
independientemente H, OH, =0, &4tomo halo, (Me-S-), (Me-50-),
(Me-SOz-), Ni-, NHz-, MeSOzNH-., alquilo u OR donde R = grupo
alquilo o acilo o ausente;

-Rg, Ru, Ria, Ris, Ris; Rir, Ras, puede ger H, OH, &tomo halo,
(Me-S-), (Me~SO-), (Me-SO,-), Ny-~, NH,-, MeSO;NH-, alquilo, u OR
donde R = grupo alquilo o acilo o ausente;

..... representa un enlace doble opcional;

caracterizado porque ademds de lo anterior
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-R33 © Ris = grupo alquilo, y
la estereoquimica de R;s se encuentra en la orientacién
B:
j. Los compuestos de la férmula II general anterior o
derivados de carbohidratos de los mismos, caracterlzados

porque:

-Ri, Ra, Rs, R4y Rs, Rs, Ri; Rs; Rior Rus, Ris, Ris, Ra2o, Rar, Raz, Ray,
R2ai; Ra¢, Ra27;, Raay R2e;, Rag, Rai, Raz, Rss;, Ras, Rss, Riz 8OD
independientemente H, OH, =0, Atomo halo, (Me-S-), (Me-SO0~},
(Me-S02-), Ns-, NHz-, MeSO:NH-, alguilo u OR donde R = grupo
alquilo o acilo o ausente;

-Rs, Ri2, Ris, Ris, Riz, = H,

=Ry = H, OH, Atomo halo, (Me-S-), (Me-S0-}), (Me—-502-), Ns-,
NH;-, MeSO;NH-, alquilo, OR donde R = grupo alquilo, acilo o
carboﬁidrato o ausente;

- Riuii, Rzs, pueden ser H, OH, atomo halo, (Me-S-}, (Me-SO-), (Me-
S0z2-), Nia-, NHx-, MeSO.NH-, alquilo, OR donde R = grupo alquilo
o acilo o ausente;

..... representa un enlace dcble opcional;

caracterizado porque ademas de lo anterior

-R3s © Riy = grupo alquilo, vy

la estereoquimica de Ry se encuentra en la orientacién
B:

k. Los compuestos de la férmula III general caracterizados

e
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porque:

-R1 = Rz =Ry =Rs =Rs =R7 =Ry =Ri0 =Ru =Rs =R1i2 =R;s =Ris =Ris =R;7 =Ru
=R1s =Rz0 =Ra1 =Rz2 =Ra3 =Ra« =Ras =Rz¢ =Rz7 =R2e =Rzs =Ryg =Ry; =Raz =Ras
=H,
-Ri« = CHj
-Rys ==OH o0 -OR donde R = alquilo, acilo o carbohidratoc y
-R;s = H o estd ausente
-Rs7 = H, -OH o =0
-Rys = H o -OH
... representa un enlace simple,
-el grupo metilo en C25 puede estar en la configuracién R o S
b 4

la estereoquimica de Rzs estd en la orientacién P:

caracterlizado porque ademds de lo anterior

al menos Rs o Rz es un radical X, el posible sust::.tuyente
restante es H, OH, =0, o OR donde R = grupo alquilo o acilo o
ausente,

Yy X se selecciona del grupo que consiste de:

atomo halo,

(Me-5-), (Me-SO-), (Me-S0,-), ¥y

= N3~ NHz- MeSO;NH-,

alquilo;
1. Los compuestos de la férmula III general anterior o

derivados de carbohidratos de 1los mismos, caracterizados
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porque:

~Ri = Rz =R( =Rs =Rs =R; =Rqs =Ry =Ru =Rs =Ryz =Ry =Ris =Ri¢ =Ry; =Ry
=Ris =Ra0 =Ra1 =Razz =Ras =Ra( =Ras =Rzs =R27 =Rys =Rzs =R3o =Rm =Rsz =Rys
=R20 =H

—-Ray =-OH o -OR donde R = alquilo, acilo o carbohidrato y

H o esti ausente

1
=
&

|

-RJT = H, _OH (o] =°
—Ras = H o =0OH
..... representa un enlace simple,

-el grupo metllo en C25 puede estar en la configuracién R o S

la estereoquimica de Ras estd en la orientacién B;

caracterizado porque ademads de lo anterlor

al menos Ry ¢ Rz; es un radical X, el posible sustituyente
regstante es H, OH, =0, o OR donde R = grupo alquilo o acilo o
ausente,

y X se selecciona del grupo que consiste de:

atomoc halo,

(Me~S-), (Me-S0-), (Me-S502-), ¥y

- N3~ NHz—- MeSQO;NH-,

algquilo;
m. Sapogeninas sustituidas caracterizadas porque al menos un
grupo OH- de la sapogenina se sustituye con X, seleccionado

del grupo que consiste de:

/43
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- (Me-S-), (Me-S0-), (Me-80;-), y
- Nj3- NH:- MeSOzﬂl-l-,
- alquilo;
n. Las sapogeninas definidas anteriormente caracterizadas

porque en la definicién de X el &4tomo halo es un Atomo de

fluoro.
©o. Las sapogeninas sustituidas seleccionadas de:

(3p-fluoro-5pB, 20a, 22a, 25R~espilrostano), (3,3-difluoro-
5p,20a,22a, 25R-espiroatano), (3a-metilaulfonilamino-
5B, 20a, 22a, 25R-espirostano), (3a-azido-5f,20a,22a,25R-

espirostano), (3a-amino~-5f, 20a, 22a, 25R~espirostano), y sus

estereoisémeros y mezclas racémicas, sus pro-firmacos y sales
farmacéuticamente aceptables;

o. Las sapogeninas sustituidas caracterizadas porque la
sapogenina precursora, la cual es sustituida luego al menos
con un radical X como se define anteriormente, se selecclona
de sarsasapogenina, eplsarsasapogenina, esmilagenina,
epismilagenina, y anzurogenina-D;

0. Los compuestos de la férmula general Ia:
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caracterizados porque el grupo R se selecciona de hidrégeno;
alquilcarbonilo, alcoxicarbonilo; algquilcarbamoilo; o
arilcarbonilo; ¢ sulfo (HO;S); fosfone ((HO):P(O)-): o un mono-
, di- o tri-sacarido; caracterizado porque cualquier grupo
alquilo es opcionalmente sustituido con arilo, amino, mono- o
di-alquil-amino, un residuo de &cido carboxilico (-COOH), o
cualquier combinacién de los mismos; y

o. Las formas de derivados de los compuestos anteriores como se
definen en los puntos a-g, en las que el &tomo de carbono en

la posicién 3 o, en el caso de las Pérmulas IT y III, el &tomo
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de carbono en la posicién 3, el &tomo de carbono en la
posicién 26 o cada uno de los Atomos de carbono en las
posiciones 3 y 26, porta una porcién de O-azGcar caracterizada
porque el grupo de azicar es un mono-, di- o tri-sacarido, y
derivados acilatados de los mismos.
3. Un uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o 1la
relvindicacién 2, caracterizado porque el agente activo, o al
menos uno de 1los agentes activos, se selecclona de los
compuestos de la férmula general Ia.
4. Un uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado porque el agente activo, o al menos
uno de los agentes activos, se selecclona de:
sarsasapogenina
catilato de sarsasapogenina
acetato de sarsasapogenina
succinato de sarsasapogenina y sales de los mismos
farmacéuticamente aceptables
glicinatos de sarsasapogenina y sales de los mismos
farmacéuticamente aceptables
alaninato de sarsasapogenina Yy sales de los mismos
farmacéuticamente aceptables
valinato de sarsasapogenina y sales de los mismos
farmacéuticamente aceptables
fenilalaninato de sarsasapogenina y sales de los mismos
farmacéuticamente aceptables

isoleucinatec de sarsasapogenina y sales de los mismos
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farmacéuticamente aceptables

metioninato de sarsasapogenina y sales de

farmacéuticamente aceptables
episarsasapogenina
catilato de episarsasapogenina

acetato de episarsasapogenina

succinato de episarsasapogenina y sales de

farmacéuticamente aceptables

glicinato de episarsasapogenina y sales de

farmacéuticamente aceptables

alaninato de episarsasapogenina y sales de

farmacéuticamente aceptables

valinato de episarsasapogenina y sales de

farmacéuticamente aceptables

Pagina

los mismos
los mismos
los mismos
los mismos
los mismos

fenilalaninato de episarsasapogenina y sales de los

farmacéuticamente aceptables

isoleucinato de episarsasapogenina y sales de los

farmacéuticamente aceptables

metioninato de episarsasapogenina y s8sales
farmacéuticamente aceptables

esmilagenina

catilato de esmilagenina

acetato de esmilagenina

succinato de esmilagenina y sales de
farmacéuticamente aceptables

glicinatoe de esmilagenina Y sales de

los

los

los

mismos

mismos

mismos

mismos

mismos
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farmacéuticamente aceptables
alaninato de esmilagenina y sales de los mismos
farmacéuticamente aceptables
valinato de esmilagenina Y sales de los mismos
farmacéuticamente aceptables
fenilalaninato de esmilagenina y sales de 1los mismos
farmacéuticamente aceptables
isoleucinato de esmilagenina y sales de los mismos
farmacéuticamente aceptables
metioninato de esmilagenina Yy sales de los mismos
farmacéuticamente aceptables
epismilagenina
catilato de epismilagenina
acetato de epismilagenina
succinato de  epismilagenina y sales de los mismos
farmacéuticamente aceptables
glicinato de @epismilagenina y @sales de 1los mismos
farmacéuticamente aceptables
alaninato de epismilagenina y sales de ' los wmismos
farmacéuticamente aceptables
valinato de  epismilagenina y sales de los mismos
farmacéuticamente aceptables
fenilalaninate de epismilagenina y sales de los mismos
farmacéuticamente aceptables
isoleucinato de eplsmilagenina Yy sales de 1los mismos

farmacéuticamente aceptables
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metioninato de epismilagenina Yy Bsales de 1los mismos

farmacéuticamente aceptables.

Derivados de saponina de sarsasapogenina, episarsasapogenina,
esmilagenina y epiamilagenina en los cuales, en cada caso, el
dtomo de carbono en la posicién 3- porta una porcién de O-
azdicar caracterizada porque el grupo de azlicar se selecciona
de glucosa, manosa, fructosa, galactosa, maltosa, celobiosa,
sacarosa, ramnosa, xllosa, arabinosa, fucosa, qulnovosa,
apiosa, lactosa, galactosa-glucosa, glucosa-arabinosa, fucosa-
glucosa, ramnosa-glucosa, glucosa-glucosa-glucosa, glucosa-
ramnosa, manosa-glucosa, glucosa-(ramnosa)-glucosa, glucosa-
(ramnosa) ~ramnosa, * glucosa-~ (glucosa)-glucosa, galactosa-
(ramnosa) ~galactosa y derivados acilatados de los mismos;

16, 22-epoxicoprostan-3f~ol, esmilagenona, coprosterol, vy
pro-fidrmacos y sales de los mismos farmacéuticamen?e
aceptables.

4. Un uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, -caracterizado porque el agente activo esté
presente en una composicién seleccionada de las composiciones
farmacéuticas, productos alimenticles, suplementos
alimenticios y bebidas.

4. Un uso de acuerdo con cualguiera de las reivindicaciones
precedentes, caracterizado porque el agente activo estéa
presente con un agente activo adicional o més.

4, Un usc de acuverde con la reivindicacidén 6, caracterizado

ot
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porque un agente activo adicional o mids se selecciona, sin
cardcter limitativo, de inhibidores de colinesterasa,
agonistas de dopamina, inhibidores de COMT, inhibidores de
MAO-B, anticolinérgicos, agonistas de acetilcolina, agonistas

de serotonina, agonistas del receptor AMPA, agonistas del

receptor GABA, agonistas del receptro NMDA, agonistas del
adrenoreceptor f-, digoxina, dobutamina, anti-inflamatorios,

factores neurotréficos, estatinas, antagonistas del receptor

A2a de adenosina, inhibidores de reductasa de aldosa,
inmunomoduladores, agonistas de canabinoide, interferon p o

anti-depresivos triciciicos.

8. Un uso de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, caracterizade porque el humano o animal esta
sufriendo de, o es susceptible a, cualquiera de las
siguientes: enfermedad de Parkinson,. Parkinsonismo post-
encefalitico, depresién, esquizofrenia, distrofia muscular
incluyendo distrofia muscular facioescapulochumeral, distrofia
muscular de Duchenne, distrofia muscular de Becker y distrofia
muscular de Bruce, distrofia de Fuch, distrofia mioténica,
distrofia corneal, sindrome de distrofia simpatética refleja,
distrofia neurovascular, miastenia grave, enfermedad de
Lambert Eaton, enfermedad de Huntington, enfermedades motoras
neurcnales incluyendo esclerosis lateral amiotréfica,
esclerosis mﬁltipie, hipotensién postural, neurodegeneracién

traumdtica, por ejemplo, después de una apoplegia o después de
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un accidente (por ‘ejemplo, lesién traumitica de la cabeza o
lesién de la espina dorsal), enfermedad de Batten, sindrome de
Cockayne, sindrome de Down, degeneracién gangliénica
corticobasal, atrofia del sistema miltiple, atrofia cerebral,
atrofia olivopontocerebelosa, atrofia dentatorubral, atrofia
palidoluisiana, atrofia espinobulbar, neuritis éptica, pan-
encefalitis esclerosante, trastorno por déficit de 1la
atencién, encefalitis post-viral, sindrome post-poliomelitis,
sindrome de Fahr, sindrome de Joubert, sindrome de Guillain-
Barre, lisencefalia, enfermedad de Moyamoya, trastornos de
migracién neuronal, sindrome autistico, enfermedad de
poliglutamina, enfermedad de Niemann-Pick, leucoencefalopatia
multifocal progresiva, pseudotumor cerebral, enfermedad de
Refsum, sindrome de Zellweger, pardlisis supranuclear, ataxia
de Friedreich, ataxla espinocerebelosa tipeo 2, sindrome de
Rhett, sindrome de Shy-Drager, esclerosis tuberosa,
enfermedad de Pick, sindrome de fatiga crénica, neuropatias
incluyendo neuropatia hereditaria, neuropatia diabética vy
neuropatia mitética, neurodegeneracién con base de prién,
incluyendo enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CaD), CJD
variante, CJD nueva varlante, encefalopatia espongiforme
bovina GSS, FFI, kuru y sindrome de Alper, enfermedad de
Joseph, encefalomielitis diseminada agquda, aracnoiditis,
lesiones vasculares del sistema nervioso central, pérdida de
funcién neuronal de las extremidades, enfermedad de Charcot-

Marie-Tooth, susceptibilidad a insuficiencia cardiaca, asma y
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degeneracién macular.
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METODOS Y USOS TERAPEUTICOS DE SAPOGENINAS Y SUS DERIVADOS

Esta invencién divulga métodos y usos terapéuticos de
ciertas sapogeninas esteroidales, compuestos relacionados y
derivados de los mismos, en el tratamiento de 1la
neurogeneracién no cognitiva, degeneraciédn neuromuscular no
cognitiva, neurodegeneracién motora-sensorial o disfuncién o
pérdida del receptor en ausencia de la deficiencia cognitiva,

neural y neuromuscular.

MP-MG-LU/BM1401A3/97, 7pp
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FIGURA 1

Densidad del receptor de m3 y B (DPM)

Densidad del receptor de m3 + Vehiculo
Densidad del receptor de m3 + Acetato de epismilagenina
Densidad del adrenoceptor B; + Vehiculo

Densidad del adrenoceptor B; + Acetato de Epismilagenina

FIGURA 2

Sobrevivencia (%)

Control

Glutamato

Glutamato + Sarsasapogenina

Glutamato + Catilato de Episarsasapogenina

Glutamato + Esmilagenina

FIGURA 3

Capacidad de aprendizaje y memoria

A Ratas jévenes

B Ratas de edad avanzada

c Ratas de edad avanzada + Sarsasapogenina

D Ratas de edad avanzada + Episarsasapogenina
E Ratas de edad avanzada + Esmilagenina

FIGURA 4

Densidad del receptor muscarinico
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{fmol mg™! proteina-l)

A Ratas joévenes

B Ratas adultos

C Ratas de edad avanzada + Sarsasapogenina

D Ratas de edad avanzada + Episarsasapogenina
E Ratas de edad avanzada + Esmllagenina
FIGURA 5

Perfil de sobrevivencia (No. de ratones)

Ratones SOD de Control

Ratones SOD + Esmilagenina (3mg/kg/dia)

Tiempo (dias)
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