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. ANTECEDENTES DE LA INVENCION

1}

La presents invencion se reflere al campo de los Inhibidores imeversibies
selaciivos de (a enzima monoamina oxidasa (en (o sucesivo denominada MAD)
y proporciona @) enantibmero R{+) de N-propargil-1-amincindano (también
denominado en la presenis mamoria PAI) que 68 un inhibidor imeversbie
selectivo do la foma B de la enzima moncamina oxidasa {en lo sucesivo
denomingda MAO-B). La presente Invencidn tEmbidn proparciona
composiciones farmacéuticas que contianen [R](+) PAI que son particularments
iitles para el tratamiento de una leaidn neurotéxica, lsguemia cerebral, una
lesidn por beumaltismo. cranesl, una lesidn de la médula espinal, escierosis
midtipie y sintornas de sbstinencla.

il

La MAO existe en dos formas conocidas como MAO-A y MAO-B que son

selectivas por diferentes sustaios e inhibidores. Por ejemplo, MAO-B

metaboliza de forma més eficaz susiraios tales como 2-fenlietiamina y ee
- — Y

inhibida de forma selectiva e imeversible por (-)-depreniio como se describe
mé&s adelants.

No cbstanta, se apreciard que los tratemiaentos que combinan L-DOPA con un
Inhibidor de MAO-A y MAO-B no son deseables, puesto que ésios conducen a
sfecioa secundarios sadversos relacionados con un mayor nivel de
catecolaminas en toda la neursda. Por otro lado, la inhibicidn completa de
MAQ también es indesssble puesio que potencia la accldn de aminas
simpaiicomiméticas tales como tiramina, conduclendo al denominado "efecto
queso” (revisado por Youdim ef al., Handbook of Experimental Pharmecology,
publicado por Trendelenbwrg and Weiner, Springer-Veriag, 80, capitulo 3
(1988)). Pussio que se demostrd que MAO-B era la forma predominants de -
MAO en el cerebro, los inhibidores selectivos de esta forma se consideran de
este modo una posible heramienta pera consegulr, por un lado, una
disminucidn en la descomposicién de dopamina, junto con una minimizacién de
los efectns sisthmicos de la inhibicidn total de MAO por otro.

Muchos inhibidores de MAQ son moléculas quirales. Aunque un enantiémero
muesira con frecusncla clerta estereossiectividad en la potencia relativa hacla
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MAO-A y MAO-B, una configuracién enantiomérica dada no siempre es mde
selactiva que su isémero imagan especular el discriminar entre MAD-A y MAD-
8.

La Tabla | presenia la Cly (mmoll) de parsjas de enantidmeros de
propargilaminas en preparaciones de MAO de cerebro de rata, Estos
resultados muestran pequefiaa diferencias en la potencia en la inhibicidn de
MAC-B entre ios enantidmeros R y S5. (B. Hazelhoff, of al, Naunyn-
Schmeideberg's Arch. Pharmacol., 330, 50 (1885)). Ambos enantidémeros son
ssiactivos por MAO-B. En 1887, Magyear. ef &l. describleron qua R-{-)-deprenilo
es 500 veces més potenta que ol enantidmero S({+) an la inhibicién de la
desaminacion axidativa de tramina por homogenelzado de carsbro de rata. (.
Magyar, et al., Act. Physiol. Aced. 8cl., Hung., 32, 377 (1967)).

En homogenelzado de higado de rata, R-depreniic es soio 15 veces mde
muudmws.Enmmmmw
lales como pars la Inhibicion de la recaptacién de tiramina, deprenilo muesira
diferentes esterscselectividades. La forma S es en clerios casos el epimero
mas potents. (J. Knoll and K. Magyar, Advances in Biochemical
Peychopharmacology, 5, 393 (1972)).

N-meti-N-propargil-2-aminoistralina (2-MPAT) es un andlogo estructural simiar
de depreniio. La estersoquimica abeohuta de 2-MPAT no se ha asignado. Sin
embargo, el isbmero (+) es selectivo por MAO-B y el isdmero {-) es selectivo
por MAO-A, La diferencia en la potencia entre los enantidmarce de 2-MPAT es
manor que 5 veces. (B. Hazothofl, of 4., id.). Los snantiémercs de N-propargl-
{-aminotetraina (1-PAT) tambidn Uenen actividad simiier. La falta de datos en
hTablalqlanaumdanmmmmz-MPAT(ﬂ
o (-) hace imposible predecir su esterecquimica absoluta.

Después de un modeiado por ordenador exteneivo, Polymeropoulos predio
reclaniemente que (R)-N-meill-N-propargli-1-aminoindano (R-1-MPAI) seria
més polents que. (8) como inhibidor de MAO-B. (E. Polymeropouios, Inhibitors
of Moncamine Oxidase B, |. Szslenyl, ed., Birkhauser Verlag, pagina 110
(1993)). No cbatante, los experknentos descritos muestran que R-1-MPAI es un
inhibidor figeramente més potants de MAO-B que lo es 5-1-MPAI, pero que es
un inhibidor Incluso més potente de MAG-A. Tanto la selectividad entre MAD-A
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y B como la potencia relative de los epimeros R y S son bajas. Asl, al contrario

de lo esperado on Ia técnica, 1-MPAI no es Gtil como agents farmaciutico.

Los datos presentados mis adelante demuesiran que la alta selectividad por
MAO ds un enantiémero frente al oiro no se puede predecir. La satructura del
sifio activo de MAO no se entiende muliclentemente bien para permitir la

prediccién de ta potencia relativa o selectividad da cusiquier compuesto dado o
parsia de enantibmeros del mismo.

TablalA  Datos de Clp (mmald) para la Inhibicidn de MAO de cerebro de

rata por propargliamines
Inhibicidn Potencia relativa
Compuesto Epimero A B AB +l-
REF - A B
n 140 16 _ 838
2MPAI - @ ' 3 0.2
- 48 83 05
S 3600 16 120 RIS
DEPRENILO a 80 26
R 450 6 75
) 70 5 14
1-MPAI b 2 5
R 3 10 03
[} 3800 S50 70
1-PAT c . 4 0.5
R 900 90 10
a 8. Hazelhoff, ef a/,, Naunyn-Schmeideberg’s Arch. Pharmacol., 330,
50 (1085).
b Solicitud de patents ewopes 436.492 A2, publicada el 10 de jullo de
1991.
c Autores de la presente invencion.

Un Inhibidor de MAQ-B selectivo, (-)-deprenilo, se ha estudlado de forma
exiensa y usado como Inhibldor de MAO-B para aumentar el tratamiento con L-
DOPA. Este tratamiento con (-)}-deprenfio es por lo general favorsble y no



15

25

an

5

-4
csusa o "efecio queso® en dosls que causan caal la inhibicion completa de
MAO-B (Elsworth, et al., Psychopharmacology, S§7, 33 (1978)). Ademds, la
adicién de (-)-depreniio @ una combinacién de L-DOPA y un inhibidor de
descarboxilasa administrado a pacientes con Parkinson conduce a mejoras en
la acinesla y capacidad funcional general, asl como a la eliminacién de
fluctuaciones del tipo “conectado-desconectado” (rpvisado por Birkmayer &
Riederer en "Parkinson's Dissase,” Springer-Veriag, pdginas 138-149 (1883)).

Asi, {-)}-depreniio (a) mejora y prolonga e efecto de L-DOPA y. (b) no aumenta
ioa efectos adversos de! tratamiento con L-DOPA.

No cbstante, (-)}-dspreniio no estd exenio de sus proplos sfectos secundarios
adversos, que Incluyen activacion de Giceras gistricas previaments axisteniss
yamm«nm.mmudo.(-}dmmuun
derivado de anfetamina y se metsboiiza a anfetamina y metanfetaminae,
sustancias que pueden conducis a efectos secundarics indessados tales como
aumento de la frecuencia cardiaca (Simpeon, Biochemical Pharmacology, Z7,
1951 (1978); Finbaryg, ef al.,, en "Monocamine Oxidase Inhibitors - The State of
the Am® Youdim and Paykel, eda, Wiey, piginas 3143 (1981)).

Sa han descrito otros compuestos que son inhibidores reversibles salectivas de
MAO-B pero qus estin axantos de los ¢fectos indesaables asoclados con (-}
depreniic. Uno de lales compuestos, a saber, N-propargi-1-aminoindano-HCl
(PAI-HCL racémico), se describié en los documentos G8 1.003.688 y GB
1.037.014 y en |a patents de Estados Unidos n® 3.513.244, expedida ol 19 de
mayo de 1970. PAIHC racémico es un inhibidor ireversible selectivo potents
de MAO-B, no se metaboliza a enfeteminas y no da luger @ efectos

En ensayos animales comparaiivos, PAl racémico mostrd que tenia ventsjas
considerables sobre (-)-deprenfio. Por ejemplo, PAl mcémico no produce
taquicardia significativa, no auments Ia tensidn arterial (efecios producidos por
dosis de 5 mg/kg de (-)-deprenlio) y no conduce a cantraccion de la membrana
del parpado 0 a aumento an la frecusncia cardiaca en dosis de hasta 5 mg/kg
(efectos causadas por (-)-depreniio en dosis mayores de 0,5 mg/kg). Ademads,
PAI'HC! recémico no potencia los efectos cardiovasculares de ftiramina
(Finberg, et a&).. en Enzymes end Neurotransmitters In Mental Disease,”
péginas 205-219 (1680), Usdin, of ai.. Eda., Witay, New York: Finberg, ef al.
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{1981), en “Monoamine Oxidase Inhibitors - The State of the Art,” ibid. Finberg

and Youdim, British Journal Pharmacol., 85, 451 (1886)).

Un objeto subyacente de esia invencién fue separar o8 compuestos PAl
racémicos y obtaner un enantiomero con actividad inhibidora de MAO-B que
asiuviera exento de efecios secundarios indessables asociados con el otro
enantiémero.

Puesto de daprenilo tiene una estrucium similar a PAl y 89 conoce que el
snantiémero (-} de depreniio, es decir, (-)-depraniio es caonsaiderablementa més
activo farmacéuticamente que ol enantidmaero (+), serla de esperar que ol
enantiémero (-) de PAI fuera i inhibidor de MAO-B més activo.

No obstants, al conttario de 0 esperado, tras la resolucidn de los
enantibmercs, se encontrd qus el enantiémero (-)-PAl es da hecho el inhibidor
de MAO-B acivo mientras que al anantibmero (-) muestm una actividad
inhibidora de MAO-B extremadamente baja. Por oiro lado, el enantidmero (+)-
PAl tamhién Hena un grado de selectividad por la Inhibicidn de MAO-B
sorprendentements mayor que la de la forma racémica commespondiente, y por
eflo lens menos efecios secundarios indeseaebles en eof tratamiento de
enfermedades indicadas que ios que tenckia & mezcia racémica. Estos
hallazgos se basan en experimentos i vivo e in vilro como se describa con
mds detalle a continuacién, -

Se demosird por consigulante que (+)-PAl tiene la configuracion absoluta R.
Este haflazgo también fue sorprandants en base a la simiitud estructural
esperada de ansloglia de (+)-PA} con depreniio y las anfetaminas.

El aito grado de esterecsslectividad de actividad farmacologica antre [RK+)PAl
y ¢l enantidmers S{-) como se describe més adelante es cansiderabls. El
compuesio [R}(+)PAl es casl cuatro érdenes de magnitud mas acivo que el
enantidmero S(-) en la Inhibicién de MAO-B. Esta relacidn os significativaments
mayor que la observada entre los dos enantibmeros de deprenilo (Knoll and
Magyar, Adv. Blochem. Psychaopharmacol., §, 393 (1972); Magyar, ef al., Acta
Physiol. Acad. Scl. Hung., 32 377 (1967)). Ademés, en algunos enssyos
fisioldgicos, se describld que (+)-deprenilo tiene actividad igusd, o incluso mayor
que la del enantidmero (-) (Tekes, ef al, Pol. J. Pharmacol. Phamm., 40, 653
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(1988)).

MPAl #2 un inhbidor més potents de la activided de MAQ, paro con menor
selectividad por MAO-B sobre A (Tipton, et al., Biochem. Pharmacol., 31, 1250
(1982)). Como se cbsarvd sorprendentements un pequefio grado de diferanda
en las aclividades relativas de los dos enanlidmenos resusitos con MPAL, o
comporiamiento notable de [R}(+)PA) se pone de manifiesio aun mas (véaee la
Tabla 1B).

La soficitud de patents europea n® 438 492 B1 deacribe ol uso de R-PAl y mus
sales hidrocloruro y L-lartareto pare el tatamiento de enfermadad de
Parkinson, trastornos de la memoria, dernencia del tipo Alzheimer, depresion y
sindrome del niflo hiperaciivo.

La presents invencién también proporciona el uso del snantiomero de PAI solo
fermacéuticamente activo (sin L-DOPA) para la preparacidn de una
composiciin farmacéutica para ol tretamienio de una lesién neuroidadea, lesion
por isquemia cerebral, un traumetismo craneal, una lesion de la médula
espinal, esclerosis miitiple o sintomas de abstinencla (véase la revisién por
Youdim, et al., en Handbook of Exparimental Pharmacology, Trendelenbarg
and Wiener, eds., 90/, capltulo. 3 (1968)).

Finaiments, la presente invencidn proporciona sales muy estables de [Ri(+)PAI
con propledades farmacéuticas superiores. La sal mesilaio es especiaimente
estshie, presenia una selectivided Inesperadamente superior y presenia
MWWMquIamml
cormaspondiantas. ]

Sumario de {a Invencién
La presente invendidn proporciona el uso segin ia relvindicacién 1 de R{(+)-N-
propargll-1-amincindeno que tiene Ia sstructura:

g NE—CH,—Cw==CH
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La presente invencidn proporcionn ademés una sal farmacéuticamente
aceptabie de R(+)-N-propargll-1-aminoindanc segrin la relvindicacién 3.

La presents invencion proporciona sdemés una composicion farmacéulica
sagim la relvindicacién 7 que comprends una cantidad terapéiuticaments eficaz
de une sal farmacéuticamente aceptable de R(+)-N-propargil-1-aminoindano y
un vehicula farmacéuticaments aceptable.

La pressnts Invencidn proporciona ademés el uso de R(+)-N-propargi-1-
aminoindano o una de sus astes farmacduticamente aceptables pers la
preparacion de una composicion farmachulica pama fratar un paciente que
padecs una lesion neuroldxica.

La prasante invencidn proparciona ademés el uso de R{+)-N-propargll-1-
amingindano o una de sus assies famacduticaments acepiables para ‘e
preparacidn de una composiciin farmacdutica pera tratdr un paciente que
padecs isquemia cerebral,

La pregsents invencidn proporciona ademds & uso de R(+)-N-propargl-1-
aminoindano ¢ una de sus sgies farmacéulicamente aceptabies para o
preparacién de una composicion (armacéutica para trater un paclents que
padace lesidn por traumatiamo cranesl.

La prasents invencidn proporcions ademés el uso de R(+)-N-propargi-1-
aminoindano o una de sus sales famacéulicaments aceptables para la
prepamcién de une composicidn farmacdutica pera fretar un: paciente que
padece lasién de la médula espinal por traumatismo.

La presenie invencion proporciona ademds ef uso de R{+)-N-propargh-1-

amincindeno o une de sus sales farmecéulicamente aceptables para Ia .

preparacién da una composicién farmacéulica para tratar un paclente que
padecs asclarosia mdltiple.

La presente invencién proporciona ademdés el uso de R{+)-N-propargli-1-
amincindano o una de sus ssles farmacéuticaments aceptables para @
preparacién de una composicién farmacéutica para prevenir lesiones nervicsas
an un sujeto.

\\
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La_presente invencidn proporciona ademds el uso de R{+)-N-propergh-1-
aminoindano 0 una de sus sales farmacéuticaments aceptables pers Ia
preperecidn de una composicion farmacéutica para tratar un paciente que
padece sintomas de absinencia de una sustancla adictiva.

Breve descripcion de ian figurss
La Floura 1 es una represantacidn grifica de los resultados segin el Ejemplo
22 que musstra la activided inhibidora de MAO-A in vitro.

La Figua 2 es una representacién grifica de los resultados segin el Ejemplo
22 que muestra la activided inhibidora de MAO-B in vitro.

La Figura 3A es una representacion grifica de los resultados segin el Ejemplo
22 que muestra la actividad de MAQO en tejido cortical humano. El susirsto es
feniletiiamina (PEA) mercada con C.

uﬂm_ﬂémmeﬁhmaﬁmdw
22 que muestra la actividad de MAO en tejdo cortical humano. El sustraio es B-
hidroxitriptamina (5-HT) marcada con "C.

La Flgura 4 es una representacion grifica de los resuitados segin el Ejemplo
23 que muestra |a inhibicién aguda (1.p.) de MAO-A an el cersbro,

La Figura 3 o3 una represantacion grifica de los resultados segin el Ejemplo
23 que muesira la inhibicion aguda (1.p.) de MAO-B an el carebro.

La Figurn 6 es una representacion gnifica de los resuitados segin el Ejemplo
23 que muestra la inhibicidn aguda (1.p.) de MAO-A en e higado,

La Figura 7 es una represantacion gréfica de los resultadas segin el Ejempio
23 que muestra la Inhibicion aguda (1.p.) de MAO-B en el higado.

La Fiqura 8 es una representacion gréfica de fos resuliados segin el Ejempio
23 que mueastra (a inhibicion aguda {oral) da MAO-A an el cerebro,

La Figura § es una representacién grifica de ios resultados segin el Ejemplo
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23 que muesira la inhibicidn aguda (oral) de MAO-B en el cerebro.

La Figura 10 es una representacién grifica de los resuitados segin el Elemplo
23 que musstra la inhibicion aguda (oral) de MAO-A en al higado.

La Figura 11 es una representacién grifica de los resullados segun el Elempio
23 que muesira la inhibicién aguda (oral) de MAO-B en el higado.

La Figura 12 es una representacién grifica de los resultados segin el Ejemplo
24 que muestra ia inhibicion cronica de MAO-A en el cersbro.

La Figura 13 es una representscién grifica de 1os resultados segiin el Elemplo
24 que muestre la inhibicion cronica de MAO-B an el cerebro.

La Elgurm 14 ss una representacién grifica de los resultados segin ol Ejempio
24 que muestra la inhibicion crdnica de MAO-A an el higado.

La Figurs 15 o= una representacién grifica de los resultados segin el Ejemplo
24 que mussira la iInhibicién crdnica de MAO-B en el higado.

La Figura 16 es una rapresentacidn grifica de los resultados segin el Ejempio
25 que muasira la aclividad de MAO-B en cerebro de rata en funcidn del iempo
después de adminietracion |.p. de [Ri(+)PAL.

La Figum 17 es una representacion grifica de los resultados segun el Ejampio
32 que muesira la restauracion de la narmocinesia en ratonas que han recibido
haloperidol § mg/kg 9.c.. Los ratones recibleron cada uno de los frmacos de
onsayo Lp. en 'a dosis indicada. 2 horas despuéds reciblaron haloparidol. Se
determinaron las puntuaciones cinélicas 3 horas despuds del haloperidol. Esias
puntuacionss consistian en la copacidad de desplazarse horizontalmente a lo
largo de una bama, la capacidad para descender una bama vertical y Ia
reduccién de la catalepsia. En ausencla de haloperidal, la puntuacién mindma
fue- 12, con halaperidol solo, 6.6 + 0,03. La significacion estadistica se calculd
por la prusba “f" de Student * p < 0,08; ** p < 0,01; ***p< 0,001 con respecto a
haloperidol sclo. Las puntuaciones de [R)(+)PA! son significativamente distintas
de las de PAl racémico en 5 mg/kg (p< 0.05), en 10 mg/kg (p< 0,01) y en 15
mg/kg (p < 0.08), (n=5,8). La dosis mosirada es para la base lbre de PAl y no
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para [a sal mesilato).

uwummmmummuw
32 qua musstran ia restauracion de (a actividad moiora an ratas tratadas con a-
metil-p-tirosina en dosls de 100 mg/kg I.p. Las ratas recibleron el farmaco de
ensayo |.p. en las dosis indicadas. Despuds de dos horas recibleron o-Mpt y se
colocaron inmediataments en jaulas de aclividad. Se regisiro la actividad
moicara total durants 10 horas. Ratse contral, tratadas con solucién safina, solo
registraron 15.862+1424. Con a-Mpt sola, alcanzaron 8.108+810. Significacién
estadistica por ia prusba "t* de Student: * p< 0,05; “* p< 0,01; *** ps 0,00t con
raspecto a a-Mpt sola. Las puntusciones de [RY(+)PAI son significativaments
distintas de PAl rachmico en 2 mg/kg (p< 0.01), ("=8). La dasia mostrada es
pera la base libre de PAl y no para la sal mesilato.

La Flgurm 19 es un grifico que mussim la respussta de NADH a 2 minutos de
ancxda medida 30 minutos después de la lesidn vy a intervalos de medis hora
después da 1a misma.

Descripcién detallada de Ia lnvencién
La presante invencién proporciona el 130 sagin la relvindicacion 1 de R(+)-N-
propargil-1-aminoindano que tiene la estructura:

g SH——CH,——C==CH

Como se demuesira en los Ejemplos experimentales mis adelante, [R](+)PAI
es casl 7.000 veces més activo como inhibidor de MAO-B que [SK-)PAI. A Is

vista de los inhibidores de MAO-B conocidos en [a técnica que poseen baja
seleclividad entre MAO-A y MAO-B, y que no muestran tendencia pradeacible sn
la potencia como funcidn de la configuracion R o 8, la selectividad v potencia
de [R](+)PAI son inasperades.

[R}{(+)PAl sa puede obisner por resolucion éptica de mazclas racémicas de 0s
enantidmeros R y 8 de PAl. Dicha resoluciin se puede llevar a cabo por
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cualquier procadimiento convencional de resolucion bien conocido por un
expario en la técnica, tal como los descritos en J. Jacques, A. Collet and 8.
Wien, "Enantiomers, Racemates and Resolutions,” Wiley, New York (1881).
Por ejsmpio, ia resalucion se pusde Revar a cabo por cromatografia preparative
en una columne quiral. Otro ejemplo de un procedimiento de resolucion
adecuado es (a formacion de sales diasterecisoméricas con un acido quiral tal
como écido tartérico, milico, mandéfico o derivados N-acetiio de aminoécidas,
tales como N-acetl leucina, seguido por recristalizacién para sislar la sal
diasterecisomérica del enantiémero R dessedo.

La mezcla racémica de los enantidmeros R y S de PAI ae puede preparar, por
ejemplo, como se describe en jos documenios GB 1.003.678 y GB 1.037.014.
La mez2cia racémica de PAl también se puede preparar haclendo reaccionar 1-
cloraindano con propargilamina. De forma altemativa, este racemato se puade
preparar haciendo reaccioner propargiiemina con 1-indanona para formar ia
imina comespondients, seguldo por reduccidn del doble entsce carbono-
nitrdgeno de la Imina con un agents adecuado, tal comao borohidrura sédico.

Confome a esta invenddn, sl enantidmero R de PAl también se puede
preparar directaments a partir del enantiémero R Opticaments activo de 1-
aminoindano por reaccién con bromuro de proparglio o cloruro de propargiio o
bencencsulfonaio de propargiio en presencia de una base orgénica o
inorgénica y, opcionaiments, en presencia de un disolvente adecuado.

Basss orgénicas o inorganicas adecuadas para usar en la reaccion anterior
inciuyen. a modo de ejempio, tretiiemina, piridina, cerbonatos y bicarbonatos
de metaies alcalinos. Si la reaccién se lleva a cabo en presencla de un
discivente, el disciventa sa puade elegir de, por ejemplo, tolueno, cloruro de
metileno y acetonitriio. Un procedimiento para preparer [RK+)JPAl es hacer
reacciongr R-1-amincindano con cloruro de propargiio usando bicarbonato
potisico como base y acstonitriio como disolvente.

La reaccidén descrita antes de 1-aminoindano da como resultado por lo general
una mezcia de amina primaria sin reaccionar, la amina secundaria deseada y la
amina terclaria N,N-bispropargismino producio. La amina sscundaria deseads,
es decir, N-propargi-1-aminoindano, se puade separar de esta mezcia por un
procedimienio convancional de separacion que incluye, a modo de ejemplo,
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comatografia, destilacion y extraccién selectiva.

E) material de partidas R-1-smincindano se puade preparar por procedimienios
conocidos en la técnica que incluyen, a modo de ejemplo, el procedimiento de
Lawson and Rao, Blochemistry, 1. 2133 (1880). procedimienios en las
referencias citadas en el mismo y el procedimianto de la patente europsa n®
235.580.

R-1-amincindano iambién se puede preparar por resolucidn de una mexcla
racémica de ios enantidmeros R y S, que Implica, por sjemplo, la formacién de
sales diastereclsomdricas con écidos quiraies, o cualquier otro procedimisnto
1al como el descrito en J. Jacques, et al, Ibid. Como altemetiva, se puade
preparar R-1-aminoindeno haciendo resccionar 1-indanona con una amina
Aplicamente activa, seguido por reduccidn del doble enlace carbono-ritrdgenc
de la imina resultants por hidrogenacidn sobre un cetalizador sdecuado, taf
como paladio sobre carbén, éxido de pialino o niquel Raney. Aminas
Oplicamente aclivas adecuadas incluyen, por sjemplo. una de las antipodas de
fenstiamina o un éster de un aminodcido, tal como valina o feniislanina. El
eniace N-C bencilico se puede romper posteriorments por hidrogenacién en
condiciones no vigorosas.

Un procedimiento adicional para preparar R-1-aminoindano es la hidrogenacion
de éteres de axima indan-1-ons como se ha descrito antes, en los que la
porcién alquilo del éter contiens un centro quiral épticamente puro. Como
alternativa, se puede reducir un derivado no quiral de indan-1-ong que contiene
un dable enlace carbono-nitrdgenc, tal como una imina u axdma, con un agente
reducior quiral, por ejemplo, un complejo de hidnso de Itio y aluminio y
efedrina.

La presente invencidn proporcions ademés una sal famacéuticamente
acepiable de R(+)-N-propargi-1-aminoindeno seguin ia reivindicacion 3.

Sales farmacduticaments acepiables Incluyen, aunque sin quedar Umiladas a
las mismas, las sales mesilaio, malealo, fumarato, tartrato, hidrociorurn,
hidrobromuro, esilato, p-toluenosulfonato, benzoato, acetato, fosfato y suifeto.

£n una realizacién, la sal se salecclona del grupo formado por sal meslato de

\b
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R{+)-N-propargil-1-aminoindano, sal esilato de R{+)-N-propargil-1-aminoindano
y la sal sulfato ds R{+)-N-propargfl-1-amincindano.

Como se demuestra méds adelanio en los Elamplos experimentales, ia sal
moesilato as muy satabls a la degradacion iémica y presenta una selectividad
inesperadamante superior por MAO-B con respecio a la sal racémica,

Parm ia preparackin de sales de adicidn de #cidos farmacéuticaments
acspiablas del compuesio de [R}(+)}PAl. se puede hacer reaccionar ia base
live con los acidos desesdos en presencia de un discivents adecuado por
procedimientos convencionalss. De igual modo, se pusde convertic una sal de
adiclén de écidos en la forma base Fbre de una manera conocida.

Un modo preferido de preparar la sal mesilato de [RK+)PA! comprende (a)
afiadir una solucién acuosa de hidnxddo sédico al 15% a una solucidn de
bencenosulfonato (o ioslialo 0 mesiiaio) de propergiio en tolueno: (b) agitar
durants 5 horas; (c) afiadir més tolueno y agun; (d) separar y laver Ja fase
orgénica con hidréxido sodico al 10% y luego diluir con agua; {e) ajustar of pH
de la mezcla a 3,2 afladiendo écido sulfiico acuoso al 10%; (f) separar ia (ase
acuosa y ajustar ol pH 2 7,3 con hidrixido sodico al 10%: (g) extraer tres veces
con tolueno mientras s mantigne constants el pH: (h) concentrar las fases
orgénicas reunidas a vacio dando un aceite amarilio; (f) disoiver ol acolte y
icido L-tartirico en laopropandi; () calentar hasta refiujo durante 1 hore; (k)
enfriar hasta tempersiura ambiante y recoger al precipitado por fitracion; (i)
recristalizar el tartrato de di-propergiiaminoindana bruto en metanol/iscpropanol
(1:1) dando tartrato de di{(R({+)-N-propargil-1-amincindano); {m) disciver ia sal
iartrato y dcido metanosulfiinico en Isopropana!, y calentar hasta refiujo durante
30 minutos; y (n) enfrisr hesta temperatura ambiente y recoger ol R(+)}-N-
propeargli-1-amincindano precipiiado.

La presente invencin proporciona ademés una composicidn farmacéutica
sag(n la reivindicacidn 7 que comprende una cantidad terapéuticaments eficaz
de una sal farmacéuticamente aceptable da R(+)-N-propargll-1-amincindano y
un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La “cantidad terapéuticamente
eficaz” de R{+)-N-propergll-1-aminoindano o de su sal famacéuticamants
acepteble 80 puede determinar confarme a procedimientos bien conocidos por
ios experios en la tomica.
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Sales posibles (tiles para dichas composicionea incluyen las sales mesilato,
aslaio y sulfato.

Eeizs composiciones se pusden preparar como medicamentos para su
administracidn por via oral, parenteral, rectal o transdérmica.

En una realirackn, el vehiculo famacéuticamenta acepiable es un sdiido y la
compoalcién farmacéutica s un comprimido. La canfidad terapéuticaments
oficaz puede ser una canfidad da 01 mg a 100 mg. La cantdad
terapéuticaments eficaz también pusde ser una cantidad de 1 mg a 10 tng.

Formas adecuadas para administracién oral inciuyen comprimidos, pestiies
comyximidas o revestidas, grugeas, sobrecillos, cipsulas de gelstina dura o
bianda, comprimidos sublingusies, jarabes y suspensiones.

En una realizacién alternativa, of vehiculo farmacéuticaments acaptable es un
liquido y la composicién farmacdutica es una solucién inyectable. La cantidad
terapéuticaments eficaz puede ser una cantidad de 0,1 mg/m) a 100 mg/imi.La
cantidad terapéuticamante eficaz puede sar iambién una cantidad de 1 mg/ml e
10 mg/ml. En una realizaciin, 1a doslas adminisirada es una cantidad que varie
de0.1mia1,0ml

En otrs reslizacion aemetiva, el vehiculo es un gel y I8 composicidn
farmacdutica es un supostiono.

Para administracién parenteral, la invencién proporciona ampolias o visles que
incluyen una solucidén o emulsion acucsa o no acuosa. Para administracion
rectal, sa proporcionan suposiiorios con vehiculos hidrdfilos o hidréfohos. Para
aplicacién i0pica como pomadas y hberacién transdérmica se proporcionan
sistemas de liberacién adecuados conocidos en la lécnica.

En una realizacidn preferida, la sal farmacéuticaments aceptable es una sal
measliato,

Eslas composiciones e&s pusden usar sglas para tratar los trastomoe
anteriormente citados o, de forma atemativa, como en el caso de enfarmeded
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de Parkinson, por ajempio, se puedan usar como adyuvante a los tratamientos
convencionales con L-DOPA.

Las dosificaciones preferidas del Ingrediente aclivo, es decir, [RK+)-PAl, en las
composiciones anteriores estdn denfro de los siguientes Intervalos. Para
formulacionas orgles o en supositorio, se pueden tomar al dia de 0,1 a 100 mg
por dasis unitaria, y preferiblements se toman al dia de 1 a 10 mg por dosie
unitaria. Para formulaciones inyectabies, se pueden tomar al dia de 0,1 a 100

mg/mi por doals unitaria y, preferiblements, se toman el dia de 1 a 10 mg/ml
por dosis unitaria,

En una realizacién, la composicién farmacdutica comprende ademés una
cantidad terapéuticamente eficaz de Levodopa. En otra reallzacion, la
composicidn farmacdutica comprende ademés una canfidad eficez de un
inhibidor de descarboxiinsa.

La cantidad de Inhibidor de descarboxilasa administrada en combinacién con
[RK*)PAl o una de sus sales famacéulicamente aceptables es una cantidad
eficaz para garentizar la recaptacion de L-DOPA en e! sujeto.

Elimbmrdodmpuedo_urb(:arum. En una realizacion, 1a
canfidad terepéuticamente eficaz de R(+)-N-propargil-1-amincindano varia de
0,1 mg a 100 mg, la cantidad terapéuticaments eficaz de Levodopa varia de 50
a 250 mg y la cantidad eficaz de L-Carbidopa verla de 10 mg a 25 mg.

El inhibidor de descarboxiiasa puede ser benserazida. En una reaiizacién, la
cantidad terapéuticementa eficaz de R{+)-N-propargil-1-amincindano varia de
0,1 mg a 100 mg, la cantidad terapéuticamente eficaz de Levodopa varia de 50
a 200 mg y la cantidad eficaz de benserazida varia de 12,5 mg a 50 mg.

La presente invencidn proporciona ademas un procedimienio para tratar un
sujelo que padoce enfermedad de Parkineon que comprende adminisirar al
sujeto una cantidad de la sal mesiiato o esllato o sulfato de R(+)-N-propargi-1-
aminoindano de la presents Invencion eficaz para trater enfermedad de
Parkinson en ol sujelo.

Procedimientos de tratamiento de la enfermedad de Parkinson gue combinan el
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veo de las sales de [R](+)PAl anteriormente citadas con oiros fdrmacos, tales
como agonistas de la dopemina, tromcripting, pergolida, lisurida, asl como
inhibidores de la catecolamine wddasa metl transferssa estdn dentro del
alcance de [a presentis nvencion,

En una realizacién preferida, la sal famacéuticaments acepiable es una sal
mealiato.

La adminisiracidn puede comprendsr administracion por via ol
administracién por via rectal, sdministracin por via trensdérmica o
administracién por via parenteral.

El procedimiento puede comprender ademds administrar al sujeto una cantidad
terapduticamentie eficaz de Levodopa. El procedimianto comprende edemdbs
adminisirar &) sujeto una cantidad eficaz de un inhibidor de descarboxiiasa.

£l inhibidor de dascarboxilase pusde ser L-Carbidopa. Como altemnativa, el
inhibidor de descarboxilasa pueds ser barestazida.

La presente invencidn proporciona ademds un procadimiento para trater un
ayjeto que padecs un frastomo de s memoria que comprende adminiatrar al
sujato una cantidad de ia sal mesilato o esilato o sulfato de R(+)-N-propargi-1-
aminoindano de la presents invenciin eficax pera frater of trastomo de la
memaria en el sujeto.

La prasents invencidn proporciona ademés un procadimiento para tratar un
sujeto que padece demencia qus comprande administrar al sujeto une cantidad
de la sal mesilaio o eallato o sulfaio de R{+)-N-propargt-1-aminoindano de 1a
presentsa invencion eficaz para tratar demencia en el sujeto. En una reallzecion,
la demencia as demencia de! tipo Alzhaimer (DAT).

La presente Invencidn proparciona ademds un procedimiento para tratsr un
sujeto que padece depresién que comprende administrar al sujeto una cantidad
de la sal mesilato o esliato o sulfato da R(+)-N-propargil-1-aminoindano de la
presents invencion eficaz para tratar depraaion en el swjeto.

La presente Invencién proporciona ademas un procadimiento para tratar un
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syjeto que padece sindrome de hiperactivided que comprende administrar al
sujeto una cantidad de la sal mesiato o ssilato o sulfato de R(+)-N-propargll-1-
annoindano de la presents nvencidn eficaz para Uatar sindrome de

hiperactividad en el sujeto.

La administracidn puede comprender adminisirecitn por via oral,
mnm:bnpuvhmomm.porvhpum“.

La presente invencién proporcona ademés un procadimiento pera tratar un
syjeto qus padece una enfermedad afectiva que comprende administrar ol
sujeto una cantidad de e sal mesiiaio o esliato o sulfato de R{+)-N-propargil-1-
aminoindano de la presents invencion eficaz para tratar la snfermedad afectiva
en ol sujeto.

La presente invencidn proporcona ademés un procedimiento para tratar un
syeto que padece una enfermedad nlllwewmrallva que comprende
administrar a} sujeto una caniidad da ia sal mesiiato o esiiaio o sulfato de R(+)-
N-propargi-1-amincindano de la presents invencldn eficaz para tratar la
anfermedad neurodagenerativa an al sujeto.

La presente invencidn proporciona ademés un procadimienio para trater un
sujeto que padece una lesidn neurotdxica que comprende administrar al sujeto
una cantidad de R{+)}N-propagi-1-aminaindano ¢ deo sus sales
farmacéuticamenta aceptables de la pressnta invencidn eficaz para tratar la
leaién neurotdxtica en el sujetn.

La presents invencidn proporcions ademés un procedimiento para tratar un
sujeto que padece isquamia cerebral que comprende administrar al sujeto una
cantidad de R(+}-N-propargl-1-amincindane o de sus sales farmacéuticamente
aceplables de la prosente Invencion eficaz para trater lsquemia cerebral en al
sujeto.

La presents invencién proporciona ademés unh procedimianto para tratar. un
sujeio que padece una lesién por fraumatisno craneal qus comprende
administrar al sujsto una cantidad de R(+)-N-propargil-1-amincindano o de sus
sales famacéulicaments aceptables da la presants invencion eficaz para tratar
{2 Jesidn por traumatismo craneal en el syjeto.
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La presanta invencién proporcions ademids un procedimiento pere ratar un
sujeto que padece una lesitn de la médula espinal que comprende administrar
al sujeto una cantidad de R(+)-N-propargil-1-amincindano o de sus sales
farmacéuticamanis aceptables de la presenie invencitn eficaz para traiar 1a
{esi6n de la médula espinal en ol sujsto.

La presente invencidn proporciona ademés un procedimienio para tratar un
sujsto que padece esquizofrenia que comprende administrar al sujelo una
cantidad de la sal meallato o esilato O sulfalo de R(+)-N-propargi-1-
aminoindano de 'a presenis invencion eficaz para tretar esquizafrenia en el
sujeto.

La presente invencion proporciona ademés un procadimiento para fraier un
sujeto que padece un frastomo por défict de atencion que comprende
administrar al sjeto una cantidad de la sal mesilato o esllaio 0 sulfato de R(+)-
N-propargil-1-amincindeno de la presenia invencidn eficaz para fratar el
trastorno por déficit de atencién en el sujeto.

La presents invenclon proparciona ademés un procedimiento para tratar un
sujeto que padecs esaclerosis miiliiple que comprende administrar al sujeto una
cantidad de 'a sal mesiato o esliatvo o sulfato de R(+)-N-propamgf-1-
aminomdano de la presents invencidn eficaz para tratar esclerosis mitliple en
ol sujeto.

La presents invencién proporciona ademés un procedimiento para prevenir una
loalén nerviosa en un sujeto que comprende adminisirar al sujeto una cantidad
de la sal mesiiato o esilalo o sulfato de R(+)-N-propargil-1-aminoindano des ia
presenis Invencién eficaz para prevenir una lesién nerviosa an el sujeto.

En una realizacidn, 1a lasion nervioaa es lesién narvivaa estruchial. En ofm
realizacion, la lesién nerviosa estructural as lesidn en el nervio dptico.

La presente invencién proporciona ademés un procedimiento para tratar un
sujeto que padece siniomas de abstinencia de una susiancla adicliva que
comprende administrar a sujeto una cantided de R{+)}-N-propargi-1-
amincindano o de sus sales farmacéuticamente acepiables de ia presants
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invencion eficaz para fratar ios sintomas de abatinencia en el sujeto.

Tal y como ss usa en la presents memoria, el la expresion “siniomas de
abstinencia” se refisre a los sintomas fisicos y/o psicoldgicos, incluyendo deseo
trreprimible de drogas, depresion, nitabilidad, anergia, desmotivacidn, cambio
en &l apstito, nauseas, agitacién e kreguiaridad an sl susfio.

Tal y como 6 usa en la presente memoria, el trmino “susiancia adictiva®
inchuye, a modo de ejemplo, (a) oplaceos adiciivos tales como opio, heroina y
moifina, (b) psicoestimulanies tales como coceina, anfetaminas y
metanfetaminas, (c) aicohol, (d) nicotina, (e) barbitGricos y (f) narciticos tales
como fentaniio, codeina, difenoxiisto y tebaina. .

En una realizacidn, la sustancia adictiva es cocaina. En olra realizacién, la
sustancia adictive es efcchal.

Sa puede preparar R{+)-N-propargil-1-aminoindano poniendo en contacto, en
presancia de una base orgénica o inorgénica, R(-)-amincindano con bromuro

de propargilo o cloruro de propargiic 0 bencenosulfonato de propargiio, para aal .

formar R(+)}-N-propargli-1-amincindano y aisiar ol R(+)-N-propargil-1-
aminoindano asi formado.

Se puade preparar N-propargi-1-amincindano racémico ponienda en contacto,
en presencia de una base organica o norganica, 1-amincindano racémico con
bromuro de proparglio o cloruro deé propargiio para asi formar N-propargl-1-
aminoindano racémico y aislar el N-propargil-1-aminoindano racémico asl
formado. )

So puede preparar una sal de R{+)-N-propargll-1-aminoindano ponlando en
contacto N-propargil-1-aminoindano racémico con un dcido Gpticaments activo
para asl formar dos sales dlasteracisomdricas de N-propargil-1-aminoindano y
alslar la sal R(+)-N-propargi-t-amincindano de la sal N-propargil-1-
aminoindano diastereolsomdrica asl formada.

En una realizacion, e alslamlenio comprende afslamiento por cristalizacién
fraccionade.
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Los sigulentas delallos exparimentales se presentan para ayudear a8 comprender
la invencién y no se pretahds, y no se considerard, imitar en modo alguno la
invencin descrita en las relvindicaciones que siguen mas adelante,

|:>',I.‘A,L' [SANSY LONN NYRIN SR 1 FIW N LR N GRS | SR b

Se afadieron 10,0 g de 1-amincindano racémico y 104 g de carbonalo
potésico 8 75 mi de acstonitriio. La suspensidn resultante se calentd hasta
60°C y se afladieron 4,5 g de cloruro de propargilo goia a gota.

La mazcia se agitd @ 60°C durants 16 horas, despude de o cual ss eiiminaron
la mayor parte de los voldiiles por destilacién a vacio. E residuo se repartid
entre hidréxido s6dico acuoso al 10% y doruro de metisno,

La fese orgénica se sacH y ol disdivente se elimind por destiiacién. E| residuo
se sometid a cromatografis ultramipida scbre gel de sllice, eluyendo con
aceiato de etlio al 40%/Mhexano al 60%. Las fracciones que contenian el
compuesio del epigrafe en forma de base kibre se reuniaron y se reemplazd el
disolvente por éter. La solucion de éter se tratd con HCI geseoso, sa alald e
precipitado formado por fitracién con succion y se recristalizé en isopropanol,
dendo 7.3 g del compuesio del epigrafe, p.f. 162-4°C.

mammymnmmmmhm
de Eatadoa Unidoa n® 3.513.244, expadida ol 10 de mayo de 1970, y una

muesira auténtica y fueron como sigue: RMN 3 (CDCL): 2.45 (2H, m), 2,60 (1H,
t), 2,80 (1H, m), 3,45 (1H, m), 3,70 (2H, d), 4,85 (1H, t). 7.5 (4H, m) ppm.

L S O SAF &P SRG LD=3 ~ SNOr=) L

Se alsld 8l compueso epigrafe en de base libre resoiviendo la
mezcia racémica de la base lbre del Ejempio 11 en una columna de HPLC
preperativa Chiracef® OJ (iris [p-metibenzoato] de celulnsa) eluyendo con
isopropanol al 10%/hexano al 90% y recogiendo ef primer pico principal ehido.
El aceite resueito e convirtid en el compuesto del epigrafa (hidracioruro) por
tratamianto de una solucién en éter dietliico sl 10% del aceite con HC! gassoso
y o precipitado resultante se recogié por fitracion con succidn. [a]p -29.2°

e
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{etanol al 1%). p.f. 182-184°C. El resio de propledades cromatogrificas y
espectroschpicas fusron idénticas a las de ia sal hidrocloruro del Ejemplo 1.

El compuesto epigrafe se prepard como en el Ejemplo 2 antedor, saivo
porque se recogid el segundo pico principal elido. [a]o +29,1° (etanol al 0,8%),
p{. 178-181°C. El resto de propladades cromatogrificas y especiroscopicas
fueron idénticas a las de |8 sal hidrocloruro del Ejempio 1.

EJEMPLO 4

Hidrocionuro sie R-{+)-N-propergli-1-aminoindane

Se afladieron 12,4 g de R-(-)}-1-eminocindano y 12,0 g de carbonato potisico a
95 mi de acetonitriio. La suspernsiin resullants se calentd hasta 80°C y se
afladleron 3,6 g de cloruro de propanglio gota a gota. La mazcia sa agitd a 60°C
durante 16 horas, despuds de 1o cual 36 edrajeron la mayor parte de los
volitiles por destiiacidn a vecio. El residuo ee repartid entre hidrdxido sbdico
acuoso a 10% y cloruro de metiieno.

La fase orgénica se secd y ol disolvenite se elimind a vacio. E! residuo se
sometié a cromatografia ultraripida aobre gel de sllice eluyendo con acelaio
de etiio al 40%/Mexanc al 80%. Laa fracciones qua contenian la base libre del
compuesio del spigrafe se reunieran y el disoivente se reemplazd por éter. Le
" solucidn de éter se aleld por fitracitn con succidn y se recristallzd en
lsopropancl dando 0,8 g de! compuesio del epigrafe, p.f. 183-185°C, {a} +
30.90 (etonal al 2%). Las propledades especirsiss fueron idénticas a las

] deecritas para el compuesio del Ejemplo 1.

35

El compussto del epigrafe se prepard por el procedimiento del Ejempio 4, saivo
porque se usd como material de partida S-(+)1-amincindano. El producto
prasentd un [a]p -30,3 (etancl al 2%), p.f. 183-5°C. Las propledades especirales
fueron idénticas a las descrites para ei compuestio del Elempio 1.
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Se afadid una solucién de R-{+)-N-propargii-1-aminoindano base libre (5.0 g)
en metanol (48 mi) a una solucidn de Acido tartérico (4.4 g) en 48 ml de
metano! a ebulicion. La solucidn se calentd hasta refiujo y se afiadieron
durante 20 minutos 284 mi de éter t-butiimetlico. La mezcia se calentd durante
otros 30 minutos, se enfrié y se aisié el precipitado resultants por filtracion con
succion dando 6,7 g det compuesto del epigrafe: pf. 175°-177°C; [alp (1.5,
Hz0) = +34.3; Andilisis caiculedo para CoelHyOgN; ; C. 88,26, H, 6,56, N, 5,68.
Encontrado: C, 68,78; H, 6,57; N, 5,61.

Mealiato a8 R-{+1-N-Droparos HEOMaene

a) Se afladid gota a gota una solucidn acuosa de hidrésddo sddico al 15% (108
ml) a una solucién de bencencsulfonato de propargiio (78,4 g) y amincindano
racémico (63,2 g) an tolueno (240 mi) a 20°C. Después de agitar 5 horas, se
afiadieron con agitacién més tolueno (80 mi) y agua (200 mi). La fase orgénica
56 separd y se lavd con hidroxido sddico acuoso al 10% y luego se diluyd con
agua. El pH de la mezcia se ajustd a 3,2 mediants la adicidn de acido sulfiirico
acuoso al 10%.Lafuoimouuup.6ywpﬂaoaiﬂba7.3uanlﬂdm
sodico al 10% y se extrajo tres veces con tolueno mientras se manienia ef pH
constante. Las fases orgénicas reunidas se concentraron a vacio hasia 40,7 g
de un aceite amarilio.

b} Se disvivieron en [sopropanal (1 1) y se calentaron a refiujo durants 1 hora el
propargiiaminoindano racémico anterfor y ficido L-tartdrico (10 g). La reaccién
se dejo enfriar hasta temperatura ambients con agitacion y el precipitado se
recogid por filiracion. El tertrato de di-propargiiaminoindano bruto se recristalizd
en 1 | de metanolisopropanol 1:1 dando L-tastrato ds di(R-(+)-N-proparil-1-
aminoindano) con propledades fisicas y especirales Idéniicas a las del
compuesio del Ejampio BA.

c} Se calentd hasta refhujo duranie 30 minutos una solucién de tarirato de di(R-
(+)>-N-propargil-1-aminoindano) (15 g) y éacido metancaulfdnico (8 g) en
isopropanol (150 mi). La reaccion se dejd enfriar hasta temperstura amblente y
el precipitedo resultants se alsib por filiracidn con succién dando el compuesto
det epigrafe {11,1 g) con p.f. 157°C y [a)p . 22°C.
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Hidroclorure de R-{+)-N-meti-N-Droparmll-1-gmipoindang

Se afladieron a 15 mi de acetona la forma base fbre de R-(+)-N-propargl-1-
aminoindano de! Ejemplo 4 (1,2 gramos), carbonaio potésico (0.97 gremos) y
yoduro de metilo (1 gramo) y la suspension resultants se calentd hasta refiyjo
an aimésfera de nitrégenc durante 8 horas. A continuacién se etiminaron ioe
woltiles a presién raducida y ol residuo se repartid entre hidréxido sadico
acuoso al 10% (30 mi) y cloruro da metiisno (30 mi). La fase organica se secd y
el disolvente se elimind a vacio. El residup se someiid a cromatografia
ultrarrépida sobre gel de silice sluyendo con acsisto de etio al 40%/hexano al
60%. Las fracciones que contanian compuesto del epigrafe como base libre se
reunieron y ¢l disolvante se reemplaxd par éter dietflico. La solucidn de éter se
tratd con HCl gasecso. Los voldties sa efiminaron a vacio y ol reskhko. se
recristalizd en isopropanol dando 400 mg del compuesto del apigrafe como un
stiko blanco cristalino, pf. 134-130°C, [a]n +31,40 (etanol). RMN 3 (COCl):
2,55 (2H, m); 2,7 (1H, s ancho); 28 (34, 8. 3,0 (1H, m); 34 (1 H,m) 3.9 (2H, s
ancho); 5,05 {(1H, m); 7.7 (4H, m) ppm.

Se prepard el compuesto del epigrafe como en el Ejemplo 7 antsrior, salvo que
88 usd como material de portida S-{-)-N-propargii-t-amincindanc (base Libre)
del Ejempio 5. Todas ias propiedades fisicas y espacirales del compussto del
epigrafe fueron idénticas a las del Ejernplo 7 salvo para [a]p -34.9° C (etanol).

EJEMPLO §

Composicidin de comarimido

Hidrocioruro de N-prapargil-1(R)-aminoindano 781 mg*
Almidén pregaiatinizado, FN*™* 470 mg
Lactosa hidratada, FN 68,0 mg
Celulosa microcristalina, FN 20,0 mg
Almidén glicolato sodico, FN 299 mg
Taico, Farmacopes EEUU 15mg
Estearato de magnesio, FN 0.7mg

*Equivalente a 5,0 mg de N-propargll amingindano base
** FN = Formutario Naclonal
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EJEMPLO 10
Compoalicién de comprimidp

Hidrocioruro de N-propargil-1(R)-aminoindano
Lactosa hidratada

Almidén pregelatinizado

Cehiosa microcristalina

Almiddn glicolato sddico

Talco, Farmacopea EEUU

Estearalo de magnesio, FN

*Equivalents a 1,0 mg de N-propargll amincindanc base

EJEMPLO 11
Composicitn de cigsuly

Hidrocloruro de N-propargi-1(R)-amintindanc
Almidén pregelatinizado
Almidon

-Csiulcsa microcristaiina

Eti calulosa

Talco

1,56 mg"
50.0 mg
36,0 mg
140 mg
214mg

1.0mg
0.5y

40mg
250mg

- 10mg

1.5mg

Se afiade agua purificads segin se requiera para la granulacion.

EJEMPLO 12
Composicién de [nyeccién

Hidrociaruro de N-propargl-1(R)-aminoindano
Dextrosa anhidra
Se aflade HCI hasta pH 5

Se aftade agua purificada segiin se requlera hasta 1 mi.

50mg
44.0mg
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Composicion de inveccién
Hidroclonyro de N-propargil-1(R)-amincindeno 1.0mg
Cloruro sadico 89mg
Se aflade HCl hasta pH 5

Se aftade aguas purificada segin se requiera hesta 1 mi.

EJEMPLO 14

Camposicién de inveccién

Hidrocioruro de N-propargll- 1(R)-aminoindano 20mg
Cloruro sddico 88 mg
Se aflade HC| hasta pH §

Se afiade agua purificada segin se requiera hasta 1 mi.

EEMPLO 16

Composicién de larsbe

Hidroclornuwro de N-propargll-1(R)-aminoindano 50mg
Sacarosa 2250,0 mg
Sacarina sddica 5.0 mg
Metiiparabeno 8,0mg
Propiiperabeno 1.0mg
Aroma 20,0 mg
Qlicerima, femacopea EEUU 500 mg
Alcohol al 5%, farmacopea EEUV 200 mg

Se afiade agus purificada segin se requiera hasta 5,0 mi.

- EJEMPLO 10
Comprimidos sublingusies
Hidrodloruro de N-propargi-1{R)-aminoindano 25mg
Celulosa micracristalina 20,0 mg

Lactosa hidratada 5.0 mg



Almidén pregelatinkzado 30mg
Povidona 03 mg
Agente coloranis c.8.
Aroma cs.
Eduicorants c.8.
Talco . 0.3mg

Se mezcian los exciplentes y el componente aclivo y se granulan con una
solucion en etanol de Povidona. Deapués de secar y pesar se mezcia con el
talco y se comprime.

EJEMPLO 17

Comprimidos sublingusien de PAS

Hidrocloruro de N-propargd-1(R)-amincindano 5.0img
Csiulosa microcrisialing 15,0 mg
Almidén pregelatinizado 12.0mg
Etil celulosa 03 mg
Talco 03 mg

&memmﬂmumm.mmhwm.

EJEMPLO 138

Composicién da comprimide

Hidrocioruro de N-propargll-1{R)-aminoindano 50mg
Levodopa 100,0 mg
Casbidopa 25,0mg
Almidén pregelatinizado 24,0 mg
Almidén 40,0 mg
Celulosa microcristafina 495mg
Colorants D & C Amarilion® 10 05mg
Colorante D & C Amarillo n° 8 0,02 mg

Se afade alcohol de la farmacopea de EEUU segin se requiera para la
granulacion.
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EJEMPLO 19
Compasicién de comprimido

Masilato de N-propargil-1{R)-amincindanc
Almidén pregelatinizado, FN

Laciosa hidratada, FN

Celulosa microcristelina, FN

Amiddn glicolato sddico, FN

Taico, Farmacopea EEUU

Estsaralo de magnesio, FN

"Equivalente a 5,0 mg de N-propargll aminoindano base

Mesilato de N-propargil-1{R)-aminoindano
Lactasa hidratada

Almidén pregetatinkzado

Cehulosa microcristalina

Almidon giicolato sddico

Taico, Farmacopea EEUU

Estearato de magnesio, FN

“Equivalente a 1,0 mg de N-propargll aminoindano base

EJEMPLO 21
Composicidn de chosula

Mesilato de N-propargli-1(R)-aminoindano
Almiddn pregelatinizado

Almidén

Celulosa microcristalina

Etil celulosa

Taico

78t mg"
47.0mg
68.0mg
20.0 mg
299mg
15mg
0.7 mg

1,58 mg*

80,0 mg

38,0 mg

14.0mg
214 mg
1.0mg
0.5mg

5.0 mg
10,0 mg
44.0 mg
250mg

1.0mg

15mg

Se aftade agua purificadia segin se requiera para la granutacion.
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EJEMPLO 23
inhibicidn de ia actividad de MAQ i vilro
Protocolo experimental
La fuanta de enzima MAO fus un homogeneizado de cersbro de rate en
sacarosa 0,3M, que se cenbifugd a 600 g durante 15 minutos. El sobrenadante
se diuyd de forrna aproplada en tampon fosfato 0,05M y se preincubd con
diluciones an sarie da compuesios: [Ri(+)PAl, {SK-)PA!1 y PAI racémico durante
20 minuios a 37°C. Se aftadleron sustratos marcados con 'C (2-fenlietilamins,
en lo sucesivo PEA); S-hidroxiiriptamina, en lo sucesivo (5-HT) y la incubacién
se prolongd duranta oiros 20 minuios (PEA), 0 3045 minutos (5-HT). Las
conceniracionas de sustraio usadas fusron 50 pM (PEA) y 1 mM (5-HT). En el
caso do PEA; la concanitracidn de enzima se eligid do modo que no se
metabolizaré més del 10% de sustratn durants &l cureo de 'a reaccidn. La
reaccidn se intermumpié entonces mediants Ia adicidn de traniicipromina (a una
concentracion final de 1 mM) y se fitrd ol incubado en una columna pequefia
de Amberilte® CG-50 tamponada hasta pH 8,3. Ls columna se lavé con 1,6 mi
de agua, se agruparon los sluaios y se determind el contsnido radiactivo por
espectromeiria de centalleo liquido. Puesio que los sustralos de amina se
retienen totaimenie en la columna, la radiactivided en el eluato Indica ia
produccion de metabolitos neutros y écidos formados como resultado de
aclividad de MAO. La actividad de MAQ en ka muestra se expresd como
porceniaje de la actividad control en ausencia de Inhbidores despuéds de restar
los valores de los blancos apropiados. Se hace referencia a 'a eciividad
detsrminada usando PEA como MAO-B y la determinada usando 5-HT como
MAO-A

Resuitados -

La sctividad inhibidora de [Ri(+)PAI, [Si-)}-PAl y PAl racémico 38 examind por
saparado in vitro y ios resultados de los experimentos tipicos 88 muestran en
las Figuas 1 ¥ 2. Tado el experimenio se repitid tres veces. Las
conceniraciones de Inhibidor que producen una Inbibicion del 50% dal
metaboliamo del sustrato (Clyp) e calcularon a partir de las curvas de
inhibicidn, y se muestran en Ia Tabla 1A. De estos datos sa puede apreciar
que:

{a) [Ri(+)PAl ee das veces més activo que el racemato para inhibir MAQO-B;
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(b) [R}{+)PAI es 29 veces més aclivo para inhibir MAO-B que MAO-A;

(c) {SK-) PAl es solo 1/8,800 tan activo como [RY+)PAl para inhiblr MAO-B, y
muesira poca 0 nula selectividad antre MAO-B y MAO-A,

TABLA 1A
VALORES DE Clgp (NM) PARA LA INHIBICION DE MAO-A Y MAO-B POR PAI RACEMICO
YLOS ENANTIOMEROS R{+} Y S(-) DEL MSMO EN HOMOGENEIZADO DE CEREBRO DE
RATA in vifro

MAO-A MAO-B
[SI¢-PAI [RI(+)PAl Rac  (S](-)PAl [RK+JPAl Rac

26000 73 140 17000 2,6 5

Los resuitados de los mismos expesimenios usando R{+) y 8(-) MPAI (N-metil-
N-propargil-1-amincindanc) se prasentan en la Tabla 1B. Cada uno de los
enantibmeros de MAP| es menos seleclivo en (a inhibicion de MAO-A y MAO-B
que [RK+)PAl. Ademds, [RK+)MPA! es solo cinco veces més activo que
[SK-MPAI en la inhibicdn de MAO-B, & contrario que [Rj(+)PAl que es
Wmh?@ueumm“m]{-wmeﬂﬂem.

TABLA 1B
VALORES DE Cly (NM) PARA LA INHIBICION DE MAO-A Y MAO-B PORLOS
ENANTIOMEROS R(+) Y S(-) DE MPA] EN HOMOGENEIZADO DE DE RATA
in vitro

Clea (DM}
MAO-A MAO-B

Compuesio: (S] (-)MPAI [R] (+)MPAI [S] (-MPAI [R] (+)MPAI
70 3 50 10

Algunos experimenios también se llevaron a cabo con tsjidos corticales de
cersbrg humano obtenidos 6 horas despuds da la muerts y se trataron como se
ha descrito antes. Los resultados de dicho experimento se muestran en las
Figuras 3A y 3B en las qus [R](+)PAl, [S](-)}PAl y PAl racémico son como se
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Se trataron ratas (macho derivadas de Sprague-Dawley) con un peso de 250
+20 g con uno de ios enantimercs o la forma racémica de PAJ por inyaccién
intraperitoneal (ip) o0 sonda nasogdisirica {po) y se decapitaran 1 hora o 2 horas
después, respectivaments. Se usaron grupos de tres rales pare cada nivel de
dosis de inhibidor y se determind la actividad de MAO en cerebro e higado
usando‘la técnica general descrita entes. La caniidad de protsina en ceda
Incubaciin se detarmind usando el procadimiento de Folin-Lowry, y la aclividad
de la enzima se calculd como nmol de sustrato metabolizado por hora de
incubeciin para cada mg de proteina. La actividad de MAC en tejidos de
animales tratados con inhibidores se axpresd como porcenaje de la actividad
de la enzima en un grupo de animaies control a los que se adminisind vehiculo
(agua para administracién oral, solucidn salina &l 0,9% para inyeccién Ip) y se
sacrificaron como anlea.

Rasultados

Ninguno de ios niveles de dosis usados con los férmacos inhbidores
produjeron alteracidn alguna evidents an el comportamiento. Los resuitados se
representan en las Figuras 4 a 11. Despuds de la administracién Ip, el
compuesto [R]{+)}PAI produjo una Inhibicién del 80% de la actividad de MAO-B
carsbral an una dosls de 0,5 mg/kg. La misma dosis produjo solo una inhibicidn
del 20% da la aclividad de MAO-A. Mediants administracion orel, la misma
dosis de [R}{+)PAl produjo una inhibiclén del BON de MAO-B ain inhibicién
detectabls de MAO-A. Se apreciaron resuliados pricticaments similares para la
MAO cerebral que para [a inhibicidn de MAO hepdtica. Las dosls que
produjeron una inhibicion del 50% do MAO-A y MAO-B (Cls) se calcularon a
parlir de cwvas de nhibicion y a8 muestran en la Tabla 2. Esios datos
muestran: (a) que la actividad inhibidora de MAQO de [R](+)PAI se mantiena in
vivo en la rata; (b) qua la seleciividad por Ia Inhibicion de MAO-B, en
contraposicidn a MAO-A, por [Rl{+)PA! se mantiene in vivo, (c) que la actividad
mucho mayor da! enantiémero (+), en contraposicién al enantidmero (-). se
mantiene in vivo; (d) que (os compuestos ae absorben de forma eficaz despuds
de la administracion oral; y (o) que fos compuesios pasan de farma oficaz la
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bamera hemoencefélica e inhiben ds forma eficaz MAO cerebral. El hacho de

que [R+*)PAl fue aproximadaments dos vecas més acliva qua el compuestn
racémico pare la Inhibicibn de MAO-B es un reflejo de la actividad
extremadaments baja de [S](-)PAl por la inhibicién de MAO-B.

TABLA 2
VALORES DE Clag (MG/KG) PARA LA INHIBICION DE MAC-A Y MAO-B POR [R] (+)PAJ,
[SK-JPAI O PAI RACEMICO EN LA RATA, DESPUES DE ADMINISTRACION POR INYECCION
INTRAPERITONEAL (1) U ORAL (PO)

Clg (mg/kg)

MAGC-A MAO-B
[Compuesio | [SX-) PAI [ (RK-) PAl | Racémico | [SK-) PAI | [RK-) PAI | Racémico |
1.P. Corsbro | > 10 1.2 28 | >10 007 | 02
LP. Higado >10 5 5 >10 0.08 0,11
P.0.Coretbro | > 10 >8 >5 >10 0,17 020
P.0. Higado >10 »5 >3 > 10 0.05 0,00

Se trataron ratas (especificaciones como en &l Ejempio 23, 4 animales para
cada nivel de dosis) con [R]{+)PAl 0 la mazcia racémica en fres niveles de
dosla (0,06, 0,1 y 0,5 mp/kg) mediants administracién oral, una dosis al die
durante 21 dias y ss dacapitaron 2 horas después de la diima dosis. Se
determinaron las actividades de los tipos A y B de MAO an al carabro y en ol
higado como se describe en al Ejsmpio 23.

Resyltados :

Una dosis diaria de 0,1 mg/ del compuasto (RK+)PAI produjo un buen grado de
inhibicién selectiva, con més del 80% de inhibicién de MAO-B cerebral y 20% o
menos de inhibicidn de MAO-A carebral. A la dogis mayor de 0,6 mg/kg por dia,
MAO-A todavia era inhibida en menos .del 50% (Figuas 12 y 13). MAQO
hepética mosiré un grado de Inhibicién selectiva similar (Figuras 14 y 15). El
compuesio (Rl(+)PAl fue de nuevo més potents que la mezcia racémica en un
factor de aproximadamenis el doble. En el caso de MAD carebral [R](+)PAl
tuvoe un mejor grado de selectividad por la inhibicidn de MAO-B que la mazcia
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racémica.

Estos reauitados muestran que la selectividad de la inhibicion de MAO-B me
puede mantenar siguiendo ol tratamienio crdnico con loa compuestos. Como
con olros Inhibidores ineversibles, ol grado de inhibicidn enzimética es mayor
con tratamisnios crdnicos que despuds de una (nica dosis de farmaco. El

compuesio [RK+)PAI muesira un mejor grado de selectividad por ta inhibicidn
de MAQO-B cerebral que la mexcia racémica.

Se edministrd una Onica dosis de [RK+)PAI (1 mg/kg) por inyeccién Ip. a
grupos de 4 ratas y los animales se sacrificaron 2, 6, 18, 24, 48 y 72 hores
despude. La activided de MAO-B se delermind on tejidos cerebrales compieics
como sa ha descrito antes en la presente memoria.

Resuitados
Los resultados se muestran en la Figum 16. S& obtuvo s méxima inhibicion de

MAO-B 2 las 6 horas después de la nyeccidn. La actividad de MAO solo volvi
al 30% de ia activided control a las 72 horas despuéds de ia Inyeccién. Este
axparimento demtsatra la naturaleza irmeversible de la inhibicién de MAO por
[RK+)PAL

Se anestesiaron ratas con una mezcla de pentobarbital (30 mg/kg) e hidrato de
cloral (120 mg/kg) por inysccidn Intraperitoneal. La arteria carbtida izquierda y
la vena yugular se canularon con un find tubo flaxible de polletileno (arteria) o
de caucho de sllicona fino conectado a un tubo flexible de polietieno (vena),
cuyo extremo distal se coloct bejo la piel en un punto de fijacidn por debejo del
cuello. El tubo flexdble se llend con solucidn saline heparinizada y se tapond
con un fino vaslago de acero. Los snimales se trataron con 20 mg de
cloranfenicol por inyeccién intramuscular y se dejé que sa recuperaran de la
operacién durante la noche. El dia sigulents, se colocaron las rgias en un
racipiente de paredes altas que les permitia movimiento (ibre. E! catéter arteriel
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sa canectd a un transducior de presion a través de un fino (ubo de polistiieno

acansiado relleno de solucién salina de 100 cm y el caléter venoso se conecld
8 una jeringa de 1 mi mediants una longitud skmilar de tubo flexdble, que, junio
con la jeringa, contenla una sohucién de hidrocioruro de tiramina en solucion
salina (1 mg/mi). Deapuéds de un periodo de aquititrio de 30 a 40 minutos, se
administraron inyeccionas de tiramina (50 6 100 ug) y se registraron les
respuestas de ia tensién arterlal. Se maniuvo entre inyecciones un intervalo de
al menas 15 minutos despuds de que la lensidn arlerial volviera a los valores
control. Se establecieron as respuasias presoras control, y a continuacidn se
inyectd uno de los fdrmacos por via intraperitoneal y se repitieron las
respuesias a tiramina durante ias cuatro horsa sigulentes. Se esiimd ol édrea
bajo la curva de respussta de la tensién ariaral y se determind la relacion de
osie drea despuds del tratamiento con respecto a antes del tratamiento y con

raspecto a 1 a 3 horas después ds la Inyaccidn de los compuestos usando el
promedio dé 3 a 4 valores obtenidos en el periodo de control.

Resvitadon
Los resuitados se muesiran en la Table 3. El compuesto [R](+)PA] en una dosls

de 1 mg/kg (que causa la inhibicion completa de MAO-B en el cerebro e
higado, y una inhibicidn del 40 a 50% de MAO-A en estos tejdos) no causd
potenciacién significativa de la respuesia prasora de tiramina. A 1a dosle mayor
de {RK+)PAl de 5 mg/kg (que causd una inhibicién mas exiensa de MAO-A en
o corebro y periferta), s» produjo uns polenciacion significativa de ia respuesta

presora de tiramina, que tuvo un grado similer a s producida por (a misma .

dosis de depreniio y menar qus la producida por clorgliina (en una dosis que
inhibe la actividad de MAO-A hepdtica an méas de un 85%).

TABLA 3
POTENCIACION DEL EFECTOR PRESOR DE TIRAMINA EN RATAS CONSCIENTES POR
INHBIDORES OE MAO
“inhibidor ~_ Ocais  N'dersios Reiackin del rew Dejo Ia curva da  DTM®
(mgig) {n) respuesta presors: Despuds/Anies

Solucién salina ~ 2 125 0.28
Clorgtine 2 ] 10.39 2,13
(-)Dapreniio 1 2 1,16

{+)Depreniio B 3 2% 0,18
[RK+)PA 1 3 138 0.7
RK-PA! 5 3 W 098

*“DTM = Desviacion Tipica de la Media
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A parlir de este experimento se puede Hegar a la conclusiin de qus el
compuestio [RI{+)PAl no produce potenciacién del efecto presor de tiramina an
una dosis que Inhibe de forma eficaz MAO-B.

Bunreskin por [RI(+1PAl de s toxicidad donaminéraica inducida nor MPTE
1-Meti-fenil-1.2,3,8-tetrahidropiridina (MPTP) es una neurcicxina que dafia las
neuronas dopaminérgicas nigrosstrisiales en varias especies de mamifercs,
mcuyendo ratones y praduce sindrome Parkinsonlano en humanos y primates.
Una etapa clave en &l mecanismo de su neurotoxicidad implica la conversidn
de MPTP en su metabollto thudco ion 1-meti-4-fenll plridinio (MPP'). Esta
resccidn estd cataiizada por la enzima MAO-B y tlene {ugar probablements
fuera de las neuronas dopemindrgicas, principaiments en la glla. Se sabe que
MTPT es un susirato y @ la vez inhibidor ireversible de MAO-B. El fratamiento
previo de animales do experimantacion con inhbidores de MAQ-B tales como
deprentio o pargliina protege y previena conira al dafio iInducido por MPTP a lse
newronas nigroestriatales debido que a la conversion oxidativa de MPTP 8
MPP+ queda bloqueada. La degeneracién nigroestriatal progresiva en
Parkinson puede ser debida a la exposicidin a naurotoxinas como MPTP
exdgenas provenientss del entorno. En tales casos, existe una fusrte indicacién
adicione! de Inicio de tratamiento sostenido con un Inhibidior de MAO-B desde
las primaras etapas de la enfermedad de Parkinson cori la esperanza de que
neutralice los efectos dafinos de dichas taxinas MPTP todavia potenclales Y,
da esle modo, detener o ralentizar s progresién de la enfermedad. Un férmaco
inhibidor de MAQ-B eficaz se estd valorando an la actualidad por su capacidad
para bloquesr !a lesitn inducids por MPTP an neuronss dopaminérgicas
nigroesiriatales in vivo. Los enantidmeros (-} y (+) de PAl se ensayaron por
tanio para determinar su capacidad pera prevenir o atanuar a! agotamiento de
dopamina del cuerpo esiriado inducido por MPTP an ratones.

Protocolo experimental

Se inyectd a ratones negros C57 mecho (20 a 25 g) (a) MPTP-HCI (30 mg/kg
disueilo en agua desiliada, s.c.) 0 vehiculo solo, 0 une hora después del
tratamiento previo loa isémeros (-) o (+) de PAL (2,5 mg/kg, [.p.), o depreniio (5
mg/kg. i.p.), ¥ (b) se dacapitaron 5 dias después. Los cerebros se extirparon y
sa diseccionaron los cuerpos estriados en una piaca de vidrio enfriada con
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hisla y se congelaron en hielio seco. Los tejidos esiriados se homogenalzaron
en Acido percidrico 0.1 M y se ensayaron slicuatss desproteinizadas que
comenian dihidroxibencilaminea como pathdn inlemo para determiner Ia
mmymmﬁubmmmmmmmm
(DOPAC)usando HPLC con deteccién elsctroquimica.

Resuitados

La Tabla 4 muestra los resultados de asts xperimento. El tratamiento con
MPTP solo produjo considerables agotamientos de dopsmina del cuerpo
esiriado (DA) y DOPAC. El fratamiento con los enantiémeros (-) y (+) de PAl o
con {-} depreniio no afeckd a las concentraciones de DA dal cusrpo esiriado. €
mmmvbmqu(-)daPNmesmaDAy
DOPAC nducidos por MPTP en el cuerpo estriado. El ladémero (+) de PAI
adminisirado antes de MPTP anuld totaimenis la reduccidn en los niveles de
DA y DOPAC producidos por la ioodng. A una dosie de 2,5 mg/kg, [R}(+)PAl fue
igual de potante que (-) depreniio (5 mg/ikg) en su efecio profector.

TABLA4
EFECTO DEL TRATAMIENTO PREVIO CON LOB ENANTIOMEROS (-) Y (+) DEL INHIBIDOR
DE MAO-B PAI SOBRE LOS AGOTAMEENTOS DE DA Y DOPAC DEL CUERPO ESTRIADO
INDUCIDOS POR MPTP EN RATONES ¥ VIVD.

LA —DOPAC
(ng/mg proteina)
Control 1628+7.2 84+03
MPTP 53.1:62 32203
[S1¢-IPA 1740+ 4.8 71.5+02
[8] (-PA} + MPTP 534+68  7,0+08
[R] (+)PAI 1850+ 6,9 33+03
[R] (+)PA! + MPTP 17782144  60+03
{-Depranilo 17068+ 7,1 56+03
(-YDeprenilo + MPTP 1970+ 8,0 64+05

Los valores anterlores de DA y DOPAC se expresan como medla = DTM y
nimero de ratas. n =7-11 en cada grupo.

Estos resultados indican que [R](+)PAl es un axcelente Inhibidor de MAQ-B in
vivo y ltiene un potencial especiaimenie grande para el tratamlento de
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enfermedad de Parkinson.

Aungue la invencién se ha descrito con referencia a joa Ejemplos anterlorments
cliiados y Tablas y Figuras adjuniss, no queda imiada a los mismos. Por
ejamplo, se puede combinar [R}{+)PAl de una forma sinérgica con a-tocoferol
(derivado de vitamina E) para ol iratamiento de enfermedad de Parkinson.

La anfetamina es conockia por inducir una conducta esterectipada (Sulser, F.,
and Sanders-Bush, E., Ann. Rev. Pharmacol., 11, 200-230 (1971)) por la
movillzacidn de dopamins endégena. La anfetsmina no se metaboilza por
MAO-B. La Inhibicién de MAO-B por un inhibidor eficaz y la administracién de
anfetamina provoca la liberacion de dopamina que no sufriré degradacién por la
MAO-B inhibida. Asl, tras la adminisiracidn do anfetamina cabe esperar un
aumenio de la dopamina sindptica y un inhibidor eficaz de MAO-B que conducs
a un aumento en la potenciacién de ia conducta esiarectipada del efecio de la
anfetaming. E] grado de ests comportamisnio se valora conforme a una serle
de movimientos isteraies de la cabeza durante un periodo de 1 minuto.

Erofgogio experimenial
El compuasio de ensayo ss administrd en una dosis de 0.5 mg/kg/dia en el

agua de bebida, 24 horss antes de provocar una hipoxda (nitrgenc al 82% +
oxigena al 8% durante 8 horas). Después do eeto, se Inyectd anfetamina s.c.
on una dosis de 0,5 mg/kg. 45 minutos despuds, se realizé ol recusnto do los
movimienios laterasies de cabara.

Regultedos
Los resultados de esios experimentios se muestran an la Tabla §.
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TABLA S

EFECTO DE ISOMEROS DE PAI SOBRE LA CONDUCTA ESTEREOTIPADA INDUCIDA POR
ANFETAMINA EN RATAS SENESCENTES (CONTROL Y LEXIONADAS POR HIPQXIA)

Gnpo Valoracion de la conducta estersotipada por el
o tratamtento

Control (6) - 87+ 10

Control (6) (+) PAJ 126 + 16*

Control (4) {-)PAI 94 + 18

Lesionados por hipoxia (5) - 93+ 12

Lesionados por hipoiia (6)  (+) PA! 143+ 6"

Los nimeros entre paréntesis son los nimerocs de animales ensayados,
*P < 0,001 con respecto al grupo de hipoxia sin tratar o el grupo contral sin
tratar, segin comesponda.

Los resuitados de la Tabla 5 indican que [RK+)PAl causd una potanciacion
significativa de la conducia estereotipada inducida por enfetamina en raias
lesionadas por hipoxia y control. En este sentido, [SK-)PAI fue totalmente
inactivo en este aspecin, Esios resultados in vivo en el comportamiento
corroboran hallazgos bloquimicos pravios de que [RY{+)PAl es un Inhibidor
activo de MAO-B en el cerabro mientras que [S}{-)PAl es inactivo en este

|:'|\l.. LA EC RN AL RN BELPRY R S

cachamos de rata recién nacida sometidas 8 un breve episodio de anoxia y que
luego se dejaron volver a su deaamolio de una forma normal desaroliaron un
delerioro an la memoria a largo plezo (Speiser, ¢ a/., Bohav. Brain Res., 30,
89-04 (1988)). Este deterioro de la memoria se expreasa como un
comportamiento inferior en el enaayo de avitacidn pasiva.

El efecio de [RK+)PAl y [SK-YPAIl sobre la mejoria o restauracion de la memoria
se investigéd en el ansayo de evitaciin pasiva. S| el témeco es eficaz, éste
aumenta la latencla de ia respuesta a entrar en un compartimento o cAmara
oscura en la que se ha experimentado un electrochoque con anterioridad por Ia
rala que se estd ensayando. La [atencia de la respuesta méxima es de 300
segundos.
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Protocolo experdmental

Se sometioron ratas jvengs a anoxia postnatel comd se describe en el
Ejampio 28. Se administraron [R}{+)PAI o [S)(-)PAl segin uno de los siguisnias
protocolos.

Protocpio A - Se adminkira a madres de cria una dosis de isdmero de 1 a 1,5
mg/kg/dia en el agua de bebida hasta el destats a los 21 dias. Despuds de
eslo, 1a estrpe desistada se trata directaments con la misma dosis durante 20
diss. El tratamiento finaliza a los 40 dies y se Neva a cabo el ensayo a los 60
digs, es dedr, 20 diss después de ia dltima dosis de flmaco.

Profocqio B - La dosis se redujo a 0.5 mgikg/dia administrada a las madres de
cria hasta of destate a ios 21 dias, luago direciaments a las ratas jdvenes hesta
80 diss, momento en el cual ss fleva a cabo el snsayo.

Ensavo de evitacién pasiva - E! aparato comprende una cémara [uminada
Mawc&mmymmﬂmﬂamsqﬁhdn&'
al entrenamiento, 56 colocd una rata en la cimara uminada durants 30
segundos y luego se abrid la puerta. La rata de desplazd hacia la cAmara
oscura con una latencia que se regisird. Al entrar (a rata en el compartimento
oscuro, 8¢ card la puerta y se administrd un choque en las pates de 0,3 mA
durante 3 segundos.

La retencién (memoria) despuéds de 48 hores se determiné repitiendo el ensayo
y registrando i2 latencia para paser de la iuz a la oscuridad hasta un méxdmo
arbitrario de 300 sagundaos.

Regyitedog
Los resultados de aatns experimentos se musstran en ia Tabia 8.
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TABLA 8

EFECTO OE LOS ISOMEROS DE PAl SOBRE LA RESPUESTA DE EWITACION PASIVA EN
RATAS JOVENES (DE 80 DIAS)

[ Prolocoio A
Grupo Tralamion Anios de slecirochoqus Dospuls dal |
| — S
Coml R - 91 2012111
Goniral (+)PA 491189 220 + 100 (+O%Y
Control ) PAI 413 1021 116
Lesionada por anceds - 45z 11 183+ 100
Losionada por anoxia )P 4910 230 £ 98 (10%)"
Lesionids por snoxia ¢)PN s8+27 1 FR"-]
Protweolo B
Gnupo Trmmienio Anies 0o electochonue Despuis 6ol |
slactrochoque
Conol - CTE ) 104 1 109
Control (rIPN sk " 128 110 (+2A%)
Lsslonada por sneds - 48:8 119105
Lesionada por smde {(+)PA 212 157 £ 120 (5%
Lesionada por soule )PAl 48119 112212

Los datos representan la latencia en ssgundos para entrer en un
compartimento oscuro en el qua se ha experimeniado con anterioridad un
electrochogue por la rata ensayada
* Los aumenios de porcentaje Indicados son con respecio a ios grupos de
ancxia y control cormespondisnies.

Loa resultados experimentales indicaron que [R}{+)PAl pero no {SK-)PA! es
eficaz para mejorar la memoria de ratas lexionadas por anoxa y confrol, Los
farmacos aciivos en oste snaayo se congidera que son potancieiments Gillas
para el fratamiento de diverscs trastomos de defarioro de la memaria,
demencia y an eapecial demencia senil del tipo Alzheimer.

Ratas que se habian expuasto a anoxia postnatal y luego s¢ dejaron crecen en
condiciones normales mostraron una mayor actividad motora an campo sblerto
a la edad de 10 a 42 dias (Hertshkowiiz, 6t &f., Dev. Brain Res., 7, 145-155

u’b‘
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(1883)).

Se investigd ol efecto de [R)+)PAl y [SK-)PA! sobre ol sindrome de
hiperactividad.

Protocolo exporimentsl

Se resfizd una anoxia en cachomos da rata el primer dia después de nacer. Se
colocaron en una cimara de cristal y 3¢ expusieron a nitrégenc al 100%
duranta 25 mimidos. Se resucitsron por masafe intermitents aplicado
suavements an ol tirax y luego ee devolvisron a sus madres respectivas. Las
ratas control recibieron el mismo tratamiento pero con aire en lugar de con
nitrégano.

Seo administrd (RK+)PAl o [S)-)PAl (0.5 mg/kg/dia) a las madres de cria en ol
spua de bebida, transfiriéndose de este modo a los lactantss a través do la
lache.

Se midio la locomocion en 6 Jeulas Iotaimente computerizadas (28 x 28 cm)
registrando el nimero de cruces en un periodo dado de tiempo. Cruzar los
haces inframrojos de la refifa a intervelos de 4 cm Inicid impuisos eléciricos que
alimentaron el contador. Los regisirow de la actividad motora se reallzeron a los
edades de 15 y 20 dias, durante un periado da 15 minutos.

Resyliacos
Los resultados experimentales se presentan en la Tabla 7.

TABLA7
EFECTO DE CADA UNO DE LOB DOS ENANTIOMERDS SOBRE EL SINDROME DE
HIFERACTIVIDAD INDUCIDO POR ANQOGA

"Gnpo Tratwmiorio Ratas da 15 das Ratzs da 20 dise
) : 414z 182(11) W8 t13(12) |
Cortral (*)PA 254 + WO (11)c 710110 (13)
Lesionata por ancda - 482 119 (7) 38 £ 96 (9)
Lesionada por snowda PN 278 ¢ 186 (15)a 737 £ 150 (18)c
Lesionada por anoxia ¢)PN 3108 (5) ™8+ 2 (M

Los nimeros enire pardntesis son los nimerge de animales ensayados
- Los dalos son los ndmeros de cruces de (a rejilla con haz Infrarrojo en la jeula
de actividad durante un periodo de 15 minutos



13

41-
a P < 0,001 comparado con ¢l grupo sin fratar por anoxia.

b P < (.05 comparado con of grupo sin {ratar por anada.
¢ P < 0,05 comparado con &l grupo control.

Esios resultados indican que &l tratamiento oral crdnico con [R](+)PAI en una
dosis de 0.5 mg/kg administrado a la madre de crla y que Hega a la
descendencia a través de |a leche alivia de farma significativa el sindrome de

hiperactividad. Por consigulente, [R}(+)PA] es un fiwmaco potenciaimente Util
para ¢ fratamjento del sindrome de hiperactividad en nifios.

KJEMPLO 31

Rierencise de estabilided onire disg asies de PAI

La estabitidad es un factor importanie an la seleccidn de una aal épima como
férmaco terapéutico. Las diferentss seiss puaden alterar las caracteristicas
faicoquimicas y bioldgicas de un farmaco y pueden tener una Influencla
dristica sobre sus propledades generales. (Berpa, 8. M., af &/, J. Phaim. Sdi.
88. 1 (1977; Gould, P. L, int. J. Pharmaceutics, 33. 201 (1988)).

Sintesis do sajes de PA!
Se ‘afladid una solucin de un &ddo apropiado (1 equivalents moler) en 2-

" propanal a una solucion de PAI (1 equivalents molar) mientras se agitaba en 2-
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30
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propanol {Ar, BHT). La sal formada se fiitrd, ge lavd con 2-propanci y éler y se
sechd a baja presidn. Los rendimientos variaron entre 70.y 80%. Una excepaidn
an la preparacién de acetato de PAI implica user éter como disolvents.

Procedimiontos anpiilicos

Las separaciones cromatogrificas se levaron a cabo usando una columna
Lichrosphere® 60 RP seleci B 5u 125 x 4 mm (Merck), un equipo HPLC (Jasco
BIP-1) equipado con un detecior L-4200 UV-Vis (Merck-Hitachi) ajustado en
210 nm y un cromatointegrador D-2500 (Merck-Hitachi). El eluyente y diluyents
estasban compuestos por agua destiada al 80%/acetonitriio al 20% (calidad
HPLC) y éeido percidrico 0,07 M gjustado a pH 2.5 con amoniaco acuoso. El
caudal usado fue de 1 mi/minuto, la concentracion apropiada de la solucion de
sal do PAl fue 250 ug/ml y ée inyectaron 20 ! de la solucidn en e! sistema
cromatogréfico.
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Se midio el intervalo de fusion con un sparato automético (Mettier FP 80) y se
reallzb un andlisis termograviméirico en un sistema Meitler TA 3000 @ una
velocidad de 10°C /minuto en el intervaio apficable. La solubilidad se dedermind
mediante una diucion aproplade del sobrenadante de un solucidn acuosa.
sahwada de la sal de PAl y s midid en un espactrofotdmetro UV-visible
UVIKON® 941 (Kontron). La forma de aal {(mona o disal) se obtuvo por anifisls
ehmonhlusarﬂounoqulpom_upduﬂpwahdahnimdﬁnd.c.ltNy
S. El pH ss midid en una salucién acuosa al 1% de Ias sales de PAIL.

i5

Resuitadog
La caracterizacion de las diversas sales se rasume en la Tabia 8.
TABLA 8
PROPIEDADES FISICOQUINICAS OE SALES DE PAI
“Sal de PA pH | Sowbikied | miwvaiode | Péndkdade | Formads s
M img/mi) usidn {*C) peso (%) ol

Tartarso 55 ET) 172-1773| LTO1 a
492

Mesilato 43 638 1580 - 1578 0.1 mona
27

Maleato 40 NLT 1000 872-678 0.1 mono
287

Suifslo 38 485 180.4 - 181,1 32 d
440

Cloruro 42 2% 1770-1800{ LTOS mono
207

Tosisio [y 80-70 1223-12208] LTOY mano
2 .

Fumarsio 35 o5 1254 - 1282 0.2 mono
287

Fostato T0 NLT 720 1005 - 1104 nd nd.
nd

Eallato 24 NLT 300 nd. n.d. mono
279

Acsinlo 8.1 NLT720 | 602-807 04 mono
23

n.d. - no disponible

Los estudios de esiabliidad comparativa se llevaron a cabo en grupos de varias
condiciones de aceleracion: I} calentando a 80°C durante 72, 88 & 144 horas; y
if} refisjo en isopropanal durante 30 horas. Los producios de degradecion
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desamoliados 86 midieron por HPLC y se confiimavon por TLC. Los resuliados

98 prosentan en la Tabla 9 con el tiempo de retencidn relativo {relativo al pico
de PAI; RRT) como un érea porcantual relativa al drea total del pico integrada.

TABLA 9
PRODUCTOS DE DEGRADACION DESARROLLADOS EN SALES DE PAI EN CONDICIONES
DE CORTA DURACION
Sal 80°C/72h 80°C/144°C Reflujo en
PrOH/A0 b
RRT* % ° RRT % RRT %
Sulfsto SIDf SiD 8iD 8D 047 022
080 072
Fosfato 0.60 022 0,80 0.57 0,80 262
0.74 021
1,84 0.20
188 073
Cloruro 810 Sib 8i0 _SIb 223 __on
Mesiato SID SID SID_ SiD 0,60 0,08
Malsato 0,80 04t ° N.D. 0,60 2,17
1,27 0.50 0,85 1,38
148 033 1,29 0,58
1.81 0.10 1,42 1,30
3,07 144 . 1,50 1,08
4,18 0.10 : 1.83 1,18
4,84 1.78 1,98 023
4,08 085
Acatato 0,44 0.10 N.D. 0,60 0,74
0,60 2.58 0.74 035
073 0,13 1,76 0,33
1,20 on 1,64 0,16
1,58 1,08 1,09 417
1.78 21,88 3,60 0,27
1,90 333
2,15 0,08
232 0.18
283 0,15
3,54 1,82
Esllato” 8iD SID 0,85 0,28 SID SID
—_ _ _ 1,08 0,31
Himia de cuantificacién = 0,08%
n.d. = no disponible

"Tiampo de retencion relativo {relativo al pico de PAl)

*Area porcentual relativa con respecio al drea total integrada del pico
¢ Sin impurezas Detectadas

Sal sulfato de etho
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Las sales se somelieron a inspebcion visual de color y forma. Los hallazgos se
presentan en la Table 10,

TABLA 10
APARIENCIA DE LAS BALES DE PAI EN CONDICIONES DESTRUCTIVAS
Sal 80°C/72h 80°CM6h 60°C/i44h  remjoen
ProOH/30 h
Sulfato poivo nd. polvo poivo mairén
bianquacino blanquecino
Fosfato poivo nd. polvo mamén  paivo mamdn
pardusco
Cloruro poivo bianco nd. polvo blanco poivo
blanquecino
Mesiislo  poivo blanco nd. polvo blanco  poiva blanco
Maleato fundido masTon n.d. fundido
mamén mambn
Esllato fundido nd. fundido fundido
pardusco mamén oscuro  mandn oscuro
n.d. = no disponible

Estos estudios musstras que sulfsio, esiiato y meailaio posesn ventajas
significativas con respecio a las oiras sales debido & la buena solubiidad y
estebilidad quimica. De esies tres sales, se prefiere mesiiato debldo a su
axcelents estabiiikiad inciuso en condicionas destructivas.

PN TSN SN . LRI S S RN R Pl J ALY RERAY IER B EERA MY R

Se trataron previaments ratones macho de 25 a 30 g con uno de los sigulentee
farmacos: solucién saiina, mesliato de [R](+)PAl o mesilato da PA! racémico.
Todos los fdrmacos se adminlstraron i.p. en ur volumen de 0,2 mi. Dos horas
despuds, ss inyectd haloperidol 8.c. sh una dosis de 6 mg/kg en un volumen de
0.1 a 0,2 ml. Se reslizaron los ensayos de coordinacidn motora a ias 3 horas
después de la administracién de haloperidol. es dack, 5 horas despuéds de

adminisirar los firmacos supuestaments proteciores.

Los ensayos de coordinacidn motora y da rigidez se cuantificaron conforme a
{res parametros diferentes: () capacidad para caminar la longitud de una barra
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horizontal de 80 em de longitud; (b) capacidad para bejar boca abajo por una
barra veriical de 80 cm de longltud; (¢) duracién de la Inmovifidéd en una
postura sentada natural en la que i abdomen del ralén estd presionado contra
una “pared”. Al comportamiento completo como en ratones no fratados oon
haloperidol se e da una puntuacién de 4 en cada ensayo, o un total de 12 en’
los tres ensayoa. A un mal comportamiento se |8 da una puntuaciin de 1 a 3.
En la Tabia 11 sa presenta una clave para la valoracién. Los efectos de los
diversos agentes para antagonizar ia catalepsia inducida por haloperidol se dan
on la Tabla 11. A las tres horas despuéds del haloperidol, ol mesilato de
[RK+)PAl confirid proteccidn contra haloperidol en dosis de 5 a 15 mg/kg,
alcanzando un maximo después del efecto a 7,5-10 mg/kg (puntuacién de Ia
actividad aproodmadamente of 84% del control con sokicion salina). Mesilato de
PAI racémico cordirid una proteccién parclal en el intervalo de 7,5-15 mgikg, vy
no fue activo a 5 mg/kg. De la Figura 17 se puede apreciar que el perfll dosls-
efecto de mesliato de [(R)(+)PAl o PAI raciémico es tal que un incremento en la
dosis por encima de 10 mg/kg implica una disminuciiin en el efecto, pero que la
mezcla racémica 68 manoe polenta. Esio significa que sl mesiiato de PAl
racémico al doble de la dosis de mesilato de [R}(+)PAl slemprs serd menos
activo que el enantiémero (R).

PR RL D Sa05 180 § PO U0 DENE IO LR RO LN =Y 1) I ERLEE .
Sa supone que ol fi&rmaco aMpT inhibe le formacién de L-DOPA a partir de
trosina y, por consiguients, la formacién de la propia dopamina. La falta de

dopamina del SNC se expreaa como hipoactividad. Se treiaron previaments
ratas Wistar macho de seis meses (de Harian Ovkack, Reino Unido) con

solucién salina, mesiiato de [R}(+)PAl o mesilato de PAI racémico, en las dosis
indicadas. Dos horas despuds, éstas recibleron I.p. cMpT en una dosis de 100
mg/kg en 0,3-0,5 mi. Los controles recibleron solucidn safina. A continuacion,
se registrd ia actividad motora en una jaula de actividades computerizada
duranta 10 horas. Los resultados se dan en ia Tabla 12 y en la Figura 18. A 2
mg/kg, o mesilalo de [R}(+)PAl restaurd el nivel de aclividlad hasta
aproximadaments e 90% de las ratas tratadas con solucidn salina, pero el
mesfiato de PA] racémico no fue activo. En cualquier ceso, el perfil de la curva
dosis-efacto fus acampanado. sugiriendo una disminucién en el efecio con un
aumeanio de la dosls por encima de un médmo de 2-5 mgikg. A 5 mg/kg e
mesilato de PAl racémico no pudo oblener un nivel de actividad comparable al
del mesiiato de [R}(+)PAl a 2 mg/kg.
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A partir de estas medidas, ol mesiato de (Rj(+)PAl y el mesiieto de PAl
racémico no comparien el miso patrdn de actividad para restaursr la
normocinasia en ratones tratados con heloperidol y ratas fratadas con a-MpT.
En todas las dosis estudiadas, el mesiato de [R){+)PAI sismpre ea mas polents
que ol mesilato de PAl racémico a la dosis corespondients. Ademds, is
activided miéudma del meellato de PA! racémico slempre. 8 menor que la
actividad méxima del mesiiato de fRK+)PAL Asi, ¢! mesiiaio de PAl racémico
an una dosis dada as slamprs menos aficaz que el masilato de [R}(+)PAl a ia
mitad de la misme dosie. Doblar la dosis de mesilaio de PA) racémico con
respecto a mesliaio de [RK+}JPAl no produce un efecto equivalents al de
measiiato de [R)(+)PAL

Desde &l punio de vista farmacoiégico, el meslialo de PAl racémico no se
puede considerar gue comprende el 50% de ingredisnte activo que es mesliato
de [R}(+)PAl y el 50% de material inerte como diluyents. La presencia de [S)(-)
PA) en mesilato de PAl racérnico tiens un efecto adverso sobre la activided de
[R)(+)PA, dando ugar a una raduccién en la polencia farmacolégica de mis
del doble. La disminucidn pusde deberss a un efecto adverso directo de [S)-)
PAIl sobre fos parimetros de comportamientn.

TABLA 11
REVERSION DE LA CATALEPSIA INDUCIDA POR HALOPERIDOL EN RATONES CON
MESILATO DE [R] {+)PA! Y MESRLATO RACEMICO
Cade unc de los ratanes reclbid los fimacos de ensayo |.p. an las dosis
indicadas. Dos horas después, rechiaron haioperidol como se describe en ol
texto, Las dosis mostradas son para ia base fbre,

Meaislo du [ (*) PAI Moalain de PAI recimico
Dosls Puruacion?DT  n % osicontal  Punbumcion*DT  n % de
(mgfig) control
13 72+ 1 L a0 70108 ] =
30 84108 L 60 59307 e %
50 8.7:00 8 n 84104 8 L
75 1nozo4~ 3 82 paz0pr O L
10 1.3 £03™ 6 o4 92:00~ 8 n
15 wstos~ > 0% sstoer ° P
~ Selucidn saiing 120 12 100
control

Haloparidol solo 48103 16 50
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Significacion estadistica con respecio a haloperidal solo: “p < 0.05; **p < 0,01;
*+~p < 0,001 por la prusba t de Stxient. Las puntuaciones para [R] (+) PAl son
significativamente diferentes de las de PAI racémico a 5 mg/kg, p < 0,05; a 10
mp/kg, p < 0,01; y a 15 mg/kg, p < 0,05.

TABLA 11A

CLAVE PARA VALORAR LA PUNTUACION DE LA CATALEPSIA INOUCIDA

POR HALOPERIDOL EN RATONES Y SU REVERSION POR DIVERSOS
AGENTES

Barma vertical

Incapaz de agamrarse a ls barra con los miembros

Capaz de agararse peo se resbala

Capaz de agamarse, se reshala parclaiments, la baja

parciaimente

Capaz de agarrarse, baja usando todos los miembros

- N -

Bama hodrontal:

Incapaz de agarrarse, se cae de la barma 1
Capaz de agamarse, incapaz de caminar sobre la barra més de 2
dos pasos

Capaz de agarrarse, camina la mitad de la Jonghtud de ia bara 3
Capaz de agarrarse, camina toda la longitud de la bama 4

AMoyiikad Sentado CONra IR DI
Inmovifidad més de 5 minutos
Inmovilidad de 3 a 5 minutos
Inmovilidad de 1 a 3 minutos
Inmovilidad de 0 a 1 minuto

a W N -

mmmmﬁm-m;mm.uumz.s.amu
comportamiento esté entre dos calegorias, como entre 2y 3.
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TABLA 12

RESTAURACION DE LA ACTMIOAD MOTORA EN RATAS TRATADAS CON a-METIL-P-
TIROSINA {a-MPT) A 100 MGG 1.P.

v Vsl 4o W] () PN Wiasieio do PAI raclmicn
“Dosls PuniaacioneOT n Shodcomd  PuedamOlT | n o
(o) cortrad
2 1413 & 1487 T ) 9030 1 620 ] o7
3 12083" 2 1060 7 8t 10028° + 820 | (]
15 o870 £+ 414 4 o 9608 1 557 4 81
~ Soludion saiing 15082 ¢ 1424 [) 100
conkal
u-MpT scla 8108 £ 810 s ' M

Significacién estadistica por la t" de Siudent, “p < 0,01; ***p < 0,001 para
fdmmacos de ensayo + a-MpT sols frents a a-MpT sola

u-MpT sola frente a solucion salina control

Las puniuaciones de [R] {(+)PAl frente & PAl racdmico son significalivamente
distintas @ 2 mg/kg. p < 0.01.

Sa indujo traumatismo craneal en ratas macho bajo anestesia con éter por un
dispositivo do calde de una pessa bien calbrado quo cas sobre e craneo

expuasto que cubre al hemisferio carabral i2euierdo, 1-2 mim lateral a Ia linea
media, en ol piano madiocoronal. )

2.  Evaluacién de la funcidn motora

Una hora después de la induccién del traumatismo, se ensayaron las ratas por
un grupo de criterios que evalugba su respuesta neuroldgica (los criterios
descritos por Shohami, ef &/, J. Neurotrauma, 10, 113 (1993)). Estos criterios,
referidos como Valorackin de la Gravedad Neuroldgica (NSS, del ingiés
Neurological S8everity Score)}, consisten an una serie de funclones moloras y
reflejas. Los puntos se dan en base a las deficiencias en estos criterios. A lee
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24 horas, |ns ratas se volvieron a evaiuar,

3.  Evaluaciin del adema corebrpl

Los cerebros se extirparon después de la segunda evaluacidon de la funcidn
motora (24 horas). Se pesd un fragmento de tefido (aproximadamente 20 mg)
para dar un peso himmedo (PH). Despuéds de secar en un homo desecador
duranie 24 horas a 95°C, se voivid a pesar para caicular el peso seco (PS). Se
calculd of porcentaje de agua en el tejido (PH - PS) x 100/ PH.

4. Iraiamionto farmacolégicn

Se disoivid mesiiato de [R){+)PAl en agua. Se Inyecid a ias ratas una dosis de
0.1 mg/kg, 0, 4, 8 y 12 h después del treumatismo craneal. Las ratas conirol se
ralaron con agua on los mismos tiempos.

Resultados
El NSS. que mide el estado “clinico” de las ratas, fue casl idéntico en los

grupos tratados y no tratados 1 hora después de la lesidn cransal, pero
significativaments menor a las 24 horas en Ias ratas tratadas con mesiiato de
[RK+)PAI (Tabla 13). Eatos resultados indican que el mesilato de PAI es eficaz
pars mejorar la recuperacion de la funcidn motora desspuds de una lesién
craneal carmada en ratas.

A las 24 horas después de! traumatismo, 8¢ encontrd un edema mayor en el
hamisferio (85,4%. de agua en el carebro de las ratas control frente al 78,5% en
el isfido de cerebro no lesionado). E} mealiato de PA fus eficaz para redudir e
edema como 86 verifica por su efecto sobre el porcentaje de agua.

En conclualén, los reaultados pressntados en esie documento demusstran que
ol mesiiato de [R}(+)PAl tlene propisdades neuroprotecioras en un modelo
destinado a emular a lesidén en nervics humanos ® inducir treumatismo en un
crneo carado.
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TABLA 13
NSS ANSS % HO
1h 24h (1h-24h) | enelcerebro

control 156 123 43105 854104

(n=86)
Meallato de 16,7 10,2 8507 82,1 + 06"
Rl (+)PA}

(n=86)

~*P < 0,06 (Prusba U de Mann Whitney)
P < 0,005 (Prueba t)

Se disecan asépticaments loa cersbelos de cachoros doreta dae 6 & 7 dias y
86 colocan én un tubo cinico de plistico eastérit de 15 mi que contenia 3 m) de
medio enviquecido (el medio esth constituido por medio Eagle modificada por
Dubecco (DMEM) con alta conceniracidn de glucosa (1 gl), L-glutamina 2 mM
(viv). mazia de antjbidticos antimitdticos y enviquecido con suero bovino fetal

inactivado con calor al 15% (viv). Los cerebelos se disocian entonces después
de 20 a 25 passs a travéa de una aguja de acero inoxdable de 10 cm de
longitud estérli de calibre 13 unida a una jeringa de 5 mi con un tamiz de nylon
de tamafio de poro 45 um Insertado. Las células disociadas se centrifugan a
200 g durante 5 mimstos, se descarta el liquido scbrenadants y se resuspendan
las células en medio enriquecido. La visbifidad de las células se determina por
el ensayo de exclusién con azul de tipanc. Las céhiss se siembran a
continuacién a una densidad de 200/mm? en superficies revestidas de pali-L-
lising (s preparan cubremuessiras de vidrio revestidos de poli-L-%sina al menoa
una hora anles de la siembra, sumergiendo en una solucién de agua destliada
eetéril qua contania 15 ng/mi de poli-L-lisina y justo antes de usar se lavan con
agua estéril y se seca), se cubren con medio enriquecido y se incuban a 37°C
en uns almésfera de CO; al 5% en aire y humedead del 100%. Después de 4
dias da cultivo, se reemplazen los medios con medios que contienen los
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compuesios de ensayo desesdos. Los exparimentos ae reallzan por duplicado
y so repiten 2 6 3 veces. Despubs de determiner (a dosis tixica del compuesto-
respussia, se comparan cuatro grupos: () control (enriquacide con medio soio),
(It) compuesto de ensayo (un subgrupo para cada concentracion (se ensayan 2
concentraciones), (i) N-meti-D-aspartato (NMDA, expuesio & une
concentracin de 1 mM durante 3 horas) como estimulacidn provocada
citottedea, (IV) compussio de ensayo mis NMDA (un subgrupo para cada una
de dos concentraciones de compuesto de ensayo), (V) grupo control para
ensayar el efecto del discivents {en &l que s disueive el compuesio de
ensayo). v (Vi) un grupo “positivo control” adicional de espermina {0,01 uM
disueita en madio de cujtivo) més NMDA. Se evakia la supervivencia de las
céhulas nervioaas por microscopla de contraste de fase y tincién con azul de
tripano después de 24 horas.

Reaultados

Esth blen esisblecido que ol &cido ghutdmico (Giu) poses propledades
newotindcas que se expresan en varios trastomos newvoidgicos que Incluyen
epliepsia o ictus, y lo mas probablements, también en enfermedades
neurodegenergtivas carebralea tales como enfermedad de Pwarkinson,
enfamedad de Alzheimer y lesidén por traumatismo craneal. Los efecios
newotdxicos de Glu estin madiados por {08 recepiores de Giv unidos a la
membrana, talea como (08 receptores N-metil-O-aspartato (NMDA).

Los resuitados, como se musstra en [a Tabla 14, demuesiran que 10 yM de
mesliato de [R](+)PAl aumnentan la supervivencia de las células de cerebelo en
un 27% despuds de una exposicién 2 NMDA 1 uM. Esios resultados in vitro
apoyen los efectos in vivo de mesiiaio de [R] (+)PA! pressntados en los
Ejlempios 33 y 35, Indicando que esie farmaco fiene propledades
neuroprotectoras contra concentraciones neurctéxicas de NMDA,
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TABLA 14
EFECTO NEUROPROTECTOR DE MESILATO DE [R] (+)PAl SOBRE LA PREVENCION DE
MUERTE CELULAR INDUCIDA POR NMDA DE CELULAS DE CEREBELO

Grupo experimental Células supervivienies Proteccién (%)

Culiivos de carebelo

(Toxicidad TDas = 30 pM; TDxp = 85 uM; TDago = 320 uM

Control 100

Disolvente 97

NMDA 10

Disciverte + NMDA 10 o
Compuesin + NMDA

1) 0,01 uM + NMDA 2

12
7
a5

2) 1,00 uM + NMDA
3) 10,00 uM + NMDA
Esparmina + NMDA

d4Rs

Los valores, exprosados como porcentaje de los coniroles sin tratamlento,
representan ¢! promedio de 2 experimenics Bevados a cabo por duplicado para
los experimentos en cultivo, y la media + DEM de 4 animales para Ia lsquemia.

El valor de proteccion porcentual es el sfecto del compussto de ensayo
después de restar el efecto del disoivente. '

Se determinaron los afecios neurcproleciores de mesdiato de [R)(+)PA!l para
aplicacion inmediatamente después de una laaldn por aplastamiento del nervio

optico en una rata aduta. Se midiaron los efectos a corto plaro
metabdlicaments y los efectos a largo plaxro elactrofisioldgicaments.

PROCEDIMIENTOS

1. Medlidos maetabblicas

a) General. El procedimiento se describe por Ycles, of al. Investigative
Ophthaimology & Visual Sclence, 32, 3588-91 (1992). A corto plazo, las
medidas metabdlicas se controlaron en términos de relacién NADH/NAD
mifocondrial, que depende de la aclividad del sistama de transporte de
olecirones y asi indica 1o niveles de produccion de snergla. Los cambios en la
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capacidad del nervio para producir energia como consacuencia de una lesién

sa datarminaron comparando los niveles de NADH como respuesta a una
agresiin andxica transitoria artificial antes y después de Ia lesion.

romedria - reflactometriq ¢ jo. El control del estado REDOX de
NADHmMnbmmdMnhqmdNADH a diferencia de |a
forma NAD* oxidada, emits fluorescencia cuando se la lumina a 450 nm. Se
usd un haz on forma de Y flaxibie de fibras Optices (guia de luz) para tranemitc
la luz a y desde el nervio dptico, La luz amitida desde &l nervio se midié en dos
longitudes de onda: 368 nm (huz reflejada) y 450 (nm) luz fluorescenta). Los
cambios en |a luz reflsjada se relacionaron con los cambioa en la absorcidn por
tejidos causada por efacics hemodinimicos y con movimientos dal nervio
optico sacundarios a alteraciones en la tensién arterial y volumen da narvioa.
Se encontrd que las medidas de flsorescencia se relacionaban de forma
adecuada para medidas del estado redox de NADH restando la luz reflejada
(368 nm) de ia luz fluorescenie (relacin 1:1) para obtaner la seflal fluorescente
comregida.

c) Preparacion de los animeles. Ei uso de gnimales se reallzd conforme & la
resolucion ARVO sobre el uso de enimales en investigacidn. Se anestasiaron
ratas macho Sprague-Dawley (S8PD) con un peso de 300 a 400 g con
pantobarbltona sédica (50 mg/kg Intraperitoneaiments). Con la cabaza del
animal sujela en una posiclén por un soporte craneal, se realizd una
cantotomia lateral al microscoplo binocular y se realizd una incision en la
conjuntiva iateral a (a comea. Después de separar los misculoa retractores del
globo, se idantificd el nesvio dptico y se expuso una longitud de 3 a 3,5 mm
cerca del globo ocular por diseccidn roma. La dura se dejd intacte y se tuvo
cuidado de no lesionar at narvio. Se implantd un soporte gula de luz especial
alrededor del narvio dptico de un modo tal que Ia gula de Wz quedara
localizada sobre la superficie del nervio dpltico 1 mm distal al lugar de la lesién.
Los animajas, aunque todavia anesiesiados, se dejaron recupararse durante 30
minutos desde los procedimientos quinirgicos y se expusieron & continuaciéon a
condicionss de anoxia. Se consigui un estado andxico ponlendo ia rata para
que respirara en una atmoisfera de nitrdgeno al 100% durante 2 minutos,
después da lo cual, se retomd a aire. Con ¢l fin de evaluar la actividad
metabdlica del nervio dplico, se midleron antes y después de la lesién por
apiastamiento l0s cambios reiativos en las imensidades de lux reflsjada y
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causd una lesién por aplastamiento moderada sobre el nervio entre el gjo y el
soporte gula de luz & una presidn que comesponde a 120 g durante 30
ssgundos. Inmediataments después de la lesidn, los animaies reciblercn
Inyacciones Intraperiioneales de agua con y sin mesialo de [RK+PAlI (2
mg/kg). Pars valorar Ila actvidad del sistema da produccidn de energla, 36
midié la respuesta de NADH a 2 minuics de anoxia en todes los animales antes

de la lesitn, 30 minutos después de ia lesidn y, a continuacidn, a intervalos de
una hora hasta 4 horas (véase ja Figura 19).

al., BnlnRu mzos-212(1939).umpand6ndommbs y lesldn
del nervio dplico fueran como en foa estidios metabdficos. Inmediatamente
después de ia leaidn, loa animales recibieron una (mica inyeccdn de agua con
o sin mesiiato de [R](+)PAl (0.6 mg/kg). Catorcs dias después de la lesisn v
fratamlento, se extirparon los nervios dplicos y se midleron
slectrofisiolgicaments. Antes de is exiraccion de 108 nervios opticos para las
medidas electrofisioldgicas, se anesiasiaron profundamente las ratas con 70
mg/kg de pentobarbliona. Se cepard la piel ol crineo y se desprendieron ios
neivios Oplicos de los globos oculares. Se reallzb una decapitacién subtotal y
se abrid ¢! crineo con unas pinzas gubias. £l corebro se desplazd lateraiments
exponlendo la porcidn intrecraneal del narvio dptico. La diseccidn fue a nivel del
nefvio dptico, que ae tranafirid a viales que contenlan solucidn aafina reclente
compuesta por NaCl (126 mM), KCI {3 mM), NaHPO, (1.256 mM), NaHCO, (26
mM), Mg80, (2 mM), CaClk (2 mM) y D-glucosa (10 mM), y se aired con O; al
95% y CO;z al 5% a femperatura ambients. Los nervios se mantuvieron en asta
solucidn, en la que la activided eléctrica permanecié estable durante al menos
34 horas. Después de 0.5 horas de recuperacidn a lemperatura amblente, se
obiuvieron los regisiros elecirofisioldgicas del nervio distal a la lesién por
aplastamiento. Los extremos nerviosos se conectaron a dos electrodos de Ag-
AgCl de succlon sumergidos en una solucidn baflo @ 37°C. Se aplicd un
impulso estinulador a través del electrodo en ¢of extremo praximal y se regisird
ol potencial de accién pof el electtodo distal. Para la estimulacion eléctrica
supramaxima (0,5 pps) se usd un estimulador Grass SDS. La sefial medida se
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transmitid a un preamplificador Medeled PA38 y luego a8 un elactramiografo

(Medelec MS7, ampiificador AATT). La solucidn, el estimulador y el amplificador
tenian una conexién comin a tiera. Se regisird la ampittud méxima de ocho
potenciales de accion de compuesto promediados {CAFP) y se fotografid con
una camara Polercid. Los valores de CAP medidos en los nervios no
lesionados contralaterales sirvieron como referencia.

Resuftados

Los resuliados demuestran que mesfiato de [R)(+)PAl aplicado Inmediataments
después de una lesién al nervio dptico bloqued la reduccién en la produccidn
de energla Inducida por la lesién. Mesllato de (R}{+)PAI también tiene un afecto
a lamo plazg medido mediante conirol electrofisioldgico.

La ampitud de los CAP (potenciales de accién del compuesio) esth
directarnents relacionada con el nimero de fibras conductoras en ef segmento

ensayado del nervio.

Mesilato de [R](+)PAl atenud de forma significativa la pérdida de actividad
Induciia por ia lesion en el segmento distal del nervio lesionado, indicando que
mesiisto de [Ri(+)PAl es un agenie neurcorolector o, &l menos reduce in
degeneracion.

TABLA 15
MEDIDAS ELECTROPISIOLOGICAS
Grupo Amphtud del CAP (V)
{media 1 arror tipico)
Vehiculo 441 :95
Ne=3
Mesileto de [R] (+) PAI 2104 £ 315
N=7

Ambass sales HCl de [R}{+)PAl y (SK-)PAl tlenen actividades
anticonvuisionantes significativas. En ratones (administracidn I.p.) en el ensayo -
de elecirachoque méximo (ensayo MES), [S](-)PAI-HCI tiene mayor actividad
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anticonvuisionants (EDy = 57 mg/kg) qua [R)+)PAI-HCI (EDgg =79 mg/kg). Se
cbeerveron andlogos resuitados en rates (administracion oral). Custro de
cusiro ratas sstuvieron protegidas de convuisionss sn el ansayo MES cuando
se administraron 60 mg/kg de [S){-)PAI-HCI, mientras que estuvieron protegidos
fres de cuatro ratones despubes de la misma dosis de [R](+)PAI-HCI. Con
respecio a la eficacla para enferrnedad de Parkinson, la mayor activided
anticonvulsionants es un efecto secundario perjudicial. Se produce la misma
iendencia con sales mesilato. Mesilato de [S)-)PAl tiens tma mayor aciividad
anficonvulsionants que mesllsto de [Rl(+)PAl en ol ensayo MES. En dosis de
100 mg/kg, mesiiato de [S-) PAl prolegld a tres de tres ratones, mientras que
solo uno de fres ratonss estuvo protegido con mesilato de [R](+) PAL.

€l ensayo MES es un modsio clisico par indicar la eficacla para convulsiones
parciaies y generslizadas en seres humanos. El mecanismo de accidén de los
agenties discuite & lravés de su capacidad para pravenir la propagacién de
convuisionas. No obstants, aigunos aganiss que previenen la propagacion de
convuisionas tlenen el efecio secundario de reducir ol umbral de convulsion,
Estos agentes tenen por tanto efectos secundarios proconvulsidn y
anticonvulsién.

Los presenies resuitados muestran que o masiiato de [SK-)PAI tiene actividad
procorwulsionants. En el ensayo de Infusién Intravencsa programada de
metrazol, 141 mg/kg de mesiato de [S}(-}PA! reducen ef tlampo y, por tanto, ia
camtided de Metrazol, requerido para inducr |a aparicin de la primera
corwulsion focalizada y e iniclo del deno. Otos agentes que sa usan
clésicamentie para convulsionss parcisles y generalizadas, tales como fenitoine
y carbamazepina, no presantan este efecto. (H. J. Kupferberg, Epliepsia, 30,
851-s58 (1980)). De igual modo, meslialo de [SK-}PAl presentd una
neurctoxicidad aguda significativarnents mayor que mesiiaio de [RK+)PAl. A
300 mg/kg, mesilato de [RK+)PA! no pressnta neurotoxicidad aiguna con
raiones en ef enaayo de ataxia an bamra giratoria. Con mesilato de [S){-)PAl,
cuatro de cuatro ratones presentaron newroloxiciiad y espasticidad.

Procedimientoa

DIy (mediang de lo doole Xiics) Este ensayo mide las deficencias
newrcidgicas por el ansayo de atmda en barra giratoria. Se coloca un ratdn en
una barra moleteada que gira a 6 ipm. Se delermina entonces si un ratdn tiene
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habliidad pare mantener su equllibrio y permanscer sobre ia barra durante un

minuto en cada uno de tres experimantos.

uanhirmdﬁmldﬂndauhﬂimnlSondnﬂhﬂaows
mmummhmamm.&mammu
tismpo (s) desde el iniclo de ia infusidn hasta ia apariciGn del primer espasmo
(primera convulsién focallzada) y ¢l inicio del clono {(convulsidn cidnica). Los

proconvulsionantes requieren menos metrazol para producir estos sintomas y,
por tanto, musstren resultados en un periodo menor de tiempo.

&mmmmammmmaom
enantiémeros de PAl en inisstino aisiado de conejo o cobayo. Estas
observaciones proporcionan informacion il sobre sus efecios secundarios
periféricos relativos en seres humanos. E! primer punto de contacto del sujeto
con un fémeco administrado por via oral es el tracto gastrointestinal en e que
les concentraciones de férmeaco son mucho mayores que después do la
absorcién y disiifbucion. En al caso de hidrocloruro de PAI (PM = 208), una
dosis oral de 10 mg contenida en un volumen de liquido de aproximadaments
100 mil seria equivalents a una concentracién de aproximadamente 0,6 mM.
Por ol contrario, la concentracién en piasma terapéutica de hidrocioruro de
R](+)PAl asté en ol inlervalo nanomolas.

€l efecio de los enantidmeros de PAl en el yeyuno de conejos alsiado y en-el
fleon de cobayos sa determind para encontrar si la ingesta de [S)(-)PA! junto
con [RK+)PAl (como se encusnire an PAl recémico) producirla efectos
secundarios susentes en la adminisiracén de [RY+JPAI puro. [R)(+)PAl es o
snantiémero praferido pera la inhibicidn de MAO-B en el carebro, a la vista de
su potencia y alta selectividad hacia esta forma de la enzima. [SK-)PAI es
mucho menos potente que [RK+)PAl en este seniido y tampoco es selectivo
hacla MAO-B. En princlpio, su presencia en racemalo de PAl se podria tolerer
o pasar por alto habida cuenta de que [SK-)PAl es inerie en las dosis
recomendadas de [R}{+}PAl. Los resuliados proporcionados en las Tablas 16 a
19 muestran que [SK-JPA! no e8 una sustancia inerte. Por el contrario, en lieon
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de cobayos, 2 un reisjante més polents que [R){(+)PAL Por ello, sus sfectos
periféricos no pueden considerarss como insignificaries. Esios daios muestiran
que ss producirian menos efectos secundarios periféricos en la administracién
de [R}(+)PAl puro qua en la administracion de PAl racémico que contlene una
dosis equivalente de [R}{+)PAl.

TABLA 16
POTENCIACION DE TIRAMINA POR CADA UNO DE LOS DOS
ENANTIOMEROS DE PAI-HC! EN YEYUNO DE RATA
Un fregmento de yasyuno de conejo, montado en un bafio de drganos, presenta
contracciones ritmicas que son inhibidas por norepinefrina pero o por tramina.
Sin embargo, st se tata con anterioridad el yeyuno con un inhibidor de la
monoaminacxddasa tal coma PAL, entonces la tiramina provoca relajacion de
las contracciones espontineas. El grado de relajacin se puede relacionar con

la potencia refativa del inhibidor.

Famaco y concentracion (M) " Relajacion (%)
Tramina sola a0 0
Norepinefrina 0,002 100
[R] (+) PAJ solo 02-4,0 0
[S]{-) PAl solo 0.2-4,0 0
Tiramina 40
después de [R](*)PAl 0,2 67
2 88
40 85- 80
despuds de [S](-)PAl 0,2 o
2 35
40 33-50

Resufiados .

[S}-}PAI es mucho mencs potenis que [R}{+)PAl como inhibidor de MAO-B
cerabral. Por tanto, [SN-)PA! no as un agenta Ul pars 1a pravencidn de la
degradacién de dopamina cerebral, pero puede potenciar la liberacion
provocada por tiramina da norepinefrina en el intestine deigado. Su actividad en
e intestino deigado a8 un efecto secundario indessable ya que es de esperar
que sumenia le absorcidn y accidn de raming no degradada. Aal, [SK-)PAl no
es una sustancia inerte cuando se usa junto con [R]{(+)PAl como se encuentra
an PAI racémico. )



,\

15

20

~50-
TABLA 17

ANTAGONISMO DE CONTRACGIONES INDUCIDAS POR BETANECOL DE LA PREPARACION
DE {LEON DE COBAYO EN PRESENCIA DE 400 uM DE CADA UNO DE LOS DOS
ENANTIOMEROS DE PAI-HC '

Un fragmento de llean de cobayo montado en una solucién fisioldgica en un

bafio de &rganos $8 conirae de una forma dependienie de la dosls cuando se

tata con betanecol que es un andlogo enzimiticaments estable del

neurotransmisor gestrointestinal netwral acetiicoline. Estas contracciones se
atenGan en presencia de PAL Los datos se expresan en gramos-tensidn.

Betapecol (uM) gramos-tenmién

control [R] (+)PAI contral (8] (-)PA!
08 05 02 08 0
2 1.5 03 20 0
4 22 0.7 30 (4]
8 40 1,0 38 06
20 5.6 2.0 38 1.2
40 62 28 3.8 1.7
80 6.2 31 as 26
200 8,2 4,3 38 28
Resutados

S](-)PAl es casl inactivo como inhibidor de MAO-B con respecto a [R){+)PAl y,
por ello, no es eficaz para prevenir la degradacién de la dopamina cerebral. No
obstanis, @3 mas aficaz qua [RK+)PAI en la prevenciin da la contraccidn
inducida por betanacol dal intestino deigado. Asi, [S)(-)PAl no es uns susiancia
inerte cuando se usa con [Ri{+)PAl como se encuenira en PAIl racémico.

b7
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TABLA 18

mmmmoqnmmmmuﬂmnau
PREPARACION DE [LEON DE COBAYO POR CADA UNO UE LOS DOS ENANTIOMEROS DE
PAI-HCI
5 Una dosis file de histamina (40 nM) csusa una contraccién sostenida de un
fragmento de fleon de cobayo montado en salucion fisioldgica en un baflo de
érganos. La adicidn crecients de cada uno de los dos enantidmeros de PAI-HCI
causa una relajacion det misculo dependiants de la doasls. Los resultados se
expressn como nelajacion porcentual con respecto al astado inicial antes de la
10 adicidn de histamina que se considsra como relajacion del 100%.

.

~ Concentracion de PA Relajacion porcential

uM R} (+) PAJ {S] (-} PA
2 0 11
4 0 5
10 0 30
20 20
30 31 33
40 74 38
100 81 n

200 90
300 92

400 100 28
700 100

1000 100

Besultados

15 {SK-)PAl e3 inaciivo con respecta a [RK+)PAI como Inhibidor da MAO-B an el
cerebro y, por tanto, no as (i pera prevenir la degradacion de dopamina
cerebral, pero as més activo que al isémero (R) para provocar la relajacion del
miscido liso intestinal. Asl, [S}(-}PAlI no es una sustancia inerte cuando se
toma junto con ef isémero (R) como se encuenira en of PAI racémico.
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e TABLA 19

ANTAGONISMO DE CONTRACCIONES INDUCIDAS POR BETANECOL DE LA PREPARACION
OE ILEON DE COBAYC POR CADA UNO DE LOS DOS ENANTIOMEROS OE PAI-HCI
Una dosls fija da betanecol (0,8 uM) cavsa una contraccidn sostenida de un
fragmento de fleon de cobayo montado en solucién fisloldgica en un bafio de
6rganos. Le adicidn crecients de cada uno de los dos enentidmeros de PAI'HC!
causa una relajacién de Ia preparacion dependients de la dosis. Los resultados
86 expresan como relgjacién porcentual con respecio a la linaa base ames ds

la adicién de histamina que se considera como relajacion de! 100%.

 —

Concentracion de PAI Relajacion porcantual
uM [R}(+) PAS (8] ) PAl
20 25 40 - 50
60 25-50 60-70
100 50-70 100
300 100 100
Rosultados

[SK-PAl es inactivo con respecio a [R](+)PAl como Inhibidor de MAO-B en et
cerebro y, por tanio, no es OU para prevenir la degradecién de dopamina
carabral, pero o8 més aciivo que ol isdmero (R) para provocar I relajacién del
moscylo fiso intestinal. Asl, [SK-)JPAI no ea una sustencia inerte cuando ee
toma junio con el iadémern (R) como se encuentra en el PAL racémico.



REIVINDICACIONES:
1. R{+)-N-propergil-1-aminocindano, CARACTERIZADO PORQUE es de la
sigulante fdrmula 1)

Hy
H (1)
o una sl deo adicidn Acids farmacéulicaments aceptable del mismo.

2. Una sal famacéuticamenie acepiable del R({+)-N-propargl-i-
aminoindano de ia cidusula 1, CARACTERIZADA PORQUE dicha sal es una
sal mesiiato, una sal ssileto o una sal suffato.
‘3. Una sal mesitato de R(+)-N-propargl-1-eminoindano, CARACTERIZADA
PORQUE es una sal acorde con la cidusula 2,
4, Una composicidn farmacdutica, CARACTERIZADA PORQUE
comprende una cantidad farmacduticamente eficaz de R(+)-N-propargi-1-
aminoindano o do la sal famacéuticaments - aceptable de’ cualquiera de les
cléusulss 1-3 y un vehiculo yio diluyents farmacéuticaments aceptable. '
5. La composicién fermacéutica de amcuerdo con la céueua 4,
CARACTERIZADA PORQUE es para el tretamiento de la enfermedad de
Parkinson, trastomos de la memoria, demencia de tipo Alzheimver (DAT),
depresion y el sindrome de hipecactividad.
6. La composicion farmecéutica de acuerdo con la cléusula 4,
CARACTERIZADA PORQUE es para e tratamianto de una lesién neurottudca,
"una lesién por traumnatismo craneal, una lesitn por traumatiamo de ia médula



espinal, sintomas de absiinencia de una sustancia adictiva o lesion sstruciural
7. La composiclon farmecéulica de acuerdo con la clausula 4,
CARACTERIZADA PORQUE es para of tratamiento de la enfermedad de
Parkinson.

8. La composiciin farmaciutica de la cldusula 4 & 7, CARACTERIZADA
PORQUE dicha cantided farmacduticamente eficaz comprende una cantidad
entre 0,1 mg y 100 mg.

9. La composicin farmacéutica de la cléusula 8, CARACTERIZADA
PORQUE diche cantidad fasmsacéuticaments eficaz comprende una cantidad
entratmgy 10 mg.

10. La composiciin famacéutica de la cléusuls 9, CARACTERIZADA
PORQUE dicha cantidad farmacéuticaments eficaz es 1 mg.

11. La composicion fasmacéutica de cuaiquiera de las cifusulas 4-10,
CARACTERIZADA PORQUE el vehiculo farmacéuticamente aceptable es un
sdlido y la composicién famacéutica es una tableta.

12.  Uso de R(+)-N-propargil-1-aminoindano o de una sal farmacéuticaments
aceptable de acuerndo con cualquiera de las cldusulas 1-3, CARACTERIZADO
PORQUE es para la elaboracién de una composicién farmacéutica.

13. El uso de acuerdo con |a cldusula 12, CARACTERIZADO PORQUE la
sal mesilato 50 usa pare elaborar 1a compoalcién farmacéutica,

14.  El uso de acuerdo con la cldusula 12 6 13, CARACTERIZADO PORQUE
es para elaborar una compoeicién farmacdutica pama tratamiento de Ia
enfermedad de Parkinson, de trasiomos de la memorie, de demencia de tipo
Aizheimer (DAT), depresidn y del sindrome da hiperaciividad.



15. Eluso de acuerdo con la cldusula 12 6 13, CARACTERIZADO PORQUE
o8 para elaborar una composicidn famaciéutica para ol tratamiento de una
lesién neurctixica, una lesidn por traumatismo craneal, una lesién por
traumatismo de la médula espinal, sinlomas de abstinencla de una susiancia
adictiva o una lesién estructural del nervio dptico.

16. Eluso de acuerto con la cléusula 12 6 13, CARACTERIZADO PORQUE
es para elaborar una composicén farmacéutica para el tratemienio de la
enfermedad de Parkinson.

17. El uso de cuaiquiera de las cldusulas 12-16, CARACTERIZADO
PORQUE o R(+)-N-propargii-1-amincindano o una sal famacéulicamente
acaptabls se formula para une administracién por via oral, rectal, transdérmica
o parentaral.

18. Un proceso para la prepsracién de R{+)-N-propargi-1-amincindano o
una sal de adicion acida de! mismo, CARACTERIZADO PORQUE comprende
hacer reaccionar ¢l enantidmero R(+) de 1-amincindano con bromwo de
propargiio o clorwo de propargio en ia presencla de una base orgénica o
inorgénica, opcionaimente en la presencia de un solvenis adecuado y aisiar el
snantiémero R(+) del N-propasgh-1-aminoindano por cromatogrefia, destilacion,
axtraccion selactiva, y, sf 36 desewra, convertir la base libre obtenida en una sal
de adicién &cida del miamo.

18. Un proceso para ia preparacidn de R(+)-N-propargll-1-aminoindano o
una sal de adicidn Acida del mismo, CARACTERIZADO PORQUE comprende
hacer reaccionar 1-aminoindanc ncémico con bromwuro de propargilo o cloruro
de propargfiioc en la presencis de una base orgdnica o Inorganica,
opcionaimenta en la presencia de un soivents adecuado y aislar sl eanantiémero



R(+) de! N-propargil-1-aminoindano por cromatografia, destilacidn, extracclén
selectiva, y, sl se deseara, convertir Ia base lbre obtenida en una sal de adicién
acida del mismo.
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ACTMIDAD INHIBIDORA IN VITRO; MAD-B
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FIGURA 10
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FIGURA 12
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REQU!SITGS NECESARIOS PARA PRESENTAC'ON Y AGHLIZACION DEL

TRAMITE

PATENTE DE mvmc:o'\:/ MODELO DE UTILIDAD () ‘ /

~ COMPLETA

Indnaclon do que se solicita Ia concesibn de una patente. () {

Dafos de identiftcacion del solicitante o de la pemna que se presenta la solicitud.  ( ) {//
Destripeion de I invencion, >
Dibujos da sar estos parfinanfas,
Comprobanie de Pago de las tasas establecidas.

t _(?1/

INCOMPLET. A { ) { )

DISENO INDUSTRIAL { )
Indicaciodn de cue se solicita el registro de Diseiio Industrial ( ) {)
Datos de identificacion del solicitante o dela persona quepresenia . { } ()

la solicitud.
Repreaentacion gréfica o fologrifica dal Diseiio Industrial o muestra del-

Material que incorpora el diseito, { ) { )
Comprobante de pago de las tasas establecidas ( ) {)
COMPLETA INCOMPLETA ) ()
ESQUEMA DE TRAZADO
- Indicacionde que soticita el regietro de un Esquema de trazado. () ()

- Datos de Identificacion del soicitante o de la persona que presenta

La solicltud.
Representaclon grafica del esquema de trazado
Comprobante de pago de I35 tasas asinblemda

COMPLETA

Firma Responsable:

Fecha:

{ ) {)
{ ) {)
{) (O
MPLETA () ()



REPUBLICA DE COLOMBIA Cp //
SBUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogoté,
2020

Doctor(a)
RODRIGUEER D'ALEMAN DILIA MARTA

REFERENCIA Radicacién No.S 128040
Trimite 2
Evanto 1
Actuacién 430

Oficio Mo. 4 5 39

Como resultado del examen de forma, realizado con fimdamanto en el articulo 38 de
la Decisidn 486 de la ComisiSn de la Commidad Andina, se le comunica que:

1. Debe allegar copla del documento en gque consta la cesifn del derecho a la
patente otorgado por el({los) inventor(sa) al(loa) solicitante(s) o a su{s)
causante(s) (art. 26-k,Dec 486/2000).

2. Debe allegar los poderes otorgados al abogado que aparece en la solicitud como
apoderado, con el 1lleno de los requisitos exigidos en el CSdigo de Procedimianto
Civil. Cuando se requiera debe allegarse la sustitucién de los poderes, otorgada
por gquien aparece como apoderado principal. Adicionalmente, deberi presentar el
documente que acredita la existencia y representacién legal de las sociedades
solicitantes. Con sus correspondientes traducciones y legalizaciones.

3. Para efectos de la publicacién en la gaceta se recomienda allegar el extracto
diligenciado.

En cumplimiento del articulo 39 de la Decisién 486, se le requiere para que dentro
del té&rmino de dos (2) meses sigulentes ala fecha ds notificacién del presente
oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados. En caso de no dar
cunplimiento al presente requerimiento, la solicitud se consideraré abandonada y
perderfi su prelacisn.

Notifiguese el presente oficioc conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.10 des 2001.

ALIX CARMENZA ES ,E VERGEL
Jefe de la djvisisn de Nuevas Creaciones

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en lista de

2T AR 205



Clarke, Modet & C°

COLOMBIA

SENORES

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
E. S. D.

REF: EXPEDIENTE NR. 05123040/
SOLICITANTE: 1. TEVA PHARMACEUTICAL INDUSTRIES LTD.
2. TECHNION RESEARCH AND DEVELOPMENT
FOUNDATION, LTD. ¢
FECHA DE LA SOLICITUD: DICIEMBRE 20, 2005
TITULO: R-ENANTIOMERO DE N-PROPARGIL-1-AMINOIDAN,
SALES, COMPOSICIONES Y USOS DE ESTOS

ASUNTO: SOLICITUD DE PRORROGA DEL TERMINO LEGAL

DILIA RODRIGUEZ D°'ALEMAN, en mi condicién de apoderada de la sociedad
solicitante en el expedients de Ia referencia, atentamente solicito a Usted se me
conceda una prérroga del término fijado mediante auto notificado el 27 DE
Abril DE 2006, que vence el 27 de Junio de 2008 para dar respuesta a la
accion oficial de examen de forma , requerida por el examinador.

Fundamento mi solicitud en el articulo 39 de la Declsién 486 de 2.000 del
Acuerdo de Cartagena.

Anexo, el recibo de pago respectivo para efectos de lo anterior, y agradezco su
atencion.

Sefior Jefe,
nDILIA RODRI%EZ D'AUEMAN 2 :
TLR/sr

p-728 ~—



SUPERINTEMDENCIA DE IMDUSTRIA Y COMERC1D

NIT @ BO0174039-2

RECIED OFICIAL DE CAJA : 06 - 37,429
FECHA ¢ NAYD 17 DE 2006
.. t3988 CONSIENACIOR #isne
BEPUSITANTE TIPO PAGD BANCO CUENTA No. PAGD  FECHA PSD Vr. PAGD
CLARKE MODET ¥ CO. COLOMBCONSIGNACION  BANCO POPULAR  030-00110-5 WO 17/05/2006 7,214,000,
$888 C O N C EP T 0 aism
CANT. RENTISTICO . CONCEPTO TOTAL CONCEPTO
1 50005-01-08 PRORROGA DE TERNINCS 31 PRORROSA DE TERMINOS §9,000.00
THAL: - 8 £9,000.00

SESENTA ¥ NUEVE MIL PESOS

RESPOMSABLE :

RECIBO DE CAJA APLICADOD AL EIPEDIENTE Mo.




