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“Us0 DE LA DAPSONA
COMO NEUROPROTECTOR EN EL INFARTO CEREBRAL”

ANTECEDENTES

Para el tratamiento farmacoldglco del Infarto cerebral, se han utllizado histéricamente
algunos medicamentos, con muy poca eflcacla clinica, entre elios podemos mencionar a la
citicolina. En'un estudio reciente, publicado en el afio 2002 (Déavalos A, Castillo J, Alvarez-
Sabin J, Secades JJ, Mercadal J, Lopez S, Cobo E, Warach S, Sherman D, Clark WM,
Lozano R., Oral citicoline in acute Ischemic siroke: an Individual patient data pooling
andlisis of clinical trials. Stroke 33(12):2850-2857, 2002), se encontrd que este férmaco
producla una mejoria del 25% en promedio, tres meses después de su administracion a
pacientes con Infarto cerebral, en tanto que los pacientes que recibieron placeba.mejoraron
un 20% en promedio. Como se puede deducir de estos resultados, este tratamiento
farmacolégico es incapaz de reducir el dafio cerebral asociado con el infarto cerebral en
mas de un 20-30 % en promedio.

Por ofra parte, la investigacion y el desamolio de nuevos medicamentos para prevenir las
consecuancias del Infarto cerebral ha producido resultados decepclonantes. En el afio
2001, por ejemplo, la Food and Drug Administration de los Estados Unidos aprob6 el uso
de 5 férmacos contra las enfermedades cardlacas, y ningiin farmaco contra el infario
cerebral. Esto conlleva a que en la actualldad no exista un tratamiento medicamentoso de
eleccion para este grave padecimiento,

La presente invencion tiene por objeto demostrar el uso de ia dapsona como el primer
tratamiento eficaz contra las consecuencias incapacitantes asocladas con el infarto
cerebral en estos paclentes.

La dapsona es un famaco actualmente empleado en el fratamiento quimio-terapéutico de
la lepra y en las profilaxis contra la neumonla por pneumccytls carinii. Dado que la lepra es
un padecimiento cada vez menos frecuente, el uso terapéutico de dapsona se ha limitado
en fachas reclantes.
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El Infarto cerebral agudo es |a tercera causa de muerte y ia principal causa de Incapacidad

en la poblaclén mundial. En vista de las graves consecuencias que el Infarto cerebral

acamea a8 la socledad en .térmlnos de gasio por rehabilltacién y culdados médicios, se

decldidé buscar un nuevo agente terapéufico més eficaz que los actuales, sintstizando ia
5 dapsona en un compuesto novedoso.
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DESCRIPCION

La presente Invencion tiene por objeto desarroliar un producto de uso terapéutico para el

. tratamiento del Infarto cerebral agudo. Este padecimiento esta ampllamente distribuido en

le poblacién mundtial, con una incldencla de 500,000 hasta 750, 000 personas afectadas
anualmente, tan solo en los Estados Unidos, por lo que se decidld buscar otras alternativas
terapéuticas mas eficaces que las actuaies.

En la bisqueda de un nuevo agente terapéutico més eficaz que los actuales para el
tratamlento farmacolégico del.infarto cerebral, se sintetizd la dapsona en un compuesto con
la férmula sigulents:

2HN - 502- @-NHZ

El farmaco dapsona ha dejado de producirse en el pals desde los afios ochentas en forma
de medicamento y no se produce tampoco la materia prima.

Por tales motivos, en el presente trabajo se demuestra, mediante un modelo experimental,
y mediante un estudio clinico controlado en pacientas con Infarto cerebral agudo que la
dapsona es eficaz para prevenir las consecuencias adversas del padecimiento cuando se
administra dentro de {as primeras doce horas después del avento isquemico.

Las pruebas’ farmacolbgicas se reallzaron usando el modelo experimental de infarto
cerebral agudo por abstruccion permanente de la arterla cerebral media en rates, mediante
la Introducclén de un hllo de sutura a través de la arteria cardtida interna de los animales
(Ejemplo 1) . E! farmaco también se administré a pacientes con Infarto cerebral agudo, que
acudieron al servicio de Urgencias Médlicas del Instifuto Nacional de Neurologia y
Neurocirugta "Manuel Velasco Suarex” de la Cludad de México (Ejemplo 2).

Los resultados de los expsrimentos con .ratas demuestran que la dapsona (l) a una dosis
de 8.325 mg/kg tuvo una eficacla del 83%, mientras que a una dosis de 12.6 mg/kg, fue
eficaz en un del 81% peara reducir el volumen de la lesidn cersbral producido por el infarto
en el modelo experimental de infarto provocado en las ratas.

&-.‘:";”fﬂ
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Los resultados de eflcacia en los pacientas demostraron que la dapsona a una dosis de
200 mg fue capaz de mejorar los sintomas npugoléglooa de los pacientes en un 67% en

promedio.

La dosis efectiva para la dapsona es de 0.013 m.moles/kg.

No se presentaron efectos adversos a las dosis empleadas.

En particular, se emplean las sigulentes técnicas:

Sintesls de Dapsona

La dapsona puede ser sintetlzada de diversas formas, pero se ofrece la sigulente via de
sintesis como ejemplo. Esta sintesis se reallzd en dos pasos:

1. Se colocaron 60 g de acefanliida en un matraz Erlenmeyer y se calentaron
lentamente a la flama hasta la fusién total de! sélido. E! liquido viscoso resultante se
enfri6 en un vaso de hielo, procurendo que el material solidificado quedara en ef
fondo del matraz. Se agregaron 185 ml de écido ciorosulfénico en una sola porcién,
sin remover del bafio de hielo. Posteriormente se removié el matraz del hielo,
agitandose culdadosaments y se dejé que la reacclon se llevara a cabo durante 10
minutos, al t&émino de los cuales se calentd nuevamente la mezcla de reaccién hasta
la solubillzaclén total de la acetanilida remanents, dejandose reacclonar nuevamente
por 10 minutos méas. Se dejd enirlar el producto y se verti culdadosamente en un
reciplente con hielo y agua, filtréindose el precipltado y lavéndose con agua fria. Se
colectd el precipitado, e disolvi® en cloroformo y se extrajo tres veces con agua,
colectAndose la fase cloroférmica, la que se colocd en un baflo de hlelo, precipitando
el cloruro de tionilo purificado {P. fusién reportado del intermediario: 148°C).

2. Se colocaron 123.6 ml de nitrobenceno anhidro en un véso para reactor, se
agregaron 89.2 g de cloruro de aluminio y se calentaron lentamente; a la mezcla
callente se agregaron 41.3 g de cloruro de tlonilo, calentandose la mezcla de reaccién
a una temperatura de 140-145°C y se adicionaron lentamente 13 g de acetanilida,
mantsniéndose la temperatura de reaccién durante dos horas. Al término de esis
periodo se verlié el curdo de la reaccién en 104 ml de agua acidlficada con &cido
clorhidrico, con lo que se precipitaron unos cristales de color oscuro, los que se
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recristalizaron con &cldo acélico diluldo. Estos cristales se pusieron a refiujo con
écido clornidrico 5N durante 30 minutos, neutralizéndose posteriormente la mezcla de
reaccidén, con lo que se praecipitaron unos cristales blancos (DDS cruda), que se
recrstalizaron nuevemente con etanol.

Sintesis de Dapsona

HN - @ -50; - @ -NH,

Acetanlllda
+
Ac. p-clorosulfanico
Reaccién por 10 min,

|

Verter en agua fria
Purificaclén

Cloruro de tlonllo
+
Nitrobenceno y Acetanliida
AlCls

v

2h
Dlacetlidapsona

AcOH dliuido
Reflujo de HCL
Purificacién

DAPSONA (DDS)

CARACTERIZACION QUIMICA DEL COMPUESTO SINTETIZADO.

Para determinar la autsniicldad de los compuestos sintetizados, se obtuvo el punio de
fusién de éstos, resuitando de 151-153°C para el Intermediario de reaccién cloruro de
tionlo, de 172-175°C para DDS.

Los puntos de fusién reportados para estos compuestos son de 148°C, 175-176°C para el
Intermediatio y la DDS, respectivamente,

Aru st -
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Modo preferente de llsvar a cabo la Invenclén.

Ejemplo 1. Evaluacién del efecto neu;oprotet':tof de la dapsona en el modelo de Infarto
cerebral agudo inducido por la oclusién de 12 arterla cerebral medla de la rata.

La dapsona fue evaluada como neuroprotector en el modelo de Infarto cerebral producido
por la oclusion de la arteria cerebral media. Ei fdrmaco fue suspendido en un vehlculo
viable.

Se utilizaron 3 grupos de 5§ animales tratados con: Solucion salina Isotdnica (SSI, grupo
control), Dapsona (125 mg/kg), ¥ Dapsona (9.375 mg/kg) respectivamente por via
intraperitoneal, 30 minutos después de la oclusién de la arteria cerebral media, como se
describe enseguida.

Se produjo la Isquemia selectiva cerebral permanente en los animales mediante la
Infroduccién de un hilo de sutura infraluminal a través de la arterla carStida. A todos los
animales se les produjo anestesla continua durante el procedimliento quinirgico con
Heaiotano al 1.5 %, por medio de una mascarilla facial. Se colocd a los animales en
decibito dorsal, se fl)6 y se rasurd la regién cervical anterior para practicar una incisién en
la linea media que va del manubrio del esternén hacla la regién del mésculo estemnohiodeo
y se siguld hacla su borde lateral, Identificando en este gltio el borde medial del
estemocleldomastoldeo y la aponeurosls cervical superficial en su hoja profunda, misma
que se incidi¢ para exponer la cardtida coman por debalo y por dentro del vientre caudal
del digéstrico. Se efectué una diseccién cortante de la cardtida com(n hasta el asa del
hipogloso. Se Identific la bifurcacidn carotidea, la cardtida externa y sus ramas occipital y
tiroldea, estas dos Giimas se ilgaron con monofilamento de 8-0, asl como con
electrocoagulacién para su corte posterior. Se disecd la carétida Interna en una longitud de
aproximadamente 5 mm y en ese momento se Identificd la arterla pterigopalatina. En ella
86 colocd un microchip o en su defecto se ligé con monofllamento 6-0. Una vez retirado el
fiulo por éstas afluentes arteriales se procedié a introducdir nylon monofilamento de 3-0 en
direcclon hacla la arterla carétida Intermna, a través del mufién de la arteria carbida externa,
por una longitud de 17 mm a partlr de la bifurcaclén. Se procedié a cemar la herida y se
dejo recuperar al animal con agua y alimento a libre demanda. En todos los casos se
coimobor® la Isquemia por observacién macroscépica y por la posicién del hilo.
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Evaluacitn del efecto neuroprotector de la dapsona en ratas.

Durante las 96h sigulentes al procedimiento de fsquemia, se evalué neurolégicaments a
los animales empleando una escalea funcional, cada 24 h. Esta escala establece un
puniaje de O a 5, de acuerdo con la gravedad de los signos que presenta el animal: 0 =
sin alteracion neurolégica; 1 = dificultad para extender totalments la extremidad dntrior:
2= marcha circular a la derecha; 3 = caida a la derecha; 4= el animal no camina
espontaneamente y tiene un nivel de conciencia deprimido; 5 = muerte,

atarminacién del volume ujar de dafio

Al término de {as 96 h de observacién, los animales se sacrificaron con una sobredosis de

pent.obar'bltal'sbdlco por via infraperitoneal y se les exirejo el cerebro por craniectomia. -

Una vez extraldo, el cerebro se fij6 en alcohol anhidro durante dos semanas. Se continud
con el proceso histolégico habitual y se realizaron cortes de 10 um, almacenando un corte
cada 200 ym. Estos Gitimos fueron tefildos con la técnica de Hematoxilina-eosina. Todos
los cortes fueron revisados por un patblogo, quien se encontraba clego al grupo de
tratamiento, para determinar macro y microscépicamente las zonas de isquemia.

Se determiné el drea de cada corte histolégico usando un sistema digital de analisis y un
ampiificador fotogréfico. En todos los casos se reallzd una amplificacién de 1:10. A cada
corte se le realizaron 3 determinaciones: A) Area total, Incluyendo los ventriculos B) Area
ventricular C) Area de Isquemia, de acuerdo con la revisién del patiogo. Para determinar
el volumen de feslén, se utilizd la siguiente férmula:

V=P (02mm)

10

Donde P es la suma de las &reas (en mm?), 0.2mm as la longltud fija entre cada corte y la
division entre 10 es debida a la ampliificacién de cada corte para la medicién del volumen.
Aplicando la férmula se obtuvieron tres diferentes voltimenes: Total, Ventricular y de
isquemia. Se restd el volumen ventricular al volumen total, para obtener el volumen de
parénquima cerebral. Esie Ultimo se usd como referencla para obtener el porcentaje de
lesién, usando el volurnen de isquemia,

VTR e T L
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Ejemplo 2. Evaluacién del efecto neuroprotector de Ja dapsona en paclentes con infarto
cerebral agudo.

En ests astudio se evalud el efecto neuroprotector de la dapsona en pacientes que,
hablendo sufrido un infario cersbral agudo por trombo-embollsmo, fueron Iingresados at
Depariamento de Urgencias Médicas del instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia
"Manuei Velasco Suérez". La dapsona se adminisird en una dosis tnica de 200 mg en
suspension, por la via oral. La suspension se mantiene estable en refrigeracion a 4°C hasta
por un mes.

La dapsona fue administrada de manera clega a 15 pacientes, mientras que a otros 15
pacientes se les adminisird una suspension de anti-acido, como medicamento placebo. Los
pacientas fueron asignados al azar a uno u ofro tratamiento, usando nimeros al azar,
generados por una calculadora de bolsilio. Ambos medicamentos fueron administrados
durante las primeras doce horas después del infarto cerebral. Como resultado de estos
procedimientos, el estudio clinlco fue aleatorizado, doble clego y controlado con el uso de
piacebo.

La evaluacién de los signos y sintomas clinicos fue reallzada en ciego por un neurdlogo
experio, con la escala NiH, que wa;'lﬂﬂ la Intensidad de los trastomos provocados por el
Infarto cersbral. Dicha escala fue aplicada al momento de Ingreso del paciente al estudio
(dia cero) y & los 2, 6 y 30 dlas después def infarto cerebral. Se considera un Infarto como
moderadaments grave o grave cuando la eacala NIH amroja un valor mayor de elete.

Anélisls estadistico.

Se utiiizaron dosis de dapsona en el rango de 1 a 12.5 mg/kg, por la via cral en el caso de
pacientes o por la via intraperitoneal en el caso de |as ratas.

Para la evaluacién de la escala neuroldgica y del porcentaje del volumen de lesion en las
ratas, se determind la significancla estadistica con la prueba de Kruskal-Wallls, segulda de
la prueba U de Mann-Whitney.

Los resultados de la escala NiH en ios dos grupos de paclentas fueron analizedos
estadisticamente con una prucba de anélisis de varlanza de una via (ANOVA), usando
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como covariables la Escala NiH al dia de Ingreso (dla cero), asi como el género, la edad, la
presion arterial y otras variables clinicas Importantes para el desenlace del paclente.

Se tomaron valores de p < 0.01 y 0.05 para determinar ef limite de significancia
estadistica.

Los resultados de la evaluacién neurolbgica en las ratas se muestran en la figura 1, en la
que se aprecla el puntaje de la prueba neuroldgica en funcion de los tlempos después del
la produccién del infarto en las ratas. Los resultados se expresan como el promedio de 4
experimentos independientes. D= Dapsona (9.375 y 12.5 se reflere a [as dosis en mg/kg,
ip), * p <0.05 (Prueba de Kruskal-Wallis seguido por prueba de Mann-Withney).

Los datos de la prueba neurologica en las ratas muestran que los animales tratados con la

dapsona a las dos dosls empleadas se recuperan de la lesidén isquemica, de manera
significativa, comparando con el grupo control, ’

Los resultados del volumen de lesién se presentan en la figura 2, que muestra el
porcentaje de lesion Isquemica, 96 horas después de la produccion del Infarto en las ratas.
Los resultados se expresan como el promedio +/- el error estdndar de 4 experimentos
indepandientes. D= Dapsona (8.375 y 12.5 se reflere a las dosis en mg/kg, ip), * p < 0.05
{Prueba de Kruskal-Wallls seguido por prueba de Mann-Withney).

Los datos obtenidos demuestran que la dapsona proteglé en un 93% a la dosis de 9.375

mg/kg y un 90% a la dosis de 12.5 mg/kg, respectivaments, en comparacién con el grupo
control.

Los resultados en los paclentes con infarto cerebral trombo-embolico agudo se muestran
en la Figura 3, en la que se seflala el puntaje de la escala neurologica NIH en funclén de
los tlempos (en dias) después de la administraclén de la dapsona o el placebo. Los
resultados se expresan como el promedio de 15 pacientss por grupo +/- el eror esténdar.
D=Dapsona, * p < 0.05, ** p <0.01 (Prueba de Andlisis de varlanza, con covariables).

Los resullados con los pacientes tratados con 200 mg de dapsona por la via oral
demuestran una mejorfa clinica significativa. Esta me|orla fue del 67 % en promedio.

. 2Bty 2 i
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La evaluaclén del efecto neuroprotector de la dapsona de la presents invencién puede
resumirse de la sigulente manera: '

Se observé una reduccién i;ignlﬁﬂva en la gravedad de los sintomas neurolégicos en las
ratas del 50%, comparada con el grupo control. Tamblén se observaron reducciones del
83% y ol 90% en el volumen de lesidn en estos mismos animales.

En relacién con el estudio en pacientes, la mejoria clinica fue de! 67% en promedio.

Estos resuliados indican que la dapsona es més eficaz que los fArmacos actuaimente
exietontos en ef mercado para ef tratamiento def infarto cersbral agudo. Esto, con una
dosis preferida de dapsona en el rango de 1 a 125 mg/kg, administrada durante [as
primeras 12h del infarto cerebral agudo, aunque la dapsona puede ser administrada

tamblén en dos!s repetidas.
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REIVINDICACIONES

Hablendo descrito el Invento, se considera como una novedad el uso terapéutico de la
dapsona, para el tralamlento medicamentoso del Infarto cerebral agudo y por lo tanto, se
5 reclama como propledad lo contsnido en las sigulentes cliusulas:

1) El uso de dapsona para preparar un medicamento Ut en el tratamiento como
neuroprotector del Infarto cerebral agudo caracterizado por aplicar una dosis de
0.004-0.051 m. mol/kg de Dapsona.

2) El uso da dapsona, de acuerdo con la relvindicacion 1), en una dosis de 0.004-0.051
10 m. mol/kg, con eficacia de 87%.

3) El uso de dapsona, de acuerdc con la relvindicacion 1), en las dosis de 100 y 200 mg
por via oral.

4) El uso de la dapsona, de acuerdo con las reivindicaciones anteriores, donde la
15 administracién puede ser en las primeras doce horas después del infarto,

5) El uso de la dapsona, de acuerdo con la relvindlcacién 4), donde la administracién
preferida puede repetirse cada 24 horas.
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“USE OF DAPSONE AS
NEUROPROTECTOR IN THE BRAIN STROKE"

BACKGROUND

For the pharmacological treatment of the brain stroke, some drugs have been historically
used, with litite clinical efficiency; among them we can mention Citicoline. In a recent study,
published in 2002 (Davalos A, Castillo J., Alvarez-Sabin J., Secades JJ., Mercadal J.,
Lopez S., Cobo E., Warach S., Sherman D., Clark WM., Lozano R., Oral citicoline in acute
ischemic stroke: an Individual patient data pooling analysis of clinical trials. Sfroke
33(12):2850-2857, 2002), it was demonstrated that this drnug produced an Improvement of
25% In average, three months after Its administration to patients with brain stroks, while the
patlents that recelved a placebo improved 20% In average. As it can be inferred from these
results, this pharmacological treatment is not capable of reducing the brain damage
associated with brain stroke, In more than 20-30% In average.

On the other hand, the research and the development of new drugs to prevent the
consequences of brain stroke, have produced disappointing resuits. In 2001, for exampils,
the Food and Drug Administration of the United States of America, approved the use of 5
drugs against cardiac diseases, and no drug against brain stroke. This leads to the fact that
there is no selective drug treatment for this serlous iliness.

The invention herein has as objective, to demonstrate the use of dapsone as first efficlent
treatment against the disabling consequences associated with braln stroke in these
patiants.

Dapsone is a currently used drug, for the chemotherapy treatment of laprocy and in the
prophylaxis against pneumonia by penumocystis carinil. Consldering that leprocy is a less

) frequent disease, the therapeutic use of dapsone has been limited recently.

30

35

Acute brain stroke is the third cause of death, and the main cause of disability in world
popuiation. in view of the serious consequences that brain stroke means to the society
under the terms of rehabilitation and medical care expenses, a new therapeutical agent,
more efficient than the current was searched, syntheslzing dapsone in as a new
neuroprotective compound.
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DESCRIPTION

The Invention herein, has as cbjective to develop a product for the therapettic use In the
treatment of acute brain stroke. This disease is amply diatﬂbqted In the world population,
with an Incidence of 500,000 to 750,000 people affected a year, only In the United States of
America, thus it was declded to look for other therapeutic altematives that are more
efficient than those currently used.

in the search of a new therapeutic agent, more efficient than the cument, for the
pharmacological treatment of brain stroke, dapsone was synthesized as a compound with
the following formula:

2HN - @ - 802- @ - NH2

The drug dapsone has not been produced in Mexico since the eighties, and its raw material
is neither produced.

For such reasons, the work herein demonstrates, through an experimental model, and by
means of a clinical controlled trial in patients with acute brain stroke, that dapsone is
efficlent to prevent the adverse consaquences of the disease, when administered within the
first twelve hours after the ischemic event.

The pharmacological tests were performed using the experimental model of acute brain
atroke for permanent obstruction of the middie cerebral artery in rats, introducing a suture
thread through the internal carotid artery of the animals (Example 1). The drug was also
administered o patients with acute brain stroke, that attended the Emergency Services of
the National Institute of Neurology and Neurosurgery “Manuel Velasco Suarez”, in Mexico
Clty (Example 2). '

The results of the axperiments with rats, demonstrate that dapsone (i) at a dose of 9.325
mg/kg, had an efficacy of 83%, while at a dose of 12.5 mg/kg was 81% efficient to reduce
the volume of braln damage produced by the stroke in the experimental stroke mode!,
provoked In rats.

\©
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The efficiency resuits In patients, demonstrated that dapsone to a dose of 200 mg. was
capable of iImproving the nsurological symptor_n Iof patlents in 67% in average.

The effective dose for dapsone, Is 0.013 m.moles/kg.
No side effects were presanted for the dose used.
Particularly, the following techniques are used:

Synthesis of Dapsone

Dapsone may be synthesized by different routes, but the following synthesis Is offered as
an example. The synthesis was performed in two steps:

1.- 60 g of acetanilide were placed in an Edenmeyer flask, and were slowly heated untll
all the solld material was melted. The resulted viscous liquld was cooled using an ice bath,
leaving a solid material In the bottom of the flask. 185 ml of chlorosuifonic acld was added,
without removing the ice. Later, the flask was removed from ice, carefully agitated and
reaction was performed during 10 minutes, at the end of which the mixture of the reaction
was heated agaln, until the total solubilization of the remaining acetanilide, letting it react
again for 10 minutes more. The product was cooled and carefully poured in a container
with ice and water, the precipitete was filtered and washed with cold water. The precipitate
was collected, dissolved in chicroform and extracted three times with water, collecting the
chloroformic phase, which was placed on an ice bath, precipitating the purified tionile
chioride (reported melting point of the intermediary product: 148°C).

2.- 123.6 ml. of anhidrous nitrobenzene were placed in a reaction container, 89.2 g of
aluminum chloride were added and slowly heated; to the hot mixture 41.3 g of tionile
chloride were added, heating the reaction mixture io a temperature -of 140-145°C, and
slowly added 13 g of acetanilide, keeping the reaction temperature during two hours. At the
end of this period, the raw reaction material was poured In 104 mi of acidified water with
hydrochloric acid; precipitating a dark colored product, which was re-crystallized with
diluted acetic acld. After the re-crystallization and flltration, the solild material was refluxed
with hydrochloric acid 5N during 30 minutes, later the reaction mixture was neutralized,
precipitating white crystals (raw DDS), that were re-crystalized with ethanol.
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Dapsone S_ynthuls
M:N - @ -80,- @ -NH;
Acetanllide
+

p- chlorosulfonic acld
Reactton for 10 minutes
Pour in cold water
Purification

Tlonlle Chloride {Intermediate product)
+
Nitrobenzene and Acetanliide
AICly

v

2h
Diacetlidapsone
Dlluted acetic acld
HCL reflux
Purification

DAPSONE (DDS)

CHEMICAL CHARACTERIZATION OF THE SYNTHESIZED COMPOUND

To determine the authenticity of the syntheslzed compounds, the melting point of them was
measured, resulting of 151-153°C for the reaction Intermediate tlonile chloride and 172-
175°C for DDS.

The melting points reported for these compounds are 148°C, 175-176°C for the
intermediate and the DDS, respectively.
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Preferential Mode to perform the Invention

Example 1.- Evaluation of neuroprotective effect of dapsone In the acute brain stroke,
induced by the occlusion of the middle cerebral artery of the rat.

Dapsone was evaluated as neuroprotector In the brain stroke model produced by occlusion
of the middle cerebral artery. The drug was suspended In a suitable vehicle.

3 groups of 5 animals each were treated with: Saline isotonic solutlon (SSI, control group),

Dapsone (12.5 mg/kg) and Dapsone (9.375 mg/kg) injected by intraperitoneal route, 30
minutes after the occlusion of the middle cerebral artery, as described below.

The permanent selactive braln [schemic was produced In the animals through introducing a
suture thread intraluminal through the carotid artery. All animals recelved continuofls
anesthesla during the surgical procedure with halotane 1.5%, through a face mask.
Animals were placed in dorsal decubitus position, fixed and shaved In the anterior cervical
region to make an incision In the middle line from the stermum lowards the region of the
sternohiodeous muscie, to its side rim, identifying in this side the middle rim of the
stemocleidomastoldeus and the superficlal cervical aponeurosis in its deep leaf, same that
was cut to leave exposed the common carotid blow and Inside the caudal belly of the
digastric. A culting dissection of the common carotid was performed, until the hypogiose
loop. The carotid bifurcation was Identified, external carotid and its occipital and thyroid
branches, the two latter were Joined with mono-filament of 8-0 as well as with electro-
coagulation for Iits later cut. The Internal carotid was dissected in a length of approximately
5 mm and &t that time the pterigo-palatine artery was Identified. A microchlp was placed or
It was Jolned with mono-fllament 6-0. Once the flux was stopped through these artery
affiuent, the mono-filament nylon 3-0 was introduced towards the intemal carotid artery,
through the stub of the external carotid artery, for a length of 17 mm as of the bifurcation.
The wound was closed, and the animal was left to recover, with water and food ad /ibifum.
In all cases, ischemla was verified by macroscoplc observation and for the position of the
thread.

Evaluation of the neuroprotective effect of dapsone in rats.
During the 96 hours after the ischemic procedure, the animals were neurologically
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evaluated using a functional scale, each 24 hours. This scale establishes rates from 0 to 5,
according to the seriousness of the signs that the animel presents: 0 = without neurological
alteration; 1 = difficulty to totally extend the anterior extremity; 2 = circular movement
towards the right; 3 = falls to the right; 4 = animal does not walk spontaneously and has a
consciousness depressed level; 5 = death.

Determl the tiss ojume of dam

At the end of the 8968 hours of observation, animals were sacrificed with .an overdose of
sodium pentobarbital by [ntraperitoneal route, and their brains were extracted by
cranfectomy. Once extracted, the brains were fixed with anhydrous alcohol during two
weeks. The usual histological process was performed, as well as sections of 10 um, storing
a section each 200 um. The latter were stained with the hematoxiline-eosine technique. All
sections were observed by a pathologist, who was not aware of the treatment group, to
determine, macro and microscoplcally, the lschemic zones.

The area of each tissue section was determined using a digital analysis system and a
photographic amplifier. In all cases an amplification 1:10 was performed. Each section was
assessed for 3 determinations: A) total area, including ventriculus B) Ventricular area C)
Ischemic area, according to the pathologist's review. To determine the leslon volume the
following formula was used:

V=P(02nm)

10
Where P Is the sum of areas (in mm?), 0.2 mm Is the fixed length between each section
and the division between 10 is due to the amplification of each cut for volume
measurement. Applying the formula, three different volumes were obtained: Total,
ventricular and ischemic. The ventricular volume was subtracted from the total volumse, to
obtain the brain parenchyma. The latter was used as refersnce, ‘to obtaln the lesion
percentage, using the ischemic volume.
Example 2. Evaluation of the neuroprotective effact of dapsone In patients with acute brain
stroke. -
This study evaluated the neuroprotector effect of dapsone in petients that, having suffered
an acute brain stroke for thrombo-embolism, were admitted to the Emergency Services of
the National Institute of Neurology and Neurosurgery "Manuel Velasco Suérez’. Dapsone
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was administered [n a single dose of 200 mg. in suspension, orally. The suspension is kept
stable In refrigeration at 4°C, fcr up to one mo_nth:

Dapsone was administered blinded to 15 patients, while other 15 patients were
administered with an anti-acld suspension, as a placebo medication. Patients were
randomly allocated into one of the treatment groups, using random numbers, generated by
a pocket calculator. Both medications were administered during the first twelve hours after
the brain stroke. As result of these procedures, the clinical trial was randomized, double-
blind and placebo-controlled.

The evaluation of clinical signs and symptoms was performed in blind by an expert
neurologist, with the NIH scale, that quantifies the Intensity of disabiliies caused by the
brain stroke. Sald scale was applied at the time the patient entered the study (day zero)
and 2, 6 and 30 days after the brain stroke. A stroke is considered as moderately severe or
severe, when the NIH rated a valuse higher than sevan.

Statistical Analysls
Dapsons doses were used In the range of 1 to 12.5 mg/kg, orally In case of patients, or
Intraperitonea! in case of the rats,

For the neurological scale and percentage of the lesion volume In rats, the statistical
significance was determined with the Kruskal-Wallls test, followed by the U test of Mann-
Whitney.

The NIH scale results in the two groups of patients were statistically analyzed with analysis
of varlance analysls (ANOVA) using as co-variables the NIH scale at the admittance day
(day zero), as well as the gender, age, blood pressure and other important clinical
variables for the patient’s parformance.

Values of < 0.01 and 0.05 were taken, to determine the limit of statistical significance.

The results of the neurologlical evaluation in rats are shown In figure 1, where the scores of
the neurological tesit as a function of time can be observed, after producing the stroke In
the rats. The results are expressed as the average of 4 independent experiments. D =
Dapsone (9.375 and 12.5 refers to the dose in mg/kg, ip), * p < 0.05 (Kruskal-Wallls {est
followed by Mann-Withney test).
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The data of the neurological test in rats showed that the animals treated with dapsone at
the two doses employed, recovered better from the ischemic lesion, significantly, compared
to the control group.

The results of lesion volume are presented in figure 2, showing the percentage of ischemic
lesion, 96 hours after producing the stroke In rats. The results are expressed as the
average +/- standard error of 4 Independent experiments. D= Dapsone (9.375 and 12.5
refers to the dose in mg/kg, ip), * p <0.05 (Kruskal-Wallls test, followed by Mann-Withney
tost).

The data obtained show that dapsone protected in 93% at the dose of 9.375 mg/kg and
90% at the dose of 12.5 mg/kg, respectively, in comparison with the control group.

The results in patients with acute thrombo-embolic brain stroke, are shown in Figure 3,
which presents the scores of ihe neurological scale (NIM) as a function of time (in days)
after administering dapsone or the placebo. The resuits are gxpressed as the average of
15 patients per group +/- the standard error. D=Dapsone, * p (<0.05, ** p <0.01 (Analysls of
Variance test, with co-variables).

The results from patients treated with 200 mg of dapsone orally, show a significant clinical
improvement. This improvement was In average 67%.

The evaluation of the neuroprotective effect of dapsone of the invention herein, may be
summarized as follows;

A significant reduction In the severity of the neurological symptoms In rats, of 50% was
observed, In comparison with the control group. Reductions of 93% and 80% In the lesion
volume of these same animals was also observed.

Regarding the study in patients, the clinlcal Improvement was in average 67%.

These results show that dapscne Is more efficlent than the currently existing drugs in the
market for the treatment of acute brain stroke. This, with a preferred dose of dapsone In the
range of 1 to 12.5 mg/kg, administered dﬁnng the first 12 hours of the acute brain stroke,
though dapsone may also be administered In repeated doses.
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CLAIMS

After dascribing the invention, the therapeutic use of dapsone is considered a noveity, for
the drug treatment of acute brain stroke, and therefore, all contalned In the following
clauses Is claimed as property:

1)

2)

3

4)

5)

The use of dapsone o prepare a useful medication in the treatment as neuroprotector,
in the treatment of acute brain stroke, characterized by applying a dose of 0.004-
0.051 m mol/kg of Dapsone.

The use of dapsone, according to claim 1), in a dose of 0.004-0.051 m.mol’kg with
87% efficlency.

The use of dapsone, according to claim 1), In the dose of 100 and 200 mg. orally.

The use of dapsone, according to claims above, where administration may be
performed during the first twelve hours after the stroke.

The use of dapsone, according to claim 4), where the preferred administration may be
repeated each 24 hours.
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SUMMARY

The invention herein, has as objective de.mo'nstlating the use of dapsone as the first
efl’l__c_le_ngi ;::atment against the disabling consequences associated with brain stroke in
these patients. Dapsone was evaluated as & neuroprotector, in the model of braln stroke
produced by the occlusion of the middle cerebral artery in rats and in patlents suffering
from an acute brain stroke by thrombo-embolism. In both studies, dapsone shown a

reduction of 70 and 90% of the disabling consequences after ischemic stroke.
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REIVINDICACIONES MODIFICADAS

[Recibidas por la Oficina Internacional el 20 de agosto de 2004 (20.08.2004):
reivindicaciones 1 a 5, reemplazadas por las reivindicaciones modificadas 1 a 4]

Habiendo descrito el invento, se considera como una novedad el uso de ia
dapsona para el tratamiento del infarto cerebral agudo y por lo tanto se reclame
10 como propiedad lo contenido en las siguientes cldusulas:

1) El uso de la dapsona para preparar un medicamento para el fratamiento dei
" Infarto cerebral.

15 2) B uso de la dapsona, de conformidad con la relvindicacién 1, en donde el
medicamento es de administracién oral.

3) El uso de la dapsona, de conformidad con la relvindicacidn 2, en donde el
medicamento de administracién oral es una suspensién.

4) El uso de la dapsona, de conformidad con ig reivindicacién 3, en donde la
suspensién contiene 200 mg. de dapsona.

HOJA MODIFICADA (ARTICULO 19)
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+ Box No.V  Ressoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, Inventive step or industrial
such ststement .

cltations and
1. Statement

Novelty (N) . Yeos: Clalme 14
No: Claima

inventive step (I5) Yea: Claims 14
No: Cilame

Iindustial applicabiity (LA) Yes: Claims soo saparate sheot
No: Claims

2. Citations and sxplanations (Rule 70.7):
see ssparaie shest

Box No. V1 Certsin documents clted
1. Cartaln published docurments (Rule 70.10)
and /or
2. Non-written disciosures (Rule 70.6)
00 soparsie sheot
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Re ltem V.

1. The following documents are referred tc In this communication:

D1: SANTAMARIA A ET AL: "Neuroproteciive effect of dapsone against quinolinate-
and kainate-induced striatal neurotoxicities in rats." PHARMACOLOQGY &
TOXICOLOQY. DEC 1997, vol. 81, no. 8, December 1097 (1967-12), pages
271-275, XP008030776 ISSN: 0001-0928 ’

D2: ROPRIGUEZ ERIKA ET AL: "Dapsone prevents morphologloal lesions and
lipid peroxidation induced by quinolinic acid in rat corpus striatum®
TOXICOLOGY, vol. 138, no. 1-2, 28 November 1899 (1990-11-29), pages
111-118, XP001181132 ISSN: 0300-483X

D3: BENCE A K ET AL: "Dapeone analogs as potential polyamine binding site
modulators of the N-methyl-D-aspartate receptor complex” DRUGQ
DEVELOPMENT RESEARCH 2000 UNITED STATES, vol. 51, no. 4, 2000,
pages 268-272, XP00B030778 ISSN: 0272-4391

D4 : DATABASE MEDLINE [Online] US NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE
(NLM), BETHESDA, MD, US; 1998, PRASS K ET AL: "Giutamate antagonists in
therapy of stroke." XP002281088 Database accession no. NLM126871283

D5 : ALTAGRACIA, M. ET AL: "Dapsone administration prevents
quinolinate-induced neurctoxicity In rets® PROCEEDINGS OF THE WESTERN
PHARMACOLOGY SOCIETY , 37, 63 CODEN: PWPSAB; ISSN: 0083-8869,
1984, XP008030772

2.CLAIMS 14

2.1 The present appiication does meet the criteria of Article 33(1) PCT, because the
subject-matter of claima 1-4 is new in the sense of Article 33(2) PCT.

2.2. The present application does meet the criteria of Article 33(1) PCT, because the

sublect matter of claim 1 does invoive an Inventive step in the sense of Article
33(3)PCT.

Form PCT/Gaparais Sheotit0D [Shest 1) (EPO-January 2004)
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2.3. Document D1, which Is considerad to represent the most relevant state of the art to
the subject matter of claims 1-4 diecioses (see the passages cited in the search
report) Dapsone analogs as potential polyamine binding alte modulators of the
N-methyl-D-aspartate receptor complex, and that overactivation of NMDA receptors
leads to Ca++ accumuiation, resulting in hyperexcitability and excitotoxdcity in
neurons: the hyperexcitability associated with NMDA receptors has been linked to a
number of disease states including Alzheimer's dissase, Parkinson's diseass,
Huntington's diseass, and depresssion. In addition this hyperexcitabliity appears to
play a major role in cell death and neurodegeneration associated with hypoxia-
reperfusion injury, head trauma, epllepsy, and alcohollam.

2.4. The subject-matter of claims 1-4 differs from the disclosure of D1 in that (see the
abstract, discussion): Stroke is treated and not Alzheimer's disease, Parkinson's -
disease, Huntington's disease, depreassion, cell death and neurodegeneration
assoclated with hypoxia-reperfusion Injury, head trauma, epapsy, and alcohollsm.
D1 further discloses that Dapsone does not attenuate NMDA receptor channel
cpening by Interacting at the polyamine shie and that one of the dapsone metabolites
rather than dapeone Iiseif may be the active species reaponsible for attenuating
NMDA receptor-induced neurotaxicity. 01 teaches rather away from the uee of
dapsone Itself for and focuses on the design and development of agents of thie
struciural ciass that may have therapeutic potential for the treatment of a number of
NMDA-medlated pathologies. NMDA-mediated pathologies cited herein do not
include stroke and there Is no pointer in D1 that stroke could be treated with

Dapsone.

2.5. D2 discioses that Dapsone tself prevents morphological leslons and fipid
peroxidation induced by quinolinic acld In rat corpus striatum and Depsone is a
potential neuroprotectant against giutamate receptor agoniets: This study
demonstrates the ablilty of dapsone to prevent the neuronal damage associated with
the excitatory action of quinolinate (a model for Huntington's disease) via
overactivation of NMDA receptors, and provide evidences to support the hypothesis
that this drug s acting against the pattem of toxicity elicited by agonists of glutamate
receptors. The data presented suggest the therapeutic use of Dapaone in some
neurclogical alterations like AIDS-dementia, convulsions, but not stroks and further

Form PCT/Sepants Bhesti400 (Ehesl 2) (EPO-Jenuary 2004)
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states that Its potential clinical use still remains to be tested In further studies.

3. INDUSTRIAL APPLICABILITY
For the asséssment of the present claims 1-5 on the question whether they are
industrially applicable, no unified criterla exist in the PCT Contracting States. The
patentability can alsc be dependent upon the formulation of the claime. The EPO, for
example, does not recognize as industrilally applicable the subject-matter of claims to
the use of a compound in medical treatment, but may allow, however, claims to a
known compound for first use In medical treatment and the use of such a compound
for the manufacture cf a medicament for a new medical treatment.

Form PCT/Bapanis Sheet/08 (Ghest 3) (EPO-Janumry 2004)
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CLAIMS

After describing the invention, the use of dapsone is considered a noveity, for the
trestment of acute braln stroke and therefore, all contained In the following clauses
is claimed as a property:

1) Use of'dapsone to prepare & medicament for the treatment of acute brain
stroke.

2) The use of depsone, according to claim 1, wherein the medicament is for
oral adminlstration.

3) The use of dapsone, according to claim 2, wherein the medicament for oral
administration is a suspension. .

4) The use of dapsone, according to claim 3, wherein the suspension containe
200 mg. of dapsone.

AMENDED SHEET - B
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TRATADODEC PERACION DE PATENTES

Remitente:

OFICINA ENCARGADA DEL EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL

A:

PEREZ SALAZAR, Sara

Prolongacién Canal de Miramontes 38
Colonia ExHaclenda de San Juan de
Dios

Méjico D.F., C.P. 14387

MEJICO .

PCT

NOTIFICACION DE TRANSMISION DEL
INFORME DEL EXAMEN PRELIMINAR

INTERNACIONAL
(Regla 71.1 PCT)
Fecha ds envio
{DiaMes/Afio/)
06.10.2005

No. de Expadiante del Solicitanta o Apoderado

000 COMUNICACION IMPORTANTE
No. de Solcihud Imemacional Fecha Intemacional de Presantacién (diaimes/afio} | Fecha da Prioridad (dianes/e/io)
PCT/MX2004/000018 16.03.2004 22.07.2003
Soficiante

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

1.  Secomunica al salichanis que i oficina encargada da! axaman prefimingr intemacional ie anvia con el presents of informe de examen praliminar intemecional,
elaborado para la soficiiud intemacional, en casg dado con s anexos cormespondianiss.

2  Ura copia dal informa, en caso dado con los anaxos comespondianies, se hace llegar a la Oficire Imiemacional para su envio posterior 3 todes les oficines

3. Asckchd de une olicine salaccionada, fa Oficing Iniamecianal preparsrs une iraduccidn del inorme (pero no de los enexos) al inglds ¥ ks remitind a st

oficna.

Pam ingresar en i ixse nacknal ol solcitanis, dentro de los 30 mases a partir de a facha da prierkiad (0 en aigunas oficiney inciuzo despuds), lisne que
realzar anis cacla ficina selscrionads cierins acins (sntrega de raducciones ¥ desambolss de hanorarios naclonales) (Articulo 39 (1)) {viass tamblin '8
Informecidn remitida por ia Oficina Internacional en el Formuiario PCTARA01).

Sl on thana qus anvisr 8 una oficina selaccionada una fraduccion de (8 solickxd inemecianal, eninnces esta traduccidn tians que inclulr treducciones da iodos
los snexna al Informe de examen prafimingr inlemacional. Es abligacidn dal solickanta elaborar dichas traducciones y hacerias fegar direciaments o lss

oficinas salacrionadsy respactives,

Mayarss detalies en cutio ¢ lon plazos rormatives y ks raquision de ies oficines ssinccionadss se desprenden dal Voluman Il de i gula PCT pars

solcianies.

Nombre y direccidn poatal de la autoridad que realiza el examen Funclonario Autorizado
praliminar intemacional:

Oficina Europea de Patentes — P.B. 5818 Patentiaan 2 Cheraui. E

NL-2280 HV Rijswik - Palses Bajos o,

Tal. +31 70 340 - 2040 Tx: 31 851 epo nl
Fax + 31 70 340- 3016

Teléfono No. +31 70 340-2643

Formulario PCTAIPEA/416 (Enero 2004)



TRATADO S BRE C OPERACION INTERNACIONAL
EN MATERIA DE PATENTES

PCT

INFORME DE EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL

(Articulo 36 y Regla 70 PCT)
No. de Expediente del Solicitante o PROCEDIMIENTO
Apoderado Véasa Formularp PCTAPEAM16
oz roTERCR __
No. Sqliciud Intamacional Fecha imlemacional de Presentaddn {dia/mes/afio) | Fecha de Prioridad (d/a/mes/afio)
PCT/MX2004/000018 16.03.2004 22.07.2003
Clasificaclén Internacional de Patente (IPC) o Clasificacién Nacional e IPC
AB1P 9/10
Solicitante

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

1.  Ests Informe de eamen preiiminar intemacional fua slaborado por la Oficing Encargeda del Examen Preliminar
Intemacional y se envis al solichante segiin Articulo 36.

2 Ests INFORME comprende un total de § hojas, incluysndo esta porteda
3 Este INFORME tamblén viane acompafiado de ANEXOS que comprenden:

a. @ (anviados af solicitante y & la Oficina internacianal) un total de 1 hoja, como sigue:

@ holaa de la descripcidn, relvindicaciones y/o dibujos que han asido cormagkias ¥ son la bass para este
Iinforme y/o hojas que contienen reciificacionas autorizadas por esta Autoridad (ver regla 70.16 y
Secclén 807 de fas Instrucciones Administrativas)

|:| holas que sustiuyen hojas anieriores, pero las cusiea asta Autoridad conskisra contienen une
cameccion que va mis allé de b divuigado en Ia salichud intemacional como sa presentd, segdn se
indica an of iam 4 da i callia | y la Caslia Suplementaris.

b. D (amvedos solamente a i Oficine Internacional) un tatal de (indique tipo ¥y ndmero de partacior{es)
slactrénico(s)) . que cortisnen un listado de una
sacusncia y/o tablas relacionadas con sl mismo, solo en forma legible por computador, como se indica on la
casilla puplemeniara Relaclonada con ol Listado de la Sacusncia (ver Seccidn 802 de las Instrucciones
Administrativas).

4.  Ests Informe contiens datos con respecto a los siguientes puntos:

E(] Casilla No. | Base del Informe
D Casllla No. II Prioridad
|:| Casllla No. Il Sin elaboracién de un dictemen sobre noveded, eclivided Inventiva y posiblidad de
aplicacidn Industrial
D Casllla No. IV Unlformkiad deficients de la invencidn
@ Casllla No. V Dedaruclén Justificada segin Articulo 35(2) con reapecto s la novedad, la aclividad inventiva
y la posibilided de aplcacién industrial; documentoa y explicaciones que sustentan esta
daclaracién
[)§| Casllila No. VI Clartos documantos enumerados
D Casllls No. VII  Ciartas deficiencias del registro intamacional
D Caallla No. Y1l  Clertas observaciones relacionedas con la salicitud (mlemacional
Fecha de prasantacidn de la peticlén Fecha de la preparacién de este Informe
29.03.2005 06.10.2005

Nombre y direccidn postal de la autoridad que realizael | Funcionario Autorizado
examen preliminer intamacional:

Oficina Europea da Patentes - P.B. 5818 Patentiaan 2
NL-2280 HV Riiswiik - Paises Bajos A. Jakobs
Tel. +31 70 340 - 2040 Tx: 31 651 epo nl Teldfono No. +31 70 340-2617

_ Fax +31 70 340-3018
Formulario PCT/IPEA/408 (hoja de portada) (Enero 2004)
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INFORME DEL EXAMEN PRELIMINAR INTERNACIONAL Sofictiud Intenacional No.
SOBRE PATENTABILIDAD PCT/MX2004/000018

Casllia No. |. Bass para este Informe.

1. Respecto al Idloma, este informe se basa en la solicitud intemacional en el idioma en el que fue
presentada a menos que se indique fo contrario en este ftem.

{J Este informe se basa en traducciones del idioma original al siguiente idioma,
el cual es el idioma de una fraduccidn presentada con el propdsito de:
O lablsqueda intemacional (bajo las Reglas 12.3 y 23.1 (b))

0 lapublicacion de la solicitud intemacional (bajo la Regla 12.4)
O el examen preliminar intemacional {bajo las Reglas 55.2 y/o 55.3)

2. Respecto a los elementos* de la solicitud intemacional, este informe se basa en (hojas de reemplazo que
han sido presentadas a la Oficina receplora en respuesta a una invitacién bajo el Articulo 14 se
referencian en este informe como “presentadas originalments” y no se anexan en este informe):

Descripcidn, piginas:

1-8 como se entregaron originaimente
Relvindicaclones, No.:

1-4 recibidas el 28.03.2005 con caria del 29.03.2005
Dibujos, Piginas:

13-33 como s entregaron originaiments

0 un listado de la secuencia y/o cualquier tabla relacionada — ver casilla suplementaria para el listado de la
secuencia

3. J Lascomecciones han resultado en la cancelacion de:

la descripcion, paginas:

las reivindicaciones, Nos.

los dibujos, hojas/figuras

el listado de [a secuencia (especifique);

cualquier tabla relacionada con el listado de la secuencia (especifique):

4. ([ Este informe se ha establecido como si (algunas de) las comecciones anexas a este informe y
enumeradas debaijo no hubieran sido hechas, ya que se ha considerado que van més alla de la
divuigacion como se presentd, como se indica en la casilla suplementaria (Regla 70.2(c)).

0 ladescripcién, paginas:

O las reivindicaciones, Nos.

O los dibujos, hojas/figuras

O el listado de la secuencia {especifique):

D) cualquier tabla relacionada con el listado de la secuencia (especifique):
*  Siel item 4 aplica, alguna o todas estas hojas pueden ser marcadas “suprimida”.

O000a0

Formulario PCT/PEA/408 (Enero 2004)
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Caslila No. V. Declaraclén justificada bajo el Articulo 35(2) con respecto a la novedad, el nivel Inventivo o
la aplicabllidad industrial; las citas y explicaciones que sustentan dicha declaracién.

1. DECLARACION

Novedad (N} S Reivindicaciones 1-4
No: Reivindicaciones
Nivet Inventivo (IS) Si:  Reivindicaclones 1-4
No: Reivindicaciones
Aplicabilidad Indusirial (LA} Sk  Reivindicacionea ver hoja aparte

No: Ralvindicaciones
2 CITAS Y EXPLICACIONES

Ver hoja aparte

Casllla No. VI Clertos documentos citados

1.  Ciertos documentos publicados (Regla 70.10):
ylo
2.  Clertas divuigaciones no escritas (Regla 70.9)

ver hoja aparte

Formulario PCT/PEA09 (Enero 2004)
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Re ltem V

1. Se hace referencia a los siguientes documentos en esta comunicacion:

D1:

D2:

D3:

D5:

SANTAMARIA Y COLABORADORES: “Neuroprotective effect of dapsone against
quinolinate- and kainate-induced stratial neurotoxicities in rats." PHARMACOLOGY
& TOXICOLOGY, DIC. 18987, vol.81, no. 8, diciembre 1997 (1997-12), pdginas 271 -
275, XP0OOB0300776 ISSN: 0901-9928.

RODRIGUEZ ERIKA Y COLABORADORES: "Dapsone prevents morphological
Iessions and lipid peroxidation induced by quinolinic acid in rat corpus striatum®
TOXICOLOGY, vol. 138, no. 1 — 2, 29 de noviembre de 1999 (1968-11-28), paginas
111 -118, XP001191132 ISSN: 0300-483X

BENCE Y COLABORADORES: "Dapsone analogs as potencial polyamine binding
site modulators of the N-methyl-D-aspartate receptor complex® DRUG
DEVELOPMENT RESEARCH 200 UNITED STATES, vol. 51, no. 4, 2000, pages
268 - 272, XP0O0B030778 ISSN: 0272-4391

DATABASE MEDLINE [En linea] US NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE {nml),
BETHESDA, MD, US; 1998, PRASS K Y COLABORADORES: “Glutamate
antagonists in therapy of stroke” XP002281066 Database accession no. NLM
12671283.

ALTAGRACIA M. Y COLABORADORES: “Dapsone administration prevents
quinolinate-induced neurotoxicity in rats® PROCEEDINGS OF THE WESTERN
PHARMACOLOGY SOCIETY, 37, 63 CODEN: PWPSAB; ISSN: 0083-8969, 1994,
XP008030772

2. RVS1-4

2.1 La presente solicitud cumple los criterios del Articulo 33(1) del PCT, porque la materia de
las reivindicaciones 1 — 4 es nueva en el sentido del Articulo 33(2) del PCT.

2.2 La presente solicitud cumple los criterios del Articulo 33(1) del PCT , porque la materia de
la reivindicacién 1 involucra altura inventiva en el sentido del Articulo 3383) del PCT.

Formulario PCT/Hoja Aparte/408 (Hoja 1) (EPO-Enero 2004)
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23 El documento D1, el cual se considera como que representa el estado del arte mds
relevante para la materia de las reivindicaciones 1 - 4 divulga (ver los pasajes citados en el
informe de busqueda) analogos de la Dapsona como moduladores potenciales del sitio de
unién de la poliamina del complejo receptor del N-metil-D-aspartato, y la sobre activacién
de los receptores de NMDA lleva a |la acumulacion de Ca++, lo que resulta en
hiperexcitabilidad y excitotoxicidad en las neuronas. la hiperexcitabilidad asociada con los
receptores de NMDA ha sido asociada a un nimero de estados de enfermedad incluyendo
la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Huntington, y
la depresién. Ademas, esta hiperexcitabilidad parece jugar un papel principal en la muerte
celular y la neurodegeneracién asociada con la lesién por hipdxia-reperfucién, trauma
craneal, epilepsia, y alcoholismo.

24 La materia de las reivindicaciones 1 — 4 difiere de lo divulgado en D1 en que (ver el
resumen, discusién). se trata la apoplejia y no la enfermedad de Aizheimer, la enfermedad
de parkinson, la enfermedad de Huntington, depresién, muerte celular y neurodegeneracién
asociada con la lesion por hipdxia-reperfucién, trauma craneal, epilepsia, y alcoholismo. D1
divulga ademés que la Dapsona no atenia la abertura del canal receptor de NMDA
interactuando en el sitio de la poliamina y que uno de los metabolitos de la Dapsona en
lugar de la Dapsona misma puede ser la especie activa responsable de atenuar la
neurctoxicidad inducida por el receptor de NMDA. Las ensefianzas de D1 mas bien se
alejan del uso de la Dapsona misma y se enfoca en el disefio y desarrolio de agentes de
esta clase estructural que pueden tener potencial terapéutico para el tratamiento de un
nimero de patologlas mediadas por el NMDA. Las patologlas mediadas por o8 NMDA
citadas alll no incluyen la apoplejia y no hay un indicio en D1 que la apoplejia pueda
tratarse con Dapsona.

25 D2 divuiga que la Dapsona misma previene las lesiones morfolégicas y la peroxidacién de
los lipidos por el dcide quinolinico en el corpus striatum de la rata y la Dapsona es un
neuroprotector potencial contra los agonistas del receptor de glutamato. Este estudio
demuestra la habilidad de la Dapsona en prevenir el dafio neuronal asociado con la accién
excitatoria del quinolinato (un modelo para la enfermedad de Huntington) por medio de la
sobreactivacién delos receptores de NMDA, y proporciona evidencias que sustentan la
hipétesis de que esta droga act(a contra el patrdn de toxicidad obtenidos de los agonistas
de los receptores de glutamato. Los datos presentados sugieren que el uso terapéutico de
la Dapsona en algunas alteraciones neurviégicas como la demenscién por SIDA,
convuisiones, pero no en la apoplejla y ademéas

Formulario PCT/Hoja Aparte/408 (Hoja 2) (EPO-Enero 2004)
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establece que su uso clinico potencial aun queda pendiente de ser probado en estudios
posteriores

3 APLICABILIDAD INDUSTRIAL

Para la evaluacién de las presentes reivindicaciones 1 — 5 sobre la pregunta de si son
industriaimente aplicables, no existe un criterio unificado en los Estados Contratantes del
PCT. La patentabilidad también puede depender de la formulacién de las reivindicaciones.
La EPO, por ejemplo, no reconoce como industriaimente aplicable ia materia de las
reivindicaciones de uso de un compuesto en un tratamiento médico, pero puede permitir,
sin embargo, reivindicaciones de un compuesto conocido por un primer uso en un
tratamiento médico y el uso de tal compuesto para la fabricacién de un medicamento para
un nuevo tratamiento.

Formulario PCT/Hoja Aparte/409 (Hoja 3) (EPO-Enero 2004)



REIVINDICACIONES

Tras describir la invencién, el uso de la Dapsona se considera una novedad, para el
tratamiento de apoplejia cerebral aguda, todo lo contenido en las siguientes
reivindicaciones se considera propietario:

1. El uso de dapsona para preparar un medicamento para el tratamiento de la
apoplejla cerebral aguda.

2. El uso de dapsona, de acuerdo con ia reivindicacién 1, en donde el
medicamento es para administracion oral.

3. El uso de dapsona, de acuerdo con la reivindicacién 2, en donde el
medicamento para administracién oral es una suspension.

4. El uso de dapsona, de acuerdo con la reivindicacion 3, en donde la
suspension contiene 200 mg. de dapsona.

PAGINA CORREGIDA



INTERNATIONAL BUREAU OF WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Geneva 20, Switzeriand

August 10, 2004.
PCT/MX2004/000018

PEREZ SALAZAR, Sara agent of UNIVERSIDAD AUTONOMA
METROPOLITANA and INSTITUTO NACIONAL DE NEUROLOGIA Y
NEUROCIRUGIA "MANUEL VELASCO SUAREZ", and RIOS CASTANEDA,
Luis Camllo, ALTAGRACIA MARTINEZ, Marina, NADER KAWACHI Juan and
KRAVZOV JINICH, Jaime with address in Prolongaciéon Canal de Miramontes
3855, Colonla Ex-Hacienda de San Juan de Dios, Delegacién Tlalpan, C.P.
14387, México, D.F,

We request modify all chapter claims, are based on article 19 of Patent
Cooperation Treatment (PCT) because it is necessary.

Due to this, the new chapter claims will be the next:
CLAIMS

After describing the invention, the use of dapsone Is considered a novelty, for
the treatment of acute brain stroke and therefore, all contained in the following
clauses is claimed as a property:

1) Use of dapsone to prepare a medicament for the ireatment of acute brain
siroke.

2) The use of dapsone, according to claim 1, wherein the medicament is for
oral administration.

20 Afios
DEPARTAMENTO DE PROPIEDAD INTELECTUAL ety of lings o 2 e
ProlongatiGn Canal de Mimmonies 3855, esq. con calle Puenbs, 4* Plen, Ala Orlente, Col. Bx-
Heclanda de San Juan de Dioa, Delagacikin Tiaipan C.P. 14387, Médoo, D.F., Tela 54 83 41
3y 54 83 41 04, Fax. 54 83 41 84, E-mall: pinlafcameo. tsem. mx
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3) The use of dapsone, according to claim 2, wherein the medicament for
oral administration is a suspension.

4) The use of dapsone, according to claim 3, wherein the suspension
contains 200 mg of dapsone.

Comments to the International Search Report of patent International
Application PCT/ MX2004/000018.

The written opinion of the international Searching Authority is based on two
main points:

1) Dapsone is a glutamate receptor antagonist (supported by references D1
and D2).

2) Glutamate receptor antagonists are neuroprotective in Stroke (supported
by reference D4).

According to the reviewer, these two statements lead to the conclusion that
dapsone is neuroprotective in Stroke. For that reason, the reviewer considered
that the present application does not involve an inventive step.

However, statement 1) is not supported by data presented in references D1 and
D2, as many other agents able to protect neuronal tissue against glutamate
excitotoxicity are not glutamate antagonists, for example: Taurine, acting on
GABA-A receptors (R1), Serofendic acid, acting on nitric oxide production (R2),
and Estradiol, acting on estrogen receptors (R3), among many others. All of
these agents are clearly inactive on glutamate receptors. Thus, Dapsone could
exert the effects described in Dt and D2 by acting on one or more of the above
mentioned processas and not on glutamate receptors as an antagonist.

In fact, the only report (D3) directly evaluating the possibility of dapsone being
an antagonist of Glutamate receptors (reference D3), is negative. For some
reason, the late report (D3) was disregarded by the reviewer.
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The mare likely mechanisms of action of dapsone are: a)Antagonism on
Na+/Ca2+ or K+ Channels, as the chemically related Zonisamide (R4), b)
Agonism on GABA-A receptor, as the endogenous compound Taurine (R1), or
¢} Inhbition of the Inflammatory response (R5), as dapsone is an ant-
inflammatory drug. However, none of above mentioned mechanisms were
tested in references D2 and D3, and it follows that the mechanism of action of

Dapsone as a neuroprotective drug is not as an antagonist on glutamate
receptors, and remains unknown.

in addition, statement 2) is also questionable, as all glutamate receptor
antagonists tested to date have failed to show any neuroprotective efficacy in
human clinical trials (R6). As stated in the Abstract of a recent review on the
subject (R7): “The failure of these agents (NMDA-lype of glulameate receplor
antagonists) has been aftributed to poor studies in animat modeis and to poorly
designed clinical trials". Then, the plethora of experimental studies disclosed In
‘reference D4 is of questionable reliability until at least one of those agents
would produce significant efficacy in clinical trials ‘with Stroke human patients.

As statements 1) and 2) are not sustained by current knowledge, it is concluded
that the use of dapsone as a neuroprotective drug against Stroke involves an
inventive step.
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disease and other neurological disorders, FASEB Journal 18:511-8 (2004).
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Dear : Sir/Madam

The International Bureau acknowledges receipt on 26 August'2004 (20.08.2004) of a set of
purported amendments to the claims under PCT Article 19, and what appears to be
comments on the Written Opinion of the International Search Report (ISR).

If applicant wishes to file amendments to the claims under PCT Asrticle 19, and / oz
comments on the Written Opinion of the Intemational Search Report (ISR), a clear
indication must be provided and separate sheets filed for each item.

Please be advised that neither the amendments to the claims under PCT Article 19, nor the
purported comments on the Written Opinion of the International Search Report (ISR) have
been recorded yet. Upon receipt of clarification on the subject, the Intemational Bureau
shall record it.

With best regards,
Javier Suirez

PCT Examination Section

Fax: (41-22) 338.71.30



R R, . -
¥ ERe daih

<B4, SEIPCPI‘ 2 28
ST
COMMUNICATION IN CASES FOR WHICH

. PATENT COOPERATION TREATY

From the INTERNATIONAL BUREAU

Te:
PEREZ SALAZAR, Sara

Prolongacién Canal de Miramontes 3855
Colonia Ex-Hacienda de San Juan de Dios

NO OTHER FORM IS APPLICABLE México, D.F., C.P. 14387
MEXIQUE
Date of mailing (daymonth/year)
02 September 2004 (02.09.2004)
Applicant's or agent’s file reference REPLY DUE
sec paragraph 1 below
Internationat application No. International ﬁ_ling date (dawmonth/year)
PCT/MX2004/000018 16 March 2004 (16.03.2004)

" | Applicant

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

1. [] REPLY DUE within
] NOREPLY DUE, however, sce below
X imPORTANT COMMUNICATION

[C] mrormaTION ONLY

2. COMMUNICATION:

menths/days from the above date of mailing

The International Bureau of WIPO
34, chemin des Colombettes
1211 Genevea 20, Switzesland

Facsimile No. (4)-22) 338.71.30

Authorized officer
SUAREZ Javier (Fax 338-71-30)

Telephone No. (41-22) 338.80.58

Form PCT/IBA34S (July 1992)

SRR

tl

1&-2"

" 8oty
3R

wh



', [Adtressee's fax number: 015 548 341 84 ~ 7L . | :Sg

; s WORLD INTELLECTUAL FROPERTY ORGANIZATION (WIPO) ﬂ
ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE (OMPI)

PCT
(Patent Cooperation Treaty)

34, chemin des Colombetr=s - 1211 Geneva 20 - Switzerland
Tel (41-22) 338 9111 - Telex 412 912 ompi ch

PCT Facsimile (41-22) 338.71.30
Facsimile/Télécople
Date : 30 August 2004 (30.08.2004) Fax: 015 548 341 84
To : PEREZ SALAZAR, Sara

Prolongacién Canal de Miramontes 3855
Colonla Ex-Haclenda de San Juan de Dlos
México, D.F., C.P. 14387.

MEXIQUE

Flle Reference:

From :PTO8 Telephone: (41-22) 338 8058 .
Emall address: Javier.suarez@wipo.int
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Dear : Sir/Madam

The International Bureau acknowledges receipt on 20 August‘2004 (20.08.2004) of = set of
purported amendments to the claims under PCT Article 19, and what appears to be
comments on the Written Opinion of the International Search Report (ISR).

If applicant wishes to file amendments to the claims under PCT Article 19, and / or
+ comments on the Wrtten Opinion of the International Search Report (ISR), a clear
indication must be provided and separate sheets filed for each item.

Please be advised that neither the amendments to the claims under PCT Article 19, nor the
purported comments on the Written Opinion of the International Search Report (ISR) have
been recorded yet. Upon receipt of clasfication on the subject, the International Bureav
shall record it

With hest regards, 4
Javier Sudrez
PCT Examination Section

Fax: (41-22) 338.71.30
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hﬂl#hlﬂr«ﬂiﬂhﬂﬂdfﬂaﬂmﬁu «b-ﬁ“"dflm:rummn 015 54834193 y 94

mix ahajo el st de domiciiin) N de Cacaimmit
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&1 pais dv la direcciin indicedy en exte rechmdro ex Erm‘u du downicilio del suliciianie 31 no xe m solicilunie dnicomenie
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ReenadroN'Y  DESIGNACIONES

Se'iin In Regla 4.9.x), la presentacién de cate petiloria constituye la deslxlleldu de todas los Estadas contrutantes vinculados por el PCT
en I focha de presenincién internacionnl n cleclos de tedo tipe de proteccion disponible y, cuando proceda, de In concesién tanio de patentes
regionales como de patentes nacicnales.

Sin envbrgo.

DE, Alemanin no se destgna para ningdn lipo de proieccidn nucionnl
D KR Republicn de Coren no se dealgna para ningin tipo de pmlguidln nacional
D RU Federucién de Rusia no se designa paru ningdn tipo de proteccién nacional
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N 1 PR P carrerns
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Recuadro N*VIIE DECLARACIONES

Lus siguivntes declaracionea se conticnen en lux Rocundros N V1ILi) o v) fridrguense lax ensillas indicudas Nimero de
abhujn que corvespomion, e indlquese el nimern de cardd tipa de devlaracidn en la coluama de la derecha); declorncioncs

[0 RecundroN*VIILi)  Declnmcion sobre la identided del inventor

D Recuadro N"V1iLii)  Declaracién sobre e derecho del solicilante, en I fecha de preseniacion
internacional, para solicitar y que Ic sea concedida una patente

[J Resusdro N"VIILIi)  Declarscidn sobre ¢l derecho def solicitanic, en in fecha de prescntacidn
internacional, & reivindicar la prioridad de la solicitud unterior

m Recuadro N*VI[Liv) Declomcién sobre |a calided de inventor (sélo para la designacién de tos
Entadus Unidos de América)

D Recuadro N*VIIL.v)  Declarucidn sobre lag divulgaciones no perjudicialca o las cxcepeiones o In
falia de novedad

Formulario PCT/RO/101 (vegunda hoja) (enero de 2004) Ver laz Notas al formulurio del petiioriv

A
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Recoadrn N* ViiLly} DECLARACION SOBRE LA CALIDAD DE INVENTOR (saio pars la destpnacién de los Estados
Unkdoa de Amiéricn)

Erxta declaracidn debe gjusiarse al sigulente modelo de redaceidn pravisia en la Insiruccidn 2 14; ver Notas alas Recuadros N=Viii, VIILI)
av) (guneralidades) y lax Noias espec(ficas al Recwodro N* V1li.Iv). Sinose utilica este Recuadro, este hoja no se dulye inchiir en el petitorio.

Declaracién sobre la calldad de Inventor
(Reglns 4.17.Iv) y 51bix. 1.a)lv)) para la designacién de loy Estudes Unidos de América:

Por este medio declaro que considero que soy el original, primer y Gnico inventor (si hay un solo Inventar indicado a continuacidn) o uno
de los primeros inventores conjuntos (si se mencionan varios inventores & continuacién) de I materis objeto de In reivindicacién y para la
cual »e solicita una patente.

Esta declarscidn se reficre s la solicilud intemacional de que lorme parte (si se presenta 1s declameidn con la slicitud),
Easla declarncidn sc reflere o ln solicilud intermeciunal N*PCT/. .....cooeieiinnicimnnencanns (sl se presenta la declaracién segdn Ia Reyls 26rer).
Por esis medio declarc que mi residencia, direccidn posial y eiudadania son los que se indican a continuacidn sl Iado de mi nombre.

Por cste medio declaro que he revisndo y entlends ol contenido de In slicilud internacional que antecede, incluso ins reivindicaciones Je
1al solicitud. He identilicada encl petiliorio de csa solicitud, conforma a la Regla PCT 4.10, toda reivindicacidn de privridad de una solicitud
extranjera. y he identificudo abajo, bojo c] cplgrafe *Solicitudes anteriares™, mediante el nizmero de solicitud, el pals o el Miembro de la
Organkvacién Mundial del Comereiv, ¢l dia, cl mes y ol afo de prescotacién, foda soliciiud de patento o de certilicada de Invenior presentndn
<n un pals distinto de lus Extadoa Unidos de América, ineluids tods solicitud iniemacions! PCT que designe sl menos un pals distinto de
Joa Eslados Unidos de Américs, cuya fechs de presentacién scs anterior a Ia da la solicilud extranjera cuya prioridad se reivindicn.

Salicitudes anteriores: .. {2207.03) .. .22 JULTO. 2003, .. .0 temn it irre e e s ennseeneennsns
CBALR 003006589,

Por este medio recunozce ¢l deber de divulgar informacidn conocida por mi que fuese cacncial con respecto a la patertabilidad segin se
define cn ¢l Titwlo 37 del Cddige de Repulaciones Federnles § 1.56, incluyendo le relativa a las soliciludes de eontinuacidn en parte. 1n
informecifin ceencisl que se hoyn hecho accesible entre In focha de presentacidn de 1o solicitud anerior y s fechn de presemacion
imcmacional I'CT de In solicilud de conlinuociér: en parie.

Por este medio maniflesto que todas las declaraciones hechas en la presente, en base a mis propics conocinienlos, son verdaderas y que
connidero que son verdaderas todos las decluraciones hechas en base al mejor saber y entender; adicionaimente, manilicste que dichas
declaraciones sc hicicron con ¢l conocimienta de que lan declaraciones fhlsas intencionales y similores sun punibles por mults o
encarceiamiienio o nmbas, conforme a la Scecidn 1001 Jel Titulo 18 del Cadigo de Fstodos Unidos y que dichas declaruciones falsas
intencinnaler pucduen poner en peligro la validez de s salicitud o de cunlquier pateale eoncedida en virtud de la misma.

Nombre: RIOS. . CASTAREDA, . Luds. CamLdo. ...t e

L 1.

{ciudad y estado (dc Jos Estados Unidos de Amdrica), en xu caso, o pals)

Dircecidn pustal Pex1£€rica. Sur..7860, . Edificin.6-102,.Colonia. Ex~Hacienda. de......
Compa, MExico, DB . CoRe IA330. i e

Ciudadanle: . MEXLCORR. .. .. ). . i

Finna del inventor:. 1‘&‘ - Q‘ e Fechn: .. (16.03.04). . 16, MARZO..2004........

{sinofigumenclpeliturio, o1i ladecldnf®ia) ha sulridocorrecciones (de |a Minna que na figum cn el pelitorio, o de ln declaracidn

o ha sida efiadida scgin lu Regla 267er trus la presentacidn de In que ha sufrido correcciones o ha sido sdadide conformc a In
saliciud intemacional. La firma debe ser la del inventar, no ln del Reyla 26ser trus ln presentacidn de lo solicitud internacional)
mandaiario}

Nombre:. ALTAGRAGTA MABTINEZ,. MATLINA ........ovvvniiniineniriiiniinesneneienenaannes

T T 7. S
{cludad y estndo (de los Estados Unidas de América), cn su caso, o pals)

Direccivn pusal. CA1ZA8dA . del. Hueao. 160-161-4,..Condominio. Fuentes .de .Coyoachn -.-.-.
.Calonia,. Ex~Hacisnda. de..Copapa,. MExico,. . DaFu . Gu.P.. . 14830..............

Ciudadania:. Mexicaneg’ . .._. ... . /. e e e ettt an e e et aae e et ae et rreraeraaeann

Feeho:...(18.03.04), . 1A .MARZO. 2004.......
{3i nu figuma cnel petitorio, 9 4i ladeclaracién ha sufri (de lo firma que na figum cn cf petilorio, o de la declaracién
o ha tido sdadida scgin 1a Regla 26fer tras [n presentacidn de ls que ha sufrido correecionen o he wido afladida conforme o In
solicilud intemacional. La firma debe ser la del inventor, no I del Regls 26ter ran la presentacion de In solicitud intcmaclonal)
mandalario}

Firma del invenlor P &0 v b T S YIS

Ena decloracion continds en la hoja sigulente, “Cantinuscidn del Recuadro N* VIILiv)™,
Formulario PCT/RO/I01 (hujn de declarscidn iv)) (enero de 2004) Ver iaz Notax ol formulario del petitorin
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Reeundro N* VillLlv) DECLARACION SOBRE LA CALIDAD DE INVENTOR (sélo pora la desiguacién de los Estados
Unidos de América)

Esta declaracidn deby ajustarse al sigulenie modelo de reduccion pravisie en la hutruceidn 214; ver Nofos a las Recuadras N* VIIL Vi)
av) (generalidades} y lax Notax espec{ficas al Recuadro N Vill.iv). Slm.n utlliza exte Rectindro, esia hajano sedebe incluiren ol peiitorio.

HojaN* ..2...

Declaracién sobre Ia ealidad de Inventor
(Reglas 4.17.Iv) y 51ais.1.0)lv)) para 2 designacién de los Estados Unidos de Amériea:

Por este medio declaro que considero que say el original, primery tnico inveptor (sl hay un solo inventor indicndo a continuacidn) o uno
de loa primeros inventores conjunios (51 se mencionan'varios invenlores a continuacidn} de la materia objeta de In reivindicacidn y pam la
cupl se solicila una patente.

Esta declarucién se reficre » 1a solicitud intemacional de que forma parte (xi sc presenta In declaracién con 1a solicitud).
Esta declaracidn se reficre a 1a solicitud internacional N* PCTY........cccoorincisniannnnn (si s¢c presents la declammcidn segyin la Regla 26ser).
Por esle medio declaro que mi residencia, direccién postal y ciudadania son los que se indican a continuncidn al lado de mi nombre.

Por estc medio declaru que he revisado y entiende cl contenido de la solicilud intemacional que antceede, incluse lo reivindicaciones de
1al sulicitud. | leidentifivado en el petitiorio de cansalicitud, confonne o la Regla PCT 4. 10, ode relvindicacidn de prioridnd de une solicitud
extmnjerz. y he identificadn abajo, bajo ¢l eplgrafe "Soliciludes anteriorea”, mediante el niinero de solicilud, el pals o el Miembro de la
Organixacién Mundial del Comercio, ¢l dia, el mes y el aito de presontacién. toda solicitud de patente o decenificado de inventor presentada
cn un pais distinto de los Estodos Unidos de América, intluida todn solicitud internoeional PCT que designe ol menos un pals distinlo de
los Estados Unidos de América, cuya fecha de presentacion sea anterior a In de e solicitud eximnjera cuya prioridad se reivindico.

Sulicluden anterivres: ... (22.07.03). .22 JULIO. 2003 .. ..ot viieeeeenrrenenraenrocirsensacninns
CPALBL 2003 00684 ... et eeaan

Por cale medio reconozco el deber de divulgar informecién conocida por mi que fuese esencial con respecio a la patentobilldad seydn se
deline en ef Tltulo 37 del Cadigo de Regulaciones Federales § 1.56, incluyendo lo relativo o las solicitudes de continuacidn en parie, la

informacidn esencial que sc hayn hecho secesible entre Is fecha de presentacién de [a solicitud anterior y la fecha de presentacion
inicmacional PCT de L solicilud de enntinuacidn en parte,

Por exic medio manifiesto que todas loa deciorazloncs hechas en ln presenic, en bac mis propics conocimicnios, son verdeders y qu
considero que son verdaderas tadan las declamciones hechas en base ol mejor saber y entender; adicionslmente, manifiesto que dnhn
declaraciones se hicieron con el conocimienio de que lus declaraciones falaas intencionsles y similaces son punibles por multa o
encarcelamicnto o ambas, conforme 8 la Scecidn 1001 del Tlwlo 18 del Cidigo de Esindos Unidos y que dichas declamcioncs falsas
intencionalen pueden puner en peligro la validex de bn solicitud o de cualquier patente concedida en virtud de la misma,

Nombre:. .. .NADER, KAWACHI... . Juan

T e v G
(ciudad y eatndo (de lox Estados Unidos dc Amérita), en su casa, o pals)

Dircecién postal:. Puente, de. .Piedra .150-401,. Toxrre.1l,..Calonia.Toriello. .Guerra,.....

Fecha: . {16..03..04) . 16. MARZO .2004........
{de In fimma que no ligura en el petitorio, o de la declaracién
que ha sufrido correceiones o ha sido afladida conforme o Is
Regla 26ter irus la presentacion de la solicitud internacional)

Firma el inventur: . = YU

(»i no figura cn el petitorio, 051 [s declaracién ha sufrido comeeciones
o ho sido afiadidn segin !a Regln 26rer trag In presentacidn de la
solicitud internacional. La (irma debe scrla del inventor, no in del
mandaiario)

{ciudad y catado (de Jox Estados Unidus de Américs), en su caso, o pals)
Dircecion posal:. . TeXt1t1an . 21,. Casa .11,. Colonia . Sante. Ursula. Xitle, . Méxica,.D.F.

© ha sido afiadidn segin In Reglo 26/er 1ras Ia presenlacion de la
solicitud inlernacivaal. La firma debe scr Lo del inventor, no la del
mandaiario)

D Estu declomein continde en In hoje sigoiente, “Continuacién del Recundro N® VILLiv)".

Ciudadanla:. . .
Firma ¢l inventors. ... ..., B Y sl Fecha:. .(16.03,04)..16. MARZO. 2004........
(si no figuracnclpetitorio, o3t o declinEion hasulridocomecciones  (de 1a firme que no figura en ol petitorio, o de lo declaracian

que ha sufrido corrccciones o ha nide adsdida confonne & la
Reglu 267er tras la prescniueion de la solicitud intermacional)

Formulario PCT/RO/101 (hojs de declarecién iv)) (onero de 2004)

Ver lax Notas ol formulario del peiitorio
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Recundra N*IX  LISTA DE VERIFICACION; IDIOMA DE, PRESFNTACION
Lo presente aolicitud intemncional conllene: La mle':le :ﬂ:icilud Inlemrnhmnl \;:' l:n|u’|'::’llldl del{los) dl:gmm do
1 siguient siguicnic(s umentofs) fmarcar lax cnsillus gie procedan e umeniys
= flnilllt“elmlclzgrum de : inddicar ent ln columna de la derevita of niinern de coia docunenin):
petiturio (incluidas Jus hojns 6 .G hojn de cileulo de 1asan : 1
e ‘bf'lm.'l."'“"u . 2. puder scpnmuda eriginal O |
cleseripein (exeluidan In . .
lista de seevcncizs y los 3. 00 poder gencrol ariginal
cusdras concxos) oy 4. [E] copin del podef geneml: nimero de referencin,
reivindicaciones : ? I AU BB ¢ vnee o ra e nananannmsnaasancennns : 1
resumen : 1. 5. ] declaraeion explicativa de la nusencia de firmn
dibmjox 123 | O devamentofs) e prioridnd ivenlilivabo(s) en ol
Ndmern subistal de hojas : 21 Recuadre N° V1 comu punto o puston: .. ... .oovveennn
Listu de secuencias . 2 mlma:n de I soicifwd tutemncional at 1
Cundros conexuos : 8. O intcociones separadas relativas n micraorganismes
{pary ambas entnieruciones, depurilados o a olro materiol bioligico
nitanen toud de '"z"'-' ai Exiax 9.3 fixtn de secueneing en furmaio legible por ordenmlor
m -,""l'if""ﬂﬂ'-'l":::'!; :l':.-:: Lk:l‘:l'f-h . tindicar el tipn p ol Mitmern de sopuries)
6 re m' ',':i,',, on farnsite lewibl iy O copia preacniada para la bisqueda iniemacional,
wp:';: lur:‘w{ c} nb:j: e b I:'i"?:lli":ll“ uEf. 'ﬂb (y oo comno parte de la
Nimers total de hajns 121 i) 0wt crancdos se o maveodo la eusitl Hi)ack)en
. . s coliamiier de bt Egquienda) copias sdicionales,
. inghuyemnh, crmmdo prwedn, e eupia porm in
|b) O séin en Fermato legible por ordenador isyuedn intermacionnd sepin ln Repla | Yrer
{scyin lo Instruction 801 .a))): ity OJ juntenla declanciin gue prceda sabre In identidad
i) O lists de secvencias de la copin -0 coping - respecio de la listode.
i) O cundros coneus 0 sccucTicios mencivhngda on Iﬂ colunna de In myuicrds
¢} [ ashinismo en formato legihle por . 10. h&?ﬂ:ﬁﬁrgg}:’mﬁ“‘:’hﬁﬂ:‘rm:m':ﬂ:;:tﬂ)
ordeusdor {sepin In instreccion B0 1.a)ii)): . y . . y
0 O & A i) O copins presentada pam ta bisyucds intemacional
) listas de secuenciny segiin Ja Instrucciin RI2.bgreater) silo (y no cema
i) O cuadrun conexos — pare dela mllcl;‘::l inlemacional) o)
'l:l ndmero de snpories (disynele, CD-ROM, i} mmk% i "'"::',":j"c':: c‘:’:ﬁ"m:f;fg' en
‘_'T“y“ wtrus) yus comticnen Ins: B g Al ek il SO
i) [] listnde seevencinm: ........0000000. interiweional, segin bn Instruccion 802, h-guerer)
ii) [ cumbosconeans: . ....o.vvniininnn, i O jilflllu n la declmacidn que |mu:¢$ :nlle In| ialenticad
s oy alciomalo s by e o LR R T
puniax 9.4 derecha)
1 o 10.4) e ta columna de 11. [ otros fespecifigmese): ..o ovovnrinrienensnnnnens .
Figura de los dibujos que . Idioma de presentacién de la
dehe sewnpaiiar of resunen: FIGURA 3 saliciud ifernacional; ESPAROL
RecuadroN*X FIRMA DEL SOLICITANTE, DEL MANDATARIO Q DEL REPRESENTANTE COMUN
Aunies of cb firmni. inficar ol mambre del firmante ¢ s colided (o tel colikad wo ox alvia ol or ef petitriv).
PERE , Sara
Maru uso de la Oficing receplom dnicamenic
. Feche clicliva de recepcidn de ln 2. Dibujos:
pretendidn solicitud inlernacionnl:
- D recibidus:
Y. Fucha electiva de recepeiin, redificada en raitdn de In reeepeidon
ulterior, pero dentro de plazn, de docwinentos o de dibujos que
completen In prefendida solicitud intermacivonal;
4. Feeha de recepeion, dentro de I!In:u. dk Ias correucionen D no recibidos:
requeridas sepin ¢l Articulo | 1.2) del PCT:
$. Adminimimcifin encargnda de la biinqueda iniemacional | 6. ] Tranamisién de In copin pam I
capecificndu por ¢l salicitante: g A ; D ::tl:ll:‘ll::lglt:ﬁ? hasla gue se pague do
- Pura uso de la Oficina Inlicracional finicamente
Iechn Je recepeidn del ejemplar original )
por In (Miging Internacional:

Formulatio PCT/RO/101 {altima huja} (encro de 2004) I'er lax Notas ol jormulario del petitorio
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Esta hoja no forma parte de ia solicliud Internacional y no cuenta como una de suy hojas.

PCT

HOJA DE CALCULO DE TASAS
Anezxo sl petltorio

Para uso d= Ia Oficina recepiora Unicamente

PCTAGL 2004 /0000 1§

Solleiiud Intemucional

Heferencin ul expediente del
solicisnte o del mandatario

Sello con ia fecha d_eE Oficina receplora

Solicitante

CALCULO DE LAS TASAS PRESCRITAS
1. TASA DE TRANSMISION

Bisqueds internacional a efecluar por

230
L 1978 DLS

7]
5]

Adwinistrucion elegidn para realizar la biisquedn internaciunal.)
. TASA DE PRESENTACION INTERNACIONAL
Cuando se opliquen los npartadus b)

) E] 30 primeras hojos

{3i dos o mas Adminisirucionex encorgadas de la bisqueda internacional son
competentes respacio de la solicitd internucional, indiquese el nombre de la

y/a c) del Recundro N | X, escribir ¢) ndmero subtotal de hojas
Cuando los aparindos b) y/o c) del Recundro N® [X o se npliquen, eseribie ¢l ndmery total de hojns

! 1139 DLS

21

}
m

[ia]

ndmero de hojus tasa par hojs
en exceno de 30
r(:I-;,mrmnenle sdicional (sdlo si las Ill:_n de ucucnel blm
cuadros conexoa 3¢ presenian en formato legible par
ordenador segdn lu Instruceién 801.0)i), o en : fonﬁ”m
y en papel, conforme a In Instruccidn 801.4)ii)):
-

400 x

fi3]

1axa por hioja

Sumar lod importcs escritos on las cosillas il,i2 ¢ 13
y escribir ¢l 1otal cn ho casilla |

(Las soliciianiex da clertoy

insa de tactdn Iniemaclonal. &'d:o"d M’eu{

n tanre )
tienen) tl derecha, deberafa) eccribir e fa casils 1
internacional)

. TOTAL DE LAS TASAS PAGADERAS

Sumar las cantidedes escritas on lns casillea T, 8. Ly P
y excribir el resultado en In cusilla TOTAL

. TASA POR UN DOCUMENTO DE PRIORIDAD {si fiuern apiicalle) . .

3347 DLS

TOTAL

FORMA DE PAGO .
K e ot (oo yn)
(] cheque

[ siro posial
O siro bencario

] elective
] timbrea fiscales

[ cuponcs
7 otros fespecifigners):

(este modo de pago priede no cxtar dispanible en todas lax
] Aulorizacin pam cargar el total de lus tasos indicndas arriba.,
por la Oficina recepior) Aulonu::ﬁn
lodmmpoMque falico para lbonlr \udo excoente en ef pago
tasas indicodes amiba.
[ Autorizacién pars cargor la tasa por documento de priorided.

AUTORIZACION PARA CARGAR (o ABONAR) RELATIVA A UNA CUENTA DE DEPOSITO
Oficinar receptorux)

lesta unlh s8do sc marcar 5i lo {az condiciones para m
d ( pirede permiter

dell

Officina receptors: RO/_MX
Cuenta de depésito N=; _ 6963

Fecha: (16.03.04) 16 marzo 04

Formulario PCT/IRO/1Q1 (Anceo) (enero de 2004)

Ver laz Nuotas a la hoja de calcvlo de tasas
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“UUSO DE LA DAPSONA
coMO NEUROPROTECTOR EN EL INFARTO CEREBRAL"

ANTECEDENTES

Para e] tralamiento farmacoldgico del infarto cerebral, se han utllizado histbricamente
algunos medicamentos, con muy poca eficacia clinica, entre ellos podemos mencionar a la
clticolina. En un estudio reclente, publicado en el aflo 2002 (Davalos A, Castillo J, Alvarez-
Sabin J, Secades JJ, Mercadal J, Lopez S, Cobo E, Warach S, Sherman D, Clark WM,
Lozano R., Oral citicoline In acute Ischemic stroke: an individval patient data pooling
andlisis of clinical trials. Stroke 33(12):2850-2857, 2002), se encontrd que este farmaco
producia una mejoria del 25% en promedio, tres meses después de su administracion a
pacientes con infarto cerebral, en tanto que los paclentes que recibieron placebo mejoraron
un 20% en promedio. Como se puede deducir de estos resuitados, este tratamiento
farmacolégico es Incapaz de reducir el dafio cerebral asociado con el Infarto cerebral en
més de un 20-30 % en promedio.

Por ofra parte, la investigacion y el desarrolio de nuevos medicamentos para prevenir las
consecuencias del infarto cerebral ha producido resultados decepclonnte_s. En el afio
2001, por elemplo, la Food and Drug Administration de los Estados Unidos aprobé el uso
de § farmacos contra las enfermedades cardiacas, y ningin f&rmaco contra e! infarto
cerebral. Esto conlleva a que en [a actualidad no exista un tratamiento medicamentoso de
eleccion para ests grave padecimiento. '

La presente invencidn tiene por objeto demostrar el uso de la dapsona como el primer
tratamiento eficaz contra las consecuenclas Incapacitantes asociadas con el Infarto
carebral en estos pacientes.

La dapsona es un farmaco actualmente empleado en el tratamiento qﬁlmio-terapéutico de
la lepra y en las profilaxis contra la neumonla por pneumocytis carinii. Dado que la lepra es
un padecimiento cada vez menos frecuents, el uso terapéutico de dapsona se ha limitado
en fachas recientes.

ge
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DESCRIPCION

La presente Invencién tlene por objeto desarmollar un producto de uso terapéutico para el
tratamiento del infarto cerebral agudo. Este p.adeclmlantn esta ampllamente distribuido en
la poblacién mundial, eoﬁ una Incldencia de 500,000 hasta 750, 000 personas afectadas
anualmente, tan solo en los Estados Unidos, por lo que se decldié buscar otras alternativas
terapéuticas més eficaces que las actuales.

En la bisqueda de un nuevc agente terapéutico méas eficaz que los actuales para el
tratamiento farmacoldgico de! infarto cerebral se sintetizé la dapsona en un compuesto con
la férmula siguiente:

2HN - -S02 - - NH2

El farmaco dapsona ha dejado de producirse en el pals desde los afios ochentas en forma
de medicamento y no se produce tampoco la materia prima.

Por tales motivos, en el presente trabalo se demuestra, mediante un modelo experimental,
y mediante un estudio clinico controlado en paclentes con infarto cerebral agudo que la
dapsona es eficaz para prevenir las consecuencias adversas del padecimiento cuando se
administra dentro de las primeras doce horas después del evento isquemico.

Las pruebas farmacolégicas se realizaron usando el modelo experimental de infarto
cerebral agudo por obstruccion permanente de la arteria cerebral media en ratas, mediante
la introduccién de un  hilo de sutura a través de la arterla carétida intema de los animales
(EJemplo 1) . El farmaco también se administré a pacientes con Infarto cerebral agudo, que
acudieron al servicio de Urgenclas Médicas del Instituto Naclonal de Neurologla y
Neurocirugla "Manusel Velasco Suarez” de la Ciudad de México (Ejemplo 2).

Los resultados de' los experimentos con ratas demuestran que ila dapsona (!) a una dosis
de 8.325 mg/kg tuvo una eficacla del 93%, mientras que a una dosls de 12.5 mg/kg, fue
eficaz en un del 91% para reducir el volumen de la lesién cerebral producido por el infarto
en el modelo experimental de Infarto provocado en las ratas.
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Los resultados de eficacla en ios paclentes demostraron que la dapsona a una dosis de
200 mg fue capaz de mejorar los sintomas neurologicos de los pacientss en un 87% en
promedio.

La dosis efectiva para la dapsona es de 0.013 m.moles/kg.
No se presentaron efactos adversos a las dosis empleadas.

En particular, se emplean las sigulentes técnicas:

Sintesis de Dapsona

La dapsona puede ser sintetizada de diversas formas, pero se ofrece la siguiente via de
sintesis como ejemplo. Esta sintesis se reallzé en dos pasos:

1. Se colocaron 60 g de acetanilida en un matraz Erlenmeyer y se calentaron
lentamente a Ila flama hasta la fusién total dei sélido. El liquido viscoso resultante se
enfrid en un vaso de hlelo, procurando que el material solidificado quedara en el
fondo del matraz. Se agregaron 165 mi de écido clorosulfénico en una soia porcién,
sin remover del bafio de hielo. Posteriormente se removié el matraz del hielo,
agitdndose cuidadosamente y se dejé que la reaccion se lievara a cabo durante 10
minutos, al tdrmino de los cuales se calenté nuevamente la mezcla de reaccién hasta
la solubilizacion total de le acetanilida remanente, dejdndose reaccionar nuevamente
por 10 minutos méas. Se dejé enfriar el producto y se vertld culdadosamente en un
reciplente con hielo ¥ agua, filtrdndose el precipitado y lavandose con agua fria. Se
colectd el precipitado, se disolvid en cloroformo y se extrajo tres veces con agua,
colectandose la fase cloroférmica, la que se colocd en un bafio de hilelo, precipitando
el cloruro de tonllo purificado (P. fusién reportado del intermediario: 149°C).

2. Se colocaron 123.6 ml de nitrobencenc anhidro en un vaso para reactor, se
agregaron 89.2 g de cloruro de aluminio y se calentaron lentamente; a la mezcia
caliente se agregaron 41.3 g de cloruro de tionilo, calentAndose la mezcla de reaccion
a una temperatura de 140-145°C y se adicionaron lentamente 13 g de acetanilida,
‘manteniéndose la temperatura de reacclén durante dos horas. Al término de este
periodo se vertid el curdo de la reaccién en 104 mi de agua acidificada con acido
clorhidrico, con lo que se precipitaron unos cristales de color oscuro, los que se

6%
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recristalizaron con &cldo acético dlluido. Estos cristales se pusleron a reflujo con
écldo clorhidrico SN durante 30 minutos, neutralizindose posteriormente la mezcla de
reaccién, con lo que se precipitaron unos cristales blancos (DDS cruda), que se
recristalizaron nuevamente con etanol.

Sintesis de Dapsona

H,N.Q .50, - @ -NH,

Acetanlllda
. +
10 Ac. p-clorosuifénico
Reaccién por 10 min.

/

Verter en agua fria
Purificacién

Cloruro de tionllo
+
Nitrobencano y Acetanliida
AICly

v

2h
Dlacetildapsona

l AcOH dlluldo

15

Reflujo de HCL
Purificaclon

DAPSONA (DDS)
20

CARAC_TERIZACION QUIMICA DEL COMPUESTO SINTETIZADO.

Para determinar la autenticidad de los compuestos sintetizados, se obtuvo el punto de
fuslon de éstos, resultando de 151-153°C para el intermediario de reaccién cloruro de
tionilo, de 172-175°C para DDS.

25

Los puntos de fuslbn reportados para estos compuestos son de 149°C, 175-176°C para el

intermediario y la DDS, respectivamente.
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Moado preferente de llevar a cabo la Invenclén.

Ejemplo 1. Evaluacién del efecto neuroprotector de la dapsona en el modelo de infarto
cerebral agudo inducldo por la oclusién de la arteria cerebral media de la rata.

La dapsona fue evaluada como neuroprotector en el modelo de Infarto cerebral producido
por la oclusidn de la arterla cerebral media. El fArmaco fue suspendido en un vehiculo
viable,

Se utilizaron 3 grupos de 5 animales tratados con: Soluclon salina isoténica (SSI, grupo
control), Dapsona (12.5 mg/kg), y Dapsona (8.375 mg/kg) respsctivamente por via
intraperitoneal, 30 minutos después de la oclusién de la arteria cerebral media, como se
describe enseguida.

Se produjo la isquemia selectiva cerebral permanente en los animales mediante la
introducclén de un hilo de sutura Intraluminal a través de la arteria cardtida. A todos los
animales se les produjo anestesia contlnua durante el procedimiento quinirgico con
Halotano al 1.5 %, por medio de una mascarilia facial. Se colocd a los animales en
decubito dorsal, se fij6 y se rasurd la regién cervical anterior para practicar una incisidn en
la llnea media que va del manubrio de! esternén hacia la region del masculo estemohiodeo
y se siguid hacla su borde lateral, identificando en este sitio el borde medial del
estemocleidomastoideo y 1a aponeurosis cervical superficial en su hoja profunda, misma
que se incidié para exponer la carétida comian por debajo y por dentro del vientre caudal
del digéstrico. Se efectué una diseccion cortante de la cardtida comin hasta el asa del
hipogloso. Se Identlfict la bifurcacién carotidea, la cardtida externa y sus ramas occlpital y
tiroldea, estas dos UGlimas se ligaron con monofiamento de 8-0, asl como con
elactrocoagulacidon para su corto posterior. Se disect la carttida Interna en una longitud de
aproximadamente 5 mm y en ese momento se identificé la arteria pterigopalatina. En ella
se colocd un microchip o en su defecto se ligd con monofilamento 6-0. Una vez retirado el
flujo por éstas afluentes arteriales se procedié a introducir nylon monofilamento de 3-0 en
direcclén hacla la arteria cardtida Intemna, a través del mufién de la arteria carétida externa,
por una longltud de 17 mm a partir de la bifurcaciéon. Se procedié a cerrar la herida y se
dejo recuperar al animal con agua y alimento a libre demanda. En todos los casos se
corrobord |a isquemia por observaclén macroscépica y por la posicién del hilo.

O
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Evaluacion del efecto neuroprotector de la dapsona en ratas.

Durante las 96h sigulentes al procedimiento de Isquemia, se evalud neuralégicamente a
los animales empleando una escala funcional, cada 24 h. Esta escala establece un
puntaje de 0 a 5, de acuerdo con la gravedad de los signos que presenta el animal: 0 =
sin alteracién neuroldgica; 1 = dificultad para extender totalments la extremidad anterlor;
2= marcha circular a 1a derecha; 3 = calda a la derecha; 4= el animal no camina
espontaneamente y tiene un nivel de conclencia deprimido; 5 = muerte.

Determinacién del volumen tisular de dafio.

Al término de las 86 h de observacion, los animales se sacrificaron con una sobredosis de
pentobarbital sédico por via Intraperitoneal y se les extrajo el cerebro por craniectomia.
Una vez extraldo, el cerebro ae fljd en alcohol anhldro durants dos semanas. Se continud
con el proceso histoldgico habltual y se realizaron cortes de 10 um, aimacenando un corte
cada 200 ym. Estos titimos fueron teflidos con la técnica de Hematoxilina-eosina. Todos
los cortes fueron revisados por un patdlogo, quien se encontraba clego al grupo de
tratamiento, para determinar macro y microscéplcamente las zonas de Isquemia.

Se determiné el drea de cada corte histoldgico usando un sisterna digital de andlisls y un
amplificador fotogréfico. En todos los casos se realizé una amplificacién de 1:10. A cada
corte se le realizaron 3 determinaciones: A) Area total, incluyendo los ventriculos B) Area
ventricular C) Area de Isquemia, de acuerdo con la revision del patdlogo. Para determinar
el volumen de lesién, se utillzé la siguiente férmula:

V=P (0.2 mm

10

Donde P es [a suma de las &reas (en mm?), 0.2mm es la longitud fija entre cada corte y la
divisién entre 10 es debida a la amplificacion de cada corte para la medicién del volumen.
Aplicando la formula se obtuvieron tres diferentes volimenes: Total, Ventricular y de
isquemia. Se restd el volumen ventricular al volumen total, para obtener el volumen de
parénquima cerebral. Este Gltimo se usé como referencia para obtener el porcentaje de
lesion, usando e! volumen de Isquemia.
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EJemplo 2. Evaluacién del efecto neuroprotector de la dapsona en paclentesycon infario
cerebral agudo.

En este estudio se evalué el efecto neuroprotector de la dapsona en padentesl"ift‘x-e'.
habiendo sufrido un Infarto cerebral agudo por trombo-embolismo, fueron ingresados al
Departamento de Urgencias Médicas del Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugla
"Manuel Velasco Suérez". La dapsona se administrd en una dosis Gnica de 200 mg en
suspension, por |a via oral. La suspension se mantiene estable en refrigeracion a 4*C hasta
poOr un mes.

La dapsona fus administrada de manera clega a 15 pacientes",:'."rr;iaﬁn't.r'iaé' que a olros 15
padenteM; {es administrd una suspension de anti-Acido, como medicamento placebo. Los
padentem%nhaeignadoa al azar & uno u ofro tratamlento, usando nimeros al azar,
generados por una caiculadora de boisillo. Ambos medicamentos fueron administrados
durante las primeras doce horas después del infario cerebral. Como resultado de estos
procedlrﬁientos, el estudio clinico fue aleatorizado, doble clego y controlado con el uso de
placsbo.

La avaluacién de los signos y sintomas clinicos fue reallzada en clego por un neurdlogo
experto, con la escala NiH, que cuantifica la intensidaed de los trastomoe provocados por el
infarto cerebral. Dicha escala fue aplicada al momento de Ingreso del paclenta\'ﬂf"e%ﬁiﬁio
(dla cero} y a los 2, 6 y 30 dlas daspués del infarto cerabral. Se considera un Infarto como
moderadamente grave o grave cuando la ascala NIH arroja un valor mayor de slete.

Anélisls estadistico. ;
"|
1y ! Yr -

Se utilizaron dosis de dapsona en el rango de 1 n‘ﬁlz.5 mg/kg, por la via oral en el caso de
pacientes" por ia via intraperitoneal en el caso de las ratas.

Para la evaluacion de la escala neurolégica y del porcentaje del volumen de lesién en ias
ratas, se determind la significancia estadistica con la prueba de Kruskal-Wallls, seguida de
la prueba U de Mann-Whitney.

P
Los resuitados de la escala NIH en los dos grupos de pacienteéf"fueron analizados
estadisticamente con una prueba de andlisis de varianza de una via (ANOVA), usando
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como covarlables la Escala NIH al dia de Ingreso (dia cero), asf como el género, ia edad, la
presidn arterial y otres variables clinicas importantea para el desenlace del paclente,

Se tomaron valores de. p < 0.01 y 005 para determiner el limite de significancia
estadistica.

Los resulitados de la evaluacidn neurolégica en las ratas se muestran en la figura 1, en la
que se aprecla el puniaje de la prueba neurolégica en funcidén de los tiempos después del
la produccién del infarto en las ratas. Los resultados se expresan como el promedio de 4
experimentos Independientes. D= Dapsona (9.375 y 12.5 se reflere a las dosis en mg/kg,
ip), * p < 0.05 (Prueba de Kruskal-Wallls seguldo por pruaba de Mann-Withney).

Los datos de la prueba neurclégica en las ratas muestran que los animales tratados con la
dapsona a las dos dosls smpleadas se recuperan de la lesién isquemica, de manera
significativa, comparando con el grupo control.

Los resuitados del volumen de lesion se presentan en la figt;ra 2, que musestra el
porcentaje de lesién Isquemica, 96 horas despuds de la produccln del infarto en las ratas.
Los resultados se expresan como el promedlo +/- el error estandar de 4 experimentos
independientes. D= Dapsona (8.375 yﬁ"f(g se reflere a las dosis en mg/kg, Ip), * p < 0.05
(Prueba de Kruskal-Wallis seguido por prueba de Mann-Withney).

Los datos obtenidos demuestran que la dapsona protegié en un 93% a la dosls de 9.375
mg/kg y un 90% a la dosls-de 12.5 mg/kg, respectivamente, en comparacioén con el grupo
control. /g w e, d¢

,\-;_-...-

\ pfl x5y
Los resultados en l0s paclentes™ con infarto cerebral trombo-embélico agudo se muestran

en la Figura 3, en la que se sefiala el puntaje de la escala neurclégica NIH en funcién de
los tlempos {en dias) después de la administracién de la dapsona o el placebo. Los
resultados a8 expresan como el promedio de 15 paclentaétﬁor grupo +/- el error estAndar.
D=Dapsona, * p < 0.05, ** p <0.01 {(Prueba de Anéllsis de varianza, con covariables).

e B
Los resultados con los padentes"' tratados con 200 mg de dapsona por ia via oral
demuestran una mejoria clinica significativa. Esta mejoria fue del 67 % en promedio.
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La evaluacién del efecto neuroprotector de la dapsona de la presents invenclon puede
resumirse de la siguiente manera:

Se observd una reducclon signlificativa en la gravedad de los sintomas naurolégicos en las
ratas del 50%, comparada con el grupo control. Tamblén se observaron reducciones del
93% y el 80% en el volumen de lesldn en estos mismos animales.

En relacién con el estudio en paclentes( la mejoria ciinica fue del 67% en promedio.

Estos resultados indican que la dapsona es més eficaz que los fém\acos ;ctyalmente

existentes en ol mercado para el tratamiento del infarto E'erebral agudo{' Esto con una

dosis preferida de daptsona en el rango de 1 a‘°|25 mg/kg, administrada durante las
[\l <

primeras 12h @ol |nfarto cerebral agudo, aunque la dapsona puede ser administrada
tamblén en dosis repetidas.,., "o

Ty (uadesies o2
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REIVINDICACIONES

Hablendo descrito el invento, se considera como una novedad el uso tarapéuﬁco de la

dapsona, para el tratamiento medicamentoso del Infarto cerabral agudo y por lo tanto, se
reclama como propiedead lo contenido en las sigulentes clausulas

- o - do o
1} El uso de dapsona para prepararrun madlcamento anf en el tratamiento como

neuroprotector del Infarto cerebral agudoicaracteﬂzad% ‘por apllcar una dosls de.
0. 007\0 Dg m. mol/kg de Dapsona,.

' Sy
gy

.‘ roy Y P
zf El uso de dapsona. de acuerdo con la relvindicacién 1), en una dosnads 0. 0044) 083 36
. 10 m. mol/kg, con eficacia de 87%.

-—

ﬁ

3) El uso de dapsona, de acuerdo con la relvindicacion 1), en las dosis de 100 y 200 mg
por via or_al.

)
4)” El uso de la gqps?na de 9werdo con las reivindicaciones anteriores, donde la
W oGy | L - .
15 administracion ade ser

las primeras doce horas después del infarto.
J v !..

‘u‘.' (LI i L. ” .
,'J El uso da la dapsona, de acuerdo con la reivindicacion ﬁ)‘, donde la administracién
preferida puede repetirse cada 24 horas.

l’ "
{ WMty d"‘.
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RESUMEN

La presente invencion, tlene por objeto damt':strar el uso de la dapsona como el "primer .
s tﬁtarﬁ@@‘_eﬂcaz contra las consecuencias Incapacitantes asocladas con el infarto
cerebral en estos pacientes. La dapsona fue evaluada como neuroprotector, en el
modelo de Infrato cerebral producido por ia oclusién de la arieria cerebral media en el las
ratas y en pacientes que sufireron un infarto cerebral agudo por trombo-embolismo. En
ambos estudios la dapsona demostrd una reduccién de entre 70 y 90% de las

consecuenclas adversas que se presentan como consecuencia del infarto.
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Publicacion Internacional No. WO 2005/007239 A1 “Fecha

16.002004 7
7012005~

. A
Thulo (54): _ DAPSONA COMO NEUROPROTECTOR EN EL INFARTQ CEREBRAL

7 Clasificacién Intemacional (51) _ A 0410 WY 313|V4.

(31) Namero de Solicitud

s X No [

9 Comprobante de pago No. _ 06-1522
Instrucclones para el diligenciamiento del presente formulario, ver reverso de esta pagina.
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REIVINDICACIONES

Hablendo descrito el Invento, se considera~como una novedad e} uso terapédﬂoo deo la
dapsona, para el tratamlento medicamentoso del infarto cerebral agudo y por lo tanto, se
reclama como propledad lo contenido en [as sigulentes clausulas:

M- ot

. B
L wody 0 o

1) El uso de dapsona para prepararrun medlcamento auf an el tratamiento como

neuroprotector del Infarto cerebral agudoicaractq_zado por apllcar una dosls de- .
0. ooy\o o8 m. mollkg de Dapsonae,.

% 2 El uso de dapsons, de acuerdo con Ia reivindicacién 1), en una dosls,’de o0oko0s 36
110 m. mol/kg, con eficacla de 87%.

-

P )
¥ 8) El uso de dapsona, de acuerdo con ia relvindicacién 1), en las dosls de 100 y200mg ~

T}' por via oral.
9

:i 4)” Elusodela dapwm. de acuerdo con ias reivindicaciones anteriores, donde la

v, Bl o

_15 administracién ada ser Ia§ primeras doce horas después del Infarto.
. _}- —l ¢U“f. ‘,f,

»

- :
% 5] El uso de la dapsona, de acusrdo con la relvindicacién 4), donde la administracién
preferida puede repetirse cada 24 horas. .
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REPUBLICA DE COLOMBIA

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCI

BogotA,
2020

Doctor (a)
CADEMA SARMIENTO JUAN PABLO

REFERENCIA Radicacién No. 06 16589
Solicitud internacional MX2004/000018
Fecha inicio fase naclonal 22/02/2006

Trémite 11

Evento 379

Actuacisn 430 - 0 »
Oficio Mo. 't n b 9 3 1

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento el articulo 38 da
la Declgién 486 de la Comisién de la Coounidad Andina, articulo 27 del Tratado da
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comerclo, se le commica que:

1. La Bsolicitud no contiene el poder debidamemte otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsigulentes del CSdigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberi presentar el documento que acredita la
existencia y representaciém legal de la sociedad solicitante, cuando &sta fuere
persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486, se le
requlere para que dentro del término de dos meses sigquientes a la fecha da
notificacién del presemte oficlio, complete los requisitos anteriormemte enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
conpliderari abandonada y perderi su prelaciénm.

Notifigquese el prese:nr.e/of:l.cio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del\lt!'.tulo primero de la Circular Unica No.1l0 de 2001.
/

ALIX CARMEN CESPEDES DE VERGEL
Jefe de laAdiviaién de Nuevas Creaclcnes

El a@anterior requerimiento fue notificado por fijacién en 1lista de



