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Método para reducir deposicion amiloide, neurotoxicidad amiloide y microgliosis con enantiomero (-)-
nilvadipina

Descripcion
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a un método para tratar los efectos patofisiologicos de enfermedades
amiloidogénicas, tales como enfermedad de Alzheimer. Mas especificamente, el método incluye la administracion de
(-) enantiémero de nilvadipina para oponer los efectos patofisiolégicos en el cerebro de animales o humanos que
sufren de enfermedades asociadas con angiopatia amiloide cerebral, tal como enfermedad de Alzheimer, con
menores efectos secundarios antihipertensivos en comparacion con la mezcla racémica de nilvadipina.

Antecedentes de la invencion
Descripcion de técnica relacionada

La enfermedad de Alzheimer (EA) es el trastorno neurodegenerativo mas comun de la vejez, que sufre
aproximadamente el 1% de la poblacién de mas de 65 afios. Los rasgos caracteristicos de la enfermedad incluyen la
acumulacion progresiva de ovillos neurofibrilares intracelulares, placas seniles paenquimatosas extracelulares y
depdsitos cerebrovasculares en el cerebro. El principal componente de placas seniles y depdsitos cerebrovasculares
es el péptido B-amiloide (AB) de aminoacido 39-43 que se deriva proteoliticamente de la proteina precursora
amiloide (PPA), una glicoproteina transmembranal.

PPA es una proteina de Unica transmembrana con un dominio de terminal amino extracelular de aminoacido
590-680 y una cola citoplasmica de aproximadamente 55 aminoacidos. El ARN mensajero del gen de PPA en el
cromosoma 21 sufre una unién alternativa para producir ocho isoformas posibles, tres de las cuales (isoformas de
695, 751 y 770 aminoacidos) predominan en el cerebro. PPA sufre procesamiento proteolitico a través de tres
actividades enzimaticas, denominadas a-, B- y y-secretasa. Alfa-secretasa parte PPA en el aminoacido 17 del
dominio de AR, liberando de este modo el gran fragmento soluble de amino-terminal a-PPA para secrecion. Debido a
que a-secretasa se parte dentro del dominio de AB, esta particion excluye la formacion de AB. Alternativamente, PPA
puede partirse por B-secretasa para definir el amino terminal de AB y para generar fragmento 3-PPA soluble de
amino terminal. La particion posterior del dominio intracelular carboxi-terminal de PPA por y-secretasa da como
resultado la generacion de multiples péptidos, siendo los dos mas comunes AR de aminoacido 40(AB40) y AB de
aminoacido 42 (AB42). AB40 comprende 90-95% de AP secretado y es la especie predominante recuperada de fluido
cerebroespinal (Seubert et al., Nature, 359:325-7, 1992). En cambio, menos del 10% de AR secretado es AB42. A
pesar de la relativa escasez de produccion de AR42, AB42 es la especie predominante encontrada en palcas y se
deposita inicialmente, quizas debido a su habilidad para formar agregados amiloides solubles mas rapidamente que
AB40 (Jarret et al., Biochemistry, 32:4693-7, 1993). Se cree que la acumulacién anormal de AB en el cerebro se
debe a la sobre-expresion o procesamiento alterado de PPA.

De este modo, se cree que los péptido AB juegan un papel critico en la patobiologia de EA, como todas las
mutaciones asociadas con la forma familiar de EA dan como resultado el procesamiento alterando de estos péptidos
de PPA. De hecho, los depdsitos de fibrillas insolubles o agregadas de A en el cerebro son una caracteristicas
neuropatolégica prominente de todas las formas de EA, sin tener en cuenta la predisposicion genética del sujeto.

Simultaneo a la deposicion de AB, existe una fuerte activacion de secuencias inflamatorias en el cerebro de EA,
incluyendo la produccién de citoquinas pro-inflamatorias y reactivos en fase aguda en un alrededor de los depésitos
de AB (McGeer et al., J Leukocyte Biol., 65:409-15, 1999). Se piensa que la activacion de las células inmunes
innatas residentes del cerebro, las microgliales, esta intimamente implicada en esta cascada inflamatoria. Se ha
demostrado que las microgliales reactivas producen citoquinas pro-inflamatorias, tales como proteinas inflamatorias
y reactivos en fase aguada, tales como alfa-1-antiquimotripsina, factor  del crecimiento transformador,
apolipoproteina E y factores de complemento, habiéndose demostrado que todos ellos estan localizados en las
placas AB y para promover la “condensacion” o maduracion de placa AR (Nilsson et al., J. Neurosci. 21:1444-5,
2001), y que a en grandes niveles promueven neurodegeneracion. Estudios epidemiolégicos han demostrado que
pacientes que usan farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) tienen tanto como el 50% de menor riesgo de
EA (Rogers et al., Neurobiol. Aging 17:681-6, 1996), y la evaluacion post-mortem de pacientes de EA que se
sometieron a tratamiento de AINE han demostrado que la reduccién del riesgo esta asociada al menos ndmero de
microgliales activadas (Mackenzie et al., Neurology 50:986-90, 1998). Ademas, cuando a los ratones Tg APPsw, un
modelo de raton para enfermedad de Alzheimer, se les dio un AINE (ibuprofeno), estos animales mostraron
reduccién en depdsitos de AB, astrocitosis, y neuritis distrofica, estableciendo una correlacion con la menor
activacion microglial (Lim et al., J. Neurosci. 20:5709-14, 2000).

Los productos del proceso inflamatorio en el cerebro de EA pueden por lo tanto exacerbar patologia de EA.
Ademas, hay evidencia de que los microgliales activados en cerebro de EA, en lugar de despejar AB, son
patogénicos al promover fibrilogénesis de AB y la consecuente deposicion como placas seniles (Wegiel et al., Acta
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Neuropathol. (Berl.) 100:356-64, 2000).

También se ha sugerido que la patogénesis de EA es debida a las propiedades neurotoxicas de AB. La
citotoxicidad de AR se establecidé primero en cultivos de células primarias de cerebros de roedores y también en
cultivos de células humanas. El trabajo de Mattson et al. (J. Neurosci., 12:376-389, 1992) indica que AB, en
presencia del glutamato neurotransmisor excitatorio, causa un incremento patoldgico inmediato en calcio intracelular,
lo que se cree que es muy toxico para la célula por medio de sus mayores actividades del segundo mensajero.

La Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 2005/0009885 (13 Enero, 2005) (Mullan et al.) desvela un
método para reducir la deposicién de AB usando nilvadipina, asi como métodos para diagnosticar enfermedades
amiloidogénicas cerebrales usando nilvadipina. Sin embargo, la Patente de Estados Unidos 4.338.322 describe
nilvadipina por sus efectos antihipertensivos. Nilvadipina (NIVADIL™) ha recibido aprobacién reglamentaria en
Irlanda para tratamiento de hipertension en una dosis de 8 mg por dia, o 16 mg por dia si no se consigue un
adecuado efecto anti-hipertensivo con 8 mg por dia. Véase también Patente de Estados Unidos 5.508.413, que
desvela efectos antihipertensivos del (+)-enantiomero de nilvadipina. La nilvadipina racémica y su efecto en el flujo
sanguineo cerebral regional en sujetos humanos se presentan en Hanyu et al. (Nuclear Medicine Communications,
vol. 28, n°® 4, paginas 281-287, Abril 2007).

A pesar de los articulos indicados anteriormente, existe una necesidad de una profilaxis para la progresion
inexorable de degeneracion cerebral que es un marcador caracteristico de EA, donde la profilaxis se dirige a la
deposicion de AB, neurotoxicidad de AR, inflamacién activada microglial y alteracion o sobreexpresién de PPA que
se ve en pacientes de EA con tratamiento terapéuticamente efectivo con minimos efectos secundarios tales como
reduccion o deseada o excesiva en presion arterial.

Resumen de la invencion

Con el fin de cumplir esta necesidad, la presente invencion proporciona métodos para reducir la deposicion de
AB, neurotoxicidad de AB y microgliosis en un animal o humano que sufre de una enfermedad amiloidogénica
cerebral, tal como enfermedad de Alzheimer (EA), administrando al animal o humano cantidades terapéuticamente
efectivas de (-)-nilvadipina enantioméricamente enriquecida. En particular, la presente invenciéon proporciona la
administracion de (-)-nilvadipina enantioméricamente enriquecida con un efecto hipotensor reducido en comparacion
con la misma cantidad de nilvadipina racémica. Ademas, la administracion de (-)-nilvadipina enantioméricamente
enriquecida permite mayores dosis en comparacion con la administracion de nilvadipina racémica o (+)-nilvadipina
debido a una reduccion en el efecto hipotensor. Por ejemplo, los datos aqui presentados demuestran una
contraccion adrtica de referencia cuando se desafié con FPL64176 para el (-)-enantiomero, cuando se correlaciona
con vasoactividad reducida para el (-)-enantidmero en comparacién con la mezcla racémica o (+)-enantiomero que
muestran vasoactividad (esto es, antagonismo de vasoconstriccion inducida). En realizaciones preferentes, el (-)-
enantiomero esta presente en exceso en la composicion administrada, y el exceso enantiomérico excede
preferentemente 90% o mas, 95% o mas, y mas preferentemente 98% o mas, incluyendo 100%, hasta el limite
detectable de pureza.

La presente invencion proporciona ademas métodos para reducir el riesgo de deposicion de de AR,
neurotoxicidad de AB y microgliosis en animales o humanos que sufren de lesién cerebral traumatica al administrar
al animal o humano una cantidad terapéuticamente efectiva de (-)-nilvadipina enantioméricamente enriquecida
después de la lesion en la cabeza y continuar el tratamiento con (-)-nilvadipina enantioméricamente enriquecida
durante un periodo de tiempo prescrito a partir de entonces. En particular, la presente invencién proporciona la
administracion de (-)-nilvadipina enantioméricamente enriquecida con un efecto hipotensor reducido en comparacion
con la misma cantidad de nilvadipina racémica. Ademas, la administracion de (-)-nilvadipina enantioméricamente
enriquecida permite mayores dosis en comparacion con la administracion de nilvadipina racémica debido a una
reduccion en el efecto hipotensor. En realizaciones preferentes, el (-)-enantidmero esta presente en exceso en la
composicién administrada, y el exceso enantiomérico excede preferentemente 90% o mas, 95% o mas, y mas
preferentemente 98% o mas, incluyendo 100%, hasta el limite detectable de pureza.

La presente invencion también proporciona métodos para reducir el riesgo de desarrollar, o retrasar la aparicion
o progresion, o de estabilizar los sintomas de, una enfermedad amiloidogénica cerebral o condicion en animales y
humanos diagnosticados con un riesgo de desarrollar enfermedad o condicién amiloidogénica cerebral, que
comprende la administracion al animal o humano de una cantidad terapéuticamente efectiva de (-)-nilvadipina
enantioméricamente enriquecida, donde la administraciéon de (-)-nilvadipina enantioméricamente enriquecida
comienza después del diagnostico de riesgo de desarrollar enfermedad o condicion amiloidogénica cerebral. En
particular, la presente invencién proporciona la administracién de (-)-nilvadipina enantioméricamente enriquecida con
un efecto hipotensor reducido en comparacién con la misma cantidad de nilvadipina racémica. Ademas, la
administracion de (-)-nilvadipina enantioméricamente enriquecida permite mayores dosis en comparacion con la
administracion de nilvadipina racémica debido a una reduccién en el efecto hipotensor. En realizaciones preferentes,
el (-)-enantidmero esta presente en exceso en la composicion administrada, y el exceso enantiomérico excede
preferentemente 90% o mas, 95% o mas, y mas preferentemente 98% o mas, incluyendo 100%, hasta el limite
detectable de pureza.
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La presente invencion proporciona el tratamiento del perfil clinico de una enfermedad amiloidogénica cerebral
que abarca uno o mas de todos los rasgos cognitivos y de comportamiento asociados con la enfermedad
amiloidogénica cerebral. Por ejemplo, en relacion con EA, tales rasgos pueden incluir una lista no limitativa de
sintomas tales como pérdida profunda de memoria, dificultad en la realizacion de tareas familiares, problemas con el
lenguaje, desorientacion, disminucion de juicio, deficiencias en el pensamiento abstracto, cambios en la
personalidad, humor o comportamiento y/o marcadores caracteristicos en una bateria de pruebas cognitivos. Tales
pruebas cognitivas incluyen la Escala de Memoria de Wechsler Revisada (EMW-R), la Clasificacion Clinica de la
Demencia (CCD), el Mini Examen del Estado Mental (MEEM) y/o la Escala de Valoracion-Subescala Cognitiva de
Enfermedad de Alzheimer (EVEA).

La presente invencion proporciona tratamiento con (-)-nilvadipina enantioméricamente enriquecida que puede
producir un resultado clinico especifico. Un punto final para el tratamiento es una mejora medible en uno o mas
sintomas de la enfermedad en aquellos que sufren enfermedad amiloidogénica cerebral. La mejora puede dar como
resultado un paciente asintomatico, o puede reflejar una mejora en la habilidad en comparacién con uno o mas
sintomas antes del tratamiento. Alternativamente, un punto final para el tratamiento puede ser mantener un nivel
sintomatico de referencia. En otras palabras, este punto final representa la estabilizacion de la enfermedad o uno o
mas sintomas de la enfermedad de manera permanente durante un periodo de tiempo. Ademas, un punto final para
el tratamiento puede ser una reduccion en el ritmo de progresion de la enfermedad en comparacion con un control
no tratado. Ademas, el tratamiento puede incluir un pre-tratamiento de un individuo considerado en riesgo de
desarrollar enfermedad amiloidogénica cerebral, pero antes de la manifestacion clinica de uno o mas sintomas. La
referencia al tratamiento de la enfermedad también abarca el tratamiento de uno o mas sintomas, donde el
tratamiento es paliativo mas que curativo.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 es un grafico de barras que ilustra el efecto de la administracion cronica de nilvadipina en la
deposicion de AR (carga AB) en diferentes regiones del cerebro de ratones TgAPPs, usando una técnica de
inmunotincion 4G8.

La FIG. 2 es un grafico de barras que ilustra el efecto de la administracion crénica de nilvadipina en la
activacion microglial en ratones TgAPPs,, en tres regiones del cerebro usando una técnica de inmunotincion CD45
que determina el numero de microgliales CD45+.

La FIG. 3 es un grafico de barras que ilustra el efecto de nilvadipina en la activacion microglial en células
microgliales murinas N9 in vitro activadas con lipopolisacarido (LPS) durante 24 horas. La activacion microglial se
determina mediante la produccion de TNF-a (pg/ml) medido por ELISA.

La FIG. 4 es un grafico de barras que ilustra el efecto de la administracion de nilvadipina en neurotoxicidad de
AB usando células HPNC tratadas durante tres dias con 30 uM de AB-40 (AgAB) pre-agregado. La neurotoxicidad se
evallia midiendo la cantidad de deshidrogenasa lactica (DHL) liberado de las células.

Las FIGS. 5A y 5B son graficos de barra que ilustra el efecto de nilvadipina en el procesamiento de PPA
usando célula de glioblastoma humanas transfectadas con APPs,. Las células tratadas con nilvadipina 50 nM y 250
nM durante 24 horas (FIG. 5A) y durante 48 horas (FIG. 5B). La produccion de AB1-40 se en el medio de cultivo se
midié mediante ELISA.

La FIG. 6 es una curva de respuesta de dosis que muestra el efecto de formas enantioméricas puras de
nilvadipina (nilvadipina 1 y nilvadipina 2) asi como una mezcla de los 2 enantiomeros en igual proporcion (N1+N2) en
la producciéon de AB1-40 por células de ovario de hamster chino 7W W5 APP751 después de un tratamiento de 24
horas. Ambos enantiomeros parecen inhibir dependientemente de la dosis la produccién de AB1-40 de una manera
similar.

La FIG. 7 es una curva de respuesta de dosis que muestra el efecto de formas enantioméricas puras de
nilvadipina (nilvadipina 1 y nilvadipina 2) asi como una mezcla de los 2 enantiémeros en igual proporcion (N1+N2) en
la produccion de AB1-40 por células de ovario de hamster chino 7W W5 APP751 después de un tratamiento de 24
horas. Sefalar que enantiémero puro de nilvadipina 2 asi como la mezcla racémica de nilvadipina (N1+N2)
estimulan ligeramente AB1-42 en dosis baja mientras el enantidmero nilvadipina 1 esta privado de tal efecto.

La FIG. 8 es una cromatografia quiral que muestra la separacion de los enantidmeros de nilvadipina.
Nilva_Pico_1 corresponde a (-)-nilvadipina (nilvadipina 1); Nilva_Pico_2 corresponde a (+)-nilvadipina (nilvadipina 2).
Nilva_10, que se refiere a la mezcla racémica original de nilvadipina, esta incluida para fines ilustrativos.

La FIG. 9 muestra el efecto de (-)-nilvadipina (nilvadipina 1) y (+)-nilvadipina (nilvadipina 2) en vasoconstriccion
inducida por FPL64176 en aortas de rata. Los datos muestra que (+)-nilvadipina antagoniza por completo la
vasoconstriccion inducida por FPL64176 mientras (-)-nilvadipina no afecta al efecto vasoactivo de agonistas de canal
de calcio de tipo L lo que demuestra que (+)-nilvadipina es un bloqueador de canal de calcio de tipo L mientras (-)-
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nilvadipina esta privada de tal efecto.

La FIG. 10 es un grafico de barras que ilustra el efecto de (-)-nilvadipina en niveles AB1-40 y AR1-42 del
cerebro en ratones TgAPPs, de 70 semanas de edad. Los animales se trataron intraperitonealmente diariamente
durante cuatro dias con (-)-nilvadipina (10 mg/kg de peso corporal).

La FIG. 11 es un grafico de barras que ilustra el efecto de una liberacion lenta de (-)-nilvadipina en niveles AR1-
42 del cerebro en ratones TgAPPs, de 70 semanas de edad. Los animales se trataron durante 26 dias usando
bolitas biodegradables que se implantaron subcutaneamente.

La FIG. 12 ilustra un modelo in vitro de la Barrera Hematoencefalica usando inserciones de 24 pozos,
traslicidas con membrana de 0,4 um que contenian una capa de Células Endoteliales Microvasculares del Cerebro
Humano (CEMCH). La migracion de amiloide fluoresceina-beta 1-42 al compartimento apical se evalu6 en varios
puntos en el tiempo.

La FIG. 13 es un grafico de barras que muestra el efecto in vitro de (-)-nilvadipina en el despeje de AP cerebral
en la Barrera Hematoencefalica. A=Apical, B=Basolateral.

La FIG. 14 es un grafico de barras que muestra el efecto in vitro de (-)-nilvadipina contra mezcla racémica de
nilvadipina en el despeje de AB cerebral en la Barrera Hematoencefalica. A=Apical, B=Basolateral.

La FIG. 15 es un grafico de barras que muestra el efecto in vitro de (-)-nilvadipina en el despeje de AP cerebral
en la Barrera Hematoencefalica, como se mide por los niveles de plasma AB en ratones.

La FIG. 16 es un grafico de barras que muestra el efecto in vitro de bolita de (-)-nilvadipina biodegradable en el
despeje de cerebro AR en la Barrera Hematoencefalica.

Las FIGS. 17A y 17B muestran propiedades vasoactivos de (+)-nilvadipina contra (-)-nilvadipina en una
variedad de dosis de farmaco.

Descripcion de las realizaciones

La presente invencion proporciona métodos profilacticos y métodos terapéuticos para abordar la progresion
inexorable de la degeneracion cerebral que es un marcador caracteristico de ciertas enfermedades amiloidogénicas
cerebrales, tal como, enfermedad de Alzheimer (EA), en animales y humanos, administrando (-)-nilvadipina
enantioméricamente enriquecida (isopropil-3-metil-2-ciano-1,4-dihidro-6-metil-4-(m-nitrofenil)-3,5-piridina-
dicarboxilato; PM 385,4). Los métodos de acuerdo con la invencién abarcan el tratamiento, prevencion y mejora de
sintomas.

A menos que se especifique lo contrario, el término nilvadipina como aqui se usa se refiere a la mezcla
racémica. Los términos “enantioméricamente enriquecido/a” como aqui se usan, se refieren a un compuesto que es
una mezcla de enantiomeros en la que el (-)-enantiGmero esta presente en exceso, y preferentemente presente
hasta una extensiéon de 90% o mas, 95% o mas, y mas preferentemente 98% o mas, incluyendo 100%, hasta el
limite detectable de pureza. Por ejemplo, la pureza puede determinarse mediante la deteccion con métodos HPLC
quirales. En una realizacién, el exceso enantiomérico se calcula restando el componente menor del componente
menor, por ejemplo, una mezcla de enantiomeros con 89% (-)-enantidmero y 2% (+)-enantiémero se calcularia como
un 96% de exceso enantiomérico del (-)-enantiémero.

En particular, una realizacion de la presente invencién proporciona un método para reducir la deposicion de AR,
neurotoxicidad de A y microgliosis en un animal o humano que sufre una enfermedad o condicion amiloidogénica
cerebral administrando cantidades terapéuticamente efectivas de (-)-nilvadipina enantioméricamente enriquecida al
animal o humano. Debido a que la mayoria de las enfermedades amiloidogénicas cerebrales, tal como EA, son
cronicas, progresivas, demencias cerebrales intratables, se contempla que la duracion del tratamiento con (-)-
nilvadipina enantioméricamente enriquecida dure durante toda la vida del animal o humano. Las enfermedades o
condiciones amiloidogénicas cerebrales incluyen sin limitacion enfermedad de Alzheimer, lesion cerebral traumatica,
y angiopatia amiloide cerebral.

En ofra realizacion, la presente invencion proporciona un método para tratar encefalopatia espongiforme
transmisible, tembladera o sindrome de Gerstmann-Straussler-Scheinker.

En oftra realizacion de la presente invencion, se proporciona un método para reducir el riesgo de deposicion de
AB, neurotoxicidad de AB y microgliosis en animales y humanos que sufren lesién cerebral traumatica (LCT)
administracién al animal o humano una cantidad terapéuticamente efectiva de (-)-nilvadipina enantioméricamente
enriquecida después de la LCT y continuando el tratamiento con (-)-nilvadipina enantioméricamente enriquecida
durante un periodo de tiempo prescrito a partir de entonces. La duracion del tratamiento con (-)-nilvadipina
enantioméricamente enriquecida que se contempla para aquellos animales o humanos que sufren una LCT puede
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durar entre aproximadamente una hora y cinco afios, preferentemente entre aproximadamente dos semanas y tres
afos, y mas preferentemente entre aproximadamente seis meses y doce meses.

En otra realizacion, se proporciona un método para tratar el perfil clinico de una enfermedad amiloidogénica
cerebral que abarca uno o mas de todos los rasgos cognitivos y de comportamiento asociados con la enfermedad
amiloidogénica cerebral. Por ejemplo, en relacién con EA, tales rasgos pueden incluir una lista no limitativa de
sintomas tales como pérdida profunda de memoria, dificultad en la realizacion de tareas familiares, problemas con el
lenguaje, desorientacién, disminucion de juicio, deficiencias en el pensamiento abstracto, cambios en la
personalidad, humor o comportamiento y/o marcadores caracteristicos en una bateria de pruebas cognitivos. Tales
pruebas cognitivas incluyen la Escala de Memoria de Wechsler Revisada (EMW-R), la Clasificacion Clinica de la
Demencia (CCD), el Mini Examen del Estado Mental (MEEM) y/o la Escala de Valoracion-Subescala Cognitiva de
Enfermedad de Alzheimer (EVEA).

En una o mas realizaciones, el tratamiento con (-)-nilvadipina enantioméricamente enriquecida puede producir
un resultado clinico especifico. Un punto final para el tratamiento es una mejora medible en uno o mas sintomas de
la enfermedad en aquellos que sufren enfermedad amiloidogénica cerebral. La mejora puede dar como resultado un
paciente asintomatico, o puede reflejar una mejora en la habilidad en comparacién con uno o mas sintomas antes
del tratamiento. Alternativamente, un punto final para el tratamiento puede ser mantener un nivel sintomatico de
referencia. En otras palabras, este punto final representa la estabilizaciéon de la enfermedad o uno o mas sintomas
de la enfermedad de manera permanente durante un periodo de tiempo. Ademas, un punto final para el tratamiento
puede ser una reduccion en el ritmo de progresion de la enfermedad en comparacién con un control no tratado.
Ademas, el tratamiento puede incluir un pre-tratamiento de un individuo considerado en riesgo de desarrollar
enfermedad amiloidogénica cerebral, pero antes de la manifestacion clinica de uno o mas sintomas. La referencia al
tratamiento de la enfermedad también abarca el tratamiento de uno o mas sintomas, donde el tratamiento es
paliativo mas que curativo.

La cantidad terapéuticamente efectiva de (-)-nilvadipina enantioméricamente enriquecida que se administra,
opcionalmente en forma de dosis de unidad, a animales o humanos que sufren una enfermedad amiloidogénica
cerebral o que sufren una lesion cerebral traumatica, asi como la administrada con el fin de determinar el riesgo de
desarrollar y/o un diagndstico de una enfermedad amiloidogénica cerebral en un animal o humano, de acuerdo con
los métodos de la presente invencién, puede oscilar entre aproximadamente 0,05 mg a 20 mg por dia,
preferentemente entre aproximadamente 2 mg y 15 mg por dia, mas preferentemente entre aproximadamente 4 mg
a 12 mg por dia, y mas preferentemente aproximadamente 8 mg por dia. La dosis diaria puede administrarse en una
Unica dosis de unidad o dividida en dos, tres o cuatro dosis de unidad por dia. En otra realizacion, la cantidad
terapéuticamente efectiva de (-)-nilvadipina enantioméricamente enriquecida es superior a16 mg por dia hasta el
limite de la dosis maxima tolerada. Por ejemplo, la cantidad terapéuticamente efectiva de (-)-nilvadipina
enantioméricamente enriquecida puede oscilar entre 16 mg y aproximadamente 20 mg por dia. Alternativamente, la
cantidad terapéuticamente efectiva de (-)-nilvadipina enantioméricamente enriquecida puede ser aproximadamente
20 mg por dia, aproximadamente 30 mg por dia, aproximadamente 40 mg por dia, aproximadamente 50 mg por dia,
aproximadamente 75 mg por dia, aproximadamente 100 mg por dia, aproximadamente 125 mg por dia,
aproximadamente 150 mg por dia, aproximadamente 175 mg por dia, aproximadamente 200 mg por dia,
aproximadamente 225 mg por dia, aproximadamente 250 mg por dia, aproximadamente 275 mg por dia,
aproximadamente 300 mg por dia, aproximadamente 325 mg por dia, aproximadamente 350 mg por dia,
aproximadamente 375 mg por dia, aproximadamente 400 mg por dia, aproximadamente 425 mg por dia,
aproximadamente 450 mg por dia, aproximadamente 472 mg por dia, aproximadamente 500 mg por dia, o hasta la
maxima dosis tolerada por dia, y cualquier cantidad, entera o de otra manera, entre las cantidades anteriores. Los
rangos pueden variar. Por ejemplo, rangos no limitativos incluyen puntos finales inferiores de 20, 40, 60, 80 o 100
mg por dia, y puntos finales superiores de 50, 100, 150, 200, 250, 300 y 500 mg por dia, y cualquier cantidad entera
o de otra manera, dentro de las cantidades mencionadas anteriormente puede servir como un punto final.

Sin desear quedar ligados a la teoria, se cree que los efectos anti-hipertensos pueden limitar la cantidad
maxima tolerada de nilvadipina racémica. En una realizacién de acuerdo con la invencion, la cantidad
terapéuticamente efectiva de (-)-nilvadipina enantioméricamente enriquecida reduce la presioén arterial en una
cantidad seleccionada del grupo consistente en menos de aproximadamente 30%, menos de aproximadamente
20%, menos de aproximadamente 10%, menos de aproximadamente 5% y menos de aproximadamente 1%, de la
presion arterial del pre-tratamiento después de la administracion de (-)-nilvadipina enantioméricamente enriquecida.
La presion arterial puede medirse en una variedad de maneras. Por ejemplo, la presion arterial puede medirse como
una presion sistélica o una presién diastélica en milimetros de mercurio.

Alternativamente, la presién arterial puede calcularse de acuerdo con la formula de lecturas de presion 2/3
diastélica mas 1/3 sistolica. En una realizacion, la presion arterial se controla continuamente y se integra conforme
avanza el tiempo para dar un Unico valor para el area bajo la curva (ABC). El cambio en la presion arterial puede
estar en comparacién con la poblacién normal, o puede estar en comparacion con la presién arterial del individuo
tratado en el pre-tratamiento. En una realizacion, la presion arterial post-tratamiento se mide después de un periodo
de tratamiento de manera que se establezca un cambio de estado estacionario en la presion arterial. Por ejemplo, la
presion sanguinea post-tratamiento puede medirse después de aproximadamente 1 semanas de tratamiento,
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aproximadamente 4 semanas de tratamiento, aproximadamente 12 semanas de tratamiento, aproximadamente 6
meses de tratamiento, y similares. En una realizacidn, la (-)-nilvadipina enantioméricamente enriquecida se
administra a un humano o animal que tiene presion arterial normal, o es hipotenso. En una realizacién, la (-)-
nilvadipina enantioméricamente enriquecida se administra a un humano o animal que es hipertenso. En humanos, se
considera que es presion arterial normal entre aproximadamente 90/50 mm Hg y aproximadamente 135/90 mm Hg.
La presion arterial en humanos por debajo del rango normal se considera hipotensa.

En otra realizacion, el terapéutico de la invencién se administra a pacientes que son hipertensos o a pacientes
sin considerar sus niveles de presion arterial. Los pacientes hipertensos pueden tratarse simultaneametne con un
anti-hipertenso. La presion arterial en humanos por encimas del rango normal se considera hipertensa.

Los rangos normales para varios animales pueden encontrarse en manuales veterinarios estandares. En una
realizacion, la presion arterial esta en el rango normal bien de manera natural o debido a intervencion médica, tal
como la administracion de una agente anti-hipertenso adicional.

Se contempla que los métodos de la presente invencion pueden probarse en modelos de animales
trasngénicos conocidos para EA, tal como modelos de ratén PDAPP o TgAPPs, antes de probar la eficiencia en las
condiciones de tratamiento, prevencion y/o inhibicion asociadas con deposicion amiloide, neurotoxicidad de AR y
microgliosis en el sistema nervioso central. Tales modelos de animales transgénicos para EA se construyen usando
métodos estandares conocidos en la técnica y, por ejemplo, expuestos en los Numeros de Patente de Estados
Unidos 5.487.992; 5.464.764; 5.387.742; 5.360.735; 5.347.075; 5.298.422; 5.288.846; 5.221.778; 5.175.384;
5.175.383 y 4.736.866.

La (-)-nilvadipina enantioméricamente enriquecida puede administrarse a un paciente por medio de varias rutas
incluyendo parenteralmente, oralmente o intraperitonealmente. La administracion parenteral incluye las siguiente
rutas: intravenosa; intramuscular; intersticial; intra-arterial; subcutanea; intraocular; intracraneal; intratecal;
intraventricular; intrasinovial; transepitelial, incluyendo transdérmica, pulmonar mediante inhalacion, oftalmolégica,
sublingual y bucal; topica, incluyendo oftalmolégica, dérmica, ocular, rectal o inhalacién nasal mediante insuflacion o
nebulizacion.

La (-)-nilvadipina enantioméricamente enriquecida que se administra oralmente puede estar envuelta en
capsulas duras o blandas con armazoén de gelatina. La (-)-nilvadipina enantioméricamente enriquecida también
puede incorporarse con un excipiente y usarse en forma de comprimidos que pueden ingerirse, comprimidos
bucales, trociscos, capsulas, bolsitas, pastillas, elixires, suspensiones, jarabes, obleas y similares. Ademas, la (-)-
nilvadipina enantioméricamente enriquecida puede tener la forma de un polvo o granulo, una solucién o suspension
en un liquido acuoso o liquido no acuoso. O en una emulsién aceite en agua o agua en aceite.

Los comprimidos, trociscos, pildoras, capsulas también pueden contener, por ejemplo, un aglutinante, tal como
goma tragacanto, acacia, almidon de maiz; excipientes gelatinosos, tal como fosfato dicalcico; un agente
desintegrante, tal como almidéon de maiz, almidon de patata, acido alginico y similares; un lubricante, tal como
estearato de magnesio; un agente endulzante, tal como sacarosas, lactosa o sacarina; o un agente saborizante. El
ingrediente activo puede formularse o administras un una forma de dosis de unidad o en una forma de dosis no-
unidad. Cuando la forma de dosis de unidad es una capsula, puede contener, ademas de los materiales descritos
anteriormente, un transportador liquido. Varios otros materiales pueden estar presentes como coberturas o para
modificar de otra manera la forma fisica de la unidad de dosis. Por ejemplo, los comprimidos, pildoras o capsula
pueden estar recubiertas de goma laca, azdcar o ambas. Un jarabe o elixir puede contener nilvadipina, sacarosa
como un agente endulzante, metilo y propilparabenos como conservantes, un tinte y saborizante. Ademas, la (-)-
nilvadipina enantioméricamente enriquecida puede incorporarse en preparacion y formulaciones de liberacion
prolongada.

La (-)-nilvadipina enantioméricamente enriquecida puede administrase al SNC, parentalmente o
intraperitonealmente. Las soluciones de nilvadipina como una base libre 0 como una sal farmacéuticamente
aceptable pueden prepararse en agua mezclada con un surfactante adecuado, tal como hidroxipropilcelulosa. Las
dispersiones también pueden prepararse en glicerol, glicoles de polietileno liquido, y mezclas de los mismos, y en
aceites. Bajo condiciones ordinarias de almacenaje y uso, estas preparaciones pueden contener un conservante y/o
antioxidante para prevenir el crecimiento de microorganismos o degeneracién quimica.

El enantidmero de (-)-nilvadipina deseado tiene la configuracion (S) en su centro quiral. El compuesto aqui
proporcionado puede ser enantioméricamente puro, o puede ser una mezcla estereoisomérica con alguna cantidad
de (+)(R)nilvadipina. Se entiende que la divulgacion de (-)-nilvadipina enantioméricamente enriquecida aqui abarca
cualquier forma épticamente activa, polimérfica o estereoisomérica, o mezclas de las mismas, que preferentemente
poseen las propiedades utiles aqui descritas, es bien conocido en la técnica como preparar formas 6pticamente
activas y como determinar actividad usando las pruebas estandares aqui descritas, o usando otra pruebas similares
que son bien conocidas en la técnica. Los términos “enantioméricamente enriquecido/a” como aqui se usan, se
refieren a un compuesto que es una mezcla de enantidmeros en la que el (-)-enantidmero esta presente en exceso,
y preferentemente presente hasta una extension de 90% o mas, 95% o mas, y mas preferentemente 98% o mas,
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incluyendo 100%, hasta el limite detectable de pureza. Por ejemplo, la pureza puede determinarse mediante la
deteccién con métodos HPLC quirales.

Ejemplos de métodos que pueden usarse para obtener isdmeros 6pticos de los compuestos incluyen los
siguientes:

i) preparacion fisica de cristales - una técnica por la que se cristales macroscopicos de los enantidmeros
individuales se separan manualmente. Esta técnica puede usarse si existen cristales de los enantiémeros
separados, esto es, el material es un conglomerado, y los cristales son visualmente distintos;

ii) cristalizacion simultanea — una técnica por la que los enantiémeros individuales se cristalizan por separado
de una solucion que es un racemato, solamente posible si éste es un conglomerado en el estado solido;

iii) resoluciones enzimaticas — una técnica por la que se hace una separacion parcial o completa de un
racemato en virtud de diferentes velocidades de reaccién para los enantiomeros con una enzima

iv) sintesis asimétrica enzimatica, una técnica sintética por la que al menos una etapa de la sintesis usa una
reaccion enzimatica para obtener un precursor sintético enantioméricamente puro o enriquecido del enantiomero
deseado;

v) sintesis asimétrica quimica — una técnica sintética por la que el enantiomero deseado se sintetiza de un
precursor aquiral bajo condiciones que producen asimetria (esto es, quiralidad) en el producto, que puede
conseguirse usando catalizadores quirales o auxiliares quirales;

vi) separaciones de diasteredmeros — una técnica por la que un compuestos, precursor o intermediario semi-
sintético reacciona con un reagente enantioméricamente puro (el auxiliar quiral) que convierte los enantidmeros
individuales a diasteredmeros. Los diasteredmeros resultantes se separan después mediante cromatografia o
cristalizacion en virtud de sus diferencias estructurales ahora mas distintas y el auxiliar quiral se retira mas tarde
para obtener el enantiomero deseado (véase, por ejemplo, patente de Estados Unidos 5.508.413 asignada a
Fujisawa Pharmaceutical Co., Ltd);

vii) transformaciones asimétricas de primer y segundo orden — una técnica por la que los diastereémeros del
equilibrado racemato para producir una preponderancia en solucién del diasteredmero del enantiomero deseado o
donde la cristalizacion preferencial del diastereémero del enantiomero deseado perturba el equilibrio de tal manera
que finalmente en principio todo el material se convierte en diasteredmero cristalino del enantiémero deseado. El
enantiomero deseado se libera después del diasteredmero;

viii) resoluciones cinéticas — esta técnica se refiere a la consecucion de resolucién parcial o completa de un
racemato (o de una resolucion adicional de un compuesto parcialmente resuelto) en virtud de velocidades desiguales
de reaccion del enantiémero con un reactivo o catalizador quiral, no racémico bajo condiciones cinéticas;

ix) sintesis enatioespecifica de precursores no racémicos — una técnica sintética por la que el enantiomero
deseado se obtiene a partir de materiales de inicio no quirales y donde la integridad estereoquimica no se
comprometen o sélo se comprometen minimamente durante el curso de la sintesis.

x) cromatografia liquida quiral — una técnica por la que los enantidmeros de un racemato se separan en un fase
movil liquida en virtud de sus diferentes interacciones con una fase inmovil. La fase inmévil puede hacerse de un
material quiral o la fase movil puede contener un material quiral adicional para provocar las diferentes interacciones;

xi) cromatografia quiral de gases — una técnica por la que el racemato se volatiliza y los enantiémeros se
separan en virtud de sus diferentes interacciones en la fase moévil gaseosa con una columna que contiene una fase
adsorbente quiral fija no racémica;

xii) extraccion con disolventes quirales - una técnica por la que los enantiémeros se separan en virtud de
disolucion preferencial de un enantidmero en una disolvente quiral particular; y

xiii) transporte a través de membranas quirales — una técnica por laque un racemato se coloca en contacto con
una barrera de membrana fina. La barrera tipicamente separa dos fluidos miscibles, uno en contacto con el
racemato, y una fuerza impulsora tal como un diferencial de concentracién o presién provoca el transporte
preferencial a través de la barrera de membrana. La separacién ocurre como un resultado de la naturaleza quiral no
racémica de la membrana que solamente permite que un enantidmero del racemato pase a través.

xiv) cromatografia liquida — una técnica por la que los enantidmeros se separan en una sistema de disolvente
en fase normal en virtud de la diferencia en sus coeficientes de particion con respecto a una fase inmovil quiral. Esta
técnica se empled para generar preparaciones Opticamente activas de (-)-nilvadipina y (+)-nilvadipona aqui descritas
(véase Figura 8).

Los enantidmeros de nilvadipona se han separado de la siguiente manera:

Nilvadipina 1
(-)-Nilvadipina
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Bibliografia: [qf% -219,6 ° (c = 1,0, MeOH)
Observado: [a] % -99,0 ° (c = 0,057, MeOH)

Nilvadipina 2
(+)-Nilvadipina

NO,

Bibliografia: [qf% +222,4° (c = 1,0, MeOH)
Observado: [a]*°+170,1 ° (c = 0,05, MeOH)

Los valores de la bibliografia para rotaciones opticas de los enantidmeros de nilvadipina se presentan en
Satoh, Y; Okumura, K.; Shiokawa, Y. Chem. Pharm. Bull. 42(4)950-952 (1994). Véase Figura 5 para datos en
relacion a la pureza enantiomérica de los compuestos separados.

El término “aproximadamente” significa dentro del £+10% de la cantidad expuesta, o dentro del error
experimental de la técnica de medicion. La expresion “una composicion consistente esencialmente en” significa que
abarca una composicion en la que el ingrediente farmacéuticamente activo es como se indica. En una realizacion, la
expresion “consistente esencialmente en” excluye ingredientes farmacéuticamente activos no enumerados, pero no
excluye vehiculos, transportadores o diluyentes farmacéuticamente aceptables, o la manera en la que el ingrediente
farmacéutico activo se formula. En una realizacién, por ejemplo en un método de tratamiento, la expresion
“consistente esencialmente en” puede abarcar la administracion de uno o mas ingredientes farmacéuticos mas
activos como el Unico o Unicos agente(s) activo(s) para esta indicacién particular, mientras no se excluyen agentes
terapéuticos administrados por otras razones o indicaciones.

EJEMPLOS

Los métodos de la presente invencion para reducir los efectos patolégicos de AR en animales o humanos que
sufren enfermedades asociadas con amiloidosis, tales como EA, se describiran con mas detalle en los siguientes
ejemplos no limitativos. Los Ejemplos 1-5 proporcionan datos para nilvadipina racémica para fines comparativos.

Purificacion cromatografica de Enantiémeros de Nilvadipina

La purificacion cromatografica de ambos enantiomeros de nilvadipina se consiguié mediante Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion (HPLC) usando una fase inmovil de celulosa modificada (Chiral Tecnhologies, West
Chester, PA). Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes: diametro interno de columna, 10 mm; longitud
de columna, 250 nm; fase movil, 95:5 proporcion volumétrica de hexanos con etanol; velocidad de flujo, 2,5 ml/min;
temperatura de columna, 7 °C. Inyeccion repetida de nilvadipina racémica usando recogida de fraccidon con base de
sefial produjo enantidmeros purificados para los ejemplos aqui descritos. Véase Figura 8.

EJEMPLO 1
Administracion Crénica de Nilvadipina en deposicion de AB (Carga Amiloide)

El efecto de la administracion cronica de nilvadipina en deposicion de AB (carga amiloide) en diferentes
regiones del cerebro de ratones TgAPPs, se examind usando una técnica de inmunotincion 4G8 de anticuerpo
monoclonal anti- AB. La técnica de inmunotincion 4G8 se eligioé para determinar la carga de AR debido a su fuerte
sefial y resultados 6ptimos para el analisis cuantitativo de deposicion de AB. En resumen, las secciones de parafina
se sometieron a inmunohistoquimica como se ha descrito previamente (Nakagawa, Y et al., Exp. Neurol., 163:244-
252, 2000). A las secciones se les eliminé la parafina en xileno, se hidrataron en una serie de etanol y agua
desionizada, y se sometieron a una etapa de recuperacion de antigeno sumergiendo secciones en 88% acido
formico durante 60 minutos antes de inmunohistoquimica para AB. Las secciones se lavaron en agua, y las
peroxidasas enddgenas se templaron usando una mezcla recién preparada de metanol (150 ml) mas perdxido de
hidrégeno (33%, 30 ml). El método del complejo avidina-biotina se us6 de acuerdo con las instrucciones del
vendedor (Vector Laboratories, Burlingame, Calif.). La carga amiloide se evalué determinando el porcentaje de
region cerebral que se tifid positiva para AB. Los controles negativos incluyeron la aplicacion del mismo protocolo de
inmunohistoquimica a secciones, excepto que se aplicé suero pre-inmune en lugar de anticuerpo primario. Los
ratones TgAPPs,, se dividieron en un grupo experimental que recibié una cantidad efectiva de nilvadipina (n=7) y un
grupo de control que recibié un vehiculo (n=5).
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Como se muestra en la FIG. 1, el tratamiento con nilvadipina redujo la carga de A aproximadamente 62% en
la corteza visual en comparacion con controles, aproximadamente 65% en la corteza parietal en comparacion con
controles, aproximadamente 58% en la corteza motora en comparacion con controles, aproximadamente 58% en la
corteza piriforme en comparacién con controles, aproximadamente 52% en la region CA1 del hipocampo en
comparacion con controles, y aproximadamente 50% en la region CA2-CA3 del hipocampo en comparacion con
controles.

EJEMPLO 2
Administracion Crénica de Nilvadipina en Activacion Microglial

El efecto de la administracion crénica de nilvadipina en la activacion microgial en ratones TgAPPs,, se examind
en tres regiones del cerebro del ratén usando una técnica de inmunotincion CD45 en la que se determiné el nimero
de microgliales CD45+.

En resumen, la inmunohistoquimica para CD45, un marcador especifico de microgliales, se realizé en la
seccion del cerebro del criostato. Las células microgliales CD45 positivas se inmunolocalizaron mediante incubacion
con un anticuerpo monoclonal de ratén contra CD45 (Chemicon International) durante la noche a 4 °C, seguido de la
aplicacion de un anticuerpo secundario anti-ratéon de conejo biotinilado durante 30 minutos. La deteccion de CD45 se
completé con sustrato cromogen de diaminobencidina, que produce un tinte marén en la superficie celular en células
microgliales positivas CD45.

Como se muestra en la FIG. 2, el tratamiento con nilvadipina administrado en una cantidad de dosis efectiva
redujo la activacion microglial aproximadamente 33% en el hipocampo, aproximadamente 43% en la corteza parietal,
y aproximadamente 27% en la corteza motora, cuando se compara con controles.

EJEMPLO 3
El Efecto de Administracion de Nilvadipina en Activacion Microglial

El efecto de nilvadipina en la activacion microglial se examin6 en células microgliales murinas N9 en vitro
activadas con lipopolisacarido (LPS) durante 24 horas. Las células microgliales murinas N9 son clones microgliales
murinos neutralizadores bien caracterizados derivados de cerebro de raton embridnico. La extension de activacion
microglial se determiné mediante la produccion de TNF-a (pg/ml) medida por ELISA. Como se muestra en la FIG. 3,
las células microgliales no activadas con LPS (células de control) produjeron aproximadamente 40 pg/ml TNF-a. El
incremento de administracion de nilvadipoina 10 veces (500 nM) no cambid la produccion de TNF-a. Las células
microgliales en presencia de 1 pg/ml LPS produjo aproximadamente 820 pg/ml TNF-a, un incremento de
aproximadamente 95% de las células de control y células a las que se les administro nilvadipina. Las células
microgliales en presencia de 1 yg/ml LPS mas 50 nM nilvadipina produjeron aproximadamente 670 pg/ml TNF-a. La
administracion de LPS mas 500 nM nilvadipina descendio la produccion de TNF-a a aproximadamente 610 pg/ml.
De este modo, la nilvadipina se opuso a la activacion microglial inducida por LPS en aproximadamente 20 a 35%.

EJEMPLO 4
El Efecto de Administraciéon de Nilvadipina en Neurotoxicidad de AR

El efecto de la administracion de nilvadipina (10 nM y 100 nM) en neurotoxicidad de AB se examino usando
células progenitoras neuronales humanas (HNPC) tratadas durante tres dias con 30 uM de AB1-40 pre-agregado
(Ag AB). Las células HNPC se diferencian en neuronas facilmente después de tratamiento con AMP ciclico. AMP
ciclico (1 mM) (Sigma) se afiadié al medio de cultivo y las células HNPC se incubaron a 37 °C durante 48 horas o
mas bajo condiciones libres de suero. Este medio permitié la diferenciacion de los progenitores en células de linaje
neuronal, como se confirmé con la tincion de la mayoria de las células con anticuerpos contra la proteina asociada
con el microtubulo, MAP-2. La neurotoxicidad se evalu6é midiendo la cantidad de deshidrogenasa lactica (DHL; una
enzima intracelular encontrada en todas las células) liberada de las células.

Como se muestra en la FIG. 4, el tratamiento de las células con AgAB produjo aproximadamente un incremento
del 44% en liberacion de DHL en comparacién con el tratamiento de las células con nilvadipina. No hubo cambio en
la liberacién de DHL cuando se afiadieron 10 nM de nilvadipina junto con AgAB. Sin embargo, cuando la cantidad de
dosis de nilvadipina aumento 10 veces a 100 nM, la cantidad de DHL descendi6 en aproximadamente 44%.
EJEMPLO 5
El Efecto de Administracion de Nilvadipina en el Procesamiento de PPA

El efecto de nilvadipina en el procesamiento de PPA se examind usando células de glioblastoma humano

transfectadas con APPsw. Las células se trataron con 50 nM y 250 nM nilvadipina durante 24 y 48 horas, y la
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produccion de AB1-40 en el medio de cultivo se midié usando un ELISA AB1-40 humano comercialmente disponible
(Biosource, CA).

Como se muestra en la FIG. 5 A, después de 24 horas de tratamiento, 50 nm de nilvadipina redujeron la
produccion de AB1-40 en aproximadamente 91%, y 250 nM de nilvadipina redujeron la produccion de AB1-40 en
aproximadamente 15%. Después de 48 horas de tratamiento (FIG. 5B), 50 nM de nilvadipina redujeron la produccién
de AB1-40 en aproximadamente 18%, y 250 nM de nilvadipina redujeron la produccion de AB1-40 en
aproximadamente 5%.

EJEMPLO 6
El Efecto de Variar Dosis de Enantiomeros Racémicos y Aislados de Nilvadipina en Niveles AB.

El efecto de formas enantioméricas puras de nilvadipina, (-)-nilvadipina (nilvadipina 1) y (+)-nilvadipona
(nilvadipina 2) (FIG. 8) asi como una mezcla de los dos enantidmeros (en igual proporcion) en la produccion de AB1-
40 y AB1-42 se examind usando células de ovarios de hamster chino 7W WT APP751 después de un tratamiento de
24 horas. La produccion de AB1-40 y AB1-42 en el medio de cultivo se midié usando un ELISA ABR1-40 humano
comercialmente disponible (Biosource, CA) y ELISA AB1-42 humano comercialmente disponible (Biosource, CA),
respectivamente.

Como se muestra en la FIG. 6, ambos enantidmeros parecen inhibir dependientemente de la dosis la
produccion de AB1-40 de una manera similar. Sin embargo, la (+)-nilvadipina (nilvadipina 2) asi como la mezcla
racémica de nilvadipina (N1-N2) estimulan ligeramente AB1-42 en dosis bajas mientras (-)-nilvadipina (nilvadipina 1)
no muestra este efecto (FIG. 7).

EJEMPLO 7
Efecto de Enantidomeros Aislados de Nilvadipina en Vasoconstriccion en Aortas de Ratas

Se examind el efecto de formas enantioméricas puras de nilvadipina, (-)-nilvadipina (nilvadipina 1) y (+)-
nilvadipina (nilvadipina 2) (FIG. 8) en vasoconstriccion inducida por FPL64176 en aortas de ratas. Ratas machos
normales Sprague-Dawley (de 7-8 meses de edad) fueron sometidas a eutanasia humanamente, y las aortas de las
ratas recién diseccionadas se segmentaron en anillos de 3 mm en tampoén de Krebs en ganchos en un aparato de
bafio en recipiente. Estos ganchos se conectaron a un transductor isométrico unido a un sistema MacLab. Los
anillos adrticos se equilibraron en el sistema del bafio de tejido durante 2 horas con el tampén de Krebs cambiado
cada 30 minutos. Una tension de referencia de 2 g se aplicé a cada anillo adrtico. Los anillos adrticos se pre-trataron
con 100 nM de (-)-nilvadipina (nilvadipina 1), 100 nM de (+)-nilvadipina (nilvadipina 2) o no se trataron durante 2
minutos antes de la adicién de 1 yM de FPL64176 (2,5-dimetil-4[2-(fenilmetil)benzoil]-1H-pirrol-3-acido carboxilico
éster metilo), un agonista potente y selectivo de canales de calcio de tipo L. Los anillos adrticos se apretaron con
FPL64176 durante 30 minutos. Se determino la cantidad de contraccion (en g) en comparacion con la referencia y se
calcularon los medios y deviacién estandar de tales valores.

Como se muestra en la FIG. 9, (+)-nilvadipina antagoniza por completo la vasoconstriccion inducida por
FPL64176 mientras que (-)-nilvadipina no produce el efecto vasoactivo del agonista de canal de calcio de tipo L que
muestra que la (+)-nilvadipina es un bloqueador del canal de calcio de tipo L mientras que (-)-nilvadipina esta
privado de tal efecto. Los datos aqui presentados demuestran la contraccién aértica de referencia cuando se desafié
con FPL64176 para el (-)-enantidmero, lo que se correlaciona con la vasoactividad reducida para el (-)-enantiomero
en comparacion con la mezcla racémica de (+)-enantiomero que muestra vasoactividad (esto es, antagonismo de
vasoconstriccion inducida).

EJEMPLO 8
El Efecto de (-)-Nilvadipina en Niveles Cerebrales de AR

Se examino el efecto de (-)-nilvadipina aislada en niveles cerebrales AB1-40 y AB1-42. A ratones APPs,
machos transgénicos de 93 semanas de edad (Tg APPs, linea 2576) se les inyect6 intraperitonealmente diariamente
10 mg/kg de peso corporal de (-)-nilvadipina disuelta en DMSO (n=4) o con el mismo volumen (n=4) de vehiculo (100
BL). Después de 4 dias de tratamiento, los animales fueron sometidos a eutanasia humanamente una hora después
de la inyeccion, se recogieron sus cerebros y se partieron congelados en nitrogeno liquido. Los cerebros fueron
homogenizados a 4 °C en agua destilada que contenia 1X del cocktail IV de inhibidores de proteasa (Calbiochem,
CA) y se centrifugaron a 14.000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. La bolita se volvié a suspender con un volumen
igual de Guanidina 5 M disuelta en Tampon Tris HCI (pH=8) y se incub6 a temperatura ambiente durante una hora.
Se determinaron las concentraciones de proteina en las muestras tratadas con guanidina con el método BCA
(Biorad, CA). Se evaluaron los niveles de AB1-40 y AB1-42 mediante ELISA (Biosource, CA) y los resultados se
presentaron en pg de AB1-40 y AB1-42 por mg de proteina.
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Como se muestra en la FIG. 10, la administracién de (-)-nilvadipina a ratones TgAPPs,, en una dosis de 10
mg/kg de peso corporal al dia durante cuatro dias dio como resultado un descenso del 26% en los niveles cerebrales
de AB1-42 (pg/ml) y un descenso del 43% en los niveles cerebrales de AB1-40, en comparacion con los animales de
control

EJEMPLO 9
El Efecto de una Liberacion Lenta de (-)-Nilvadipina en Niveles Cerebrales de AR

El efecto de una liberacion lenta de (-)-nilvadipina en niveles cerebrales de AB1-42. A Tg APPs, de 66
semanas de edad (Tg APPs, linea 2576) se les implantd subcutaneamente una bolita biodegradable de (-)-
nilvadipina asegurando una liberacién lenta continua de 30 mg de (-)-nilvadipona/kg de peso corporal/dia (n=5), una
bolita biodegradable de (-)-nilvadipina asegurando una liberacion de 56 mg/Kg/Dia (N=6), o una bolita que liberaba
un placebo (n=6) durante un periodo de 30 dias. Los animales fueron sometidos a eutanasia humanamente 26 dias
después de la implantacion de la bolita, se recogieron sus cerebros y se partieron congelados en nitrégeno liquido.
Los cerebros fueron homogenizados a 4 °C en agua destilada que contenia 1X del cocktail IV de inhibidores de
proteasa (Calbiochem, CA) y se centrifugaron a 14.000 rpm durante 30 minutos a 4 °C. El sobrenadante se volvio a
suspender con un volumen igual de Guanidina 5 M disuelta en Tampon Tris HCI (pH=8) y se incub6 a temperatura
ambiente durante una hora. Se determinaron las concentraciones de proteina en las muestras tratadas con
guanidina con el método BCA (Biorad, CA). Se evaluaron los niveles de AR1-42 mediante ELISA (Biosource, CA) y
los resultados se presentaron en pg de AR1-42 por mg de proteina.

Como se muestra en la FIG. 11, la administracion de (-)-nilvadipina en liberacion lenta a ratones TgAPPs,, dio
como resultado una doble reduccion en el nivel de AB1-42 cerebral para los ratones a los que se les dio una dosis de
bolita en liberacion lenta de 30 mg/Kg/Dia de (-)-nilvadipina mientras que se observé una reduccion de 2,5 veces en
AB1-42 en los animales tratados con una bolita de liberacién lenta

De 56 mg/Kg/Dia en comparacion con ratones a los que se les implantd una bolita placebo.

EJEMPLO 10
El Efecto de (-)-Nilvadipina en el Despeje de Niveles Cerebrales de AR en la Barrera Hematoencefalica
Modelo In Vitro

El efecto de (-)-nilvadipina en el despeje de niveles cerebrales de AR en la Barrera Hematoencefalica (BHE) se
examind usando un modelo in vitro e in vivo. El modelo in vitro se muestra en la FIG. 12. El medio de cultivo celular
endotelial (MCE, ScienCell Research Laboratories) que contenia 2 uM fluoresceina--amiloide (1-42) (3) se coloco
en el compartimento basolateral (donante). El lado apical (receptor) de la membrana se expuso a varios compuestos
de dihidropiridina (DHP) (1, 5, y 10 uM) en MCE (2). Se tom6 una muestra del compartimento del donante en el
tiempo 0 para establecer la concentracion inicial de fluoresceina--amiloide (1-42) en cada grupo. Después de la
exposicion del inserto al pozo que contenia la amiloide fluorescente, las muestras se recogieron del compartimento
apical en varios puntos en el tiempo hasta 90 minutos (1) para evaluar el movimiento de fluoresceina-f-amiloide (1-
42) en la monocapa de la célula endotelial microvascular del cerebro humano (CEMCH) (4) (basolateral a apical).
Las muestras se analizaron (Aex = 485nm y Aem = 516 nm) para fluoresceina-f-amiloide (1-42) usando un lector de
microplaca multi-deteccién BioTek Synergy HT (Winooski, VT). La permeabilidad aparente (Pap) de fluoresceina-§-
amiloide (1-42) se determin6 usando la ecuacion Pap ) 1/ACO * (dQ/dt), done A representa el area de superficie de la
membrana, CO es la concentracion inicial de fluoresceina-p-amiloide (1-42) en el compartimento del donante
basolateral, y dQ/dt es la cantidad de fluoresceina--amiloide (1-42) que aparece en el compartimento del receptor
apical en el periodo de tiempo dado (polli). La Pap de fluoresceina--amiloide (1-42) en presencia de (-)-nilvadipina
se comparo con pozos de control y se expresaron como un porcentaje.

Como se muestra en la FIG. 13, (-)-nilvadipina dependientemente de dosis estimula el transporte de AR del
lado del cerebro (B) al lado periférico (A) en un modelo in vitro de la barrera hematoencefalica.

El modelo in vitro también se uso para examinar el efecto in vitro de (-)-nilvadipina contra mezcla racémica de
nilvadipina en el despeje de AR cerebral en BHE. En estos experimentos se usé un protocolo similar al descrito
anteriormente, siendo las diferencias principales la adicion de una mezcla racémica para comparacién. Como se
muestra en la FIG. 14, tanto (-)-nilvadipina como mezcla racémica de nilvadipina dependientemente de dosis
estimulan el transporte de AB en la barrera hematoencefalica del lado del cerebro (B) a la periferia (A) en un modelo
in vitro.

Modelo In Vivo
El efecto de (-)-nilvadipina en el despeje de niveles cerebrales de AR en la BHE se examiné usando un modelo

in vivo. Ratones hembra B6/SJL de tipo salvaje fueron anestesiados mediante inhalacién usando una mezcla 3%
isoflurano/oxigeno. Mientras durd la anestesia, a los ratones se les inyectd un vehiculo (DMSO) o (-)-nilvadipina
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intraperitonealmente (i.p). Cinco minutos después de la inyeccion i.p, a los ratones se les inyect6 estereotaxicamente
3 ul de B-amiloide humana (1-42) (1 mM en DMSO) en la region intra-ventricular del cerebro (3 mm posterior y 1,0
mm lateral del bregma y 4 m por debajo de la superficie del cerebro). Diez minutos después de la inyeccién de B-
amiloide humana (1-42), los ratones fueron sometidos a eutanasia. Las muestras de plasma se recogieron y
analizaron para -amiloide humana (1-42) usando un ELISA sandwich para B-amiloide humana (1-42). El nivel de -
amiloide humana (1-42) en las muestras de plasma recogidas de los ratones tratados con (-)-nilvadipina se comparé
con el de aquellos que recibieron solamente el vehiculo. Ademas, se realizaron experimentos similares usando
animales a los que se les implanté subcutaneamente una bolita biodegradable de (-)-nilvadipina o un placebo y que
recibieron la inyeccion cerebral de AB1-42 13 dias después de la implantacion de la bolita. Todos los experimentos
que usaron animales se realizaron bajo protocolos aprobados por el Comité Institucional Para el Cuidado y Uso de
Animales.

Como se muestra en la FIG, 15, tanto la mezcla racémica de nilvadipina como la (-)-nilvadipina aumentan el
transporte de AB en la barrera hematoencefalica in vivo. (-)-nilvadipina en 2 mg/Kg de peso corporal estimula el
despeje de AP del cerebro a la sangre en 2 veces y en 4 veces en una dosis de 5 mg/Kg de peso corporal mientras
que la mezcla racémica de nilvadipina aumenta el despeje en 4 veces en una dosis de 23 mg/Kg de peso corporal.

La FIG. 16 es un grafico de barras que ilustra el efecto de (-)-nilvadipina en el despeje de niveles cerebrales de
AB en la BHE usando animales a los que se les implanté subcutaneamente una bolita biodegradable de (-)-
nilvadipina o un placebo y que recibieron una inyeccién intracerebral de AB1-42 13 dias después de la implantacion
de la bolita. Como se muestra en la FIG. 16, una liberacién lenta de (-)-nilvadipina asegurada por una bolita
biodegradable en una dosis de 30 mg/Kg de peso corporal/Dia aumenta el despeje de A intracerebral en 3 veces
con comparacioén con los ratones de control a los que se les implanté una bolita de placebo.

Estos estudios in vitro e in vivo del efecto de (-)-nilvadipina en el despeje de niveles de AB cerebral en la
Barrera Hematoencefalica (BHE) revelan una resultado terapéuticamente relevante. Los datos sugieren que el efecto
de (-)-nilvadipina sobre el despeje es para aumentar la migracion de A3 cerebral en BHE. Esto surge del incremento
observado en los niveles de suero de AR después de la administracion de (-)-nilvadipina.

Como se muestra en las FIGS. 17 A y B, (-)-nilvadipina puede administrarse en una dosis mucho mayor en el
modelo de aorta de rata FPL64176 de vasoconstriccién antes de mostrara propiedades vasoactivos en comparacion
con (+)-nilvadipina.

Conclusiones Generales

En relacion con los efectos de los diferentes enantiomeros de nilvadipina, ambos enantiomeros parecen inhibir
dependientemente de la dosis la produccion de AB1-40 de una manera similar, aunque (+)-nilvadipina y nilvadipina
racémica estimulan ligeramente AB1-42 en dosis bajas. El efecto de (-)-nilvadipina en AB1-42 es inferior y no es
estadisticamente significativo. Véase, por ejemplo, las Figuras 6 y 7. También se descubrié sorprendentemente que
(+)-nilvadipina antagoniza por completo vasoconstriccion inducida por FPL64176 mientras que (-)-nilvadipina no
antagoniza la vasoconstriccion inducida por FPL64176 del agonista de canal de calcio de tipo L. Los datos aqui
presentados demuestran la contraccion aodrtica de referencia cuando se desafié con FPL64176 para el (-)-
enantidmero, que se correlaciona con la vasoactividad reducida para el (-)-enantiGmero en comparacion con la
mezcla racémica o (+)-enantiomero que muestran vasoactividad (esto es, antagonismo de vasoconstriccion
inducida). Una evaluacion de la influencia de (-)-nilvadipina en los niveles cerebrales de AR muestra que la
administracion de (-)-nilvadipina (10 mg/kg peso corporal al dia) produce un descenso del 26% en los niveles
cerebrales de AB1-42 (pg/ml), y un descenso del 43% en los niveles del cerebro de AB1-40, en ratones TgAPPsy
después de solamente cuatro dias de tratamiento. Como se muestra en la FIG. 11, la administracion de (-)-
nilvadipina en liberacion lenta a ratones TgAPPs,, durante 26 dias dio como resultado una reduccién a la mitad en el
nivel de cerebro AB1-42 para los ratones a los que se les suministré la dosis de una bolita de liberacién lenta de 30
mg/Kg/Dia de (-)-nilvadipina mientras que se observd una reduccion de 2,5 en AB1-42 en los animales tratados con
una bolita de liberacion lenta de 56 mg/Kg/Dia en comparacion con los ratones a los que se les implanté una bolita
de placebo.

Los estudios in vitro e in vivo del efecto de (-)-nilvadipina en el despeje de niveles cerebrales de AB en la
Barrera Hematoencefalica (BHE) también produce resultados inesperados y favorables. Los datos sugieren que el
efecto de (-)-nilvadipina en este despeje es para incrementar la migracion de AB cerebral a la BHE. Esto surge del
incremento observado en niveles de suero de A después de la administracion de (-)-nilvadipina.

En vista de los datos anteriores, puede extrapolarse que la administracion de (-)-nilvadipina
enantioméricamente enriquecida a animales o humanos que sufren una enfermedad amiloidogénica cerebral, tal
como EA, puede disminuir de manera significativa la cantidad de deposicién de AR en regiones criticas del cerebro
que demuestran caracteristicamente una abundancia de tales depésitos patoldgicos asi como reducir la cantidad de
AB ya depositado en el cerebro sin afectar de manera innecesaria a la presion arterial u otros posibles efectos
secundarios. Ademas, la administracion de (-)-nilvadipina enantioméricamente enriquecida puede oponerse a
efectos neurotoxicos de AB, efectos que se cree que son responsables de la extendida y devastadora destruccion
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neuronal vista con EA, asi como reducir la activacion microglial que provoca la respuesta inflamatoria caracteristica
vista en los cerebros de pacientes de EA con reducidos efectos secundarios. Finalmente, el tratamiento con (-)-
nilvadipina enantioméricamente enriquecida puede reducir la concentracion de AR ya depositado en cerebros de
animales o humanos que sufren enfermedades amiloidogénicas cerebrales tales como EA sin provocar efectos
secundarios no deseados.

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2449 594 T3

REIVINDICACIONES

1. (-)-Nilvadipina enantioméricamente enriquecida para su uso en un método para reducir la deposicién de AR,
neurotoxicidad de A y microgliosis en un animal o humano que sufre una enfermedad o condicién amiloidogénica
cerebral.

2. (-)-Nilvadipina enantioméricamente enriquecida para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la
enfermedad o condicidn amiloidogénica cerebral se selecciona del grupo consistente en enfermedad de Alzheimer,
lesién cerebral traumatica y angiopatia amiloide cerebral.

3. (-)-Nilvadipina enantioméricamente enriquecida para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la (-)-
nilvadipina enantioméricamente enriquecida se administra entre 0,05-20 mg por dia.

4. (-)-Nilvadipina enantioméricamente enriquecida para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la (-)-
nilvadipina enantioméricamente enriquecida se administra entre 16 mg y la maxima dosis tolerada.

5. (-)-Nilvadipina enantioméricamente enriquecida para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde el
enriquecimiento enantiomérico es superior al 95%.

6. (-)-Nilvadipina enantioméricamente enriquecida para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la (-)-
nilvadipina enantioméricamente enriquecida se administra durante toda la vida del animal o humano.

7. (-)-Nilvadipina enantioméricamente enriquecida para el uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, donde la (-)-
nilvadipina enantioméricamente enriquecida se administra en una forma de dosis de unidad que se selecciona del
grupo consistente en capsulas duras o blandas con armazén de gelatina, comprimidos, trociscos, bolsitas, pastillas,
elixires, suspensiones, jarabes, obleas, polvos, soluciones y emulsiones.

8. (-)-Nilvadipina enantioméricamente enriquecida para el uso de acuerdo con la reivindicacion 1, donde la (-)-
nilvadipina enantioméricamente enriquecida se administra mediante administracién parenteral, oral o intraperitoneal.

9. Una composicién farmacéutica que comprende nilvadipina 6pticamente activa y un transportador
farmacéuticamente aceptable, donde la composicion farmacéutica tiene un exceso enantiomérico de (-)-nilvadipina
en relacién con (+)-nilvadipina de 90% o mas y es una forma de dosis de unidad envuelta en capsulas duras o
blandas de gelatina o comprimida en comprimidos.
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FIG. 12

Apical (sangre)

Inserciones de 24 pozos, traslicidas con membrana de 0,4 .cm

2

basolateral (Cerebro)
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