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DESCRIPCION
Metodo de tratamiento de envenenamiento por organofésforo

La presente invencion se refiere a un método de tratamiento de envenenamiento por organofésforo en un animal, en
particular un mamifero, especificamente un ser humano.

Los compuestos de organofésforo (OP), debido a su estado fisico y alta lipofilicidad, penetran rapidamente y se
acumulan en el sistema nervioso central (SNC). El envenenamiento por OP de personal militar en el campo de
batalla y de ciudadanos de a pie en el caso de un ataque terrorista con gas nervioso, por ejemplo, ha provocado un
aumento en la preocupacion de las autoridades publicas y gubernamentales en todo el mundo en los ultimos afios.
Ademas, el aumento de las demandas de cultivos alimenticios y ornamentales ha dado como resultado un aumento
en el uso de pesticidas basados en anticolinesterasa (anti-ChE) toxicos, incluyendo OP tales como paratién y
malatién, en paises desarrollados y en vias de desarrollo. Esto ha dado como resultado un aumento en el
envenenamiento accidental de agricultores y jardineros.

Se sabe desde hace mucho tiempo que los principales efectos tdxicos de los OP y otros agentes anti-ChE resultan
de la inhibicién de la enzima ChE, que es responsable de la inactivacién del neurotransmisor acetilcolina (ACh) en el
SNC vy el sistema nervioso periférico (SNP), aumentando y prolongando asi de manera anémala las respuestas
colinérgicas nicotinicas y muscarinicas. Desafortunadamente, los métodos actuales para tratar o prevenir los efectos
toxicos de los OP todavia estan lejos de ser aceptables, particularmente en el caso de exposicion aguda a agentes
nerviosos que son altamente absorbibles y facilmente accesibles al cerebro.

Se han sometido a prueba inhibidores reversibles de ChE, tales como piridostigmina-bromo (PB), fisostigmina y
huperzina, como terapia de antidoto frente al envenenamiento por OP. Se ha usado PB como un tratamiento
preventivo por soldados en el campo. Aunque es un potente agente anti-ChE, su accién esta limitada principalmente
al SNP, debido al hecho de que es una molécula cargada que apenas penetra en el SNC. Por tanto, PB no confiere
eficazmente una proteccién de la ChE cerebral frente a gases nerviosos. La fisostigmina es mas eficaz que PB, pero
menos segura. Por tanto, no existe actualmente ningin método de proteccion del cerebro frente a la inhibicion
ireversible de ChE por OP. Mas bien, aquellos individuos que han estado expuestos a OP, se han tratado tras la
exposicion con agentes antimuscarinicos, tales como atropina, reactivadores de ChE, tales como oximas, por
ejemplo, piridina-2-aldoxima (2-PAM), y anticonvulsivos, por ejemplo, diazepam.

En vista de lo anterior, es un objeto de la presente invencion proporcionar un compuesto para su uso en el
tratamiento del envenenamiento por OP. Este y otros objetos y ventajas, asi como caracteristicas inventivas
adicionales, resultaran evidentes a partir de la descripcion detallada proporcionada en el presente documento.

La presente invencion se basa, al menos en parte, en el descubrimiento sorprendente e inesperado de que un
alcaloide terciario, tal como galantamina, puede administrarse a un animal, en particular un mamifero,
especificamente un ser humano, que corre el riesgo de desarrollar envenenamiento por OP para proteger al animal
frente a envenenamiento por OP. Aunque la galantamina es un inhibidor de ChE mas débil en comparacion con PB y
fisostigmina, es una molécula no cargada y, por tanto, tiene la capacidad de pasar a través de la barrera
hematoencefalica. La galantamina también funciona como ligando de potenciacién alostérica (APL, allosteric
potentiating ligand) de receptores nicotinicos (nNAChR), y puede “rescatar” algunos receptores nicotinicos de la
desensibilizacion. Esta propiedad es importante en el contexto del envenenamiento por OP cuando ACh en exceso
induce desensibilizacién masiva de los nAChR.

En vista de lo anterior, la presente invencion proporciona galantamina y un agente antimuscarinico para su uso
segun la reivindicacion 1. El método comprende administrar a un mamifero que corre el riesgo de desarrollar
envenenamiento por OP una cantidad de galantamina de inhibicién del envenenamiento por OP, tras lo cual el
mamifero esta protegido frente al envenenamiento por OP tras la exposicién posterior a un OP. La galantamina
puede administrarse al mamifero después de la exposicion a un OP. Si se administra galantamina después de la
exposicion, el método comprende ademas administrar una cantidad eficaz de un agente antimuscarinico, tal como
atropina, después de la exposicion a un OP y antes de o de manera simultanea a una cantidad eficaz de inhibicién
del envenenamiento por OP de galantamina. Preferiblemente, el agente antimuscarinico y la galantamina se
administran tan pronto como sea posible después de la exposiciéon a un OP con el fin de maximizar la eficacia del
tratamiento posterior. Dependiendo del momento de la administracion posterior del agente antimuscarinico y la
galantamina en relacién con el momento de la exposicion a un OP, esta realizacion también puede tener efectos
terapéuticos.

Un mamifero corre el riesgo de desarrollar envenenamiento por OP si estd expuesto actuaimente a o corre el riesgo
de estar expuesto a un nivel de OP que es lo suficientemente alto como para envenenar al mamifero. Existe tal
riesgo para el personal militar en el campo de batalla, ciudadanos de a pie en el caso de un ataque terrorista con gas
nervioso, y agricultores y jardineros que trabajan con cultivos alimenticios y ornamentales tratados con pesticidas
basados en anti-ChE.

Una cantidad de galantamina es una “cantidad de inhibicion del envenenamiento por OP” o una “cantidad eficaz’
cuando es suficiente para disminuir significativamente, de manera completa preferiblemente, los efectos
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perjudiciales de la exposicion a OP tal como se evidencia mediante signos de enfermedad, incluyendo pero sin
limitarse a, cualquier signo hipercolinérgico periférico y central de intoxicacién por OP, tal como hipersecrecion,
contraccion muscular, dificultades respiratorias, convulsion o anomalias conductuales. Las cantidades de
galantamina que son suficientes para inhibir el envenenamiento por OP pueden determinarse segun técnicas de
determinacioén del intervalo de dosificacién tal como se conocen en la técnica. Por ejemplo, una dosis éptima puede
determinarse por un experto clinico en un entorno clinico o en el campo. Generalmente, se determinan dosis
Optimas alterando de manera incremental una dosis inicial hasta que se logra el efecto Optimo, segun las
circunstancias. Dosis de galantamina, tal como bromhidrato de galantamina, que oscilan entre aproximadamente
5 mg/kg y aproximadamente 8 mg/kg previenen de manera eficaz la toxicidad y letalidad inducidas por dosis letales
de los agentes nerviosos soman y sarin cuando se administran también 10 mg/kg de atropina, tal como sulfato de
atropina. La galantamina es una terapia de antidoto eficaz cuando se usa de manera aguda durante hasta
aproximadamente 1 h antes o hasta aproximadamente 5 min después de la exposicion a un OP.

La galantamina esta disponible comercialmente de Hande Industry & Trade Holdings Co., Ltd., Shenzhen, China,
entre otros. De manera deseable, la galantamina es adecuada para la administraciéon a un animal, tal como un
mamifero, en particular un ser humano, como composicién farmacéutica. La formulacién de composiciones
farmacéuticas se conoce en la técnica (véase, por ejemplo, Remington: The Science and Practice of Pharmacy,
Mack Pub. Co.). La galantamina esta disponible actualmente como una composiciéon farmacéutica con el nombre
Reminyl ™ (Janssen-Cilag, Ltd., R.U.) para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.

La galantamina puede administrarse mediante cualquier via de administracién adecuada tal como se conoce en la
técnica. Las vias de administracion preferidas incluyen, pero no se limitan a, oral e intramuscular. La via de
administracion dependera, en parte, de las circunstancias del riesgo de exposicién. Por ejemplo, puede preferirse la
administracion oral para el tratamiento previo de una exposicion prevista, como en el caso de trabajadores agricolas
y otros individuos que manejan insecticidas de OP de manera regular, por ejemplo, diariamente, mientras que puede
preferirse la administraciéon intramuscular para el tratamiento posterior de personal militar en el campo de batalla y
civiles expuestos a OP, tal como en el contexto de un ataque terrorista.

El agente antimuscarinico puede administrarse por cualquier via adecuada. Se prefiere normalmente la
administracion intramuscular. Una cantidad de un agente antimuscarinico, tal como atropina, es una “cantidad
eficaz” cuando es suficiente para inhibir, preferiblemente prevenir, cualquier efecto adverso de la exposicion a OP.
Una cantidad eficaz de un agente antimuscarinico puede determinarse segun técnicas de determinacion del intervalo
de dosificacion tal como se conocen en la técnica. Por ejemplo, una dosis 6ptima puede determinarse por un experto
clinico en un entorno clinico o en el campo. Generalmente, se determinan dosis 6ptimas alterando de manera
incremental una dosis inicial hasta que se logra el efecto 6ptimo, segun las circunstancias. Tal como se mencioné
anteriormente, aproximadamente 10 mg/kg es la dosis mas eficaz de atropina, tal como sulfato de atropina, cuando
se administra galantamina, tal como bromhidrato de galantamina, en una dosis de aproximadamente 5 mg/kg a
aproximadamente 8 mg/kg.

La atropina esta disponible de Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). De manera deseable, la atropina u otro agente
antimuscarinico es adecuado para la administracion a un animal, tal como un mamifero, en particular un ser
humano, como composicién farmacéutica (véase, por ejemplo, Remington, citado anteriormente).

Ejemplos

Los siguientes ejemplos sirven para ilustrar la presente invencién pero no pretenden limitar su alcance en modo
alguno.,

Ejemplo 1 (Ejemplo de referencia)

Este ejemplo demuestra la eficacia del tratamiento previo con galantamina en un mamifero expuesto posteriormente
a un OP.

Se administré (por via intramuscular) galantamina (4-10 mg/kg) a cobayas (machos jévenes que pesaban 300-420 g)
30 min antes de o 5 min después de la exposicién de las cobayas a 1,5-2,0 x la dosis letal del 50% (DL50) de soman
(inyeccion subcutanea de 42 6 56 ug/kg) o sarin (inyeccién subcutanea de 63 6 73,5 ug/kg). Se administro (por via
intramuscular) sulfato de atropina (6-16 mg/kg) a algunas de las cobayas 1-2 min después de la administracion del
agente nervioso soman o sarin. De manera simultanea a o de manera posterior a (por ejemplo, en el plazo de
aproximadamente 4 min) la administraciéon de atropina, algunas de las cobayas recibieron galantamina (por via
intramuscular). Las cobayas control recibieron galantamina (4-8 mg/kg), atropina (6-16 mg/kg), una combinacién de
las mismas o solucién salina. Se realizé un seguimiento de la supervivencia y el peso corporal durante al menos una
semana.

Se encontré que la galantamina protegia a las cobayas frente a dosis letales de soman o sarin. Un tratamiento que
consistio en 5-8 mg/kg de galantamina y 10 mg/kg de atropina protegi6 totalmente a las cobayas frente a la toxicidad
y letalidad inducidas por 1,5 x DL50 de soman y sarin. No solo la galantamina protegié totaimente a las cobayas
frente al fallecimiento sino que, poco después de la inyeccién de OP, las cobayas no mostraron ningun signo
hipercolinérgico periférico y central de intoxicacion por OP, tal como hipersecrecién, contraccion muscular,
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dificultades respiratorias, convulsion o anomalias conductuales, y, durante el periodo de observacién de hasta 1-2
semanas, no mostraron signos de enfermedad. Aquellas cobayas que recibieron soméan o sarin seguido por sulfato
de atropina presentaron todas sintomas potencialmente mortales en el plazo de 10-20 min y se sacrificaron segun el
protocolo aprobado por el IACUC para el cuidado y la manipulacién de animales.

En las primeras 24 h, todas las cobayas que recibieron OP mostraron una pérdida de peso del 5-10%; sin embargo,
en los dias siguientes, las cobayas aumentaron de peso. Con dosis de galantamina que proporcionaban una
proteccion parcial, algunas cobayas mostraron signos de intoxicacion por OP. Estas cobayas tuvieron sintomas
potencialmente mortales en el plazo de horas o dias después de la exposicion a OP y se sacrificaron segin el
protocolo aprobado por el IACUC para el cuidado y la manipulacion de animales. Tales cobayas mostraron
diferentes grados de toxicidad por OP y no recuperaron sus pesos corporales. Sin embargo, después de 3-4 dias
tras la exposicion a OP, no se registraron muertes adicionales. Las cobayas control que recibieron o bien
galantamina (hasta 8 mg/kg) o bien atropina (6-10 mg/kg) o la mezcla de los dos agentes protectores no mostraron
pérdida de peso corporal ni otros efectos no deseados o signos de intoxicacion.

Cuando se sacrificaron las cobayas mediante decapitacion tras anestesia profunda con CO,, se extrajeron muestras
de sangre (obtenidas mediante puncién cardiaca) y los cerebros completos y se congelaron inmediatamente en hielo
seco para el posterior analisis de la inhibicion de colinasterasa y los niveles de galantamina. Las mediciones iniciales
indicaron que la inyeccién intramuscular de 8 mg/kg de galantamina daba como resultados concentraciones en
plasma y cerebro del agente de aproximadamente 1-3 uM, que son similares a las concentraciones de galantamina
observadas en el plasma de seres humanos tratados con dosis de galantamina recomendadas clinicamente para el
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Las concentraciones de galantamina en el cerebro son suficientes para
prevenir la desensibilizacion de nAChR elevando los niveles de ACh que resultan de la inhibicién irreversible de
colinasterasas inducida por OP. La inhibicion de colinasterasa en el cerebro estaba en el intervalo del 20% a <1% a
partir de las concentraciones de galantamina mayor y menor medidas. Incluso cuando la inhibiciéon de colinasterasa
en el cerebro era insignificante, la galantamina todavia detuvo la toxicidad inducida por OP.

Se compararon los cerebros de aquellas cobayas que se protegieron satisfactoriamente frente al envenenamiento
por OP mediante tratamiento previo o tratamiento posterior con galantamina, con los de las cobayas control de
manera morfométrica usando la tincién Fluoro-Jade B. Las estructuras y la viabilidad neuronales eran muy similares
en los cerebros de animales control y expuestos a OP, tratados con (galantamina + atropina).

Ejemplo 2

Este ejemplo demuestra la eficacia del tratamiento posterior con galantamina en un mamifero, que ha estado
expuesto a un OP.

Se administré (por via subcutanea) soman (42 nug/kg) a cobayas (machos jovenes que pesaban 300-420 g).
Después de 1 min, se administrd (por via intramuscular) atropina (10 mg/kg) a los animales. De manera simultanea a
o de manera posterior a (por ejemplo, 4 min después) la administracion de atropina, se administrdé (por via
intramuscular) galantamina (8-10 mg/kg) a los animales. La administracion de 8-10 mg/kg de galantamina en el
plazo de 5 min desde la administracion de soman proporciond una proteccion del 100%. En cambio, la
administracion de 6 mg/kg de galantamina en el plazo de 5 min desde la administracion de soman sélo proporcioné
una supervivencia de aproximadamente el 35%. En las primeras 24 h, todas las cobayas mostraron una pérdida de
peso de aproximadamente el 5%; sin embargo, en los dias siguientes, las cobayas aumentaron de peso al mismo
ritmo que los animales control que no estuvieron expuestos a OP.

El uso de los términos “un/o” y “una” y “el/la” y referentes similares en el contexto de la descripcion de la invencion
(especialmente en el contexto de las siguientes reivindicaciones) ha de interpretarse como que cubre tanto el
singular como el plural, a menos que se indique de otro modo en el presente documento o se contradiga claramente
por el contexto. La cita de intervalos de valores en el presente documento simplemente pretende servir como un
método abreviado de referencia individual a cada valor separado que se encuentra dentro del intervalo, a menos que
se indique de otro modo en el presente documento, y cada valor separado se incorpora en la memoria descriptiva
como si se citase individualmente en el presente documento. Todos los métodos descritos en el presente documento
pueden realizarse en cualquier orden adecuado a menos que se indique de otro modo en el presente documento o
se contradiga claramente por el contexto. El uso de todos y cada uno de los ejemplos, o lenguaje a modo de ejemplo
(por ejemplo, “tal como”) proporcionados en el presente documento, pretende simplemente explicar mejor la
invencion y no plantea una limitacién sobre el alcance de la invencién a menos que se reivindique de otro modo.
Ningun lenguaje en la memoria descriptiva debe interpretarse como que indica cualquier elemento no reivindicado
como esencial para la practica de la invencion.
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REIVINDICACIONES

Galantamina y agente antimuscarinico para su uso en la prevencion o el tratamiento de envenenamiento
por organofésforo (OP), que comprende administrar una cantidad de galantamina de inhibicion del
envenenamiento por OP a un mamifero después de la exposicion a un OP y administrar ademas una
cantidad eficaz de un agente antimuscarinico después de la exposicion a un OP y antes de o de manera
simultanea a la galantamina.

Uso de galantamina y un agente antimuscarinico para la preparacion de un medicamento para la
prevencion o el tratamiento de envenenamiento por organofosforo (OP), que comprende administrar una
cantidad de galantamina de inhibicién del envenenamiento por OP a un mamifero después de la exposicion
a un OP y administrar ademas una cantidad eficaz de un agente antimuscarinico después de la exposicion
a un OP y antes de o de manera simultanea a la galantamina.

Galantamina y agente antimuscarinico para su uso o uso segun la reivindicacion 1 6 2, en el que el agente
antimuscarinico es atropina.

Galantamina y agente antimuscarinico para su uso o uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en
el que la via de administracion para la galantamina y el agente antimuscarinico es intramuscular.
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