ES 2546 819 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@Namero de publicacion: 2 546 819
@Int. Cl.:

A61K 31/5415  (2006.01)
AG61P 25/28 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:  01.10.2008
Fecha y nimero de publicacién de la concesién europea: 24.06.2015

E 08806465 (4)
EP 2205245

T3

Tl'tulo: Uso terapéutico de las diaminofenotiazinas

Prioridad:

03.10.2007 US 960544 P

Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la

traduccion de la patente:
28.09.2015

@ Titular/es:

WISTA LABORATORIES LTD. (100.0%)
25 Bukit Batok Crescent The Elitist 06-13
Singapore 658066, SG

@ Inventor/es:

WISCHIK, CLAUDE MICHEL,;
WISCHIK, DAMON JUDE;

STOREY, JOHN MERVYN DAVID y
HARRINGTON, CHARLES ROBERT

Agente/Representante:
VALLEJO LOPEZ, Juan Pedro

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2546 819 T3

DESCRIPCION
Uso terapéutico de las diaminofenotiazinas
Campo técnico

La presente invencion se refiere en general a métodos y materiales para usar en el tratamiento o profilaxis de las
enfermedades, por ejemplo trastornos cognitivos, usando diaminofenotiazinas. En particular, se refiere a tratamiento
que tienen propiedades farmacocinéticas mejoradas.

Antecedente de la técnica

Se ha demostrado anteriormente que los compuestos de 3,7-diaminofenotiazina (DAPTZ) inhiben la agregacion de
proteina tau y alteran la estructura de las PHF, e invierten la estabilidad proteolitica del nlcleo de la PHF (véase el
documento W096/30766, F Hoffman- La Roche). Se ha descrito el uso de dichos compuestos para el tratamiento y
profilaxis de diferentes enfermedades, incluyendo la EA y la enfermedad de los cuerpos de Lewy, e incluye cloruro
de metiltionio ("MTC").

El documento WO96/30766 describe, en el caso de la administracion oral, una dosis diaria de aproximadamente
50 mg a aproximadamente 700 mg, preferentemente de aproximadamente 150 mg a aproximadamente 300 mg,
dividida preferentemente en 1-3 dosis unitarias.

Otras divulgaciones de las fenotiazinas en el campo de los trastornos neurodegenerativos incluyen los documentos
WO 02/075318, WO 2005/030676.

Se ha descrito en la materia que los compuestos DAPTZ pueden aparecer en forma cargada (oxidada) y forma no
cargada (reducida o "leuco"). También se sabe que la absorcion celular de estas difiere. Ademas, se sabe que
dichos compuestos podrian, en principio, tener efectos hematolégicos adversos y otros efectos secundarios en
determinadas dosis.

El documento WO 02/055720 (The University Court of the University of Aberdeen) describe el uso de formas
reducidas de diaminofenotiazinas especificamente para el tratamiento de varias enfermedades de agregacién de
proteinas, aunque la divulgacion se refiere principalmente a las tauopatias. El documento WO 02/055720 describe
un modelo farmacocinético preliminar basado en estudios de datos de excrecion urinaria realizados en seres
humanos, perros y ratas por DiSanto y Wagner, J Pharm Sci 1972, 61:1086-10 90 y 1972, 61:1090-10 94 y Moody et
al., Biol Psych 1989, 26: 847-858. Se resalta ademas que la Unica forma de azul de metileno que atraviesa la barrera
hematoencefélica tras su administracion iv es la forma reducida. Basandose en la actividad in vitro de las formas
reducidas de las diaminofenotiazinas de dicho documento, se sugirié una dosis diaria de 3,2-3,5 mg/kg, y también se
han descrito dosis de 20 mg tds, 50 mg tds o 100 mg tds, combinadas con una cantidad doble de acido ascérbico en
mg de forma que se activara mas del 90 % de la reduccion antes de la ingestion.

Sin embargo, el documento WO 02/055720 no proporciona un modelo que integre los niveles de datos sanguineo
como el descrito por Peter et al. (2000) Eur J Clin Pharmacol 56: 247-250 ni proporciona un modelo validado por
datos de un ensayo clinico. De hecho, como se describe a continuacion, los datos de Peter et al. data contradicen
los datos anteriores de DiSanto y Wagner en lo que se refiere a la semivida de eliminacion terminal.

May et al. (Am J Physiol Cell Physiol, 2004, Vol. 286, pp. C1390-C1398) mostraron que los eritrocitos humanos
reducen y captan secuencialmente MTC es decir que las células no captan el propio MTC, sino que en su lugar
captan la forma reducida de MTC que atraviesa la membrana celular. También demostraron que la velocidad de
captaciéon es dependiente de las enzimas; y que tanto MTC como MTC reducido se concentran en las células (el
MTC reducido se reequilibra ya en el interior de la célula para formar MTC).

Sin embargo, la optimizacidon de una dosis terapéutica adecuada de los compuestos DAPTZ tales como MTC, y su
formulacion, en particular para optimizar la actividad deseada o minimizar los efectos secundarios adversos son
problemas complejos. Una barrera importante para ello es la falta de un modelo farmacocinético adecuado. Asi,
puede considerarse que la provision de un modelo de ese tipo, y por tanto la ensefianza para resolver uno o mas de
dichos problemas, proporcionaria una contribucion a la técnica.
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La solicitud PCT/GB2007/001103 no publicada de fecha anterior describe compuestos que incluyen:

Me Me I
>N ~s NI HC

Me Me

Se puede considerar que estos compuestos son una forma reducida estabilizada en comparacion con, por ejemplo,
MTC.

El documento PCT/GB2007/001103 describe dosis unitarias que comprenden de 20 a 300 mg de los compuestos
DAPTZ descritos en dicho documento por ejemplo, 30 a 200 mg, por ejemplo 30 mg, 60 mg, 100 mg, 150 mg,
200 mg. Una dosis adecuada del compuesto de DAPTZ estd en el intervalo de aproximadamente 100 ng a
aproximadamente 25 mg (mas normalmente de aproximadamente 1 pug a aproximadamente 10 mg) por kilogramo de
peso corporal del sujeto por dia por ejemplo 100 mg, 3 veces al dia, 150 mg, 2 veces al dia, 200 mg, 2 veces al dia.

Descripcion de la invencion

El cloruro de metiltioninio ("MTC") es el principio activo de una preparacién farmacéutica patentada (denominada
como "rember ™") que se desarrollé para el tratamiento de la EA y demencias relacionadas. Se ha realizado un
ensayo clinico en el que se ha demostrado la eficacia terapéutica durante 50 semanas de tratamiento en la EA de
leve a moderada.

Con los datos de dicho ensayo clinico, los presentes inventores han desarrollado un modelo farmacocinético
novedoso completamente integrado aplicable a la dosis oral de los compuestos de DAPTZ incluyendo, pero sin
limitacion, MTC. El modelo tiene implicaciones importantes para definir los parametros que determinan la
dosificacién oral éptima en términos de seguridad y eficacia, e implica nuevas modalidades de tratamiento para el
tratamiento de los trastornos cognitivos. Se ha demostrado que el nuevo modelo es preciso porque predice la
excrecion urinaria, y predice correctamente la cinética en el compartimento del tejido cerebral verificado en el estudio
con cerdos.

En resumen, el ensayo clinico mostrd que el MTC tiene dos acciones farmacoldgicas sistémicas: efectos cognitivos y
efectos hematoldgicos, pero inesperadamente, estas acciones se pueden separar. Especificamente, los efectos
cognitivos no muestran una relacion dosis-respuesta monoténica, mientras que los efectos hematolégicos si lo
hacen. Los inventores proponen que dos especies diferentes son las responsables de ambos tipos de actividad
farmacolégica: MTC absorbido como la forma Leuco-MT no cargada que es la responsable de la actividad cognitiva
beneficiosa, y MTC absorbido como especie dimérica oxidada que es la responsable de la oxidacion de la
hemoglobina. Puesto que estos efectos son mecanicamente diferentes, se pueden manipular por separado tal como
para maximizar la biodisponibilidad del principio terapéuticamente activo (eficaz cognitivamente).

Asi, estos hallazgos tienen importantes implicaciones para la dosificacién de ambos compuestos, DAPTZ oxidado o
leuco-DAPTZ, en cada caso para maximizar la actividad terapéutica y, por tanto, reducir los efectos secundarios
mediante la optimizacion de un régimen terapéutico y formulacién relevante para el agente en cuestion.

Compuestos de DAPTZ oxidados - formas de disolucion rapida (no forman parte de la invencién)

Como puede observarse en la Figura 31A, existe una etapa de pérdida de eficacia, ya que el porcentaje de
disolucién de la capsula observado a 30 minutos cae por debajo del 20 %. Esto confirma que una disolucion rapida
es un punto critico de la actividad terapéutica, y se puede explicar por el papel fundamental del estdmago en la
absorcion del resto metiltioninio (MT) en su forma terapéuticamente eficaz.

Especificamente, de acuerdo con la hipétesis de la disolucién retardada, una forma de MT bastante diferente es la
responsable de los efectos hematologicos secundarios. Se postula que se trata de un dimero, cuya formacién se
favorece en las condiciones alcalinas del intestino delgado y parte final del intestino grueso. Por tanto, los efectos
hematolégicos secundarios observados en el ensayo clinico fueron una consecuencia especifica de la formulacién
de la capsula de gelatina utilizada en el estudio (y, en particular, su velocidad de disolucion - véase la Figura 7) en
lugar de ser una caracteristica inherente del propio resto MT, si se absorbe en el estomago.

Por tanto, en el disefio de una formulacién mejorada de MTC u otros compuestos de DAPTZ, la consecucién de la
eficacia prevista esta determinada de forma importante por el requisito de que la disolucion del producto médico en
investigacion (es decir, comprimido o capsula) sea mayor del 50 % en 30 minutos en condiciones normalizadas.
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Asi, en un aspecto, se describe un método de tratamiento de un trastorno cognitivo o del SNC en un paciente, en el
que dicho trastorno es uno que sea susceptible al tratamiento mediante un compuesto de DAPTZ, cuyo método
comprende administrar por via oral a dicho paciente una dosis unitaria que contiene dicho compuesto de DAPTZ en
forma oxidada como principio activo, en el que dicha dosis unitaria libera al menos un 50 % de dicho principio activo
en un plazo de 30 minutos en condiciones normalizadas.

El tratamiento del trastorno cognitivo o del SNC sera tal que se maximicen los efectos relativos beneficiosos
cognitivos o del SNC comparados con los efectos hematoldgicos del compuesto DAPTZ (véase por ejemplo la
Figura 7).

La disolucion de la capsula se determina por la cantidad de DAPTZ liberado en la fase acuosa de un fluido gastrico
simulado (SGF) en condiciones de disolucién normalizadas segun la farmacopea europea y estadounidense. Esto se
describe en el Ejemplo 11.

De esta forma, las dosis unitarias maximizaran la absorcion en el estomago, y de forma més importante, minimizaran
la formacion de dimeros que se favorece en las condiciones alcalinas del intestino delgado y parte final del intestino
grueso.

Preferiblemente, mas de un 95 %, 90 %, 85 %, 80 %, 75 %, 70 %, 60 % 0 50 % se absorbera en el estémago en
menos de 30 minutos.

Las formulaciones y vehiculos de administracion adecuados para esta disolucién rapida se describen mas
detalladamente a continuacion.

La cantidad de DAPTZ oxidado en la forma farmacéutica serd una cantidad terapéuticamente eficaz. Sin embargo,
basandose en la descripcion del presente documento, puede observarse que dosis muy elevadas (cuando se retrasa
la disoluciéon) conducirdn solamente a una absorcién limitada de la dosis nominal en el estbmago mediante el
mecanismo de la reductasa que conduce a una absorcion retardada indeseable en el intestino delgado a mayor pH
mediante la formacion de dimeros.

Asi, preferentemente, la dosis unitaria comprende menos de 120 mg, menos de 100, menos de 70, mas
preferentemente menos de 40-70 mg (por ejemplo, 40, 45, 50, 55, 60, 65, o 70) y se administra 3 o0 4 veces al dia
(véanse por ejemplo las Figuras 29 y 30 y 32 y 36).

Compuestos de DAPTZ oxidados - formas de retencion gastrica (no forman parte de la invencion)

Asi, en un aspecto, se describe un método de tratamiento de un trastorno cognitivo o del SNC en un paciente, en el
que dicho trastorno es uno que sea susceptible al tratamiento mediante un compuesto de DAPTZ, cuyo método
comprende administrar por via oral a dicho paciente una dosis unitaria que contiene dicho compuesto de DAPTZ en
forma oxidada como principio activo, en el que dicha dosis unitaria queda gastrorretenida.

El tratamiento del trastorno cognitivo o del SNC sera tal que se maximicen los efectos relativos beneficiosos
cognitivos o del SNC comparados con los efectos hematoldgicos del compuesto DAPTZ (véase por ejemplo la
Figura 7).

Una forma gastrorretenida quedara en el estobmago preferentemente durante 30 minutos como minimo, mas
preferentemente al menos 1,2, 3, 4,5, 6, 8, 12 horas 0 mas.

Las formulaciones y vehiculos de administracion adecuados para gastrorretencién se describen mas detalladamente
a continuacion.

La cantidad de DAPTZ oxidado en la forma farmacéutica gastrorretenida sera una cantidad terapéuticamente eficaz.
Al minimizar el transito hacia el intestino delgado (y por tanto, la formacién de dimeros terapéuticamente ineficaces),
son factibles cargas mayores del DAPTZ oxidado. Asi, preferentemente, la dosis unitaria comprende al menos 50,
60, 70, 80, 90 0 100 mg, o mas por ejemplo. 200, 300, 400, 500 mg.

Compuestos de DAPTZ reducidos

Las relaciones descritas en el presente documento tienen implicaciones en comparacion con la solucién habitual de
consecucion usando un régimen de dosificacion mas cémodo, es decir, dos veces al dia o 1 vez al dia. Estos
regimenes de dosificacién son en principio mas deseables en pacientes con demencia, que son olvidadizos y por
tanto necesitan que se les recuerde tomar su medicacién. La soluciéon convencional para conseguir un régimen de
dosificacién mas comodo es crear una formulacién de liberacion retardada. Sin embargo, los presentes analisis
indican que, por el contrario, una formulacion convencional de liberacién lenta de una forma de DAPTZ oxidada de
un producto terapéutico eliminaria esencialmente la eficacia, tal como se ilustra convenientemente por las
propiedades de la capsula de 100 mg en TRx-014-001 en los ejemplos del presente documento.
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De esta manera, por los motivos anteriormente descritos, no seria factible generar una formulaciéon de liberacion
retardada de un producto médico basado en DAPTZ oxidado. Sin embargo, esto no seria el caso para los productos
farmacolégicos en los que los compuestos de DAPTZ estan en forma reducida. Esto se debe a que la forma leuco de
dichos compuestos no pueden dimerizar, ya que no son moléculas ’planas’ y no tienen la carga que permite
estabilizar la forma dimérica mediante neutralizacién de cargas.

Asi, en un aspecto adicional, se describe un método de tratamiento de un trastorno cognitivo o del SNC en un
paciente, que padecen un trastorno hematoldgico en el que dicho trastorno es uno que sea susceptible al tratamiento
mediante un compuesto de DAPTZ, cuyo método comprende administrar por via oral a dicho paciente una dosis
unitaria que contiene dicho compuesto de DAPTZ en forma reducida cristalina estable como principio activo,

Tal como se describe a continuacién, el compuesto es uno que vale para tratar un trastorno cognitivo o del SNC y
para maximizar los efectos relativos beneficiosos cognitivos o del SNC comparados con los efectos hematolégicos
del compuesto DAPTZ.

En particular, basandose en las ensefianzas proporcionadas en el presente documento, la pérdida debida a la no
absorcion inicial en el estbmago se reducira en gran medida porque las formas cristalinas reducidas estables tienen
mayor solubilidad que sus equivalentes oxidados, y no requieren la actividad de la tiazinadia reductasa (May et al.,
2004) que se supone existe en el estbmago y que presumiblemente es necesaria para la absorcién (véase la
absorcién prevista in la Figura 33).

Se infiere por tanto que se podria conseguir una eficacia sustancialmente mayor y un régimen de dosificacién
superior usando la forma L-MTx del resto metiltioninio. La cantidad de DAPTZ reducido en la forma farmacéutica
sera una cantidad terapéuticamente eficaz.

En particular, una forma de liberacién retardada (por ejemplo, 1 vez al dia) del compuesto DAPTZ reducido a entre
100-10 00 mg en principio no produciria las consecuencias adversa de la absorcion retardada (véase la Figura 38).
Asi, a la luz de la descripcion del presente documento, se pueden considerar dosificacion de hasta 1000 mg o mas
(por ejemplo, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 o 1000 mg) proporcionadas 1 vez al dia.

Preferentemente, se trata de una formulacién de liberacion lenta o retardada, es decir, liberacién menos de <50 %
en 1 hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas, 5 horas, 6 horas, 7 horas, 8 horas.

Como puede verse en las Figuras 34 y 35, se predice que se podria alcanzar un nivel de eficacia de -8,1 unidades
ADAS-cog usando un régimen terapéutico de 100 mg del DAPTZ reducido (descrito como "forma L-MTx")
administrada dos veces diarias. Esto también se puede conseguir con dosis de 60 mg 3 veces al dia. Se esperarian
niveles de eficacia incluso mayores usando 100 mg o mas administrados 3 veces al dia.

Puede describirse cédmodamente que los compuestos de DAPTZ reducido de la presente invencién se encuentran en
una "forma reducida cristalina estabilizada" y se han descrito en la solicitud anteriormente presentada no publicada
PCT/GB2007/001103. Se apreciara que, sin embargo, incluso estos compuestos pueden autooxidarse en cierta
medida para obtener sus correspondientes formas oxidadas. De esta manera, es probable, si no inevitable, que las
composiciones que comprenden la forma reducida cristalina estabilizada de los compuestos de DAPTZ de la
presente invencién contengan, como impureza, al menos parte del correspondiente compuesto oxidado.

En aspectos de la presente invencion que se refieren a esta forma reducida cristalina estabilizada de los compuestos
de DAPTZ, estos compuestos de DAPTZ oxidados pueden representar no mas del 50 % en peso, por ejemplo, no
mas del 40 % en peso, por ejemplo, no mas del 30 % en peso, preferentemente por ejemplo, no mas del 20 % en
peso, por ejemplo, no mas del 10 % en peso, por ejemplo, no mas del 5 % en peso, por ejemplo, no mas del 3 % en
peso, por ejemplo, no mas del 2 % en peso, por ejemplo, no mas del 1 % en peso del contenido total de DAPTZ en
la forma farmacéutica.

Tratamiento

El término "tratamiento”, tal como se usa en el presente documento en el contexto de tratar una afeccion, se refiere
generalmente al tratamiento y terapia de un ser humano, en las que se logra algun efecto terapéutico deseado, por
ejemplo, la inhibicion del progreso de la dolencia, e incluye una reduccién en la velocidad de progreso, una
detencién en la velocidad de progreso, regresion de la dolencia, mejora de la dolencia, y curacién de la dolencia.

La presente invencién incluye ademas medidas profilacticas (es decir, profilaxia, prevencion).

La expresién "cantidad terapéuticamente eficaz", como se usa en el presente documento, se refiere a aquella
cantidad de un compuesto activo, o un material, composicién o forma de dosificacion que comprende un compuesto
activo, el cual es efectivo para producir algin efecto terapéutico deseado, acorde con una relaciéon beneficio/riesgo
razonable, cuando se administra de acuerdo con una pauta de tratamiento deseada.
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De manera similar, la expresion "cantidad terapéuticamente eficaz", tal como se usa en el presente documento, se
refiere a aquella cantidad de un compuesto activo, o un material, composiciéon o forma de dosificacién que
comprende un compuesto activo, el cual es efectivo para producir algin efecto profilactico deseado, y esta en
consonancia con una relacién beneficio/riesgo razonable, cuando se administra de acuerdo con una pauta de
tratamiento deseada.

El término "tratamiento" incluye tratamientos y terapias de combinacién, en las que dos o mas tratamientos o
terapias se combinan, por ejemplo, de manera secuencial o simultanea. Los tratamientos combinados se describen
mas detalladamente en lo sucesivo.

Trastornos cognitivos o del SNC

Se describen a continuacion los trastornos cognitivos o del SNC preferidos. Otros trastornos neurodegenerativos se
describen en los ejemplos a partir de ahora en el presente documento.

El trastorno cognitivo puede ser una taupatia de un paciente (véanse el documento WO96/30766). Asi como la
enfermedad de Alzheimer (EA), la patogénesis de los trastornos neurodegenerativos tales como la enfermedad de
Pick y la pardlisis progresiva supranuclear (PSP) parecen estar correlacionadas con una acumulacion de agregados
tau truncados patolégicos en las células del giro dentado y células estrelladas piramidales del neocortex,
respectivamente. Otras demencias incluyen demencia fronto-temporal (FTD); parkinsonismo vinculado al
cromosoma 17 (FTDP-17); complejo de desinhibicion-demencia-parkinsonismo-amiotrofia (DDPAC); degeneracion
palido-ponto-nigral (PPND); sindrome de Guam-ALS; degeneracion palido-nigro-luysiana (PNLD); degeneracién
cortico-basal (CBD) y otras (véase Wischik et al. 2000, loc. cit, para una descripcion detallada - especialmente la
Tabla 5.1). El resto de enfermedades, que se caracterizan principal o parcialmente por una agregacién tau anémala,
se denominan en el presente documento como "taupatias”.

En estos y otros aspectos de la invencion relativos a las taupatias, preferentemente la taupatia se selecciona de la
lista que consiste en las indicaciones anteriores, es decir, EA, enfermedad de Pick, PSP, FTD, FTDP-17, DDPAC,
PPND, sindrome de Guam-ALS, PNLD, y CBD.

En una realizacion preferida, la taupatia es la enfermedad de Alzheimer (EA).

Cuando la enfermedad es cualquier taupatia, el método de tratamiento de la taupatia suele ser tal que el compuesto
DAPTZ ocasiona la inhibicién de la agregacion de la proteina tau asociada con dicha patologia y también la
disolucién de los agregados de tau en el cerebro de un paciente o sujeto. Como se describe en los siguientes
Ejemplos. Los presentes inventores han demostrado que la disolucién de dichos agregados es un efecto clave en la
apertura de una ruta de eliminacién (véanse por ejemplo las Figuras 6A y 6B).

En una realizacion, el trastorno cognitivo puede ser un desequilibrio cognitivo leve (MCI) por ejemplo, MCIl amnésica.
La solicitud provisional estadounidense anteriormente presentada 60/945.006 describe el uso de compuestos de
DAPTZ para MCI. Aunque se sigue discutiendo en la bibliografia cuél es la naturaleza conceptual del MCI (véase
Gauthier et al., Lancet, 2006; 367: 1262-1270; Petersen RC et al. Neuropathological features of amnestic mild
cognitive impairment. Arch Neurol 2006; 63: 665-6 72). La FDA estadounidense reconoce el MCIl como una
enfermedad diana valida. Se define por tener un grado menor de afeccién cognitiva aunque no cumple los criterios
clinicos para un diagnéstico de demencia.

En una realizacion, el trastorno del SNC puede ser una sinucleinopatia como la enfermedad de Parkinson (EP).

La solicitud PCT anteriormente presentada PCT/GB2007/001105 describe el uso de compuestos de DAPTZ para el
tratamiento de la EP y otras sinucleinopatias.

Las sinucleinopatias consisten actualmente en los siguientes trastornos: EP, demencia con cuerpos de Lewy (DCL),
atrofia multisistémica (MSA), parquinsonismo inducido por farmacos (por ejemplo. producida por 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina [MPTP] o pesticidas tales como rotenona), y fallo auténomo puro (PAF).

Grupos de pacientes

Los sujetos adecuados para el método se pueden seleccionar sobre la base de factores convencionales.

De esta manera, por ejemplo, para la EA, la seleccion inicial de pacientes puede implicar uno cualquiera 0 mas de:
evaluacion rigurosa por un médico experimentado; exclusion de diagnésticos no de EA siempre que sea posible por
laboratorios adicionales y otras investigaciones; evaluacién objetiva del nivel de funcién cognitiva usando una bateria
validada neuropatolégicamente.

Para el MCI, los criterios representativos del MCI sindrémico incluye los rasgos: A. El paciente es casi normal sin
demencia; B. Existe evidencia de deterioro cognitivo mostrado bien por un descenso temporal medido objetivamente
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y/o informe de descenso subjetivo proporcionado por si mismo o por un informante junto con pruebas cognitivas
objetivas (por ejemplo. pruebas secundarias si se trata de la memoria); C. Se preservan las actividades de la vida
diaria y las funciones instrumentales complejas bien estan intactas o minimamente afectadas (véase también
Winblad, B. et al., (2004) Mild cognitive impairment - beyond controversies, towards a concensus: report of the
International Working Group on Mild Cognitive Impairment. J. Intern. Med. 256: 240-246). El paciente por lo general
sera uno que haya recibido un diagnostico de MCI, pero uno no diagnosticado con EA (es decir, que no muestre
demencia). El paciente puede, por ejemplo, tener una edad de mas de 45, 50, 55 afos. El paciente puede ser uno
que cumpla uno o todos de los siguientes criterios con respecto a: (i) Estado Braak de 3 o menos, 2 0 menos, 1 0
menos; (ii) puntuacién MMSE menor o igual a MMSE 24, 25, 26, 27, 28 o0 29, mas preferiblemente menor o igual a
MMSE 24, 25, 26, lo mas preferiblemente menor o igual a MMSE 24 o 25,.

El diagnéstico de la EP es bien conocido de los expertos en la materia.

Tal como se ha indicado anteriormente, los métodos de la presente invencién estan previstos para tratar un trastorno
cognitivo o del SNC en un paciente tal como maximizar los efectos relativos beneficiosos cognitivos o del SNC
comparados con los efectos hematoldgicos del compuesto DAPTZ.

Asi, el paciente puede ser uno conocido por padecer una hemoglobinopatia tal como anemia falciforme, talasemia,
metahemoglobinemia; una anemia (por ejemplo, una anemia hemolitica); una neoplasia hematolégica (por ejemplo,
linfoma, mieloma, plasmacitoma o leucemia); una coagulopatia tal como hemofilia; y asi sucesivamente. Ademas, el
riesgo promedio de estas enfermedades se puede evaluar usando criterios convencionales, por ejemplo, sintomas,
genética, edad, estilo de vida, etnicidad (por ejemplo, la anemia falciforme se produce més frecuentemente en
personas -0 sus descendientes- de partes del mundo tales como el Africa subsahariana). Una clase particular de
pacientes en riesgo de padecer un trastorno hematol6gico serian los que tienen mas de 70 afios de edad, que
pueden estar sujetos a dolencias anémicas relacionadas con la edad (por ejemplo, displasia mieloide).

Dosificacion, formulaciones y vehiculos de administracion

En la divulgacion del presente documento, el nivel de dosificacion preciso seleccionado dependera de varios factores
incluyendo, pero sin limitacion, la actividad del compuesto de DAPTZ particular, la duracion del tratamiento, otros
farmacos, compuestos, y/o materiales usados en combinacién, de la severidad de la afeccion, y la especie, sexo,
edad, peso, afeccion, el estado de salud general, e historial médico anterior del paciente.

Los farmacos o dosis unitarias (por ejemplo, un comprimido farmacéutico o una cépsula) con la carga adecuada,
disolucién, o propiedades de gastrorretencién anteriormente descritas se pueden proporcionar a los expertos en la
materia basandose en la divulgacion del presente documento usando tecnologias convencionales, y dichas
tecnologias convencionales no forman parte per se de la presente invencion.

Por ejemplo, las unidades farmacolégicas de disolucién rapida (de compuestos de DAPTZ oxidados o reducidos) o
las unidades farmacoldgicas de liberacion retardad (para los compuestos de DAPTZ reducidos) se pueden
proporcionar y someterse a ensayo procedentes de fuentes comerciales por ejemplo. Encap Drug Delivery (Units 4,
5y 6, Oakbank Park Way, Livingston, West Lothian, EH53 O0TH, Escocia, RU), Eurand (Via Martin Luther King, 13
20060, Pessano con Bornago, Milan) y asi sucesivamente.

Las unidades de farmaco gastrorretenido también son ampliamente conocidas en la bibliografia de patentes (por
ejemplo, los documentos US6207197, US5972389) y la bibliografia general, y se han utilizado durante muchos afios
- véase por ejemplo, Davis, et al., "Transit of pharmaceutical dosage forms through the small intestine", Gut,
27(8):886-892 (1986); Fara, "Physiological limitations: gastric emptying and transit of dosage forms" in: Rate Control
in Drug Therapy, L.F. Prescott, et al., Eds., Churchill Livingstone, Nueva York (1985). Davis, S.S. (2005) Formulation
strategies for absorption windows Drug Discovery Today 10:249-257. Este ultimo resalta que el proceso del transito
Gl en seres humanos y sus implicaciones para la administracion de farmacos ya son bien comprendidos. Las formas
farmacéuticas administradas a un estémago lleno tendran un retraso en el vaciado. Un sistema multiparticulado, tal
como uno que contenga microesferas o aglomerados, puede mezclarse con la comida y, en consecuencia, se
vaciara junto con el alimento durante un periodo extendido de tiempo. Si las particulas administradas son grandes,
no podran atravesar el piloro constreiiido con el alimento digerido, y debera esperar hasta que el estdmago esté
vacio y en estado de ayuno. Por lo general, se espera que las particulas con un tamafo de hasta 10 mm se vacien
desde un estdémago lleno. El momento exacto en el que las particulas se vacian también dependera de su nimero y
de sus posiciones relativas dentro del estémago. De este modo, se espera que una forma farmacéutica mayor de 15-
20 mm y administrada con alimento active la gastrorretencién. Dicha forma farmacéutica tendra la oportunidad de
vaciarse una vez que el alimento haya abandonado el estémago, cuando se produce el estado de ayuno.

Un sistema de una sola unidad (o multiparticulado) se puede vaciar rapidamente del estbmago en ayunas. El
momento en el que se vacia dependera también del calendario de la onda de motilidad gastrica en relacién a la
dosificacién. El piloro abierto tiene un diametro de 15 mm en seres humanos. Un objeto mayor de ese tamafno
dificilmente atravesara hacia el intestino delgado en ayunas (o con el estdmago lleno). Basandose en este
conocimiento, se han previsto varias soluciones de gastrorretencién. Se dividen en dos categorias principales: (i)
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particulas pequerias que tienen propiedades bioadhesivas (y también propension a flotar sobre el contenido del
estomago); y (ii) objetos grandes que se hinchan que quedaran retenidos en el estbmago debido a su tamarno. Estos
sistemas con hinchado también pueden tener propiedades de flotacion, proporcionadas habitualmente por la
generacién de dioxido de carbono.

La empresa de suministro de farmacos Depomed ha descrito comprimidos gastrorretentivos ‘que se hinchan en el
estomago que trata el comprimido como alimento no digerido, y no lo deja pasar al intestino delgado. EI comprimido
queda retenido en el estdmago durante varias horas, donde puede suministrar su carga Util rapidamente o
lentamente si se desea’ (http://www.depomedinc.com/products-pipeline.htm).

Estos sistemas estan basados en poli(6xido de etileno) (PEO) combinado con hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC)
para producir un comprimido matriz de liberacién prolongada que se puede hinchar. De acuerdo con la empresa, las
moléculas candidatas incluyen metformina, gabapentina, ciprofloxacina y furosemida. Algunos comunicados de
prensa informan de que Depomed ha completado los ensayos clinicos de Fase Ill con metformina una vez al dia
para el tratamiento de la diabetes de tipo Il y con ciprofloxacina una vez al dia para el tratamiento de infecciones del
tracto urinario, y que se ha presentado en la FDA nuevas solicitudes de farmaco (NDA) para ambos productos. La
empresa también esté realizando un ensayo clinico de Fase Il con el diurético furosemida.

Un resumen reciente ha descrito un estudio de gammagrafia con marcado doble de comprimidos gastrorretentivos
de furosemida de liberacion controlada en voluntarios sanos. El procedimiento de doble marcaje permite la
caracterizacion independiente de la erosion y el hinchado. Los comprimidos (y un control de liberacion inmediata) se
administraron tras un desayuno rico en grasa. La residencia gastrica de los comprimidos hinchados fue lo
suficientemente prolongada para suministrar el farmaco a la parte superior del tracto Gl. En consecuencia, la
concentracién de farmaco en plasma fue prolongada y, ademas, a diferencia de las anteriores formulaciones de
liberacion lenta notificadas en la bibliografia, no se produjo reduccion en la biodisponibilidad. Desde el punto de vista
del cumplimiento terapéutico del paciente, el comprimido gastrorretentivo produjo diuresis y natriuresis graduales, en
lugar de la breve e intensa diuresis de inicio inmediato experimentado por los pacientes que tomaron comprimidos
de furosemida convencionales de liberacién inmediata

De esta manera, las formas farmacéuticas gastrorretenidas conocidas pueden ser aplicables a la presente invencion,
y en particular para su uso con formas de DAPTZ oxidadas.

Aunque es posible utilizar el compuesto de diaminofenotiazinio (por ejemplo, administrarse) en solitario,
frecuentemente es preferible presentarlo como una composicién o una formulacion.

Preferentemente, el farmaco o dosis unitaria se proporciona como una composicion farmacéutica (por ejemplo,
formulacion, preparacion, medicamento) que comprende el compuesto de DAPTZ, tal como se describe en el
presente documento, y un transportador, diluyente, o excipiente farmacéuticamente aceptable.

En una realizacién, la composicion es una composicion antihelmintica que comprende al menos un compuesto de
diaminofenotiazinio, tal como se describe en el presente documento, junto con otro uno o mas ingredientes
farmacéuticamente aceptables bien conocidos para los expertos en la materia, incluyendo, pero sin limitacion,
transportadores diluyentes, excipientes, adyuvantes, cargas, tampones, conservantes, antioxidantes, lubricantes,
estabilizantes, solubilizantes, tensioactivos (por ejemplo, agentes humectantes), agentes enmascarantes, agentes
colorantes, agentes aromatizantes, y agentes edulcorantes farmacéuticamente aceptables.

En una realizacién, la composicién ademas otros principios activos, por ejemplo, otros agentes terapéuticos o
profilacticos.

Los transportadores, diluyentes, excipientes, etc. adecuados pueden encontrarse el textos farmacéuticos
convencionales, Véase, por ejemplo, "Handbook of Pharmaceutical Additives", 22 Edicién (eds. M. Ash y I. Ash),
2001 (Synapse Information Resources, Inc., Endicott, Nueva York, EE.UU.), Remington's Pharmaceutical Sciences,
202 Edicién, pub. Lippincott, Williams & Wilkins, 2000; y Handbook of Pharmaceutical Excipients, 22 Edicion, 1994.

La expresion "farmacéuticamente aceptable”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a compuestos,
ingredientes, materiales, composiciones, formas de dosificacién, etc., que son, dentro del alcance del buen criterio
médico, adecuadas para su uso en contacto con los tejidos del sujeto en cuestion (por ejemplo, ser humano) sin
excesiva toxicidad, irritacion, respuesta alérgica, u otro problema o complicacién, acorde con una relacion
beneficio/riesgo razonable. Cada transportador, diluyente, excipiente, etc, debe ser "aceptable" en el sentido de ser
compatible con el resto de ingredientes de la formulacién.

Las formulaciones pueden prepararse mediante cualquier método bien conocido en la técnica de farmacia. Dichos
métodos incluyen la etapa de asociar el principio activo con un transportador que constituye uno o mas ingredientes
auxiliares. Por lo general, las formulaciones se preparan poniendo en asociacién de manera uniforme e intima el
principio activo con los transportadores (por ejemplo, transportadores liquidos, transportador sélido finamente
dividido, etc.), y después dar forma al producto, si fuera necesario.
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Tal como se ha indicado anteriormente, la formulacién puede prepararse para proporcionar una liberacion rapida o
lenta; inmediata, retardada, temporizada, o liberacion sostenida; o una combinacién de los mismos.

Tratamientos combinados

Los tratamientos o terapias combinados, en los que se combinan dos o mas tratamientos o terapias, por ejemplo, de
manera secuencial o simultanea, se describirdn con mas detalle en lo sucesivo. Asi, se entendera que cualquiera de
los usos médicos o métodos descritos en el presente documento se puede usar en un tratamiento combinado, por
ejemplo, otro tratamiento para la EA, MCI, o PD respectivamente. Por ejemplo, un tratamiento de la EA que utiliza un
compuesto de la invencion puede estar combinado con un inhibidor de la colinesterasa tal como donepezilo
(Aricept™), Rivastigmina (Exelon™) o Galantamina (Reminyl™).

Un tratamiento que utiliza un compuesto de la invencién junto con un antagonista del receptor de NMDA tal como
mematina (Ebixa™, Namenda™,).

Un tratamiento que utiliza un compuesto de la invencién junto con un antagonista del receptor muscarinico.

Un tratamiento que utiliza un compuesto de la invencién junto con un inhibidor de una proteina precursora amiloide
de beta-amiloides (por ejemplo, un inhibidor del procesamiento de una proteina precursora amiloide que conduce al
a generacion de beta-amiloide).

Compuestos DAPTZ de ejemplo

Las relaciones entre los compuestos de DAPTZ oxidados y reducidos se pueden ilustrar cdmodamente usando MTC,
una sal de fenotiazin-5-i0. Esta se puede considerar convenientemente una "forma oxidada" cuando se considera

con respecto al correspondiente compuesto de 10H-fenotiazina, N,N,N’,N’-tetrametil-10 H-fenotiazina-3,7-diamina,
que se pueden considerar convenientemente como una "forma reducida”:

H
|
N
forma /EI :@\
i Me-_ M
reducida I}l S e
M

)
e Me
oxidacioén
(-H,+ HCl)
_N
forma D\
i M

oxidada e N N-Me | ocl ©)
(MTC) | ® t

Me Me

Este aspecto de la invencion se refiere a determinados compuestos de diaminofenotiazina y andlogos de los
mismos, que tienen una de las siguientes formulas, y sales farmacéuticamente aceptables, hidratos, y solvatos de
los mismos (colectivamente denominados en el presente documento como "diaminofenotiazinas" o "compuestos de
diaminofenotiazina"):
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La Foérmula (1) representa graficamente los compuestos en forma reducida, mientras que cada una de las Férmulas
(2), (3), y (4) representa graficamente los compuestos en forma oxidada.

En una realizacion, los compuestos se seleccionan en los compuestos de férmula (1), y sales farmacéuticamente
aceptables, hidratos, y solvatos de los mismos.

Cada una de las estructuras anteriores es solamente una de las muchas estructuras resonantes equivalentes, y esta
previsto que cada una de estas quede abarcada por dicha estructura representativa. Por ejemplo, la estructura (4) es
solamente una de las muchas estructuras resonantes equivalentes, algunas de las cuales se muestran a
continuacion, y esta previsto que cada una de estas queden abarcadas por la estructura (4):

R® R'
R® N R?
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Sustituyentes en el atomo de carbono del anillo

En cada una de las férmulas anteriores, cada una de R', R?, R R®, R® y R® se selecciona de forma independiente
de:

_H!

F; -Cl; -Br; -I;

-OH; -OR;

-SH; -SR;

-NOg;

-C(=0O)R;

-C(=0)OH; -C(=0)OR;

-C(=0O)NHz2; -C(=0)NHR; -C(=O)NRz; -C(=O)NRN'RN2;
-NHz; -NHR; -NR2; -NRN1RN2;

-NHC(=0)H; -NRC(=0O)H; -NHC(=0)R; -NRC(=O)R;
_R!

en la que cada R se selecciona independientemente entre:

alquilo C1-6 alifatico no sustituido;

alquilo C+-6 alifatico sustituido;

alquenilo Cz-6 alifatico no sustituido;

alquenilo C2-6 alifatico sustituido;

cicloalquilo Cs-s no sustituido;

cicloalquilo Cs-s sustituido;

carboarilo Ce-10 no sustituido;

carboarilo Ce-10 sustituido;

heteroarilo Cs-10 no sustituido;

heteroarilo Cs.10 sustituido;

carboaril Ce-10 alquilo Ci-4 no sustituido; carboaril Ce-10 alquilo Ci-4 sustituido; en los que, en cada grupo -
NRN'RN2 | independientemente, RN' y RN2 tomados junto con el atomo de nitrégeno al que estan unidos forman un
anillo que tiene de 3 a 7 atomo del anillo.

Los ejemplos de grupos -NRN'RN2, en los que RN' y RN2 tomados junto con el atomo de nitrégeno al que estan
unidos forman un anillo que tiene de 3 a 7 atomo del anillo, incluyen: pirrolidino, piperidino, piperazino, morfolino,
pirrolilo, y formas sustituidas, tales como formas N-sustituidas, tales como N-metil piperazino.

En una realizacién, cada una de R', R?, R*, R®, R8, y R° se selecciona de forma independiente de:

_H!
-F; -ClI; -Br; -I;
-OH; -OR;

-C(=0)OH; -C(=0)OR;

En una realizacién, cada una de R', R?, R*, R®, R8, y R° se selecciona de forma independiente de:

_H!
-R.

En una realizacién, cada R se ha seleccionado independientemente de:
alquilo C+-6 alifatico no sustituido; alquilo C1-6 alifatico sustituido;

alquenilo Cz- alifatico no sustituido; alquenilo Cz- alifatico sustituido;
cicloalquilo Cs-6 no sustituido; cicloalquilo Cs-6 sustituido.

11
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En una realizacién, cada R se ha seleccionado independientemente de:
alquilo C1- alifatico no sustituido; alquilo C1-6 alifatico sustituido.
En una realizacién, cada R se ha seleccionado independientemente de: -Me, -Et, -nPr, y -iPr.
En una realizacién, cada R se ha seleccionado independientemente de: -Me y -Et.
En una realizacion, el grupo alquilo Ci-s es un grupo alquilo C1-4.
En una realizacién, el grupo alquenilo C2-6 es un grupo alquenilo Caz-4.
En una realizacién, el grupo cicloalquilo C3.6 es un grupo cicloalquilo Cs-4.

Los ejemplos de grupos alquilo Ci-s alifaticos no sustituidos incluyen: metilo, etilo, n-propilo, iso-propilo, n-butilo,
isobutilo, sec-butilo, terc-butilo, n-pentilo, iso-pentilo, terc-pentilo, neo-pentilo, hexilo, iso-hexilo, etc.

Los ejemplos de grupos alquenilo Cz-s alifticos no sustituidos incluyen: propen-1-ilo, propen-2-ilo, buten-1-ilo, buten-
2- ilo, buten-3-ilo, etc.

Los ejemplos de grupos cicloalquilo Cs.6 alifaticos no sustituidos incluyen: ciclopropilo, ciclopropil-metilo, ciclobutilo,
ciclopentilo, ciclohexilo, etc.

En una realizacion, el grupo carboarilo Cs-10 €s un grupo carboarilo Ce.

En una realizacion, el grupo heteroarilo Cs-10 €s un grupo heteroarilo Cs.s.

En una realizacion, el grupo carboaril Ce-10 alquilo-C1-4 es un grupo carboaril Ce-alquilo C1-2.
Los ejemplos de grupos carboarilo Ce-10 no sustituidos incluyen: fenilo, naftilo.

Los ejemplos de grupos heteroarilo Cs.10 no sustituidos incluyen: pirrolilo, tienilo, furilo, imidazolilo, oxazolilo,
isoxazolilo, tiazolilo, isotiazolilo, pirazolilo, piridilo, pirazinilo, pirimidinilo, piridazinilo.

Los ejemplos de grupos carboaril Ce-10 alquilo C1-4 incluyen: bencilo, feniletilo.

En una realizacién, los sustituyentes opcionales (por ejemplo, en el alquilo C1-¢ alifatico, alquenilo Ci-s alifatico,
cicloalquilo Cs-s, carboarilo Cs-10, heteroarilo Cs-10, carboaril Ce-10 alquilo C1-4) se seleccionan independiente entre:

-F; -Cl; -Br; -I;

-OH; -OR;

-SH; -SR’;

-NOg;

-C(=0O)R’;

-C(=0)OH; -C(=0)OR;

-C(=O)NHz; -C(=O)NHR'; -C(=O)NR'z; -C(=O)NR'N1R'™N2;
-NHz; -NHR'; -NR'2; -NR'NTR'™N2;

-NHC(=0)H; -N'RC(=0O)H; -NHC(=0)'R; -N'RC(=0)'R;
_R';

en la que cada R' se selecciona independientemente entre:

alquilo C1- alifatico no sustituido; alquilo C1-6 alifatico sustituido;

alquenilo Cz-6 alifatico no sustituido; alquenilo Cz- alifatico sustituido;
cicloalquilo Cs-s no sustituido; cicloalquilo Cs-s sustituido;

carboarilo Ce-10 no sustituido; carboarilo Ce-10 sustituido;

heteroarilo Cs-10 no sustituido; heteroarilo Cs.10 sustituido;

carboaril Ce-10 alquilo C1-4 no sustituido; carboaril Ce-10 alquilo C1-4 sustituido;

en los que, en cada grupo -NRN'RN2 independientemente, RN' y R'™N2 tomados junto con el &tomo de nitrégeno al
que estan unidos forman un anillo que tiene de 3 a 7 atomo del anillo.

En una realizacién, los sustituyentes opcionales (por ejemplo, en el alquilo C1-¢ alifatico, alquenilo Ci-s alifatico,
cicloalquilo Cs-s, carboarilo Cs-10, heteroarilo Cs-10, carboaril Ce-10 alquilo C1-4) se seleccionan independiente entre:

-F; -Cl; -Br; -I;

12
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-OH; -OR;
-C(=0)OH; -C(=0)OR;
-R.

En una realizacién, los sustituyentes opcionales (por ejemplo, en el alquilo C1-¢ alifatico, alquenilo Ci-s alifatico,
cicloalquilo Css, carboarilo Ce-10, heteroarilo Cs-10, carboaril Cs-10 alquilo Ci4) son como se han definido
anteriormente, salvo que cada R' se selecciona independientemente entre:

alquilo C1-6 alifatico no sustituido;
alquenilo C2-6 alifatico no sustituido;
cicloalquilo Cs-s no sustituido;
carboarilo Cs-10 no sustituido;
heteroarilo Cs-10 no sustituido;

carboaril Cs-10 alquilo C1-4 no sustituido.

En una realizacion, los sustituyentes opcionales (por ejemplo, en el alquilo C16 alifatico, alquenilo C1- alifatico,
cicloalquilo Cs., carboarilo Ce-10, heteroaril Cs.10 carboaril Cs-10 alquilo-C1-4) son como se han definido anteriormente,
salvo que cada R' se selecciona independientemente entre:

alquilo C1-6 alifético no sustituido;

alquenilo Cz-6 alifatico no sustituido;

cicloalquilo Cs-s no sustituido.
En una realizacion, los sustituyentes opcionales (por ejemplo, en el alquilo C16 alifatico, alquenilo C1-6 alifatico,
cicloalquilo Css, carboarilo Ce-10, heteroarilo Cs.10, carboaril Cs-10 alquilo Ci4) son como se han definido
anteriormente, salvo que cada R' se selecciona independientemente entre:

alquilo C1- alifatico no sustituido; alquilo C1-6 alifatico sustituido.
En una realizacién, los sustituyentes opcionales (por ejemplo, en el alquilo C1-¢ alifatico, alquenilo Ci-s alifatico,
cicloalquilo Css, carboarilo Ce10, heteroarilo Cs-10, carboaril Cs-10 alquilo Ci4) son como se han definido
anteriormente, salvo que cada R' se selecciona independientemente entre: -Me, -Et, -nPr, y -iPr.
En una realizacion, los sustituyentes opcionales (por ejemplo, en el alquilo C16 alifatico, alquenilo C1-6 alifatico,
cicloalquilo Css, carboarilo Ce-10, heteroarilo Cs.10, carboaril Cs-10 alquilo Ci4) son como se han definido
anteriormente, salvo que cada R' se selecciona independientemente entre: -Me y -Et.

En una realizacién, cada una de R', R?, R*, R®, R, y R® se selecciona de forma independiente de: -H, -Me, -Et, -nPr,
y -iPr.

En una realizacién, cada una de R', R?, R4, R®, R8, y R® se selecciona de forma independiente de: -H, -Me, y -Et.

En una realizacién, cada una de R', R?, R*, R®, R8, y R° se selecciona de forma independiente de: -H y -Me.

En una realizacion, todos excepto cuatro R, R, R4, R®, R8 y R° es H,

En una realizacion, todos excepto dos R', R%, R* R8 R8 y R°es H,

En una realizacién, todos excepto un R', R?, R*, R®, R® y R% es -H.

En una realizacién, cada uno de R', R%, R4, R%, R8, y R° es H,

Grupos amino.

En cada una de las férmulas anteriores, en cada grupo -NR3NARSNB  sj estan presentes, cada uno de R3\A y R3\B gg
independientemente -H o es como se ha definido anteriormente para R; o R3NA y R3\B tomados junto con el dtomo de
nitrégeno al que estan unidos forman un anillo que tiene de 3 a 7 atomo del anillo.

Por ejemplo, en una realizacion, en cada grupo -NR3NARSNB gj estdn presentes, cada uno de R3NA y R3\B gg
independientemente es como se ha definido anteriormente para R; o R3NA y R3NB tomados junto con el dtomo de

nitrégeno al que estan unidos forman un anillo que tiene de 3 a 7 4&tomos del anillo.

Por ejemplo, en una realizacion, en cada grupo -NR3NARSNB gj estan presentes, cada uno de R3NA y R3NB ge
selecciona independientemente entre:

_H’
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alquilo C+-6 alifatico no sustituido; alquilo C1-6 alifatico sustituido;

alquenilo Cz- alifatico no sustituido; alquenilo Cz- alifatico sustituido;
cicloalquilo Cs-s no sustituido; cicloalquilo Cs-s sustituido;

carboarilo Ce-10 no sustituido; carboarilo Ce-10 sustituido;

heteroarilo Cs-10 no sustituido; heteroarilo Cs.10 sustituido;

carboaril Ce-10 alquilo C1-4 no sustituido; carboaril Cs-10 alquilo C1-4 sustituido;

o R8NA y R3NB tomados junto con el dtomo de nitrégeno al que estan unidos forman un anillo que tiene de 3 a 7
atomo del anillo.

Por ejemplo, en una realizacion, en cada grupo -NR3NARSNB gj estan presentes, cada uno de R3NA y R3NB ge
selecciona independientemente entre:

alquilo C1-6 alifatico no sustituido; alquilo C1-6 alifatico sustituido;

alquenilo Cz-6 alifatico no sustituido; alquenilo Cz- alifatico sustituido;
cicloalquilo Cs.6 no sustituido; cicloalquilo Cs.¢ sustituido;

carboarilo Cs-10 no sustituido; carboarilo Cs-10 sustituido;

heteroarilo Cs-10 no sustituido; heteroarilo Cs.10 sustituido;

carboaril Ce-10 alquilo C1-4 no sustituido; carboaril Ce-10 alquilo C1-4 sustituido;

o R8NA y R3NB tomados junto con el atomo de nitrogeno al que estan unidos forman un anillo que tiene de 3 a 7
atomo del anillo.

En otro ejemplo, en una realizacion, en cada grupo -NR3NARSNE sj estan presentes, cada uno de R3VA y R3\B gg
selecciona independientemente entre:

_H’

alquilo C1- alifatico no sustituido; alquilo C1-6 alifatico sustituido;
alquenilo Cz-6 alifatico no sustituido; alquenilo Cz- alifatico sustituido;
cicloalquilo Cs-s no sustituido; cicloalquilo Cs-s sustituido;

o R8NA y R3NB tomados junto con el dtomo de nitrégeno al que estan unidos forman un anillo que tiene de 3 a 7
atomo del anillo.

En otro ejemplo, en una realizacion, en cada grupo -NR3NARSNB sj estan presentes, cada uno de R3VA y R3\B gg
selecciona independientemente entre:

alquilo C1- alifatico no sustituido; alquilo C1-6 alifatico sustituido;
alquenilo Cz-6 alifatico no sustituido; alquenilo Cz- alifatico sustituido;
cicloalquilo Cs.6 no sustituido; cicloalquilo Cs.¢ sustituido;

o R8NA y R3NB tomados junto con el dtomo de nitrégeno al que estan unidos forman un anillo que tiene de 3 a 7
atomo del anillo.

En otro ejemplo, en una realizacion, en cada grupo -NR3NARSNB sj estan presentes, cada uno de R3VA y R3\B gg
selecciona independientemente entre:

_H!

alquilo C1-6 alifatico no sustituido;
alquenilo Cz-6 alifatico no sustituido);
cicloalquilo Cs-s no sustituido;

o R8NA y R3NB tomados junto con el atomo de nitrogeno al que estan unidos forman un anillo que tiene de 3 a 7
atomo del anillo.

En otro ejemplo, en una realizacion, en cada grupo -NR3NARSNB i estan presentes, cada uno de R3VA y R3\B gg
selecciona independientemente entre:

alquilo C1-6 alifatico no sustituido;
alquenilo C2-6 alifatico no sustituido;
cicloalquilo Cs-s no sustituido;

o R3NA y R3NB tomados junto con el atomo de nitrogeno al que estan unidos forman un anillo que tiene de 3 a 7
atomo del anillo.

En otro ejemplo, en una realizacion, en cada grupo -NR3NARSNB sj estan presentes, cada uno de R3VA y R3\B gg
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selecciona independientemente entre: -H, -Me, -Et, -nPr, y -iPr.

En otro ejemplo, en una realizacion, en cada grupo -NR3NARSNB sj estan presentes, cada uno de R3VA y R3\B gg
selecciona independientemente entre: -H, -Me, y -Et (por ejemplo, -NR3NAR3NA gs -NH», -NHMe, -NMe2, NHEt, -NEty),
0 -NMeEt).

En otro ejemplo, en una realizacion, en cada grupo -NR3NARSNE sj estan presentes, cada uno de R3VA y R3\B gg
selecciona independientemente entre: -H y -Me (por ejemplo, -NR3NAR3NA g -NH2, -NHMe, o -NMez).

En analogia precisa, en cada una de las féormulas anteriores, en cada grupo -NR"NAR7NB, sj estan presentes, cada
uno de R™MA y R7NB es independientemente -H o es como se ha definido anteriormente para R; o R"™NA y R7NB
tomados junto con el &tomo de nitrégeno al que estan unidos forman un anillo que tiene de 3 a 7 atomo del anillo.

Por ejemplo, en una realizacion, en cada grupo -NR’NAR7NB gj estan presentes, cada uno de R™A y R™NB gg
independientemente es como se ha definido anteriormente para R; o R’NA y R™NB tomados junto con el dtomo de
nitrégeno al que estan unidos forman un anillo que tiene de 3 a 7 atomos del anillo.

En una realizacién, -NR3VARSNB y _NR7NAR7NB sj ambos estan presentes, son iguales.
En una realizacion, -NR3VARSNB y _NR7NAR7NB si ambos estan presentes, son diferentes.

En cada una de las férmulas anteriores, en cada grupo =NR3\C, sj estan presentes, R3NC es independientemente -H
0 como se ha definido anteriormente para R.

Por ejemplo, en una realizacién, en cada grupo =NR3NC, si estan presentes, R3NC es independientemente como se
ha definido anteriormente para R.

Por ejemplo, en una realizacion, en cada grupo =NR3NC| si estan presentes, R3\C se selecciona independientemente
entre:

_H!

alquilo C+-6 alifatico no sustituido; alquilo C1-6 alifatico sustituido;

alquenilo Cz- alifatico no sustituido; alquenilo Cz- alifatico sustituido;
cicloalquilo Cs.6 no sustituido; cicloalquilo Cs.¢ sustituido;

carboarilo Cs-10 no sustituido; carboarilo Cs-10 sustituido;

heteroarilo Cs-10 no sustituido; heteroarilo Cs.10 sustituido;

carboaril Ce-10 alquilo C1-4 no sustituido; carboaril Cs-10 alquilo C1-4 sustituido.

Por ejemplo, en una realizacion, en cada grupo =NR3NC| si estan presentes, R3\C se selecciona independientemente
entre:

alquilo C+-6 alifatico no sustituido; alquilo C+-6 alifatico sustituido;

alquenilo Cz- alifatico no sustituido; alquenilo Cz- alifatico sustituido;
cicloalquilo Cs-s no sustituido; cicloalquilo Cs-s sustituido;

carboarilo Ce-10 no sustituido; carboarilo Ce-10 sustituido;

heteroarilo Cs-10 no sustituido; heteroarilo Cs.10 sustituido;

carboaril Ce-10 alquilo C1-4 no sustituido; carboaril Cs-10 alquilo C1-4 sustituido.

En otro ejemplo, en una realizacién, en cada grupo =NR3\C  si estan presentes, RNC se selecciona
independientemente entre: -H;

alquilo C+-6 alifatico no sustituido; alquilo C1-6 alifatico sustituido;
alquenilo Cz-6 alifatico no sustituido; alquenilo Cz- alifatico sustituido;
cicloalquilo Cs-6 no sustituido; cicloalquilo Cs-6 sustituido.

En otro ejemplo, en una realizacion, en cada grupo =NR3NC, si estan presentes, R3NC se selecciona
independientemente entre:

alquilo C+-6 alifatico no sustituido; alquilo C1-6 alifatico sustituido;
alquenilo Cz- alifatico no sustituido; alquenilo Cz- alifatico sustituido;
cicloalquilo Cs-6 no sustituido; cicloalquilo Cs-6 sustituido.

En otro ejemplo, en una realizacion, en cada grupo =NR3NC, si estan presentes, R3NC se selecciona
independientemente entre: -H;

alquilo C1-6 alifatico no sustituido;
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alquenilo C2-6 alifatico no sustituido;
cicloalquilo Cs-6 no sustituido.

En otro ejemplo, en una realizacion, en cada grupo =NR3\C, si estan presentes, R3\C se selecciona
independientemente entre:

alquilo C1-6 alifatico no sustituido;
alquenilo C2-6 alifatico no sustituido;
cicloalquilo Cs-6 no sustituido.

En otro ejemplo, en una realizacion, en cada grupo =NR3NC  si estan presentes, R3\C se selecciona
independientemente entre: -H, -Me, -Et, -nPr, y -iPr.

En otro ejemplo, en una realizacion, en cada grupo =NR3\C  si estan presentes, R3\C se selecciona
independientemente entre: -H, -Me, y -Et (por ejemplo, =NR3NC es = NH, = NMe, o = NEt).

En otro ejemplo, en una realizacién, en cada grupo =NR3\C  si estan presentes, RNC se selecciona
independientemente entre: -H y -Me (por ejemplo, =NR3\C es = NH o = NMe).

En analogia precisa, en cada una de las férmulas anteriores, en cada grupo =NR”NC| si estan presentes, R"NC es
independientemente como se ha definido anteriormente para R3NC.

Sustituyentes en el atomo de nitrégeno del anillo

Asimismo, en analogia precisa, en cada una de las férmulas anteriores, RN, si estan presentes, es
independientemente como se ha definido anteriormente para R3\C (o R7NC).

Por ejemplo, en una realizacion, RN'0, si estan presentes, se selecciona independientemente entre: -H y alquilo Ci
alifatico no sustituido;

Por ejemplo, en una realizacion, RN'9, si estan presentes, se selecciona independientemente entre: -H, -Me, y -Et.
Por ejemplo, en una realizacion, RN'9, si estan presentes, se selecciona independientemente entre: -H y -Me.

Por ejemplo, en una realizacion, RN'9, si esta presente, es independientemente -H.

Contraion

X, si estan presentes, es uno 0 mas contraiones aniénicos para conseguir la neutralidad eléctrica.

Los ejemplos de contraiones anidnicos adecuados se describen a continuacién con el encabezamiento "sales".

En una realizacién, X" es independientemente un anién halégeno (es decir, un haluro).

En una realizacién, X" es independientemente CI-, Br, o I".

En una realizacién, X es independientemente CI-.

En una realizacién, X es independientemente NOs'.

Isémeros

Determinados compuestos pueden existir en una o mas formas geométricas, &pticas, enantioméricas,
diastereoméricas, epiméricas, atropicas, estereoisoméricas, tautoméricas, conformacionales, o anoméricas
particulares. incluyendo, pero sin limitacién, formas cis y trans; formas Ey Z, formas c-, t-, y r-; formas endo y exo;
formas R-, S-, y meso-; formas D- y L-; formas d- y I-; formas (+) y (-); formas ceto-, enol-, y enolato; formas sin- y
anti-; formas sinclinales y anticlinales; formas a- y B-; formas axiales y ecuatoriales; formas de bote, silla, retorcida,
de sobre, y semisilla; y combinaciones de las mismas, en lo sucesivo denominadas colectivamente "isémeros" (o
"formas isoméricas").

Obsérvese que, excepto como se describe mas adelante para formas tautoméricas, excluidas especificamente del
término "isdmeros", como se usa en el presente documento, son isémeros estructurales (o constitucionales) (es
decir, isomeros que se diferencian en las conexiones entre &tomos en lugar de simplemente en la posicién de los
atomos en el espacio). Por ejemplo, una referencia a un grupo metoxi, -OCHs, no debe interpretarse como una

referencia a su isémero estructural, un grupo hidroximetilo, -CH20H. De manera similar, una referencia a un grupo
orto-clorofenilo no debe interpretarse como una referencia a su isémero estructural, meta-clorofenilo. Sin embargo,
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una referencia a una clase de estructuras puede incluir del mismo modo formas estructuralmente isoméricas que
entran dentro de dicha clase (por ejemplo, alquilo C1.7 incluye n-propilo e iso-propilo; butilo incluye n-, iso-, sec-, y
terc-butilo; metoxifenilo incluye orto-, meta-, y para-metoxifenilo).

La exclusién anterior no es valida para formas tautoméricas, por ejemplo, formas ceto-, enol-, y enolato, como en,
por ejemplo, los siguientes pares tautoméricos: ceto/enol (ilustrado mas abajo), imina/enamina, amida/imino alcohol,
amidina/amidina, nitroso/oxima, tiocetona/enetiol, N-nitroso/hidroxiazo, y nitro/aci-nitro.

o0 N OH W o
—C—C = C=C = c=C
[N /s N\ H' 7N
ceto enol enolato

Obsérvese que se incluyen especificamente en el término "isémero", compuestos con una o mas sustituciones
isotdpicas. Por ejemplo, H puede estar en cualquier forma isotépica, incluyendo 'H, 2H (D), y °H (T); C puede estar
en cualquier forma isotépica, incluyendo ''C, '2C, '3C y '“C; O puede estar en cualquier forma isotépica, incluyendo
80y '80; y similares.

Salvo que se especifique otra cosa, una referencia a un compuesto particular incluyen todas esas formas isoméricas,
incluyendo compuestos (completa o parcialmente) racémicos y otras mezclas de los mismos. Los métodos para la
preparacion (por ejemplo, sintesis asimétrica) y separacion (por ejemplo, cristalizacion fraccionada y medios
cromatograficos) de tales formas isoméricas se conocen en la técnica o se obtienen facilmente adaptando los
métodos ensefiados en el presente documento, u otros métodos, de una manera conocida.

Sales

Puede ser conveniente o deseable preparar, purificar, y/o manejar una sal correspondiente del compuesto, por
ejemplo, una sal farmacéuticamente aceptable. Se describen ejemplos de sales farmacéuticamente aceptables en
Berge et al., 1977, "Pharmaceutically Acceptable Salts," J. Pharm. Sci., Vol. 66, pags. 1-19.

Por ejemplo, si el compuesto es anidnico, o tiene un grupo funcional que puede ser anidnico (por ejemplo, -COOH
puede ser -COO"), entonces una sal puede formarse con un catién adecuado. Los ejemplos de cationes inorganicos
adecuados incluyen, pero sin limitacion, iones de metal alcalino, tales como Na* y K* cationes de metal
alcalinotérreo, tales como Ca?* y Mg?*, y otros cationes, tales como Al*3. Los ejemplos de cationes organicos
adecuados incluyen, pero sin limitacién, ion amonio (es decir, NH4+) e iones amonio sustituidos (por ejemplo,
NHsR+, NH2R2+, NHR3+, NR4+). Son ejemplos de algunos iones amonio sustituidos adecuados, aquellos obtenidos
a partir de etilamina, dietilamina, diciclohexilamina, ftrietilamina, butilamina, etilendiamina, etanolamina,
dietanolamina, piperazina, bencilamina, fenilbencilamina, colina, meglumina, y trometamina, asi como aminoacidos,
tales como lisina y arginina. Un ejemplo de un ion de amonio cuaternario comin es N(CH3)a+.

Si el compuesto es catidnico, o tiene un grupo funcional que puede ser catiénico (por ejemplo, -NHz puede ser -
NHs+), entonces una sal puede formarse con un anion adecuado. Los ejemplos de aniones inorganicos adecuados
incluyen, pero sin limitacion, los obtenidos a partir de &cidos inorganicos adecuados: clorhidrico, bromhidrico,
yodhidrico, sulfdrico, sulfuroso, nitrico, nitroso, fosférico, y fosforoso.

Los ejemplos de aniones organicos adecuados incluyen, pero sin limitacion, los obtenidos a partir de acidos
organicos adecuados: 2-acetoxibenzoico, acético, ascérbico, aspartico, benzoico, alcanforsulfénico, cinamico, citrico,
edético, etanodisulfénico, etanosulfénico, fumarico, glucohepténico, gluconico, glutamico, glicélico, hidroximaleico,
hidroxinaftalen carboxilico, isetidnico, lactico, lactobidnico, ladrico, maleico, malico, metanosulfénico, mucico, oleico,
oxdlico, palmitico, pamoico, pantoténico, fenilacético, fenilsulfénico, propiénico, pirdvico, salicilico, esteérico,
succinico, sulfanilico, tartarico, toluenosulfénico, y valérico. Los ejemplos de aniones organicos adecuados
poliméricos incluyen, pero sin limitaciéon, aquellos obtenidos a partir de los siguientes acidos poliméricos: acido
tanico, carboximetil celulosa.

El compuesto también puede proporcionarse en forma de una sal mixta (es decir, el compuesto en combinacion con
una sal, o con otra sal). Por ejemplo, la sal mixta de cloruro de metil-tioninio - cloruro de cinc (MTZ) es una sal mixta
de cloruro de metil-tioninio (MTC), una sal de cloruro, y otra sal, cloruro de zinc. Esta previsto que dichas sales
mixtas queden abarcadas en la expresion "y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos’.

Salvo que se especifique otra cosa, una referencia a un compuesto en particular también incluye formas de sal del
mismo.

Hidratos y solvatos

Puede ser conveniente o deseable preparar, purificar, y/o manejar un solvato correspondiente del principio activo. El
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término "solvato" se usa en el presente documento en el sentido convencional para referirse a un complejo de soluto
(por ejemplo, compuesto, sal o compuesto) y disolvente. Si el disolvente es agua, el solvato puede denominarse
convenientemente hidrato, por ejemplo, un mono-hidrato, un di-hidrato, un tri-hidrato, etc.

Salvo que se especifique otra cosa, una referencia a un compuesto en particular también incluye formas de solvato
del mismo.

Compuestos de DAPTZ reducidos cristalinos reducidos

Estos compuestos se describen en la solicitud no publicada anteriormente presentada PCT/GB2007/001103, y son
compuestos de 3,7- diamino-10 H-fenotiazina con la siguiente férmula:

R’ H R’ ]
N AX'
R7NA R .
R?NB/N S N\R:BNB HX

en la que:

cada uno de R' y R® se selecciona independientemente entre: -H, alquilo Ci.4, alquenilo C2.4, y alquilo Ci-4
halogenado;
cada uno de R3VA y R3NB ge selecciona independientemente entre: -H, alquilo C+.4, alquenilo Cz4, y alquilo C14
halogenado;

cada uno de R™A y R"NB gse selecciona independientemente entre: -H, alquilo C+.4, alquenilo Cz4, y alquilo C14
halogenado;
cada uno de HX' y HX? es independientemente un acido proético;

y sales, solvatos e hidratos farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Aunque sin desear quedar ligado por teoria particular alguna, los inventores creen que es posible, si no probable,
que los compuestos existan en la siguiente forma:

R® H R

N X'

RINQ\® ®/R3NA XZ @

R /ri‘ S N _ane
H H

Aunque los compuestos DAPTZ son ellos mismos sales, también se pueden proporcionar en forma de una sal mixta
(es decir, el compuesto DAPTZ en combinacion con otra sal). Esta previsto que dichas sales mixtas queden
abarcadas en la expresién "y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos’. Salvo que se especifique otra
cosa, una referencia a un compuesto en particular también incluye sales del mismo.

Los compuestos de DAPTZ también puede proporcionarse en forma de un solvato o hidrato (es decir, El término
"solvato" se usa en el presente documento en el sentido convencional para referirse a un complejo de soluto (por
ejemplo, compuesto, sal o compuesto) y disolvente. Si el disolvente es agua, el solvato puede denominarse
convenientemente hidrato, por ejemplo, un mono-hidrato, un di-hidrato, un tri-hidrato, etc. A menos que se
especifique otra cosa, una referencia a un compuesto en particular también incluye formas de solvato del mismo.

En una realizacién, los grupos alquilo Ci-4 se seleccionan entre: grupos alquilo Ci-4 lineales, tales como -Me, -Et, -
nPr, -iPr, y -nBu; grupos alquilo Cs-4 ramificados, tales como -iPr, -iBu, -sBu, y -tBu; y grupos alquilo Cs-4 ciclicos, tal
como -cPry -cBu.

En una realizacion, los grupos alquenilo C2-4 se seleccionan entre grupos alquenilo C1-4 lineales, tal como -CH=CH:
(vinilo) y -CH2-CH=CH:z (alilo).

En una realizacion, los grupos alquilo C1-4 halogenados se seleccionan entre: -CF3, -CH2CF3, y -CF2CFs.
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Los grupos R' y R®

En una realizacion, cada uno de R' y R® es independientemente -H, -Me, -Et, o -CFs.
En una realizacion, cada uno de R' y R® es independientemente -H, -Me, o -Et.

En una realizacién, R' y R® son iguales.

En una realizacién, R' y R® son diferentes.

En una realizacion, cada uno de R' y R® es independientemente -H,

En una realizacion, cada uno de R' y R® es independientemente -Me,

En una realizacion, cada uno de R' y R® es independientemente -Et.

Los grupos R3NA y RSNB

Cada uno de R3NA y R3NB ge selecciona independientemente entre: -H, alquilo Ci.4, alquenilo Cz4, y alquilo Ci4
halogenado.

En una realizacion, cada uno de R3\A y R3N\B gg selecciona independientemente entre: alquilo C1.4, alquenilo Co-4, y
alquilo Ci-4 halogenado.

En una realizacién, cada uno de R3NA y R3NB es independientemente -Me, -Et, -nPr, -nBu, -CH2-CH=CHz, 0 -CFa.
En una realizacién, cada uno de R3NA y R3NB es independientemente -Me, -nPr, -nBu, -CH2-CH=CHz, o -CFa.

En una realizacién, cada uno de R3NA y R3NB gs independientemente -Me o -Et.

En una realizacién, R3\A y R3NB gon iguales.

En una realizacién, R3A y R3NB gon diferentes.

En una realizacién, cada uno de RNA y R3NB es independientemente -Me.

En una realizacién, cada uno de R3NA y R3NB gs independientemente -Et.

Los grupos R™NA y R7NB

Cada uno de R™A y R™B ge selecciona independientemente entre: -H, alquilo Ci.4, alquenilo Cz4, y alquilo Ci4
halogenado.

En una realizacion, cada uno de R"NA y R7NB ge selecciona independientemente entre: alquilo C1.4, alquenilo Co.4, y
alquilo Ci-4 halogenado.

En una realizacién, cada uno de R"NA y R7NB gs independientemente -Me, -Et, -nPr, -nBu, -CH2-CH=CHz, 0 -CFa.
En una realizacién, cada uno de R"™NA y R7NB es independientemente -Me, -nPr, -nBu, -CH2-CH=CHz, o -CFs.

En una realizacién, cada uno de R"NA y R7NB gs independientemente -Me o -Et.

En una realizacién, R"NA y R7NB gon iguales.

En una realizacién, R"NA y R7NB gon diferentes.

En una realizacién, cada uno de R"™MA y R7NB es independientemente -Me.

En una realizacién, cada uno de R"NA y R7NB gs independientemente -Et.

En una realizacién, R3\A y R3NB y R7NA y R7NB gon jguales.

En una realizacion, R3\A y R3\B y R7NA y R7NB son como se han definido en el presente documento, con la condicién
de que al menos uno de R3\Ay R3NB y R7NA y R7NB og djferente de -Et.
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Salvedades opcionales

En una realizacion, el compuesto es como se ha definido en el presente documento, pero con la condicién de que.
RSNA y R3NB y R7NA y R7NB no son cada uno -Et.

En una realizacién, el compuesto es como se ha definido en el presente documento, pero con la condicién de que:

si: cada uno de R'y R° es -H;
entonces: R3NAy R3\B y R7NA y R7NB ng son cada uno -Et.

Los grupos -N(RNA)(R3NB) y -N(R7NA)(R7NB)
En una realizacion:
cada uno de R3VA y R3\B gg independientemente alquilo C1-4, alquenilo Cz-4, 0 alquilo C1-4 halogenado;
cada uno de R"™A y R7NB es independientemente alquilo C1-4, alquenilo Cz.4, 0 alquilo C1-4 halogenado;
opcionalmente con la condicion de que al menos uno de R3\A y R3NB y R7NA y R7NB gg diferente de -Et.
En una realizacion:
cada uno de R3VA y R3\B gg independientemente -Me, -Et, -nPr, -nBu, -CH2-CH=CHp>, o -CF3;
cada uno de RN y R7NB gg independientemente -Me, -Et, -nPr, -nBu, -CH2-CH=CHp>, o -CF3;
opcionalmente con la condicion de que al menos uno de R3\A y R3NB y R7NA y R7NB gg diferente de -Et.
En una realizacion:
cada uno de R3VA y R3\B gg independientemente -Me o -Et;
cada uno de RN y R7NB gg independientemente -Me o -Et;
opcionalmente con la condicion de que al menos uno de R3\A y R3NB y R7NA y R7NB gg diferente de -Et.
En una realizacion, los grupos -N(R3N4)(R3\B) y -N(R7NA)(R7NB) son iguales.

En una realizacién, los grupos -N(R3NA)(R3NB) y -N(R7NA)(R7NB) son diferentes.

En una realizacion, cada uno de los grupos -N(R3VA)(R3NB) y -N(R7NA)(R7NB) se selecciona independientemente entre:
-NMez, -NEtz), -N(nPr)z, -N(Bu)z, -NMeEt, -NMe(nPr), y -N(CH2CH=CHa)a.

En una realizacién, los grupos -N(R3NA)(R3NB) y -N(R7N4)(R7NB) son iguales, y se seleccionan independientemente
entre: -NMez, -NEtz), -N(nPr)2, -N(Bu)z, -NMeEt, -NMe(nPr), y -N(CH2CH=CHz2)2.

En una realizacion, los grupos -N(R3N4)(R3\B) y -N(R7NA)(R”NB) son iguales, y se seleccionan independientemente
entre: -NMez y -NEtz.

En una realizacién, cada uno de los grupos -N(R3NA)(R3\B) y -N(R7NA)(R7NB) es: -NMez*.
En una realizacién, al menos uno de los grupos -N(R3NA)(R3NB) y -N(R7NA)(R7NB) es diferente de -NEtz.
En una realizacién, cada uno de los grupos -N(R3NA)(R3\B) y -N(R7NA)(R7NB) es diferente de -NEt.

Por ejemplo, en una realizacién, los grupos -N(R3NA)(R3\B) y -N(R7NA)(R7NB) son iguales, y se seleccionan entre: -
NMez, -N(nPr)z, -N(Bu)z, -NMeEt, -NMe(nPr), y -N(CH2CH=CHz)a.

Los grupos HX' y HX?

Cada uno de HX' y HX? es independientemente un acido prético.

Los ejemplos de &cidos préticos incluyen, por ejemplo, acidos inorganicos, tales como acidos halohidricos (por
ejemplo, HCI, HBr, HI), &cido nitrico (HNOs), &cido sulfurico (H2SOa4), y acidos organicos, tales como &cido carboénico
(H2COs) y &cido acético (CH3COOH).

En una realizacion, cada uno de HX' y HX? es independientemente un acido monoprotico.

En una realizaciéon, cada uno de HX' y HX? es independientemente un &cido halohidrico (es decir, un &cido
halohidrico).

En una realizacién, cada uno de HX' y HX? se selecciona independientemente entre HCI, HBr, y HI.
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En una realizacién, HX' y HX? son iguales.

En una realizacion, HX' y HX? son diferentes.

En una realizacién, HX' y HX2 son iguales, y se seleccionan independientemente entre HCI, HBr, y HI. En este caso,
el compuesto (un compuesto de diamino-fenotiazina) se puede denominar convenientemente como un "sal de

bis(haluro de hidrégeno) de diamino-fenotiazina".

En una realizacion, HX' y HX? son cada uno HCIl. En este caso, el compuesto se puede denominar
convenientemente como un "sal de bis(cloruro de hidrégeno) de diamino-fenotiazina”.

En una realizacién, HX' y HX? son cada uno HBI. En este caso, el compuesto se puede denominar
convenientemente como un "sal de bis(bromuro de hidrégeno) de diamino-fenotiazina”.

En una realizacion, X' y X2 son cada uno HI. En este caso, el compuesto se puede denominar convenientemente
como un "sal de bis(yoduro de hidrogeno) de diamino-fenotiazina".

Algunas combinaciones preferidas
En una realizacion:

cada uno de R' y R® es independientemente -H, -Me, o -Et; y
cada uno de los grupos -N(R3VA)(R3NB) y -N(R7NA)(R7NB) gs independientemente -NMe:z o -NEtz.

En una realizacion:

cada uno de R' y R® es independientemente -H, -Me, o -Et; y
cada uno de los grupos -N(R3\A)(R3NB) y -N(R7NA)(R7NB) es independientemente -NMex.

En una realizacion:

cada uno de R' y R® es independientemente -H, y
cada uno de los grupos -N(R3VA)(R3NB) y -N(R"NA)(R7NB) es independientemente -NMez o -NEtz.

En una realizacion:

cada uno de R' y R® es independientemente -H, y
cada uno de los grupos -N(R3VA)(R3NB) y -N(R7NA)(R7NB) es independientemente -NMex.

En una realizacion:
cada uno de R' y R® es independientemente -H, -Me, o -Et; y
cada uno de los grupos -N(R3NA)(R3NB) y -N(R7NA)(R"NB) es independientemente -NMe2 o -NEtz; y cada uno de
HX'y HX? se selecciona independientemente entre HCI, HBr, y HI.

En una realizacion:
cada uno de R' y R® es independientemente -H, -Me, o -Et; y
cada uno de los grupos -N(R3VA)(R3NB) y -N(R7NA)(R7NB) es independientemente -NMez; y cada uno de HX' y HX?
se selecciona independientemente entre HCI, HBr, y HI.

En una realizacion:
cada uno de R' y R® es independientemente -H, y
cada uno de los grupos -N(R3NA)(R3NB) y -N(R7NA)(R7NB) es independientemente -NMe2 o -NEtz; y cada uno de
HX'y HX? se selecciona independientemente entre HCI, HBr, y HI.

En una realizacion:
cada uno de R' y R® es independientemente -H, y
cada uno de los grupos -N(R3N4)(R3NB) y -N(R7NA)(R7NB) es independientemente -NMez; y cada uno de HX' y HX?
se selecciona independientemente entre HCI, HBr, y HI.

En una realizacion:

cada uno de R' y R® es independientemente -H, y
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cada uno de los grupos -N(R3VA)(R3NB) y -N(R7NA)(R7NB) es independientemente -NMez; y

cada uno de HX' y HX? es HClI,

—

Me-,
Me

En una realizacion:

cada uno de R' y R® es independientemente -H, y
cada uno de los grupos -N(R3VA)(R3NB) y -N(RNA)(R7NB) es independientemente -NMez; y

cada uno de HX' y HX? es HBr,

—

Me._
Me

En una realizacion:

cada uno de R' y R® es independientemente -H, y
cada uno de los grupos -N(R3VA)(R3NB) y -N(RNA)(R7NB) es independientemente -NMez; y

cada uno de HX' y HX? es HI,

-~

Me

L

Variacion isotdpica

H
|

N .
®>n S NS e

~

Me

HCI

HCI

HBr

HBr

Hi

Hi

En una realizacién, uno o mas de los atomos de carbono del compuesto son ''C, '3C, o '#C. En una realizacion, uno
0 mas de los atomos de carbono del compuesto es ''C.

En una realizacién, uno o mas de los atomos de carbono del compuesto es '°C.
En una realizacién, uno o mas de los atomos de carbono del compuesto es 'C.

En una realizacién, uno o mas de los atomos de nitrégeno del compuesto es °N.

En una realizacién, uno o mas o todos los atomos de carbono de uno o mas o todos los grupos R3NA, R3NB R7NA

R7N8 R!, R%y R es ''C. (O 3C). (O 14C).

En una realizacién, uno o mas o todos los 4&tomos de carbono de uno o mas o todos los grupos R3NA, R3NB R7NA "y

R7NB g5 11C. (O 13C). (O “C).

En una realizacién, los grupos -N(R3NA)(R3\B) y -N(R7NA)(R7NB) son iguales, y son: -N("'"CHa)z. (O -NpCHa)2). (O -

N('#CHs)2).

En una realizacién, el compuesto se selecciona entre los siguientes compuestos, y sales, solvatos e hidratos
farmacéuticamente aceptables de los mismos.
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Otros aspectos de la invencion
Cuando se describe en el presente documento cualquier método de tratamiento, también se describen:

Un compuesto de DAPTZ para su uso en un método de tratamiento de un trastorno cognitivo o del SNC en un
paciente, que padecen un trastorno hematoldgico en el que dicho trastorno es uno que sea susceptible al tratamiento
mediante dicho compuesto de DAPTZ, cuyo método comprende administrar por via oral a dicho paciente una dosis
unitaria que contiene dicho compuesto de DAPTZ en forma reducida cristalina estable como principio activo.

Uso de un compuesto de DAPTZ en la preparacion de una dosis unitaria de un medicamento para su uso en un
método de tratamiento de un trastorno cognitivo o del SNC en un paciente, que padecen un trastorno hematol6gico
en el que dicho trastorno es uno que sea susceptible al tratamiento mediante dicho compuesto de DAPTZ, cuyo
método comprende administrar por via oral a dicho paciente una dosis unitaria que contiene dicho compuesto de
DAPTZ en forma reducida cristalina estable como principio activo.

En un aspecto, la invencion proporciona una unidad de farmaco para el tratamiento de un trastorno cognitivo o del
SNC en un paciente, que padecen un trastorno hematolégico en el que dicho trastorno es uno que sea susceptible al
tratamiento mediante un compuesto de DAPTZ, cuya dosis unitaria contiene dicho compuesto de DAPTZ en forma
reducida cristalina estable como principio activo, a una dosificacion descrita anteriormente (por ejemplo. 100, 200,
300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, o 1000 mg), y que tiene una velocidad de disolucion descrita anteriormente (por
ejemplo, <50 % en 1 hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas, o 5 horas).

Ligandos

También se contempla el uso adicional como indicador de diagnéstico o prondstico, por ejemplo, como ligando para
marcar agregados de proteinas en el cerebro. Los hallazgos del presente documento en los que el efecto cognitivo
(dependiente de la concentracion en el cerebro) comparado con el efecto hematoldgico negativo (que se deduce
procede de la formacién de dimeros) tienen implicaciones también para su uso como ligando.

Dichos compuestos de DAPTZ (ligandos) pueden incorporarse, conjugarse con, quelarse con, o asociarse de
cualquier otra forma con, otros grupos quimicos, tales como isétopos detectables estables e inestables,
radiois6topos, atomos emisores de positrones, marcadores de resonancia magnética, tintes, marcadores
fluorescentes, grupos antigénicos, restos terapéuticos, o cualquier otro resto que pueda ayudar en una aplicacién de
prondstico, diagnéstico, o terapéutica.

Por ejemplo, en una realizacion, el compuesto de DAPTZ es como se ha definido en el presente documento, pero
con la limitacion adicional de que el compuesto incorpora, esta conjugado con, esta quelado con, o esta asociado de
cualquier otra forma con, uno o mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, etc.) etiquetas detectables, por ejemplo, is6topos,
radiois6topos, atomos emisores de positrones, marcadores de resonancia magnética, tintes, marcadores
fluorescentes, grupos antigénicos, o restos terapéuticos.

En una realizacion, el compuesto de DAPTZ es un ligando asi como una etiqueta, por ejemplo, una etiqueta de la

proteina tau (o proteina tau agregada), e incorpora, esta conjugado con, esta quelado con, o estd asociado de
cualquier otra forma con, uno o mas (por ejemplo, 1, 2, 3, 4, etc.) etiquetas detectables. Por ejemplo, en una
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realizacién, el compuesto de DAPTZ es como se ha definido anteriormente, pero con la limitacion adicional de que el
compuesto incorpora, esta conjugado con, esta quelado con, o esté asociado de cualquier otra forma con, uno o mas
(por ejemplo, 1,2, 3, 4, etc.) etiquetas detectables.

Los compuestos de DAPTZ marcados (por ejemplo, cuando se ligan a la proteina tau o a la proteina tau agregada)
se pueden visualizar o detectar por cualquier medio adecuado, y el experto en la materia apreciara que se puede
usar cualquier medio de deteccién adecuado conocido en la técnica.

Por ejemplo, el compuesto de DAPTZ (ligando-etiqueta) se puede detectar de forma adecuada incorporando un
atomo emisor de positrones (por ejemplo, ''C) (por ejemplo, como el atomo de carbono de uno 0 méas grupos alquilo
sustituyentes, por ejemplo, grupos metilo sustituyentes) y detectar el compuesto usando tomografia de emisién de
positrones (PET) tal como es conocido en la técnica.

Dichos compuestos de DAPTZ marcados con ''C se puede preparar adaptando de varias formas los métodos
descritos en el presente documento, por ejemplo, andlogamente a los métodos descritos en los documento WO
02/075318 (véanse las Figuras 11a, 11b, 12) y WO 2005/030676.

Se describe un método para marcar una proteina enferma agregada asociada con un trastorno degenerativo en el
cerebro de un paciente que padece un trastorno hematoldgico cuando dicha proteina enferma agregada es una que
sea susceptible de marcarse con un compuesto de DAPTZ, cuyo método comprende administrar por via oral a dicho
paciente una dosis unitaria que contiene dicho compuesto de DAPTZ en forma reducida cristalina estable como
principio activo marcado.

Las proteinas enfermas agregadas, los compuestos de DAPTZ, y trastornos neurodegenerativos se describen en
otra parte en el presente documento.

Los métodos pueden comprender ademas la etapa de determinar la presencia y/o la cantidad de dicho compuesto
unido a dicha proteina agregada y correlacionar el resultado de la determinacién con la patologia del sujeto.

Cuando se describe en el presente documento cualquier método de marcado, diagnéstico o prondstico, también se
describen:

un compuesto de DAPTZ para su uso en dicho método y uso de un compuesto de DAPTZ en la preparacion de
un indicador diagndstico o pronéstico utilizando dicho método. Las correspondientes realizaciones, preferencias,
e individualizaciones, descritas en el presente documento se aplican mutatis mutandis a estos aspectos.

A lo largo de esta memoria descriptiva, incluyendo las reivindicaciones que la siguen, a menos que el contexto
indique lo contrario, se entendera que la palabra "comprenden" y variaciones tales como “comprende” y “que
comprende” implica la inclusion de un nimero entero o etapa o grupo de nimeros enteros indicados o etapas, pero
no la exclusiéon de ningln otro numero entero o etapa o grupo de nimeros enteros.

Debe destacarse que, como se usa en la memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas del singular
"un", "una" y "el" o "la" incluyen referencia en plural a menos que el contexto dicte claramente lo contrario. De esta
manera, por ejemplo, la referencia a "un transportador farmacéutico" incluye mezclas de dos o mas tales

transportadores, y similares.

Los intervalos se expresan normalmente como de "aproximadamente" un valor particular, y/o a "aproximadamente"
otro valor particular. Cuando dicho intervalo se expresa, otra realizacion incluye desde el un valor particular y/o el
otro valor particular. De manera similar, cuando los valores se expresan como aproximaciones, mediante el uso del
antecedente "aproximadamente", debe entenderse que el valor particular forma otra realizacién.

Todas las combinaciones compatibles de las realizaciones descritas anteriormente estan descritas explicitamente en
el presente documento como si cada una de dichas combinaciones se citara de forma especifica e individual.

Cualquier subtitulo del presente documento es simplemente por comodidad, y no debe tomarse como limitante de la
descripcion de ninguna forma.

La invencion se describird ahora adicionalmente con referencia a las siguientes Figuras y Ejemplos no limitantes.
Los expertos en la materia inventaran otras realizaciones de la invencion a la luz de estas.

Figuras
Figura 1. Disefo de estudio del ensayo clinico TRx-014-001 y 009. Los numeros corresponden a los pacientes en
cada etapa del estudio. 323 pacientes entraron en el estudio base, un sujeto se aleatorizé pero no recibio

medicacién. Los sujetos se trataron con MTC o placebo segun se indica. Tras 24 semanas y 50 semanas, los
sujetos continuaron en 2 extensiones (E1 y E2) del ensayo clinico y después continuaron con el ensayo clinico
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TRx-014-009. Por motivos éticos, los que recibieron placebo en las primeras 24 semanas recibieron 100 mg dvd
en E1. "tvd" significa dosificacién con una frecuencia de tres veces al dia, y "dvd" significa dosificacion a una
frecuencia de dos veces al dia.

Figura 2. Respuesta al tratamiento en CDR moderados a las 24 semanas. Para este grafico, las convenciones de
marcado de "plac" se refieren al placebo, "bajo" se refiere a bajo (100 mg) (véase la nota al pie 1, Tabla 1)
"30 mg" se refiere a una dosis de 30 mg tvd y "60 mg" se refiere a una dosis de 60 mg tvd.

Figura 3. Comparacion de los efectos del tratamiento de rember™ observados mediante adquisicion de imagen
funcional del cerebro mediante SPECT. Se observa una disminuciéon en el flujo sanguineo cerebral regional
(rCBF) en forma de zonas de color blanco en el cerebro.

(1) El analisis SPM muestra regiones en las que la visita 4 tuvo rCBF significativamente inferiores que en la
visita 1 en los sujetos tratados con placebo. Umbral de la diferencia p < 0,005, corregido p < 0,05 para
comparaciones multiples, con significacién tanto de voxel como de cluster. R =derecha, L = izquierda,
A = anterior, P = posterior. La pareja superior de cada panel representa vistas anterior (izquierda) y posterior
(derecha) respectivamente.

(2) El analisis SPM no muestra regiones en las que la visita 4 tuvo rCBF significativamente inferiores que en
la visita 1 en los sujetos tratados con rember™ a 30 mg o 60 mg tvd. Umbral de la diferencia p < 0,005,
corregido p < 0,05 para comparaciones multiples, con significacion tanto de voxel como de cluster.

(3) Ubicaciones de la diferencia dependiente del tratamiento en el descenso entre el valor inicial y la visita 4
en sujetos con CDR leve tratados con placebo, comparado con aquellos tratados con rember™ a 30/60 mg
tvd. Umbral de la diferencia p < 0,005, corregido p < 0,05 para comparaciones mdltiples, con significacién
tanto de véxel como de cluster.

Figura 4. Cambio en ITT/OC ADAS-cog desde los valores iniciales y curvas ajustadas. Para este grafico, las
convenciones de marcado de "placlow" se refiere a sujetos que inicialmente se aleatorizaron al placebo, y que
después se cambiaron a una dosis de 100 mg dvd tras 24 semanas, "bajo" se refiere a una dosis baja (100 mg)
tvd, "30 mg" se refiere a una dosis de 30 mg tvd y "60 mg" se refiere a una dosis de 60 mg tvd.

Figura 5. Disolucion de capsulas en fluido intestinal simulado por dosificacién: Las capsulas de (A) 30 mg y (B)
100 mg se disolvieron inicialmente y después de 24 meses de almacenamiento. La disolucion de la capsula de
100 mg fue mas lenta que la de la capsula de 30 mg y esta diferencia aumentd con el tiempo transcurrido desde
la fabricacion.

Figura 6A. Rember™ inhibe los eventos de nucleacién y la agregacion de tau autocatalitica.
Figure 6B. Rember™ abre una nueva ruta de eliminacién para los agregados de tau.

Figura 7. Relacion entre el tiempo de disolucion y los efectos relativos cognitivos y hematoldgicos. El % de
disolucién se a ajustd segun los siguientes calculos:

Se determind en primer lugar un indice de actividad cognitiva (Cl) como el efecto de tamario ADAS-cog
normalizado a las 50 semanas en cada dosis nominal con respecto al tamafio maximo del efecto observado a
las 50 semanas, usando las estimaciones por minimos cuadrados del tamafo del efecto. Se expreso el
correspondiente indice de actividad hematoldgica (HI) como el cambio normalizado en el recuento de
gloébulos rojos a las 24 semanas para cada dosis nominal con respecto al mayor tamafio del efecto observado
en los glébulos rojos. Se seleccionaron los puntos temporales de 50 semanas para los efectos cognitivos y de
24 semanas para los efectos hematolégicos porque los efectos correspondientes eran maximos en ese
momento. La actividad cognitiva relativa se expresé como el cociente Cl/(Cl+HI) y la actividad hematoldgica
relativa se expres6 como el cociente HI/(CI+HI), y, en ambos casos, estas actividades relativas se
normalizaron a sus correspondientes maximos para todas las dosis. Se utilizé un calculo similar para
expresar el porcentaje relativo del MTC disponible en solucion antes o 30 minutos después con respecto al
total, basado en los datos de solubilidad de las capsulas de 24 meses de edad, cuando las diferencias de
disolucién entre las concentraciones de las capsulas es maximo.

Las relaciones calculadas explicitamente se pueden expresar de la siguiente forma:

ac% cl+(-api] = D%w ..................... (1)
(1- a)f%z cro(-ay] (- D,% e (2)

donde a es un factor de escalado para relacionar las unidades de Cl con las unidades de HI (mediante
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estimacion por minimos cuadrados, se encontré que tenia un valor de 0,645). D3o es el porcentaje de MTC
total disponible procedente de las capsulas de 24 meses a los 30 minutos, y Diota] €S la dosis nominal total
eventualmente disuelta.

Figura 8. Relaciones dosis-respuesta implicadas a las 50 semanas. Tamafos del efecto calculados usando
estimaciones por minimos cuadrados a las 50 semanas. La dos terapéutica eficaz disponible de la capsula de
100 mg fue equivalente a una dosis de aproximadamente 25 mg, lo que indica que las capsulas no permiten
proporcionar el suministro y absorcién de la dosis nominal en una forma terapéuticamente activa.

Figura 9. Diferencias en parametros clave de los glébulos rojos en ratas entre MTC y L-MTx administrados por
via oral durante 14 dias en las dosis diarias indicadas. Las diferencias se muestran en términos de cambio
observado con L-MTx con respecto a MTC. Por ejemplo, a una dosis de 150 mg/kg de L-MTx, el recuento de
glébulos rojos aumenté en >1 x 108/ul y la concentracion promedio de hemoglobina celular aumenté en 3 pg/dl.
El analisis estadistico de los datos se muestra en la Tabla 4. Abreviaturas y unidades: RBC: recuento de glébulos
rojos, 108; HB: hemoglobina, g/dl; MCV: volumen celular medio, fL; MCHC: concentracién promedio de
hemoglobina celular, g/dl; RETI: recuento de reticulocitos, % de gldbulos rojos.

Figura 10. Tasas de excrecion urinaria promedio para MTC oxidado (Ox-MT) procedente de 7 sujetos humanos
adultos tras una dosis de 10 mg oral (promedio, SE). (De DiSanto y Wagner, 1972b).

Figura 11. Tasas de excrecion urinaria promedio para leuco-MTC (L-MT) procedente de 7 sujetos humanos
adultos tras una dosis de 10 mg oral (promedio, SE). (De DiSanto y Wagner, 1972b).

Figura 12. Tasa de excrecion urinaria para Ox-MTC tras una dosis de 10 mg oral.
Figura 13. Tasa de excrecion urinaria para L-MTC tras una dosis de 10 mg oral.

Figura 14. Concentracion de Ox-MT en sangre completa tras administracion intravenosa de 100 mg de MTC (de
Peter et al., 2000).

Figura 15. Concentracién de Ox-MT en sangre completa tras administracién oral de 100 mg de MTC con
(circulos abiertos) o sin (circulos solidos) 800 mg de Mesna (promedio, SE) (de Peter et al., 2000).

Figura 16. Estimacién de la biodisponibilidad aparente basada en la excrecion de MT total (es decir Ox-MT + L-
MT) a T-infinito tras la dosificacién oral, cuando la curva se ha ajustado a la ecuacién empirica:

Recuperacion urinaria = 88,9 — (88,9 x dosis) / (69,7 + dosis)

Tenga en cuenta el valor menor de lo esperado ("P" marcado) para la dosis de 100 mg, resultado notificado por
Peter et al. (corregido para la excrecion esperada en 48 horas).

Figura 17. Tasa de excrecion urinaria de MTC total (umol/h) durante los intervalos de tiempo indicados tras
administracion i.v. (barras de color negro) y oral (barras de color gris) de MTC. Promedio SE, n = 7 (de Peter et
al., 2000).

Figura 18. Primera etapa del modelo: ajustar los datos de concentracion en sangre tras una sola dosis
intravenosa de 100 mg de MTC y datos de la excrecion urinaria escalada tras una uUnica dosis oral de 10 mg de
MTC.

Figura 19. Ajuste entre los datos de concentracion en sangre tras la administracion intravenosa observados por
Peter et al. (Tabla 7) y previstos por el modelo representado graficamente en la Figura 18.

Figura 20. Ajuste de la excrecién urinaria escalada observada de Ox-MT tras una sola dosis oral de 10 mg de
MTC segun DiSanto y Wagner (Tabla 5) y prediccion del modelo (mostrada en la Figura 18) tras una sola dosis
intravenosa de MTC (100 mg).

Figura 21. Ajuste de la excrecién urinaria escalada observada de L-MT tras una sola dosis oral de 10 mg de MTC
segun DiSanto y Wagner (Tabla 5) y prediccion del modelo (mostrada en la Figura 18) tras una sola dosis
intravenosa de MTC (100 mg).

Figura 22. Segunda etapa del modelo: ajustar los datos de concentracién en sangre tras una sola dosis oral de
100 mg de MTC y datos de la excrecion urinaria escalada tras una unica dosis oral de 10 mg de MTC.

Figura 23. Ajuste entre los datos de concentracién en sangre tras la administracién oral observados por Peter et
al. (Tabla 7) y previstos por el modelo representado graficamente en la Figura 22.
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Figura 24. Ajuste de la excrecién urinaria escalada observada de Ox-MT tras una sola dosis oral de 10 mg de
MTC segun DiSanto y Wagner (Tabla 5) y prediccion del modelo (mostrada en la Figura 22) tras una sola dosis
oral de MTC (100 mg).

Figura 25. Ajuste de la excrecién urinaria escalada observada de L-MT tras una sola dosis oral de 10 mg de MTC
segun DiSanto y Wagner (Tabla 5) y prediccién del modelo (mostrada en la Figura 22) tras una sola dosis oral de
MTC (100 mg).

Figura 26. Comparacion de las tasas de excrecién urinaria promedio de MT total indicadas por Peter et al. y las
previstas por el modelo oral mostrado en la Figura 22 para los mismos intervalos. Se muestra la comparacion de
la excrecion total durante 24 horas.

Figura 27. Reproduce la Figura 16, pero incluye la prediccién del modelo ("M") para la excrecién de MTC. El valor
del modelo es mas cercano al previsto por otros estudios que la estimacion notificada por Peter et al. ("P").

Figura 28. Salidas del modelo oral parar C2 (sangre), C4 y C3 se muestran reescalados a sus correspondientes
maximos. Estos se comparan con un modelo triexponencial aplicado al nivel medido de MT en cerebro de cerdo
tras una unica dosis oral.

Figura 29. Relacién entre la eficacia clinica observada de rember™ y el nivel promedio estacionario previsto de
MT en C3 para el régimen de dosificacion de 3 dias. También se muestran los niveles estacionarios previstos de
MT en C3 para los regimenes de dosificacion de 2 dias y 1 dia.

Figura 30. Relacién entre la eficacia clinica observada de rember™ y el nivel promedio estacionario previsto de
MT en C2 para el régimen de dosificacion de 3 dias. También se muestran los niveles estacionarios previstos de
MT en C2 para los regimenes de dosificacion de 2 dias y 1 dia.

Figura 31A. Diferencia entre el tamafio del efecto observado y el tamafio del efecto previsto en funcién del
porcentaje de disolucion de la capsula a 30 minutos. La disolucién de la capsula se determina por la cantidad de
MTC liberado en la fase acuosa en las condiciones de disolucién normalizadas segun la farmacopea europea y
estadounidense.

Figura 31B. Relacion entre el nivel estacionario esperado de MT en el compartimento central (C2, es decir,
sangre) y la pérdida observada de glébulos rojos a las 24 expresado (expresado como fraccion de cambio con
respecto al intervalo normal).

Figura 32. Relacion entre la dosis real actual ("dosis") y la dosis eficaz ("dosis ef") segln los datos de excrecién
urinaria.

Figura 33. Comparacion de la fraccion absorbida prevista para MTC y L-MTx suponiendo que la administracion
de la forma L- MTx elimina la no absorcién en el estdmago (es decir, C1 en la Figura 22).

Figura 34. Relacién entre la eficacia clinica esperada de una forma basada en L-MTx del resto metiltioninio y
nivel promedio estacionario previsto de MT en C3 para una gama de regimenes de dosificacion, de 1 dia a 3
dias.

Figura 35. Relacién entre la eficacia clinica esperada de una forma basada en L-MTx del resto metiltioninio y
nivel promedio estacionario previsto de MT en C2 (sangre) para una gama de regimenes de dosificacion, de 1
dia a 3 dias.

Figura 36. Relacion dosis-respuesta observada para el efecto del MTC en la formulacion de capsula usada en el
ensayo clinico TRx- 014-001 sobre la pérdida de glébulos rojos y relacion dosis respuesta basada en MTC y
esperada para una forma basada en L-MTx de un producto medicinal de metiltioninio administrada en las dosis
indicadas con una frecuencia de 3 dias.

Figura 37. Varios modelos cuantitativos para la progresiéon y tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, tal
como se describe en el Ejemplo 12.

Figura 38. Relacion entre la eficacia clinica esperada de una preparacién basada en L-MTx para una formulacion
de liberacion lenta de 1 dia.

Figura 39. Efecto diferencial de los inhibidores de diferentes sitios sobre la ruta de agregacién tau. El esquema
de la izquierda muestra el sitio de inhibicion de la entrada de tau en la ruta de agregacién de tau (entrada) y el
sitio de la eliminacién potenciado de los agregados de tau de dicha ruta. El efecto de los cambios en ambos sitios
sobre los niveles de PHF en las neuronas se muestra en el panel derecho. La inhibicién de la entrada disminuye
inicialmente el nivel de los PHF, antes de que la velocidad de formacién continde al mismo nivel que antes. La
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eliminacion potenciada de los agregados de tau, sin embargo, da como resultado una disminucién estacionaria
en el nivel de agregados tau.

Figura 40. Agregacion de tau y su eliminacion en la enfermedad de Alzheimer. Los oligdmeros pueden tanto
ensamblarse en PHF filamentosos y/o entrar en la ruta de eliminacion endsémica-lisosémica.

Ejemplos
Ejemplo 1- Ensayo clinico en Fase 2 TRx-014-001
Resumen

Se llevd a cabo un estudio exploratorio de blsqueda de dosis en Fase 2 de 50 semanas para el tratamiento de la
demencia leve y moderada de tipo Alzheimer usando un producto farmacéutico en investigacion (IMP) en el cual el
MTC era el principio activo farmacéutico (API). El estudio era un estudio aleatorizado doblemente enmascarado
controlado por placebo cuyo objetivo primario era investigar los efectos de MTC en tres dosis (30, 60 y 100 mg, cada
una tres veces al dia) comparado con placebo sobre la capacidad cognitivas (medida segun la escala ADAS-cog:
escala de evaluacion de la enfermedad de Alzheimer - subescala cognitiva). Se aleatorizadas 322 sujetos, de los
que 245 (74 %) completaron las primeras 24 semanas de tratamiento. De estos, 227 (93 %) decidieron continuar el
tratamiento durante 6 meses mas, de los que 177 (78 %) completaron 50 semanas de tratamiento el 2 de julio de
2007. El analisis final comprende el andlisis de la poblacion ITT/OC (Intencion de tratar/caso observado) de los 245
sujetos que completaron 24 semanas de tratamiento, y 177 sujetos que completaron 50 semanas de tratamiento el 2
de julio de 2007. El disefio del estudio se resume en la Figura 1. Por motivos éticos, los sujetos inicialmente
aleatorizados para recibir placebo durante la primera fase de 6 meses se cambiaron a la dosis de 100 mg durante la
segunda fase de extension de 6 meses del estudio ("E1").

Analisis de 24 semanas

El resultado preespecificado primario fue un analisis ITT/OC del cambio en la puntuacion de ADAS-cog desde la
inicial a las 24 semanas usando un enfoque de analisis de covarianza que incluyé una evaluacion de la interaccion
entre el efecto del tratamiento con rember™ y la gravedad inicial definida mediante CDR (escala de puntuacion de
demencia clinica). Este andlisis demostr6 un efecto positivo de rember™ a 60 mg tvd que consigui6 una significacion
estadistica en las poblaciones ITT/OC e ITT/LOCF (intencion de tratar/ultima observacion registrada). Se encontré
que la gravedad de la CDR al principio era un cofactor muy significativo, y cuando se incluy6é en el modelo, mostré
que el efecto de rember™ era significativo a las 24 semanas solamente en sujetos que tenian un CDR moderado en
el momento inicial. La falta de descenso en sujetos con CDR leve tratados con placebo evit6 el analisis de eficacia
en este grupo en las primeras 24 semanas. Sin embargo, la eficacia de rember™ se confirmé en este grupo
mediante andlisis funcional por barrido cerebral a las 24 semanas, y por ADAS-cog a las 50 semanas.

Tabla 1. Tamano del efecto ADAS-cog a las 24 semanas en sujetos con CDR moderada (en unidades ADAS-cog)

Dosis(") Estimacion Cl 95 %, valor p®@
bajo (100 mg) -0,42 -4.24, 3,40 0,826

30 mg -4.,02 -7,30, -0,74 0,0172
60 mg -5,41 -9,31 -1,52, 0,0073

1. La dosis de 100 mg se cita como la dosis baja (100 mg)" para indicar que en la presente formulacion, la
eficacia terapéutica de la capsula de 100 mg no se corresponde con la dosis nominal.
2. El valor p es de un ensayo sobre si el valor es significativamente diferente del placebo.

En el analisis del subgrupo de la poblacion ITT/OC que tenia CDR moderado al principio (Figura 2), el tamafio del
efecto de rember™ a la dosis de 60 mg tvd fue -5,4 unidades ADAS-cog y 3,4 unidades MMSE (miniexploracion del
estado mental) (no se muestran los datos de MMSE). Aunque los sujetos tratados con placebo disminuyeron en 5,1
unidades ADAS-cog, no hubo evidencia de descenso en sujetos tratados con rember™ at 30 mg o 60 mg tvd
durante 24 semanas. Las variables no cognitivas del resultado (que miden la perturbacion psiquiatrica y la capacidad
para realizar las actividades cotidianas) también confirmaron las propiedades estabilizadoras de la enfermedad y el
tamano de eficacia de rember™ en el grupo moderado. Los sujetos que recibieron rember™ a la dosis 60 mg tvd,
mostraron un tamafo del efecto de 1,4 - 1,9 unidades en la escala CGIC (impresion de cambio clinico global) a las
24 semanas con respecto al placebo, registrado por asesores clinicos enmascarados para el resto de medidas de
resultado. La relacién de riesgo del no descenso en CGIC para los sujetos tratados con rember™ a la dosis de
60 mg fue 9 veces mejor que el placebo. El parametro de suma de recuadros de CDR, otra medida clinica global,
mostr6 un beneficio de -1,7 unidades. Finalmente, rember ™ a la dosis de 60 mg mostré un beneficio significativa en
la medida ADFACS (escala de evaluacién funcional de la enfermedad de Alzheimer) de las actividades de la vida
cotidiana, con un tamafo del efecto de 3,1 a 6,1 unidades durante 24 semanas. En todos los analisis psicrométricos
a las 24 semanas, la capsula de 100 mg mostré una eficacia minima, consistente con una formulacion defectuosa de
las capsulas a esta concentracion de dosis descrito mas adelante.
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La dosis de 100 mg se cita como la dosis baja (100 mg)" para indicar que en la presente formulacion, la eficacia
terapéutica de la capsula de 100 mg no se corresponde con la dosis nominal. Esto se describe con mas detalle en
los ejemplos siguientes.

Andlisis funcional por barrido cerebral

La prevencion del descenso durante 24 semanas se confirmé independientemente mediante el analisis de los
cambios funcionales por barrido cerebral en 135 sujetos que se sometieron a dos barridos SPECT separados 6
meses de promedio (Figura 3). Mientras que los sujetos que recibieron placebo mostraron el modelo esperado de
deterioro en las regiones frontales y temporo-parietales del cerebro, los sujetos que recibieron rember™ a 30 mg o
60 mg no mostraron evidencias de deterioro en ninguna regién del cerebro. Cuando el subgrupo que tenia CDR
moderado al principio se examind por separado también hubo evidencia de un descenso prominente en los 6 meses
en los sujetos tratados con placebo, que representaba una pérdida del 8 % de funcionamiento del volumen neuronal.
El efecto del tratamiento observado en la poblacién completa también se observé en el subgrupo con CDR leve, lo
que demuestra la eficacia de rember™ en CDR EA leve. El hecho de que hay evidencia objetiva del deterioro
funcional progresivo en el subgrupo leve sin la correspondiente evidencia de descenso en ninguna de las escalas
psicrométricas durante 6 meses confirma la potente influencia de la reserva cognitiva en la EA leve, que aporta
confusién. En su conjunto, a pesar de este efecto, los déficits funcionales iniciales mostrados en el barrido SPECT
se correlacionan fuertemente con la puntuacion ADAS-cog inicial, y la ventaja del tratamiento con rember™
mostrado en la escala ADAS-cog estaba igualmente correlacionada con el beneficio funcional demostrado mediante
el barrido SPECT. La accién de rember™ observada mediante el barrido funcional del cerebro sugiere la capacidad
de rember™ para revertir la patologia del agregacion tau, que se sabe que se produce en las mismas regiones del
cerebro que las que muestran defectos funcionales en el barrido cerebral, es responsable de su capacidad para
evitar el descenso en la funcién cerebral cortical en las mismas regiones. Dada la mayor sensibilidad de SPECT en
la deteccion tanto del descenso como de los efectos del tratamiento, y su capacidad para predecir la respuesta al
tratamiento (véase el analisis de 50 semanas a continuacion), se concluyé que se podria utilizar SPECT como
medida derivada o marcador proxy en futuros ensayos clinicos destinados a demostrar la modificacién de la
enfermedad.

Andlisis de 50 semanas

El estudio de 50 semanas ampli6 y confirmé los hallazgos del estudio de 24 semanas, y demostré beneficios
significativos en sujetos que padecen CDR tanto leve como moderada en las poblaciones globales ITT/OC e
ITT/LOCF (Figura 4; Tablas 2 y 3). Los sujetos originalmente aleatorizados para recibir placebo se cambiaron a la
dosis baja (100 mg) dvd tras 24 semanas. Esto se denomina como el grupo de tratamiento "placebo-bajo". Debido a
la eficacia minima de la dosis baja (100 mg) en cualquiera de las escalas psicrométricas durante las primeras 24
semanas de tratamiento, el grupo de tratamiento placebo-bajo sirvié convenientemente como grupo de comparacién
de la dosis menos expuesta para el estudio de 50 semanas.

El descenso promedio observado para el estudio de 50 semanas en los sujetos tratados con placebo fue 7,8
unidades ADAS-cog (Figura 4). En los sujetos tratados con rember™ a una dosis de 60 mg tvd, el descenso
observado durante 50 semanas no fue significativamente diferente de cero tanto en la escala ADAS-cog como en la
escala MMSE para los sujetos. En la escala ADAS-cog, aproximadamente el 60 % de los sujetos mejoraron o
siguieron igual a las 50 semanas. En la escala MMSE, el 62 % mejoraron o siguieron igual a las 50 semanas. El
riesgo de un paciente sin descenso en cualquiera de las escalas fue aproximadamente 3,4 veces mejor a la dosis de
60 mg que en placebo- bajo. Los correspondientes tamarios del efecto fueron -6,8 unidades ADAS-cog y 3,2
unidades MMSE durante el ensayo clinico de 50 semanas. Ademas del efecto sobre la evolucién de la enfermedad,
hubo una mejora sintomatica inicial a las 15 semanas de 1,6 unidades ADAS-cog y de 0,8 unidades MMSE a la
dosis de 60 mg, comparable a la observada con inhibidores AChE.

Tabla 2. Tamanos del efecto inferidos del andlisis de efectos mixtos a las 50 semanas (en unidades ADAS-cog)

Dosis Estimacién Cl 95 % valor p(')
bajo (100 mg) -4,04 -7,21,-0,87 0,0124
30 mg -3,87 -6,90, -0,84 0,0126
60 mg -6,78 -9,74, -3,82 <0,0001
1. El valor p es de un ensayo sobre si el valor es significativamente diferente de
lacebo.

Tabla 3. Tamarios del efecto inferidos del andlisis por minimos cuadrados a las 50 semanas (en unidades ADAS-

cog)
Dosis Estimacion Cl 95 % valor p(")
bajo (100 mg) -3,59 -5,81, -1,37 0,0015
30 mg -4,37 -6,83, -1,92 0,0005
60 mg -6,50 -8,89, 4,14 <0,0001
1. El valor p es de un ensayo sobre si el valor es significativamente diferente del placebo.
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No hubo deterioro en las escalas no cognitivas en los sujetos con CDR leve en el grupo del placebo durante 50
semanas. Los resultados no cognitivos a las 50 semanas en los sujetos con CDR moderada confirmé los hallazgos
de los andlisis a las 24 semanas. El NPI (inventario neuropsiquiatrico) demostr6é beneficios para el tratamiento con
rember™ durante 50 semanas. Aunque los sujetos en el brazo del placebo tuvieron un descenso de 9,6 unidades en
la escala de perturbacion del paciente y de 4,9 unidades en la escala de estrés del cuidador, no se observd este
descenso en sujetos tratados continuamente con rember™ durante 50 semanas, con los correspondientes tamarnos
del efecto mejores de -9,2 unidades y -4,6 unidades.

El grupo de placebo-bajo comparado con el grupo bajo (100 mg) proporcioné una aproximacion cercana a un disefio
de inicio retardado para confirmar que rember™ es un modificador de la enfermedad en un sentido normativo formal.
Los sujetos que comenzaron mas tarde el tratamiento con una dosis minima de eficacia terapéutica aparente segin
ADAS-cog durante el periodo inicial de 24 semanas permanecieron significativamente diferentes a las 50 semanas
con respecto a los sujetos que habian estado recibiendo la dosis baja (100 mg) continuamente. Ademas, los sujetos
tratados de forma continuada con la dosis baja (100 mg) mostraron retardo en la tasa de evolucion de la
enfermedad. Aunque hubo cierta diferencia en el régimen de dosificacién con capsulas entre los dos grupos (tvd vs.
dvd), los efectos secundarios hematoldgicos, que mostraron un evidente perfil dosis-respuesta, no fueron
distinguibles con respecto a los dos regimenes de dosificacién, respaldando la equivalencia aproximadamente de la
exposicion bioldgica, y por tanto respaldando la inferencia de que rember™ es un modificador de la enfermedad.
Esto también esta confirmado por la capacidad de rember™ para detener la evolucion de la enfermedad durante 50
semanas a la dosis de 60 mg, y reducir la tasa de evolucion de la enfermedad a las dosis de 30 mg y baja (100 mg)
a las 50 semanas.

Resumen de la seguridad clinica de rember™

El perfil global de eventos adversos fue sustancialmente mejor en el ensayo clinico rember™ que para los
inhibidores de AChE (acetilcolina esterasa) a las dosis de tratamiento 6ptimas notificadas en la revision de Cochrane
(Birks, 2006). No hubo diferencias significativas en el riesgo de los sujetos tratados con rember™ a 30 mg o 60 mg
tvd que se retiraron, que experimentaron cualquier evento adverso o se retiraron debido a un evento adverso, en
comparacién con los inhibidores de AChE. La diarrea fue el evento adverso mas frecuente notificado por los sujetos
tratados con rember™, especialmente con la dosis baja (100 mg), muy probablemente debido al transito del
rember™ no absorbido en el intestino distal, ocasionando la repoblacién de la flora intestinal debido a la leve
actividad antibiética de MTC que esta bien documentada en la bibliografia (Kristiansen y Amaral, 1997; Gunics et al.,
2000). Aunque los sujetos que reciben rember™ tienen mayor riesgo de desarrollar diarrea de lo notificado par a los
inhibidores de AChE, los sujetos tratados con rember™ notificaron significativamente menos nauseas, vémito,
anorexia y dolor abdominal, cefalea, fatiga y agitacion. La experiencia de algunos de los centros del ensayo clinico
indic6 que la diarrea se puede controlar con preparaciones probibticas adecuadas (por ejemplo, una preparacion
seca de lactobacillus).

No se observaron cambios de significancia clinica en ninguno de los parametros quimicos clinicos rutinarios. Se
observaron pequenas reducciones en el recuento de glébulos rojos, hemoglobina, metahemoglobina y recuento de
glébulos blancos en sujetos tratados con rember™, y estos cambios estaban relacionados con la dosis. Los cambios
fueron poco importantes para la dosis de 30 mg tvd, pero se convirtieron en estadisticamente significativos para las
dosis de 60 mg y bajo (100 mg) tvd. En el caso de los parametros de los globulos rojos, aparecieron durante 24
semanas, pero se resolvieron durante 50 semanas, excepto por la evidencia de que la dosis 60 mg tvd aumento los
niveles de metahemoglobina a las 24 semanas para estabilizarse posteriormente. A esta dosis, el nivel promedio de
metahemoglobina aumenté desde el valor promedio normal de 0,4 % al 0,8 % de hemoglobina, pero ain por debajo
del limite superior normal (1 %). En el caso de los glébulos blancos, de nuevo los cambios fueron poco importantes
para la dosis de 30 mg tvd, pero para la dosis de 60 mg los valores disminuyeron y después se estabilizaron en
niveles no significativamente diferentes de la dosis de 30 mg durante 50 semanas. Se concluye que la oxidacién de
la hemoglobina mediante una forma oxidada del resto metiltioninio es el mecanismo méas probable responsable de
los cambios en los parametros de los glébulos rojos.

Durante el periodo del estudio, ninguno de estos cambios fue clinicamente significativo, y todos siguieron estando
comprendidos en el intervalo normal. Por tanto, se concluyé que los cambios no producen preocupacion suficiente
en términos de relacién de riesgo/beneficio que afecte el futuro desarrollo clinico de las dosis de 30 mg y 60 mg. La
presente formulacién de la dosis baja (100 mg) no es adecuada para desarrollo clinico adicional debido a un peor
perfil de eficacia/efectos secundarios descrito a continuacion.

Ejemplo 2 - Formulacién y concentracion del producto farmacéutico en investigacion (IMP)

La formulacion de rember™ usada en TRx-014-001 consistié en capsulas de gelatina azul/azul Tamafio 1 que
contenian un relleno semisélido compuesto de MTC, Gelucire 44/14 y Aerosil 200. Se fabricaron ftres
concentraciones por capsula, que solo se diferenciaban en el peso de rellenado, con concentraciones objetivo de 30,
60 y 100 mg de MTC, respectivamente. Se proporcion6 un placebo correspondiente que contenia solamente
Gelucire 44/14. Las capsulas de gelatina dura y la gelatina utilizada para la proteccion de las capsulas cumplen las
directrices actuales respecto a las encefalopatias espongiformes transmisibles.
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La uniformidad de las capsulas se analiz6 mediante el ensayo de uniformidad de aspecto y peso de llenado
(modificado a partir de USP 27), pureza cromatografica (TLC segun lo especificado en USP 27) y disolucién usando
el método de paleta rotatoria de la farmacopea europea y la farmacopea estadounidense. Se produjeron seis lotes
de fabricacién, que se sometieron a ensayo para determinar la uniformidad y la estabilidad.

En estos estudios de disolucién se descubrid que la disolucién de la capsula de 100 mg en todas las condiciones in
vitro era mas lenta que la de la capsula de 30 mg y que esta diferencia aumentaba con el tiempo transcurrido desde
la fabricacion (Figura 5). La capsula de 60 mg tuvo un perfil de disolucion intermedio con respecto a los datos de
30 mg y 100 mg mostrados en la Figura 5. Otros estudios han mostrado que la reticulacion acelerada de las
capsulas de gelatina en presencia de MTC con elevado peso de llenado (es decir, especialmente céapsulas de
100 mg) disminuyé la probabilidad de rotura de la capsula inicial, aunque la disoluciéon posterior desde la capsula
rota fue rapida. Se ha descubierto que el MTC liberado desde la capsula retenia el nivel de bioactividad esperado en
el ensayo de agregacion in vitro Tau (WO96/030766).

Este retraso en la disolucion de la capsula de 100 mg es probable que desplace el sitio de absorcion primario desde
el estbmago al intestino delgado, llevando tanto a una absorcion reducida (produciendo diarrea) y la absorcién de la
mayoria de la dosis bioactiva como una especie dimérica terapéuticamente inactiva. La dosis-respuesta implicada
descrita méas detalladamente a continuacion indica que, en la presente formulacion, la dosis disponible equivalente
cognitivamente activa disponible desde la cdpsula de 100 mg era ~25 mg, cuando se compar6 con las actividades
cognitivas de las dosis de 30 mg y 60 mg.

La presente formulacion limita la extension en la que se pueden explorar clinicamente dosis elevadas de rember™
en futuros ensayos clinicos. Como se describe més detalladamente a continuacién, no existe base teorica para una
meseta de eficacia a la dosis de 60 mg. Se concluyd que la meseta aparente a 60 mg tvd refleja una combinacion de
limitaciones de la solubilidad, disolucién y absorcién del rember™ a dosis elevadas.

Ejemplo 3 - Modelo matematico de la eficacia

Se ha desarrollado un modelo cinético matematico para intentar comprender mejor el proceso de agregacién de Tau
y su relacién cuantitativa con el deterioro cognitivo. La estructura del modelo se ilustra mas adelante en la Figura 6, y
muestra las constantes de velocidad relevantes.

Se usé una amplia gama de entrada de datos experimentales para derivar estimaciones de las constantes de
velocidad clave en el modelo anterior. Estos incluyeron inter alia: estudios clinico-patolégicos cuantitativos que
vinculan la agregacion de Tau y la puntuacién MMSE en el hombre, la estimacion de la velocidad de evolucién de las
etapas de Braak con el tiempo (Braak y Braak, 1991), relaciones dosis de farmaco-respuesta en modelos celulares y
ensayo de union a Tau in vitro, relaciones dosis de farmaco-respuesta en la reduccion de la patologia Tau en
animales transgénicos, y un modelo farmacocinético que vincula la dosis con los niveles estimados disponibles de
rember™ en el cerebro de animales y en el hombre, descritos con méas detalle a continuacion.

Los datos del ensayo clinico se utilizaron para validad este modelo de eficacia que, a su vez, explica las relaciones
entre agregacion de Tau, demencia clinica y perfil de eficacia de rember™. Especificamente, no se necesitan
formalmente asunciones adicionales que implican la acumulacién de proteina B-amiloide u otros factores
neurotransmisores desconocidos. Es sorprendente, dada la complejidad de la patofisiologia de la EA generalmente
asumida en el campo, que un conjunto extremadamente pequeiio de hipotesis y constantes de la velocidad puedan
proporcionar la base completa de un conjunto de relaciones que se pueden definir formalmente y que vinculan la
velocidad de la evolucién de la demencia clinica, la dinamica de la cascada de agregacién de Tau ilustrada
anteriormente y la eficacia de la intervencion terapéutica con un inhibidor de Tau.

Existen importantes inferencias a extraer del modelo para explicar el mecanismo de accién de rember ™. Aunque
aparece priori, y generalmente se asume en el campo, que la inhibicién de la velocidad de agregacion de Tau
mediante la reduccion de la velocidad de k3 (es decir, la inhibicién del lado de entrada) seria importante para
explicar la eficacia, esto no resulta del modelo matematico. El modelo se puede usar para mostrar que el impacto de
un farmaco tedrico que actua solamente en el lado de entrada de la cascada de agregacion (por ejemplo. estrategias
para reduccién la alimentacion de productos corriente arriba en el estadio de tau agregada) proporcionaria
solamente una reduccion transitoria escalonada e la agregacion de Tau que se compensaria con el tiempo debido a
una continuidad en la agregacion. En otras palabras, el impacto tedrico de dicho farmaco seria solamente
sintomatico, y no alteraria la velocidad de avance de la enfermedad, incluso aunque el mecanismo para ser un
modificador potencial de la enfermedad porque se dirige a la patologia primaria. EI modelo muestra que seguiria
existiendo acumulacion progresiva de agregados de Tau con el tiempo, y a la misma velocidad que sin el farmaco.
Esto se debe principalmente a que la ruta de eliminacion de los agregados de Tau permanece inactiva en los sujetos
con EA y se deteriora con el tiempo a una velocidad que se puede medir por la velocidad de la evolucién de la etapa
de Braak con el tiempo. En el caso de posibles estrategias contra Tau, esto se aplica especialmente a enfoques que
estarian basados en la inhibicion de la fosforilacion de Tau, incluso si se supone que la fosforilacion de tau es
fundamental para la velocidad de agregacion de Tau, lo que discuten los inventores (por ejemplo. Wischik et al.,
1997). Esto se aplica ademas a los argumentos basados en la velocidad a la que la proteina B-amiloide deberia, de
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forma aun desconocida, desencadenar la agregacién de Tau, como afirman las versiones actuales de la teoria AB de
la patogénesis de EA (por ejemplo, Selkoe, 2004).

La accién terapéutica mas importante de rember™ se basa en su capacidad para potenciar la eliminacién de los
agregados de Tau mediante disolucion de los agregados y la liberacion de la Tau previamente agregada en forma
de un monémero que se procesa por una ruta de eliminacién mucho mas eficaz, es decir, la ruta proteosémica. En
términos del modelo, la accién clave de rember™ es potenciar o ampliar la constante de velocidad k4b en la Figura
6B. En efecto, esto amplia una nueva ruta de eliminacion de los agregados de Tau anteriormente no disponible. Esta
nueva ruta de eliminacion, la ruta de eliminacion proteosémico, se representa graficamente por la constante de
velocidad kb4 en la Figura 6B.

El potente efecto de la eliminacion mejorado en el modelo cinético se debe al efecto autocatalitico de los agregados,
ya que la velocidad de agregacién es directamente proporcional a la concentracion de agregados. Este es el
mecanismo primario responsable del cambio previsto a largo plazo en la velocidad de evoluciéon de la enfermedad,
que se descubrid en el ensayo clinico TRx- 014-001. El modelo suscita la posibilidad de que rember™, si se
proporciona mucho antes de la evoluciéon de la enfermedad (es decir, en o incluso antes de la MCI clinica), también
podria modificar el deterioro estructural en la ruta de eliminaciéon neuronal y proporcionan un fundamento adicional
para utilizar rember™ como tratamiento preventivo primario.

Un rasgo adicional del modelo cinético es que predeciria un efecto sintomatico temprano debido a la disolucion
inicial de la carga de agregados de Tau existente. El modelo predice que este impulso inicial de la eliminacion de los
agregados existente contribuye a una mejora sintomatica temprana. Esto también se descubrié en el ensayo clinico
en Fase 2 con rember™.

La dltima accién modificadora de la enfermedad de rember™ depende de la extensién de la velocidad constante de
produccion de oligémeros de Tau, y la degradacion continua de la ruta de eliminacién ELM/proteosémica con el
tiempo (que es el determinante final de la velocidad de progresién inherente a través de las etapas de Braak con el
tiempo), puede neutralizarse con una eliminaciéon mejorado debido a la solvatacién/solubilizacion de los oligomeros
de Tau. Puesto que estos factores son directamente proporcionales a la concentracion de agregados, pequefnos
cambios en el perfil farmacocinético del farmaco pueden tener un importante impacto sobre la velocidad de evolucién
de la enfermedad. Estos rasgos del modelo se descubrieron, de nuevo, en el ensayo clinico en Fase 2, y resaltan la
necesidad de maximizar la biodisponibilidad de las especies terapéuticamente activas que se absorben. En
particular, no existe ningin mecanismo inherente en el modelo, en su forma actual, que tenga prevista una meseta
dosis-respuesta.

Ejemplo 4 - Relacion entre la actividad cognitiva y la actividad hematologica

Se produjeron defectos en la formulacién de la capsula de 100 mg, resumidos anteriormente, que condujeron a un
mayor retraso en la disolucion con el tiempo desde la fabricacion. Otros estudios in vitro han mostrado que esto
probablemente se debe a la reticulacion acelerada de las capsulas de gelatina en presencia de MTC con elevado
peso de llenado (es decir, capsulas de 100 mg).

Los estudio in vitro publicados sugieren que la absorcién de MTC es un proceso complejo que depende, en parte, de
una actividad de una tiazina-colorante reductasa de la superficie celular (Merker et al., 1998; Merker et al., 2002;
May et al., 2004). Se ha desarrollado un modelo farmacocinético ("PK") (descrito mas detalladamente a
continuacion) basado en estudios publicados en seres humanos (DiSanto y Wagner, 1972a,b,c; Peter et al., 2000)
que sugiere que la semivida de desaparicion del MTC en el compartimento de absorcién primario es de 30 minutos,
consistente con que el estémago sea el principal sitio de absorcion para un MTC ingerido por via oral.

MTC se encuentra fuertemente ionizado cuando esta en su forma oxidada a pH 7 en un entorno no reductor. De este
modo, tiene baja solubilidad en lipidos. Sin embargo, la reduccién a la forma reducida ("L-MT")por la adicion de dos
electrones conduce a especies no cargadas que se absorben rapidamente. Los estudios in vitro sugieren que esta
etapa de reduccion solamente puede tener lugar fisioldgicamente a pH bajo. Esto explicaria correctamente porqué
es el estbmago el sitio de absorcidon primaria mas probable. Los estudios en roedores, cerdos y primates, indican
que la forma predominante del resto metiltioninio descubierto en los tejidos es la forma L-MT incolora, y que tras la
administracion oral, solamente una pequefia parte contribuye a la forma oxidada, que se puede medir facilmente en
sangre. Es por tanto probable que solamente la forma L-MT pueda atravesar la barrera hematoencefélica, donde se
establece un nuevo estado estacionario entre las formas reducidas y oxidadas dentro de las neuronas. Tras la
administracion intravenosa, se pueden detectar niveles de la forma oxidada en sangre sustancialmente mas
elevados que tras la administracion oral de la misma dosis (Peter et al., 2000). Otros estudios PK en cerdos han
demostrado que esto se debe a una diferencia en el nivel de la forma L-MT circulante tras la administracion oral, y
no, como sugieren Peter et al, debido a una mala biodisponibilidad de la via oral. Esto sugiere que MTC
experimenta reduccion durante la absorcién oral y la posterior distribucién en el tejido.

En las circunstancias en las que se retrasa la disolucién, como en el caso de la capsula de 100 mg utilizada en el
ensayo clinico con rember™, es probable que solo se haya producido la absorcién limitada de la dosis nominal
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mediante el mecanismo de la reductasa descrito. Esto llevaria a una absorcion retardada desde el intestino delgado
a un pH mayor. Sobre la base de los estudios in vitro, se deduce que estas circunstancias favorecerian la formacién
de un dimero de monémeros MTC oxidados que esta bien descrita en la bibliografia (Rabinowitch y Epstein, 1941;
Lewis et al., 1943; Spencer y Sutter, 1979). Debido al apilado antiparalelo, el dimero no tiene carga neta. Por tanto,
se esperaria que una disolucion retardada condujera a una absorcion retardada de MTC en estado oxidado al pH
mas elevado del intestino delgado. De los estudios in vitro, no se esperaria que el dimero tuviera actividad
terapéutica, sino que tendria efectos hematoldgicos debido a su capacidad de oxidar la hemoglobina.

Esta hipotesis de disolucién retardada es coherente con los datos derivados del ensayo clinico con rember™.,
Esencialmente, el ensayo clinico mostr6 que el MTC tiene dos acciones farmacolégicas sistémicas: efectos
cognitivos y efectos hematolégicos, Los efectos cognitivos no muestran una relacion dosis-respuesta monoténica,
mientras que los efectos hematoldgicos si lo hacen (Figura 8). Esto sugiere que dos especies diferentes son las
responsables de ambos tipos de actividad farmacologica: MTC absorbido como la forma L-MT no cargada que es la
responsable de la actividad cognitiva beneficiosa, y MTC absorbido como especie dimérica oxidada que es la
responsable de la oxidacién de la hemoglobina. Si esto fuera asi, se esperaria poder derivar una relacién que
vinculara el tiempo de disolucion con las dos actividades farmacol6gicas diferentes para diferentes concentraciones
de capsula. Se ha descubierto indudablemente que este es el caso, como se muestra en la Figura 8.

Se descubrié una correlacion muy fuerte (r = 0,996) entre la disolucién normalizada expresada como porcentaje
disuelto antes o después de 30 minutos, y los indices relativos normalizados de actividad cognitiva o actividad
hematolégica. Para la disolucion relativa, se calculd el porcentaje de la disolucién total que se produce in vitro antes
o después de 30 minutos. El correspondiente reparto de la actividad farmacolégica total se derivé como se muestra
en la Figura 7.

Se debe recordar que la actividad cognitiva relativa para cada dosis nominal se expresa como proporcion de la
actividad farmacolégica total (es decir, cognitiva y hematoldgica) para cada dosis nominal. Por tanto, aunque la dosis
de 30 mg tiene un efecto cognitivo absoluto menor que la dosis de 60 mg, tiene un indice relativo de actividad
cognitiva mayor con respecto a la actividad farmacoldgica total, ya que tiene menos actividad hematolégica que la
dosis de 60 mg.

Por el contrario, la falta de una relacién dosis-respuesta monotona observada en el andlisis de la puntuacién ADAS-
cog a las 50 semanas implica que la dosis terapéutica eficaz disponible de la capsula de 100 mg era como se indica
en la Figura 8, es decir, aproximadamente 25 mg, o un cuarto de la dosis nominal, similar a la dosis de 30 mg en su
actividad a las 50 semanas. Este es el motivo por el que, en el andlisis presentado anteriormente, la dosis de 100 mg
se indicaba como "baja (100 mg)" para denotar que la formulacién de estas capsulas no permitié proporciona el
suministro y absorcion de la dosis nominal esperada en esta forma terapéuticamente activa. Pareceria que un
determinante principal de la actividad terapéutica del cerebro es dependiente de la absorcion en la forma L-MT, que
puede estar mediada por la capacidad de esta forma para atravesar la barrera hematoencefalica.

Este analisis sugiere que es posible disociar los efectos cognitivos beneficiosos del resto metil-tioninio del MTC de
sus indeseables efectos hematoldgicos si se optimiza la formulacion. Tal como se ha descrito en la solicitud de
patente no publicada anteriormente presentada (PCT/GB2007/001103, cuyo contenido se ha incorporado por
referencia en el presente documento de manera especifica), una forma novedosa de sal reducida estabilizada
(designada como "L-MTx") tendria la ventaja de rodear la actividad reductasa que es necesaria para la absorcion del
resto metiltioninio del MTC. Se ha descubierto que el L-MTx estable tiene mayor solubilidad que el MTC, y tras su
disolucion permanece sustancialmente en su estado reducido incoloro durante mas de 1 h, lo que permite la
absorcion directa como especie de metiltioninio reducida. Una ventaja adicional del L-MTx estabilizado puede ser
que se puede conseguir una eficacia incluso superior porque se pueden absorber dosis mas elevadas de la forma
terapéuticamente activa sin limitacion derivada de la capacidad de la tiazina colorante reductasa gastrica por una
parte, y los efectos secundarios hematoldgicos y la diarrea por la otra. Eso se analiza detalladamente mas adelante.

Como se predice en el presenta analisis, se ha descubierto que la forma de sal L-MT tiene una toxicidad
hematolégica significativamente inferior que el MTC. La Figura 9 muestra las diferencias entre MTC y L-MTx para
una gama de dosis orales en términos de parametros clave de glébulos rojos en ratas que recibieron una dosis diaria
durante 14 dias. Como se puede observar, los animales que recibieron dosis de L-MTx tienen recuentos de glébulos
rojos ("RBC") mayores, mayores niveles de hemoglobina ("HB") y mayor concentracién de hemoglobina en glébulos
rojos ("MCHC"). El volumen corpuscular medio ("MCV") fue menor, lo que indica que se liberan mas glébulos rojos
maduros desde la médula 6sea, y que la reticulosis ("RETI") inducida por los efectos hemoliticos del MTC era
reducida

Tabla 4. Andlisis estadistico de las diferencias en los parametros clave en globulos rojos en ratas entre las dosis de

MTC y L-MTx.
Dosis (mg/kg) | Diferencia con respecto a MTC | valor p
Hemoglobina (g/dl)
0(") -0,39 0,427
15(3) 0,80 0,106
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45@), 1,43 0,00465
1500, 3,03 <0,0001
Concentracion promedio de hemoglobina celular (g/dl)
oM 0,26 0,780
15(3) 0,80 0,392
45@), 1,93 0,0414
1502 6,05 <0,0001
Volumen celular medio (fl)
o 0,08 0,961
15(3) -1,18 0,475
45@), -7,07 <0,0001
150@ -9,14 <0,0001
Recuento de glébulos rojos (105/ml)
o -0,27 0,171
15(3) 0,41 0,041
45@), 1,17 <0,0001
150@ 1,06 <0,0001
Reticulocitos ( % de globulos rojos)
ot -0,08 0,973
15(3) -0,54 0,816
45@ -6,53 0,0063
1502 -7,59 0,0022
Reticulocitos ( % de globulos rojos)
1. El valor p es de un ensayo sobre si el valor de una sola dosis de vehiculo es significativamente
diferente de cero.
2. El valor p es de un ensayo sobre si el valor es significativamente diferente de una sola dosis de
vehiculo.

Ejemplo 5 - Estudios disponibles

Como puede observarse de la discusion anterior, la optimizacién de una dosis terapéutica adecuada de MTC y su
formulaciéon es un punto complejo. Una barrera importante para ello es la falta de un modelo farmacocinético
adecuado. Aunque se han realizado intentos de generar un modelo PK, son contradictorios y no tienen en cuenta
todos los datos disponibles. Por tanto, se necesité un enfoque completamente nuevo para desarrollar un modelo PK.
Antes de presentarlo, se resumen los datos y modelos disponibles.

Se han publicado tres estudios de MTC en seres humanos. Estos se resumen en primer lugar, y después discuten
conjuntamente. Existe otro estudio adicional publicado en seres humanos (Rengelshausen et al., (2004)
Pharmacokokinetic interaction of chloroquin and metilene blue combination against malaria. Eur. J. Clin. Pharmacol.
60: 709-715) que no se utiliza en el presente documento, ya que su metodologia y sus hallazgos son similares a los
de Peter et al. (2000) descrito a continuacion.

1) Estudio de la técnica anterior 1

El primer estudio sistematico de referencia se llevé a cabo por DiSanto y Wagner (1972) y se notifica en una serie de
tres articulos, dos de los cuales se resumen a continuacion.

1a) DiSanto AR y Wagner JG (1972a) Pharmacokinetics of highly ionized drugs |: whole blood, urine and tissue
assays. J Pharmaceut Sc 61: 598-6 01

El articulo informa de un método de analisis de MTC en sangre completa, orina y tejidos. Esencialmente, el método
consiste en preparar la matriz acuosa con una elevada concentracién de sales (> 2 M), extraer el MTC en
dicloroetano, y medir la absorbancia del extracto total en dicloroetano a 660 nm. Se encontrd en la orina una forma
leuco estabilizada del MTC ("leuco-MTC"), pero no se identificé quimicamente. Esta se podria haber analizado
convirtiéndola en primer lugar en "MTC libre" por adicion de HCI 5 N y calentando en un bafio de agua en ebullicién
durante 2 min antes de su extraccién en dicloroetano. La diferencia entre el MTC recuperado de la orina después del
tratamiento &cido y el MTC recuperado sin tratamiento acido ("MTC libre") se notifica como "leuco-MTC".

1b) DiSanto AR y Wagner JG (1972b) Pharmacokinectis of highly ionized drugs Il: absorbtion, metabolism and
excretion in man and dog after oral administration. J Pharmaceut Sc 61: 1086-10 90.

En este estudio, 7 varones voluntarios adultos con edades comprendidas entre 21 y 40 afos y que pesaban entre
54,5y 95,3 kg tomaron 10 mg de MTC USP. Se recogié orina en los intervalos tabulados a continuacion. Las tasas
de excrecion urinaria promedio del MT oxidado ("Ox-MT", también denominado "MT libre") y leuco-MT ("L-MT") con
sus correspondientes errores estandar se muestran en la Tabla 5, y en las Figuras 10y 11.
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Tabla 5. Tasas de excrecién y error estandar ("se") para el MTC oxidado ("Ox-MT") y MTC reducido ("L-MT") segun

DiSanto y Wagner (1972).
Tiempo (h) | Tiempo inter (h) | Ox-MT (pg/h) se-Ox L-MT (mg/h) se-L
0,5 0,25 2,31 1,06 14,01 6,98
1 0,75 20,59 5,05 385,06 97,98
2 1,5 38,66 7,50 659,14 104,79
3 25 50,56 14,50 474,29 96,93
4 3,5 40,66 8,76 384,43 49,37
6 5 53,01 12,37 290,50 49,26
9 7,5 42,86 17,55 120,29 29,91
24 16,5 37,99 6,43 78,72 13,77
33 28,5 24,34 7,563 41,87 9,91
48 40,5 11,02 2,43 26,77 5,18
57 52,5 5,00 1,16 14,11 5,49
72 64,5 4,98 1,31 7,88 2,29
81 76,5 2,53 0,69 6,39 2,05
96 88,5 1,74 0,48 3,09 1,53
105 100,5 1,23 0,43 3,02 1,60
120 112,5 0,88 0,28 1,91 0,83
Tabla 6. Datos de excrecion urinaria para Ox-MTC y L-MT
Parametro Libre Leuco
Kel 0,2263 0,2430
K12 0,7506 0,2962
K21 0,2381 0,1040
Ka 0,1626 0,9654
Tlag (h) 0,2078 0,2381
VcF (1) 29,7918 8,2607
Correlacion (prom., obs vs pred) 0,9878 0,9920

Parametros secundarios no compartimentales

F 0,1483 0,4982
Ve (1) 4,4188 4,1152
Cl (I/h) 6,7420 2,0074
ABC (ug/h) 1483,24 4981,55
Excrecién urinaria ( % del total) 22,94 % 77,06 %
MRT (h) 24,5000 16,8774
T2 (distribucion, h) 0,5930 1,1530
T2 (eliminacion, h) 15,0364 16,4953

En la tabla se utilizan las siguientes abreviaturas normalizadas: Kel (velocidad de eliminacién termina
constante), K12 (velocidad constante de transferencia desde el posible compartimento 1 al compartimento 2),
K21 (velocidad constante de transferencia desde el posible compartimento 2 al compartimento 1), Ka (constante
de velocidad de absorcion)), Tlag (tiempo de retraso en la absorcion antes de que el farmaco aparezca en e
compartimento central (es decir, la sangre)). VcF (Vc x F), F (biodisponibilidad calculada), Vc (volumen de
distribucion tedrico del farmaco en el compartimento central), AUC (area bajo la curva, una medida del farmaco
total en sangre), MRT (tiempo medio de residencia, tiempo hasta que se elimina un 63,2 % de la dosis
administrada), T2 (semivida).

De los datos de excrecién urinaria, Ox-MT y L-MT difieren con respecto a la fase de distribucién y biodisponibilidad
aparente. Sin embargo, la semivida de eliminacién terminal (-16 h) y el volumen central aparente corregido (4 |) son
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comparables (Tabla 6). La recuperacion urinaria total es de 6,465 mg (es decir, un 65 % de la dosis), de la que un
23 % se excreta domo Ox-MT y un 77 % se excreta como L-MT.

2) Estudio de la técnica anterior 2

Este se describe en Peter C, Hongwan D, Kupfer A, Lauterberg BH (2000) Pharmacokinetics and organ distribution
of intravenous and oral metilene blue. Eur J Clin Pharmacol 56: 247-250.

En este estudio, 7 voluntarios humanos (4 varones, 3 mujeres) con edades 19 - 53 recibieron MTC 100 mg (313 uM)
en 3 con al menos 1 semana de separacion, bien como una Unica inyeccion i.v (20 mg/ml en NaCl al 0,9 % durante
30 s) o dos capsulas de gelatina de 50 mg, o dos capsulas de gelatina de 50 mg junto con 800 mg de Mesna
(mercaptoetanosulfonato de sodio). Se incluyé el efecto farmacocinético de la administracion simultdnea de Mesna
debido al uso clinico del MTC en pautas quimioterapéuticas contra el cancer basadas en ifosfamida en las que se
administra Mesna simultdneamente para evitar la urotoxicidad.

La metodologia analitica de la sangre difiere de la utilizada por DiSanto y Wagner en los siguientes aspectos:
« Inclusién de un patron interno
» Uso de hexanosulfonato de sodio como par iénico para potenciar la extraccién en dicloroetano
» Separacién cromatografica con una columna Nucleosil 100-5 CN con fase movil isocratica, con monitorizacion
del flujo de salida a 660 nm.
Peter et al. también midieron la excrecion urinaria de Ox-MT y L-MTC en 24 h, pero solamente notificaron promedios
de excrecion total en intervalos que finalizaban a las 2, 4, 6, 10, 14, 24 h después de la dosis. Se dice que el modelo
analitico en orina era esencialmente idéntico al de DiSanto y Wagner.
Los autores no tabularon los resultados, pero los mostraron graficamente como se reproduce en las Figuras 14y 15.
Se han leido los datos de dichos graficos, y se tabulan a continuacion.

Tabla 7. Concentracion de Ox-MT en sangre completa tras administracion 1V de 100 mg de MTC.

Tiempo (h) Ox-MT en sangre (umol/l)
0,09 6,06
0,15 3,32
0,24 1,73
0,33 1,65
0,5 0,78
0,65 0,61
0,83 0,39
1,01 0,41
1,99 0,26

4 0,18.

Tabla 8. Concentracién de Ox-MT en sangre completa tras administracion oral de 100 mg de MTC (promedio con y

sin Mesna).
Tiempo (h) Ox-MT en sangre (umol/l)

0 0
0,09 0,00064
0,15 0,0011
0,24 0,0064
0,33 0,017
0,5 0,041
0,83 0,055
1,01 0,064
1,99 0,069

4 0,038

Peter et al notificaron los siguientes parametros farmacocinéticos (Tabla 9).
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Tabla 9. Parametros farmacocinéticos notificados por Peter et al. (2000) para MTC administrado por las vias

intravenosa y oral.

Parametro v Oral
ABC (umol/min/ml) 0,134 0,011
Cl (I/h)" 3

% de dosis excretada en orina a las 24 h 28,6 18,6
Eliminacion estimada TVz:

sangre (1-4h, h) 5,25

orina (4 - 24 h, h) 6,6
1. Cl: eliminacidn, el volumen de sangre aclarada de farmaco en unidades de tiempo.

Peter et al. destacaron ademas que la fraccion de MT excretada en la orina en la forma L-MB era aproximadamente
1/3 del total, y esto no difirié entre la dosificacion oral e IV.

3) Estudio de Ia técnica anterior 3

Este se describe en Moody JP, Allan SM, Smith AHW, Naylor GJ (1989) Metilene blue excretion in depression. Biol
Psychiat 26: 847-858.

Se trata de un estudio limitado de excrecion urinaria en 24 h durante un periodo de ensayo de 3 semanas en sujetos
con depresion que toman 15 mg/dia (5 mg t.v.d.) o 300 mg/dia (100 mg t.v.d.). La recogida de orina en veinticuatro
horas se obtuvieron de 7 sujetos al final de 7, 14 o 21 dias de tratamiento. Se dice que el método analitico en orina
como el de DiSanto y Wagner. Los resultados se resumen en la Tabla 10 siguiente.

Tabla 10. Resumen de datos de excrecion urinaria de MTC en seres humanos segun el estudio de Moody et al.

(1989).
Estudio de dosis repetida (15 mg/24 h) Ox-MT (mg) L-MT (mg)
Dias
7 6,1 7,2
14 5,3 8
21 6,1 6,4
excrecién urinaria en 24 h (mg) 5,8 7,2
% de excrecion urinaria total 44 8% 55,3%
F (biodisponibilidad aparente) 0,39 0,48
Estudio de dosis repetida (300 mg/24 h)
Dias
7 43,9 75,6
14 11 71,6
21 45,2 60,4
excrecién urinaria en 24 h
(mg) 43,4 69,2
% de excrecién urinaria total 38,6% 61,5%
F (biodisponibilidad aparente) 0,14 0,23
Estudio de dosis Unica Ox-MT L-MT Total-MT
(mg) (mg) (mg)
Dosis (mg)
25 14,9 2.8 17,7
50 28,1 2,7 30,8
100 33,5 6 39,5
% de excrecién urinaria total 25 84,2% 15,8%
50 91,2% 8,8%
100 84,8% 15,2%
F (biodisponibilidad aparente) 25 0,60 0,11 0,71
50 0,56 0,054 0,62
100 0,34 0,060 0,40

Los datos de dosis Unica de este estudio se combinaron con los estudios de DiSanto y Wagner y Peter et al. para
proporcionar una estimacion de la biodisponibilidad oral aparente basandose en la excrecién urinaria a 48 h de la MT

total.
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Discusion de los resultados clave

Existen varios aspectos en los que los modelos desarrollados sobre la base de los datos tabulados anteriormente
son inconsistentes. El mas importante es que la semivida de eliminacién terminal deducida por Peter et al. (5,5 - 6,3
h) a partir del andlisis de los datos de concentracion en sangre son inconsistentes con la semivida de eliminacion
terminal deducida por DiSanto y Wagner (15 - 16,5 h) a partir de los datos de excrecién urinaria. También es
inconsistente con la decoloracién prolongada de la orina observada tras la administracion intraquirargica IV de MTC
para localizar las glandulas paratiroideas para cirugia (Kuriloff y Sanborn, 2004). El problema surge porque Peter et
al. (2000) basaron sus estimaciones en los datos de la sangre obtenidos a las 4 h o0 a las 12 h en el caso de
Rengelshausen et al. (2004) que siguieron el mismo enfoque farmacocinético. Este analisis no consigue tener en
cuenta la fase de eliminacién terminal, debido a las dificultades técnicas que aparecen en la estimacion de los
niveles de Ox-MT en sangre, incluso usando CL-EM (cromatografia de liquidos - espectrometria de masas) una vez
que los niveles en sangre son inferiores a los limites de deteccion. La fase de eliminacion terminal se puede analizar
mejor usando los datos de excrecion urinaria. Aunque es bien sabido que la tasa de excrecion urinaria puede
proporcionar una forma valida de estimar la constante de velocidad de eliminacién en sistemas simples (por ejemplo,
Gibaldi y Perrier (1982) Pharmacokinetics), el problema con los datos disponibles sobre MTC es complejo, y no
existe una forma evidente de vincular los datos en sangre y los datos de excrecion urinaria en un Unico modelo
integrado coherente que pueda tener en cuenta ambos casos de dosificacion oral e IV. Proporcionar una solucién a
este problema es fundamental para el desarrollo de un modelo predictivo adecuado que se pueda utilizar para
estimar | dosificacion de MTC u otras formas de MT para el tratamiento de la EA y en otros contextos terapéuticos.
La solucién a este problema se describe a continuacién.

Ejemplo 6 - Desarrollo de un modelo farmacocinético integrado

i) Biodisponibilidad oral

Los datos de Peter et al. proporcionan una indicacion util de los niveles sanguineos después de la administracion
oral, comparados con la administraciéon IV. La comparacién de los valores de ABC en el periodo de tiempo de 4
horas indica que los niveles en sangre después de la administracion oral son el 8,2 % de los observados tras la
administracion IV. Sin embargo, esta estimacion no se puede utilizar para determinar la biodisponibilidad oral. Es
inconsistente con los datos de recuperacion de orina de 24 h de Peter et al., donde se descubrid que la recuperacion
de orina tras la dosificacion oral era el 65 % de la obtenida tras la dosificacion IV (véase Tabla 5). Esta cifra es
comparable con los datos de excrecion urinaria obtenidos en los estudios de DiSanto y Wagner y de Moody et al.

Los datos de estos estudios se combinaron en la Figura 16 para proporcionar una estimacion global de la
biodisponibilidad oral. Se sugiera una cifre entre 40 % - 80 % dependiendo de la dosis en el intervalo 10 - 100 mg.
Es también evidente de la Figura 16 que existe una reduccién de la biodisponibilidad dependiente de la dosis tal
como se determina mediante la recuperacién de orina tras la dosificacion oral.

Existe, por tanto, una discrepancia entre la estimacién de la biodisponibilidad oral determinada a partir de las
mediciones directas en sangre y la determinada a partir de la excrecion urinaria. Esto implica que los bajos niveles
en sangre observados tras la dosificacién oral no se pueden explicar simplemente por una limitacion en la absorcién,
como sugieren Peter et al. (2000). Es mas probable que los bajos niveles en sangre observados tras la dosificacion
oral reflejen una diferencia en el volumen de distribucion aparente de MTC administrado por via oral y por la via IV.
La captacion temprana rapida en el tejido fue confirmada por DiSanto y Wagner que notificaron que un 29,8 % de la
dosis intravenosa del MTC podria recuperarse en el corazén, pulmén, higado y rifién a los 2 minutos después de la
administracion en rata. Esta imagen de una fase temprana de distribucion rapida seguida 10 h después por una fase
de eliminacion lenta también es consistente con los datos de excrecidn urinaria mostrados en las Figuras 12 y 13.
Por tanto, los datos en sangre recogidos en el transcurso de 4 h, segun Peter et al., no son suficientes para definir
una estimacién valida de la redistribucién de MT entre los compartimentos de absorcién, central y periférico.

ii) Modelo construido combinando los datos sanguineos de Peter et al. (Tablas 7 y 8) y los datos de excrecion
urinaria de DiSanto y Wagner (Tabla 5)

Un enfoque para derivar un modelo farmacocinético a partir de los estudios disponibles es utilizar ecuaciones
diferenciales lineales para determinar directamente un sistema de compartimentos que se puedan ajustar a los
conjuntos de datos disponibles. Los datos utilizados son el conjunto de datos de DiSanto y Wagner de excrecién
urinaria para 7 sujetos relacionado en la Tabla 5, que tiene en cuenta la excrecién diferencial entre Ox-MT y L-MT.
Esto se combina con los datos de niveles sanguineos de Peter et al relacionados en las Tablas 7 y 8, también
basados en 7 sujetos. Se supone que los datos de DiSanto y Wagner se pueden vincular con los conjuntos de datos
de concentracién en sangre tras dosificacion oral e IV después de un escalado adecuado sobre la base de que los
perfiles de excrecién urinaria determinados por Peter et al. eran similares para las dos vias de administracion (Figura
17).

Sin embargo, el conjunto de datos de excreciéon urinaria de DiSanto y Wagner se utiliza para el ajuste con
preferencia sobre los datos de Peter et al. porque este Ultimo no tiene en cuenta explicitamente la excrecién
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diferencial entre Ox-MT y L-MT, y porque los intervalos de muestreo son mas amplios comparados con los
disponibles del conjunto de datos de DiSanto y Wagner.

La modelizacién se realizd en dos etapas:

En la primera etapa, los datos de concentracion en sangre de Peter et al. a las 4 h después de una sola dosis IV
de 100 mg de MTC se combinaron con el conjunto de datos de excrecion urinaria de DiSanto y Wagner a 120 h
para una unica dosis oral de MTC de 10 mg. La segunda etapa fue ver si el mismo sistema compartimental, o
uno similar, se puede usar para ajustar los datos de concentracién de sangre de Peter et al. después de una
Unica dosis oral de 100 mg de MTC, combinados con el conjunto de datos de excrecion urinaria de DiSanto y
Wagner a 120 h para una Unica dosis oral de MTC de 10 mg. En ambos casos, los parametros de escalado para
permitir la diferencia de 10 veces en la dosis se estimaron mediante los correspondientes modelos.

La Figura 18 muestra la mejor distribucion de compartimentos y las correspondientes constantes de velocidad que
se pudieran ajustar a los tres conjuntos de datos (datos de concentracién en sangre tras la dosificacion 1V de Peter
et al [Tabla 7], datos de Ox-MT en orina [Tabla 5] y datos de L-MT en orina [Tabla 5] de DiSanto y Wagner). El
compartimento central es C2. Los parametros de escalado para permitir el hecho de tener una diferencia de diez
veces entre las dosis utilizadas para obtener los conjuntos de datos en sangre y en orina se estimaron
explicitamente mediante el modelo de Ox-MT en orina (S-Ox) y L-MT en orina (S-L) y se muestran en la Tabla 11. La
solucién al modelo requiere dos compartimentos periféricos, mostrados como C3 y C4 en la Figura 18, y un
compartimento de excrecién adicional (C5). Existen dos salidas desde C5, uno que representa la excrecion urinaria
observada escalada para L-MT (designada K50 en la Tabla 11), y una segunda salida que representa una pérdida
no medida (designada como K500 en la Tabla 11), que se supone representa el metabolismo hepatico secundario de
MT que se excreta mediante la bilis como metabolito no medido. La salida de C3 (designada K30 en la Tabla 11)
representa la cantidad media como Ox-MT urinaria. Los porcentajes mostrados representan repartos de la excrecion
total prevista a las 120 h, estimadas a partir de los correspondientes valores de ABC.

Los parametros estimados por el modelo se relacionados en la Tabla 11 siguiente.

Tabla 11. Los parametros del modelo estimados a partir de una Unica dosis intravenosa de 100 mg de MTC. Las
constantes de velocidad son las indicadas en la Figura 18. K50 es la constante de la velocidad de tasa de excrecion
urinaria a partir de C5, y K500 es la presunta constante de velocidad de excrecién hepatica a partir de C5. V2 es el
volumen de distribucién aparente de MT en C2 calculado por el modelo. SOx y S-L son los parametros de escalado
calculados por el modelo para tener en cuenta el hecho de que los datos urinarios proceden de un experimento en el
que MTC se administré a una dosis oral de 10 mg, y los datos en sangre proceden de un experimento en el que
MTC se administré como una sola dosis IV de 100 mg.

Parametro Estimacién

K23 1,60
K24 3,94

K30 0,0093

K32 0,088
K42 0,87
K45 0,28
K50 0,78
K500 0,081
S-Ox 10,6
S-L 6,3

V2 66,03

Correlaciones (observadas vs previstas):

Sangre 0,98
Ox-MT urinario 0,96
L-MT urinario 0,98

En la segunda etapa, el mismo modelo béasico se ajustd a los datos de concentracién en sangre de Peter et al. tras
una sola dosis oral de 100 mg de MTC (Tabla 8), y los datos escalados de excrecion urinaria de DiSanto y Wagner
(Tabla 5) tras una sola dosis oral de 10 mg de MTC.

La Figura 22 muestra la mejor distribucion de compartimentos y las correspondientes constantes de velocidad que
se pudieran ajustar a los tres conjuntos de datos (datos de concentracién en sangre tras la dosificacién oral de Peter
et al [Tabla 7]. datos de Ox-MT en orina [Tabla 5] y datos de L-MT en orina [Tabla 5] de DiSanto y Wagner). El
modelo oral supone dos compartimentos adicionales antes del compartimento central (C2). Son C1 (el
compartimento de absorcién primario, que se supone que corresponde al estdmago), y un segundo compartimento
pre-central (C6, que supuestamente representa el metabolismo hepatico con el metabolismo de primer paso). Existe
una pérdida de C1 (designada K100 en la Tabla 12) que presuntamente representa el MTC no absorbido, y una
pérdida adicional desde C6 (designada K600 en la Tabla 12) que presuntamente representa la pérdida debida al
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metabolismo de primer paso. Los parametros de escalado para permitir el hecho de tener una diferencia de diez
veces entre las dosis utilizadas para obtener los conjuntos de datos en sangre y en orina se estimaron
explicitamente mediante el modelo de Ox-MT en orina (S-Ox) y L-MT en orina (S-L) y se muestran en la Tabla 12.
Como para el modelo 1V, la solucién al modelo requiere dos compartimentos periféricos, mostrados como C3 y C4
en la Figura 22, y un compartimento de excrecién adicional (C5). Existen dos salidas desde C5, uno que representa
la excrecion urinaria observada escalada para L-MT (designada K50 en la Tabla 12), y una segunda salida que
representa una pérdida no medida (designada como K500 en la Tabla 12), que tedricamente representa el
metabolismo hepatico secundario de MT que se excreta mediante la bilis como metabolito no medido. La salida de
C3 (designada K30 en la Tabla 12) representa la cantidad media como Ox-MT urinaria. Los porcentajes mostrados
representan repartos de la salida total prevista del sistema de excreciéon a las 120 h, estimadas a partir de los
correspondientes valores de ABC.

Los parametros estimados por el modelo se relacionados en la Tabla 12 siguiente.

Tabla 12. Los parametros del modelo estimados a partir de una Unica dosis oral de 100 mg de MTC.
Parametro Estimacién

K100 0,44
K16 1,68
K23 1,39
K24 0,67
K30 0,016
K32 0,091

K42 0,00095
K45 2,059
K50 1,45
K500 0,61
K600 0,20
K62 0,35
S-Ox 12,3
S-L 19,6
Ve2 (1) 319,9

Correlaciones (observadas vs previstas):

Ox-MT en sangre 0,99
Ox-MT urinario 0,98
L-MT urinario 0,99

Los factores de escalado para los valores de Ox-MT y L-MT en orina de DiSanto y Wagner (dosis de 10 mg, oral)
para ajustar a los datos de Peter et al (dosis de 100 mg, oral) se estimaron explicitamente para la versién oral del
modelo como S-Ox y S-L respectivamente. Se requiere una modificacion adicional para conseguir ajustar los datos
orales que fue la introduccién de un tiempo de retraso en los datos de excrecion urinaria de DiSanto y Wagner. Este
retraso se estimé como una funcién no lineal comprendida entre 0,2 y 1 h para tiempos de excrecién anteriores a 1
h, y un tiempo de retraso constante de 1 h posteriormente.

Como puede observarse en la Tabla 11 y 12, se produjo una correlacién muy alta (siempre mayor de 0,96) entre los
conjuntos de datos de entrada y salida del modelo, como se puede ver facilmente de las Figuras 19-21 y 23-25. El
modelo proporciona, por tanto, un ajuste cercano a los datos experimentales.

iii) Comparaciones de las salidas del modelo con otras fuentes de datos

Como comprobacion del modelo oral, sus salidas se compararon con los demas conjuntos de disponibles.

Las salidas del modelo oral (Figura 22) se compararon en primer lugar con las velocidades de excrecion urinaria
notificadas por Peter et al. (2000) y mostradas anteriormente en la Figura 18. Esta comparacion se muestra mas
adelante en la Figura 26. Se consiguié una buena concordancia global, ademas del intervalo de recogida de 2-4 h,
cuando el nivel notificado por Peter et al. fue la mitad de lo previsto por el modelo. Excluyendo este valor, la
correlacion entre ambos fue 0,86. La excrecidn total en 24 horas previsto por el modelo y la notificada por Peter et al.
también se compararon en la Figura 26. El modelo predice que la excrecién urinaria total era el 23 % de la dosis,
mientras que la estimacién de Peter et al. fue del 18,6 %.

Como comprobacion adicional del modelo, la excrecion urinaria total prevista en 48 h se comparé con los datos
mostrados anteriormente en la Figura 16, que compila los datos de excrecién urinaria de DiSanto y Wagner y Moody
et al. Esto se muestra de nuevo en la Figura 27 con la salida del modelo indicado por "M", y los datos de Peter et al.
indicados por "P".

Finalmente, se realiz6 una comparacion entre las predicciones compartimentales y los resultados de un estudio oral
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en el que cerdos recibieron una dosis Unica de 20 mg/kg, y se determinaron los niveles de MT en el cerebro. Se
administré a los cerdos una administracion oral Unica de MTC a un nivel de dosis diana de 20 mg/kg de peso
corporal. La sangre (0,5), 1,2, 4, 8, 12,24 y 48 h) y la orina (1,2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 12, y 24 h) se recogieron en puntos
temporales regulares hasta 48 h. Dos animales se sacrificaron e n cada uno de los puntos a 1, 8, 24 y 48 h después
de la dosis y se guardaron muestras del cerebro. Se realiz6 la evaluacion farmacocinética de la base libre de MTC
sobre sangre completa y las muestras de tejido cerebral. Se extrajeron de cada animal dos lotes de muestras de
tejido cerebral que se analizaron esencialmente como se describe en Peter et al (2000).

El tejido cerebral (500 mg) se mezcld en vortex y después se extrajo con dicloroetano (5 ml) y la fase organica se
llevé a sequedad bajo atmdsfera de nitrégeno. El extracto se capturdé con metanol, y se separé mediante HPLC de
fase inversa usando deteccion por ultravioleta. El método se validé con patrones internos para el intervalo de 10 a
2000 ng de MTC por gramo de tejido. La precision promedio entre ocasiones para MTC fue del 107 %, 95 % y 105 %
a 20, 100 y 1600 ng/g, respectivamente, y el coeficiente de variacion para cada nivel no fue superior al 20 %.

Se encontré que la semivida de eliminacion terminal en el cerdo era de 23,5 horas, tanto para la sangre como para el
cerebro, consistente con los hallazgos de excrecion urinaria de DiSanto y Wagner, lo que indica que la fase de
eliminacion terminal es mucho mas larga de lo estimado tanto por Peter et al. (2000) o para Rengelshausen et al.
(2004).

Para utilizar los datos obtenidos en cerdos para determinar si el modelo compartimental humano predice los niveles
en el cerebro, la base temporal de los datos de cerdo se reescal6 a la correspondiente semivida humana (15,7 h).

Los resultados se muestran en la Figura 28. Todos los compartimentos se reescalaron a sus correspondientes
maximos. Puede observarse en la Figura 28 que el compartimento central (C2, sangre) y C4 se siguieron entre si
muy de cerca, indicando que MT se intercambia libremente entre C2 y C4.

Por otra parte, la eliminacion de MT del cerebro de cerdo se puede usar para seguir la eliminacion prevista desde
C3, y no desde C4. Por tanto, de los dos compartimentos internos del modelo (C4 y C3), puede observarse que C3
proporciona una prediccion de los niveles esperados en el cerebro.

iii) Interpretacion del modelo farmacocinético integrado para MTC

Las caracteristicas cinéticas principales de los modelos oral e intravenoso se comparan a continuacion. a) Modelo 1V
humano

Las caracteristicas cinéticas clave del modelo intravenoso humano se resumen en la Tabla 13. Los datos se han
normalizado para el caso de una dosis Unica de 100 mg (313 pM).

Tabla 13. Resumen de las caracteristicas cinéticas clave del modelo PK intravenoso humano.

Modelo intravenoso
A-TYs! D-Tv! E-T! ABC? ABC-out® %ABC-out® | Tmax* MRT?®
Compartimentos centrales
Cc2 0,1 1,4 17,9 286 16,3
C4 0,1 1,4 17,9 984 0,5 17,1
Compartimento profundo
C3 1,3 1,4 17,9 4645 4,0 26,6
Compartimento de
excrecion
C5 0,6 1,6 17,9 320 2,0 18,2
Salidas postcentrales
C500 2377 8,2 %
Ur-Ox-MT 3707 12,8 %
Ur-L-MT 22836 79,0 %
Salidas totales 28920
1. Para cada uno de los compartimentos se calcularon las semividas de la fase de absorcion (A-T2), una fase de
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distribucion (D-T©) y una fase de eliminacion (E-T©) en horas usando una aproximacion triexponencial a los
datos de salida del modelo.

2. Se ha calculado la ABC~(umol-h/l) para MT en cada uno de los compartimentos "interiores”.

3. Se ha calculado la ABC-(umol-h/l) para MT en cada uno de los compartimentos postcentrales que se
muestran mediante el porcentaje.
4. La Tmax es el tiempo calculado (h) tras la dosis para la que el nivel de MT en el compartimento interior es
maximo.
5. MRT es el tiempo medio de residencia en cada compartimento, calculado como el tiempo necesario para que
se elimine el 63,2 % de la dosis administrada.

Compartimentos centrales. Como se puede observar en la Tabla 13, y también en la Figura 28, los perfiles cinéticos
de MT en los compartimentos C2 y C4 son esencialmente idénticos, lo que respalda el concepto de que la forma de
MT en C4 se encuentra en un equilibrio de intercambio rapido entre la forma medida como el nivel sanguineo de Ox-
MT en sangre en C2. Como el compartimento C4 es el determinante principal de la excrecion urinaria de la forma L-
MT medida en orina, se concluye que la forma C4 de MT representa el lado L-MT del equilibrio L-MT - Ox-MT que se
produce en el organismo. Tras la administracion IV, la cantidad de MT en C4 alcanza su maximo nivel en 30
minutos, y posteriormente se elimina a la velocidad de eliminacién terminal habitual.

Compartimento profundo. En contraste, puede observarse que C3 en el caso IV tiene propiedades dinamicas
diferentes. Transcurren 4 h entre la administracion y la consecucion del maximo nivel de C3, y el tiempo de
residencia medio en C3 es sustancialmente mas prolongado que en cualquier de C2 o C4. A la luz de los datos
obtenidos en el cerebro de cerdo, se infiere que el compartimento C3 representa la combinacion de MT que esta
cinéticamente atrapado en el interior de las células, tal como describieron May et al. (2004).

De acuerdo con May et al. (2004), MT debe estar en la forma L-MT para atravesar la membrana celular. En el interior
de la célula se produce un nuevo equilibrio L-MT - Ox-MT, que esta determinado por una combinacién del ambiente
predominantemente reductor del medio intracelular y el pH prevalente en el interior de la célula (~ pH 7).
Experimentos realizados in vitro (no mostrados) indicaron que es muy dificil mantener a MT en estado reducido a pH
7 usando agentes reductores fisioldégicamente aceptables a concentraciones fisiolégicamente aceptables. Esto es, a
pH 7, MT tendera a existen predominantemente en el estado Ox- MT que no es adecuado para las condiciones
predominantemente reductoras que se mantienen en el interior de la célula. Sin embargo, en la forma Ox- MT, MT
no puede difundirse al exterior celular. Esto crea las condiciones de un nuevo equilibrio en el que MT queda
atrapado dentro de las células, llevando a una acumulacién del MT intracelular contra un gradiente de concentracion,
que se puede demostrar en cultivo tisular (no se muestra). Esto explica la observacion farmacocinética, paradojica
por otra parte, de que MT tanto se distribuye rapidamente a los tejidos tras administracién IV (como notificaron
DiSanto y Wagner), pero sin embargo se elimina mucho mas lentamente. Asi, DiSanto y Wagner descubrieron que,
transcurridos 2 minutos desde una dosis administrada IV en ratas, se pudo recuperar aproximadamente el 25 % de
los érganos principales.

De acuerdo con el modelo IV humano, el nivel de MT que se mide en orina como la forma Ox-MT esta
estrechamente relacionada cinéticamente con la especie que queda atrapada en el ambiente intracelular, incluyendo
el cerebro, como indican los datos obtenidos en el cerebro de cerdo.

b) Modelo oral humano

Las caracteristicas cinéticas clave del modelo oral humano se resumen en la Tabla 14. Los datos se han
normalizado para el caso de una dosis Unica de 100 mg (313 pM).

Tabla 14. Resumen de las caracteristicas cinéticas clave del modelo PK oral humano (para mas detalles, véanse las
notas al pie de la Tabla 13).

Modelo oral
|A-T‘/z D-T'2 E-T> ABC AUC-out %AUC-out Tmax MRT
Compartimentos de entrada
C1 154 0,5
Ccé 467 0,9 2,4
Compartimentos centrales
| c2 | 05 1,3 15,7 184 2,0 15,7
Compartimentos centrales
| C4 | 05 1,3 15,7 60 2,0 16,0
Compartimento profundo
| C3 | 14 1,3 15,7 2345 5,0 25,0
Compartimento de excrecion
| C5 | 07 1,4 15,7 61 2,0 16,5
Salidas precentrales
| c1o00 | 7329 23,0 %
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| c600 | 9869 31,0%
Salidas precentrales
C500 3422 10,7 %
Ur-Ox-MT 3202 10,0 %
Ur-L-MT 8060 25,3 %
Salidas totales 31882

Compartimento de absorcion primaria. En el modelo oral existen 2 compartimentos de entrada (C1 y C6) antes de la
aparicién de MT en los compartimentos centrales (C2 y C4). Como se describe anteriormente en la seccién Relacion
entre la actividad cognitiva y hematoldgica, las propiedades de C1 son fundamentales para determinar la
biodisponibilidad y la forma en que se absorbe MT. Como se muestra en la Tabla 14, el tempo de residencia
promedio en C1 es de 30 minutos. Puede calcularse que el 50 % de MT se absorbe en 30 minutos, y que el 90 % de
MT se absorbe desde C1 en 1 h. Esto indica que C1 es el estémago, donde el pH bajo (pH ~ 2) favorece la
conversién mediada de MT en la forma de L-MT mediada por enzimas, que se absorbe rédpidamente (May et al.,
2004). Es importante resaltar que el 23 % del MTC administrado escapa a la absorcion, y por tanto se pierde
(mostrado como C100 en la Tabla 14). Por tanto, la absorcién desde C1 es también fundamental para determinar la
cantidad de MTC que atraviesa el tracto gastrointestinal hasta el intestino distal, donde la leve actividad antibidtica
de MTC produce diarrea por repoblacion de la flora del intestino distal. Las propiedades de C1 son por tanto
fundamentales para optimizar la absorcion y la eficacia de MTC, y minimizar los efectos secundarios, tanto del MTC
no absorbido (diarrea) como del MTC absorbido, tal como se muestra en el ensayo clinico (efectos secundarios
hematolégicos).

Compartimentos centrales. Como para el modelo |V, las propiedades cinéticas de los compartimentos C2 y C4 son
esencialmente idénticas al modelo oral. La diferencia significativa entre los casos IV y orales es que la constante de
velocidad K24 (3,94) es cuatro veces superior en el caso IV que en el caso oral (K24: 0,67). Esto indica que, tras la
administracion |1V, existe un flujo importante del Ox-MT administrado a la forma L-MT. En contraste, en el caso oral,
la mayoria de MT ya se ha reducido a la forma L-MT antes de entrar en los compartimentos centrales.

Una diferencia significativa adicional que se puede observar entre el modelo IV y el modelo oral es que el volumen
aparente estimado de la distribucion de MT es mucho mayor en el caso oral (320 |, Tabla 12) que en el caso IV (66 |,
Tabla 11). Esta diferencia de casi 4 veces es la explicacién principal de la baja concentracion de Ox-MT observada
en la sangre después de la administracién oral que tras la administracién IV. Esto fue explicado errbneamente por
Peter et al. (2000) como una baja biodisponibilidad. Aunque es verdad que aproximadamente la mitad de la dosis
administrada por via oral se pierde debido a una combinacion de no absorcién (el C100 perdido en la Tabla 14 y la
Figura 22), y el metabolismo de primer paso (el C600 perdido en la Tabla 14 y la Figura 22), la ABC de C2 en el caso
oral es el 64 % de la ABC de C2 AUC en el caso IV. Por tanto, la biodisponibilidad aparente determinada por las
relaciones de la ABC en sangre es muy similar a la biodisponibilidad aparente calculada a partir de los datos de
excrecién en orina de DiSanto y Wagner, lo que indica que el 65 % de la dosis administrada se pueda recuperar en
la orina para el caso de la dosis de 10 mg.

Compartimento profundo. El nivel maximo de MT se observa en los compartimentos centrales 2 h después de la
administracion. En contraste, el nivel punta se alcanza en el compartimento profundo (C3) solamente a las 5 h de la
administracion. De nuevo, el tiempo de residencia medio de MT en C3 es sustancialmente mas prolongado que en
los compartimentos centrales (25 h comparado con 16 h). Por tanto, las caracteristicas de C3 son esencialmente
idénticas en los modelos de dosificacion IV y oral.

Es importante comparar la biodisponibilidad aparente de MT en C3, que es representativo de los niveles cerebrales,
entre las rutas de dosificacion oral e i.v. La ABC de C3 oral es el 50 % de la ABC de C3 IV. Por tanto, esencialmente
la mitad de la dosis oral esta disponible en las células, comparado con el caso IV.

Ejemplo 7 - Implicaciones del modelo farmacocinético integrado para la dosificacion
Un modelo farmacocinético integrado es una herramienta fundamental necesaria para:

« optimizacion del régimen terapéutico
« optimizacion de la formulacién
- establecer relaciones entre el nivel en sangre y la eficacia

El parametro de planificacién clave que se puede derivar del modelo farmacocinético es la prediccion de los niveles
estacionarios conseguidos con la dosificacion repetida. Sera evidente que un modelo que asuma una semivida de
eliminacion terminal de 5 - 6 h (Peter et al., 2000; Rengelshausen et al., 2004) producira estimaciones bastante
diferentes del régimen terapéutico 6ptimo en el que la semivida de eliminacion es de 16 h. Se puede estimar del
modelo integrado desarrollado que un régimen terapéutico 6ptimo de 3/dia tendra implicaciones bastante diferentes
en lo que respecta a la prediccion de los niveles estacionarios asumiendo una semivida de eliminaciéon de 6 h o de
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16 h. De esta manera, si la estimacion de Peter et al. fuera cierta, entonces el factor de acumulacion (R, es decir, la
relacién entre el nivel de estado estacionario para una dosis Unica) que se observaria para una dosificacion cada 8 h
seria 1,4. En contraste, si la estimacién de 16 h es cierta, entonces, el correspondiente valor de R es 4,8 para una
dosificacién cada 8 horas. Esto implica que habria una diferencia de 3,4 veces en el nivel estacionario esperado para
MT (en la sangre y el cerebro) de acuerdo con los dos modelos. Es por tanto dificil determinar una relacion precisa
entre la dosis y la eficacia o los efectos secundarios sin un modelo farmacocinético valido.

La variable interviniente fundamental que vincula dosis y eficacia es una estimacion de los niveles estacionarios de
MT en los compartimentos criticos a frecuencias de dosificacion que varian de forma regular. El modelo permite que
esta se determine como los niveles estacionarios promedio previstos en C2 y C3, como se muestra en la Tabla 15.

Tabla 15. Niveles estacionaris medios de MT previstos en el compartimento C2 y C3 en funcion de la frecuencia de
dosificacién (valores en umol).

Cc2 C3
3/dia 4,8 295,5
2/dia 3,2 197,0
1/dia 1,6 98,5

Correlacion entre la eficacia clinica observada y prevista basandose en el modelo farmacocinético integrado
humano oral

Los inventores examinan en primer lugar la relacién entre la eficacia clinica observada (tamafo de efecto en
unidades ADAS-cog a las 50 semanas) y el nivel estacionario de MT previsto en el compartimento profundo (C3)
que, como se ha descrito anteriormente, se correlaciona con los niveles cerebrales medidos en cerdo. Esto es, la
cantidad de MT en C3 y la concentracion de MT en cerebro estan relacionadas por una constante que depende de la
fraccion de MT que alcanza el cerebro, y la precision de la deteccién de MT total en el cerebro. Como este factor de
escalado es actualmente desconocido en el caso humano, para los fines de discusion adicional, la cantidad de MT
en C3 se toma como un valor cercano al nivel cerebral esperado. La relacién se muestra en la Figura 29.

Como puede observarse en la Figura 29, existe una relacion muy préxima entre el nivel estacionario promedio
previsto de MT en el cerebro y el tamario del efecto clinico de rember™ en TRx-014-001 para las dosis 30 mg®/dia y
60 mg 3/dia. La relacién no contempla la capsula de 100 mg por las razones anteriormente indicadas en la seccion
Relacion entre la actividad cognitiva y la actividad hematoldgica. Esencialmente, el retraso en la disolucion de la
formulacion de la capsula de 100 mg utilizada en TRx-014-001 no permitié proporcionar la absorcién de MTC en su
forma terapéuticamente activa.

Se puede definir una relacion idéntica entre el nivel estacionario de MT en sangre (es decir, determinado mediante
C2) y tamafio del efecto, como se muestra en la Figura 30.

Dosificacion e implicaciones para la formulacion de la correlacion entre la eficacia clinica observada y
prevista basandose en el modelo farmacocinético integrado humano oral

Para los andlisis anteriores, existe la expectativa de una relacién dosis-respuesta monoténica entre los niveles de
MT en sangre que se pueden medir clinicamente y el tamano del efecto. A partir de esta, se pueden calcular los
nomogramas adecuados que tienen en cuenta la metodologia de medicion. Esto es, la eficacia se puede relacionar
con los niveles sanguineos, y los niveles terapéuticos en sangre se pudieron especificar usando la metodologia
analitica adecuada.

Otra implicacion de la relacion mostrada en la Figura 30 es calcular la relacién entre la disolucién observada de la
capsula y el déficit de eficacia, es decir, la diferencia en el tamano del efecto entre el tamario del efecto observado y
el tamano del efecto previsto. Esto se muestra en la Figura 31. Como puede observarse en la Figura 31, existe una
etapa de pérdida de eficacia, ya que el porcentaje de disolucion de la capsula observado a 30 minutos cae por
debajo del 20 %. Esto confirma las conclusiones alcanzadas anteriormente en la seccidon Relacion entre la actividad
cognitiva y la actividad hematoldgica, y confirma que una disolucion rapida es un punto fundamental de la actividad
terapéutica. Como se ha analizado adicionalmente en la seccion Interpretacion del modelo farmacocinético integrado
para MTC, esto se puede explicar por el papel fundamental del estdmago en la absorcion del resto MT en su forma
terapéuticamente eficaz.

Por tanto, en el disefio de una formulacién mejorada de MTC, la consecucién de la eficacia prevista esta
determinada de forma importante por el requisito de que la disolucion del producto médico en investigacion (es decir,
comprimido o capsula) sea mayor del 50 % en 30 minutos en condiciones normalizadas.

Las relaciones descritas en el presente documento tienen implicaciones en comparacién con la solucién habitual de
consecucién con un régimen de dosificacion mas cémodo, es decir, dos veces al dia o 1 vez al dia. Estos regimenes
de dosificacion serian mas deseables en pacientes con demencia, que son olvidadizos y por tanto necesitan que se
les recuerde tomar su medicacién. La solucién convencional para conseguir un régimen de dosificacion mas cémodo
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es crear una formulacion de liberacién retardada. Sin embargo, los presentes analisis indican que, por el contrario, a
una carga muy alta, una formulacion de liberacién lenta de una forma de MTC oxidada de un producto terapéutico
eliminaria esencialmente la eficacia, tal como se ilustra convenientemente por las propiedades de la capsula de
100 mg en TRx-014-001.

Una inferencia adicional que se puede extraer de las Figuras 29 y 30 es que la dosis de una forma basada en MTC
de un producto terapéutico necesitaria administrarse en una dosis unitaria de 120 mg 0 mas para conseguir un nivel
de eficacia comparable al observado en el ensayo clinico TRx-014-001 con la dosis unitaria de 60 mg administrada 3
veces al dia.

Una inferencia adicional que se puede extraer de las Figuras 29 y 30 es que se necesitaria una dosis unitaria de
100 mg o mas administrada 3 veces al dia para conseguir un nivel de eficacia mayor que el observado en el ensayo
clinico TRx-014-001. Sin embargo, como se analiza en la seccién Resumen del ensayo clinico en Fase 2 TRx-014-
001 existe una limitacién en la cantidad de MTC que se puede administrar en la presente formulacién debido a los
crecientes efectos hematologicos adversos y diarrea a dosis iguales o superiores a 100 mg 3 veces al dia.

Implicaciones de las formulaciones y regimenes terapéuticos mejorados

Como puede observarse en la Figura 31A, existe una etapa de pérdida de eficacia, ya que el porcentaje de
disolucién de la capsula observado a 30 minutos cae por debajo del 20 %.

Por tanto, en el disefio de una formulacién mejorada de MTC, la consecucién de la eficacia prevista esta
determinada de forma importante por el requisito de que la disolucion del producto médico en investigacion (es decir,
comprimido o capsula) sea mayor del 50 % en 30 minutos en condiciones normalizadas.

Las relaciones descritas en el presente documento tienen implicaciones en comparacion con la solucién habitual de
consecucion con un régimen de dosificacion mas comodo, es decir, dos veces al dia 0 1 vez al dia. Estos regimenes
de dosificaciéon serian mas deseables en pacientes con demencia, que son olvidadizos y por tanto necesitan que se
les recuerde tomar su medicacién. La solucién convencional para conseguir un régimen de dosificacion mas cémodo
es crear una formulaciéon de liberacion retardada. Sin embargo, los presentes andlisis indican que, por el contrario,
una formulacién de liberacion lenta de una forma de MTC oxidada de un producto terapéutico eliminaria
esencialmente la eficacia, tal como se ilustra convenientemente por las propiedades de la capsula de 100 mg en
TRx-014-001.

Una inferencia adicional que se puede extraer de las Figuras 29 y 30 es que la dosis de una forma basada en MTC
de un producto terapéutico necesitaria administrarse en una dosis unitaria de 120 mg o mas para conseguir un nivel
de eficacia comparable al observado en el ensayo clinico TRx-014-001 con la dosis unitaria de 60 mg administrada 3
veces al dia.

Una inferencia adicional que se puede extraer de las Figuras 29 y 30 es que se necesitaria una dosis unitaria de
100 mg o mas administrada 3 veces al dia para conseguir un nivel de eficacia mayor que el observado en el ensayo
clinico TRx-014-001. Sin embargo, como se analiza en la seccion Resumen del ensayo clinico en Fase 2 TRx-014-
001 existe una limitacién en la cantidad de MTC que se puede administrar en la presente formulacion debido a los
crecientes efectos hematologicos adversos y diarrea a dosis iguales o superiores a 100 mg 3 veces al dia.

Correlacion entre la eficacia clinica observada y los efectos secundarios hematoldgicos previstos
basandose en el modelo farmacocinético integrado humano oral

Los inventores consideran ahora la relacion entre el nivel estacionario esperado de MT en C2 (sangre) y los efectos
secundarios hematoldgicos observados en el estudio TRx-014-001. La pérdida de glébulos rojos a las 24 semanas
se toma como la variable indicativa mas informativa. La relacion se muestra mas adelante en la Figura 31B.

Como puede observarse en la Figura 31B, el nivel de pérdida de glébulos rojos es mucho mas alto que el nivel
estacionario previsto de MT en la sangre. Esto confirma fuertemente la hipotesis de disolucién retardada detallada
en la seccion Relacion entre actividad cognitiva y actividad hematoldgica. Especificamente, de acuerdo con la
hipétesis de la disolucion retardada, una forma de MT bastante diferente es la responsable de los efectos
hematolégicos secundarios. Se postula que se trata de un dimero, cuya formacién se favorece en las condiciones
alcalinas del intestino delgado y parte final del intestino grueso. Por tanto, los efectos secundarios hematoldgicos
observados en TRx-014-001 fueron una consecuencia especifica de la formulacién de la capsula de gelatina
utilizada en el estudio, y es improbable que sea un rasgo inherente del propio resto MT, si se absorbe en el
estomago como se ha descrito.
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Ejemplo 8 - Implicaciones para composiciones y regimenes terapéuticos mejorados
Absorcion y eficacia

Como puede observarse en el analisis anterior, los factores que limitan la eficacia terapéutica que se puede
conseguir usando un producto medicinal basado en MTC son una combinacién de limitaciones de la absorcién y
limitaciones debidas a efectos adversos. Esta seccion describe cdmo estas limitaciones se pueden superar a la luz
del andlisis posibilitado por el desarrollo del modelo farmacocinético integrado.

Los inventores comparan en primer lugar la dosis real con la dosis eficaz en la Figura 32, calculada usando la misma
relacion descrita en la Figura 16.

Como se puede observar, el factor limitante de la eficacia es una combinacion entre la limitacion en la absorcion y el
metabolismo de primer paso anteriormente descrito. Esto se combina para limitar de forma importante la ventaja
que, tedricamente, se podria conseguir al aumentar la dosis. Indudablemente, la meseta de eficacia aparente
sugerida anteriormente en la Figura 7 se determina casi en su totalidad por la limitacion de la dosis eficaz que se
puede suministrar usando un producto medicinal basado en la forma actual de MTC.

La solicitud anteriormente presentada no publicada PCT/GB2007/001103 describe determinadas formas salinas
reducidas estabilizadas del resto de metiltioninio (denominadas en lo sucesivo como "L-MTx"). Los inventores han
utilizado aqui el modelo farmacocinético integrado, y la relacion definida en el mismo con el efecto terapéutico
observado en TRx-014-001 para determinar como se puede utilizar esta novedosa combinacién material para
optimizar el tratamiento de la EA basandose en el resto metiltioninio.

Los inventores consideran en primer lugar la fraccion prevista de L-MTx administrada por via oral que se esperaria
que se absorbiera. Esta se calcula sobre la base de que la pérdida debida al metabolismo de primer paso (es decir,
la pérdida desde C6 designada como C600 en la Tabla 14 y mostrada en la Figura 22) no se eliminaria mediante la
dosificacién con la forma L-MTx. Sin embargo, se espera que la pérdida debida a la no absorcién inicial desde C1
(es decir, la pérdida desde C1 designada como C100 en la Tabla 14 y mostrada en la Figura 22) no se eliminaria
mediante la dosificacién con la forma L-MTx. Esto se debe a que la forma L-MTx (especialmente la sal de
dibromhidruro, PCT/GB2007/001103) tiene una solubilidad mas de dos veces mayor que MTC, y se esperaria que
rodeara la tiazina-colorante reductasa (May et al.,, 2004) que se supone existe en el estobmago y que
presumiblemente es necesaria para la absorcion. Basandose en estas suposiciones, la fraccion prevista de la dosis
absorbida, calculada a partir de los datos proporcionados por el modelo, se muestra en la Figura 33.
Especificamente, las pérdidas totales del compartimento precentral suman el 54 % de la dosis administrada para el
caso de 100 mg. De esta pérdida total, el 43 % se debe a la no absorcién desde C1. Esto se aplica a las dosis para
estimar la biodisponibilidad esperada del L-MTx administrado lo que permite calcular la pérdida debida al
metabolismo de primer paso.

Una vez se ha producido la absorcion en el compartimento central, la eficacia prevista se puede determinar a partir
de la relacién anteriormente descrita que vincula el nivel estacionario en C2 o C3 con el tamafo del efecto
observado. Esto se muestra para C3 en la Figura 34.

Las correspondientes relaciones entre la eficacia clinica esperada de una forma basada en L-MTx del resto
metiltioninio y nivel promedio estacionario previsto de MT en C2 (sangre) para una gama de regimenes de
dosificacién, de 1 dia a 3 dias se muestran en la Figura 35..

Como puede verse en las Figuras 34 y 35, se predice que se podria alcanzar un nivel de eficacia de -8,1 unidades
ADAS-cog usando un régimen terapéutico de 100 mg de la forma L-MTx administrada dos veces diarias que también
se puede conseguir con dosis de 60 mg 3 veces al dia. Se esperarian niveles de eficacia incluso mayores usando
100 mg o mas administrados 3 veces al dia.

Se infiere por tanto que se podria conseguir una eficacia sustancialmente mayor y un régimen de dosificacién
superior usando la forma L-MTx del resto metiltioninio.

Seguridad y tolerabilidad de la forma L-MTx dI resto metiltioninio

Como se describe anteriormente en la seccion Relacion entre la actividad cognitiva y hematoldgica, una limitacion
significativa de administrar dosis mas altas de MTC para conseguir mejor eficacia se debe a las consecuencias
combinadas de aumentar los efectos secundarios hematoldgicos y la mala tolerabilidad de la diarrea. Aunque es
probable que la forma L-MTx reduzca sustancialmente la diarrea no es evidente que también lo haga con los efectos
secundarios hematoldgicos.

Como se muestra anteriormente en la Figura 9 y la Tabla 4 de la seccidon Relacién entre la actividad cognitiva y

hematoldgica, se espera que la forma L-MTx tenga menos efectos secundarios hematolégicos segun los estudios en
ratas anteriormente descritos. Ademas, tal como se ha descrito anteriormente en la seccion Correlacion entre la
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eficacia clinica observada y los efectos secundarios hematolégicos previstos basandose en el modelo
farmacocinético integrado humano oral, es improbable que los efectos hematologicos sean inherentes al propio resto
MT, en el intervalo de dosis requerido para la actividad contra la demencia. A dosis orales mas altas, mostradas por
ejemplo en el estudio anterior en rata, es evidente que se veran efectos secundarios hematolégicos pero es
improbable que estas dosis se alcancen en el uso clinico de las formas de producto medicinal basado en MTC.

Dada la relacién dosis-respuesta observada en el estudio con ratas anteriormente descrito en la seccién Relacion
entre la actividad cognitiva y la actividad hematoldgica, se puede calcular el efecto esperado sobre el recuento total
de glébulos rojos, como se muestra en la Figura 36. Como se puede observar, se espera que los efectos
secundarios hematoldgicos esperados que se indexan por la disminucion en el recuento de glébulos rojos sean muy
poco importantes.

Factibilidad de la formulacion de liberacion retardada para las formulaciones de la forma L-MTx sobre el
resto metiltioninio

Aunque, por los motivos anteriormente descritos, no seria factible generar una formulacién de liberacion retardada
de un producto médico basado en MTC, esto no seria el caso de una forma de resto metiltioninio basado en L-MTx.
Esto se debe a que la forma leuco del resto metiltioninio no puede dimerizar. Esto se debe a que no es una molécula
'‘plana’ (a diferencia de Ox-MT), y no tiene carga que permita estabilizar la forma dimérica mediante neutralizaciéon de
cargas.

Por tanto, es probable que una formulaciéon de liberacion retardada del resto metiltioninio basado en L-MTx. fuera
factible sin encontrar las consecuencias adversas de una absorcién retardada. Esta se podria crear en una forma
farmacéutica para tomar una vez al dia.
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Ejemplo 9 - sintesis quimica de formas cristalinas reducidas estables de compuestos DAPTZ

La siguiente descripcién se corresponde de forma general a la solicitud anteriormente presentada no publicada
PCT/GB2007/001103 (incorporada especificamente en este documento por referencia) pero que se incluye en el
10 presente documento solamente para ofrecer una exposicion completa.

Por ejemplo, una fenotiazina adecuada se puede convertir en la correspondiente 3,7-dinitro-fenotiazina, por ejemplo,
usando nitrilo de sodio con &cido acético y cloroformo. El grupo amino del anillo se puede proteger a continuacion,
por ejemplo, en forma de acetato, por ejemplo, usando anhidrido acético y piridina. Los grupos nitro se pueden

15  reducir a continuacién a grupos amino, por ejemplo, usando clorita de estafio(ll) con etanol. A continuacion, los
grupos amino se pueden sustituir, por ejemplo, disustituir, por ejemplo, disustituir con metilo, por ejemplo, usando
yoduro de metilo, hidroxido sodico, DMSO, y bromuro de tetra-n-butilamonio. El grupo amino del anillo se puede
desproteger a continuacion, por ejemplo, el grupo N-acetilo puede retirarse, por ejemplo, usando una disolucion
acuosa concentrada de &cido clorhidrico. Después se prepara la sal correspondiente, por ejemplo, usando una

20 disolucion acuosa concentrada de acido clorhidrico, por ejemplo, al mismo tiempo que se realiza la desproteccién.
Un ejemplo de dicho método se ilustra en el siguiente esquema.

Esquema 1
NaNO,

0 Me O Me
Ac,0, piridina SnCl,, EtOH
- N /@E :@L

O,N

0 Me H
Mel, NaOH, |
DMSO, (nBuhNBr HCI H,0 "N

/E I Me_ /@ D\ Me
: : N N S N
e/

2 HCI

25 Asi, otro aspecto de la invenciéon se refiere a un método para preparar un compuesto de 3,7-diamino-10 H-
fenotiazina de la siguiente férmula, para su uso para llevar a cabo los métodos de tratamiento anteriormente

descritos:
R® H R’
N HX'
RTNA /RSNA 2
RTNB/N S N\RaNB HX
30 -
en la que R', R%, R3NA R3NB R7NA- R7NB HX1 y HX? son como se han definido en el presente documento (por
ejemplo, donde cada uno de HX' y HX? son HCI), que comprende las etapas de:
(vi) formacién de la sal (SF).
35
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En una realizacién, el método comprende las etapas de:

(v) desproteccién del amino del anillo (DP); y
(vi) formacién de la sal (SF).

En una realizacién, el método comprende las etapas de:
(iv) sustitucion de la amina (AS),
(v) desproteccion del amino del anillo (DP) opcional, y
(vi) formacién de la sal (SF).
En una realizacién, el método comprende las etapas de
(iii) nitrorreduccion (NR),
(iv) sustitucion de la amina (AS),
(v) desproteccion del amino del anillo (DP), y
(vi) formacién de la sal (SF).
En una realizacién, el método comprende las etapas de (v) desproteccion del amino del anillo (AP) opcional,
(iii) nitrorreduccion (NR),
(iv) sustitucion de la amina (AS),
(v) desproteccién del amino del anillo (DP), y
(vi) formacién de la sal (SF).
En una realizacién, el método comprende las etapas de
(i) nitracion (NO),
(i) proteccion del amino del anillo (AP),
(iii) nitrorreduccion (NR),
(iv) sustitucion de la amina (AS),
(v) desproteccion del amino del anillo (DP), y
(vi) formacién de la sal (SF).

En una realizacion, las etapas se realizan en el orden citado (es decir, cualquier etapa de la lista se realiza a la vez
que, o posterior a, la etapa anterior de la lista).

En una realizacion, la etapa de (v) desproteccion del amino del anillo (AP) y la etapa de (vi) formacion de la sal (SF)
se realizan simultaneamente (es decir, en una etapa).

En una realizacién, la etapa de nitracion (NO) es:

(i) nitracion (NO), en la que un 10H-fenotiazina se convierte en una 3,7-dinitro-10 H-fenotiazina, por ejemplo:

RQ $10 R‘I RB $10 R1
———
s O,N s NO,

6 5

En una realizacion, la nitracion se realiza con un nitrito, por ejemplo, nitrito de sodio, por ejemplo, nitrilo de sodio con
acido acético y cloroformo. En una realizacion, R'® es -H.
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En una realizacién, la etapa de proteccion del amino del anillo (AP) es

(i) proteccion del amino del anillo (AP), en la que el grupo amino del anillo (-NH-) de una 3,7-dinitro-10 H-
fenotiazina se convierte en un grupo amino protegido (-NRP™!) del anillo, por ejemplo:

i R H R R R™ R
jesstune ool
O,N S NO, . O,N "8 NO
5 4
En una realizacion, la proteccién del amino del anillo se consigue mediante un acetato, por ejemplo, usando
anhidrido acético, por ejemplo, usando anhidrido acético y piridina.
0 En una realizacion, la etapa de nitrorreduccion (NR) es
(iii) nitrorreduccion (NR), en la que cada uno de los grupos nitro (-NO2) de una 3,7-dinitro-10 H-fenotiazina
protegida se convierte en un grugglamlno (-NH2), por ejemplo: -
15 4 3

En una realizacion, la nitrorreduccion se puede realizar usando, por ejemplo, cloruro de estaino(ll), por ejemplo,
cloruro de estario(ll) con etanol.

20 Enunarealizacién, la etapa de sustitucion de la amina (AS) es

(iv) sustitucién de la amina (AS), en la que cada uno de los grupos amino (-NH2) de una 3,7-diamino-10 H-
fenotiazina protegida se convierte en un grupo amino disustituido, por ejemplo:

RB RPmt RI RQ '?Prot Ri .
N N
= RTNA P RGNA
H,N s NH, riveN S NS gaws
25 3 2

En una realizacién, la sustitucion de la amina se realiza con un haluro de alquilo, por ejemplo, un yoduro de alquilo,
por ejemplo, yoduro de metilo, por ejemplo, yoduro de metilo con hidroxido de sodio, DMSO, y bromuro de tetra-n-

butilamonio.
30
En una realizacién, la etapa de desproteccion del amino del anillo (DP) es
(v) desproteccién del amino del anillo (DP), en la que el grupo protector, R”™, se eliminan, por ejemplo:
Pral Rg ';l R1
N
—_—
7NA R?NA\ /RJNA
N S N
R7NB/ \R3NB
7NB/ \ 3NB
2 2a
35

En una realizacion, la desproteccién del amino del anillo se puede realizar usando un &cido, por ejemplo, acido
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clorhidrico, por ejemplo, disolucidon acuosa concentrada de &cido clorhidrico.

En una realizacion, la etapa es:

(vi) formacién de la sal (SF), en la que forma la correspondiente sal, por ejemplo:

_
R® H R’ R’ H R'
N N HX'
————,.
Ri’NA\h N S N/RsNA RTNA\ N S N/RBNA sz
R?NB/ \RSNB R7NE/ ~ o INB
2a L 1 —

En una realizacién, la formacién de la sal se puede realizar usando un acido, por ejemplo, acido clorhidrico, por
ejemplo, disolucién acuosa concentrada de acido clorhidrico.

En una realizacion, las etapas de desproteccion del amino del anillo y de formacion de la sal se realizan
simultaneamente (es decir, en una etapa), por ejemplo, el compuesto (1) se forma a partir del compuesto (2) en una
etapa.

En otro enfoque, un cloruro de tioninio adecuado (por ejemplo, cloruro de metiltioninio, MTC) se convierte en el
correspondiente haluro, por ejemplo, por reaccidon con yoduro de potasio, por ejemplo, una disolucién acuosa de
yoduro de potasio. El yoduro de tioninio resultante se reduce a continuacion, por ejemplo, con yoduro de etilo y
etanol, y se forma la correspondiente sal. Un método similar se describe en Drew, H.D.K, y Head, F.S.H.,,
"Derivatives of Methylene-blue," Journal of the Chemical Society, 1933, pags. 248-253. Un ejemplo de dicho método

se ilustra en el siguiente esquema.
IEL b
/
H ' @
N
Me /Q: D\ Me
Me‘,‘N S NC

cn@
2 HI

Esquema 2
H 0, Kl

Etl, EtOH

De esta manera, otro aspecto de la invencién se refiere a un método para preparar un compuesto de DAPTZ de la
siguiente formula, para su uso para llevar a cabo los métodos de tratamiento anteriormente descritos:

HX'
TNA SNA
HX?

TNB/ \ SNB

en la que R', R%, R3NA R3NB R7NA- R7NB HX1 y HX? son como se han definido en el presente documento (por
ejemplo, donde cada uno de HX' y HX? son HI), que comprende las etapas de:

(i) reduccion y formacion de la sal de yoduro (RISF).
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En una realizacién, el método comprende las etapas de:

(i) intercambio de yoduro (IE); y
(i) reduccion y formacion de la sal de yoduro (RISF).

5
En una realizacion, las etapas se realizan en el orden citado (es decir, cualquier etapa de la lista se realiza a la vez
que, o posterior a, la etapa anterior de la lista).
En una realizacién, la etapa de intercambio de yoduro (IE) es:
10
(i) intercambio de yoduro (IE), en la que una sal 3,7-di(amino disustituido)-tioninio se convierte en el
correspondiente yoduro de 3,7- di(amino disustituido)-tioninio, por ejemplo (donde Y- es un contraién aniénico,
por ejemplo, haluro, por ejemplo, cloruro o bromuro):
1 3 RQ Rl
N
=
TNA I INA Y @
R ~ P R
R'INB/N % N\RsNB
B g § ]
12 R R
N
TNA | D INA I @
R~ B R
7NB/N S N\ INB
R @ R
15 - -

En una realizacion, el intercambio de yoduro (IE) se consigue por reaccion con yoduro de potasio, por ejemplo, una
disolucién acuosa de yoduro de potasio.

20 Enunarealizacién, la etapa de reduccion y formacion de la sal de yoduro (RISF) es:

(ii) reduccion y formacion de la sal de yoduro (RISF), en la que un yoduro de 3,7-di(amino disustituido)-tioninio se
reduce y se convierte en el correspondiente compuesto de yoduro de 3,7-diamino-10 H-fenotiazina, por ejemplo:

12 ¥ i
N\.
R7MA ! P R I @
Rma/N g—) N\R:ma
11 R* H R'
N HI
— R™A RINA HI
ng~N S NZ aNB
R R
25 L ]

En una realizacién, la reduccién y la formacion de la sal de yoduro (RISF) se consigue mediante reaccién con yoduro
de etilo, por ejemplo, yoduro de etilo y etanol.

30 En otro enfoque, una sal de tioninio adecuada, por ejemplo, semicloruro de cinc etil tioninio, se reduce

simultdneamente y se protege el grupo amino del anillo, por ejemplo, por reaccién con fenilhidrazina, etanol,
anhidrido acético y piridina. Después se puede preparar la sal correspondiente, por ejemplo, usando una disolucién
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acuosa concentrada de acido clorhidrico, por ejemplo, al mismo tiempo que se realiza la desproteccion. Un ejemplo
de dicho método se ilustra en el siguiente esquema.

Esquema 3
O

YMG
DS\ N
Et Z B T m Et
N s N ~ -
| : | . N S N
Et ® Et £t | Et

ct(® 05 2nCl,

0
N
Et /(I D\ Et
N S N2
Et” Et

2 HCI

De esta manera, otro aspecto de la invencién se refiere a un método para preparar un compuesto de 3,7-diamino-10
H-fenotiazina (DAPTZ) de la siguiente férmula:

R? l]{ R
N | HX'
RTNA\ ,RSNA ,
R?NB/N S N\R:ma HX

en la que R', R%, RSNA R3NB R7NA-R7NB HX' y HX? son como se han definido en el presente documento (por
ejemplo, donde cada uno de HX' y HX? son HI), que comprende las etapas de:

que comprende las etapas de:
(iv) formacién de la sal (SF).
En una realizacién, el método comprende las etapas de

(iii) desproteccion del amino del anillo (DP), y
(iv) formacién de la sal (SF).

En una realizacién, el método comprende las etapas de
(i) proteccion del amino del anillo (AP),
(iii) desproteccion del amino del anillo (DP), y
(iv) formacién de la sal (SF).
En una realizacién, el método comprende las etapas de
(i) reduccion (RED)
(i) proteccion del amino del anillo (AP),
(iii) desproteccién del amino del anillo (DP), y
(iv) formacién de la sal (SF).

En una realizacion, las etapas se realizan en el orden citado (es decir, cualquier etapa de la lista se realiza a la vez
que, o posterior a, la etapa anterior de la lista).

En una realizacion, la etapa (i) de reduccion (RED) y la etapa (ii) proteccion del amino del anillo (AP) se realizan
simultaneamente (es decir, en una etapa).
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Por ejemplo, en una realizacién, la etapa combinada de reduccion (RED) y proteccion del amino del anillo (AP) es:

(i) reduccion (RED) y proteccion del amino del anillo (AP), en la que una sal 3,7-di(amino disustituido)-tioninio se
reduce para dar el correspondiente yoduro de 3,7-di(amino disustituido)-10H-fenotiazina, y el grupo amino del
anillo (-NH-) de la 3,7-di(amino disustituido)-10 H-fenotiazina se convierte en un grupo amino del anillo protegido
(-RPY para dar la correspondiente 3,7-di(amino disustituido)-10 H-fenotiazina protegida, por ejemplo:

[ R® ] [ 9 Prot o
N HX'
e
R4 = ana | Y @ TNA INA F
mt; N S NZ s - RN N nNT HX
R @ R R7N8~ ~gNE
- 23 - - 22 B

En una realizacién, Y representa Cl.

En una realizacion, la etapa combinada de reduccién (RED) y protecciéon del amino del anillo (AP) se consigue
usando fenilhidrazina y anhidrido acético, por ejemplo, fenilhidrazina, etanol, anhidrido acético, y piridina.

En una realizacion, la etapa de (iii) desproteccion del amino del anillo (AP) y la etapa de (iv) formacién de la sal (SF)
se realizan simultaneamente (es decir, en una etapa).

Por ejemplo, en una realizacion, la etapa combinada de desproteccion del amino del anillo (DP) y la etapa de
formacion de la sal (SF) son:

(ii) desproteccién del amino del anillo (DP) y formacién de la sal (SF), en el que el grupo protector de 3,7-
di(amino disustituido)-10 H-fenotiazina protegida se elimina para obtener una 3,7-di(amino disustituido)-10 H-
fenotiazina, y se forma la correspondiente sal, por ejemplo:

RQ '?Prot Rf [_ Rg }l_{ R‘
N - N HX'
TNA 3NA TNA 3NA
R™L _R R~ R 2
RN N S N S RN R?NB/N S No :ml HX
22 —
21

En una realizacion, la etapa combinada de desproteccion del amino del anillo (DP) y la etapa de formacion de la sal
(SF) se puede realizar usando acido, por ejemplo, acido clorhidrico, por ejemplo, disolucién acuosa concentrada de
acido clorhidrico.

En un enfoque similar, un cloruro de tioninio adecuado (por ejemplo, cloruro de metiltioninio, cloruro de etiltioninio) se
reduce primero y se acetila para obtener la correspondiente 1-(3,7-bis-dimetilamino-fenotiazin-10-il)-etanona, por
ejemplo, por reaccion con hidrazina (NHzNHz), metilhidrazina (MeNHNHz), o borohidruro de sodio (NaBHa); y
anhidrido acético ((HsCCO)20); por ejemplo, en presencia de una base adecuada, por ejemplo, piridina (CsHsN) o
base de Hunig (diisopropiletiiamina, CsHi9N), por ejemplo, en un disolvente adecuado, por ejemplo, etanol o
acetonitrilo. EI compuesto acetilado reducido se desprotege a continuacién (eliminando el grupo acetilo), por
ejemplo, mediante reaccién con un acido halico adecuado, por ejemplo, acido clorhidrico o acido bromhidrico, en un
disolvente adecuado, por ejemplo, etanol, y opcionalmente con la adicién de un éter adecuado, por ejemplo, éter
dietilico,
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Los ejemplos especificos son los siguientes:

Sintesis quimicas
Sintesis 1

3-Nitro-10 H-fenotiazina

QL.

Nitrito de sodio (20,00 g, 210 mmol) se afiadi6 a una mezcla de 10H-fenotiazina (20,00 g, 50 mmol), cloroformo
(100 cmd), y Acido acético (20 cm?), y la mezcla se agité durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacién se
anadié acido acético (20 cm?) y la mezcla se agit6 durante 18 horas mas. La suspension se filtré y se lavo con écido
acético, etanol, agua, y finalmente se afiadi6é etanol para obtener un sélido de color pudrpura/marron. El residuo se
disolvio en DMF caliente y se dej6 enfriar antes de filtrar el dinitrocompuesto como un soélido de color purpura. La
concentracion de la solucion de DFM y el lavado del precipitado con agua y metanol proporciond el
mononitrocompuesto del titulo (15 g, ~50 %) en forma de un soélido de color marrén; vmax (KBr)/cm': 3328 (NH), 3278
(NH), 3229 (NH), 3119 (CH). 3049 (CH), 1557 (NOz2), 1531 (NC2): &n (250 MHz; DMSO): 6,64 (5H, m, ArH), 7,68 (1H,
d, J=2,5, ArH), 7,79-7,84 (1H, dd, J = 2,75, 6,5, ArH); d¢ (62,9 MHz; DMSO): 113,3 (ArC), 115,3 (ArC), 116,9 (ArC),
121,8 (ArC), 123,6 (ArC), 123,7 (ArC), 124,6 (ArC), 126,4 (ArC), 128,1 (ArC), 138,8 (ArC), 141,0 (ArC),

2

147,8 (ArC).
Sintesis 2

3,11-Dinitro-10 H-fenotiazina

Q0
O,N S NO

2 2

Se siguidé el procedimiento para la sintesis de 3-nitro-10 H-fenotiazina usando 3-nitro-10 H-fenotiazina (10,00 g,
41 mmol), cloroformo (40 cm?3), &cido acético (2 x 10 cm?3), y nitrito de sodio (11,86 g, 173 mmol). El residuo obtenido
se recristalizd en DMF para dar el dinitrocompuesto del titulo (6,60 g, 56 %) en forma de agujas de color purpura;
vmax (KBr)/cm- 1: 3331 (NH), 3294 (NH), 3229 (NH), 3101 (CH), 3067 (CH), 1602 (NO2), 1558 (NOz), &1 (250 MHz;
DMSO): 6,73-6,76 (2H, d, J =9, ArH), 7,78 (2H, s, ArH), 7,89-7,85 (2H, d, J = 9, ArH).

Sintesis 3

1-(3,7-Dinitro-fenotiazin-10-il)-etanona
OYMe

O:Nj@\
O,N S NQ,

Una solucién de 3,11-dinitro-10 H-fenotiazina (3,00 g, 10,37 mmol), anhidrido acético (15,88 g, 155,50 mmol), y
piridina (30 cm3) se agitd a temperatura de reflujo durante 18 horas. La solucion caliente se vertié después
cuidadosamente sobre una mezcla de hielo y agua. Se formd un precipitado, que se filtr6, se disolvio en
diclorometano, se secé con sulfato de magnesio, se filtrd, y se concentré para dar un sélido de color naranja/marron,
que se purific6 mediante cromatografia en columna (SiO2. acetato de etilo : éter de petréleo, 2:3, se cargd en forma
de una solucion de diclorometano) para obtener el compuesto del titulo (2,46 g, 71 %) en forma de un solido de color
amarillo que se puede recristalizar en acetona para obtener agujas de color amarillo claro; vmax (KBr)/cm': 3091
(CH), 3063 (CH), 1680 (C =0), 1575 (NO2), 1510 (NOz); &n (250 MHz; CDCls): 2,28 (3H, s, CHs), 7,65-7,69 (2H, d, J
=9, ArH), 8,22-8,26 (2H, dd, J = 2,75, 8,75, ArH), 8,33-8,32 (2H, d, J = 2,5, ArH); &¢c (62,9 MHz; CDCl3): 168,2
(C =0), 146,3 (ArC), 143,3 (ArC), 133,6 (ArC), 127,8 (ArC), 123,4 (ArC), 122,9 (ArC), 23,1 (CHs); m/z (ES) 331,0
(80 %, [M]+).
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Sintesis 4

1-(3,7-Diamino-fenotiazin-10-il)-etanona
OYME

OGN
H,N S NH

2 2
Una mezcla de 1-(3,7-dinitro-fenotiazin-10-il)-etanona (2 g, 6,04 mmol), cloruro de estafio(ll) dihidrato (14,17 g,
62,8 mmol), y etanol (50 cm?) se calentd a temperatura de reflujo y se agité a esta temperatura durante 5 horas. La
mezcla después se enfrid a temperatura ambiente y se vertié sobre una mezcla de agua con hielo. El pH se ajusté a
7 con una disolucién de hidrogenocarbonato de sodio al 5 % antes de extraer el producto con acetato de etilo (3 x
50 cm?®). Los extractos se lavaron con salmuera y se secaron con sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron
para obtener el compuesto del titulo (1,64 g, 100 %) en forma de un sélido de color azul purpura. vmax (KBr)/cm™:
3445 (NH), 3424 (NH), 3368 (NH), 3322 (NH). 3203 (NH), 3054 (CH), 2995 (CH), 1706 (C =0), 1650 (NO2), 1590
(NOz2); 81 (250 MHz; CDCls): 2,01 (3H, s, CHs), 5,09-5,43 (4H, s a, NH). 6.47-6,51 (2H, dd, J = 1,5, 8,25, ArH), 6,61
(2H, s, ArH), 7,11-7,15 (2H, d, J 8, ArH); &¢ (62,9 MHz; CDCls): 169,1 (C =0), 147,2 (ArC), 128,1 (ArC), 127,6 (ArC),
127,3 (ArC), 112,3 (ArC), 111,5 (ArC), 22,6 (CHs); m/z (ES) 293,9 (95 %, [M + H, Nal+), 272,0 (20 %, [M + H]+),
227,9 (100 %, [M + H, - Ac]+).

Sintesis 5

3,7-Diamino-fenotiazina bis(cloruro de hidrégeno) (B4)

"
N
H\ /@ m /H
N s N
H” H
2 HCI

1-(3,7-Diamino-fenotiazin-10-il)-etanona (0,25 g, 0,921 mmol) se disolvi6 en una disolucién acuosa de &cido
clorhidrico (5 N, 10 cm?) y la solucién se calenté a temperatura de reflujo y se agité durante 30 minutos. La
concentracién de la mezcla de reaccién proporcion6 el compuesto del titulo en forma de un sélido de color azul claro.
OH (250 MHz; D20): 6,60 (2H, d a, ArH), 7,07 (4H, s a, ArH).

Sintesis 6
1-(3,7-Bis-dimetilamino-fenotiazin-10-il)-etanona

0

YME

N
Me /©[ :@\ e
N S N

[ |

Me Me
1-(3,7-Diamino-fenotiazin-10-il)-etanona (0,25 g 0,92 mmol) se disolvi6 en DMSO (3 cm®). Se afadié tolueno
(10 cm?®), yodometano (1,96 g, 13,8 mmol), bromuro de tetra-butilamonio (50 mg), y finalmente una solucién acuosa
de hidréxido de sodio (50 %, 1,25 cm?3). La mezcla se agité a temperatura ambiente durante 2 horas. Se afiadié méas
cantidad de disolucion acuosa de hidréxido de sodio (50 %, 1,25 cm?®) y yodometano (1,96 g, 13,8 mmol) a
continuacion. La mezcla se dejé en agitacion durante 3 horas mas a temperatura ambiente antes de afadir una
tercera alicuota de disolucion acuosa de hidréxido de sodio (50 %, 1,25 cm®) y yodometano (1,96 g, 13.8 mmol) y la
mezcla se agitdé durante 18 horas mas. La suspension espesa se lavo con agua (3 x 75 cm?) y se recogié el extracto
de tolueno. El agua se extrajo con diclorometano (3 x 50 cm®) y los extractos se combinaron con el tolueno, y se
secaron con sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron para obtener un sélido de color purpura intenso. El
residuo se purific6 mediante cromatografia en columna (SiOz, acetato de etilo : éter de petrdleo, 2:3, cargado en
forma de una solucién de diclorometano) para obtener el producto del compuesto del titulo (0,12 g, 40 %) en forma
de un sdlido de color purpura claro. vmax (KBr)/cm™: 2910 (CH), 2876 (CH), 2856 (CH), 2799 (CH). 1659 (C =0),
1596 (NOz2), 1502 (NOz2); d+ (250 MHz; CDCls): 2,16 (3H, s, CHs), 2,93 (12H, s, NCHs), 6,59-6,62 (2H, d, J = 8,5,
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ArH), 6,69-6,71 (2H, d, J = 2,75, ArH), 7,08-7,47 (2H, s a, ArH); 8¢ (62,9 MHz; CDCls): 170,3 (C =O), 148,9 (ArC),
127,2 (ArC), 127,1 (ArC), 127,0 (ArC), 110,9 (ArC), 110,7 (ArC), 40,7 (NCHs), 22,9 (CHa).

Sintesis 7

N,N,N’,N’-Tetrametil-10 H-fenotiazina-3,7-diamina bis(cloruro de hidrégeno) (B3)

0
N
Me. /@[ j@\ ~Me
N s NT
Me” Me
2 HCI

1-(3,7-Bis-dimetilamino-fenotiazin-10-il)-etanona (0,5 g, 1,84 mmol) se disolvié en una disoluciéon acuosa de acido
clorhidrico (5 N, 15cm?®), y la mezcla se calentd a temperatura de reflujo y se agité durante 30 minutos. La
concentracién de la mezcla de reaccion proporcioné el compuesto del titulo en forma de un solido de color
verde/azul; dn (250 MHz; D20): 3,18 (12H, s, NCHa), 6,67 (2H, d, J = 8,5, ArH), 7,16 (4H, s a, ArH); ¢ (62,9 MHz;
D:20): 144,3 (ArC), 138,9 (ArC), 122,4 (ArC), 120,8 (ArC), 120,7 (ArC), 117,6 (ArC), 48,9 (NCHa).

N
JSOO!
M i
e\'?l S/ I}I,Me @
Me ® Me

A un matraz de fondo redondo se afiadi6 cloruro de metiltioninio (MTC, azul de metileno) (2 g, 6,25 mmol) y agua
(50 cm?®) y la mezcla se agité durante 10 minutos o hasta que el sélido se disolvid. A continuacién sé afiadié yoduro
de potasio (1,56 g, 9,4 mmol) a la mezcla, y se form6 una suspension de color negro verdoso. La reaccion se calenté
a ebullicién, y se dejo6 enfriar naturalmente proporcionar el compuesto del titulo (2,03 g, 79 %) en forma de agujas de
color verde brillante. Anal. cal. para C16H1sN3Sl: C, 46,72; H, 4,41; N, 10,22; S, 7,80; |, 30,85. Encontrado: C, 46,30;
H, 4,21; N, 10,14; S, 7,86; |, 29,34.

Sintesis 8

Yoduro de metiltioninio

Sintesis 9

N,N,N’,N’-Tetrametil-10 H-fenotiazina-3,7-diamina bis(yoduro de hidrégeno) (B6)
H
[

N
Me._ /Q: D\ _Me
N S N

Me” “Me
2 Hi

A un matraz de fondo redondo se afiadié yoduro de metiltioninio (2 g, 4,86 mmol), etanol (100 cm?3) y yoduro de etilo
(75,8 g, 486 mmol) y la mezcla se calent6 a temperatura de reflujo durante 18 horas, momento en el que cambio6 de
color desde verde/azul a un precipitado amarillo. Una vez enfriada a temperatura ambiente, la mezcla se filir6 y se
lavo con éter dietilico (20 cm3) para obtener el compuesto del titulo (1,99 g, 76 %) en forma de un sdlido de color
verde claro. dH (250 MHz; D20): 3,20 (12H, s, NCHa), 6,76 (2H, d, J = 8,5, AH), 7,22 (2H, s a, ArH); d¢c (62,9 MHz;
D20): 145,0 (ArC), 139,3 (ArC), 122,6 (ArC), 121,1 (ArC), 120,9 (ArC), 117,9 (ArC), 48,9 (NCHa).

Sintesis 10

1-(3,7-Bis-dietilamino-fenotiazin-10-il)-etanona
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A un matraz de fondo redondo seco de 25 cm?® se afadi6 cloruro de cinc etiltioninio (0,5 g, 1,13 mmol) y etanol
(10 cm?®). A continuacién se afadié fenilhidrazina (0,134 g, 1,24 mmol) gota a gota bajo atmoésfera de nitrégeno. La
mezcla se agité a 25 ml durante 1 hora y se concentrd al alto vacio. Se anadieron piridina (50 cm®) y anhidrido
acético, y la mezcla se agitd6 durante 18 horas a 60 ml. La solucién se abrié a una mezcla de agua con hielo
(250 cm?®) y la capa organica se extrajo con acetato de etilo (3 x 50 cm?). Los extractos se lavaron con una solucion
saturada de sulfato de cobre y se secaron con sulfato de magnesio, se filtraron y se concentraron para obtener el
producto bruto en forma de un aceite de color marrén, que se purificé usando cromatografia ultrarrapida en columna
con un eluyente de 40 % de acetato de etilo : 60 % de espiritu de petréleo 40-60 ml y silice 40-6,3 u 60A para
obtener el compuesto del titulo (0,18 g, 41 %) en forma de un sélido vitreo de color verde . &4 (250 MHz; CDCls): 7,0-
7,5 (2H, s a, ArH), 6,64 (2H, s, ArH), 6,52 (2H, d, ArH), 3,35 (8H, c, 7, NCH2), 2,18 (3H, s, CHa3), 1,16 (12H, t, 7, CHa);
dc (62,9 MHz; CDCls): 12,5 (CHs), 22,9 (CHs), 44,6 (NCHz), 110,1 (ArC), 127,4 (ArC), 146,5 (ArC), 170,2 (C =0O).

Sintesis 11

N,N,N’,N’-Tetraetil-10 H-fenotiazina-3,7-diamina bis(cloruro de hidrégeno)

t|+
N
Et\ Q D\ /Et
N S N
Et” Et
2 HCl

A un matraz de fondo redondo de 25 cm?® se afiadi6 3,7-dietilamino-10 -acetil-fenotiazina (0,125 g, 0,33 mmol) y una
disolucion acuosa de &cido clorhidrico (5 M, 5 cm3). La mezcla se calenté a 100 ml durante 2 horas antes de enfriar
a temperatura ambiente y se concentrd para proporcionar el compuesto del titulo (0,11 g, 81 %) en forma de un
sélido vitreo de color amarillo. 81 (250 MHz; CDsOD) 7,07 (4H, a, ArH), 6,65 (2H, a, ArH), 3,35 (8H, a, NCH2), 0,97
(12H, a, CHa); d¢c (62,9 MHz; CD30D): 10,8 (CHas), 55,1 (NCH), 116,6 (ArC), 120,4 (ArC), 121,5 (ArC), 123,6 (ArC),
132,6 (ArC), 144,5 (ArC).

Sintesis 12

1-(3,7-Bis-dimetilamino-fenotiazin-10-il)-etanona
O

N Me

Me ~ _Me (H,CCO),0, C,H:;N

\'|\| s rlq 3 2 5 'S y

Me @ Me Me-. l g ;?r €
C'@ Me Me

Sintesis usando metilhidrazina/piridina en dos recipientes. A un matraz de fondo redondo de 250 cm? colocado bajo
atmosfera de argdn se anadioé cloruro de metiltioninio trihidrato (26,74 mmol, 10 g), etanol (100 cm?3) y metil-hidrazina
(58,83 mmol, 2,71 g). La mezcla se calenté a 40 ml y se agité durante 2 horas. La suspension de color amarillo/verde
se enfrié a 5 ml y se filtré bajo atmdsfera de argon, se lavé con etanol (20 cm?) y se seco para obtener leuco-azul de
metileno en forma de un sélido de color verde claro. Al leucoproducto se afiadié anhidrido acético (40 cmd) y piridina
(10 cm?®) y la solucién se calenté a 100 ml durante 18 horas. La mezcla enfriada se vertié cuidadosamente sobre una
mezcla de agua con hielo con agitacién para proporcionar un precipitado, que se filtrd, se lavé con agua, y se seco6 a
60 ml durante 2 horas para dar el compuesto del titulo (5,82 g, 66 %) en forma de un sélido de color pardo claro. Pf
137 ml; vmax (KBr)/cm™ 2910 (CH), 2876 (CH). 2856 (CH), 2799 (CH), 1659 (C =0), 1596 (NOz), 1502 (NO2); dH
(250 MHz; CDCls) 2,16 (3H, s, CHs), 2,93 (12H, s, NCHs), 6,59-6,62 (2H, d, J = 8,5, ArH), 6,69-6,71 (2H, d, J = 2,75,
ArH), 7,08-7,47 (2H, s a, ArH); &¢c (62,9 MHz; CDCl3) 170,3 (C =0O), 148,9 (ArC), 127,2 (ArC), 127,1 (ArC), 127,0
(ArC), 110,9 (ArC), 110,7 (ArC), 40,7 (NCHg), 22,9 (CHs); m/z (ES) 284,2 (100 %, [M - OAc]+), 328,1 (15 %, [M +
H]+). 350,1 (41 %, [M + Na]+).

58



10

15

20

25

30

35

40

ES 2546 819 T3

Sintesis 13

1-(3,7-Bis-dimetilamino-fenotiazin-10-il)-etanona

Me 0
N\ MeCN, MeNHNH,, Y
Me._ _ Me (HiCCO),0, CeHyeN N
N S N -
. Me., ~Me
A
C'@ Me Me

Sintesis usando metilhidrazina/base de Hunig en un recipiente. A un recipiente de reaccién de 5000 cm?® colocado
bajo atmésfera de argdén se afadié cloruro de metiltioninio trihidrato (0,54 mol, 200 g) y acetonitrilo (1000 cm?). Se
afnadié metil hidrazina (1,07 mol, 49,36 g) gota a gota a 1,5 ml por minuto. La temperatura de la mezcla aument6 a
32 ml y se agit6 durante 20 minutos. A la suspension de color amarillo/verde se afadieron anhidrido acético (5,35
mol, 541 g) y después base de Hunig (diisopropiletilamina) (1,55 mol, (200 g). La mezcla se calenté a 90 ml durante
2 horas. La mezcla enfriada se vertié después cuidadosamente en una mezcla de agua con hielo (2000 cm?®) en diez
porciones de 200 cm? con agitacion para proporcionar un precipitado. El precipitado se agitd durante 45 minutos
antes de filtrarse, se lavo con agua (3 x 250 cm?®), y se secé al aire durante 30 minutos. El material bruto se cristalizd
en etanol caliente (2750 cm?3) para proporcionar el compuesto del titulo (112,1 g, 64 %) en forma de un sélido de
color gris claro. Pf 137 ml; vmax (KBr)/cm™ 2910 (CH), 2876 (CH), 2856 (CH), 2799 (CH), 1659 (C =0). 1596 (NO2),
1502 (NOy2); &n (250 MHz; CDCls) 2,16 (3H, s, CHs), 2,93 (12H, s, NCHs), 6,59-6,62 (2H, d, J = 8,5, ArH), 6,69-6,71
(2H, d, J = 2,75, ArH), 7,08-7,47 (2H, s a, ArH); &¢ (62,9 MHz; CDCIs) 170,3 (C =0), 148,9 (ArC), 127,2 (ArC), 127,1
(ArC), 127,0 (ArC), 110,9 (ArC), 110,7 (ArC), 40,7 (NCHs), 22,9 (CHs); m/z (ES) 284,2 (100 %, [M - OAc]+), 328,1
(15 %, [M + H]+), 350,1 (41 %, [M + Na]+).

Sintesis 14
1-(3,7-Bis-dimetilamino-fenotiazin-10-il)-etanona

Me 0

N
= MeCN, MeNHNH,,
ME\N S/ N,Me (H,CC0O),0, C.H, N /@E D\
| |
Me ® Me Me..
c1(®

Sintesis usando metilhidrazina/piridina en un recipiente. A un matraz de fondo redondo de 250 cm?® bajo atmésfera
de nitrégeno se afadié cloruro de metiltioninio trihidrato (26,74 mmol, 10 g) y acetonitrilo (50 cm®). Se afadié
metilhidrazina (53,5 mmol, 2.46 g) en cuatro partes iguales durante un periodo de tiempo de 30 minutos. La
temperatura de la mezcla se mantuvo a 35 ml con un bafo de agua fria y se agité durante 30 minutos. A la
suspensién de color amarillo/verde se afadieron anhidrido acético (267 mmol, 27,3 g) y piridina (80,2 mmol, (6,35 g).
La mezcla se calentd a 90 ml durante 2 horas. La mezcla enfriada se vertié después cuidadosamente en una mezcla
de agua con hielo (200 cm?3) en diez porciones iguales con agitacion para proporcionar un precipitado. El precipitado
se agit6 durante 30 minutos antes de filtrarse, se lavé con agua (3 x 50 cm?), y se secd al aire durante 30 minutos. El
material bruto se cristalizé en etanol caliente (120 cm?®) para proporcionar el compuesto del titulo (5,97 g, 68 %) en
forma de un sélido de color gris claro. Pf 137 ml; vmax (KBr)/cm™ 2910 (CH), 2876 (CH), 2856 (CH), 2799 (CH). 1659
(C =0), 1596 (NO2), 1502 (NO2); dn (250 MHz; CDCls) 2,16 (3H, s, CHs), 2,93 (12H, s, NCHs), 6,59-6,62 (2H, d, J =
8,5, ArH), 6,69-6,71 (2H, d, J= 2,75, ArH), 7,08-7,47 (2H, s a, ArH); d¢ (62,9 MHz; CDCls) 170,3 (C =0), 148,9 (ArC),
127,2 (ArC), 127,1 (ArC), 127,0 (ArC), 110,9 (ArC), 110,7 (ArC), 40,7 (NCHa), 22,9 (CHz3); m/z (ES) 284,2 (100 %, [M
- OAcl+), 328,1 (15 %, [M + H]+), 350,1 (41 %, [M + Nal+).
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Sintesis 15

1-(3,7-Bis-dimetilamino-fenotiazin-10-il)-etanona

N MEYO ,
/@[ D MeCN, NaBH,, !
Me ~ Me  (H,CCO),0, CH.N
\l}l s I’Q 3 2 §''5 -
Me @ Me Me\ S ?/Me
I
(O] Me Me

Sintesis usando borohidruro de sodio/piridina en un recipiente. A un matraz de fondo redondo de 500 cm® bajo
atmosfera de nitrogeno se afnadié cloruro de metiltioninio trihidrato (0,134 mol, 50 g) y acetonitrilo (250 cm3). Se
afnadi6 borohidruro de sodio (0,174 mol, 6,6 g) en cuatro partes iguales durante un periodo de tiempo de 30 minutos.
La temperatura de la mezcla se mantuvo a 35 ml con un bafio de agua fria y se agit6 durante 30 minutos. A la
suspensién de color amarillo/verde se afadieron anhidrido acético (0,535 mol, 55 g) y piridina (0,174 mol, 13,76 g).
La mezcla se calentd a 90 ml durante 2 horas. La mezcla enfriada se vertié después cuidadosamente en una mezcla
de agua con hielo (250 cm®) en diez porciones iguales con agitacidén para proporcionar un precipitado. El precipitado
se agit6 durante 30 minutos antes de filtrarse, se lavé con agua (3 x 50 cm?), y se secd al aire durante 30 minutos. El
material bruto se cristalizé en etanol caliente (500 cm?®) para proporcionar el compuesto del titulo (26,7 g, 61 %) en
forma de un soélido de color gris claro. Pf 137 ml; vmax (KBr)/cm™' 2910 (CH), 2876 (CH), 2856 (CH), 2799 (CH). 1659
(C =0), 1596 (NO2), 1502 (NO2); &1 (250 MHz; CDCls) 2,16 (3H, s, CHs), 2,93 (12H, s, NCHgs), 6,59-6,62 (2H, d, J =
8,5, ArH). 6,69-6,71 (2H, d, J= 2,75, ArH), 7,08-7,47 (2H, s a, ArH); d¢ (62,9 MHz; CDCls) 170,3 (C =0), 148,9 (ArC),
127,2 (ArC), 127,1 (ArC), 127,0 (ArC), 110,9 (ArC), 110,7 (ArC), 40,7 (NCHa), 22,9 (CHz); m/z (ES) 284,2 (100 %, [M
- OAc]+), 328,1 (15 %, [M + H]+), 350,1 (41 %, [M + Na]+).

Sintesis 16
1-(3,7-Bis-dimetilamino-fenotiazin-10-il)-etanona

0

N ) g

/@ ‘D\ MeCN, NaBH,, !

Me — _Me  (H;CCO0),0, CgH, N

‘\r1q S hil 3 2 8 19' M M

Me ® Me e\rr [ |7|’ &
@ Me Me

Sintesis usando borohidruro de sodio/base de Hunig en un recipiente. A un matraz de fondo redondo de 500 cm?
bajo atmésfera de nitrdgeno se anadio cloruro de metiltioninio trihidrato (80,2 mmol, 30 g) y acetonitrilo (150 cm?3). Se
anadié borohidruro de sodio (104 mmol, 3,94 g) en cuatro partes iguales durante un periodo de tiempo de 30
minutos. La temperatura de la mezcla se mantuvo a 35 ml con un bafio de agua fria y se agité durante 30 minutos. A
la suspensién de color amarillo/verde se afiadieron anhidrido acético (321 mmol, 32,75 g) y base de Hunig
(diisopropiletilamina) (120 mmol, 15,55 g). La mezcla se calenté a 90 ml durante 2 horas. La mezcla enfriada se
vertié después cuidadosamente en una mezcla de agua con hielo (200 cm?) en diez porciones iguales con agitacion
para proporcionar un precipitado. El precipitado se agité durante 30 minutos antes de filtrarse, se lavé con agua (3 x
50 cm3), y se seco al aire durante 30 minutos. El material bruto se cristalizd en etanol caliente (300 cm?) para
proporcionar el compuesto del titulo (13,55 g, 52 %) en forma de un sélido de color gris claro. Pf 137 ml; vmax
(KBr)/cm™ 2910 (CH). 2876 (CH), 2856 (CH), 2799 (CH), 1659 (C =0), 1596 (NO2), 1502 (NOz); &n (250 MHz;
CDCls) 2,16 (3H, s, CHas), 2,93 (12H, s, NCHs), 6,59-6,62 (2H, d, J = 8,5, ArH), 6,69-6,71 (2H, d, J = 2,75, ArH). 7,08-
7,47 (2H, s a, ArH); d¢ (62,9 MHz; CDCls) 170,3 (C =0), 148,9 (ArC), 127,2 (ArC), 127,1 (ArC), 127,0 (ArC), 110,9
(ArC), 110,7 (ArC), 40,7 (NCHa), 22,9 (CHs); m/z (ES) 284,2 (100 %, [M - OAc]+), 328,1 (15 %, [M + H]+), 350,1
(41 %, [M + Nal+).
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Sintesis 17
1-(3,7-Bis-dimetilamino-fenotiazin-10-il)-etanona

o

N -y

/@: D\ MeCN, NH,NH,.H,0, !

Me = Me (H;CCO),0, C.H.N

\':J s f;l 3 2 5'75 "

Me ® Me Me\th s ‘ |}1’ ©
C'@ Me Me

Sintesis usando monohidrato de hidrazina/piridina en un recipiente. A un matraz de fondo redondo de 250 cm? bajo
atmosfera de nitrdgeno se anadio cloruro de metiltioninio trihidrato (26,74 mmol, 10 g) y acetonitrilo (50 cm?3). Se
anadi6 monohidrato de hidrazina (58,8 mmol, 2,95 g) y la mezcla se calentdé a temperatura de reflujo y se agité
durante 10 minutos antes de enfriarse a 25 ml. A la suspension de color amarillo/verde se anadieron anhidrido
acético (424 mmol, 43,3 g) y piridina (124 mmol, 9,78 g). La mezcla se calent6 a 90 ml durante 2 horas. La mezcla
enfriada se vertio después cuidadosamente en una mezcla de agua con hielo (100 cm3) en diez porciones iguales
con agitacién para proporcionar un precipitado. El precipitado se agité durante 30 minutos antes de filtrarse, se lavé
con agua (3 x 50 cm?), y se seco al aire durante 30 minutos. El material bruto se cristalizd en etanol caliente
(100 cm?®) para proporcionar el compuesto del titulo (4,87 g, 56 %) en forma de un sélido de color gris claro. Pf
137 ml; vmax (KBr)/cm™ 2910 (CH), 2876 (CH), 2856 (CH), 2799 (CH), 1659 (C =0), 1596 (NO2), 1502 (NOz); dH
(250 MHz; CDCl3) 2,16 (3H, s, CHs), 2,93 (12H, s, NCHs), 6,59-6,62 (2H, d, J = 8,5, ArH), 6,69-6,71 (2H, d, J = 2,75,
ArH), 7,08-7,47 (2H, s a, ArH); & (62,9 MHz; CDCls) 170,3 (C =0), 148,9 (ArC), 127,2 (ArC), 127,1 (ArC), 127,0
(ArC), 110,9 (ArC), 110,7 (ArC), 40,7 (NCHgs), 22,9 (CHs); m/z (ES) 284,2 (100 %, [M - OAc]+), 328,1 (15 %, [M +
H]+), 350,1 (41 %, [M + Na]+).

Sintesis 18

1-(3,7-Bis-dimetilamino-fenotiazin-10-il)-etanona

M

N eYO

/@: ‘DL MeCN, NH,NH, H,0, !

Me P Me  (H,CCO),0, CH, N

NIt BRSSO

Me @ Me Me\r?j S l’ €
c® Me Me

Sintesis usando monohidrato de hidrazina/base de Hunig en un recipiente. A un matraz de fondo redondo de
250 cm?® bajo atmdsfera de nitrdgeno se afadio cloruro de metiltioninio trihidrato (80,2 mmol, 30 g) y acetonitrilo
(150 cmd). Se afiadié6 monohidrato de hidrazina (176,5 mmol, 8,84 g) y la mezcla se calentd a temperatura de reflujo
y se agité durante 10 minutos antes de enfriarse a 25 ml. A la suspension de color amarillo/verde se afadieron
anhidrido acético (794 mmol, 81,2 g) y base de Hunig (diisopropiletilamina) (232 mmol, 29,97 g). La mezcla se
calent6 a 90 ml durante 2 horas. La mezcla enfriada se vertié6 después cuidadosamente en una mezcla de agua con
hielo (400 cm®) en diez porciones iguales con agitacion para proporcionar un precipitado. El precipitado se agitd
durante 30 minutos antes de filtrarse, se lavo con agua (3 x 100 cm®), y se seco al aire durante 30 minutos. El
material bruto se cristaliz en etanol caliente (400 cm?®) para proporcionar el compuesto del titulo (17,15 g, 65 %) en
forma de un sélido de color gris claro. Pf 137 ml; vmax (KBr)/cm™ 2910 (CH), 2876 (CH), 2856 (CH), 2799 (CH), 1659
(C =0), 1596 (NOz2), 1502 (NO2); &1 (250 MHz; CDCl3) 2,16 (3H, s, CH3), 2,93 (12H, s, NCHz), 6,59-6,62 (2H, d, J =
8,5, ArH), 6,69-6,71 (2H, d, J = 2,75, ArH), 7,08-7,47 (2H, s a, ArH); d¢ (62,9 MHz; CDCls) 170,3 (C =0), 148,9 (ArC),
127,2 (ArC), 127,1 (ArC), 127,0 (ArC), 110,9 (ArC), 110,7 (ArC), 40,7 (NCHs), 22,9 (CHs); m/z (ES) 284,2 (100 %, [M
- OAcl+), 328,1 (15 %, [M + H]+), 350,1 (41 %, [M + Na]*).

Sintesis 19
3,11-Dinitro-10 H-fenotiazina

H H
| NaNO,, CH,CH,, |

O_N S NO

S 2
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A 10H-fenotiazina (20,00 g, 100 mmol), diclorometano (100 cm?®) y &cido acético (40 cm?®) se afiadié nitrito (20,07 g,
300 mmol) y la mezcla se agitd6 durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se afadié méas cantidad de &cido
acético (40 cm3), diclorometano (100 cm®) y nitrito de sodio (20,07 g, 300 mmol) a continuacién. Se afadié una
cantidad adicional de 120 cm?® de acido acético y se desmenuzé la mezcla de reaccion espesa. La mezcla se agitd
durante 3 horas. La suspension se filtro y se lavé con 100 cm® de cada uno de etanol, agua, y finalmente se anadié
etanol para obtener un sélido de color purpura/marrén. El residuo se agité en DMF caliente y se dej6 enfriar antes de
filtrar el dinitroproducto, que se lavé con etanol (150 cm?®) y se secd para dar el compuesto del titulo (24,88 g, 86 %)
en forma de un soélido de color marrén; vmax (KBr)/cm™' 3331 (NH), 3294 (NH), 3229 (NH), 3101 (CH), 3067 (CH),
1602 (NO2), 1558 (NO2); 8+ (250 MHz; DMSO) 6,73-6,76 (2H, d, J = 9, ArH), 7,78 (2H, s, ArH), 7,89-7,85 (2H, d, J =
9, ArH).

Sintesis 20

1-(3,7-Bis-dietilamino-fenotiazin-10-il)-etanona

N | MeYO

/@ “j@\ MeCN, NH,NH,.H,0, |

Et Et  (H;CCO),0, CiH N

\'?‘ sf rl’l/ {(Hs )2 8/ 119’ /@[ :@\

Et @ Et Et\l}l S I?I/Et
NO, (9 Et Et

A un matraz de fondo redondo de 250 cm? bajo atmoésfera de nitrdgeno se afnadié nitrato de etiltioninio monohidrato
(7,13 mmol, 3 g) y acetonitrilo (20 cm®). Se afadié6 monohidrato de hidrazina (16,4 mmol, 0,82 g) y la mezcla se
calenté a temperatura de reflujo y se agitdé durante 10 minutos antes de enfriarse a 25 ml. A la suspension de color
marrén se anadieron anhidrido acético (114 mmol, 11,65 g) y base de Hunig (diisopropiletilamina) (21,4 mmol, (2,77
g). La mezcla se calent6 a 90 ml durante 2 horas. La mezcla enfriada se vertié después cuidadosamente en una
mezcla de agua con hielo (40 cm3) en diez porciones iguales con agitacion para proporcionar un precipitado. El
precipitado se agitdé durante 30 minutos antes de filtrarse, se lavé con agua (3 x 25 cm?), y se seco6 al aire durante 30
minutos. El material bruto se cristalizdé en etanol caliente (50 cm®) para proporcionar el compuesto del titulo (1,73 g,
63 %) en forma de un sélido de color gris claro. &4 (250 MHz; CDCls) 7,0-7,5 (2H, s a, ArH), 6,64 (2H, s, ArH), 6,52
(2H, d, ArH), 3,35 (8H, c, 7, NCH2), 2,18 (3H, s, CH3), 1,16 (12H, t, 7, CHa); 8¢ (62,9 MHz; CDCl3) 12,5 (CHs), 22,9
(CHs), 44,6 (NCH2), 110,1 (ArC), 127,4 (ArC), 146,5 (ArC), 170,2 (C =0).

Sintesis 21

N,N,N’,N’-Tetraetil-10 H-fenotiazina-3,7-diamina bis(cloruro de hidrégeno)
Me\(o H
|
N

QNQ\ - (37%,)' — /C[ D\

Et Et
Et Et ~ -
\N s N N S N

|
] |
Et Et Et 2HCI et

A un matraz de fondo redondo se afadi6 1-(3,7-bis-dietilamino-fenotiazin-10-il)-etanona (0,5 g, 1,30 mmol), etanol
(5 cm?3), y acido clorhidrico (37 %, 1,3 cm?®) y la solucidén se calenté a 80 ml durante 1 hora. Una vez enfriada a
temperatura ambiente, la mezcla de reaccién se concentré para dar el compuesto del titulo (0,54 g, 100 %) en forma
de un cristal de color verde claro. dn (250 MHz; CD3OD) 7,07 (4H, a, ArH), 6,65 (2H, a, ArH), 3,35 (8H, a, NCH2),
0,97 (12H, a, CHs); &c (62,9 MHz; CDsOD) 10,8 (CHs), 55,1 (NCH2), 116,6 (ArC), 120,4 (ArC), 121,5 (ArC), 123,6
(ArC), 132,6 (ArC), 1445 (ArC).

Sintesis 22

N,N,N’,N’-Tetraetil-10 H-fenotiazina-3,7-diamina bis(bromuro de hidr6geno)
|
N

N HBr (48%), EtOH /@ I:L
£ _Et
Et\N/C[ ]j\ ~Et Y S N

3 N | i

| t
Et Et Et 2HBr Et
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A un matraz de fondo redondo se afiadi6 1-(3,7-bis-dietilamino-fenotiazin-10-il)-etanona (0,5 g, 1,30 mmol), etanol
(5 cm?3), y acido bromhidrico (48 %, 0,75 cm®) y la solucion se calenté a 80 ml durante 1 hora. Una vez enfriada a
temperatura ambiente, la mezcla de reaccién se concentré para dar el compuesto del titulo (0,65 g, 100 %) en forma
de un cristal de color amarillo claro. 61 (250 MHz; D20) 7,05 (4H, a, ArH), 6,79 (2H, d a, ArH), 3,43 (8H, a, NCHz2),
1,05 (12H, t a, CHa); 8¢ (62,9 MHz; D20) 12,3 (CHs), 56,2 (NCH2), 117,9 (ArC), 121,4 (ArC), 122,4 (ArC), 124,5
(ArC), 133,5 (ArC), 145,1 (ArC).

Sintesis 23

N,N,N’,N’-Tetrametil-10 H-fenotiazina-3,7-diamina bis(cloruro de hidrégeno
MEYO H
|
N

N HCI (37%), EtOH, Et,0 /@ Ij\
Me‘N/CE Q\ ~Me Me~n s Ne

\ S r;l | 1
Me Me Me 2HCI Me

A un matraz de fondo redondo se afiadié 1-(3,7-bis-dimetilamino-fenotiazin-10-il)-etanona (1 g, 3,05 mmol), etanol
(10 cm?®), y &cido clorhidrico (37 %, 3 cmd) y la solucion se calenté a 80 ml durante 1 hora. Una vez enfriada a
temperatura ambiente, se afadié dietil éter con agitacion hasta obtener una solucién de turbidez constante.
Transcurrido el tiempo, se formé un precipitado, que se filtré y se lavo con dietil éter (10 cm®) proporcionando el
compuesto del titulo (0,98 g, 90 %) en forma de un sdélido de color verde claro. PF (des) 230 ml; vmax (KBr)/cm™!
3500-3229 (NH), 3061 (CH), 3021 (CH), 2948 (CH), 2879 (CH), 2679 (CH), 2601 (CH), 1604 (CH), 1483 (CH), 1318
(CH); dn (250 MHz; D20) 3,18 (12H, s, NCHs), 6,67 (2H, d, J = 8,5, ArH), 7,16 (4H, s a, ArH); &c (62,9 MHz; D20)
144,3 (ArC), 138,9 (ArC), 122,4 (ArC), 120,8 (ArC), 120,7 (ArC), 117,6 (ArC), 48,9 (NCHs); m/z (ES) 286,1 (100 %,
[M-H, 2ClI]+), 285,1 (40 %), 284,1 (41 %, [M - 3H, 2Cl]+).

Sintesis 24

N,N,N’,N’-Tetrametil-10 H-fenotiazina-3,7-diamina bis(bromuro de hidrégeno)
MeYO

0
N HBr (48%), EtOH /@END\
- Me Me
Me. /@ Q\ ~Me = -
N N ) s )
M Me

| S |
Me Me

e 2HBr

A un matraz de fondo redondo se afiadié 1-(3,7-bis-dimetilamino-fenotiazin-10-il)-etanona (1 g, 3,05 mmol), etanol
(10 cm?3), y acido bromhidrico (48 %, 4 cm®) y la solucion se calentdé a 80 ml durante 1 hora. Una vez enfriada a
temperatura ambiente, se formd un precipitado, que se filtrd y se lavo con dietil éter (10 cm®) proporcionando el
producto del titulo (1,22 g, 89 %) en forma de un sdélido de color mostaza claro. PF (des) 230 ml; vmax (KBr)/cm™!
3500-3229 (NH), 3061 (CH), 3021 (CH), 2948 (CH), 2879 (CH), 2679 (CH), 2601 (CH), 1604 (CH), 1483 (CH), 1318
(CH); dn (250 MHz; D20) 3,18 (12H, s, NCHa), 6,66 (2H, d, J = 8,75, ArH), 7,15 (4H, s, ArH); & (62,9 MHz; D20)
144,3 (ArC), 138,9 (ArC), 122,4 (ArC), 120,8 (ArC), 120,7 (ArC), 117,6 (ArC), 48,9 (NCHs).

Sintesis 25

N,N,N’,N’-Tetraetil-10 H-fenotiazina-3,7-diamina bis(bromuro de hidrégeno)
Me\fo H
|
N HBr (48%), MeOH, Et,O /@:NQ\
: Et Et
N s N~ N S N

| |
| b
Et Et Et 2HBr Et

A un matraz de fondo redondo se afiadi6é 1-(3,7-bis-dietilamino-fenotiazin-10-il)-etanona (1,0 g, 2,60 mmol), metanol
(10 cm?), y acido bromhidrico (48 %, 2,94 cm?®) y la solucion se calenté a 80 ml durante 1 hora. Después de enfriar a
5 ml, se afadié6 a la mezcla éter dietilico, proporcionando una solucién turbia. La solucién se agité durante 30
minutos y proporcionar el compuesto del titulo (0,83 g, 63 %) en forma de un sélido de color amarillo claro. on
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12,3 (CHa), 56,2 (NCHz), 117,9 (ArC), 121,4 (ArC), 122,4 (ArC), 124,5 (ArC), 133,5 (ArC), 145,1 (ArC).

Ejemplo 10 - otros trastornos cognitivos o del SNC

Los métodos de tratamiento, profilaxia, diagnoéstico o prondstico de la presente invencion, que utilizan los
compuestos de DAPTZ en forma oxidada o reducida pueden en muchos aspectos aplicarse a uno cualquiera o mas

de las siguientes enfermedades.

Enfermedades de agregacion de proteinas

de glutamina.

Tamano
Dominio o subunidad
Proteina Enfermedad mutaciones de fibrilla Referencias
agregacion
(kDa)
Trastornos neurodegenerativos
Proteina - Formas heredadas y .
bridnica Enfermedades pridnicas esporddicas 27 Prusiner (1998)
(CJD, nvCJD, insomnio familiar fatal, 07 an-
sindrome de Gerstmann-Straussler- PrP 27 30; muchas
: mutaciones.
Scheinker, Kuru)
Dominios fibrilogénicos:
113-120, 178:-191.202- Gasset et al.
218. (1992)
enfermedad de Alzheimer, sindrome de
Down, FTDP-17, CBD, parkinsonismo o
Proteinatau |postenceféalico, enfermedad de Pick, Forma:s her edadas y 10-12 Wischik et al.
) . - esporadicas (1988)
demencia compleja de Guam de tipo
Parkinson,
Tau truncada (dominio
de union a tubulina)
297-391.
Mutaciones en tau en Hutton et al.
FTDP-17. (1998)
Muchas mutaciones en Czech et al
las proteinas de (2000) )
presenilina.
Proteina - enfermedad de Alzheimer, sindrome de |Formas heredadas y 4 Glenner & Wong,
amiloide Down esporadicas (1984)
Proteina B-amiloide; 1-
42 (3).
11 mutaciones en APP Goate et al.
en algunas familias. (1991)
Extremo N de la
— . proteina con DiFiglia et al.
Huntingtina enfermedad de Huntington repeticiones ampliadas 40 (1997)
de glutamina.
. Proteina con
Ataxinas (1,2, Ataxias espinocerebelares (SCA1,2, 3, 7)repeticiones ampliadas Paulson et al.
3, 7) : (1999)
de glutamina.
. . . Proteina con
Atrofina ?[gggal_g)entarrubropalldolu3|ana repeticiones ampliadas Zaguglgt))n et al.
de glutamina.
. Proteina con
Andrégeno . . L . Paulson et al.
receptor Atrofia espinal y bulbar repeticiones ampliadas (1999)
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. Encefalopatia familiar con cuerpos de  |[Neuroserpina; S49P, Davis et al.
Neuroserpina inclusién neuronales (FENIB) S52R. o7 (1999)
a-Sinucleina enfermedad de Parkinson, demencia con|Formas heredadas y 19 Spillantini et al.

cuerpos de Lewis, atrofia multisistémica |esporadicas (1998)
AS53T, A30P en algunas
familias de PD Polymeropoulos
automica dominante et al. (1997)
rara.

N Angiopatia cerebral hereditaria Cistatina C menos 10 ) Abrahamson et
Cistatina C (islandesa) restos; L68Q. 12-13 al. (1992)
Syperoxndo Esclerosis lateral amiotréfica Mutaciones SOD1. Shibata et al.
dismutasa 1 (1996)
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Ejemplo 11 - Ensayo de disolucion normalizado
Titulo: Fluido intestinal simulado para capsulas que contienen DAPTZ.

Realizado por: Encap Drug Delivery, Unidades 4, 5 y 6, Oakbank Park Way, Livingston, West Lothian, EH53 0TH,
Escocia, R.U.

1. Objetivo
Este método es adecuado para uso como Método de ensayo de disolucidon para proporcionar datos para la

determinacion del % de disolucién en funcién del tiempo de formas farmacéuticas que contienen DAPTZ en fluido
intestinal simulado (SIF), como se describe en la USP (http://www.usp.org) como medio de disolucién.

El método se ilustra con capsulas de 30 mg, 60 mg y 100 mg de MTC formuladas en Gelucire 44/14 y emplea el
Equipo 2 de Disolucién de la norma USP<711> (paleta y platina). Cuando es relevante en lo sucesivo,, el MTC se
puede sustituir con un compuesto DAPTZ alternativo a la carga adecuada y.

2. CONDICIONES DEL METODO
2.1 Reactivos

Agua - Calidad Lab. o equivalente

Dihidrogenoortofosfato de potasio - Calidad Lab. o equivalente
Hidréxido de sodio - Calidad Lab. o equivalente

Pancreatina - Calidad USP

Acido clorhidrico - Calidad Lab. o equivalente

2.2 Seguridad

Los reactivos son pos. irritantes y pos. perjudiciales.
2.3 Condiciones de disolucién

Equipo de disolucion

Equipo- Equipo 2 de Disolucion de la norma USP<711>(paleta y platina)
Muestra- 1 capsula colocada en una platina

Velocidad de rotacion- 75 rpm

Temperatura - 37 ml £ 0,5 ml

Medio de disolucion - 1000 ml de fluido intestinal simulado
Tiempos de Muestreo - 15, 30, 45, 60 minutos

Duracion del ensayo - 60 minutos

Tamario de la muestra - 5 ml (sin sustituir) (No filtrar)
Condiciones del espectrofotémetro de UV

Longitud de onda de determinacién - 665 nm

Referencia - SIF diluido

Longitud de la Trayectoria - 10 mm

Ancho de Banda - 2,0 nm

2.4 Preparacion de fluido intestinal simulado (SIF)

Para cada litro requerido, disolver 6,8 g de dihidrogenoortofosfato de potasio en 250 ml de agua, mezclar y anadir
77 ml de hidroxido de sodio 0,2 N y 500 ml de agua. Anadir 10,0 g de mezcla de pancreatina, USP, y ajustar la
solucidn resultante bien con hidréxido de sodio 0,2 N o acido clorhidrico 0,2 N a un pH de 6,8 + 0,1. Diluir con agua a
1000 ml. Esta solucion debe prepararse nueva cada dia.

2.5 Soluciones de patron (preparar por duplicado)

Pesar con precision aproximadamente 100 mg de MTC en un matraz aforado de 100 ml. Disolver en 80 ml de etanol-
agua 50/50 con 15 min de sonicacién y a continuacion completar el volumen con etanol-agua 50/50 y mezclar bien
(1000 pg/ml). Transferir 5,0 ml de esta solucion a un matraz aforado de 100 ml y completar el volumen del matraz
con SIF y mezclar bien (50 pg/ml). Transferir 4,0 ml de esta solucién a un matraz aforado de 100 ml y completar el
volumen del matraz con agua y mezclar bien (2,0 ug/ml). Esta es la solucion de patron.
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2.6 Procedimiento de disolucion

Anadir 1000 ml de fluido intestinal simulado a cada uno de los seis recipientes de disolucion. Insertar las paletas a la
velocidad de rotacién correcta y dejar equilibrar a 37 ml £ 0,5 ml. Colocar seis capsulas individuales en platinas de
acero inoxidable y afadir una a cada recipiente apuntando el tiempo.

En cada uno de los tiempos especificados extraer una muestra de 5 ml.

2.7 Preparacion de la referencia del fondo

Transferir 4,0 ml de SIF a un matraz aforado de 100 ml y completar el volumen con agua y mezclar bien. Esta
solucion se va a usar como referencia de fondo en el espectrofotémetro de UV.

2.8 Preparacion de la muestra

Para las capsulas de 30 mg, transferir 3,0 ml de esta solucién a un matraz aforado de 50 ml y completar el volumen
con agua y mezclar bien (1,8 pg/ml).

Para las capsulas de 60 mg, transferir 3,0 ml de esta solucion a un matraz aforado de 100 ml y completar el volumen
con agua y mezclar bien (1,8 pg/ml).

Para las capsulas de 100 mg, transferir 1 ml de esta solucion a un matraz aforado de 50 ml y completar el volumen
con agua y mezclar bien (2,0 ug/ml). Estas son las soluciones de muestra.

2.9 Procedimiento

Determinar las soluciones de patron y las soluciones de muestra en un espectrofotometro de UV que se ha
encendido y se ha dejado calentar a la temperatura de funcionamiento.

2.10 Verificacion del patron

Verificar los factores de respuesta promedio de dos soluciones de patrén.. El patrén 2 debe verificar que es el 98 -
102 % del patrén 1.

2.11 Calculos
Llevar a cabo todos los calculos con 2 cifras decimales

Determinar el % de liberacion de MTC de cada muestra con respecto al patrén de referencia utilizando la ecuacion
adecuada:

% liberacion por capsula de 100 mg = Asam/Astd x Wstd (100 mg) x P X 100
% liberacion por capsula de 60 mg = Asam/Astd x Wstd (60 mg) x 2/3 x P X 100
% liberacion por capsula de 30 mg = Asam/Astd x Wstd (30 mg) x 1/3 x P X 100

Asam es la Absorbancia de MTC para la muestra individual a 665 nm

Astd es la Absorbancia de MTC promedio de dos patrones a 665 nm

Wstd es el peso promedio de los patrones MTC utilizados (mg)

P es la Pureza del patron de referencia utilizado, en forma decimal (por ejemplo 0,999)
(Cuando el material inicial se utiliza como patron, se aplica a P un factor de correccion de 1)

Represente el % de liberacion de MTC frente al tiempo de disolucion en una grafica en la que los recipientes
individuales se representan por separado.

Represente el % de liberacién promedio de MTC, para los seis recipientes, frente al tiempo de disolucién en una
grafica.

De esta manera, se puede usar generalmente la siguiente ecuacion.
% de liberacion para x mg por capsula = Asam/Astd x Wstd/(x) x d x P x 100
Los expertos en la materia apreciaran que 'd’ es la correccion, si es necesario, para diluciéon en la preparacion de

muestra como en la etapa 2.8 anterior.
2.12 Ensayo normalizado para fluido gastrico simulado (SGF)
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Este ensayo normalizado se llevé a cabo como se ha descrito anteriormente pero utilizando SGF en lugar de SIF. El
SGF se preparé de acuerdo con USP29 como sigue:

Fluido Gastrico, Simulado, TS-Disolver 2,0 g de cloruro de sodio y 3,2 g de pepsina purificada, que se deriva de
mucosa de estdbmago de porcino, con una actividad de 800 a 2500 unidades por mg de proteina, en 7,0 ml de acido
clorhidrico y agua suficiente para preparar 1000 ml. [Se describe la actividad de la pepsina en las especificaciones
del Food Chemicals Codex en General Tests and Assays]. Esta solucion de ensayo tiene un pH de
aproximadamente 1,2.

Ejemplo 12 - Modelos cuantitativos de la progresion y el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer

El proceso quimico que subyace en la enfermedad de Alzheimer es la agregacion y el truncamiento de las proteinas
tau. En este ejemplo, los inventores han utilizado modelos cinéticos de la ruta de reaccién de tau para describir la
progresion de la enfermedad y el efecto del tratamiento, y comparar la eficacia de los tratamientos que se dirigen a
diferentes partes de la ruta.

1 Formulacion de un modelo de equilibrio

La Figura 37A muestra la uniéon de una proteina tau a un agregado de proteinas tau truncadas, seguido por el
truncamiento de la proteina tau para formar un agregado mas grande. En la célula, esta reaccién se incluye en una
ruta mas grande, con rutas para la creacién de nuevas proteinas tau y para la eliminaciéon de agregados.

La Figura 37B muestra un modelo natural. Aqui, S denota la cantidad de proteina tau soluble, y A la cantidad de tau
truncada agregada. Para producir un modelo cinético, se deben especificar velocidades. Se sabe que la velocidad de
agregacion de tau aumenta con la disponibilidad de S y la disponibilidad de A [Wischik, C.M., Edwards, P.C., Lai,
R.Y.K., Roth, M. & Harrington, C.R. (1996) Selective inhibition of Alzheimer disease-like agregacion de Tau by
phenothiazines. Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 93, 11213-11218]. Es natural suponer que
existe un mecanismo de retroalimentaciéon implicado en la creacién de S y, de esta manera, la velocidad de
produccion de S depende de la cantidad de S [Lai, R.Y.K., Gertz, H.-J., Wischik, D.J., Xuereb, J.H., Mukaetova-
Ladinska, E.B., Harrington, C.R., Edwards, P.C., Mena, R., Paykel, E.S., Brayne, C., Huppert, F.A., Roth, M. &
Wischik, C.M. (1995) Examination of phosphorylated tau protein as a PHF-precursor at early stage Alzheimer’s
disease. Neurobiology of Aging 16, 433-445.]. Para otras rutas que se muestran, se hara la suposicion cinética
habitual de que la velocidad de una reaccion es proporcional a la cantidad de reactivo.

Esto da lugar al modelo cinético que se muestra en la Figura 37C. En esta imagen, los inventores entienden, por
ejemplo, que si S(t) es la cantidad de proteina tau soluble en el tiempo t entonces

d/dt S(t) = N(S(f)) - kso S(t) - k A(t) S(t) [ecuacion 1]
Escalas temporales de progresion y cinética de la enfermedad

Un aspecto crucial de este modelo es la escala temporal en la cual progresa la enfermedad de Alzheimer, y su
relacién en la escala temporal en la que funcionan ecuaciones de tipo ecuacion 1. Es opinion de los inventores que
la dinamica de las ecuaciones cinéticas se produce en unas horas o dias, y que la progresiéon de la enfermedad se
debe al lento cambio de parametros de tipo kao en una escala temporal de afos. Wischik et al (1995) adoptaron una
posicién contraria, concretamente que la escala temporal se mida en afos, y que la progresion de la enfermedad
refleja el aumento gradual de A(t) segun se ha modelado por la cinética.

Existen dos pruebas principales de evidencia para la separacion de escalas temporales. En primer lugar,
experimentos in vitro [documento WO96/30766], en los que tau soluble se incuba con tau truncada en fase solida,
que muestran que la mayoria de tau soluble se ha unido en cuestion de horas. La segunda prueba de evidencia
proviene de experimentos con ratones transgénicos que expresan la proteina tau truncada humana [documento WO
02/059150]. Estos ratones desarrollan lentamente la patologia tau de la enfermedad de Alzheimer durante periodos
de meses, tal como se ha medido por pruebas cognitivos y por examen neuropatologico [Zabke, C., Dietze, S.,
Stamer, K., Rickard, J.E., Harrington, C.R., Theuring, F., Seng, K.M. & Wischik, C.W. (2008) Early and advanced
stages of tau aggregation in transgenic mouse models. International Conference on Alzheimer’s Disease, Chicago,
26-31 Julio 2008, P1-054]. Cuando se trata con dosis orales diarias de MTC en un periodo de 17 dias, la patologia
de la enfermedad de Alzheimer se redujo [Harrington, C., Rickard, J.E., Horsley, D., Harrington, K.A., Hindley, K.P.,
Riedel, G., Theuring, F., Seng, K.M. & Wischik, C.M. (2008) Methylthioninium chloride (MTC) acts as tau aggregation
inhibitor (TAIl) in a cellular model and reverses tau pathology in transgenic mice models of Alzheimer’s disease.
International Conference on Alzheimer’s Disease, Chicago, 26-31 de julio de 2008, 01-06-04]. Por tanto, la escala
temporal de la cinética es del orden de dias, aunque la escala temporal de la progresion de la enfermedad es mucho
mas larga, medida en meses para estos ratones.

La técnica matematica de los inventores debe por tanto ser esta: se supone que cualquier paciente tiene constantes
de velocidad que dependen de cuanto tiempo ha padecido la enfermedad, es decir kao(a) etc. donde a es el nimero
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de afnos desde el inicio; y se supone que los niveles resultantes de S y A son los valores de equilibrio del sistema
dindmico. Para concretar, los inventores necesitan resolver ecuaciones similares a esta forma modificada de la
ecuacion 1:

MS)-KsoS-kAS=0. [ecuacion 2]

Los inventores han omitido t, ya que no estén interesados en la dinamica del sistema sino solo en el comportamiento
del equilibrio. Escribiran algunas veces S(a) etc. para resaltar la dependencia de los valores de las constantes de
velocidad.

Contabilizacion para la creacion de nuevos agregados

La reaccion de agregacion (Figura 37A) comienza con una molécula de agregado y acaba con una molécula de
agregado, de tal manera que describe el crecimiento de los agregados existentes y no la creacion de los nuevos
agregados. Igualmente en el sistema cinético (Figura 37C), si los inventores no modelan la creacién de agregados,
entonces el combinado de A disminuira sostenidamente, lo que significa que la solucion de equilibrio es A= 0

La manera mas sencilla de tener en cuenta la creaciéon de nuevos agregados es mediante la alteracién de la
estequiometria de la reaccion de agregacion. Especificamente, los inventores supondran el esquema que se
muestra en la Figura 37D (aunque los valores reales de nz2 y n2 son desconocidos).

Por ejemplo, si n1 = 2,3 y n2 = 1,87 entonces, a partir de 230 moléculas tau y 100 moléculas de agregados existen 87
nuevas moléculas de agregados producidas.

Sumario del modelo
Los inventores han propuesto el modelo de sistema dindmico que se muestra en la Figura 37E.

Las ecuaciones del estado de equilibrio de este sistema son:
MS) = kspS + my K AS [ecuacion 3]
N k AS = k AS + Kao{a) A [ecuacion 4]

En el resto de este Ejemplo se describiran algunos experimentos que permiten cuantificar las constantes de
velocidad y de esta manera predecir el efecto del tratamiento.
2 Cuantificacion de la progresion de la enfermedad

Lai et al. (1995) estudiaron numerosos pacientes de Alzheimer con posterioridad a su defuncién y encontraron una
relacién entre Ay S:

S=fA)=a/A® -1 [ecuacion 2]

donde a =2450y (3 = 0,3459.

Mukaetova-Ladinska et al. (Mukaetova-Ladinska, E.B., Garcia-Siera, F., Hurt, J., Gertz, H.J., Xuereb, J.H., Hills, R.,
Brayne, C., Huppert, F.A., Paykel, E.S., McGee, M., Jakes, R., Honer, W.G., Harrington, C.R. & Wischik, C.M. (2000)
Staging of cytoskeletal and B-amyloid changes in human isocortex reveals biphasic synaptic protein response during
progression of Alzheimer’s disease. American Journal of Pathology 157, 623-6 36) estudiaron numerosos pacientes
de Alzheimer con anterioridad y posterioridad a la defuncion, y encontraron una relacién entre los niveles de PHF y
la etapa de Braak del paciente B:

PHF = g(B) = Exp{yB/(5-B)) - 1 [ecuacién 1]
donde y = 4,8383 y 6 = 9,8156.
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Es razonable suponer que los niveles de PHF son proporcionales a los niveles de los agregados de tau:

A =¢e PHF [ecuacion 2]
aunque ¢ sea desconocido.
Ohm et al. [Ohm, T.G., Muller, H., Braak, H. & Bohl, J. (1995) Close-meshed prevalence rates of different stages as a
tool to uncover the rate of Alzheimer’s disease-related neurofibrillary changes. Neuroscience 64, 209-217] estudiaron
la distribucion de las etapas de Braak en una poblacién, y en el apéndice, los inventores describen como, a partir de

estos datos, se puede obtener una relacién entre una etapa de Braak promedio By el tiempo hasta el inicio de la
demencia, en anos:

B=h(a) =" [ecuacion 8]

Usando estas tres relaciones, se puede reescribir las ecuaciones 3-4 de equilibrio para obtener:
MS)=Kkso S+ k f"(S) s [ecuacion 9]
kao(a) = (n-1) k f(e g(h(a))) [ecuacion 10]

3. Cuantificacion del efecto de un farmaco

El documento WO 02/055720 describe un modelo celular de la enfermedad de Alzheimer, y las medidas que
demuestran el efecto de MTC sobre los niveles de A. Las células se habian modificado genéticamente para producir
tau S soluble a una velocidad constante. Por si mismas, estas no forman agregados espontaneamente, y de esta
manera, las células han de modificarse adicionalmente para producir tau T truncada a una velocidad constante. Los
inventores suponen que las células tienen un mecanismo normal para destruir T, y que el efecto del farmaco es abrir
una ruta por la cual A se disuelve y se convierte en T. Por simplicidad, se supone que aqui S se usa solo en la ruta
del Alzheimer. Los inventores tienen, por tanto, el modelo cinético que se muestra en la Figura 37F.

Los inventores han escrito kar(d) para resaltar que esta constante de velocidad depende del nivel de dosis d, y
suponen que kat(0) = 0. Los inventores deben escribir estrictamente kao(acer), donde acel €s el tiempo en anos desde
el inicio de la enfermedad en estas células, aunque los inventores lo suprimen en sus ecuaciones.

Las ecuaciones de equilibrio para este sistema son:
A=kASm [ecuacion 10]
ut ka{d) A= T (krotkya) [ecuacion 11]
kKia T+ kAS=KAS+A (kar{dy+kas) ~[ecuacion 12]
Utilizando las ecuaciones 11 y 12, los inventores pueden eliminar Sy T de la ecuacion 12 para obtener:
A =[(nz-1)n4A + kral(kratkra)p] 1 [ Kao + Kar{Okrol(Krotkra) |

Escribiendo A(0) para el valor inicial de tau agregado, en ausencia de cualquier farmaco, entonces:

A(0) = [(n-1)ns + kral(Krorkra)u] ! Kao
Estas dos ecuaciones se cancelan convenientemente, y nos dicen que:

Kar(d) Ko = (1+kralkro}(A(0)A(d)-1)

(Los inventores han escrito aqui para resaltar que el nivel observado de agregados A es funcion de la dosis d).
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El documento WO 02/055720 informa que:
A(d)A(0) = g(d) = C d%(n®+d®)+1 [ecuacion 12]

donde ¢ =-1,0665, n=51,735y 6 = 1,3328.
4. Cuantificacion del efecto combinado

Los inventores pueden preguntar ahora: ;cémo esperamos que el farmaco altere la progresién de la enfermedad?
Ahora, el modelo cinético de los inventores es el que se muestra en la Figura 37G, con las ecuaciones de equilibrio:

MS) = ksoS + N1 K AS | [ecuacion 15]
Kar(d) A = T (krotkza) [ecuacion 16]
kiaT+nkAS=kAS+ A (kar(d)+kao(a)) [ecuacion 17]

Los inventores desean resolver estas ecuaciones resolver estas ecuaciones para A = A(a,d). Para conseguirlo, es
mas conveniente usar la ecuacion 16 para expresar T en funcién de A:

T = A Kar{d)/(Kro+K7a)

y a continuacion sustituir en 17 para encontrar una expresion para S = S(a,d)

(n2-1) k S(a,d) = Kao(8) + Kar(d) Kro/(Krotkya)
y finalmente usar las ecuaciones 15y 9 para convertirlo en una expresién para A(a,d).

A(a,d) = f'(S(a,d)) [ecuacion 18]

La expresion para S(a,d) puede tener mas utilidad si se escribe como una relacion que implica S(ao,0) donde ao es el
tiempo desde el inicio de la enfermedad cuyo tratamiento se ha comenzado. Los inventores deben sustituir también
en las expresiones que han obtenido para kao(a) y kar(d) y obtener:

S(a,d)/S(80.0) = Kao(@)/kaol@o) + Kao(8cen)/kao(ao) (1/g(d)-1)  [ecuacion 19]

La formula de g(d) se ha proporcionado anteriormente en la ecuacion 14, la férmula de f se ha proporcionado en la
ecuacion 8, y la formula de kao(a) se proporciona en la ecuacion 9.

Interpretacion del resultado.

Si dejamos d = 0 la ecuacion 19 da:
S(a,0)/S(a0,0) = kao{a)Kac(@o)

A medida que aumenta, la ruta por la cual los agregados se aclaran degenera, y kao(a) disminuye hacia 0; de esta
manera S(a,0) disminuye hacia 0 y, de acuerdo con la ecuacién 18, A aumenta hasta infinito. Mediante el tratamiento
con el farmaco a una dosis fija, los inventores evitan que S disminuya por debajo de un determinado umbral:

Sinresh = Kaol@cen)/Kaolao) (1/g(d)-1)

lo que significa que evitan que A aumente por encima de un determinado umbral f'(Siresh). En otras palabras, este
tratamiento no retarda meramente la progresion de la enfermedad, la detiene.
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5. Un modelo de tratamiento alternativo

Se ha sugerido que se puede tratar la enfermedad de Alzheimer inhibiendo la reaccion de unién tau-tau (Wischik,
C.M., Edwards, P.C., Lai, R.Y.K., Roth, M. & Harrington, C.R. (1996) Selective inhibition of Alzheimer diseaselike tau
aggregation by phenothiazines. Proceedings of the National Academy of Sciences, USA 93, 11213-11218). ;Qué
efecto podria esto tener sobre la progresién de la enfermedad? Si se considera el modelo cinético que se muestra en
la Figura 37H donde k(d) es el valor de la constante de velocidad, una vez que la reaccién se ha inhibido por este
presunto farmaco a la dosis d. Las ecuaciones de equilibrio son:

M(S) = KsoS + nq k(d) AS

Nz k(d) AS =k(d) AS + A Kkao(a)

Resolviendo estas, y sustituyendo en la ecuacion 8, se obtiene:

S(a.d)/S(ao,0) = [Kao(@)/Kao(@0)] / [K(A)VK(0)]

Aa,d) = £(S(a.d) / [k()Ik(O))

Se puede observar que el nivel de S(a,d) disminuye a 0 a medida que el tiempo aumenta, para cualquier dosis fija d.
Por tanto, el nivel de A aumenta hasta el infinito. En otras palabras, un tratamiento basado Unicamente en la
inhibicion de la reaccion de la unién tau-tau retardaria la progresién de la enfermedad, pero no la detendria.

6. Resultados numéricos

La Figura 37l ilustra estos resultados numéricamente. La representacion de la izquierda muestra el efecto de un
farmaco que crea una nueva ruta A—T, como se describe en la Seccion 3; la representacion de la izquierda muestra
el efecto de un farmaco que inhibe la ruta S+A—A, como se describe en la Seccion Error! Reference source not
found!. En lugar de representar graficamente el nivel de los agregados de tau A, los inventores han representado
MMSE, utilizando la relacion entre MMSE vy la etapa de Braak B derivada de los datos de Ohm et al. (1995).

MMSE = o(z-B)/(p-B)

donde o = 56,2204, t = 6,5969 y p = 11,599, junto con las relaciones en las ecuaciones 6 y 7, y ajustando € = 1. Los
inventores han representado esto como una funcién del nimero de afios desde el comienzo del tratamiento, para un
paciente que comenzd el tratamiento a MMSE = 15. La linea punteada muestra el deterioro de MMSE sin
tratamiento; las otras lineas muestran el efecto del tratamiento a varios niveles de dosis. Los niveles de dosis de los
inventores que se ilustran aqui son (para la representacién de la izquierda) d = 25, 50 y 90; y (para la representacion
de la derecha) k(d)/k(0) = 45 %, 20 %, 7 %.

7. Implicaciones para la eliminacion de los agregados de tau en la progresion de la enfermedad

Estas figuras (Figura 37I) ilustran lo que los inventores han explicado ya algebraicamente, concretamente que la
inhibicion de la agregacién tau-tau solo puede retrasar la progresion de la enfermedad, mientras que se puede
detener abriendo una nueva ruta para la disolucion de los agregados. Esto se puede representar esquematicamente
en la Figura 39. Se puede evitar la agregacion de Tau interviniendo en dos sitios: en primer lugar inhibiendo la
entrada de tau en el ciclo de agregacion y en segundo lugar, potenciando la eliminaciéon de los agregados
procedentes del ciclo de agregacién (Figura 39). El nivel de agregados de tau o de filamentos helicoidales
emparejados progresa estacionariamente con el avance de la edad. Si se evita la entrada de tau, entonces, el nivel
de los PHF disminuira hasta un determinado nivel, previsto por la estadificacién de Braak, después de lo cual, la
velocidad de progresion continuara como antes. Solo cuando la eliminaciéon de los agregados de tau se potencia, los
niveles de tau comenzaran a disminuir en el tiempo (Figura 39). En dichas circunstancias, se diria que un farmaco
que tuviera dicho efecto seria un modificador de la enfermedad. Wischik et al. (Wischik, C.M., Lai, R.Y.K. &
Harrington, C.R. (1997) Modelling prion-like processing of tau protein in Alzheimer’s disease for pharmaceutical
development. En Microtubule-Associated Proteins: Modifications in Disease. (Eds. J. Avila, R. Brandt, y K. S. Kosik)
Harwood Academic Publishers, Amsterdam, 185-241) analizaron que se puede iniciar la agregacion de tau mediante
la siembra de proteinas que proceden de la renovacién mitocondrial relacionada con la edad (por ejemplo. proteina
nuclear 2 del complejo I, porina y subunidad 9 de la ATP sintasa). Estos agregados de tau pueden ensamblarse en
los PHF y/o penetrar en la ruta de eliminacién endosémica-lisosémica, sumandose a la congestion de esta ruta con
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la edad avanzada (Figura 40). La eliminacién potenciada de los agregados de tau procedentes de esta ruta
disminuird la carga metabdlica en las neuronas. Este Ejemplo demuestra cémo esto podria detener la progresion de
la enfermedad en lugar de solo retrasar solo su progreso.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de 3,7-diaminofenotiazina (DAPTZ) en una forma reducida cristalina estable para su uso en un
método de tratamiento o de profilaxis de un trastorno cognitivo o del SNC en un paciente, en donde dicho trastorno
es uno que sea susceptible al tratamiento mediante dicho compuesto de DAPTZ,

método que comprende administrar por via oral a dicho paciente una dosis unitaria que contiene dicho compuesto de
DAPTZ como principio activo,

en donde el paciente es alguien al que se ha evaluado que padece un trastorno hematol6gico, los efectos de dicho
trastorno hematoldgico se pueden agravar, por otra parte, debido al compuesto de DAPTZ.

2. Un compuesto de DAPTZ en una forma reducida cristalina estable para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1,
en donde la dosis unitaria es una formulacién de liberacion retardada del compuesto de DAPTZ reducido a una
concentracion entre 100-1000 mg.

3. Un compuesto de DAPTZ en una forma reducida cristalina estable para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2,
en el que la formulacién de liberacion retardada libera menos de <50 % en 1 hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas, 5
horas, 6 horas, 7 horas u 8 horas.

4. Un compuesto de DAPTZ en una forma reducida cristalina estable para su uso de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3, en el que la formulacion comprende como maximo un 5 % en peso de compuesto de
DAPTZ oxidado.

5. Un compuesto de DAPTZ en una forma reducida cristalina estable para su uso de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 4, en donde el trastorno cognitivo o del SNC es una tauopatia.

6. Un compuesto de DAPTZ en una forma reducida cristalina estable para su uso de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, en el que el trastorno cognitivo o del SNC se selecciona entre:

(i) enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Pick, pardlisis supranuclear progresiva (PSP), demencia
frontotemporal, demencia frontotemporal con parquinsonismo vinculado al cromosoma 17, complejo de
desinhibicion-demencia-parkinsonismo-amiotrofia, degeneracién palido-ponto-nigral, sindrome de Guam-ALS;
degeneracion palido-nigro-luysiana, degeneracion corticobasal, o

(i) es un deterioro cognitivo leve, o

(iii) es una sinucleopatia, que es opcionalmente la enfermedad de Parkinson, demencia con cuerpos de Lewis,
atrofia multisistémica, parkinsonismo inducido por farmacos o fallo autonomo puro (PAF).

7. Un compuesto de DAPTZ en una forma reducida cristalina estable para su uso de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 6, en donde se sabe que el paciente padece una hemoglobinopatia que es opcionalmente
anemia falciforme, talasemia, metahemoglobinemia; una anemia que es opcionalmente una anemia hemolitica; una
neoplasia hematoldgica que es opcionalmente linfoma, mieloma, plasmacitoma o leucemia, una coagulopatia que es
opcionalmente hemofilia.

8. Un compuesto de DAPTZ en una forma reducida cristalina estable para su uso de acuerdo con la reivindicacion 7
en donde el paciente tiene mas de 70 afos de edad y esta sometido a una dolencia anémica relacionada con la
edad que es opcionalmente displasia mieloide.

9. Un compuesto de DAPTZ en una forma reducida cristalina estable para su uso de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 8, en donde dicho compuesto de DAPTZ se selecciona entre compuestos de las siguientes
férmulas y sales, solvatos e hidratos farmacéuticamente aceptables de los mismos:

9 ﬁl 1
N HX1
R'INA INA 5
e N s N:RSNB HX

en la que:

cada uno de R' y R® se selecciona independientemente entre: -H, alquilo C1.4, alquenilo C24 y alquilo Ci14
halogenado;
cada uno de R3VA y R3NB ge selecciona independientemente entre: -H, alquilo Ci-4, alquenilo Cz.4 y alquilo C1-4
halogenado;
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cada uno de R™A y R7NB se selecciona independientemente entre: -H, alquilo C+-4, alquenilo C24 y alquilo C14
halogenado;
cada uno de HX' y HX? es independientemente un acido protico.

10. Un compuesto de DAPTZ en una forma reducida cristalina estable para su uso de acuerdo con la reivindicacion
9, en donde cada uno de R' y R® es independientemente H.

11. Un compuesto de DAPTZ en una forma reducida cristalina estable para su uso de acuerdo con la reivindicacién 9
o la reivindicacién 10, en donde cada R3NA y R3\NB y R7NA y R7NB gg independientemente -Me, -Et, -nPr, -nBu, -CHz-
CH=CH: o -CFas.

12. Un compuesto de DAPTZ en una forma reducida cristalina estable para su uso de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 9 a 11, en donde cada uno de los grupos -N(R3VA)(R3NB) y -N(R7NA)(R7NB) gs: -NMez.

13. Uso de un compuesto de DAPTZ en una forma reducida cristalina estable de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12 en la preparacién de una dosis unitaria de un medicamento para su uso en el método
definido en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.

14. Un compuesto de 3,7-diaminofenotiazina (DAPTZ) en una forma reducida cristalina estable para su uso en un
método para marcar una proteina agregada relacionada con enfermedad asociada a un trastorno neurodegenerativo
en el cerebro de un paciente, tal como para pronosticar o diagnosticar dicho trastorno, en donde dicha proteina
agregada relacionada con enfermedad es una que es susceptible al marcaje mediante dicho compuesto de DAPTZ,
método que comprende administrar por via oral a dicho paciente una unidad de dosificacion que contiene dicho
compuesto de DAPTZ como principio marcado activo,

en donde el paciente es alguien al que se ha evaluado que padece un trastorno hematolégico, los efectos de dicho
trastorno hematoldgico se pueden agravar, por otra parte, debido al compuesto de DAPTZ.

15. Un compuesto de DAPTZ en una forma reducida cristalina estable para su uso de acuerdo con la reivindicacion
14, en donde el compuesto de DAPTZ es como se ha definido en una reivindicacién de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones 9 a 12.

16. Un compuesto de DAPTZ en una forma reducida cristalina estable para su uso de acuerdo con la reivindicacion
14 o la reivindicacion 15, en donde el compuesto de DAPTZ incorpora, esta conjugado con, esta quelado con, o esta
asociado de cualquier otra forma con una o mas etiquetas detectables opcionalmente seleccionados entre: isétopos,
radiois6topos, atomos emisores de positrones, etiquetas de resonancia magnética, colorantes, marcadores
fluorescentes, grupos antigénicos o restos terapéuticos.
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Fig. 37 (continuacion)
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