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DESCRIPCION
Terapia combinada con interferon beta y andrografélidos para la esclerosis multiple
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones farmacéuticas para uso en el tratamiento de la esclerosis multiple
(EM) y/o otras enfermedades desmielinizantes, que comprenden interferén 8 (IFN-f), un compuesto de Férmula 1, y,
opcionalmente, uno o mas excipientes y/o vehiculos farmacéuticamente aceptables. Otro objeto de la presente
invencion es proporcionar la composicion farmacéutica reivindicada para uso en la reduccién de la fatiga en un ser
humano con una enfermedad desmielinizante.

Antecedentes de la invencion

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad crénica, inflamatoria, desmielinizante del sistema nervioso central
(SNC). Se inicia normalmente entre los 20 y 40 afios de edad, y prevalece en las mujeres. La EM es diagnosticada
clinicamente de forma definida después de al menos dos eventos neurolégicos, que muestran la desmielinizacion
del SNC en diferentes areas y en diferentes momentos (Jacobs et al. 2000, The New England Journal of Medicine
343(13): 898-904).

La causa de la EM se desconoce todavia, pero varias lineas de evidencia, derivadas de la encefalomielitis
autoinmune experimental, apoyan el origen autoinmune de la enfermedad (Inglese et al. 2010, NMR Biomed. 23(7):
865-872). La EM se caracteriza por areas de placas desmielinizadas o islas diseminadas en todo el SNC con una
predilecciéon por los nervios o6pticos, la médula espinal, sustancia blanca periventricular (WM), cuerpo calloso, y
materia gris cortical y sub-cortical (GM). (Inglese et al. 2010, NMR Biomed 23(7): 865-872. Las lesiones de EM son
muy heterogéneas, respecto a la presencia y extension de la inflamacién, desmielinizacion, dafio axonal, gliosis y
remielinizacion (Inglese et al. 2010, NMR Biomed 23(7): 865-872).

Las puntuaciones en las escalas de los Sistemas Funcionales (Functional Systems) (SFS) y Estatus de Disabilidad
Expandida (Expanded Disability Status) (EDSS) constituyen uno de los instrumentos de evaluacion mas antiguos y
mas ampliamente utilizados en la EM (Kurtzke JF 1983, Neurology, 33:1444-1452). Sobre la base de un examen
neurolégico normal, se clasifican 7 sistemas funcionales. Estos valores se utilizan junto con las observaciones y la
informacion relativa a la marcha y el uso de dispositivos de ayuda para evaluar la EDSS. Cada uno de los SFS es
una escala de evaluacion clinica ordinal que va de 0 a 5 0 6. EDSS es un escala de calificacion clinica ordinal que va
de 0 (examen normal neuroldgico) a 10 (la muerte debido a la EM) en incrementos de medio punto.

Las imagenes por resonancia magnética (IRM) del cerebro, pueden agregar certeza al diagnostico, mediante la
identificacion de lesiones consistentes con la aparicion de la desmielinizacion.

La incorporacion de los IFNs al tratamiento de la EM ha abierto una nueva via farmacéutica con respecto a la via
tradicional de farmacos inmunosupresores (Zaragoza et al. 2002, Farmacia Hospitalaria 26(5): 294-301).

Los interferones son citoquinas con actividad antivirica, antiproliferativa, y antitumoral, aunque tienen diferentes
caracteristicas inmunomoduladoras. Por lo tanto, estas moléculas tienen un gran potencial terapéutico en las
enfermedades neoplasicas y virales. Hay diferentes tipos de IFNs: el interferon alfa (IFN-a), producido por los
leucocitos, interferén-beta (IFN-B), producido por los fibroblastos y el interferén-gamma (ING-y), producido por los
linfocitos-T (Zaragoza et al. 2002, Farmacia Hospitalaria 26(5): 294-301).

En particular, varios datos han demostrado la eficiencia de IFN-f en el tratamiento de la EM. Diferentes ensayos
clinicos de doble ciego, aleatorios, controlados con placebo han demostrado un efecto beneficioso en una variedad
de parametros de la enfermedad, reduciendo la discapacidad, la frecuencia de las recaidas, la frecuencia de
aparicion de nuevas lesiones, y la mejora de la atrofia cerebral (Zaragoza et al. 2002, Farmacia Hospitalaria 26(5):
294-301).

A pesar de promover la utilizaciéon de IFN-B para la EM, sin embargo, la técnica también reconoce que tal
tratamiento es s6lo moderadamente eficaz; IFN- en su mejor meramente retarda la progresion de la EM, no cura la
EM. Ademas, el costo relativamente alto de IFN-B le hace econdmicamente inaccesible para muchos pacientes que
lo necesitan. La técnica de este modo tiene una necesidad largamente sentida de un tratamiento mas eficaz para la
EM.

Compendio de la invencion

Nuestros resultados muestran que el tratamiento de EM y otras enfermedades desmielinizantes usando IFN beta
sorprendentemente se mejora si el IFN se administra junto con un compuesto de Férmula I:
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Ri Rz

(1)

en donde

R+ se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo o hidroxilo,

R2 se selecciona del grupo que consiste en hidroxialquilo o alquil-O-L1, en donde L, es un resto de carbohidrato,
R3 se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno o hidroxilo,

X se selecciona del grupo que consiste en C(=CH,), CH(OH), o un resto de espirooxirano-2 (es decir, un resto
C(=CHy,) epoxidado,

O

Z se selecciona entre el grupo que consiste en CH,, CH(OH) o C(=0), y

R4 se selecciona entre el grupo que consiste en un Ly-alquilo o Ly-alquenilo opcionalmente sustituidos, en donde L,
es un resto 3-furanilo o 3-fur-3-enilo opcionalmente sustituidos. EI compuesto de Férmula | se puede proporcionar
como una sal, éster, o éter farmacéuticamente aceptables del mismo, y, opcionalmente, se puede formular en una
forma de dosificacion oral completa, utilizando uno o mas excipientes y/o vehiculos farmacéuticamente aceptables.

Hemos encontrado que esta combinacion favorece tanto la remielinizacion como que reduce la inflamacién y la
fatiga, logrando asi un efecto sinérgico. Hemos demostrado que la administracion de un compuesto de Férmula | en
combinacion con IFN-beta reduce significativamente los signos clinicos de EM; un efecto sinérgico de los dos
ingredientes activos.

Hay ejemplos de combinacion de interferén y otras sustancias para la preparacion de composiciones para el
tratamiento de diferentes enfermedades. El documento de patente de Estados Unidos US2009/0280087, por
ejemplo, describe la combinacion de interferon alfa y C-Ficocianina para una preparacion farmacéutica para el
tratamiento de la enfermedad autoinmune, alergia y cancer. EI documento de patente de Estados Unidos
US6869600 describe el uso de la hormona del crecimiento (GH), junto con un interferon (IFN) para producir una
composicion farmacéutica para tratar la esclerosis multiple y/o otras enfermedades desmielinizantes. La técnica
anterior, sin embargo, no sugiere la combinacion de interferén con cualquier compuesto de Férmula 1.

Por lo tanto, un objeto principal de la presente invencion es proporcionar composiciones farmacéuticas para uso en
el tratamiento de la esclerosis multiple (EM) y/o otras enfermedades desmielinizantes, que comprende el interferén
beta (IFN-B), un compuesto de Férmula |, y, opcionalmente, uno o mas excipientes y/o vehiculos farmacéuticamente
aceptables.

Otro objeto de la presente invencion es, por lo tanto, proporcionar la composicion farmacéutica segun las
reivindicaciones para uso en un método para tratar a un sujeto que sufre de EM y/o otra enfermedad
desmielinizante, el método consiste en la administracion de las composiciones farmacéuticas de la invencién al
sujeto en una cantidad eficaz y durante un tiempo suficiente para producir la remielinizaciéon y para reducir la
inflamacion.
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También otro objeto de la invencion es proporcionar la composicion farmacéutica segun las reivindicaciones para
uso en un método para reducir la fatiga en un ser humano con una enfermedad desmielinizante, el método consiste
en la administracion de las composiciones farmacéuticas de la invencion al sujeto en una cantidad eficaz y durante
un tiempo suficiente.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion proporciona composiciones farmacéuticas y métodos para el tratamiento de la esclerosis
multiple (EM) y/o otras enfermedades desmielinizantes, lo que comprende la terapia de combinacién con el
interferon beta (IFN-B) y al menos un compuesto de la Formula (1):

R’
CHy

Ry R

(1)

en donde

R+ se selecciona entre el grupo que consiste en hidrégeno, alquilo o hidroxilo,

R2 se selecciona del grupo que consiste en hidroxialquilo o alquil-O-L1, en donde L+ es un resto de carbohidrato,
R3 se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno o hidroxilo,

X se selecciona del grupo que consiste en C(=CH,), CH(OH), o un resto espirooxirano-2.

Z se selecciona del grupo que consiste en CHz, CH(OH) o C(=0), y

R4 se selecciona del grupo que consiste en un L-alquilo o Ly-alquenilo opcionalmente sustituido, en donde L, es un
resto 3-furanilo o 3-fur-3-enilo opcionalmente sustituido, o una sal, éster, éter o profarmaco del mismo
farmacéuticamente aceptable, y, opcionalmente, uno o mas excipientes y/o vehiculos farmacéuticamente
aceptables. Por "resto espirooxirano-2" nos referimos a un resto C(=CH;) epoxidado:

O

En una forma de realizacién, R es metilo.

En otra forma de realizacion, R, es hidroximetilo o CH,-O-Glc, en donde Glc es un resto de glucosa que forma un
glucosido.

En otra forma de realizacion, Rs es un 3-(3-furanil)propilo, 3-(3-furanil)prop-1-enilo, 3-(3-furanil)prop-2-enilo, 3-(3-fur-
3-enil)propilo o 3-(3-fur-3-enil)prop-1-enilo opcionalmente sustituidos en donde los restos 3-furanilo o 3-fur-3-enilo
estan adicionalmente opcionalmente sustituidos.

En una forma de realizacién, Ry, Rz, R3, X y Z son los descritos anteriormente, y R4 se selecciona entre el grupo
constituido por:
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en donde:
Rs se selecciona del grupo que consiste en hidrogeno o hidroxilo,

Rs y R7 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en hidrogeno, hidroxilo o alquiloxi, 0 Rs y Ry se
sustituyen de forma simultanea por un solo enlace directo entre los atomos de carbono denotados por *, formando
asi un dimero de dos moléculas de monémero de formula (1), y Rs y Ro se seleccionan independientemente del
grupo que consiste en hidrogeno, hidroxilo o alquiloxi.

En una forma de realizacion, Rs, R7, Rs 0 Rg pueden ser independientemente metoxi.

En formas de realizacion preferidas, los compuestos de Férmula (I) se seleccionan del grupo que consiste en
andrografélido, neoandrografélido, 14-desoxiandrografélido14-desoxi-11,12-didehidroandrografélido, andrografisido,
andrograpanina,  14-desoxi-11-oxo-andrografélido,  14-desoxi-11-hidroxi-andrografélido,  14-desoxi-12-hidroxi-
andrografdlido, 3,14-didesoxiandrografélido, 3-oxo-14-desoxiandrografélido, 8,17-epoxi-14-desoxiandrografélido, 14-
desoxi-17-beta-hidroxiandrografélido,  12-hidroxiandrografélido, bisandrografélido A, 3-oxo-14-desoxi-11,12-
didehidroandrografélido,  7-hidroxi-14-desoxiandrografélido,  15-metoxi-3,19-dihidroxi-8(17)11,13-ent-labda-trien-
16,15-6lido, andropandlido, 14-desoxi-12-metoxi-andrografélido, 14-epi-andrografélido, 19-hidroxi-ent-labda-
8(17),13-dien-15,16-¢lido, 3,13,14,19-tetrahidroxi-ent-labda-8(17),11- dien-16,15-6lido, 3,19-dihidroxi-15-metoxi-ent-
labda-8(17),11,13-trien-16,15-06lido, y 3,19-dihidroxi-ent-labda-8(17),12-dien-16,15-6lido.

En una forma de realizacion mas preferida, el compuesto de formula | comprende el andrografélido. El
andrografélido, Registro CAS N° 5508-58-7, nombre sistematico 3-(2-(decahidro-6-hidroxi-5-(hidroximetil)-5,8a-
dimetil-2-metilenonattil)etilideno)dihidro-4-hidroxifuran-2(3H)-ona, es un compuesto de Férmula |, en donde R1 es
alquilo, R2 es hidroxialquilo, R3 es H, X es C=CH2, Z es CH(OH) y R4 es un resto (E)-4-hidroxi-3-
propilidendihidrofuran-2(3H)-ona.

El andrografélido es un principio amargo, sustancia neutra cristalina incolora, es un diterpeno que contiene un anillo
y-lactona. La estructura cristalina del andrografélido se determiné por Smith et al. (1982) y Fujita ef al. (1984). El
andrografélido puede ser aislado de la parte aérea de la Andrographis paniculata por extraccion con alcohol o con
soluciones alcalinas. La hidrdlisis del andrografélido bajo la escision del anillo de lactona produce sales del acido
andrografélico que puede ser reconvertido en el andrografélido por acidificacion (Tang y Eisenbrand 1992).

En otra forma de realizacion mas preferida, el compuesto de Foérmula | comprende neoandrografélido. El
neoandrografélido, Registro CAS N° 27215-14-1, nombre sistematico 3-(2-(5-((beta-D-
glucopiranosiloxi)metil)decahidro-5,8a-dimetil-2-metileno-1-naftalenil)etil)-(1R(1alfa, 4abeta, 5alfa, 8aalfa))-2(5H)-
furanona, fue descrito por primera vez por Kleipool (Kleipool, 1952).

La estructura del neoandrografélido fue descrita como un glucésido de diterpeno (Chan et al., 1971).

En otra forma de realizacion mas preferida, el compuesto de la Férmula | comprende desoxi-didehidroandrografélido,
desoxi-oxoandrografolido o desoxiandrografélido, cada uno estrechamente relacionado estructuralmente con el
andrografélido. Véase Bailmain y Connolly (1973).
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En otra forma de realizacién mas preferida, el compuesto de Férmula | comprende didesoxiandrografélido (también
referido como andrograpanina, véase Fujita et al., (1984)), y andrografisido o un 14-desoxi derivado del mismo (por
ejemplo, 14-desoxiandrografisido). El didesoxiandrografélido es la aglicona del neoandrografélido.

Jantan y Waterman (1994) aislaron a partir de la parte aérea de un espécimen de Malasia otros diterpenos como
constituyentes principales, lo que indica que la A. paniculata presenta una gran variacion en la composicion quimica
dependiendo de la fuente de origen (Jantan et al., 1994).

En otra forma de realizacion mas preferida, el compuesto de Férmula | comprende 3-O-3-D-glucopiranosil-14,19-
didesoxiandrografolido, 14-desoxi-17-hidroxiandrografélido, 19-O-[B3-D-apiofuranosil(1f2)-3-D-glucopiranosil]-3,14-
didesoxiandrografolido, 3-O-B-D-glucopiranosilandrografolido, 12S-hidroxiandrografélido y/o andrografatdsido. Las
estructuras de cada uno son reveladas por Shen et al. 2006.

En otra forma de realizacion mas preferida, el compuesto de la Férmula | comprende andropandlido o
isoandrografolido. Las estructuras de cada uno son reveladas por Pramanick et al., 2006.

La técnica anterior ensefia que el andrografolido reduce la produccién de interferon gamma. Véase Burgos et al.,
2005, Documento de Patente de Estados Unidos 8.084.495 (el andrografélido reduce la produccion de interferén y
en células T estimuladas con concanavalina A). Debido a que la técnica anterior ensefiaba que el andrografélido
reduce la produccion de interferon, el experto en la materia habria predicho que el andrografélido (o compuestos
similares de la Formula 1) habria sido perjudicial si se administraba a un paciente que sufria de una condicién (tal
como la esclerosis miltiple) que se sabe se trata mediante la administracion de interferon exégeno. Mas bien, el
técnico habria predicho que los compuestos de férmula | serian ineficaces en el mejor de los casos, y en el peor
reducirian activamente la eficacia del interferon exogeno.

Probando esta hipétesis en ratones de laboratorio, sin embargo, sorprendentemente encontramos lo contrario de lo
que cabria esperar: se encontré que la administracion concomitante de un compuesto de Férmula | aumenta la
eficacia del interferon, produciendo una mejora inesperada y sinérgica en el estado de salud.

Sin pretender limitar el alcance juridico de las reivindicaciones juridicas de la presente patente, creemos que este
efecto sinérgico puede explicarse por el siguiente mecanismo: nosotros (y otros) han descrito que el andrografélido
puede interferir con la unién del factor nuclear kappaB (NF-kB) a ADN (Hidalgo et al., 2005; Xia et al., 2004b)
(Documento de Patente de Estados Unidos 8.084.495). NF-kB es un factor de transcripcion que se encuentra en una
gran variedad de células inmunes, que participa en la regulacion de genes implicados en procesos celulares y
fisioldgicos, tales como el crecimiento y la apoptosis, y tiene un papel importante en las respuestas inflamatorias e
inmunes, mediante la induccién de la transcripcion de genes pro-inflamatorios (Baeuerle et al., 1996). Por ejemplo,
los mediadores pro-inflamatorios tales como la molécula de adhesién intercelular 1, IFNy, iNOS, COX-2 e IL-8 son
proteinas reguladas por NF-kB. Puesto que el andrografélido es capaz de modular en disminucién ambas
respuestas inmunes adaptativas, la humoral y la celular, sospechamos que esta evidencia puede apoyar un efecto
inmuno-supresor.

Se ha demostrado in vitro, que esta molécula es capaz de interferir con la proliferacion de células T y liberacion de
citoquinas en respuesta a la estimulacion alogénica. La activacion de las células T por las células dendriticas (DCs)
fue completamente abolida mediante la exposicion de las DCs a andrografdlido durante pulsos de antigeno
(Iruretagoyena et al., 2005). El andrografélido es capaz de interferir con la maduracion de las DCs y con su
capacidad para presentar antigenos a las células T.

También se encontré que el andrografélido puede interferir con la produccion de citoquinas en células Jurkat. Este
efecto puede ser mediado por una reduccién de la producciéon de IL-2 por medio de una reduccién de las vias de
transduccion de sefales y/o la interferencia con la activacion de los factores de transcripcion. Hemos propuesto que
la inhibicién de las citoquinas por el andrografélido, puede ser producida por una interferencia con ERK1/2, un MAPK
involucrado en la produccion de IFNy e IL-2 en las células T (Burgos et al., 2005). Otros autores mostraron que el
andrografélido en una forma dependiente de la dosis inhibid la migracion de los macréfagos hacia C5a. La inhibicion
de la quimiotaxis se explica porque el andrografélido atenua significativamente la fosforilacion estimulada por C5a de
ERK1/2, y de su activador corriente arriba, la MAP quinasa-ERK quinasa (MEK1/2), y la fosforilacién de Akt, una
proteina diana corriente abajo de PI3K (Tsai et al., 2004). La interferencia de la fosforilacion de ERK1/2 también
explica el efecto inhibitorio de los andrografélidos sobre TNF-alfa, IL-12a e IL-12b a nivel de ARNm, y la produccién
de las proteinas TNF-alfa e IL-12p70 de una manera dependiente de la concentracion en macréfagos murinos (Qin
et al., 2006). Recientemente se ha observado una interferencia de las vias de transduccion de sefiales en las células
T. Usando anti-CD3 o PMA/lono demostramos que los andrografélidos pueden reducir la fosforilacion de ERK1/2 y
ERKS5. Estas vias son responsables de la produccion de citoquinas (Dumont et al., 1998; Garaude et al., 2005), sin
embargo, un paso clave es la activacion del factor nuclear en las células T activadas (NAFT), que es uno de los
principales factores de transcripcion que se unen a los promotores del gen IL-2.

Demostramos usando NFAT-luc que el andrografélido puede interferir con la activacion de NFAT, probablemente por
una reduccion de la translocacién al nucleo, lo que explica la disminucidon de la produccion de IL-2. Ademas, la
respuesta inmune in vivo tal como la respuesta de anticuerpos a un antigeno dependiente del timo y la
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hipersensibilidad de tipo retardado se reduce drasticamente en ratones mediante tratamiento con un andrografélido.
La inhibicién del andrografélido de las células T se aplicd para interferir con la aparicion de la encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE), una enfermedad desmielinizante inflamatoria del sistema nervioso central que esta
mediada principalmente por las células T CD4 (+), que sirve como un modelo animal para la esclerosis multiple
humana. El tratamiento con andrografélido fue capaz de reducir significativamente los sintomas de EAE en ratones
mediante la inhibicién de las células T y las respuestas de anticuerpos dirigidas contra los antigenos de mielina
(Iruretagoyena et al., 2005).

Usando un modelo de EAE inducida por MOG (mielina-oligodendrocito-glicoproteina) en ratones, encontramos que
el tratamiento diario con 2 mg/kg subcutaneo de andrografélido produjo una importante mejora en las puntuaciones
clinicas de los animales tratados con el andrografélido en comparacion con los animales tratados con solucion
salina. Del mismo modo, en otro modelo de enfermedad autoinmune, la administracion del andrografélido redujo la
susceptibilidad, previno los sintomas y redujo los anticuerpos anti-nucleares y el dafio renal del lupus eritematoso
sistémico.

Se ha mostrado un efecto sinérgico del tratamiento de andrografélido e IFN- en el modelo del ratén de la EAE. El
promedio de las puntuaciones clinicas de ratones inyectados con IFN- mostré una disminucion leve en el promedio
de las puntuaciones clinicas en comparacion con los controles inyectados con solucion salina. Sin embargo, cuando
se combind con el andrografolido, el tratamiento con IFN- mostré una reduccion mas significativa en el promedio de
las puntuaciones clinicas. Nuestros resultados muestran un efecto beneficioso claro del andrografélido sobre el
tratamiento de IFN-$3, cuando se administra durante la fase activa de la enfermedad (dias 16-31), lo que reduce los
signos clinicos de la EAE cronica en los ratones después de la inmunizacion con MOG. Los andrografélidos
potencian el efecto del interferon beta y por lo tanto son una herramienta terapéutica en la EM y enfermedades
desmielinizantes mas fuerte que el interferén beta solo.

Debido a que el andrografélido puede modular varios factores de transcripcion o vias de sefializacion, que implican
procesos inflamatorios y la activacion de las células T, el andrografélido junto con formulaciones de IFN-B podria ser
un tratamiento Util para la EM.

Definiciones

Una "cantidad eficaz" se refiere a una cantidad de los ingredientes activos que es suficiente para afectar el curso y la
gravedad de la enfermedad, conduciendo a la reduccion o remision de dicha patologia. La cantidad eficaz puede ser
determinada facilmente por un experto en la técnica y dependera de la via de administracion, el peso, la edad y la
condicion del paciente, y el objetivo de la administracion (objetivo terapéutico, profilactico o de diagndstico).

El término "interferén", como se usa en la presente solicitud de patente, pretende incluir cualquier molécula definida
como tal en la bibliografia, que comprende, por ejemplo, cualquier tipo de IFNs mencionados en la seccion anterior
"Antecedentes de la invencion”. En particular, cualquier tipo de IFN-alfa, IFN-beta e IFN-gamma se incluye en la
definicion anterior. IFN-beta es el IFN segun la presente invencion.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden comprender IFN-3 de origen natural, nativo,
mutante, sintético o recombinante.

El término "interferon-beta (IFN-beta)", como se usa en este documento, incluye interferén de fibroblastos humanos,
tal como se obtiene por aislamiento a partir de muestras biolégicas o como se obtiene mediante técnicas de ADN
recombinante a partir de células huésped procariotas o eucariotas asi como sus sales, derivados funcionales,
variantes, analogos y fragmentos.

"Derivados" tal como se usa en este documento abarca derivados que pueden ser cualquier compuesto purificado,
que comprende preferiblemente de 90 a 100% del compuesto puro, y cualquier compuesto de Formula I. Las
composiciones estandarizadas obtenidas a partir de A. paniculata, que contienen altas concentraciones de un
compuesto de Férmula | también se pueden considerar como compuesto(s) de Férmula | tal como se utiliza en la
presente invencion.

Los compuestos de Férmula | se preparan preferiblemente como compuestos purificados, que comprenden
preferiblemente al menos aproximadamente 90% del compuesto puro, mas preferiblemente al menos
aproximadamente 98% del compuesto puro. También se puede utilizar un diluyente adecuado, permitiendo la
reconstitucion del producto a la concentracion deseada antes de la administracién de la dosis. Los compuestos de
Férmula | pueden prepararse como formas de dosificacién farmacéutica acabadas de cualquier forma conocida, tal
Ccomo una jeringa precargada, etc.

Las composiciones farmacéuticas de la invencidon pueden comprender compuestos de Férmula | purificados y/o una
mezcla de compuestos de Férmula |. La mezcla antes mencionada del compuesto(s) de Formula | puede ser
mezclada sintéticamente o ser de origen natural.

"Diluyentes, estabilizantes, tampones, conservantes, solubilizantes, adyuvantes emulsionantes y/o vehiculos
farmacéuticamente aceptables” como se usa en el presente documento, significa que esos compuestos no
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interfieren con la actividad biologica de los ingredientes activos y no son téxicos para el huésped al que se
administran.

En una forma de realizacion preferida, la composicion farmacéutica de la invencion comprenden entre 6 y 12 MUl de
IFN-beta, y entre 50 y 500 mg de compuesto de Férmula |I. En una forma de realizacion mas preferida, una
composicion farmacéutica de la invencion comprende entre 6 y 12 MIU de IFN-beta, y entre 100 y 200 mg de
compuesto de Férmula I.

La administraciéon de las composiciones farmacéuticas de la presente invenciéon puede ser por via intravenosa,
intramuscular, subcutanea, o via oral, o cualquier otra ruta que pueda establecer los niveles sanguineos deseados
de los compuestos activos. Por ejemplo, para la administracion parenteral, las composiciones farmacéuticas de la
presente invencion pueden formularse como forma de dosificacion unitaria para inyeccion en vehiculos tales como
agua estéril, solucion salina, solucion de dextrosa, albimina de suero y/o solucion de Ringer.

Las composiciones farmacéuticas de la invencion son adecuadas para el tratamiento de EM y/o otras enfermedades
desmielinizantes.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién estan disefiadas para el uso simultaneo, separado o secuencial de
sus ingredientes activos para la terapia especificada anteriormente.

La presente invencion proporciona la composicion farmacéutica segun las reivindicaciones para uso en un método
para tratar a un sujeto que sufre de EM y/o otra enfermedad desmielinizante, el método consiste en la administracion
de una composicion farmacéutica de la invencion al sujeto en una cantidad eficaz, por via intravenosa,
intramuscular, subcutanea o por via oral cada dia o cada otro dia y durante un tiempo suficiente para producir la
remielinizacion y para reducir la inflamacion. En una forma de realizacion preferida, la cantidad eficaz de la
composicion farmacéutica comprende entre 6 y 12 MUI de IFN-beta y entre 1 y 5 mg/kg de peso corporal del
compuesto de Férmula |. En una forma de realizacion mas preferida, la cantidad eficaz de la composicion
farmacéutica comprende entre 6 y 12 MUI de IFN-beta y 2 mg/kg de peso corporal del compuesto de Férmula I. En
una forma de realizacion preferida, la administracién de la composicién farmacéutica es durante un tiempo ilimitado.

La presente invencion también proporciona la composicion farmacéutica segun las reivindicaciones para uso en un
método para reducir la fatiga en un sujeto humano con una enfermedad desmielinizante, el método consiste en la
administracion de las composiciones farmacéuticas de la invencion al sujeto en una cantidad eficaz cada dia o cada
dos dias. En una forma de realizacién preferida, la cantidad eficaz de la composicién farmacéutica comprende entre
6 y 12 MUI de IFN-beta y entre 1 y 5 mg/kg de peso corporal del compuesto de Férmula I. En una forma de
realizacion mas preferida, la cantidad eficaz de la composicién farmacéutica comprende entre 6 y 12 MUI de IFN-
beta y 2 mg/kg de peso corporal del compuesto de Férmula I. En una forma de realizacion preferida, la
administracion de la composicién farmacéutica es durante un tiempo ilimitado. La presente invencién ha sido
descrita con referencia a las realizaciones preferidas.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Efecto de IFN-B en la gravedad de la enfermedad en ratones con EAE. Los ratones fueron tratados
diariamente con IFN-B (1 pg de IFN-B en 200 pl de PBS, administracion intraperitoneal), al comienzo de la fase
cronica (dia 15 después de la inmunizacioén) hasta 30 dias después de la inmunizacion. Como control, los ratones
C57BL/6J inmunizados con MOG fueron inyectados con PBS (vehiculo).

Figura 2: Efecto de la terapia combinada en la gravedad de la enfermedad en ratones con EAE. Esta figura muestra
dos grupos de ratones C57BL/6J inmunizados con MOG (150 ug de péptido MOG; 500 ug de MT; 200 ng de PT)
tratados diariamente, o cada dos dias con la terapia combinada (4 mg/kg de andrografdlido y 1 ug de IFN-B al
comienzo de la fase cronica (dia 15 después de la inmunizacién) hasta el dia 30 después de la inmunizacion. Como
control, los ratones C57BL/6J inmunizados con MOG fueron inyectados con PBS (vehiculo).

Figura 3: El infiltrado inflamatorio se reduce en la médula espinal en ratones con EAE tratados con la terapia
combinada. Los ratones no inmunizados (NI) (panel izquierdo), y los ratones inmunizados con MOG con EAE
tratados con o PBS (panel central) o terapia combinada (CT) (panel derecho) fueron perfundidos y fijados con p-
formaldehido al 4%. Las médulas espinales se diseccionaron y se analizaron para infilirado inflamatorio por tincion
con hematoxilina-eosina. Los recuadros muestran un aumento mayor (10X). La fraccion de area mononuclear se
cuantificd en la médula espinal toracica usando 4 diferentes secciones separadas por 250 um. Los resultados se
muestran como el promedio + SEM.

Figura 4: El infiltrado inflamatorio y la desmielinizacion se reducen en la médula espinal en ratones con EAE tratados
con con la terapia combinada. Los ratones no inmunizados (NI) (panel izquierdo), y los ratones inmunizados con
MOG con EAE tratados o con PBS (panel central) o con la terapia combinada (CT) (panel derecho) fueron
perfundidos y fijados con p-formaldehido al 4%. Las médulas espinales se diseccionaron y se analizaron para
infiltrado inflamatorio por tincion con hematoxilina-eosina (H&E) y se evalué la desmielinizacién con tincion de azul
rapido de luxol (LFB). Los recuadros muestran un mayor aumento (10X). A: secciones de la médula espinal toracica
representativas. B: aumentos de células infiltrantes y desmielinizacion.
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Figura 5: Las células microgliales de los ratones con EAE tratados con la terapia combinada (CT) muestran un
fenotipo de descanso. A: médulas espinales de ratones no inmunizados (NI) (panel izquierdo), ratones inmunizados
con MOG con EAE tratados o con PBS (panel central) o con la terapia combinada (CT) (panel derecho) que se
diseccionaron y analizaron para los macréfagos/microglia por inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo anti-
CD11b seguido de incubaciéon con un anticuerpo secundario conjugado con Alexa-flior 488 (verde). B: recuadros
con aumento mayor (20X).

Figura 6:

Figura 7: Resultados del tratamiento con mono-terapia de andrografélido. El protocolo fue exactamente el mismo
que para el modelo de EAE de EM como se describe para la mono-terapia con interferon (Figura 1) y para la terapia
de combinacion con andrografélido + interferon (Figuras 2 a 5). Se inyectd andrografélido 4 mg/dia (sin
acompafnamiento de interferon) (intraperitonealmente) diariamente durante los dias 16-31.

Ejemplos
Los siguientes ejemplos ilustran la invencion en detalle.

Ejemplo 1: Ratones con encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) inducida, administrados con la terapia
combinada de andrografélido e interferén.

Animales

Ratones C57BL/6 fueron adquiridos de laboratorios de ratones Jax® y alojados en el estabulario de la Universidad
Catolica Pontificia. El cuidado de los animales y el uso se realizé de acuerdo con los protocolos y directrices de uso
de animales aprobados por el comité institucional para uso y cuidado de animales.

Induccion de encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) y tratamientos

Se indujo EAE por inmunizacion con glicoproteina del oligodendrocito de mielina (MOG) de péptido 35-55
(MEVGWYRSPFSRVVHLYR) o proteina proteolipidica (PLP) 139-151 (HSLGKWLGHPDKF; CPC Scientific,
Sunnyvale, CA, Estados Unidos) emulsionada en 1,5 mg/ml de PBS con una cantidad igual de adyuvante de Freund
incompleto (IFA; DIFCO, MI, Estados Unidos) suplementada con 2,5 mg/ml de Mycobacterium tuberculosis cepa
H37Ra (Difco, Detroit, MI). Los ratones fueron inmunizados por via subcutanea con 200 ml de emulsién. Se inyectd
Toxina Pertussis (LIST BIOLOGICAL LABS , CA, Estados Unidos), 200 ng en 200 pl de PBS, por via intraperitoneal
el dia 0 y 2 después de la inmunizacion inicial.

Los animales fueron puntuados en cuanto a los sintomas clinicos de la siguiente manera: 0 = no hay signos de
enfermedad; 1 = pérdida de tono de la cola; 2 = cola flacida; 3 = paralisis parcial de las extremidades posteriores; 4 =
paralisis completa de las extremidades posteriores; 5= animal moribundo se requiere sacrificar el animal; 6 = muerte.

Para los ensayos de IFN-beta, se administré intraperitonealmente a ratones C57BL/6 1 ug de IFN-B (IFN-B Rebif 88
pg/ml SORONO MERCK) en 200 pl de PBS. Los ratones de control fueron inyectados con 200 pl de PBS.

IFN-B se administré desde el dia 15 al 30 después de la inmunizacién, todos los dias.

Para los ensayos de terapia combinada (CT), se administré por via intraperitoneal a ratones C57BL/6, 4 mg/kg de
andrografélido y 1ug de IFN-f3 en 200 pl de PBS. Los ratones de control fueron inyectados con 200 pl de PBS.

La terapia combinada (CT) se administré desde el dia 15 al 30 después de la inmunizacién, ya sea diariamente o
cada dos dias. Al dia 36 se sacrificaron todos los animales. La puntuacion clinica fue registrada, y la médula espinal
se recogio para su analisis histolégico.

Preparacion histologica

Los ratones fueron profundamente anestesiados con isoflurano y perfundidos a través del musculo cardiaco con 1 x
PBS (25 ml) enfriado con hielo, seguido por 4% de p-formaldehido. Las médulas espinales se diseccionaron y se
fijaron posteriormente en 4% PFA durante la noche a 4° C. El tejido se crioprotegio en 30% (p/v) de sacarosa a 4° C
durante la noche, fue embebido en compuesto de OCT, congelado y seccionado con un criostato a un espesor de 20
pm.

Infiltrado inflamatorio de médula espinal

Para evaluar el infiltrado inflamatorio, se llevod a cabo la tincién con eosina hematoxilina (H & E). Las secciones de la
médula espinal toracica se tifieron con una solucidon de hematoxilina modificada por Gill (SIGMA, Estados Unidos), y
con eosina Y (SIGMA, Estados Unidos). La infiltracion de células mononucleares se determin6 como el area
ocupada por nucleos positivos en la periferia de la médula espinal de 4 secciones diferentes.
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Tincién de mielina de la médula espinal

Para evaluar la desmielinizacion en la médula espinal de EAE, se llevd a cabo la tincién con azul rapido de luxol
(LFB). Las secciones de médula espinal toracica fueron tefiidas con LFB (SIGMA, Estados Unidos), y los nucleos de
neuronas fueron tefiidos con violeta de cresilo. La desmielinizaciéon se evalué como el area libre de tincion LFB en la
materia blanca de la médula espinal.

Inmunohistoquimica

Secciones de la médula espinal (20 mm) fueron tratadas con una solucion de permeabilizacién/bloqueo que contenia
10% de FCS, 1% de glicina y 0,05% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich). El anticuerpo primario de rata anti CD11b (1:
200; BD, Estados Unidos) en solucion de bloqueo se aplicé O.N. en una camara de humidificacion a 4° C. El
anticuerpo secundario de carnero anti rata conjugado con fluoresceina (Millipore, Estados Unidos) se aplicé durante
1 hora a temperatura ambiente.

Gravedad de la enfermedad en ratones con EAE tratados con IFN-B (Figura 1) y terapia combinada (CT) (Figura 2)

Tres grupos de ratones C57BL/6J inmunizados con MOG (150 ug de péptido de MOG; 500 pug MT; 200 ng PT)
fueron tratados diariamente con IFN-B (1 ug de IFN- (IFN B Rebif 88 pg/ml MERCK SORONO) en 200 ul de PBS,
via intraperitoneal), diariamente o en dias alternos con terapia combinada (CT) (4 mg/kg andrografélido mas IFN-(3 1
Mg) en el comienzo de la fase crénica (dia 15 después de la inmunizacion) hasta el dia 30 después de la
inmunizacion . Como controles ratones C57BL/6J inmunizados con MOG fueron inyectados con PBS (vehiculo). En
el dia 36 después de la inyeccion todos los ratones fueron sacrificados (puntuaciones: PBS = 2,4; CT diaria = 0,17;
CT dias alternos = 0,75) y se procesaron para analisis histologico.

La terapia combinada disminuye significativamente los sintomas clinicos en el modelo en ratén de la EAE cronica
La comparacion de las Figuras 1 y 2, demostré que la adicién de un compuesto de Férmula | provoca un efecto
sinérgico con el interferén.

El infiltrado inflamatorio se reduce en la médula espinal con la terapia combinada en ratones con EAE tratados
(Figura 3)

Ratones no inmunizados (NI) (panel izquierdo), ratones inmunizados con MOG tratados o con PBS (panel central) o
tratados con terapia combinada (CT) (panel derecho) fueron perfundidos y fijados con p-formaldehido al 4%. Las
médulas espinales fueron diseccionadas y analizadas por infiltrado inflamatorio por tincién con hematoxilina-eosina.
Los recuadros muestran un aumento mayor (10X). La fracciéon de area mononuclear se cuantificé en la médula
espinal toracica usando 4 secciones diferentes separadas por 250 uym. Los resultados se muestran como media +
SEM.

Resultado: la terapia combinada disminuye la infiltracion de células de la médula espinal en el modelo de EAE
cronica de ratén.

El infiltrado inflamatorio y la desmielinizacion se reducen en la médula espinal con la terapia combinada en los
ratones con EAE tratados (Figura 4).

Ratones no inmunizados (NI) (panel izquierdo),y ratones inmunizados con MOG tratados o con PBS (panel central),
o con la terapia combinada (CT) (panel derecho) fueron perfundidos y fijados con p-formaldehido al 4%. Las
médulas espinales se diseccionaron y se analizaron por infilirado inflamatorio con tincion de hematoxilina-eosina
(H&E) y la desmielinizacion fue evaluada por tincién de azul rapido de luxol (LFB). Los recuadros muestran una
magnificacion mayor (10X). A muestra las secciones de la médula espinal toracica representativas. B muestra
aumentos de células infiltrantes y desmielinizacion.

Resultado: la terapia combinada disminuye la infiltracion de células de la médula espinal y la desmielinizacion en el
modelo en ratéon de EAE cronica.

Las células microgliales de ratones de terapia combinada (CT) mostraron un fenotipo de descanso (Figura 5).

El panel A muestra las médulas espinales de ratones no inmunizados (NI) (panel izquierdo), y las de ratones
inmunizados con MOG tratados con PBS (panel central) o con la terapia combinada (CT) (panel derecho) que se
diseccionaron y se analizaron para macréfagos/microglia por inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo anti-CD1
1b seguido de incubacion con Alexa Fluor 488-anticuerpo secundario conjugado(verde). El panel B muestra
recuadros con un aumento mayor (20X).

Resultado: las células CD11b+ mostraron procesos largos en comparacion con las células microgliales de control
que exhiben procesos cortos y ramificados. La terapia combinada podria estar previniendo la infiltracion de
macrofagos, la activacion de la micro glia o ambos.
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Ejemplo 2: Pacientes de esclerosis multiple (EM) humana
Pacientes de EM que reciben andrografélido solamente
Materiales y métodos

Sujetos - Pacientes

Ocho pacientes con EM que no estaban recibiendo ningun tratamiento farmacolégico ordinaria previo, algunos
debido a razones clinicas o restricciones econémicas (por ejemplo, la falta de acceso financiero a los medicamentos
de interferdén disponibles en el mercado) y otras, o ambas cosas.

Producto andrografélido

El andrografélido se obtuvo como un extracto estandarizado de Andrographis paniculata, purificado, estandarizado
para la pureza y seco, comercialmente disponible de HP Ingredients, Inc., Bradeton, Florida, Estados Unidos,
conforme a una especificacion de pureza de 235,0% (p/p) de andrografélido. ElI material utilizado en el ensayo
descrito en este documento tenia un ensayo de identidad actual de un contenido por HPLC de 47,2% (p/p) de
andrografdlido, 2,1% (p/p) de neoandrografélido y 3,0% (p/p) de 14-deoxiandrografdlido. (Todas las medidas de
masa se refieren al producto seco sin disolvente.)

Régimen de tratamiento

Todos los ocho pacientes fueron colocados en un régimen de tratamiento no ciego de 42-meses de ingesta diaria
(per os) a una dosis de 2 mg de andrografélido por kilogramo de peso corporal, 0,15 mg de neoandrografélido por
kilogramo de peso corporal y 0,2 mg de deoxiandrografdlido por kilogramo de peso corporal.

Resultados:
Seguridad y tolerabilidad

Después de 42 meses de tratamiento, ninguna intolerancia, interacciones adversas o reacciones al producto de
prueba se han reportado u observado por ninguno de los pacientes ni los médicos a cargo. A diferencia de lo que
normalmente se espera durante el tratamiento con interferon beta, ninguno de los pacientes tratados con
andrografélido reportaron efectos secundarios similares a la gripe.

Ningun paciente mostré una recaida de la esclerosis multiple durante los 42 meses de tratamiento, tal como se mide
por los controles clinicos y de neuro imagen.

Todos los pacientes mostraron una cierta recuperacion funcional parcial de la sensibilidad y neuromotricidad. En
varios pacientes, la magnitud de esta recuperacion fue clinicamente significativa.

Resultados clinicos

1. Todos los pacientes informaron de algun grado de control sintomatico del dolor, fatiga, espasticidad y la mejora
del estado de animo, ya apreciable a los cuatro meses de terapia, pero el efecto fue significativamente menor que el
grupo que recibi6 la terapia combinada (andrografélido combinado con interferén)

2. Dos pacientes con enfermedad activa previamente muy larga (21 y 17 afios desde el inicio, respectivamente)
presentaron un episodio temprano de recaida (dentro de las primeras sesenta semanas después de iniciado el
tratamiento), pero los sintomas han sido muy breves y leves, y no han requerido tratamiento inmunosupresor
adicional como habia sucedido antes.

3. Un paciente en remision clinica completa, libre de sintomas o nuevas lesiones de neuro imagen tras mas de tres
afios, continla solamente con la monoterapia.

4. Parcial mejora de la funcionalidad focal en 2 de los ocho pacientes, tales como problemas del habla (disartria) y la
visiéon en el mes 6; deglucion (disfagia neuroldgica) y motricidad fina (recuperando la escritura, autoalimentacion e
higiene) entre 12-14 meses.

5. Uno de los ocho pacientes mejord en la funcionalidad dispersa tal como la fatiga, fuerza de las piernas,
coordinacion y equilibrio caminando al mes seis, con un progreso sostenido hasta ahora.

6. Dos pacientes, quienes previo al tratamiento no eran capaces de ponerse en pie o subir las escaleras, han
comenzado el desplazamiento antigravedad en el mes 30, empezando la percepcion de la recuperacion inicial de
este deterioro entre los cuatro y seis meses de monoterapia.

7. Ningun cambio en el numero y tamafio de las lesiones desmielinizantes en el cerebro total, medido por resonancia
magnética de imagen (RMI)
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8. Cierto grado de reduccion de la actividad inflamatoria de lesiones desmielinizantes en comparacion con el tiempo
0 tal como se mide por captacion del medio de contraste de gadolinio por resonancia magnética de imagen y la de
42 meses aun esta pendiente).

Pacientes de EM que recibieron interferén beta solamente

Materiales y Métodos:

Sujetos - Pacientes

Diez pacientes con EM diagnosticados con el tipo remitente recurrente de la enfermedad.
Resultados:

Seguridad y tolerabilidad

1 - Completa seguridad y tolerabilidad en todos los pacientes después de 12 meses (en curso) de un interferén beta
en monoterapia (o Interferén beta—1a (IFNB-1a) Avonex(r) 30 yg/semana (im), Interferén beta—1a (IFNB-1a) Rebif(r)
22 ug o 44 ug/3 veces a la semana (sc))

Interferon beta-1b (IFNB-1b) Betaferon(r)/Betaseron(r) siguiendo las instrucciones del médico. Cierto grado de
reacciones adversas al producto de prueba se han reportado u observado por estos pacientes o médicos.

2. No ha habido recaidas durante los 12 meses de tratamiento, tal como se mide por controles clinicos y de neuro
imagen.

3. Aparicion de sintomas parecidos a la gripe, tales como dolores, fiebre, escalofrios, sudoracion o dolor de cabeza
en 6 de 8 pacientes algunos de las cuales requirieron el uso de aspirina o ibuprofeno.

4. Dos pacientes informaron de depresién leve en el cuarto mes durante el tratamiento.
Resultados clinicos

1. Todos los pacientes informaron de ningun grado de control sintomatico de la fatiga y mejora del estado de animo,
como se vio en el grupo con ANG o que reciben la terapia combinada (ANF+INF).

2. Ninguin paciente presento episodios de recaida (dentro del primer afio de tratamiento).

3. Ningun paciente mostré signos clinicos de bienestar subjetivo, a pesar de la aparicion de nuevas lesiones de
neuro imagen.

4. No hubo ninguna mejoria en el deterioro del discurso (disartria) y de vision ni de deglucion (disfagia neuroldgica) y
de motricidad fina.

5. No hubo ningun efecto sobre el desplazamiento antigravedad.

6. No hubo ningin cambio en el nimero total y tamafio de las lesiones desmielinizantes en el cerebro, medido por
resonancia magnética de imagen (RMI)

7. Hubo cierto grado de reduccion de la actividad inflamatoria de las lesiones desmielinizantes en comparacion con
el tiempo 0, como se mide por la captacion del medio de contraste gadolinio en RMI y el tiempo de 12 meses esta
aun pendiente.

Terapia combinada (andrografélido e interferon).
Materiales y Métodos:

Pacientes que ya recibian tratamiento de primera linea utilizando interferon beta (IFN-B) fueron reclutados para
recibir terapia de combinacién adicional de comprimidos orales que contenian 55 mg de andrografélido, dos veces al
dia durante 60 meses. De los pacientes reclutados, tres han hasta la fecha completado el periodo de 60 meses de
tratamiento.

Resultados:

1. Completa seguridad y tolerabilidad en todos los pacientes después de 60 meses de la ingesta oral diaria de 2
mg/kg de andrografdlidos, asociado con interferon en terapia combinada

2. No ha habido recaidas durante los 60 meses, segun lo observado por el seguimiento clinico y de neuro imagen.
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3. Efecto sinérgico sintomatico temprano de la CT sobre la fatiga, fuerza y equilibrio cuando los comprimidos de
andrografélido se administran junto con interferébn, como se observa entre 2-3 meses de la administracion de un
compuesto de Férmula 1.

4. Recuperacion parcial, pero en algunos casos recuperacion funcional significativa de la sensibilidad y
neuromotricidad, observada entre los 24 y 30 meses con la terapia combinada (CT)

5. Regresion significativa de las lesiones neuroldgicas, medidas por control de neuroimagenes entre los 14 y 24
meses con terapia combinada (CT)

6. Todos los pacientes reportaron control sintomatico total del dolor, fatiga, espasticidad y mejora del estado de
animo, ya apreciable a los cuatro meses de la terapia CT.

7. Pacientes, que recibieron comprimidos de andrografélido mas interferon (terapia combinada), respondieron con un
efecto mas temprano y mayor en la mejora de la fatiga y la motricidad

8. Mejora en la funcionalidad focal, tal como problemas del discurso (disartria) y la visiéon, deglucion (disfagia
neurolégica grave) y motricidad fina (recuperacion de la escritura, comer por si mismo y auto higiene) entre 12-14
meses de la CT.

9. Mejora de la funcionalidad dispersa como la fatiga, fuerza de las piernas, coordinacion y equilibrio caminando con
la CT.

10. Desplazamiento antigravedad en el mes 30, a partir de la percepcion de la recuperacion inicial de este deterioro
entre cuatro y seis meses con TC.

11. Reduccién significativa del tamafio y nimero de lesiones desmielinizantes en la materia blanca del cerebro con
la CT.

12. Reduccion de la actividad inflamatoria de las lesiones desmielinizantes, medida por la captacién del medio de
contraste de gadolinio de RMI con la TC.

Dada nuestra divulgacion en este documento, el técnico en la materia puede derivar faciimente variaciones de la
misma. Por ejemplo, puede aumentar la dosis de andrografélido, o sustituir un compuesto de la Férmula 1 por otro,
para lograr un efecto similar. Nosotros intentamos asi que la cobertura legal de nuestra patente sea definida no por
nuestros ejemplos especificos mostrados en este documento, sino por nuestras reivindicaciones legales anexadas.
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto de la Férmula I:

R4
CH,

Ri Rs

(D

en donde

R+ se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo o hidroxilo,

R2 se selecciona del grupo que consiste en hidroxialquilo o alquil-O-L1, en donde L, es un resto de carbohidrato,
R3 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno o hidroxilo,

X se selecciona del grupo que consiste en C(=CH), CH(OH), o un resto de espirooxirano-2.

Z se selecciona del grupo que consiste en CHz, CH(OH) o C(= O), y

R4 se selecciona del grupo que consiste en un Lz-alquilo o Ly-alquenilo opcionalmente sustituidos, en donde L, es un
resto 3-furanilo opcionalmente sustituido o un resto 3-fur-3-enil opcionalmente sustituido,

0 una sal, éster, éter o profarmaco farmacéuticamente aceptable del mismo, para uso en el tratamiento de una
enfermedad desmielinizante en un paciente humano en donde dicha enfermedad desmielinizante comprende la
esclerosis multiple y donde dicho paciente humano es tratado con interferén beta.

2. El compuesto para uso segun la reivindicacion 1, en donde R es metilo.

3. El compuesto para uso segun la reivindicacion 1, en donde R; se selecciona del grupo que consiste en:
hidroximetilo y CH2-O-Glc; en donde Glc es un resto de glucosa que forma un glicésido.

4. El compuesto para uso segun la reivindicacion 1, en donde R4 se selecciona del grupo que consiste en: 3-
(3-furanil)-propilo, 3-(3-furanil)-prop-1-enilo, 3-(3-furanil)-prop-2-enilo, 3-(3-fur-3-enil)-propilo o 3-(3-fur-3-enil)-prop-1-
enilo; dichos restos 3-furanilo o 3-fur-3-enilo opcionalmente adicionalmente sustituidos.

5. El compuesto para uso segun la reivindicacion 1, en el que R4 se selecciona del grupo que consiste en:
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en donde,
Rs se selecciona del grupo que consiste en: hidrégeno e hidroxilo;

Rs y R7 se seleccionan independientemente del grupo que consiste en: hidrégeno, hidroxilo y alquiloxi; o Rs y R7 se
reemplazan simultaneamente por un Unico enlace directo entre los atomos de carbono denotados por *, formando
asi un dimero de dos moléculas de monémero de formula (1), y

Rs ¥ R se seleccionan independientemente del grupo que consiste en: hidrogeno, hidroxilo y alquiloxi.

6 El compuesto para uso segun la reivindicacion 5, en donde Rs, Rz, Rs, 0 Rg pueden ser independientemente
metoxi.

7 El compuesto para uso segun la reivindicacion 1, en donde el compuesto de formula (l) se selecciona del
grupo constituido por: andrografélido, neoandrografolido, 14-desoxiandrografolido14-desoxi-11,12-

didehidroandrografélido, andrografisido, andrograpanina, 14-desoxi-11-oxo-andrografélido, 14-desoxi-11-hidroxi-
andrografélido, 14-desoxi-12-hidroxi-andrografdlido, 3,14-dideoxiandrografolido, 3-oxo-14-desoxiandrografolido, 8,
17-epoxi-14-desoxiandrografélido, 14-desoxi-17-betahidroxiandrografélido, 12-hidroxiandrografélido,
bisandrografélido A, 3-oxo-14-desoxi-11,12-didehidroandrografélido, 7-hidroxi-14-desoxiandrografélido, 15-metoxi-3,
19-dihidroxi-8(17),11,ent-labda-trien-16,15-6lido, = andropandlido, = 14-desoxi-12-metoxi-andrografélido,  14-epi-
andrografélido,  19-hidroxi-ent-labda-8(17),13-dien-15,16-6lido,  3,13,14,19-tetrahidroxi-ent-Labda-8(17),11-dien-
16,15-6lido, 3,19-dihidroxi-15-metoxi-ent-Labda-8(17),11,13-trien-16,15-6lido, y 3,19-dihidroxi-ent-Labda-8 (17),12-
dien-16,15-6lido.

8 El compuesto para uso segun la reivindicacion 1, en donde el interferén se proporciona en una cantidad de
al menos aproximadamente 6 MUI por mes y en donde el compuesto de Férmula | se proporciona en una cantidad
de al menos aproximadamente 50 mg por dia.

9 El compuesto para uso segun la reivindicacion 8, en donde el interferén se proporciona en una cantidad de
aproximadamente 6 MUI a aproximadamente 12 MUl por mes y en donde el compuesto de Férmula 1 se
proporciona en una cantidad de aproximadamente 50 mg a aproximadamente 500 mg por dia.

10 El compuesto para uso segun la reivindicacion 1, en donde el interferén y el compuesto de Férmula 1 se
proporcionan en una cantidad y durante un tiempo suficiente para producir la remielinizacion y para reducir la
inflamacién en dicho paciente humano.

11 El compuesto para uso segun la reivindicacion 8, en donde el compuesto de Férmula 1 se proporciona en
una cantidad de entre aproximadamente 1 mg a aproximadamente 5 mg por kilogramo de peso corporal de dicho
paciente humano.

12 Un compuesto para uso para reducir la fatiga en un sujeto humano con enfermedad desmielinizante, el
compuesto consiste en:

Un compuesto de formula I:
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Ri Rz

(1)

en donde
R+ se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno, alquilo o hidroxilo,

Rz se selecciona del grupo que consiste en hidroxialquilo o alquil-O-L1, en donde L es un resto de
carbohidrato,

R3 se selecciona del grupo que consiste en hidrégeno o hidroxilo,
X se selecciona del grupo que consiste en C(=CH), CH(OH), o un resto de espirooxirano-2.
Z se selecciona del grupo que consiste en CHz, CH(OH) o C(= 0), y

R4 se selecciona del grupo que consiste en un Lz-alquilo o Lo—alquenilo opcionalmente sustituidos, en
donde L, es un resto 3-furanilo o un resto 3-fur-3-enilo, opcionalmente sustituido,

0 una sal, éster o éter del mismo farmacéuticamente aceptable, dicho compuesto de Férmula | se administra con
interferon beta en una cantidad eficaz para reducir la fatiga, en donde la cantidad eficaz de interferon es de
aproximadamente 6 MUI a aproximadamente 12 MUI de IFN-beta, y en donde la cantidad eficaz del compuesto de
Férmula | esta entre aproximadamente 1 mg y aproximadamente 5 mg por kilogramo de peso corporal de dicho
sujeto humano.
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