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DESCRIPCION
Uso de rasagilina con o sin riluzol para el tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica

A lo largo de esta memoria descriptiva se mencionan diversas publicaciones entre paréntesis. Las citas completas
de estas publicaciones pueden encontrarse recogidas por orden alfabético al final de la memoria descriptiva,
inmediatamente antes de las reivindicaciones.

Antecedentes de la invenciéon

La esclerosis lateral amiotréfica (ELA), también conocida como enfermedad de Lou Gehrig, es una enfermedad
neurodegenerativa que se produce cuando las motoneuronas degeneran, provocando que los musculos bajo su
control se atrofien (pagina de informacién sobre la esclerosis lateral amiotrofica, National Institute of Neurological
Disorders and Stroke). Algunos sintomas pueden incluir la pérdida del control motor en las extremidades,
fasciculaciones, calambres y dificultades para hablar, tragar y respirar. La muerte se produce habitualmente a los 5
afos del diagnéstico. El tratamiento neuroprotector de los pacientes con ELA estd en sus etapas tempranas
(Ludolph, A. C. et al.). La etiologia y la patogenia de la ELA no se conocen, aunque se han avanzado diversas
hipétesis (Physician’s Desk Reference, 2002). Una hipétesis es que las motoneuronas, que se han vuelto
vulnerables debido a una predisposicion genética o a factores medioambientales, son lesionadas por el glutamato
(Id.). Existen pruebas de que el dafio mitocondrial y el estrés oxidante juegan un papel en la ELA esporadica
humana (Ludolph A. C. et al.; Vielhaber S. et al.). En algunos casos de ELA familiar, se ha averiguado que la enzima
dismutasa de superéxido es defectuosa (Physician’s Desk Reference, 2002).

Actualmente se considera que los ratones transgénicos portadores de multiples copias de la mutacién G93A humana
son el mejor sistema de modelo para degeneraciones de las células del asta anterior, tales como la ELA (Ludolph A.
C. et al.; Gurney M.E. et al.,, Science (1994); Gurney M. E. et al., Ann. Neurol. (1996)). En este modelo la
degeneracion celular esta provocada por un factor biolégico responsable de la etiologia de la enfermedad en
algunos pacientes. El modelo esta bien caracterizado a nivel morfolégico y funcional, y es comparativamente
robusto.

Los estudios neuropatolégicos de los ratones G93A apoyan las actuales ideas que sefialan que el dafio mitocondrial
y el estrés oxidante son unos importantes factores patdgenos para las enfermedades de las células del asta anterior,
dado que el hinchamiento y la vacuolizacion mitocondrial son algunas de las caracteristicas patolégicas mas
tempranas observadas (Ferrante R. J. et al.; Wong P. C. et al.; Kong J. et al.). Existen pruebas de que este
mecanismo también juega un papel en la ELA esporadica humana (Ludolph A. C. et al.; Vielhaber S. et al.).

Se ha demostrado que el riluzol, un farmaco estabilizador de la membrana, tiene un efecto terapéutico sobre la ELA.
El riluzol es un miembro de la clase de los benzotiazoles (Physician’s Desk Reference, (2002)). Quimicamente, el
riluzol es el 2-amino-6-trifluorometoxi benzotiazol, y tiene una formula molecular de CgHsFsN2OS (Id.). Su formula
estructural es como sigue:

CF;0

Tiene un peso molecular de 234,2. Algunas de las propiedades farmacoldgicas del riluzol incluyen un efecto inhibidor
sobre la liberacion de glutamato (Id.) mediado por la inactivacién de los canales de sodio dependientes de voltaje y
por su capacidad para interferir con los acontecimientos intracelulares que siguen a la unién del trasmisor a los
receptores de aminoacidos excitatorios.

RILUTEK®, que ha sido aprobado por la FDA para el tratamiento de ELA, es un comprimido recubierto con pelicula
de color blanco con forma de cépsula para su administracién oral que contiene 50 mg de riluzol. La dosis
recomendada de RILUTEK® es de 50 mg cada 12 horas. (Physician’s Desk Reference, (2002), pags. 772-775).

Se ha demostrado que la rasagilina tiene un cierto efecto neuroprotector. La rasagilina tiene el nombre quimico de
R(+)-N- propargil-1-aminoindano, y su férmula estructural es:
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Se cree que la rasagilina reduce el estrés oxidante mediante la inhibicién de la monoaminooxidasa B (MAO-B)
(Youdim M. B. H. et al.). Sin embargo, la neuroproteccion con rasagilina también se ha relacionado con una
apoptosis, presumiblemente mediante un efecto de tipo bcl-2 sobre el potencial de membrana mitocondrial
(Maruyama W. et al.). Se ha demostrado la neuroproteccion con rasagilina en modelos de apoplejia (Speiser Z. et
al.; Eliash S. et al.) y en modelos de traumatismo craneal (Huang W. et al.). Sin embargo, no se ha sugerido que la
rasagilina sea eficaz en el tratamiento de la ELA.

La rasagilina, sus sales, su preparacién y su uso para el tratamiento de la enfermedad de Parkinson, de trastornos
de la memoria y de otros trastornos neuroldgicos, han sido objeto de numerosas patentes, que incluyen las Patentes
de EE.UU. n°® 5.387.612, 5.453.446, 5.457.133, 5.668.181, 5.576.353, 5.532.415, 5.599.991, 5.786.390, 5.519.061,
5.891.923, 5.744.500 y 6.316.504.

Un informe titulado "Parkinson’s Disease - rasagiline" (Anénimo, "manufacturing Chemist", Morgan-Grampian Ltd,
Londres, GB, Vol. 72, n° 4, 1 de abril de 2001, pagina 27) establece que los estudios preclinicos también han
demostrado que la rasagilina tiene actividad en modelos de depresion, de apoplejia, de traumatismo craneal, de
ADHD, de esclerosis lateral amiotrofica y en otras enfermedades neuroldgicas. La naturaleza de la actividad no se
divulga.

Las interacciones in vivo entre dos farmacos, tales como los de la actual invencién, son complejas. Los efectos de
un farmaco estan relacionados con su absorcion, su distribucion y su eliminacién. Cuando se introducen dos
farmacos en el cuerpo, cada farmaco puede afectar a la absorcion, la distribucion y la eliminacién del otro, y por lo
tanto alterar los efectos del otro. Por ejemplo, un farmaco puede inhibir, activar o inducir la produccion de las
enzimas implicadas en una ruta metabdlica de eliminacion del otro farmaco ("Guidance for Industry"). Por lo tanto,
cuando se administran dos farmacos para el tratamiento de la misma enfermedad, no esta claro si cada uno
complementara la actividad terapéutica del otro, no tendra ningun efecto o interferird en la actividad terapéutica del
otro.

La interaccién entre dos farmacos no sélo puede afectar a la actividad terapéutica prevista de cada farmaco, sino
que la interaccion puede aumentar los niveles de metabolitos téxicos ("Guidance for Industry"). La interaccién
también puede intensificar o atenuar los efectos secundarios de cada farmaco.

Adicionalmente, es dificil predecir cuando se manifestaran los efectos de la interaccion entre los dos farmacos. Por
ejemplo, las interacciones metabdlicas entre farmacos pueden ser evidentes tras la administracién inicial del
segundo farmaco, después de que los dos hayan alcanzado un estado de concentracion estacionario, o incluso tras
la interrupcion de uno de los farmacos ("Guidance for Industry").

Por lo tanto, el éxito de un farmaco o de cada farmaco por separado en un modelo in vitro, en un modelo animal o
incluso en los seres humanos, puede no traducirse en éxito en la administracion de ambos farmacos en los seres
humanos.

En el presente documento se divulga que la rasagilina es eficaz para el tratamiento de la ELA. También se divulga
que la combinacién de rasagilina con riluzol es mas eficaz para el tratamiento de la ELA que cualquiera de los
farmacos por separado. En particular, los resultados de la rasagilina usada en ratones G93A sola o junto con riluzol
indicaron que la administracion oral de rasagilina produjo una mejora dependiente de la dosis en el comportamiento
motor y prolongé convincentemente la supervivencia de estos ratones.

Sumario de la invencion

La invencion se refiere al uso de R(+)-N-propargil-1-aminoindano o de una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo para la elaboracion de un medicamento que contiene una cantidad eficaz de R(+)-N-propargil-1-aminoindano
0 de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para la mejora de la funcién motora en un sujeto que padece
esclerosis lateral amiotréfica (ELA).
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La invencion también se refiere al uso de R(+)-N-propargil-1-aminoindano o de una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo para la elaboracion de un primer medicamento en un envase que contiene una cantidad eficaz de R(+)-N-
propargil-1-aminoindano para el aumento de la funcion motora en un sujeto que padece esclerosis lateral amiotrofica
(ELA).

La invencion también se refiere a R(+)-N-propargil-1-aminoindano o a una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo en una cantidad eficaz para su uso en el aumento de la actividad motora en un sujeto que padece esclerosis
lateral amiotréfica (ELA).

Descripcion detallada de las figuras

Figura 1: curvas de supervivencia (Kaplan-Meier) para cada grupo de ratones transgénicos SOD1, (x = 0,5 mg/kg de
rasagilina; o = 2,0 mg/kg de rasagilina; ¢ = 30 mg/kg de riluzol; A = 0,5 mg/kg de rasagilina + 30 mg/kg de riluzol; m
= 2,0 mg/kg de rasagilina + 30 mg/kg de riluzol; ¢ = control).

Figura 2: efectos de la rasagilina y/o del riluzol a diferentes dosis sobre la actividad en el cilindro giratorio de ratones
transgénicos SOD1, (x = 0,5 mg/kg de rasagilina; O = 2,0 mg/kg de rasagilina; ¢ = 30 mg/kg de riluzol; A = 0,5
mg/kg de rasagilina + 30 mg/kg de riluzol; m = 2,0 mg/kg de rasagilina + 30 mg/kg de riluzol; « = control).

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién proporciona un uso de R(+)-N-propargil-1-aminoindano o de una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo para la elaboracion de un medicamento que contiene una cantidad eficaz de R(+)-N-propargil-
1l-aminoindano o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para la mejora de la funcién motora en un
sujeto que padece esclerosis lateral amiotrofica (ELA).

En una realizacién del uso anterior, la sal farmacéuticamente aceptable sal es la sal de cloruro, de mesilato, de
maleato, de fumarato, de tartarato, de clorhidrato, de bromhidrato, de esilato, de p-toluensulfonato, de benzoato, de
acetato, de fosfato o de sulfato.

En una realizacién adicional, la sal farmacéuticamente aceptable es la sal de mesilato.

En otra realizacién, la cantidad eficaz de R(+)-N-propargil-1-aminoindano es de entre aproximadamente 0,1 y
aproximadamente 20 mg.

En una realizacion, el uso comprende la administracion de entre aproximadamente 0,001 mg y aproximadamente 20
mg de R(+)-N-propargil-1-aminoindano.

En otra realizacién, el uso comprende la administracion de desde aproximadamente 1,6 mg hasta aproximadamente
2,4 mg de R(+)-N-propargil-1-aminoindano o 2,0 mg de R(+)-N-propargil-1-aminoindano, desde aproximadamente 3
mg hasta aproximadamente 5 mg de R(+)-N-propargil-1-aminoindano, desde 8,0 mg hasta aproximadamente 16,0
mg de R(+)-N-propargil-1-aminoindano, desde 12,0 mg hasta aproximadamente 16,0 mg de R(+)-N-propargil-1-
aminoindano, desde 16,0 mg hasta aproximadamente 20 mg de R(+)-N-propargil-1-aminoindano, desde 7,2 mg
hasta aproximadamente 8,8 mg de R(+)-N-propargil-1-aminoindano o de aproximadamente 8,0 mg de R(+)-N-
propargil-1-aminoindano.

La presente invencion también proporciona el uso de R(+)-N-propargil-l1-aminoindano o de una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo para la elaboraciéon de un primer medicamento en un envase que contiene
una cantidad eficaz de R(+)-N-propargil-1-aminoindano o una sal del mismo para el aumento de la funcién motora en
un sujeto que padece esclerosis lateral amiotrofica (ELA).

En una realizacion del uso anterior, la sal farmacéuticamente aceptable es la sal de cloruro, de mesilato, de maleato,
de fumarato, de tartarato, de clorhidrato, de bromhidrato, de esilato, de p-toluensulfonato, de benzoato, de acetato,
de fosfato o de sulfato.

En otra realizacion, la sal farmacéuticamente aceptable es la sal de mesilato.

La presente invencion también proporciona R(+)-N-propargil-1-aminoindano o una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo en una cantidad eficaz para su uso en el aumento de la actividad motora en un sujeto que padece
esclerosis lateral amiotréfica (ELA).

En una realizacion, la sal farmacéuticamente aceptable para su uso en el aumento de la actividad motora en un
sujeto que padece esclerosis lateral amiotrofica (ELA) es la sal de cloruro, de mesilato, de maleato, de fumarato, de
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tartarato, de clorhidrato, de bromhidrato, de esilato, de p-toluensulfonato, de benzoato, de acetato, de fosfato o de
sulfato para su uso en el tratamiento de la esclerosis lateral amiotrofica (ELA).

En otra realizacion, la sal farmacéuticamente aceptable para su uso en el aumento de la actividad motora en un
sujeto que padece esclerosis lateral amiotréfica (ELA) es la sal de mesilato, para su uso en el tratamiento de la
esclerosis lateral amiotréfica (ELA).

Algunas sales farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, las sales de mesilato, de maleato, de
fumarato, de tartarato, de clorhidrato, de bromhidrato, de esilato, de p-toluensulfonato, de benzoato, de acetato, de
fosfato y de sulfato.

Las formulaciones de la presente invencidn incluyen aquellas adecuadas para su administracion oral. Las
formulaciones pueden presentarse convenientemente en una forma de dosificaciéon unitaria y pueden prepararse
mediante cualquier método bien conocido en la materia de Farmacia. La cantidad de principio activo o los
ingredientes que pueden combinarse con un material portador para producir una forma de dosificacion individual
sera generalmente aquella cantidad del (los) compuesto(s) que produce(n) un efecto terapéutico segun se analiza en
el presente documento.

Los métodos para la preparacion de estas formulaciones o composiciones incluyen la etapa de poner en asociacion
un compuesto o una combinacién de la presente invencion con el portador, y opcionalmente, uno o mas ingredientes
accesorios. En general, las formulaciones se preparan poniendo en asociacién uniforme e intimamente el compuesto
0 compuestos activos con portadores liquidos, o los portadores sélidos finamente divididos, o ambos, y después, si
fuera necesario, moldear el producto.

Las formulaciones de la invenciéon adecuadas para su administracion oral pueden estar en forma de capsulas, de
pildoras, de comprimidos, de polvos, de granulos, o en forma de una solucién o una suspension en un liquido
acuoso o no acuoso, o en forma de una emulsién liquida de aceite en agua o de agua en aceite, 0 en forma de un
elixir o de un jarabe, o en forma de pastillas (mediante el uso de una base inerte, tal como gelatina y glicerina, o
sacarosa y acacia), que contienen cada una, una cantidad predeterminada del compuesto o compuestos activos.

En las formas de dosificacién sélidas de la invencion para su administracion oral (capsulas, comprimidos, pildoras,
grageas, polvos, granulos y similares), el (los) principio(s) activo(s) se mezcla(n) con uno o mas portadores
farmacéuticamente aceptables, tales como citrato de sodio o fosfato dicalcico, y/o cualquiera de los siguientes:
agentes de relleno o diluyentes, tales como almidones, lactosa, sacarosa, glucosa, manitol y/o acido silicico;
aglutinantes, tales como, por ejemplo, carboximetil celulosa, alginatos, gelatina, polivinilpirrolidona, sacarosa y/o
acacia; humectantes, tales como glicerol; agentes disgregantes, tales como agar-agar, carbonato de calcio, almidén
de patata o de tapioca, acido alginico, algunos silicatos y carbonato de sodio; agentes retardantes de la disolucion,
tales como parafina; acelerantes de la absorcién, tales como compuestos de amonio cuaternario; agentes
humectantes, tales como, por ejemplo, alcohol cetilico y monoestearato de glicerol; absorbentes, tales como caolin y
arcilla de bentonita; lubricantes, tales como talco, estearato de calcio, estearato de magnesio, polietilenglicoles
sélidos, lauril sulfato de sodio, y mezclas de los mismos; y agentes colorantes. En el caso de las capsulas, los
comprimidos y las pildoras, las composiciones farmacéuticas también pueden comprender agentes tamponantes.
También pueden emplearse composiciones soélidas de un tipo similar como relleno de capsulas de gelatina blanda y
dura mediante el uso de excipientes tales como lactosa o azlicares de la leche, asi como polietilenglicoles de alto
peso molecular, y similares.

Un comprimido puede ser elaborado mediante compresién o moldeo, opcionalmente con uno o0 mas ingredientes
accesorios. Los comprimidos pueden prepararse mediante el uso de un aglutinante (por ejemplo, gelatina o
hidroxipropilmetil celulosa), un lubricante, un diluyente inerte, un conservante, un disgregante (por ejemplo, glicolato
sédico de almidén o carboximetil celulosa sodica reticulada), un agente tensioactivo o un dispersante. Los
comprimidos moldeados pueden elaborarse mediante moldeo en una maquina adecuada de una mezcla del
compuesto pulverulento humedecido con un diluyente liquido inerte.

Los comprimidos, y otras formas de dosificacion soélidas de la presente invencion, tales como grageas, capsulas,
pildoras y granulos, pueden estar opcionalmente ranurados o prepararse con recubrimientos y cubiertas, tales como
recubrimientos entéricos y otros recubrimientos bien conocidos en la técnica de formulacion farmacéutica. También
pueden formularse de forma que proporcionen una liberacion lenta o controlada del (los) principio(s) activo(s) de los
mismos mediante el uso de, por ejemplo, hidroxipropilmetil celulosa en proporciones variables para proporcionar el
perfil de liberacién deseado, otras matrices poliméricas, liposomas y/o microesferas. Puede ser esterilizados, por
ejemplo, mediante una filtracion a través de un filtro de retencidn bacteriana, o0 mediante la incorporacion de agentes
esterilizantes en forma de composiciones sélidas estériles que pueden ser disueltos en agua estéril, o algun otro
medio inyectable estéril, inmediatamente antes de su uso. Estas composiciones pueden contener también
opcionalmente agentes opacificantes y pueden tener una composicion tal que liberen el (los) principio(s) activo(s)
Unicamente, o preferentemente, en una porcién concreta del tracto gastrointestinal, opcionalmente, de una forma
retardada. Algunos ejemplos de composiciones de inclusion que pueden usarse incluyen sustancias poliméricas y
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ceras. El (los) principio(s) activo(s) también puede(n) estar en una forma microencapsulada, si fuera apropiado, con
uno o mas de los excipientes descritos anteriormente.

Las formas de dosificacion liquida para la administracion de los principios activos incluyen emulsiones,
microemulsiones, soluciones, suspensiones, jarabes y elixires farmacéuticamente aceptables. Ademas del (los)
principio(s) activo(s), las formas de dosificacion liquida pueden contener los diluyentes inertes usados habitualmente
en la materia, tales como, por ejemplo, agua u otros disolventes, agentes solubilizantes y emulsionantes, tales como
alcohol etilico, alcohol isopropilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo,
propilenglicol, 1,3-butilenglicol, aceites (en particular, aceite de semilla de algodén, de cacahuete, de maiz, de
germen, de oliva, de ricino y de sésamo), glicerol, alcohol tetrahidrofurilico, polietilenglicoles y ésteres de acidos
grasos de sorbitano, y mezclas de los mismos.

Ademas de los diluyentes inertes, las composiciones orales también pueden contener adyuvantes tales como
agentes humectantes, agentes emulsionantes y suspensores, edulcorantes, agentes saborizantes, colorantes,
perfumantes y conservantes.

Las suspensiones, ademas de los compuestos activos, pueden contener agentes suspensores tales como, por
ejemplo, alcoholes de isoestearilo etoxilados, polioxietilén sorbitol y ésteres de sorbitano, celulosa microcristalina,
metahidroxido de aluminio, bentonita, agar-agar y tragacanto, y mezclas de los mismos.

Las preparaciones de la presente invencion pueden administrarse por via oral, parenteral, tdpica o rectal. Por
supuesto, se administran en unas formas adecuadas para cada via de administracion. Por ejemplo, se administran
en forma de comprimidos o de capsulas, mediante inyeccion, inhalacion, en ungiento, supositorio, etc.
administracion mediante inyeccion, infusién o inhalacion; tdépica mediante una locién o un unguento; y rectal
mediante supositorios. Se prefiere la administracién oral.

Las expresiones "administracion parenteral” y "administrado parenteralmente" segin se usan en el presente
documento significan los modos de administracion distintos a la administracion enteral y topica, habitualmente
mediante inyeccion, e incluyen, sin limitacién, una inyecciéon y una infusion intravenosa, intramuscular, intraarterial,
intratecal, intracapsular, intraorbital, intracardiaca, intradérmica, intraperitoneal, transtraqueal, subcutanea,
subcuticular, intraarticular, subcapsular, subaracnoidea, intraespinal e intraesternal.

Las expresiones "administracion sistémica”, “"administrado sistematicamente”, "administracion periférica" y
"administrado periféricamente” segin se usan en el presente documento significan la administracion de un
compuesto, de un farmaco o de otro material distinta a directamente en el sistema nervioso central, de forma que
entra en el sistema del paciente, por lo tanto, estd sometido al metabolismo y a otros procesos similares, por
ejemplo, una administracion subcutanea.

La invenciéon se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos que en modo alguno deben ser
interpretados como adicionalmente limitantes. Deberia entenderse que los modelos usados a lo largo de los
ejemplos son modelos aceptados, y que la demostracién de la eficacia en estos modelos es predictiva de la eficacia
en los seres humanos.

Esta invencion se comprendera mejor a partir de los Detalles experimentales que siguen. Sin embargo, el experto en
la materia apreciara facilmente que los métodos especificos y los resultados analizados son meramente ilustrativos
de la invencion, segun se describe mas completamente en las reivindicaciones que siguen a continuacion.

Detalles experimentales
Ejemplo 1
Animales

Los ratones transgénicos que expresan las mutaciones humanas Cu/Zn-SOD G93A ((B6SJL-TgN (SOD1-G93A) 1
Gur) y los ratones no transgénicos B6/SJL se adquirieron en Jackson Laboratories (Ben Harbor, ME, EE.UU.). Para
este estudio se uso la segunda generacion de los ratones G1H; un grupo de animales que en nuestras manos tiene
un tiempo de supervivencia medio de aproximadamente 200 dias (primera generacion, 130 dias). Los animales se
mantuvieron y se alimentaron en las instalaciones para animales de la University of Ulm. La progenie transgénica fue
identificada mediante una amplificacion del ADN de la cola del raton mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa.
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Protocolo de tratamiento

Los ratones transgénicos SOD1 se trataron en cinco grupos (N - 15) con dos dosis de rasagilina sola o junto con
riluzol. Otro grupo de 15 ratones sirvié como control.

Los protocolos de tratamiento para los seis grupos fueron los siguientes:

Grupo I rasagilina 0,5 mg/kg por dia

Grupo II: rasagilina 2,0 mg/kg por dia

Grupo Il riluzol 30 mg /kg por dia

Grupo IV: rasagilina 0,5 mg/kg y riluzol 30 mg/kg por dia
Grupo V: rasagilina 2,0 mg/kg y riluzol 30 mg/kg por dia
Grupo VI: controles

Los farmacos fueron administrados con el agua de bebida comenzando a los 60 dias de edad. Las dosis diarias se
calcularon basandose en una ingesta diaria de agua de 6 ml. Se prepararon soluciones recientes una vez por
semana con el volumen total consumido medido, con el fin de garantizar una dosis constante diaria y semanal. La
cesta de agua no era diferente entre los grupos y estaba en el intervalo de los esperados 6 ml. Esto se confirmo
mediante la comparacién de la ingesta de agua de los controles y de los animales tratados. De forma analoga, las
mediciones longitudinales no revelaron cambios importantes en la dosis, incluso en las etapas tardias de la
enfermedad. El estudio se llevé a cabo con enmascaramiento, lo que significa que el tratamiento y la preparacion de
los farmacos fueron realizados por individuos distintos.

Evaluacién del comportamiento y del peso

Los ratones se observaron diariamente (incluyendo los fines de semana) y se pesaron semanalmente. El
comportamiento motor fue evaluado a partir de los 40 dias de edad mediante el uso del aparato de cilindro giratorio
para medir la actividad nocturna de los ratones a partir de las 8 p.m. - 8 a.m. (LMTB, Berlin). Se registro
individualmente la actividad de los animales mediante un sistema informatizado y se evalué diariamente, incluyendo
los fines de semana. Para una evaluacion estadistica, la actividad en el cilindro giratorio se normalizé a la actividad
media de cada animal desde el dia 40 hasta el dia 60.

Supervivencia

Se controlé diariamente el estado clinico de los ratones comenzando a los 40 dias. La aparicion de los signos
clinicos se puntu6 analizando los temblores y/o la agitacion de las extremidades de los ratones, y la posicion de una
o0 de ambas extremidades posteriores (colgando en lugar de separadas) cuando los ratones fueron suspendidos en
el aire por la cola. La edad de aparicion clinica fue determinada por la edad (en dias) a la que se observé una
pérdida de apertura o temblores en las extremidades posteriores. El andlisis de los ratones para comprobar la
pérdida del reflejo de enderezamiento determind la fase final de la enfermedad. Los ratones fueron sacrificados si no
podian erguirse en 30 segundos cuando se colocaban sobre cualquier costado en una superficie plana. Esta
decision fue tomada por un veterinario independiente segun lo requeria el protocolo animal. El protocolo de
tratamiento fue aprobado por el Regierungsprasident Tlbingen (35/9185.81-3). El tratamiento y la evaluacion clinica
fueron llevados a cabo por individuos distintos, y por lo tanto los signos neurolégicos para la determinacion de la
aparicion y de la fase final de la enfermedad fueron registrados de una forma enmascarada.

Estadistica

Los datos se expresaron como la media +/- el error estandar de la media (EEM). La prueba del cilindro giratorio y el
peso se compararon mediante un analisis de la varianza (ANOVA). Los datos de supervivencia fueron analizados
mediante el modelo de riesgos proporcionales de Mantel-Cox. La significacion estadistica se comprobd mediante un
ANOVA monofactorial, seguido de una comparacion post-hoc de Student-Newman-Keuls con el programa
informatico SPSS-PC (SPSS, Chicago IL).

Estudios neuropatolégicos

Los ratones fueron perfundidos transcordialmente con paraformaldehido al 4 %. Se extrajeron los cerebros y la
médula espinal completa, se congelaron en nitrégeno liquido y se cortaron en secciones transversales de 20 um con
un micrétomo deslizante. Las secciones del tronco encefalico y de la médula espinal se tifieron con HE, azul de
toluidina (secciones semidelgadas, de 0,5 ym), y con una inmunohistoquimica para el marcaje de los astrocitos
(GFAP), de las motoneuronas colinérgicas (ChAT) y de las células dopaminérgicas (TH).
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Resultados
Supervivencia

El criterio de valoracion primario de este estudio era la supervivencia segin se define en el protocolo animal. La
esperanza media de vida de cada uno de los grupos se muestra en la tabla 1. La Figura 1 muestra las curvas
complementarias de Kaplan-Meier. Los controles tienen una esperanza de vida media de 210,9 dias (error estandar
de las medias, EEM = 7,4779), mientras que los animales tratados con riluzol murieron después de 233,6 dias (EEM
= 12,6034). Debido en parte al comparativamente grande EEM, esta diferencia so6lo estaba cercana al nivel de
significacion de p = 0,05. Los animales tratados con la dosis baja de rasagilina sola (0,5 mg/kg/dia) sobrevivieron
223,8667 (EEM = 8,5037) dias; esta prolongacién de la supervivencia no era estadisticamente significativa. La dosis
mas grande de rasagilina aumento la longevidad en 29 dias (esperanza de vida de 239,8667; EEM = 4,4281); este
resultado era estadisticamente significativo (p < 0,001). Observamos un efecto dependiente de la dosis de rasagilina
segun muestra el modelo de riesgos proporcionales de Mantel-Cox. La mayor ampliacion de la longevidad se
observo con la combinacién de riluzol y rasagilina. Este efecto también era dependiente de la dosis, dado que la
edad media de muerte era de 247,8667 (EEM = 7,9089) dias con la combinacion de 0,5 mg/kg/dia de rasagilina,
mientras que en el grupo con la combinacion de 2,0 mg/kg/dia de rasagilina, la longevidad se prolongé hasta 252,0
(EEM = 9.4047) dias. Se demostré que ambos resultados eran estadisticamente diferentes de los controles (p <
0,001; p <0,001), y del grupo tratado so6lo con riluzol (p < 0,02; p < 0,03).

Tabla 1. Estadistica de los efectos de la rasagilina y del riluzol sobre la supervivencia acumulativa en ratones
transgénicos SOD1

N Media
Supervivencia (dias) Error estandar
RAO,5 15 223,8667 8,5037
RA2 15 239,8677 4,4281
RI30 15 233,6000 12,6034
RIRA20,5 15 247,8667 7,9089
RIRA2 15 252,0000 9,4047
CONTROL 15 210,9333 71,4779

(RAO,5 = 0,5 mg/kg de rasagilina; RA2 = 2,0 mg/kg de rasagilina; RI30 = 30 mg/kg de riluzol; RIRA0,5 = 0,5
mg/kg de rasagilina + 30 mg/kg de riluzol; RIRA2 = 2,0 mg/kg de rasagilina + 30 mg/kg de riluzol)

Actividad en la rueda giratoria

Los resultados de las mediciones de la actividad en la rueda giratoria de los 6 grupos eran ampliamente
complementarios de los datos de supervivencia, pero también observamos unos efectos farmacoldgicos
aparentemente independientes (Figura 2). Las diferencias entre los grupos se observaron pronto en el periodo
preclinico, y las diferencias en la funcion persistieron hasta una fase tardia de la enfermedad. El analisis estadistico
demostré que los animales tratados con rasagilina (con ambas dosis) y con riluzol eran mas activos durante el
transcurso del tratamiento, y también parecian mantener su actividad motora durante mas tiempo en comparacion
con los controles (Tabla 2). Sin embargo, la actividad motora de los grupos tratados tanto con la dosis baja como
con la dosis alta de rasagilina combinada con riluzol era menor - en contraste con el aumento en el tiempo de
supervivencia.

Mas especificamente, observamos una actividad en la rueda giratoria significativamente disminuida en ambos
grupos tratados con rasagilina combinada con riluzol. Cuando se comparaba con la de los animales sin tratar, la
actividad disminuida ya se habia observado durante las semanas 9 a 12 (p = 0,01; p = 0,04). Durante las semanas
13 y 16 la actividad en la rueda giratoria de los grupos tratados soélo con rasagilina estaba significativamente
aumentada cuando se comparaba con la actividad motora del grupo de control (p = 0,007; p = 0,0003). Este
aumento en la actividad permaneci6 estable hasta la semana 29. En la semana 29, el comportamiento motor del
grupo tratado con una dosis baja de rasagilina comenzé a disminuir, y Unicamente el grupo tratado con una dosis
alta de rasagilina todavia era significativamente mas activo (p = 0,01, semanas 29-36). No habia ningun caso de
muerte prematura en ninguno de los grupos, y no observamos ningin signo de sobretoxicidad ni con la rasagilina
sola ni con la combinacién de riluzol/rasagilina.

Dado que los grupos con la combinacién de rasagilina/riluzol sobrevivieron mas tiempo que todos los demas grupos
(véase anteriormente), pero tenian una actividad motora disminuida, otros factores adicionales distintos a los
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asociados a una neuroproteccion deben ser responsables del descenso en la actividad motora. Sin estar limitados a
ninguna teoria especifica, creemos que una posible explicacién podria ser que la combinacién tenia un ligero efecto
sedante sobre los animales. Sin embargo, esta sedacién no se observo durante la observacion diaria, y no tuvo
impacto sobre la ganancia de peso o la ingesta de agua de bebida.

Tabla 2. Estadistica de los efectos de la rasagilina y del riluzol sobre la actividad en la rueda giratoria en ratones
transgénicos SOD1

Semanas 9-12 Semanas 13-16 Semanas 17-20 Semanas 21-24 Semanas 25-28 Semanas 29-36
RAO,5 10.087 9.037,14 8.124,12 6.070,08 4.236,96 1.196,69
RA2 11.056 9.999,44 8.787,09 7.873,22 5.902,76 2.147,29
RI30 9.729,58 7.556,57 7.033,85 4.687,05 2.696,11 1.249,13
RIRA20,5 7.653,71 6.692,88 4.840,69 3.856,61 3.558,49 1.410,11
RIRA2 8.019,22 5.775,98 5.339,56 4.687,97 3.165,95 1.626,65
Control 9.710,04 6.545,52 5.079,64 3.764,38 2.201,02 766,28

(RAO0,5 = 0,5 mg/kg de rasagilina; RA2 = 2,0 mg/kg de rasagilina; RI30 = 30 mg/kg de riluzol; RIRAO0,5 = 0,5 mg/kg
de rasagilina + 30 mg/kg de riluzol; RIRA2 = 2,0 mg/kg de rasagilina + 30 mg/kg de riluzol)

Anélisis

Analizamos el efecto neuroprotector del compuesto inhibidor de la MAO-B y antiapoptoético rasagilina solo y junto con
el supuesto bloqueante de la liberacién de glutamato riluzol en el modelo G93A de esclerosis lateral amiotréfica
familiar (fELA). El farmaco tenia un convincente efecto terapéutico dependiente de la dosis tanto en la funcion
motora como en la supervivencia de los animales preclinica y clinica. También averiguamos que la combinacion de
rasagilina con riluzol es segura, y aumentd la supervivencia en aproximadamente un 20 % de una forma
dependiente de la dosis.

Se cree que el mecanismo de accidn del riluzol esta relacionado con su efecto estabilizante sobre los canales de
sodio y la resultante reduccion de la liberacion presinaptica de glutamato (Doble, A.); es probable que el efecto
neuroprotector de la rasagilina sea independiente de la inhibicién de la MAO-B y sea debido al efecto estabilizador
del potencial de membrana mitocondrial del de tipo bcl-2 (Maruyama, W. et al., (2001) J. Neurochem.; Maruyama, W.
et al., (2000) J. Neural Trans.).

Aunque el riluzol se considera el primer farmaco con un efecto neuroprotector en la esclerosis lateral amiotréfica,
existe un acuerdo universal sobre que deberia mejorarse el efecto del riluzol. En el presente estudio hemos
demostrado que una combinacién del inhibidor de la MAO-B rasagilina y riluzol aumenta de una forma dependiente
de la dosis la longevidad en ratones G93A de una forma considerable. Estos farmacos también tienen un efecto
beneficioso y dependiente de la dosis sobre la funcion motora. Sin embargo, durante un tratamiento temprano, no
hubo ningun efecto de las combinaciones farmacoldgicas sobre la funcién motora. Sin estar limitados a ninguna
teoria en particular, consideramos la ausencia de efectos funcionales tempranos de los regimenes de tratamiento de
combinacién como una consecuencia de un efecto farmacolégico no especifico sobre el comportamiento o la
actividad motora, o sobre ambos. No observamos otros efectos secundarios o téxicos de los farmacos empleados.
La validez de nuestros resultados esta subrayada por la reproduccion parcial del efecto del riluzol (Gurney M. E. et
al., Ann. Neurol. (1996)).

Desde nuestro punto de vista, la interpretacion de los resultados de estos estudios solo estad limitada por los
inconvenientes conocidos del modelo G93A. Estos inconvenientes, y cémo son abordados por el presente estudio,
se recogen a continuacion.

Es bien conocido que la esperanza de vida de los ratones usados en el presente estudio aumenta en las
generaciones posteriores. Con objeto de tener en cuenta este factor, usamos coherentemente la generacion F2. Por
lo tanto, no consideramos que la variacién causada por este factor sea un problema grave.

De forma analoga, la variacién en la longevidad dentro de una misma generacién tampoco es una consideracion
importante para la interpretacién de los resultados de este estudio, dado que el efecto del tratamiento era
comparativamente grande. Sin embargo, sin estar limitados a ninguna teoria en particular, creemos que esta
variacion es la causa de la observacion de que el efecto del riluzol (supervivencia media de 234 dias) no sea
estadisticamente significativo en nuestro estudio, aunque es de un orden de magnitud similar al del efecto del riluzol
previamente observado por otros (Gurney M. E. et al., Ann. Neurol. (1996)) y por nosotros mismos (resultados no
publicados). Ademas, creemos que la ausencia de un efecto estadistico formal del grupo con una dosis baja de
rasagilina (supervivencia media de 224 dias) es parcialmente explicado por esta divergencia. Consideramos esta
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variacion normal.

Con objeto de tener en cuenta el hecho de que incluso dentro de la misma generacion, la variacion interindividual en
la actividad motora es relevante, normalizamos las mediciones de la actividad motora antes del analisis estadistico.

Finalmente, a menudo se destaca que la medicién del tiempo de supervivencia tiene sus dificultades, y debido a los
diferentes niveles de cuidado animal, los resultados del tratamiento segun se indican en la bibliografia pueden no ser
comparables. Sin embargo, no consideramos que este factor sea significativo para el resultado de este estudio, dado
que el sacrificio de los animales no era una decision de los investigadores sino de un veterinario independiente que
no estaba implicado en el estudio.

Por lo tanto, el estudio divulgado demuestra que la combinacién de rasagilina y riluzol es una combinacién clinica
eficaz para el tratamiento de la ELA.

Los expertos en la materia reconoceran, o seran capaces de encontrar, simplemente mediante el uso de una
experimentacion rutinaria, muchos equivalentes a las realizaciones especificas de la invencién descritas
especificamente en el presente documento. Dichos equivalentes pretenden estar englobados en el ambito de las
siguientes reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de R(+)-N-propargil-1-aminoindano o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para la elaboracion
de un medicamento que contiene una cantidad eficaz de R(+)-N-propargil-1-aminoindano o de una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo para la mejora de la funcibn motora en un sujeto que padece esclerosis
lateral amiotréfica (ELA).

2. El uso de la reivindicacion 1, en el que la sal farmacéuticamente aceptable es la sal de cloruro, de mesilato, de
maleato, de fumarato, de tartarato, de clorhidrato, de bromhidrato, de esilato, de p-toluensulfonato, de benzoato, de
acetato, de fosfato o de sulfato.

3. El uso de la reivindicacioén 2, en el que la sal farmacéuticamente aceptable es la sal de mesilato.

4. Uso de R(+)-N-propargil-1-aminoindano o de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para la elaboracion
de un primer medicamento en un envase que contiene una cantidad eficaz de R(+)-N-propargil-1-aminoindano para
el aumento de la funcién motora en un sujeto que padece esclerosis lateral amiotréfica (ELA).

5. El uso de la reivindicacion 4, en el que la sal farmacéuticamente aceptable es la sal de cloruro, de mesilato, de
maleato, de fumarato, de tartarato, de clorhidrato, de bromhidrato, de esilato, de p-toluensulfonato, de benzoato, de
acetato, de fosfato o de sulfato.

6. El uso de la reivindicacién 5, en el que la sal farmacéuticamente aceptable es la sal de mesilato.

7. R(+)-N-propargil-1-aminoindano o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo en una cantidad eficaz para su
uso en el aumento de la actividad motora en un sujeto que padece esclerosis lateral amiotréfica (ELA).

8. La sal farmacéuticamente aceptable para su uso en el aumento de la actividad motora en un sujeto que padece
esclerosis lateral amiotréfica (ELA) de acuerdo con la reivindicacion 7, en la que la sal farmacéuticamente aceptable
es la sal de cloruro, de mesilato, de maleato, de fumarato, de tartarato, de clorhidrato, de bromhidrato, de esilato, de
p-toluensulfonato, de benzoato, de acetato, de fosfato o de sulfato.

9. La sal farmacéuticamente aceptable para su uso en el aumento de la actividad motora en un sujeto que padece
esclerosis lateral amiotrofica (ELA) de acuerdo con la reivindicacion 8, en la que la sal farmacéuticamente aceptable
es la sal de mesilato.
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