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DESCRIPCION
Derivado de butilftalida y método de preparacién y uso del mismo
Campo de la invencion

La presente invencion pertenece al campo médico de un compuesto, se refiere a (-)-(S)-3-(3’-hidroxi)-butilftalida y un
éster formado de la misma con un acido, y divulga el método de preparacion y uso de la misma.

Antecedentes de la invencion
La butilftalida tiene efectos mejoradores sobre la alteracion de la funcion del sistema nervioso central en pacientes

con ictus isquémico agudo, puede fomentar la recuperacion de funcién en pacientes, y principalmente se convierte in
vivo en dos metabolitos, 3-3-(3’-hidroxi)butilftalida y 3-hidroxi-3-buitilftalida:

0

O

OH
3-3-(3’-hidroxi)butilftalida (metabolito I)

O

- OH

HO 0
3-hidroxi-3-butilftalida (metabolito I1)

Guangdong Zhongke Drug Research & Development Co. Ltd. y Shandong Lvye Natural Drug Research &
Development Co. Ltd. sintetizaron un éster de acido succinico, un éster de glicina y un éster de acido fosférico del
metabolito |, e ilustraron el uso de los mismos para prevenir enfermedades isquémicas cerebrales en 2008. La
solicitud de patente 200410036628.3 divulga un uso novedoso de los homologos de buitilftalida 3-(3-
hidroxi)butilftalida y 3-hidroxi-3-butilftalida. Se demuestra que ambos tienen los siguientes efectos:

1) mejorar significativamente los sintomas neuroldgicos en ratas causados por isquemia cerebral debida a
traumatismo cerebral;

2) mejorar trastornos de memoria en ratas causados por isquemia cerebral;

3) aliviar el edema cerebral en ratas causado por isquemia cerebral;

4) reducir el ictus en ratas causado por isquemia cerebral;

5) mejorar el metabolismo de energia en ratas causado por isquemia cerebral;

6) aumentar el flujo sanguineo cerebral en la region cerebral isquémica;

7) reducir el area de infarto cerebral en ratas con isquemia cerebral local y aliviar los sintomas de deficiencia
neurolégica;

8) anti-agregacion de plaquetas y antitrombosis;

9) preveniry tratar la demencia.

Investigadores en nuestra empresa descubren que el metabolito | tiene dos isbmeros 6pticos diferentes, y han
preparado el compuesto 3-3-(3-hidroxi)butilftalida (metabolito |) tanto en la configuracion S como R como se
muestra en las siguientes figuras, por un método de sintesis asimétrica:

)

OH OH
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Configuracion S Configuracion R

Ademas, se encuentra mediante ensayos en animales que la configuracion R no puede afectar el volumen de infarto
cerebral en ratas con isquemia cerebral ni mejorar los sintomas de isquemia cerebral, mientras que la configuracion
S tiene los efectos de mejorar los sintomas de isquemia cerebral y disminuir el volumen de infarto cerebral en ratas
con isquemia cerebral. También se descubre que la configuracion S del metabolito | (el compuesto de la
reivindicacion 1) tiene el efecto de mejorar el suefio.

La configuracién S del metabolito | (el compuesto de la reivindicacion 1) es un liquido oleaginoso y es insoluble en
agua. Por tanto, para prepararlo en una forma farmacéutica de solucion inyectable, se han realizado estudios
adicionales para permitir que se vuelva un compuesto soluble en agua formando un éster con un acido y después
formando una sal, para cumplir el requisito de la formulacién.

Compendio de la invencion

El fin de la presente invencidon es proporcionar un derivado de 3-(3'-hidroxi)butilftalida para ictus isquémico, y el
método de preparacion y uso del mismo.

Para alcanzar el fin mencionado anteriormente, la presente invencion emplea las siguientes soluciones técnicas.

Preparar el compuesto de formula | como se muestra en la siguiente figura,

O

OH
férmula | (configuracion S),

y preparar el compuesto en la configuracion R como se muestra en la siguiente figura,

OH configuracion R,

por sintesis asimétrica.

Se demuestra mediante ensayos en animales que el compuesto en la configuracion R no tiene el efecto de reducir el
volumen de infarto cerebral de isquemia cerebral en ratas, no puede mejorar los sintomas de isquemia cerebral, y no
tiene el efecto de mejorar el suefio, mientras que la configuracion S tiene muy buenos efectos de mejorar los
sintomas de isquemia cerebral, y puede mejorar el estado de suefio en animales.

El compuesto de férmula | es una sustancia aceitosa insoluble en agua. Por tanto, se le permite formar un éster con
un acido, en donde el acido se refiere a un acido inorganico u organico farmacéuticamente aceptable. El acido
inorganico se refiere a acido nitrico, acido sulfurico o acido fosforoso. El acido organico contiene ademas un tipo de
grupo, y al menos un grupo seleccionado de grupo amino, hidroxi o carboxilo ademas del radical acido. La sal de un
éster es soluble en agua y se puede preparar en la forma farmacéutica de una solucion inyectable o inyeccion de
polvo liofilizado.

El acido organico puede ser aminoacidos, especificamente se refiere a glicina, alanina, lisina, arginina, serina,
fenilalanina, prolina, tirosina, acido aspartico, acido glutamico, histidina, leucina, metionina, treonina, acido
piroglutamico, triptéfano o valina.

En donde un éster formado con glicina es preferido, que es como se muestra en la siguiente figura:
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: O \/\(
OY\NHZ

O

El acido organico también puede ser un acido dicarboxilico, especificamente acido canférico, acido malico, acido
citrico, acido maleico, acido succinico, acido oxalico, acido glutarico, acido etanodioico o acido malénico.

En donde un éster formado con acido succinico es preferido, que es como se muestra en la siguiente figura:
O
D

o}

COOH

El acido organico también se puede referir a acido pamoico, acido hidroxinaftoico, acido gentisico, acido salicilico,
acido hidroxiacético, acido mandélico, acido lactico, acido 4-acetamidobenzoico o acido nicotinico.

El compuesto de formula | forma un éster con un acido inorganico, preferiblemente acido fosférico, que es como se

muestra en la siguiente figura:
: O N\~ Y
O, _OH
PS

Il "OH
O

El éster anterior forma ademas una sal, de modo que se prepara en un compuesto soluble en agua para resolver el
problema de la solubilidad en agua, y por tanto se puede usar para preparar una forma farmacéutica inyectable.

Un éster formado por el compuesto de formula | con glicina preferiblemente forma un clorhidrato, que es como se

muestra en la siguiente figura:
o]
: O\/Y
o)
m/\NH2 HCI
0

La presente invencion ademas proporciona una sal de los ésteres de acido dibasico del compuesto de férmula I, que
se refiere a una sal formada con potasio, sodio, magnesio o amina organica. El radical de amina organica puede ser
trometamina, dietanolamina, trietanolamina, glicina, lisina o arginina.

En donde, la sal de sodio es preferida, que es como se muestra en la siguiente figura:

S
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ol]/\coo o

Para resolver el problema de la solubilidad en agua, el éster formado por el compuesto de férmula | con acido
fosforico puede formar ademas una sal con una base fisiolégicamente aceptable, que se refiere a sal de sodio, sal
de potasio, sal de magnesio o sal de amina organica. La amina organica incluye lisina, glicina, arginina,
trometamina, dietanolamina o trietanolamina.

El éster formado por el compuesto de férmula | con acido fosférico preferiblemente forma una sal disédica, que tiene
la siguiente férmula estructural:

O

La presente invencién proporciona ademas una composicién farmacéutica para tratar ictus isquémico, caracterizada
en que la composicion comprende una cantidad terapéutica eficaz del compuesto de férmula general (1) o una sal del
mismo y un soporte farmacéuticamente aceptable. La composicion farmacéutica puede ser una formulacion oral o
una formulacion inyectable.

Experimentos para irritaciones muscular y vascular indican que, se administra por inyeccion después de que el éster
formado por el compuesto de férmula | con un acido forma ademas una sal. No se observaron irritaciones
musculares o vasculares, de modo que se puede usar como una formulacion inyectable.

Formas de realizacion detalladas

Ejemplo 1: Preparacion de varios compuestos.

Los compuestos en el presente documento tienen una continuidad muy fuerte. Por tanto, para describir el método de
preparacion de varios compuestos de una manera detallada, precisa y conveniente, el método se ilustra por medio

de un ejemplo. En la siguiente ruta sintética, cada compuesto se indica por un nimero de serie. Para una ilustracion
mas concisa, en el método de preparacién a continuacion, los compuestos se sustituyen por los nimeros de serie.
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Cuando la R en el esquema anterior es diferentes grupos, se obtienen diferentes compuestos 1a, 1b y 1c.
(1) Sintesis del compuesto 3:

Se colocé diisopropilamina (1,3 mol) en un matraz de fondo redondo de 2000 ml, y se afiadieron 1000 ml de
diclorometano anhidro. Después de disolver, se afiadi6 trietilamina (2,0 mol) y se afiadi6 gota a gota el compuesto 2
(1,0 mol) en un bario de hielo. Después de completar la adicién gota a gota, la mezcla de reaccion se calent6 a
temperatura ambiente, y se agité durante la noche. Se afiadieron 500 ml de diclorometano para diluir, y la mezcla de
reaccion se lavé respectivamente con acido clorhidrico diluido al 5% (500 mix1), agua (500 mix1) y salmuera (500
mix1), se seco sobre sulfato de sodio anhidro y se concentrd, para obtener 202,4 g del compuesto 3. El rendimiento
crudo fue del 99%, MS (m/z): 206,1.

(2) Sintesis del compuesto 4:

Se disolvié el compuesto 3 (0,8 mol) en 500 ml de tetrahidrofurano seco, y se afiadié gradualmente tert-butillitio (1,0
mol) gota a gota a -78°C. Después de completar la adicion gota a gota, se afiadié tetrametiletiliendiamina (1,2 mol), y
se agité a -78°C durante 30 min. Se afiadi6 gota a gota lactona (1,0 mol) en la mezcla anterior, se calenté
gradualmente a temperatura ambiente, y se siguidé para reaccionar durante 5 horas. La reaccion se extinguid
afadiendo solucién de cloruro de amonio saturada, y el solvente organico se eliminé por destilacién a presion
reducida. El residuo se extrajo por acetato de etilo, se concentrd a presion reducida, y se recristalizd, para obtener
222,4 g de compuesto 4. El rendimiento fue del 91%.

HRMN (400Hz, CDCls): 8,08-8,06 (m, 1H), 8,04-8,02 (m, 1H), 7,63-7,61 (m, 1H), 7,60-7,58 (m, 1H), 3,95-3,93 (m,
2H), 3,40-3,38 (m, 1H), 2,55 (t, J=1,2 Hz, 2H), 1,64-1,62 (m, 2H), 1,25 (d, J=1,5 Hz, 12H), 1,21 (d, J=1,6 Hz, 3H); MS
(m/z): 306,2.

(3) Sintesis del compuesto 5:

Se disolvieron 220 g del compuesto 4 (0,7 mol) en 500 ml de metanol, se afiadié borohidruro de sodio (1,40 mol) en
pequefios lotes en un bafio de hielo, y se agité durante la noche a temperatura ambiente con la protecciéon de gas
nitrégeno. Después de la terminacion de la reaccion, se afiadieron gota a gota aproximadamente 20 ml de acido
clorhidrico concentrado para descomponer el exceso de borohidruro de sodio. Se elimind el metanol por destilacion
a presion reducida. El residuo se extrajo por diclorometano, se lavé con agua, se lavé con salmuera, se sec6 sobre
sulfato de sodio anhidro, y se recristalizd, para obtener 204,8 g del compuesto 5. El rendimiento fue del 95%. MS
(m/z): 308,2.

(4) Sintesis del compuesto 6:
Se disolvio el compuesto 5 (0,60 mol) en 500 ml de tolueno, se afiadid una cantidad catalitica de acido p-

toluenosulfonico (aproximadamente el 1%), y se hirvio ligeramente y se sometié a reflujo con la proteccion de gas
nitrégeno durante 8 dias. Se elimind el tolueno por destilacion a presion reducida, se afiadié diclorometano para
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diluir, y el residuo se lavo con agua, se lavo con salmuera, se seco sobre sulfato de magnesio anhidro, y se paso6 a
través de una columna, para obtener 106,4 g de compuesto 6. El rendimiento fue del 86%. MS (m/z): 207,2.

(5) Sintesis del compuesto 7:

Se disolvié el compuesto 6 (0,2 mol) en 200 ml de metanol, se afiadié solucién acuosa de hidroxido de sodio (16
g/40 ml) con agitacion, y se completd en 15 minutos. El sistema se calentd hasta volverse una solucién homogénea,
y se siguié para reaccionar a temperatura ambiente durante 2 horas. La reacciéon se extinguid, y se elimind el
metanol por destilacion a presion reducida. Se afiadié una cantidad apropiada de agua destilada en la solucién
residual para diluir. El sistema se enfrié a -5°C o por debajo, y se ajusté a pH=3~4 con solucién de acido clorhidrico
al 5%, y se extrajo con éter dietilico (100x3). Los extractos de éter dietilico se juntaron, y la solucién se enfrié a -5°C
o por debajo. Se afadieron lentamente 0,2 moles de (+)-(R)-a-feniletilamina gota a gota. El sistema se mantuvo a
una temperatura de -5°C o por debajo, y se dejo reposar durante 3 horas. Precipitaron muchos cristales, y el sistema
se filtr6 para recoger los cristales. Los cristales se recristalizaron dos veces con acetona o acetato de etilo para
obtener 20,3 g de cristales, y la concentracion de los cristales fue 15 g de cristales/100 ml de solvente. Los cristales
se disolvieron en 10 volumenes de agua destilada, y se afiadié hidroxido de sodio para ajustar la solucion a pH=13.
Se recupero la (+)-(R)-a-feniletilamina por extraccion con éter dietilico, y la fase acuosa se ajusté a pH=2 con acido
clorhidrico, se extrajo con éter dietilico, se secé y se concentrd, para obtener un producto crudo de (+)-(R)-3-(3'-
hidroxi)butilftalida. El producto crudo se recristalizé6 con etanol para obtener 8,7 g del compuesto 7. El rendimiento
fue del 21%. [a]p = +66,80 (c=1,02, CH30H).

HRMN (400Hz, CDCls): 7,91-7,89 (m, 1H), 7,41-7,39 (m, 1H), 7,33-7,31 (m, 1H), 7,30-7,28 (m, 1H), 5,24 (t, J=1,2 Hz,
1H), 3,40-3,38 (m, 1H), 2,55 (t, J=1,2 Hz, 2H), 2,05-2,03 (m, 2H), 1,45-1,43 (m, 2H), 1,21 (d, J=1,6 Hz, 3H); MS
(m/z): 207,2.

(6) Sintesis del compuesto 8:

Se disolvié el compuesto 6 (0,2 mol) en 200 ml de metanol, se afiadié solucién acuosa de hidroxido de sodio (16
g/40 ml) con agitacion, y se completé en 15 minutos. El sistema se calentd hasta volverse una solucion homogénea,
y se siguid para reaccionar a temperatura ambiente durante 2 horas. La reaccion se extinguio, y se eliminé el
metanol por destilacion a presion reducida. Se afiadié una cantidad apropiada de agua destilada en la solucion
residual para diluir. El sistema se enfrié a -5°C o por debajo, y se ajusté a pH=3~4 con solucién de acido clorhidrico
al 5%, y se extrajo con éter dietilico (100x3). Los extractos de éter dietilico se juntaron, y la solucién se enfrié a -5°C
o por debajo. Se afadieron lentamente 0,2 moles de (S)-a-feniletilamina gota a gota. El sistema se mantuvo a una
temperatura de -5°C o por debajo, y se dejo reposar durante 3 horas. Precipitaron muchos cristales, y el sistema se
filtré para recoger los cristales. Los cristales se recristalizaron dos veces con acetona o acetato de etilo para obtener
20,3 g de cristales, y la concentracion de los cristales fue 15 g de cristales/100 ml de solvente. Los cristales se
disolvieron en 10 voliumenes de agua destilada, y se afiadié hidroxido de sodio para ajustar la solucién a pH=13. Se
recuper6 la (S)-a-feniletilamina por extraccion con éter dietilico, y la fase acuosa se ajustdé a pH=2 con &acido
clorhidrico, se extrajo con éter dietilico, se secd y se concentrd, para obtener un producto crudo de (S)-3-(3'-
hidroxi)butilftalida. El producto crudo se recristalizé para obtener 8,7 g del compuesto 7. El rendimiento fue del 21%.
[a]p = -66,80 (c=1,02, CH30OH).

HRMN (400Hz, CDCls): 7,91-7,89 (m, 1H), 7,41-7,39 (m, 1H), 7,33-7,31 (m, 1H), 7,30-7,28 (m, 1H), 5,24 (t, J=1,2 Hz,
1H), 3,40-3,38 (m, 1H), 2,55 (t, J=1,2 Hz, 2H), 2,05-2,03 (m, 2H), 1,45-1,43 (m, 2H), 1,21 (d, J=1,6 Hz, 3H); MS
(m/z): 207,2.

(7) Sintesis del compuesto 1a:

¢ o]
0 Q
QO DMAP
0 o 0
O O NaOH o
O.
OH DME. Y\)LOH MeOH O\n/\)LONa
o] (o]

Se disolvieron 10,0 mmoles de compuesto 8, 10,0 mmoles de anhidrido butanodioico, y 10 mmoles de DMAP en 50
ml de DMF, se calent6 a 85°C, y se hizo reaccionar durante 6 horas. La reaccion se extinguio, y el 00 se eché sobre
200 ml de agua helada, se ajustd a pH=2~3 con acido clorhidrico 0,1 N, y se extrajo con acetato de etilo (100 mix3).
La fase organica se junto, se lavd con salmuera tres veces, se seco sobre sulfato de sodio anhidro, se destilé a
presién reducida para obtener (S)-3-(3-éster succinato)butilftalida, que se recristalizd para obtener 2,8 g de polvos
solidos. El rendimiento fue del 91%.
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HRMN (400Hz, CDCls): 7,8-7,78 (m, 1H), 7,65-7,63 (m, 1H), 7,49-7,47 (m, 1H), 7,44-7,42 (m, 1H), 5,50-5,46 (m, 1H),
3,82-3,74 (m, 1H), 2,72-2,66 (m, 2H), 2,62-2,56 (m, 2H), 2,05-2,03 (m, 2H), 1,45-1,43 (m, 2H), 1,21 (d, J=1,6 Hz,
3H); MS (m/z): 307,3.

El anterior (S)-3-(3’-éster succinato)butilftalida se disolvido en 50 ml de metanol y 4 ml de solucién de hidréxido de
sodio al 10%, se calenté a reflujo durante 2 horas, y se concentré para obtener una sal de sodio de (S)-3-(3-éster
succinato)butilftalida (compuesto 1a), MS (m/z): 305,3.

(8) Sintesis del compuesto 1 b:

0 o o)

- !
u\ .QH . ,_)4\0 )
~% A 7 ower et HCl f,:/fl:?\’
W # \"ﬂ\l,..OHE £, Piridina s w"‘o Y"\NHQ Et:0 N \r)o ‘n”’\NH:HC\
| Q 0

1h

Se disolvieron 10,0 mmoles del compuesto 8 en 50 ml de acetato de etilo, y se afiadieron 1,0 ml de piridina y 10
mmoles de DMAP. La mezcla se enfrio a 0~5°C, y se anadieron 10,0 mmoles de glicina con agitacion, y se hizo
reaccionar durante 6 horas a una temperatura mantenida a 0~5°C. La reaccion se extinguid, y la solucion de
reaccion se echd sobre 100 ml de agua helada, se ajustd a pH=7,0 con acido clorhidrico 0,1 N, y se dejé reposar
para separar la fase organica. La fase acuosa se extrajo con acetato de etilo (50 miIx3). La fase organica se juntd, se
lavé con salmuera 3 veces, se seco sobre sulfato de sodio anhidro, se destil6 a presion reducida para obtener (S)-3-
(3-éster glicinato)butilftalida, que se recristalizé de etanol para obtener 2,3 g de polvo sélido. El rendimiento fue del
87%.

HRMN (400Hz, CDCls): 7,8-7,78 (m, 1H), 7,65-7,63 (m, 1H), 7,49-7,47 (m, 1H), 7,44-7,42 (m, 1H), 5,50-5,46 (m, 1H),
3,82-3,74 (m, 1H), 3,62 (s, 2H), 2,05-2,03 (m, 2H), 1,45-1,43 (m, 2H), 1,21 (d, J=1,6 Hz, 3H); MS (m/z): 264,3.

El anterior (S)-3-(3"-éster glicinato)buitilftalida se disolvié en 50 ml de acetona y 10 ml de éter dietilico, y se afiadié
gota a gota una soluciéon de en éter dietilico de clorhidrato para ajustar a pH=2. Precipit6 mucho sélido blanco, se
filtrd, se seco para obtener 2,4 g de clorhidrato de (S)-3-(3’-éster glicinato)butilftalida (compuesto 1b). El rendimiento
fue del 80%. MS (m/z): 264,3.

(9) Sintesis del compuesto 1c:

/_& F’OCIg DMF _ /0
{{;"J OMNa

\\\\ y/ - O H Piridina \i\_v \JY . -f:'_ ONa
i
0

1c

Se afiadieron 20,0 ml de piridina a 100 ml de DMF, se enfri6 a -10°C, y se afiadieron 25,0 ml de oxicloruro de fésforo
con agitacion. La mezcla se agité durante 30 minutos, y se después se afiadieron 10,0 mmoles del compuesto 8 en
lotes. Después de agitar durante 3 horas, la reaccion se extinguié. La solucion de reaccion se eché en 100 ml de
agua helada, se ajusté a pH=2 con acido clorhidrico 0,1 N, se extrajo con acetato de etilo (50 mIx3). La fase
organica se junto, se lavd con salmuera 3 veces, se seco sobre sulfato de sodio anhidro. El solvente se eliminé por
destilacién a presion reducida para obtener (S)-3-(3-éster fosfato)butilftalida. Después se disolvio en 20 ml de
etanol, y se afiadieron 10,6 de carbonato de sodio para reaccionar durante 2 horas a una temperatura de 30°C. La
reaccion se extinguio, y se afiadieron 100 ml de acetona. La mezcla se dej6 reposar y precipitar a 5°C, se filtro, se
seco al vacio para obtener 2,8 g de sal disédica de (S)-3-(3'-éster fosfato)butilftalida (compuesto 1c). El rendimiento
fue del 88%.

HRMN (400Hz, CDCls): 7,91-7,89 (m, 1H), 7,41-7,39 (m, 1H), 7,33-7,31 (m, 1H), 7,30-7,28 (m,1H), 5,24 (t, J=1,2 Hz,
1H), 3,40-3,38 (m, 1H), 2,05-2,03 (m, 2H), 1,65-1,63 (m, 2H), 1,21 (d, J=1,6 Hz, 3H); MS (m/z): 331,2.

Ejemplo 2: Preparacion de polvo liofilizado de (-)-(S)-3-(3’-éster fosfato disddico)butilftalida (compuesto 1c en el
ejemplo 1) inyectable
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Se tomaron 10 g de la sal sodica de (S)-3-(3’-éster fosfato)butilftalida (compuesto 1c) preparada, y se anadieron
1000 ml de agua para inyeccion para disolver, y se afadieron ademas 60 g de manitol. Después de disolver por
completo, se afiadié adicionalmente agua para inyeccion hasta 1200 ml. Después de la descarburacion por carbdn
activo, la mezcla se filtr6 a través de una membrana microporosa, se hicieron alicuotas en botellas de penicilina de 7
ml con 3 ml para cada botella, se cerraron con tapon, liofilizaron y se empaquetaron, para obtener el polvo inyectable
liofilizado. especificacion: 20 mg/botella.

Ejemplo 3: Preparacion de capsulas de (S)-3-(3’-éster fosfato disédico)butilftalida (compuesto 1c)

Foérmula: sal sédica de (S)-3-(3’-éster fosfato)butilftalida 60 g
lactosa 105¢g

1000 capsulas

Se peso de forma precisa la sal sédica de (S)-3-(3’-éster fosfato)butilftalida segun la cantidad en la férmula, se cribo
a través de un cedazo de malla 100, y se afiadi6 la lactosa segun la cantidad de la formula, que se secé a 80°C y se
cribé a través de un cedazo de malla 80, se mezclé homogéneamente. La mezcla se detectd para los contenidos, y
se cargo en cubiertas de capsulas 1# si eran aptas, para obtener las capsulas.

Ejemplo 4: Preparacion de solucion inyectable de (S)-3-(3'-éster fosfato disddico)butilftalida (compuesto 1c)

Foérmula: sal sédica de (S)-3-(3'-éster fosfato)butilftalida 50g
agua para inyeccion 4000 ml

1000 ampollas

Se peso de forma precisa la sal sodica de (S)-3-(3-éster fosfato)butilftalida (compuesto 1c) segun la cantidad en la
férmula, y se afadié una cantidad apropiada de agua para inyeccion. El pH se ajusté a 6,5-7,2, y se afiadio agua
para inyeccion hasta 4000 ml. Se afadieron 2 g de carbon activado para inyeccion, se hirvié durante 15 min, se
descarburé a través de filtraciéon por succién. La solucién final se filtré a través de membrana microporosa de 0,22
pUm, se cargo y sellé en ampollas de vidrio, y se autoclavd a 115°C durante 30 min, para obtener la solucion
inyectable.

Ejemplo 5: Efectos sobre volumenes de infarto cerebral en ratas con infarto cerebral local
(1) Materiales experimentales y método

Se criaron por separado ratas Wistar, peso corporal 250~280 g, antes y después de la operacion quirdrgica, y se
mantuvieron a temperatura ambiente de 23~25°C. A todas las ratas se les dejé acceso libre a alimento y agua. Se
prepararon modelos de tMCAO segun el método de llonga, et al. Se anestesiaron ratas con hidrato de cloral al 10%
(350 mg/kg, i.p.), y la temperatura del cuerpo se mantuvo a 37+0,5°C. La rata se fijo en posicion supina en una mesa
de operaciones. La piel se cort6 a lo largo de la linea media del cuello, y la arteria carétida comun (ACC), arteria
carétida externa (ACE) y arteria carotida interna (ACI) en el lado derecho se aislaron cuidadosamente. La ACE se
ligd y cortd, y se enderezo en linea con la ACI. Se cortdé una pequefia incision en la ACE, y se insertd un hilo de
nailon salicificado de cabeza redonda de 4,0 cm de longitud a través de esta incisiéon en la ACI durante
aproximadamente 1,85~2,0 cm, hasta el sitio de inicio de la arteria cerebral anterior de la rata, para bloquear el
suministro de sangre de la arteria cerebral media. Después de 2 horas de isquemia, el hilo de nailon se retird
cuidadosamente, la incisién en la ACE se ligd, y la incisidon quirdrgica se suturd. El animal se devolvid a la jaula
durante 24 horas de reperfusion.

(2) Grupos experimentales y administracion

Las ratas se dividieron al azar en 12 grupos: grupo control modelo, agua para inyeccion (100 mg/kg), el grupo de
administracion del compuesto 7 en el ejemplo 1 (25, 50, 100 mg/kg), el grupo de administracion del compuesto 8 en
el ejemplo 1 (25, 50, 100 mg/kg), el grupo de administracion de DL-3-(3’-hidroxi)-buitilftalida (DL para abreviar) (25,
50, 100 mg/kg). Se les administrd por via oral 10 min después de la isquemia causada por bloqueo de la ACM.

(3) Determinacion del volumen de infarto cerebral

Después de la reperfusion de la lesidon en la rata durante 24 horas, la rata se decapitd y el cerebro se saco
inmediatamente. El aparato olfativo, el cerebelo y el tallo encefdlico inferior se retiraron. El cerebro se cortd
coronalmente en 6 secciones (de la primera seccién a la quinta seccién era 2 mm/seccion, y la sexta seccion era 4
mm), y se colocaron rapidamente en 5 ml de solucién que contenia 1,5 ml de TTC al 4% y KoHPO4 1 M para tefiir
(37°C, protegido de la luz) durante 20~30 min, en donde se dieron la vuelta una vez cada 5 min. Después de la
tincion con TTC, el tejido normal estaba tefiido oscuro y aparecia rojo, y el tejido infartado aparecia blanco. Cada
grupo de secciones de cerebro se organizaron esmeradamente y se tomaron fotos para conservacion. El area



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2593 578 T3

infartada en cada seccion se calculd, y por ultimo se convirtié al volumen de infarto por superposicion. El volumen de
infarto se expreso en porcentaje en un hemisferio cerebral, para eliminar los efectos de edema cerebral.

Volumen de infarto cerebral (%) = (volumen del hemisferio contralateral al lado operado — volumen de la parte no
infartada del hemisferio operado) / volumen del hemisferio contralateral al lado operado * 100%

(4) Resultados experimentales

Después de 2 horas de isquemia y 24 horas de reperfusion, el volumen de infarto cerebral del grupo control solvente
fue del 33,8%. El grupo quirdrgico de referencia no tuvo ningun infarto cerebral. Los resultados del volumen de
infarto cerebral en otros grupos son como se muestra en la tabla 1:

Tabla 1: Efectos de la administracion nasofaringea en el volumen de infarto cerebral en ratas con isquemia local

Muestra Volumen de infarto cerebral  Volumen de infarto cerebral  Volumen de infarto cerebral

(grupo de 25 mg/kg) (grupo de 50 mg/kg) (grupo de 100 mg/kg)
Compuesto 7 19,8% 18,9% 18,7%
Compuesto 8 14,6% 13,8% 11,8%
DL 17,2% 16,4% 14,5%
Grupo control 20,1%

En comparacién con el grupo control de solvente, la administracion oral en grupos de compuesto 8 y DL-3-(3'-
hidroxi)-butilftalida puede reducir significativamente el volumen de infarto cerebral, y los grupos de compuesto 7 no
redujeron eficazmente el volumen de infarto cerebral. Los grupos de (-)-3-(3-hidroxi)-butilftalida (es decir, el
compuesto 8) son superiores a DL-3-(3’-hidroxi)-butilftalida, lo que indica que el compuesto 8 en la configuracion S
era el principio activo eficaz, mientras que no se encontrd que el compuesto 7 en la configuracion R tuviera el efecto
de reducir el volumen de infarto cerebral causado por isquemia cerebral.

Ejemplo 12: Efectos de administracion por inyeccion de 1a, 1b, 1c en el volumen de infarto cerebral.
(1) Grupos experimentales y administracion

Se tomaron ratas del modelo de bloqueo de isquemia en el ejemplo 11, y se dividieron aleatoriamente en 12 grupos:
grupo quirurgico de referencia, grupo control modelo, (agua para inyeccion, 10 mg/kg), grupo 1a (2,5 mg/kg, 5,0
mg/kg, 10 mg/kg), grupo 1b (2,5 mg/kg, 5,0 mg/kg, 10 mg/kg), y grupo 1c (2,5 mg/kg, 5,0 mg/kg, 10 mg/kg). 10 min
después de la isquemia causada por bloqueo de la ACM, se les administré por via intravenosa.

(2) Resultados y discusion

Después de 2 horas de isquemia y 24 horas de reperfusion, el volumen de infarto cerebral del grupo control solvente
era del 33,6%. El grupo quirdrgico de referencia no tuvo ningun infarto cerebral. En comparacion con el grupo control
solvente, cada uno de los grupos puede reducir significativamente el volumen de infarto cerebral. En comparacion
con el grupo control solvente, todos los grupos de muestras pueden reducir significativamente el volumen de infarto
cerebral, como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2: Efectos de la administracion intravenosa de la sal del éster de Ml en el volumen de infarto cerebral en ratas
con isquemia local

Volumen de infarto cerebral  Volumen de infarto cerebral  Volumen de infarto cerebral

Muestra (grupo de 2,5 mg/kg) (grupo de 5,0 mg/kg) (grupo de 10,0 mg/kg)
1a 21% 15,4% 11,8%
1b 21,3% 16,0% 12,0%
1c 20,6% 15,8% 11,7%
Grupo control 33,6%

Ejemplo 13: Experimentos para irritacion vascular de 1a, 1b, y 1c

1) Disefio de experimentos

Se tomaron 1a, 1b, y 1c y se disolvieron en agua para inyeccion, y se prepararon respectivamente en dos grupos de
concentraciones. El grupo de alta concentracion: 4,2 mg/ml, y el grupo de baja concentraciéon: 1,4 mg/ml. Se

administraron por via intravenosa a través de venas auriculares de conejo, y la dosis fue 5 ml.

2) Método de administracion

10
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Se seleccionaron 8 conejos New Zealand sanos, y el farmaco de prueba en alta concentracion y baja concentracion
se inyectd respectivamente en la vena auricular de la oreja izquierda de los conejos, mientras que un volumen igual
de una solucién inyectable de cloruro de sodio se inyecto en la vena auricular de la oreja derecha de los conejos. A
los 8 conejos se les administré sucesivamente el farmaco de prueba en alta concentracion y baja concentracion, y
después se les administrd respectivamente solucion inyectable al 0,9% de cloruro de sodio. Esto se realiza una vez
cada dia durante 3 dias consecutivos. Los conejos se pesaron respectivamente antes de la administracion, y 48
horas y 14 dias después de la administracion.

3) Observaciones generales y muestreo en animales

Las reacciones de los animales y el sitio de inyeccion del vaso sanguineo se observaron y registraron antes de la
administracion cada dia. 48 horas después de la ultima administracion, 2 conejos New Zealand administrados
respectivamente con alta concentracion y baja concentracion se ejecutaron por sangria. Las reacciones de los
tejidos del vaso sanguineo se observaron visualmente y se registraron, después ambas orejas de los conejos se
cortaron desde las raices de la oreja (primero la oreja izquierda, después la oreja derecha, y se marcaron). A
continuacioén, una seccion de muestra de la oreja del conejo se cortd respectivamente, y se fijo en solucion al 10%
de formaldehido neutro (la muestra tenia 8 cm de longitud y 1 cm de ancho; la incision en el extremo distal hacia el
corazon estaba aproximadamente a 0,5 cm del primer pinchazo, y la incision en el extremo proximal hacia el corazén
estaba aproximadamente a 2 cm del tercer pinchazo, y el extremo proximal hacia el corazén era el extremo para
colgar). Se dejaron 2 animales administrados respectivamente con el farmaco de prueba en alta concentracion y
baja concentracion para observacion adicional hasta el dia 14 después de la Ultima administracion, y se realizaron
examenes patoldgicos.

Desde el limite del primer pinchazo, se corté una seccién en el extremo distal; y desde el limite del tercer pinchazo,
se cortaron dos secciones en el extremo proximal; el vaso sanguineo se cortd transversalmente al preparar las
secciones. La preparacion de secciones se realizé con parafina convencional, y el espesor de la seccion fue 4~5 pm.
La tinciéon con H-E se realizé antes de realizar el examen histopatoldgico.

5) Juicio del resultado

Se realizé un juicio exhaustivo segun la observacion visual y examen patolégico. Las reacciones del sitio de
inyeccion del vaso sanguineo del animal se observaron visualmente y registraron antes de la administracion cada
dia. Durante la administracion, se observo visualmente que el lado interno y el lado externo de la epidermis vascular
en el sitio de inyeccion de la oreja del conejo en el lado de la administracion y el lado control en algunos de los
animales administrados con el farmaco de prueba a alta concentracién y baja concentracion aparecia rojo, con un
area desde 0,1 cm x 0,2 cm hasta 0,2 cm x 1,0 cm. 48 horas después de la Ultima administracion, el perfil vascular
del vaso sanguineo de la oreja del conejo en ambos lados de 4 conejos administrados con el farmaco de prueba a
alta concentracion y baja concentracion era claro, y el espesor de la oreja del conejo era uniforme, y no se observo
cambio significativo. 14 dias después de la ultima administracion, se realizé la necropsia en 4 conejos administrados
con el farmaco de prueba a alta concentraciéon y baja concentracion. El perfil vascular de la oreja del conejo en
ambos lados era relativamente claro, y el espesor de la oreja del conejo era uniforme, y no se observé cambio
significativo.

Se realiz6 la necropsia en 4 conejos administrados con el farmaco de prueba a alta concentracién y baja
concentracion 40 horas después de la Ultima administracion, y la necropsia de los otros 4 conejos administrados con
el farmaco de prueba a alta concentracion y baja concentracion se realizé al final de las 2 semanas de periodo de
recuperacion. No se observd reaccion de irritacion significativa tal como degeneracion y necrosis en tejidos
vasculares en ninguno de los examenes histopatolégicos.

Ejemplo 13: Efectos del compuesto 7, compuesto 8 y DL-3-(3-hidroxi)-butilftalida en el suefio de ratas
Experimentos para mejorar el suefio

Propiedades de las muestras: los contenidos en la formulacién en capsula del compuesto 7 y el compuesto 8 de la
presente invencién son particulas marrones.

Fuente de animales: ratones Kunming, 18~22 g, machos, eran animales de grado limpio proporcionados por
Guandong Medical Lab Animal Center. En la sala de cria de los animales experimentales, la temperatura era
22+2°C, la humedad relativa era del 55~70%, y el pienso animal estaba suministrado por Guandong Medical Lab
Animal Center.

Se asignaron 3 grupos de compuesto 7, compuesto 8 y DL-3-(3-hidroxi)-butilftalida (DL para abreviar) en los
experimentos, 25 mg/kg, respectivamente. Y se asigndé ademas un grupo control de agua destilada.

Procesamiento de muestras: Se tomaron 25 mg de la muestra respectiva, y se afiadié agua destilada hasta 20 ml,
para formar una suspension uniforme, para uso en la prueba.
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Ruta para administracion: alimentacion nasogastrica.
Método experimental:
Prueba de hipnosis de pentobarbital sédico en dosis por encima del umbral:

Se seleccionaron 40 ratones macho con un peso corporal de 18~22 g y se dividieron aleatoriamente en 4 grupos, 10
ratones en cada grupo. Se les administré consecutivamente con muestras durante 30 dias, y 15 min después de la
administracion de las muestras por alimentacion nasogastrica el dia 30, cada grupo de animales se inyectaron i.p.
con 50 mg/kg de peso corporal de pentobarbital sédico, y la cantidad de inyeccion fue 0,2 ml/20 g de peso corporal,
El criterio para juzgar quedarse dormido era que el reflejo de enderezamiento en un ratéon desaparecia durante 1 min
o mas. El tiempo para quedarse dormido y el tiempo de suefio de cada grupo de animales en 60 min se observé
después de la administracién de pentobarbital sédico.

Resultados:

Efectos de las muestras en el peso corporal de los animales

Peso corporal (g)

Grupo Ndmero de Intermedio de la
P animales Inicio de la prueba prueba Final de la prueba

Grupo control 20 20+1,4 27+1,6 35+2,0

Grupo de 20 20£1,5 2741,3 35£1,6
compuesto 7

Grupo de 20 20+1,3 27+1,6 35423
compuesto 8
Grupo de DL 20 20+1,2 27+1,2 35+2,4

Como se muestra en la tabla anterior, en comparacién con el grupo control, los pesos corporales de los animales en
cada grupo de dosis no tenian diferencia significativa.

Efectos sobre el tiempo de suefio en ratones inducidos por pentobarbital sédico en dosis por encima del umbral

Grupo de dosis Numero de animales Tiempo para quedarse Tiempo de suefio (min)
dormido (min)

Grupo control 10 5,79+2,05 40,96+8,16
Grupo de compuesto 7 10 5,78+1,88 41,16+7,80
Grupo de compuesto 8 10 3,91+0,99* 53,28+11,12*

Grupo de DL 10 4,68+1,35 45,48+11,13

*P<0,05, comparado con el grupo control (por ANOVA)

Como se muestra en la tabla anterior, en comparacion con el grupo control, el tiempo para quedarse dormido y el
tiempo de suefio de los animales inducidos por pentobarbital sédico en dosis por encima del umbral en el grupo del
compuesto 8 ((-)-(S)-3-(3-hidroxi)-butilftalida) tienen diferencia significativa.

Prueba de hipnosis de pentobarbital sédico en dosis por debajo del umbral:

Se seleccionaron 40 ratones macho con un peso corporal de 18~22 g y se dividieron aleatoriamente en 4 grupos, 10
ratones en cada grupo. Se les administré consecutivamente con muestras durante 28 dias, y 15 min después de la
administracion de las muestras por alimentacion nasogastrica el dia 30, cada grupo de animales se inyectaron i.p.
con 30 mg/kg de peso corporal de pentobarbital sddico, y la cantidad de inyeccion fue 0,2 ml/20 g de peso corporal.
El criterio para juzgar quedarse dormido era que el reflejo de enderezamiento en un ratéon desaparecia durante 1 min
o mas. El tiempo para la aparicion del suefio de cada grupo de animales en 25 min se observd después de la
administracion de pentobarbital sédico.

Resultados:

Efectos en la incidencia de suefio en ratones inducidos por pentobarbital s6dico en dosis por debajo del umbral

Grupo de dosis Nuamero de animales Numero de animales que  Incidencia de suefio (%)
se quedan dormidos
Grupo control 10 2 20
Grupo de compuesto 7 10 3 30
Grupo de compuesto 8 10 8* 80*
Grupo de DL 10 5 50

*P<0,05, comparado con el grupo control (por la prueba de la chi cuadrado)

12
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Como se muestra en la tabla anterior, en comparacion con el grupo control, el nUmero de animales que se quedan
dormidos y la incidencia del suefio en animales inducidos por pentobarbital s6dico en dosis por debajo del umbral en
los grupo del compuesto 8 ((-)-(S)-3-(3’-hidroxi)-butilftalida) y DL tienen diferencia significativa.

Resumen: después de la administracion oral a ratones con muestras durante 30 dias, los grupos del compuesto 8 ((-

)-(S)-3-(3’-hidroxi)-butilftalida) y DL tienen efectos de mejorar el suefio. El efecto de la configuracién S es mayor que
el de la configuracién racémica DL, y el de la configuracion DL es mayor que el de la configuracion R.

13



10

15

20

25

30

35

ES 2593 578 T3

REIVINDICACIONES

Un compuesto para uso en prevenir y tratar enfermedad cerebral isquémica, el compuesto es como se
muestra a continuacion:

0

OH I

el nombre quimico es: (-)-(S)-3-(3’-hidroxi)-butilftalida

Un éster obtenido haciendo reaccionar el compuesto segun la reivindicacion 1 con un acido, dicho acido
seleccionado de un acido inorganico o acido organico farmacéuticamente aceptable.

Un éster segun la reivindicacion 2, en donde el acido inorganico se selecciona del grupo que consiste en
acido nitrico, acido sulfurico o acido fosférico; el acido organico se selecciona del grupo que consiste en
aminoacido: glicina, alanina, lisina, arginina, serina, fenilalanina, prolina, tirosina, acido aspartico, acido
glutamico, histidina, leucina, metionina, treonina, acido piroglutamico, triptéfano o valina; acido dibasico: acido
canférico, acido malico, acido citrico, acido maleico, acido succinico, acido oxalico, acido glutarico, acido
etanodioico, acido lactico o acido malénico; acido pamoico, acido hidroxinaftoico, acido gentisico, acido
salicilico, acido hidroxiacético, acido mandélico, acido lactico, acido 4-acetamidobenzoico o acido nicotinico.

El éster segun la reivindicacion 2, en donde el acido es glicina, acido succinico, acido fosférico, el éster es
como se muestra a continuacion:

Q 0
0 o
o) o)
Y\NHZ YVCOOH
O 11 o 111
0
O\P,OH

11~ OH
O \Y

El éster segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, que esta en la forma de sal, y el éster en la forma de
sal se obtiene haciendo reaccionar el compuesto de férmula | con un aminoacido para obtener un éster, que
se hace reaccionar adicionalmente con acido sulfurico, acido fosférico, acido sulfénico o acido clorhidrico; o
se obtiene haciendo reaccionar el compuesto de féormula | con un acido dibasico para obtener un éster, que se
hace reaccionar adicionalmente con sodio, potasio, magnesio, trometamina, dietanolamina, trietanolamina,
glicina, lisina o arginina; o se obtiene haciendo reaccionar el compuesto de férmula | con acido fosférico para
obtener un éster, que se hace reaccionar adicionalmente con sodio, potasio, magnesio, lisina, glicina,
arginina, trometamina, dietanolamina o trietanolamina.

Un éster en la forma de sal segun la reivindicacion 5, que es como se muestra a continuacion:

14



10

15

10.

11.

ES 2593 578 T3

o) 0
0
o) o)
Y\NHQ HCl oo, .,
0 ) o (V1)
0
O, _ONa

P
Il "ONa
O (VI

Uso del compuesto segun la reivindicacion 1 en la fabricacion de un medicamento para tratar enfermedades
isquémicas cerebrales.

Uso del compuesto segun la reivindicacion 1 en la fabricacién de un medicamento para mejorar el suefio.

Uso del compuesto segun las reivindicaciones 2-6 en la fabricacion de un medicamento para tratar
enfermedades isquémicas cerebrales y mejorar el suefio.

Uso del compuesto segun las reivindicaciones 4-6 en la fabricacion de un medicamento para tratar
enfermedades isquémicas cerebrales y mejorar el suefio.

Una composicion farmacéutica, que comprende una cantidad eficaz del compuesto segun la reivindicacion 1 o
el éster segun cualquiera de las reivindicaciones 2-6, y un soporte farmacéuticamente aceptable.
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