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DESCRIPCION
Un antagonista del receptor H3 para uso en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer

La presente invencion se refiere al compuesto 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-illetil}-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida para uso en una terapia modificadora de la enfermedad para la enfermedad de
Alzheimer (AD), otras taupatias y enfermedades neurodegenerativas relacionadas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las taupatias son un grupo de enfermedades neurodegenerativas caracterizadas por la acumulacién de proteina tau
(t) en el cerebro. La AD es la mas frecuente de las taupatias y la forma mas comun de demencia. Otras taupatias y
enfermedades neurodegenerativas relacionadas incluyen la enfermedad de Pick, la paralisis supranuclear
progresiva, la degeneracion corticobasal, la demencia fronto-temporal hereditaria, y el parkinsonismo ligado al
cromosoma 17 (FTDP-17).

La demencia es un trastorno del cerebro que afecta seriamente a la capacidad de una persona para realizar sus
actividades diarias normales. La AD implica partes del cerebro que controlan el pensamiento, la memoria, y el
lenguaje. A pesar de la intensa investigacion realizada por todo el mundo, las causas de la AD, excepto para los
raros casos publicados de mutaciones de genes en la AD familiar, todavia son desconocidas y no hay curacién.

Existen varios tratamientos actualmente disponibles para los sintomas cognitivos de la AD. De los cinco farmacos
que se utilizan actualmente en Estados Unidos de América para el tratamiento de la AD, cuatro de ellos son
inhibidores de la acetilcolinesterasa. Otro farmaco, memantina, un antagonista del receptor de NMDA, esta
disponible para tratar la AD moderada a grave. Los farmacos utilizados actualmente para tratar los sintomas
cognitivos de la AD, incluyendo la memantina y los inhibidores de la acetilcolinesterasa, son ligeramente eficaces, y
no se ha demostrado que reduzcan ni detengan de modo efectivo la progresion de la enfermedad. Hay un interés
creciente en el desarrollo de terapias que impidan la progresion patolégica de la AD porque se cree que el proceso
patofisiologico que lleva a la neurodegeneracion en la AD empieza mucho antes de que se desarrollen los sintomas
clinicos. Por lo tanto, existe una gran necesidad no satisfecha de farmacos que puedan reducir o detener la
progresion patolégica de la AD, y otras taupatias y enfermedades neurodegenerativas.

Los receptores H3 de histamina se encuentran en los sistemas nerviosos central y periférico. La administracion de
ligandos del receptor H3 de histamina puede influir en la secrecion de neurotransmisores en el cerebro y en la
periferia, y se ha considerado util en el tratamiento de trastornos cognitivos, incluyendo la AD y otras demencias.
Brioni et al. sefialan que los antagonistas H3 posiblemente se podrian usar para terapia modificadora de la
enfermedad en la AD (The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, Vol. 336, No. 1, 38-46 (2011)).

La presente invencion se basa en el nuevo resultado obtenido en estudios preclinicos de que el tratamiento con 2-
(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-il]etil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida puede hacer mas
lenta la progresion de la patologia tau en un modelo de animal transgénico a dosis concordantes con las usadas en
la poblacién humana.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al compuesto 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-illetil}-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para uso en la ralentizaciéon o
detencién de la progresion de la enfermedad de AD y otras taupatias y enfermedades neurodegenerativas
relacionadas.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 ilustra los resultados de un analisis de transferencia Western de la fosforilacion de tau sobre el
epitopo AD2 (pSer396-pSer404) en el hipocampo (izquierda) y en la corteza (derecha) de ratones THY-Tau2
después de 6 meses de tratamiento con el ingrediente activo.

La Figura 2 ilustra la actividad protectora del ingrediente activo en la corteza de ratones THY-Tau22 frente a
la hiperfosforilacion anormal de tau (AT8 IHC) después de 6 meses de tratamiento.

La Figura 3 ilustra la actividad protectora del ingrediente activo en la corteza, en la subarea hipocampica CA1,
y en la amigdala de ratones THY-Tau22 frente a la formacion de NFTs (ovillos neurofibrilares) (tincion de
Gallyas) después de 6 meses de tratamiento.

La Figura 4 ilustra la actividad protectora del ingrediente activo frente al gen MIP-1a sobre la expresion en el
hipocampo de ratones THY-Tau22 después de 6 meses de tratamiento.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Definiciones y abreviaturas
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Tal como se han usado anteriormente, y a lo largo de la descripcion de la invencion, debe entenderse que las
siguientes abreviaturas y simbolos, salvo que se indique otra cosa, tienen los siguientes significados:

AD Enfermedad de Alzheimer

ADAS Escala de evaluacion de la enfermedad de Alzheimer
BSA Seroalbumina bovina

CSF Liquido cefalorraquideo

DSM-IV Manual de diagnéstico y estadistica de trastornos mentales (cuarta edicion)
MIP-1a Proteina 1-a inflamatoria de macréfagos

MRI Obtencién de imagenes por resonancia magnética
NFTs Ovillos neurofibrilares

PHF Filamentos helicoidales apareados

PBS Disolucion salina amortiguada con fosfato

ROI Regiones de interés

Tg Transgénico

WT Tipo natural

Veh Vehiculo

Como se ha usado anteriormente, y a lo largo de la descripcion de la invencion, se entendera que los siguientes
términos, a menos que se indique lo contrario, tienen los siguientes significados:

“Ingrediente activo”, como se usa aqui, se refiere a 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-il]etil}-
1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida o una de sus sales farmacéuticamente aceptables, uno de sus
hidratos o solvatos, o un solvato o hidrato de una sal farmacéuticamente aceptable.

“Impacto sobre la enfermedad subyacente” significa una mejora en la medida de uno o mas biomarcadores u
otros parametros asociados con el proceso de la enfermedad que incluyen, por ejemplo, un marcador
bioquimico en CSF o plasma, un cambio en el volumen del cerebro (o parte del cerebro), un cambio en la
funcién cerebral tal como se mide mediante analisis de imagen funcional, cambios en histopatologia o
bioquimica, o un cambio en la cognicion o la discapacidad. Los biomarcadores tipicos que se pueden usar en
los ensayos clinicos y en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer incluyen los analitos medidos en el
CSF, tales como tau, fosfoTau, o beta-amiloide, por ejemplo.

“Paciente que necesita tratamiento” o “paciente que tiene una taupatia o enfermedad neurodegenerativa
relacionada”, como se usa aqui, incluye pacientes 1) ya diagnosticados con una taupatia, por ejemplo AD, o
enfermedad neurodegenerativa relacionada, en cualquier etapa clinica, incluyendo los pacientes que tienen
desde una disfuncién cognitiva leve hasta una demencia avanzada; y/o 2) los que tienen sintomas y signos
precoces o prodromicos de una taupatia, por ejemplo AD, o enfermedad neurodegenerativa relacionada; y/o
3) los que han sido diagnosticados como susceptibles a una taupatia, por ejemplo AD, o enfermedad
neurodegenerativa relacionada, debida a la edad, hereditaria, un biomarcador medible, u otros factores, para
los que se recomienda médicamente un tratamiento para retrasar el inicio o la progresién o empeoramiento o
deterioro de los sintomas o signos de enfermedad.

“Paciente” o “sujeto” incluye cualquier mamifero. Un “mamifero”, para los fines de tratamiento, se refiere a
cualquier animal clasificado como un mamifero, incluyendo, pero sin limitarse a seres humanos, animales
domeésticos y de granja, y animales de zoolégico, deportivos o mascotas, tales como perros, caballos, gatos,
vacas, y similares. Preferiblemente, el mamifero es un ser humano.

Como se usa aqui, los pacientes con “enfermedad de Alzheimer preclinica” son aquellos para los que el diagnéstico
se basa en un biomarcador medible de la enfermedad de Alzheimer o en la deteccion de signos débiles de déficit
cognitivos, sin deterioro funcional.

Tal como se usa en la presente memoria, pacientes con “disfunciéon cognitiva leve” son aquellos en los que esta
presente un déficit cognitivo, pero sin deterioro suficiente para constituir una demencia.

Como se usa aqui, los pacientes con “enfermedad de Alzheimer leve a moderada” son aquellos para los que el
diagndstico se basa en los criterios de DSM-IV para la Demencia tipo Alzheimer y en los criterios de
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NINCDS/ADRDA para la AD probable (National Institute of Neurological and Communicative Disorders and
Stroke/AD and Related Disorders Association) con una puntuacion del Examen Mental Breve (MMSE) >10 y <25, y
una puntuacion global en la Investigacion de Farmacos Cognitivos = 0,5, 1, 0 2.

Como se usa aqui, los pacientes con “enfermedad de Alzheimer moderada a severa” son aquellos para los que el
diagndstico se basa en los criterios de DSM-IV para la Demencia tipo Alzheimer y en los criterios de
NINCDS/ADRDA para la AD probable (National Institute of Neurological and Communicative Disorders and
Stroke/AD and Related Disorders Association) con una puntuacion del Examen Mental Breve (MMSE) inferiora 19 y
una puntuacion global en la Investigacion de Farmacos Cognitivos = 2 o 3.

Como se usa aqui, la frase “enfermedad neurodegenerativa relacionada” incluye, pero no se limita a, sindrome de
Down, distrofia miotdnica, y enfermedad de Niemann-Pick tipo C.

El término “taupatia”, como se usa aqui, es cualquier forma de enfermedad neurodegenerativa que se asocia con
una patologia tau. La enfermedad de Alzheimer y ciertas formas de demencia fronto-temporal (enfermedad de Pick,
demencia fronto-temporal esporadica y demencia fronto-temporal con parkinsonismo ligado al cromosoma 17) son
las formas mas comunes de taupatia. Otras taupatias incluyen, pero no se limitan a, paralisis supranuclear
progresiva, demencia pugilistica (encefalopatia traumatica cronica), enfermedad de Lytico-Bodig (complejo de Guam
de Parkinson con demencia), demencia predominante con ovillos neurofibrilares, enfermedad de granos argirofilicos,
ganglioglioma y gangliocitoma, meningioangiomatosis, panencefalitis esclerosante subaguda, encefalopatia
plumbica, esclerosis tuberosa, enfermedad de Hallervorden-Spatz y lipofuscinosis.

» o

Los términos “tratar”, “tratamiento”, y similares se usan aqui para referirse a la obtencion de un efecto farmacoldgico
y fisioldgico deseado. El efecto puede ser profilactico en términos de prevenir o prevenir parcialmente una
enfermedad, sintoma o condicidon de la misma, y/o puede ser terapéutico en términos de una curacién parcial o
completa de una enfermedad, condiciéon, sintoma o efecto adverso atribuido a la enfermedad. El término
“tratamiento”, como se usa aqui, cubre cualquier tratamiento de una enfermedad en un mamifero, particularmente en
un ser humano, e incluye: (a) evitar que la enfermedad aparezca en un sujeto que puede estar predispuesto a la
enfermedad pero que no ha sido diagnosticado todavia que la tiene, esto es, hacer que los sintomas clinicos de la
enfermedad no se desarrollen en un sujeto que puede estar predispuesto a la enfermedad pero que todavia no
experimenta ni presenta los sintomas de la enfermedad; (b) inhibir la enfermedad, esto es, detener o reducir el
desarrollo de la enfermedad o sus sintomas clinicos; o (c) aliviar la enfermedad, esto es, producir la regresion de la
enfermedad y/o de sus sintomas o condiciones.

Como se usa aqui, la expresion “2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-ilJetil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-
sulfonamida para uso ...” se debe entender como equivalente a la expresion “uso de 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-
metilpirrolidin-2-il]etil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida para ...” o “uso de 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-
metilpirrolidin-2-il]etil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida para la preparacion de un medicamento para uso
en..”.

Para los fines de la presente invencion, las referencias a 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-illetil}-
1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida incluyen las sales, hidratos y solvatos farmacéuticamente aceptables de
la misma, y los solvatos e hidratos de las sales farmacéuticamente aceptables. En un aspecto, la 2-(ciclohexilmetil)-
N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-il]etil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida es el difumarato de 2-(ciclohexilmetil)-
N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-il]etil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida monohidratado.

La 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-illetil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida, que tiene Ila
estructura de la férmula (1):

CH,
H
H
N _N = N
S
o~ o

(1),

es un antagonista del receptor 3 (H3) de histamina, potente, especifico, no imidazélico. Una preparacion y las
propiedades fisicas y las propiedades farmacologicas beneficiosas de la 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-
metilpirrolidin-2-il]etil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida se describen, por ejemplo, en el documento
W02005/118547 (también US2007/0105834). La sal de monohidratado de difumarato de 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-
[(2S)-1-metilpirrolidin-2-iletil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida se  describe en el documento
W02010/151611.
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La proteina tau es una proteina asociada a los microtibulos expresada en las neuronas. La hiperfosforilacion de la
proteina tau, la formacion de ovillos neurofibrilares (NFTs) y la neuroinflamacién son sefiales patoldgicas del cerebro
en AD y otras taupatias (por ejemplo, enfermedad de Pick, paralisis supranuclear progresiva, degeneracion
corticobasal, demencia fronto-temporal hereditaria y parkinsonismo ligado al cromosoma 17 (FTDP-17)), que se
acumulan o progresan con la progresion de las enfermedades.

La inflamacién es también una caracteristica de la AD. Se ha publicado el aumento de la aparicién de células T en
los cerebros de los pacientes de AD. Las células T periféricas de los pacientes de AD sobreexpresan la proteina 1-a
inflamatoria de los macrofagos (MIP-1a), que se une al receptor CCR5 de quimiocinas en las células endoteliales del
cerebro, y la interaccion MIP-1a-CCR5 promueve que las células T migren a través de la fuerte unién endotelial
hasta el cerebro. El aumento de CCR5 desempefia también un papel en el reclutamiento y acumulacién de
microglias en placas seniles.

El modelo de ratén transgénico THY-Tau22 se desarrollo para estudiar el papel de la proteina tau en AD vy otras
taupatias. (Véase Schindowski et al., The American Journal of Pathology, Vol. 169, No. 2, p. 599-616 (2006)). Los
ratones THY-Tau22 presentan hiperfosforilacién de tau e inclusiones tipo ovillos neurofibrilares (Gallyas positivo).
Estos ratones también presentan déficit de memoria a los 6 meses de edad. EI THY-Tau22 presenta
hiperfosforilacién de tau en varios epitopos tau relevantes de la AD: AT8, AT100, AT180, AT270, 12E8, tau-pSer396,
y AP422.

Los solicitantes han encontrado ahora que, a dosis clinicamente relevantes, 6 meses de tratamiento con difumarato
de 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-il]etil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida monohidratado
en un modelo de ratones transgénicos THY-Tau22 reduce la hiperfosforilacion de tau, reduce el nimero de ovillos
neurofibrilares (NFTs), reduce la neuroinflamacion, y reduce los déficit cognitivos, que son sefales patoldgicas de la
AD y otras taupatias y enfermedades neurodegenerativas relacionadas.

El efecto de la administracion de larga duracion del difumarato de 2-(ciclohexilmetil)-N-<{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-
illetil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida monohidratado sobre estas diversas sefiales patolégicas de la AD
y taupatias indica que la 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-il]etil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-
sulfonamida se podria usar como un agente modificador de la enfermedad en estas enfermedades.

La falta de efecto de la administracion a corto plazo (2 semanas, Ejemplo 2) de difumarato de 2-(ciclohexilmetil)-N-
{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-il]etil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida monohidratado sobre la fosforilacion de
tau, medida por transferencia Western sobre el epitopo AD-2 en el hipocampo, esta en contraste con el efecto en los
estudios histopatolégicos de un tratamiento de 2 semanas de un antagonista del receptor H3 diferente, ABT-239,
sobre la hiperfosforilacion de la proteina tau en la médula espinal y en el hipocampo de ratones transgénicos TAPP
(tau x APP (proteina precursora de -amiloide)) publicada por Bitner et al. (Neuropharmacology, 60 (2011) p. 460-
466). Este hallazgo inesperado indica que el efecto de la 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-il]etil}-
1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida tiene un mecanismo de accién diferente al efecto observado con ABT-
239 y publicado por Bitner (Id.).

El modo mas importante y directo de demostrar el efecto modificador de la enfermedad de un tratamiento para la AD
deberia ser demostrar que ha sido modificada una caracteristica patologica importante de la enfermedad. Puesto
que el signo patoldgico per se solo se puede tener mediante la autopsia o por una biopsia del cerebro, en el ambito
clinico son necesarios métodos para obtener mas indirectamente dicho signo. Los métodos para demostrar los
efectos modificadores de la enfermedad de farmacos para la AD, esto es, un impacto sobre la enfermedad
subyacente, incluyen el uso de disefios clinicos (por ejemplo, disefio de estudio aleatorio de retirada, disefio de
estudio aleatorio de inicio), marcadores bioquimicos (por ejemplo, péptidos beta-amiloides, proteina tau), medidas
de resultados por imagenes cerebrales (por ejemplo, obtencidon de imagenes por resonancia magnética volumétrica,
espectroscopia de resonancia magnética, tomografia por emision positrénica, tomografia computerizada por emision
de un Unico fotén) y medidas cognitivas y de discapacidad.

Otro aspecto de la invencion es el compuesto 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-il]etil}-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida o una de sus sales farmacéuticamente aceptables para uso en la prevencion o
retraso de la progresion de la enfermedad de una taupatia o enfermedad neurodegenerativa relacionada en un
paciente.

El compuesto 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-il]etil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida o una
de sus sales farmacéuticamente aceptables permite la inhibicion de la hiperfosforilacion o agregacion anormal de tau
en un paciente que tiene una taupatia o enfermedad neurodegenerativa relacionada.

El compuesto 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-il]etil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida o una
de sus sales farmacéuticamente aceptables permite la reduccién del nivel de la proteina tau fosforilada en un
paciente que tiene una taupatia o enfermedad neurodegenerativa relacionada.
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El compuesto 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-il]etil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida o una
de sus sales farmacéuticamente aceptables permite la inhibiciéon de la formacién de ovillos neurofibrilares en un
paciente con una taupatia o enfermedad neurodegenerativa relacionada.

El compuesto 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-il]etil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida o una
de sus sales farmacéuticamente aceptables permite la inhibicion del nivel y/o la extensién de los ovillos
neurofibrilares en las células neuronales en un paciente con una taupatia o enfermedad neurodegenerativa
relacionada.

En un aspecto particular, se reduce el nivel de tau y de tau fosforilada en el liquido cefalorraquideo del paciente.

En aspectos particulares de la invencion, la taupatia es la enfermedad de Alzheimer. En un aspecto mas particular,
el tratamiento retrasa la transicion desde una etapa de la AD a una etapa mas severa de la enfermedad de
Alzheimer en dicho paciente.

El compuesto 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-il]etil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida o una
de sus sales farmacéuticamente aceptables permite destruir o causar la disolucién de agregados tau en un paciente
con una taupatia o enfermedad neurodegenerativa relacionada.

En algunas realizaciones de la invencion, la taupatia o enfermedad neurodegenerativa relacionada es enfermedad
de Alzheimer.

En otras realizaciones de la invencion, la taupatia o enfermedad neurodegenerativa relacionada es la enfermedad de
Alzheimer leve a moderada.

En otras realizaciones de la invencion, la taupatia o enfermedad neurodegenerativa relacionada es la enfermedad de
Alzheimer moderada a severa.

En otras realizaciones de la invencion, la taupatia o enfermedad neurodegenerativa relacionada es la enfermedad de
Alzheimer preclinica.

En otras realizaciones de la invencion, la taupatia o enfermedad neurodegenerativa relacionada es disfuncion
cognitiva leve.

En algunas realizaciones de la invencion, la 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-il]etil}-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida o una de sus sales farmacéuticamente aceptables se administra al menos una
vez al dia durante un periodo prolongado.

En un aspecto, el tratamiento de la AD comprende ademas el tratamiento de uno o mas sintomas de la AD. Por
ejemplo, el tratamiento de la AD comprende el tratamiento de uno o mas sintomas seleccionados del grupo que
consiste en trastornos de memoria, trastornos de praxis, trastornos de atencion, confusion, irritabilidad y agresion,
cambios de humor, alteraciones del lenguaje, pérdida de la memoria a largo plazo, retirada del sufridor, y pérdida del
control motor.

En otro aspecto, el tratamiento de la AD comprende ademas uno o mas factores seleccionados del grupo que
consiste en el mantenimiento o reduccion de la cognicion (que se puede medir por la subescala cognitiva ADAS; el
mantenimiento o reduccion de las actividades de la vida diaria (que se puede medir por la subescala ADCS-ADL); el
mantenimiento o reduccion de la puntuacion total del Examen Mental Breve (MMSE); el mantenimiento o reduccion
de los cinco factores de la evaluacion computerizada del Sistema de Investigacion de Farmacos Cognitivos (CDR-S);
el mantenimiento o reduccién de la puntuacién del Inventario Neuropsiquiatrico (NPI); el mantenimiento o reduccion
de la puntuacion de apatia del NPI y de la puntuacion en la Escala de Evaluacion de la Apatia - Informante (AES-I).

En algunos aspectos de la invencion, la administracion del ingrediente activo retrasa la transicion desde una etapa
de la AD a una etapa mas severa de la AD en un paciente. Por ejemplo, una realizacion de la invencion incluye el
retraso del cambio en la escala de demencia clinica de uno a dos en un paciente con AD. Otra realizacién
comprende el retraso de la transicion de la AD leve a moderada a la AD moderada a severa en un paciente. Otra
realizacion comprende el retraso de la transicion de la AD preclinica a una disfunciéon cognitiva leve debido a la
enfermedad de Alzheimer. Ofra realizacion comprende el retraso de la transicion desde una disfuncion cognitiva leve
debido a la enfermedad de Alzheimer a la AD leve a moderada.

Los modos de administracion incluyen, pero no se limitan a, administracion oral, parenteral (por ejemplo, vias de
administraciéon subcutanea, subdural, intravenosa, intramuscular, intratecal, intraperitoneal, intracerebral,
intraarterial, o intralesional), tépica, localizada (por ejemplo, aplicacion quirdrgica o supositorios quirtrgicos), rectal, y
pulmonar (por ejemplo, aerosoles, inhalacién, o polvo). La via de administracion se debe basar en la composicién a
ser administrada, en el tejido diana, y similares, como es conocido por los expertos ordinarios en la técnica. La via
de administracion se puede variar en cualquier caso, limitada por las propiedades fisicas de los farmacos y la
conveniencia del paciente y de la persona que le cuida.
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El ingrediente activo de la presente invencion se administra normalmente en forma de composiciones farmacéuticas.
Las composiciones farmacéuticas contienen el ingrediente activo asociado con uno o mas portadores o excipientes
farmacéuticamente aceptables.

Los excipientes empleados son tipicamente los adecuados para la administracion a sujetos humanos o a otros
mamiferos. Los excipientes farmacéuticamente aceptables incluyen al menos un componente seleccionado del
grupo que comprende portadores, diluyentes, recubrimientos, adyuvantes, excipientes o vehiculos
farmacéuticamente aceptables, tales como agentes conservantes, cargas, agentes disgregantes, agentes
humectantes, agentes emulsionantes, agentes estabilizantes, agentes de suspensién, agentes isotonicos, agentes
edulcorantes, agentes aromatizantes, agentes perfumantes, agentes colorantes, agentes antibacterianos, agentes
antifingicos, otros agentes terapéuticos, agentes lubricantes, agentes para retrasar o promover la adsorcion y
agentes de dispensacion, dependiendo de la naturaleza del modo de administracion y de las formas farmacéuticas.

Las composiciones farmacéuticas se pueden preparar utilizando técnicas convencionales conocidos por los expertos
en la técnica.

En un aspecto de la invencién, las composiciones farmacéuticas contienen una cantidad terapéuticamente eficaz del
ingrediente activo. La expresion “cantidad terapéuticamente eficaz’, como se usa aqui, se refiere a una cantidad del
ingrediente activo presente en la composicion farmacéutica a administrar que es suficiente para producir el efecto o
efectos farmacoldgicos o terapéuticos deseados. Para determinar la cantidad o dosis eficaz, el clinico asistente
considerara una serie de factores, que incluyen, pero no se limitan a: la especie de mamifero, su tamario, edad, y
salud general; la enfermedad especifica implicada; el grado de complicacion o la gravedad de la enfermedad; la
respuesta del paciente individual; el modo de administracién; las caracteristicas de biodisponibilidad de la
preparacion administrada; el régimen posologico seleccionado; el uso de medicacion concomitante; y oftras
circunstancias relevantes.

En un aspecto, el uso comprende administrar a un paciente aproximadamente 0,25 a aproximadamente 10 mg por
dia de 2-(ciclohexilmetil)-N-<{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-ilJetil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida, o]
aproximadamente 0,25 a aproximadamente 10 mg por dia de una sal farmacéuticamente aceptable de 2-
(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-il]etil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida medida en forma de
base. En realizaciones particulares, los métodos de la invencion comprenden administrar al paciente entre
aproximadamente 0,5 mg y aproximadamente 5 mg (por ejemplo, aproximadamente 0,5, aproximadamente 1 mg,
aproximadamente 1,5 mg, aproximadamente 2 mg, aproximadamente 2,5 mg, aproximadamente 3 mg,
aproximadamente 3,5 mg, aproximadamente 4 mg, aproximadamente 4,5 mg, o aproximadamente 5 mg) al dia de 2-
(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-iletil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida, o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables medida en forma de base. En otra realizacién, los métodos de la invencion
comprenden administrar al paciente entre aproximadamente 0,25 mg y aproximadamente 2,5 mg por dia de 2-
(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-iletil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida, o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables medida en forma de base.

En algunos aspectos de la invencién, la 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-il]etil}-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida se administra durante un periodo prolongado, por ejemplo, durante al menos seis
meses. En otro aspecto, la 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-ilJetil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-
sulfonamida se administra durante un periodo prolongado seleccionado de al menos 3 meses, al menos 4 meses, al
menos 5 meses, al menos 6 meses, al menos 7 meses, al menos 8 meses, al menos 9 meses, al menos 10 meses,
al menos 11 meses, y al menos 12 meses. En realizaciones particulares, la 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-
metilpirrolidin-2-il]etil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida se administra al menos una vez al dia durante un
periodo prolongado.

Otro aspecto de la invencion es el uso de 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-il]etil}-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida o de una de sus sales farmacéuticamente aceptables para hacer mas lenta o
detener la progresion de la enfermedad en la AD y ofras taupatias y enfermedades neurodegenerativas
relacionadas. Todos los aspectos, realizaciones, y caracteristicas descritas antes se aplican también a dicho uso.

Los siguientes ejemplos describen el efecto de la administracion de difumarato de 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-
metilpirrolidin-2-il]etil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida monohidratado en ratones transgénicos THY-
Tau22 sobre:

- la hiperfosforilacion de la proteina tau sobre el epitopo AD-2 (pSer396-pSer404) por analisis de transferencia
Western;

- la hiperfosforilacién de la proteina tau sobre el epitopo AT-8 (pSer199-202/Thr205), por inmunohistoquimica,
en la corteza, el hipocampo, y la amigdala;

- la formacién de NFTs en la corteza, el hipocampo, y las amigdalas por tincion de Gallyas; y

- la neuroinflamacioén (expresion de ARNm de MIPa) en el hipocampo, por reaccion cuantitativa en cadena de
la polimerasa en tiempo real (QPCR).
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Ejemplo 1

Una Unica administracion de difumarato de 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-il]etil}-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida monohidratado (3 y 10 mg/kg por boca (en suspension en metilcelulosa/Tween
80)) en ratones THY-Tau22 (9 ratones por grupo de tratamiento) no produjo ningun efecto sobre la fosforilacion de la
proteina tau en el epitopo AD-2 en la corteza, por andlisis de transferencia Western.

Ejemplo 2

La administracion durante dos semanas de difumarato de 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-il]etil}-
1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida monohidratado (0,002% y 0,02% en agua de bebida) en ratones THY-
Tau22 (9 ratones por grupo de tratamiento) no produjo ningin efecto sobre la fosforilacion de la proteina tau en el
epitopo AD-2 en el hipocampo, por analisis de transferencia Western.

Las exposiciones a las dosis de 0,002% y 0,02% en agua son del mismo orden de magnitud que las exposiciones a
las dosis de 0,0034% y 0,034% en alimentos utilizadas en el estudio descrito en el Ejemplo 3.

Ejemplo 3
Se administré difumarato de 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-ilJetil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-
sulfonamida monohidratado como un suplemento en los alimentos a dosis de 0,00034%, 0,0034% y 0,034% durante
seis meses a ratones THY-Tau22 y ratones tipo natural como sigue:

Vehiculo en ratones transgénicos (n = 17)

Ingrediente activo en transgénicos - 0,034% (n = 17)

Ingrediente activo en transgénicos - 0,0034% (n = 17)

Ingrediente activo en transgénicos - 0,00034% (n = 17)

Vehiculo en ratones tipo natural (n = 17)

Ingrediente activo en ratones tipo natural - 0,034% (n = 17)

Ingrediente activo en ratones tipo natural - 0,0034% (n = 17)

Ingrediente activo en ratones tipo natural- 0,00034% (n = 17)

Los grupos de tipo natural tratados con ingrediente activo no se usan en los estudios bioquimicos e
histologicos.

Se observaron los siguientes efectos en comparacion con los ratones THY-Tau22 tratados con vehiculo (es decir,
alimento no suplementado):

- disminucion estadisticamente significativa de la fosforilacion de la proteina tau sobre el epitopo AD-2 en el
hipocampo a dosis de 0,0034% (Figura 1);

- disminucion estadisticamente significativa de la fosforilacion de la proteina tau sobre el epitopo AT-8 en la
corteza a dosis de 0,0034% y 0,034% (n = 9) (Figura 2);

- disminucion estadisticamente significativa de la formacion de ovillos neurofibrilares en la corteza, subarea
CA1 del hipocampo a dosis de 0,0034% y 0,034% y en la amigdala a dosis de 0,034% (n = 9) (Figura 3);

- disminucion estadisticamente significativa de la expresion del gen MIP-1a en el hipocampo a dosis de
0,00034% y 0,0034% (Figura 4).

Después de 6 meses de tratamiento con difumarato de 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-il]etil}-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida monohidratado en ratones transgénicos THY-Tau22, se observé una disminucion
significativa del nimero de neuronas patoldgicas [esto es, ovillos neurofibrilares (NFTs) puestos en evidencia por
impregnacion de plata de Gallyas] en la corteza (-48% a 0,0034% y -41% a 0,034%). Se observé también una
disminucién significativa del numero de ovillos en la subarea hipocampica CA1 (-25% a 0,0034% y -22% a 0,034%).
Dentro de la amigdala, la disminucion de NFTs (-31%) fue significativa a la dosis mas alta (0,034%) y fue una
disminucion estadisticamente no significativa (-19%) a la dosis de 0,0034%. No hubo ningun efecto protector frente a
las neuronas patoldgicas (esto es, numero de ovillos) a la dosis mas baja (0,00034%) en todas las regiones de
interés del cerebro analizadas.

Dentro de la corteza, se observd una disminucion significativa del nimero de células neuronales AT8-positivas
(indicativo de una hiperfosforilaciéon anormal de la proteina TAU) a las dos dosis mas altas (-47% a 0,0034% y -32%
a 0,034%). Ademas, se observo cualitativamente una disminucién en la intensidad de la inmunotincién AT8 dentro
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de los cuerpos y fibras de las células neuronales en la corteza de ratones tratados con la dosis de 0,0034%. No se
observé ninguna disminucion significativa del nimero de células neuronales AT8-positivas en otras regiones de
interés analizadas (esto es, la amigdala y las dos subareas hipocampicas, CA1 y circunvoluciéon dentada).

La comparacion de las exposiciones alcanzadas por la administracion durante 6 meses de difumarato de 2-
(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-il]etil}-1,2,3,4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida monohidratado en el
alimento de ratones, con las esperadas en el estado de equilibrio después de 6 meses de administracion oral en
pacientes con AD, da a entender que las dosis de 0,00034% y 0,0034% en ratones corresponden a dosis que son
seguras para los pacientes (dosis humanas de aproximadamente 0,25 y aproximadamente 2,5 mg,
respectivamente).

Analisis histopatolégico
Secciones de tejido cerebral

Una vez que fueron decapitados los ratones, se retiraron los cerebros y un hemicerebro (usado para estudios
histopatologicos) fue post-fijado por inmersiéon durante siete dias a 4°C con formaldehido al 4% (Carlo Erba/codigo
415691). El otro hemicerebro se preparé para medidas bioquimicas cuantitativas.

Los hemicerebros post-fijados se incubaron en disolucion salina amortiguada con fosfato (PBS, P 3813 - 10PAK,
Sigma), se transfirieron a una disolucion de sacarosa al 20% (codigo 27480.294 - Prolabo) durante 48 horas a 4°C
para asegurar una buena crioconservacion de los tejidos durante la posterior congelacion. Para la congelacion, se
sumergieron los hemicerebros durante un minuto en disolucion de isopentano (Ref. No. 24872-323 - Prolabo)
enfriada con hielo seco entre -25°C y -30°C, y después se conservaron a -25°C.

Los hemicerebros enteros se cortaron con un criostato (Microm, HM560). Se recogieron cortes sagitales de tejido
cerebral en serie sobre portaobjetos de vidrio para microscopio Superfrost plus (VWR) y después se conservaron a -
20°C (cortes de 20 um de grosor), o se colocaron pocillos que contienen PBS-azida de sodio 0,1% (S-2002, Sigma)
para evitar cualquier contaminacion y se conservaron a 4°C (cortes de 30 um de grosor).

Tincion de plata de Gallyas

Los NFTs son una importante caracteristica neuropatoldgica definitoria de la patologia tau en la AD. Consisten en
haces de filamentos helicoidales apareados y filamentos rectos y su principal constituyente es la proteina tau
hiperfosforilada asociada con los microtubulos. La tincién de Gallyas se usa generalmente para tefiir la patologia
neurofibrilar (Sun A. et al., J. Histochem Cytochem, 2002, 50, 4, p. 463-472).

Para la tincién de Gallyas se usé una serie de secciones de hemicerebro de 20 um (directamente montadas en
portaobjetos) por ratones (Braak and Braak, 1991, Brain Pathology, 1, p. 213-216). El protocolo detallado es como
sigue:

Se usan los siguientes reactivos: acido peryoddico (Sigma Ref. No. P 7875); hidroxido de sodio (Prolabo Ref.
No. 1737-1000); yoduro de potasio (Merck Ref. No. 1.05043.1000); nitrato de plata (Sigma Ref. No. S.8157);
acido acético al 100% (Prolabo Ref. No. 20 104.298); carbonato de sodio, anhidro (Merck Ref. No. 1.06392-
0500); nitrato de amonio (Prolabo Ref. No. 21280-293); acido silicotungstico (Sigma Ref. No. T 2786);
formaldehido al 40% (Carlo Erba Ref. No. 415661); tiosulfato de sodio (Sigma Ref. No. 21724 - 500 g).

Se prepar6 una primera disolucién madre (No. 1) disolviendo 50 g de carbonato de sodio anhidro en 1000 ml de
agua desionizada. Se prepar6 una segunda disolucion madre (No. Il) disolviendo 2 g de nitrato de amonio, 2 g de
nitrato de plata, y 10 g de acido silicotungstico en 1000 ml de agua desionizada. Se preparé una tercera disolucion
madre (No. Ill) disolviendo 2 g de nitrato de amonio, 2 g de nitrato de plata, 10 g de acido silicotungstico, y 7,3 ml de
disolucion de formaldehido al 37% comercial en 1000 ml de agua desionizada. Las disoluciones madre son estables
y se pueden conservar en recipientes opacos.

Cada una de las siguientes etapas del método se lleva a cabo con agitacion.

1. Pretratamiento: Las secciones sobre los portaobjetos se sumergieron en una disolucion de acido peryddico
al 5% en agua durante 5 minutos, y después se aclararon dos veces durante 5 minutos en agua desionizada.

2. Plateado: La disolucion de yoduro de plata se prepara recientemente disolviendo 4 g de hidréxido de sodio
en 50 ml de agua destilada, y afadiendo 10 g de yoduro de potasio, que se mezcla y se deja disolver
completamente. Se afiaden con agitacion 3,5 ml de una disolucion de nitrato de plata al 1% en agua. Se
afade agua destilada hasta un volumen final de 100 ml, y la disolucién se mezcla enérgicamente hasta que
sea transparente. Las secciones de hemicerebro se sumergen en la disolucién alcalina de yoduro de plata
durante 1 minuto. Se aclaran entonces con una disolucion de acido acético al 0,5% en agua durante
aproximadamente 10 minutos.
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3. Deteccion: El agente de deteccion se prepara recientemente mezclando 10 volimenes (50 ml) de
disolucion madre I, 3 volumenes (15 ml) de disolucién madre Il, 7 volumenes (35 ml) de disolucion madre I,
que se mezclan enérgicamente hasta que la disolucion es transparente. La deteccion tarda de 5 a 30
minutos. Si aparece un color marrén palido, la deteccion es suficiente. El grado de deteccion se comprueba
observando los portaobjetos al microscopio.

4. Las secciones se aclaran rapidamente con agua desionizada.

5. Fijacién: Las secciones se fijan en tiosulfato de sodio al 1% durante 5 minutos, y después se aclaran
rapidamente en agua desionizada.

6. Las secciones se deshidratan sobre una placa caliente.

7. Se pone una gota de medio de montaje (Pertex® Mounting Media) sobre el portaobjetos y se coloca
suavemente un cubreobjetos por encima.

Inmunohistoquimica para AT8

La proteina tau hiperfosforilada asociada a microtibulos es el principal componente del filamento helicoidal
apareado. Se pueden usar anticuerpos anti-tau dependientes de la fosforilacion para identificar aminoacidos
especificos que estan fosforilados en tau en el cerebro normal y en el cerebro con AD. Por ejemplo, se usa
ampliamente el anticuerpo monoclonal AT8. El anticuerpo puede detectar los epitopos de la tau fosforilada en la
serina 202 fosforilada y en la treonina 205 fosforilada (epitopo AT8 (M. Goedert et al., Neuroscience Letters, (1995)
189, 3, p. 167-169)).

Se aplicé sobre secciones de 30 um flotantes un protocolo inmunohistoquimico que utiliza el anticuerpo AT8 y que
se basa en el método de la peroxidasa de rabano picante con avidina-biotina. El protocolo detallado es como sigue:

Se usan los siguientes reactivos: amortiguador de PBS 0,1 M en 1 litro de H,O (2,23 g de NaH»PO4, 2H,0O
(Prolabo Ref. No. 33 616.262), 29 g de Na;HPO4, 12 H,O (Prolabo Ref. No. 28 028.298), 9 g de NaCl
(Prolabo Ref. No. 27 810.295)); amortiguador de PBS-Triton (0,15%) Triton x 100 (Sigma Ref. No. 23 479-9)
(PBS-T) (1 | de amortiguador de PBS 0,1M, 1,5 ml de Triton); amortiguador de PBS 0,2M en 1 litro de H,O
(4,46 g de NaH,PO4, 2H,0, 58 g de Na;HPO4, 12H,0, 18 g de NaCl); 30% de H>O, (Sigma Ref. No. H
1009); tetrahidrochloruro de 3,3’-diaminobenzidina (Sigma Ref. No. D9015, 100 mg almacenados a — 20°C);
Vectastain® ABC Kit (Ref. No. PK 4000, Vector); BSA: seroalbumina bovina (Sigma Ref. No. A8022).

Las secciones se preincubaron durante 3 x 10 minutos en disolucién de PBS 0,1 M-Triton al 0,15% y después en
peroxido de hidrégeno al 1,5%-metanol al 50% en PBS 0,1 M a temperatura ambiente durante 30 minutos. Después
de 3 lavados con Triton al 0,15% en PBS 0,1 M, se incubaron adicionalmente en amortiguador de bloqueo [esto es,
en BSA diluida al 10% en PBS 0,01 M] durante 30 minutos. Se incubaron a temperatura ambiente durante la noche
con anticuerpo monoclonal anti-PHF-Tau humana de ratén (clon AT8, Thermo Science, MN1020, dilucién 1/500 en
Triton al 0,05% - PBS 0,1 M) y después con el anticuerpo secundario (anticuerpo de cabra completo biotinilado anti-
IgG de ratén, Amersham, RPN1177, diluciéon 1/500 en Triton al 0,05% - PBS 0,1 M) durante 1 h 30. Finalmente se
incubaron en complejo de avidina acoplado a peroxidasa (Vectastain ABC kit, Vector Laboratories, diluciéon 1/400 en
PBS 0,1 M) durante 30 minutos. Las secciones se incubaron brevemente en una disoluciéon de sustrato de
peroxidasa (que contiene perdxido de hidrégeno al 0,003%, tetrahidrocloruro de diaminobenzidina al 0,05% en PBS
0,1 M), y se aclararon con disolucién de NaCl al 0,9%. Finalmente, se montaron sobre portaobjetos y se secaron a
temperatura ambiente, se deshidrataron y se cubrieron con un cubreobjetos utilizando Eukitt.

Analisis cuantitativo de imagen por tincion de Gallyas e inmunotincion de AT8

Se determinaron cuantitativamente dos marcadores de la patologia tau (esto es, tincion de Gallyas e inmunotincion
de AT8) utilizando un sistema de analisis de imagen. Se aplico la tecnologia microscopica de portaobjetos virtual
(utilizando un sistema de barrido Olympus dotslide) para adquirir, a gran aumento (esto es, objetivo x10) y
resolucion, imagenes de secciones de hemicerebro totalmente tefiidas. Estas secciones se tomaron en diferentes
posiciones a lo largo del eje lateromedial de las diferentes regiones de interés (ROI).

Todas las imagenes se analizaron cuantitativamente en una estacion de trabajo computerizada (Mercator
system/Explora Nova utilizando software Dotslide). Los esbozos de las diferentes regiones de interés se definieron
en primer lugar manualmente para cada imagen. Para la tincién de Gallyas, se analizaron tres regiones de interés:
(corteza, subarea CA1 del hipocampo, y amigdala). Para la inmunotincion de AT8, se analizaron cuatro regiones de
interés: corteza, amigdala, sub-areas CA1 y circunvoluciéon dentada del hipocampo y la circunvolucién dentada.

Se estim6 el numero total de células Gallyas-positivas o AT8-positivas en las diferentes regiones de interés
procedentes de 8 secciones del eje lateromedial del hemicerebro (en el que se puede encontrar taupatia en los
animales THY-TAU22 a la edad del sacrificio, esto es, 8 meses de edad). Se us6 este parametro para calcular la
media + SEM del nimero total de células Gallyas-positivas o AT8-positivas en un grupo dado.
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Todos los datos se guardaron por el software y se recuperaron por extraccion en una hoja de Excel.
Protocolo de expresion de ARNm de MIP1o
1. Preparacion de ARN:

Se puso un hemi-hipocampo de cada ratén en un tubo Precellys CK14 que incluye 50 perlas de ceramica de 1,4 mm
y 0,5 ml de disolucién de lisis para purificacion de acido nucleico de Applied Biosystems (1X). El tejido se
homogeneizé utilizando un homogeneizador Precellys 24 (Bertin technology) durante 2 rafagas x 10 segundos. El
ARN total se aisld utilizando la 6100 PrepStation (Applied Biosystems), segun las instrucciones del fabricante,
incluyendo un tratamiento de ADNasa (Protocolo Aislamiento de ARN Total de Tejidos Vegetales y Animales). Para
evaluar la calidad y concentracion del ARN total, se analizé 1 ul en un RNA LabChip (Agilent) utilizando un 2100
Bioanalyser (Agilent Technologies).

2. PCR en tiempo real

2 pg de ARN total de cada ratdén se sometieron a transcripcion inversa con cebador oligo (dT) 16 y cebadores
aleatorios utilizando un kit High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems), siguiendo las recomendaciones del
fabricante. El molde de reaccion de transcripcion inversa final incluido era de 100 pl. Las muestras se incubaron
después durante 10 min. a 25°C, seguido de 120 min. a 37°C, y después se calentaron a 95°C para desnaturalizar
las enzimas y detener la reaccion. Para la PCR en tiempo real, el gen constitutivo R.L37A se amplifico utilizando
QuantiTect Primer Assay de Qiagen (QT00252266), y el MIP1 alfa se amplifico utilizando los siguientes cebadores
(5-TGCCCTTGCTGTTCTTCTCT-3'); (5-GTGGAATCTTCCGGCTGTAG-3’). Se realizé la amplificacion segun las
instrucciones del fabricante (Applied Biosystems), utilizando un detector de secuencias ABI Prism 7900.

3. Expresion de resultados

Para la gPCR, los valores umbrales del ciclo (Ct) se convirtieron en cantidad relativa (RQ) utilizando la ecuacion
2(CUL37a)CUMIPT alfa)) hara cada muestra de hipocampo dividido entre 2(C37a-CtMIPT alfa) 4o yna muestra de cerebro total
de referencia.

Analisis por transferencia Western de la fosforilacion de tau sobre homogenados de corteza e hipocampo

Para analisis de inmunotransferencia, se homogeneizaron los tejidos congelados de ratones (hipocampo o corteza)
utilizando un homogeneizador de tejidos Precellys 24 en 350 ul de amortiguador RIPA de Cell Signaling (Tris-HCI 20
mM (pH 7,5), NaCl 150 mM, Na,EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, NP-40 al 1%, desoxicolato de sodio al 1%, pirofosfato de
sodio 2,5 mM, beta-glicerofosfato 1 mM, NazVO4 1 mM, 1 pug/ml de leupeptina) al cual se afadieron inhibidores de
proteasas (Sigma cocktail 1% v/v) e inhibidores de fosfatasas (acido okadaico 1 uM, fluoruro de sodio 100 mM).
Después de centrifugar, 16000 x g a 4°C durante 10 minutos, se determind el contenido de proteina en los
sobrenadantes con el kit BioRad DC Protein Assay, utilizando BSA como patron. Se cargaron cantidades iguales de
proteina (5 ng) sobre geles de Bis-Tris al 4-12% en 15 pocillos (NuPAGE, Invitrogen), y se llevd a cabo la
electroforesis a 200V durante 50 minutos en amortiguador MOPS segun las instrucciones del fabricante. Se
transfirieron entonces las proteinas a membranas de difluoruro de polivinilideno (PVDF) (Invitrogen) a 30 V durante 2
horas en amortiguador de transferencia (Invitrogen) que contenia metanol al 20%. Después de bloguear en leche
seca desnatada al 5% en TBS (disolucion salina amortiguada con Tris)-Tween al 0,1%, las transferencias se
incubaron durante la noche a 4°C en anticuerpos primarios diluidos en BSA al 5% en TBS-Tween al 0,1%. La
proteina tau se detectd utilizando el siguiente anticuerpo de ratén: AD-2 1/20.000° (Biorad, 56484) que reconoce la
proteina tau fosforilada sobre Ser396 y Ser404. Cada transferencia se sondé de nuevo también con un anticuerpo
anti B-actina 1/5.000° (Sigma, A-5316) para normalizar la cantidad de proteina total.

Después de la incubacién con anticuerpos primarios, se las transferencias aclararon con TBS-Tween al 0,1% y se
incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en un anticuerpo secundario anti-IlgG de raton ligado a peroxidasa
de rabano picante (HRP) 1/10.000° (GE healthcare, NA9310) diluido en leche seca desnatada al 5% en TBS-Tween
al 0,1%. Después del lavado, las transferencias se desarrollaron con quimioluminiscencia aumentada (ECL advance,
GE Healthcare), y las imagenes se obtuvieron utilizando un analizador de imagenes luminiscentes LAS 3000
(FUJIFILM). La cuantificacion de la sefial inmunorreactiva se realizé utilizando el software Multigauge V3.0
(FUJIFILM). Cada sefial se normaliz6 a p-actina (el mismo gel, el mismo pocillo). Para analisis estadistico, se utilizd
una prueba no paramétrica (prueba de comparaciones de Kruskal-Wallis de dos colas frente a vehiculo).

La actividad inhibidora del ingrediente activo en el hipocampo de ratones THY-Tau22 frente a la hiperfosforilacion de
tau anormal se muestra mediante analisis de transferencia Western en la Figura 1.

Hubo una inhibicion significativa (-37%, p = 0,0229) de la fosforilacion de tau en el epitopo AD-2 a la dosis de
0,0034%, pero solo una tendencia hacia la inhibicién en el epitopo AT-8 (-22%, ns). También se observé en la
corteza un efecto similar pero no significativo (-57%, p = 0,1807).
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-il]etil}-1,2,3/4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida o una
de sus sales farmacéuticamente aceptables para uso en la prevencion o retraso de la progresion de la enfermedad
de una taupatia o enfermedad neurodegenerativa relacionada en un paciente.

2. Compuesto para uso segun la reivindicacion 1, en el que se inhibe la hiperfosforilaciéon anormal de tau o la
agregacion anormal de tau en un paciente.

3. Compuesto para uso segun la reivindicacion 1, en el que el nivel de proteina tau fosforilada se reduce en dicho
paciente que tiene una taupatia o enfermedad neurodegenerativa relacionada.

4. Compuesto para uso segun la reivindicacion 1, en el que se inhibe la formacién de ovillos neurofibrilares en dicho
paciente.

5. Compuesto para uso segun la reivindicacion 1, en el que se inhibe el nivel de ovillos neurofibrilares en una célula
neuronal en dicho paciente.

6. Compuesto para uso segun la reivindicacion 1, en el que la disfuncién del citoesqueleto o la perturbacion de otras
funciones dependientes de tau se hacen mas lentas o se detienen.

7. Compuesto para uso segun la reivindicacion 1, en el que se reduce el nivel de tau fosforilada y de tau en el liquido
cefalorraquideo del paciente.

8. Compuesto para uso segun la reivindicacion 1, en el que los agregados de tau en dicho paciente se rompen o se
disuelven.

9. Compuesto para uso segun la reivindicacién 1, en el que se inhibe o se reduce la fosforilacion de la proteina tau
en una neurona, célula glial o cuerpo de Lewy en dicho paciente.

10. Compuesto para uso segun la reivindicacion 9, en el que la proteina tau es una proteina tau asociada a
microtubulos.

11. Compuesto para uso segun la reivindicacion 10, en el que la proteina tau esta en un ovillo neurofibrilar.

12. Compuesto para uso segun la reivindicacion 1, en el que se inhibe o se evita la hiperfosforilacion de la proteina
tau.

13. Compuesto para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que la taupatia o enfermedad
neurodegenerativa relacionada es enfermedad de Alzheimer.

14. Compuesto para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que la taupatia o enfermedad
neurodegenerativa relacionada es enfermedad de Alzheimer leve a moderada.

15. Compuesto para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que la taupatia o enfermedad
neurodegenerativa relacionada es enfermedad de Alzheimer moderada a severa.

16. Compuesto para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que la taupatia o enfermedad
neurodegenerativa relacionada es enfermedad de Alzheimer preclinica.

17. Compuesto para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en el que la taupatia o enfermedad
neurodegenerativa relacionada es disfuncién cognitiva leve.

18. Compuesto para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, en el que la 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-
[(2S)-1-metilpirrolidin-2-illetil}-1,2,3/4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables se administra al menos una vez al dia durante un periodo prolongado.

19. Compuesto para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 18, en el que 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-
[(2S)-1-metilpirrolidin-2-illetil}-1,2,3/4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida o su sal farmacéuticamente aceptable es el
difumarato de 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-[(2S)-1-metilpirrolidin-2-ilJetil}-1,2,3/4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida
monohidratado.

20. Compuesto para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 19, en el que la 2-(ciclohexilmetil)-N-{2-
[(2S)-1-metilpirrolidin-2-illetil}-1,2,3/4-tetrahidroisoquinolin-7-sulfonamida o una de sus sales farmacéuticamente
aceptables se administra al menos una vez al dia durante un periodo prolongado.
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FIG. 1
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Analisis estadistico no paramétrico (comparaciones de Kruskal-Wallis de dos colas frente a vehiculo).
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FIG. 2
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FIG. 3
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FIG. 4
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