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DESCRIPCION
Uso de 3-n-butil isoindolina cetona en la preparacion de farmacos para prevenir y tratar el infarto cerebral

La invencién pertenece al campo de los compuestos farmacéuticos, y mas particularmente al uso de 3-n-butil
isoindolina cetona y una composicion farmacéutica que comprende la misma en la preparacion de farmacos para
prevenir y tratar el infarto cerebral.

El infarto cerebral (Cl), también conocido como accidente cerebrovascular isquémico cerebral (CIS), se refiere al
reblandecimiento y la necrosis del tejido cerebral local que resulta de trastornos de la circulacion sanguinea,
isquemia e hipoxia. El Cl se forma principalmente porque la aterosclerosis y la trombosis se producen en las arterias
que suministran sangre al cerebro, lo que conduce a estenosis u oclusion de la luz y otros resultados en enfermedad
aguda relacionada con insuficiencia cerebral focal, o debido a objetos anormales (sdlido, liquido, gas) entran en las
arterias cerebrales o las arterias carétidas que irrigan la circulacion sanguinea cerebral a través de la circulacion
sanguinea, lo que provoca una oclusion vascular o una disminucion aguda del flujo sanguineo y causa ademas el
ablandamiento y la necrosis de los tejidos cerebrales de las regiones controladas correspondientes.

Cl es uno de los tres asesinos mortales que ponen en peligro la vida y la salud humanas y la clasificacién después
de las enfermedades cardiacas y canceres. Ademas, la alta tasa de discapacidad (75%) en los pacientes con Cl trae
un gran sufrimiento a los pacientes, asi como una gran carga financiera para sus familias. Por lo tanto, la busqueda
de farmacos ideales para tratar el Cl ha sido uno de los enfoques en el campo de la medicina.

Actualmente, el tratamiento mas eficaz reconocido para el Cl isquémico agudo es la terapia trombolitica. Una
preparacion mas comunmente usada es un activador de plasminégeno de tipo tisular (rt-PA), pero la aplicacion del
mismo en el tratamiento tiene una alta probabilidad de hemorragia intracraneal y el precio de la misma es muy alto.
Otras preparaciones neuroprotectoras presentan una eficacia clinica no tan buena y tienen efectos secundarios
relativamente graves.

En la década de 1990, el famoso farmacdlogo Feng Yipu desarrollé a través de incesantes esfuerzos un nuevo
farmaco buitilftalida, con un nombre comercial de NBP, para el tratamiento del Cl isquémico agudo. EI NBP ha sido el
tercer farmaco quimico en China que posee derechos de propiedad intelectual independientes después de la
artemisinina y el biciclol. Se ha encontrado a partir de estudios del mecanismo farmacodinamico y los efectos
farmacologicos que la butilftalida es un farmaco neuroprotector adaptado para mejorar el flujo sanguineo cerebral,
asi como para bloquear una pluralidad de etapas patoldgicas de la isquemia cerebral. La butilftalida se origina a
partir de plantas naturales y se ha encontrado por primera vez en el extracto de la semilla del apio acuatico del sury
se ha sintetizado artificialmente posteriormente. Después de muchos ensayos clinicos, se ha demostrado que la
butilftalida tiene buena eficacia, alta seguridad, comodidad en el uso y pocas reacciones adversas.

La butilftalida es un farmaco de isquemia anticerebral multifactorial y sus mecanismos de accion se presentan en los
siguientes aspectos: 1. mejora de la funcién de la mitocondria, aumento de los niveles de NO y PGI2 del endotelio
vascular cerebral e inhibicion liberacion de acido glutamico. 2. Mejora del flujo sanguineo cerebral local, la
microcirculacion cerebral y el agotamiento del metabolismo energético de la isquemia cerebral y el alivio de los
sintomas de edema cerebral causados por la isquemia cerebral. 3. Reduccién del contenido de acido araquidénico y
la concentracion de calcio dentro de la célula, inhibiendo los radicales libres de oxigeno y mejora de las actividades
de las enzimas antioxidantes. 4. Antitrombosis y agregacion antiplaquetaria, mejorando el deterioro de la memoria
de isquemia cerebral y el déficit neurolégico, y reduciendo el area de Cl. La patente china nimero de publicacion
CN1257706 A ha descrito el uso de butilftalida en la preparacion de farmacos antitrombéticos antiplaquetarias. El
documento EP 1679070 A1 y el nimero de publicacion chino CN102008464 A han descrito el uso de L-butilftalida en
la preparacion de farmacos para prevenir y tratar el Cl.

Aunque la butilftalida tiene una eficacia significativa en el tratamiento de CIS, solo se puede preparar en forma de
preparacion liquida soluble en aceite debido a sus caracteristicas de liquido oleoso € insolubilidad en agua, lo que
resulta en una gran limitacion en los tipos de preparacion de los mismos.

La invencién proporciona un compuesto 3-n-butil isoindolina cetona que tiene una estructura similar a butilftalida,
esto es, -O- esta sustituido con -NH- pero la estructura biciclica no se modifica, el producto de 3-n-buitil isoindolina
cetona obtenido es un sélido cristalino de color blanco que es beneficioso para cumplir los requisitos de las
preparaciones. Debido a que el compuesto y la butilftalida son muy similares en estructura y peso molecular, se
presume que el compuesto tiene una eficacia del farmaco similar a la butilftalida. Los estudios farmacodinamicos
indican que la 3-n-butil isoindolina cetona tiene un efecto evidente en el tratamiento del Cl causado por la isquemia
cerebral local y no presenta una diferencia estadistica significativa en la eficacia del tratamiento en comparacién con
la butilftalida. De este modo, el compuesto 3-n-butil isoindolina cetona esta adaptado para mantener la eficacia en el
tratamiento de la isquemia cerebral, asi como para superar la escasez existente en las preparaciones de butilftalida,
por lo que es de gran importancia en el tratamiento de enfermedades causadas por isquemia cerebral.
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Para superar los problemas existentes en el uso de la buitilftalida en la técnica anterior, uno de los objetivos de la
invencion es proporcionar el uso de un compuesto 3-n-butil isoindolina cetona representado por la férmula | para
prevenir o tratar la isquemia cerebral y para demostrar que el compuesto 3-n-butil isoindolina cetona no tiene una
diferencia estadisticamente significativa en el tratamiento de la isquemia cerebral en comparacion con la buitilftalida a
través de experimentos farmacodinamicos. Mientras tanto, debido a que el compuesto 3-nbutil isoindolina cetona
tiene una estructura solida cristalina, el compuesto tiene un amplio rango selectivo en preparaciones, superando asi
las limitaciones de la buitilftalida en aspectos de preparacion y tiene gran importancia en la produccion industrial y
disminuye el costo del medicamento.

Para lograr el objetivo anterior, se adopta la siguiente solucion técnica de la invencion:

La invencion se refiere especificamente al uso de un farmaco o una composicién farmacéutica que comprende 3-n-
butil isoindolina cetona en el tratamiento de Cl causada por isquemia local.

Los estudios muestran que, en comparacion con la 3-n-butilftalida, la 3-n-butil isoindolina cetona no tiene diferencia
estadistica en el tratamiento de CIS.

El modelo de oclusion de la arteria cerebral media (MCAO) en ratas se construye para observar la isquemia
anticerebral de 3-n-butil isoindolina cetona. El modelo de MCAO se divide en tres grupos: 1) un grupo de control
negativo, esto es, un aceite vegetal, 3 mL/kg; 2) grupo 3-n-butil isoindolina cetona, 30 mg/kg; 3) un grupo de control
positivo, esto es, 3-n-butilftalida, 30 mg/kg. Todos los tres grupos se administran por inyeccion intraperitoneal. Se
seleccionan ratas SD macho que tienen un peso de 250 g y se administran 15 minutos después de la isquemia.
Después de 2 horas de infarto cerebral y 24 horas de reperfusion, se preparan cortes de cerebro y se llevan a cabo
con tincién TTC. La imagen de software J se usa para procesar resultados de tincién, calcular areas de infarto y
comparar los resultados entre diferentes grupos. Se sabe por los resultados que un area de infarto promedio del
grupo blanco es 24.430%, el area de infarto promedio del grupo 3-n-butil isoindolina cetona es 14.365% y el area de
infarto promedio del grupo butilftalida es 14.402%. Los resultados estadisticos indican que la 3-n-butil isoindolina
cetona no tiene una diferencia estadisticamente significativa en la eficacia del tratamiento de la isquemia cerebral en
comparacion con la butilftalida.

Los resultados de la invencion demuestran que la 3-n-butil isoindolina cetona tiene una buena eficacia en el
tratamiento de la isquemia cerebral. Ademas, en comparacién con la estructura liquida oleosa de butilftalida, la
estructura solida cristalina de 3-n-butil isoindolina cetona proporciona un rango selectivo mas amplio en el campo de
la preparacion, proporciona la posibilidad de cambiar las formas de administracion y es beneficioso para disminuir el
costo farmacéutico y mejorar la eficiencia de farmacos. De este modo, la 3-n-butil isoindolina cetona tiene una gran
perspectiva de aplicacion.

La invencion proporciona ademas una composicion farmacéutica que comprende el compuesto 3-n-butil isoindolina
cetona como componente activo y un excipiente o adyuvante farmacéuticamente aceptable. En general, la
composicion farmacéutica contiene entre 0.1 y 95% en peso del compuesto 3-n-butil isoindolina.

La composicion farmacéutica se puede preparar usando métodos bien conocidos en el campo técnico. Para tal fin, el
compuesto 3-n-butil isoindolina cetona esta adaptado para mezclarse con uno o una pluralidad de excipientes y/o
adyuvantes de farmacos sdlidos o liquidos si es necesario, preparando asi los farmacos para humanos o animales
en formas de administracion o formas de dosificacion adecuadas.

En los aspectos de la preparacion, debido a que el compuesto 3-n-butil isoindolina cetona esta en la morfologia del
cristal, el compuesto 3-n-butil isoindolina cetona o la composicién farmacéutica que comprende el compuesto se
puede preparar en formas de dosificacion liquidas, formas de dosificacion de gas, formas de dosificacion
semisolidas y formas de dosificacién sdlidas. Por ejemplo, las formas de dosificacion liquidas comprenden:
soluciones verdaderas, formas de dosificacion en emulsion, formas de dosificacién en suspension, formas de
dosificacion de particulas y forma de dosificacion coloidal. Las formas de dosificacion de gases comprenden:
aerosoles, pulverizaciones e inhalaciones de polvo seco. Las formas de dosificaciéon semisolidas comprenden:
pastas orales, pastas usadas externamente y pastas. Las formas de dosificacion sélidas comprenden: comprimidos,
capsulas, pildoras de caida, pildoras, polvo, supositorios, granulos, polvo liofilizado y similares.
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El compuesto 3-n-butil isoindolina cetona y la composicién farmacéutica que comprende el mismo se administran en
forma de la dosis unitaria. La administracién se realiza a través de vias enteral o parenteral, tales como
administracion oral, intramuscular, subcutanea, nasal, de la mucosa oral, de la piel, del peritoneo y del recto.

Las rutas de administracion del compuesto 3-n-butil isoindolina cetona y la composicién farmacéutica que
comprende el mismo son aplicables para administracion por inyeccion, que incluye inyeccion intravenosa, inyeccion
intramuscular, inyeccion subcutanea, inyeccion intradérmica e inyeccion de punto de acupuntura.

El compuesto 3-n-butil isoindolina cetona y la composicion farmacéutica que comprende el mismo se preparan en
preparaciones comunes, 0 en preparaciones de liberacion sostenida, sistemas de suministro en seco objetivo, y
otros sistemas de suministro de particulas.

Para hacer las formas de dosificacién unitarias en comprimidos, se puede usar ampliamente una pluralidad de
portadores conocidos en el campo técnico. Los portadores comprenden: diluyentes y absorbentes, tales como
almidon, dextrina, sulfato de calcio, lactosa, manitol, sacarosa, cloruro de sodio, glucosa, urea, carbonato de calcio,
caolin, celulosa microcristalina y silicato de aluminio, etc.; agentes humectantes y adhesivos, tales como agua,
glicerol, polietilenglicol, etanol, propanol, pasta de almidén, dextrina, jarabe, miel, solucion de glucosa, goma
arabiga, gelatina, carboximetilcelulosa de sodio, goma laca, metilcelulosa, fosfato de potasio y polivinilpirrolidona,
etc.; agentes desintegrantes, tales como almidén seco, alginato, agar en polvo, almidén de alginato, bicarbonato de
sodio y acido citrico, carbonato de calcio, ésteres de acidos grasos de polioxietilensorbitan, dodecilsulfonato de
sodio, metilcelulosa y etilcelulosa, etc.; inhibidores de la desintegracion, tales como sacarosa, triestearato de glicerol,
manteca de cacao, aceite hidrogenado, etc.; aceleradores de la absorcion, tales como sales de amonio cuaternario y
dodecilsulfato de sodio, etc.; y lubricantes, tales como talco, silice, almidén de maiz, sales de acido estearico, acido
bérico, parafina liquida, polietilenglicol y similares. Los comprimidos también se pueden preparar en comprimidos
recubiertos, tales como comprimidos recubiertos de azlcar, comprimidos recubiertos con pelicula, comprimidos con
recubrimiento entérico, o comprimidos de doble capa y comprimidos multicapa.

Por ejemplo, para hacer las formas de dosificacion unitarias en pildoras, se puede adoptar ampliamente una
pluralidad de portadores conocidos en el campo técnico. Los portadores para pildoras comprenden: diluyentes y
absorbentes, tales como glucosa, lactosa, almidén, manteca de cacao, aceite vegetal hidrogenado,
polivinilpirrolidona, caolin, talco, etc.; adhesivos, tales como goma arabiga, tragacanto, gelatina, etanol, miel, glucosa
liquida, pasta de arroz o panada, etc.; y agentes disgregantes, tales como agar en polvo, almidén seco, alginato,
dodecilsulfonato de sodio, metilcelulosa y etilcelulosa, etc.

Por ejemplo, para hacer las formas de dosificacion unitaria en capsulas, se mezclan el componente eficaz 3-n-butil
isoindolina cetona y los portadores anteriores, y una mezcla resultante se encapsula en capsulas de gelatina dura o
capsulas blandas. O bien, el componente eficaz 3-n-buitil isoindolina cetona se transforma en microcapsulas y se
suspende en soluciones acuosas para formar suspensiones, o encapsularse en capsulas duras, o convertirse en
inyectables para su aplicacion.

Por ejemplo, para hacer las formas de dosificacion unitaria en preparaciones para inyeccion, tales como soluciones,
suspensiones, emulsiones, polvo secado en seco, tales preparaciones pueden ser acuosas O Nno acuosas Yy
comprenden una y/o una pluralidad de portadores, diluyentes, adhesivos, lubricantes, conservantes, surfactantes o
dispersantes farmacéuticamente aceptables. Por ejemplo, los diluyentes se pueden seleccionar entre agua, etanal,
polietilenglicol, 1,3-propilenglicol, alcoholes isoestearilicos etoxilados, alcoholes isoestearilicos multioxidados y
ésteres de acidos grasos de polioxietilensorbitan. Ademas, para preparar inyecciones isoténicas, se puede afiadir
una dosis adecuada de cloruro de sodio, glucosa o glicerol a las preparaciones de inyeccion. Ademas, también se
pueden afiadir cosolventes convencionales, soluciones reguladoras, agentes de ajuste del pH. Tales adjuntos se
usan comunmente en el campo técnico.

Ademas, si es necesario, se pueden afadir colorantes, conservantes, perfumes, agentes aromatizantes,
edulcorantes u otros materiales a las preparaciones de farmacos.

Para lograr el objetivo de la administracién y mejorar la eficacia del tratamiento, el farmaco o la composicion
farmacéutica de la invencion se puede administrar mediante cualquier método conocido.

La dosis de la composicién farmacéutica que comprende el compuesto 3-n-butil isoindolina cetona se determina por
una pluralidad de factores, por ejemplo, la naturaleza y la gravedad de la enfermedad que se va a prevenir o tratar,
el sexo, la edad, el peso, temperamento y respuesta individual de los pacientes o animales, la ruta de
administracion, los tiempos de administracion y el propodsito del tratamiento. De este modo, la dosis terapéutica de la
composicion farmacéutica puede variar dentro de un amplio intervalo. En general, las personas expertas en el arte
conocen dosis de ingredientes farmacéuticos y se pueden ajustar adecuadamente segun la dosis de los ingredientes
reales contenidos en la preparacién final de la composicién que comprende el compuesto 3-n-butil isoindolina
cetona, alcanzando asi la cantidad eficaz para el tratamiento y la realizacion del propdsito para la prevencion o el
tratamiento. Una dosis apropiada del compuesto 3-n-bultil isoindolina cetona es preferiblemente entre 0.1 y 100 mg
por kg de peso por dia, y mas preferiblemente 0.1-100 mg/dia/persona. La dosis anterior puede estar en forma de
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una forma de dosis Unica o dividirse en varias formas, por ejemplo, dos, tres o cuatro dosis, que esta limitada por la
experiencia clinica de los médicos y otros métodos de administracion que aplican otros medios de tratamiento.

Una dosis total requerida para cada tratamiento se puede dividir en varias veces o una vez administrada la dosis. El
compuesto o la composicion que comprende el mismo se puede administrar solo, o administrar junto con otros
farmacos de tratamiento o farmacos sintomaticos con dosis ajustadas.

La invencion se describe en detalle a continuacién en combinacidon con ejemplos, y se debe observar que los
siguientes ejemplos no pretenden limitar la invencion.

La figura 1 es una imagen digital que muestra los resultados de tincion de los cortes de cerebro de ratas después de
2 horas de MCAOQ y 24 horas de reperfusion en un grupo de control blanco;

La figura 2 es una imagen digital que muestra los resultados de tincién de los cortes de cerebro de ratas después de
2 horas de MCAOQ y 24 horas de reperfusion en un grupo de 3-n-butil isoindolina cetona;

La figura 3 es una imagen digital que muestra los resultados de tincion de cortes de cerebro de ratas después de 2
horas de MCAO y 24 horas de reperfusion en un grupo butilftalida;

La figura 4 es un diagrama de bloques que muestra los puntajes de comportamiento de un grupo control blanco, un
grupo 3-n-butil isoindolina cetona y un grupo butilftalida; y

La figura 5 es un diagrama de bloques que muestra los porcentajes de area de infarto de un grupo control blanco, un
grupo 3-n-butil isoindolina cetona y un grupo butilftalida.

Ejemplo 1 Preparacion de comprimidos de 3-n-butil isoindolina cetona

Prescripcion
3-n-butil isoindolina cetona 209
Almidon 2049
Etanol (50% en v) Cantidad apropiada

Carboximetilalmidén de sodio 3 g

Estearato de magnesio 03g

200 comprimidos

La 3-n-butil isoindolina cetona se recoge con un peso exactamente constante segun la prescripcion, se muele en
polvo y se criba mediante un tamiz de malla 100. El almidén se recoge con un peso exactamente constante y se
criba con un tamiz de malla 100. La 3-n-butil isoindolina cetona y el almidon después del cribado se mezclan
uniformemente, y se afiade una cantidad apropiada de 50% en v de etanol a la mezcla resultante para preparar una
masa humeda. Se usa un tamiz de nailon de malla 18 para la granulacion. Los granulos se secan a una temperatura
de entre 60 y 70°C. El tamiz de malla 18 se usa luego para dar forma a los granulos. Después de eso, se afiaden
carboximetilalmidon de sodio y estearato de magnesio y se mezclan uniformemente. Una prensa de ® 8 mm se usa
para preparar comprimidos.

Ejemplo 2 Preparacion de capsulas duras de 3-n-butil isoindolina cetona

Prescripcion

3-n-butil isoindolina cetona 209
Almidon 2049
Etanol (50% en v) Cantidad apropiada

Carboximetilalmidén de sodio 3 g

Estearato de magnesio 03g

200 capsulas
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El método de granulacion en himedo en este documento es el mismo que en el ejemplo 1. La 3-n-butil isoindolina
cetona se recoge con un peso exactamente constante segun la prescripcion, se muele en polvo y se criba con un
tamiz de malla 100. El almidén se recoge con un peso exactamente constante y se criba con un tamiz de malla 100.
La 3-n-butil isoindolina cetona y el almidon después del cribado se mezclan uniformemente, y se afiade una cantidad
apropiada de 50% en v de etanol a la mezcla resultante para preparar una masa himeda. Se usa un tamiz de nailon
de malla 18 para la granulacion. Los granulos se secan a una temperatura de entre 60 y 70°C. El tamiz de malla 18
se usa para dar forma a los granulos. Después de eso, se miden los contenidos de los ingredientes y los granulos
calificados se encapsulan en las capsulas numero 1.

Ejemplo 3 Preparacion de capsulas blandas de 3-n-butil isoindolina cetona

Se recogen 1 g de 3-n-buitil isoindolina cetona preparada, 10 g de aceite vegetal, 1 g de ésteres de poliglicerol y se
mezclan uniformemente en un molino de bolas para preparar el contenido que se va a encapsular en las capsulas
blandas. La gelatina, el glicerol, el agua y el opacificador en una proporcion de 1:0.4:0.8:0.01 se recogen como
materia prima para fabricar las capsulas. EI método de moldeo por compresion se adopta para preparar las capsulas
blandas. Las capsulas blandas se solidifican y se secan con aire frio, y se lavan y se secan mediante solventes
apropiados, y se preparan 100 granulos de las capsulas blandas.

Ejemplo 4 Preparacion de polvo secado en seco de 3-n-butil isoindolina cetona

Se recoge 1 g de 3-n-butil isoindolina cetona preparada y se disuelve en 800 mL de agua para inyeccién. Luego se
agregan 6 g de manitol. Después de la disolucion completa, se afiade el agua para inyeccién hasta que la solucion
resultante alcance los 1000 mL. La solucion resultante se descarboniza con carbén activo y se hace pasar a través
de una membrana microporosa y luego se dispensa en frascos de penicilina de 7 mL con cada frasco que contiene 4
mL. Luego se colocan los tapones de los frascos. Los frascos de penicilina luego se secan y se tapan. Una
especificacion de los mismos es 4 mg del polvo secado en seco de 3-n-butil isoindolina cetona para cada frasco.

Ejemplo 5 Preparacion de inyecciones de 3-n-butil isoindolina cetona

Se afiaden 1 g de 3-n-butil isoindolina cetona preparada y 9 g de cloruro de sodio con 900 mL de agua para
inyeccion, y se ajusta un valor de pH de la mezcla resultante para que esté entre 6.5y 7.2. Se afiaden 3 g de carbon
de aguja, se agita uniformemente y se hierve durante 15 minutos. Una solucién caliente resultante se filtra con un
papel de filtro para eliminar el carbdn y se filtra finamente mediante una membrana microporosa de 0.22 um. El agua
para inyeccion se afiade hasta que la solucion resultante alcanza los 1000 mL. Después de eso, se examina la
claridad de la solucion y se dispensa una solucion calificada en ampollas de 5 mL. Las ampollas se sellan por fusiéon
y luego se esterilizan a presién a la temperatura de 110°C, durante 30 minutos.

Ejemplo 6 Influencia de la 3-n-butil isoindolina cetona sobre el volumen del infarto en modelos MCAO de ratas
1) Construccion de modelos de oclusion de la arteria cerebral media (MCAO) de ratas

Se seleccionan ratas SD macho que tienen un peso de entre 250 y 270 g. Las ratas macho SD se cultivan a una
temperatura ambiente de 25°C y estan restringidos de ingesta de alimentos, excepto agua 12 horas antes de la
operacion. Los modelos MCAO estan construidos segun el método Longa o similares. 10% de hidrato de cloral se
usa para anestesiar a las ratas mediante inyeccion intraperitoneal con una dosis de 350 mg/kg. La rata se fija
entonces hacia arriba en una placa de rata en posicién supina y se ilumina con una lampara incandescente para
mantener una temperatura corporal de la misma a 37 + 0.5°C. Los pelos de la rata en la posicion media del cuello se
cortan, y la piel en dicha posicion se incide después de la desinfeccion. La arteria carotida comun (CCA), la arteria
carétida externa (ECA) y la arteria carétida interna (ICA) del lado derecho se separan cuidadosamente. La ECA se
corta, y un extremo cortado se endereza y alinea con el ICA, y luego se inserta un hilo desde alli. El hilo se inserta
para una profundidad de aproximadamente 19.0 £ 0.5 mm. Después de 2 horas, se saca una parte del hilo para
realizar la reperfusion. La rata después de la ligadura de la sutura se vuelve a colocar en la jaula de la rata. Después
de 24 horas de reperfusion, se preparan cortes de cerebro para la tincion.

2) Agrupacion y administracion

Las ratas se dividen en tres grupos con 10 en cada grupo: 1) un grupo de control blanco, esto es, un aceite vegetal,
3 mL/kg; 2) grupo 3-n-butil isoindolina cetona, 30 mg/kg; 3) un grupo de control positivo, esto es., 3-n-buitilftalida, 30
mg/kg. Todos los tres grupos se administran con farmacos por inyeccion intraperitoneal 15 minutos después del
modelado.

3) Evaluacion neuroconductual

De acuerdo con la evaluacion de Zea Longa, la observacion de la etologia se lleva a cabo después de 2 horas de
modelado y 24 horas de reperfusion y antes de matar a las ratas. Se agarra la cola de la rata para levantar la rata a
aproximadamente 1 pie del suelo para observar la condicién de la extremidad anterior izquierda. La rata se coloca
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en un suelo plano, y los hombros derecho e izquierdo de la rata se empujan desde el lado derecho y el lado
izquierdo, respectivamente, para comparar la diferencia en las fuerzas de resistencia de los dos lados. La rata se
coloca en el suelo plano para actividades libres, y se observan las condiciones de marcha de la rata. Se adopta el
método de puntaje de cuatro etapas (puntajes de 0-5), y cuanto mas alto es el puntaje, mas grave es el dafio
neuroconductual.

1. Si el comportamiento es completamente normal, se registra una puntuacion de 0.

2. Levante la cola de la rata del suelo, si la rata se pone en posicién prona en la extremidad anterior de un lado
opuesto de la operacion, se registra la puntuacion de 1.

3. Coloque la rata en el suelo, use la mano para empujar los dos lados de la misma para examinar las fuerzas de
resistencia, y si la fuerza de resistencia del lado opuesto de la operacién disminuye, se registra la puntuacién de 2.

4. Coloque la rata en el suelo y observe su caminar, y si la rata gira alrededor del lado opuesto de la operacion, se
registra una puntuacion de 3.

5. Si el dafio es muy grave, la rata no puede realizar ninguna actividad independiente, se registra la puntuacién de 4.

Cuanto mas alta es la puntuacion, mas serio es el dafo cerebral, como resultado, en este documento, demasiado
débil o demasiado serio no se puede elegir el dafio como el modelo de prueba final. Un modelo estandar satisface
que el resultado de la evaluacion neuroconductual 2 horas después del modelado y antes de retirarse del hilo es una
puntuacién de 3, esto es, se pueden observar comportamientos circundantes obvios.

Después de 24 horas de reperfusion de los modelos MCAO de las ratas, la evaluacion neuroconductual se lleva a
cabo en las ratas de nuevo, y se registran los resultados.

4) Medicion y célculo del area del infarto cerebral

Después de 24 horas de reperfusion, los cerebros se recogen de ratas muertas y se colocan en placas de Petri. Los
tejidos del cerebro se recogen rapidamente y se colocan en un refrigerador a una temperatura de -20°C, durante 20
min y se retiran. Se extirpa el bulbo olfatorio, el cerebelo y el tallo cerebral inferior, y luego se corta el cerebro
restante cinco veces con un intervalo de 2 mm, con lo que se forman seis cortes coronarios coronales consecutivos.
Se afiade una solucion de colorante TTC al 2% a las placas de Petri para sumergir el corte del cerebro en la
solucion. Las placas de Petri se colocan a la temperatura de 37°C y se incuban en ausencia de luz durante entre 25
y 30 minutos durante los cuales los cortes de cerebro se vuelcan una vez cada 5 min. Después de la tincién con TTC
de los cortes de cerebro, un tejido normal de las mismas se presenta rojo y una regién isquémica presenta de color
blanco. Cuando finaliza la tincién TTC, la solucién de colorante TTC se elimina de las placas de Petri mediante
jeringas. Luego se afiade solucion de formalina con una cantidad que permite sumergir los cortes de cerebro, y las
placas de Petri se colocan en la oscuridad. Después de 24 horas, se sacan cortes de cerebro solidificados y se
ordenan en un fondo azul para tomar fotografias. Imagen del software del sistema de analisis de imagen J se usa
para procesar las imagenes, y se calculan un area de infarto y un area total del corte de cerebro, respectivamente, y
el porcentaje de infarto cerebral se deriva usando la ecuacion: porcentaje de infarto cerebral (%) = (area de
infarto/area total del corte de cerebro) X 100%. Debido a que cada corte tiene el mismo grosor de 2 cm, el area del
infarto es capaz de representar el volumen del infarto en cierto grado.

5) Resultados del experimento

Se sabe a partir de los resultados de la evaluacidon neuroconductual que, en el grupo de control del solvente, las
ratas registradas con la puntuacion de 0 no existen, mientras que las ratas registradas con la puntuacion de 2 o la
puntuaciéon de 3 son las predominantes. Aquellas ratas que se colocan en la posicidon prona en los miembros
anteriores cuando se levantan y presentan disminuyen las fuerzas de resistencia en el lado opuesto de la oposicion
al enfrentarse a las fuerzas de empuje externas se registran con la puntuacién 2. Las ratas que presentan un
comportamiento circulatorio tienen una puntuacion de 3. Algunas ratas que presentan sintomas relativamente serios
y se paralizan en el suelo se registran con la puntuacion 4. Los datos experimentales son procesados linealmente
por el software estadistico SPSS17.0 y el analisis de varianza de un factor (ANOVA) se usa para examinar las
diferencias neuroconductuales entre los grupos, lo que indica que el grupo 3-n-butil isoindolina cetona tiene una
diferencia significativa (P = 0.003 <0.01) en el alivio del comportamiento neurolégico en comparaciéon con el grupo
control blanco y no tiene una diferencia significativa (P = 0.384 >0.05) comparado con el grupo buitilftalida, y que el
grupo butilftalida tiene una diferencia significativa en el alivio del comportamiento neurolégico en comparacion con el
grupo control blanco (P = 0.031 <0.05). Los resultados de la evaluacion neuroconductual demuestran que la 3-n-buitil
isoindolina cetona tiene una cierta eficacia en el alivio de los sintomas causados por la isquemia cerebral local en
ratas, y la eficacia de alivio de la 3-n-buitil isoindolina cetona es incluso ligeramente mejor que la de butilftalida. Esta
conclusién es coincidente con los resultados de tincion de los cortes de cerebro, y ademas indica que la mejora en la
eficacia del farmaco en el comportamiento neuroldgico esta en correlacion paralela con el efecto de reducir el area
del infarto.
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La influencia de la 3-n-butil isoindolina cetona sobre el volumen del infarto cerebral se ilustra en las imagenes
adjuntas de los resultados del experimento.

El area de infarto y el area total de los cortes de todos los grupos se recogen mediante la imagen J para calcular el
porcentaje de infarto. Ha demostrado que la eficacia de la 3-n-buitil isoindolina cetona para reducir la region del
infarto es muy obvia y es incluso mejor que el grupo de control positivo de butilftalida. Comparado con el grupo de
control de solvente, el volumen de infarto del grupo de 3-n-butil isoindolina cetona se reduce en un 41.199%,
presentando asi un efecto obvio. Los efectos de la reduccion de las regiones de infarto de los tres grupos se
comparan usando el método ANOVA de un factor, y de las comparaciones se deduce que el grupo 3-n-butil
isoindolina cetona tiene una diferencia significativa (P <0.001) en el area reducida del infarto en comparacioén con el
grupo control blanco, y la diferencia entre el grupo 3-n-butil isoindolina cetona y la buitilftalida no tiene significacion
estadistica (P = 0.989). La butilftalida también tiene una diferencia significativa (P <0.01) en el area de infarto
reducido en comparacién con el grupo control blanco.

Los resultados anteriores demuestran que la 3-n-butil isoindolina cetona tiene un cierto efecto terapéutico sobre el
infarto cerebral de isquemia y tiene gran importancia en el tratamiento del infarto cerebral clinico.
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto representado por la férmula | para uso en la prevencién o el tratamiento del infarto cerebral.

(1]

(D

2. El compuesto representado por la formula I, para uso segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el
compuesto es () 3-n-butil isoindolina cetona, (+) 3-n-butil isoindolina cetona o (-) 3-n-butil isoindolina cetona.

3. El compuesto representado por la formula |, para uso segun la reivindicaciéon 1, caracterizado porque el infarto
cerebral es causado por isquemia local.

4. El compuesto representado por la férmula |, para uso segun la reivindicacion 1, caracterizado porque una dosis
terapéuticamente eficaz del compuesto esta entre 0.1 y 100 mg por kg por dia.

5. Una composicion farmacéutica para uso en la prevencion o tratamiento de infarto cerebral, comprendiendo la
composicion farmacéutica:

a) una dosis terapéuticamente eficaz del compuesto representado por la férmula | de la reivindicacion 1; y

b) un portador farmacéutico o un excipiente.

6. La composicion farmacéutica para uso segun la reivindicacion 5, caracterizada porque la composicion
farmacéutica esta en formas de dosificacion de comprimidos, capsulas, inyecciones, granulos, pildoras, polvos,

preparaciones de liberacion modificada, preparaciones de liberacion sostenida y sistemas de administracion de
particulas.
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FIG. 2
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FIG. 3

12



ES 2689042 T3

w
W
sl

0 - :
Puntuacidn Grupo control Grupo 3-n-butil Grupo
comportamiento blanco isoindaolina cetona butilftalida

FIG. 4

0.3 -

0.25 -

0.2

EE 22

0.15 -

0.1 -

0.05 -

[ —
Porcentaje de Grupo control Grupo 3-n-butil Grupo
area de infarto blanco isoindolina cetona butilftalida

FIG. 5

13




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

