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DESCRIPCION
Uso de 3-(3-[1,2,4]-triazolo)-oxatriazolio-5-olato para tratar trastornos sexuales

La invencién pertenece a la industria quimica y farmacéutica, incluyendo la creacién de un nuevo agente medicinal
destinado a tratar trastornos sexuales, y se puede utilizar en la bioquimica, la fisiologia y medicina.

Antecedentes de la invencion

La funcion independiente de endotelio vascular en la regulacion del tono vascular se afirmé en primer lugar en el
articulo Furchgott y Zawadzki publicado en Nature, 1980 [1]. Los autores revelaron la capacidad de cambios de tono
muscular independientes en la arteria aislada en respuesta a la acetilcolina, sin la participacion de mecanismos
centrales (neuro-humorales).

Otros estudios confirman que el endotelio no es una barrera pasiva entre la sangre y los tejidos, sino una estructura
activa. Su disfuncion es inherente a la patogénesis de casi cualquier trastorno cardiovascular, incluida la aterosclerosis,
hipertension, enfermedad cardiaca coronaria (CHD), insuficiencia cardiaca cronica (CHF). Ademas, participa en las
reacciones inflamatorias, procesos autoinmunitarios, diabetes, trombosis, sepsis, crecimiento maligno, etc. [1].

Normalmente, la reaccion endotelial consiste en el aumento de la produccion de sustancias que conducen a la
relajacion de los musculos lisos de la pared vascular, principalmente de 6xido nitrico (NO) y sus derivados (factores
de relajacion endotelial), junto con la prostaciclina y factor de hiperpolarizacién dependiente del endotelio. Cabe
sefalar que los efectos de NO no estan limitados por la dilatacién local, sino que incluyen un efecto antiproliferativo
sobre los musculos lisos vasculares. Ademas, el NO ejerce varios efectos sistémicos importantes dentro del lumen
vascular, incluidos los que protegen las paredes vasculares y evitan la formaciéon de coagulos: bloqueo de la
agregacion plaquetaria, de oxidacion de lipoproteinas de baja densidad (LDL), de expresion de moléculas de adhesién,
de adhesién de monocitos y plaquetas a la pared vascular, de la produccién de endotelina. En ciertos casos, el
endotelio se convierte en una causa de constriccion vascular, tanto debido a la produccion reducida de NO como al
aumento de sintesis de vasoconstrictores (factores de constriccién endotelial): aniones sobreoxidados, prostenoides
vasoconstrictores como el tromboxano A2 y endotelina-1 (ET-1 ) La exposicion prolongada a varios factores darinos
(hipoxia, intoxicacion, inflamacion, sobrecarga hemodinamica) da como resultado el agotamiento gradual y la inversion
de la capacidad de dilatacién compensatoria del endotelio, y el predominio de la vasoconstriccion y la proliferacion
endotelial en respuesta a los estimulos habituales. La activacion crénica excesiva del sistema renina-angiotensina-
aldosterona (RAAS) es el factor mas importante de la disfuncion endotelial. [1]

La molécula de éxido nitrico (NO) es un agente vasodilatador principal. Normalmente, los niveles bajos de NO se
liberan continuamente del endotelio y favorecen la dilatacion de los vasos. La biusqueda de métodos eficaces de
correccion de las funciones endoteliales deterioradas en pacientes con CHD es uno de los objetivos importantes de la
cardiologia moderna. En este contexto, tanto la medicina experimental como la practica expresan interés en los
estudios de un fendémeno fisiol6gico llamado “preacondicionamiento”. El preacondicionamiento como resultado de
episodios cortos de isquemia-reperfusion conduce a una mejor resistencia del tejido a la isquemia. Hay varios métodos
de preacondicionamiento disponibles. Clinicamente, el preacondicionamiento farmacoldgico es preferible debido a la
simplicidad tecnolégica y la ausencia de peligro isquémico potencial para los tejidos afectados. Entre las sustancias
farmacolégicas, Nicorandil es uno de los agentes humorales mas prometedores que participan en la implementacion
del fenédmeno de preacondicionamiento. Nicorandil posee propiedades favorables, como la ausencia de efectos
adversos. Ademas, es uno de los donantes de éxido nitrico [2].

Staroseltseva OA et al. demostré una proteccion endotelial y cardiaca significativa debido al preacondicionamiento
isquémico en el modelo de deficiencia de NO inducida por L-NAME. Esta proteccién se manifiesta en la reduccion de
la relacion de disfuncion endotelial (EDR) a 2.5+0.3AU, la prevencion de la depresion del nivel de NO (4.8+0.29
mcmol/L) y el aumento de la PCR (0.74+0.05 mg/dL), la prevencién de la reactividad adrenérgica excesiva, y en el
aumento de la contractilidad cardiaca hasta el 87.1 £ 6.4% durante las pruebas de resistencia; El preacondicionamiento
de Nicorandil (4 mg/kg) resulté en una proteccion endotelial y cardiaca significativa en el modelo de deficiencia de NO
inducida por L-NAME, lo que resultd en una reduccion de EDR a 1.76+0.18AU, prevencién completa de la reduccion
del nivel de NO (6.2+0.25 mcmol/L) y del aumento de la PCR (0.6+0.1 mg/dL), prevencion de reactividad adrenérgica
excesiva y aumento de la contractilidad del miocardio hasta 77.2+8.3% durante las pruebas de resistencia. Los
estudios patomorfolégicos revelaron una disminucion en la aparicién de glomerulopatia membranosa, hipertrofia de
miocitos cardiacos y necrosis de cardiomiocitos, cambios destructivos del endotelio vascular e hipertrofia de las
paredes vasculares en los rifilones y en el miocardio. La glibenclamida (4 mg/kg) proporciond6 el bloqueo de los canales
de potasio dependientes de ATP y los efectos protectores neutralizados del preacondicionamiento isquémico distante
en el endotelio y el corazén, asi como del preacondicionamiento de helio (gas inerte), del preacondicionamiento
farmacolégico con el uso de Nicorandil en el modelo de deficiencia de NO inducida por L-NAME. Esto dio como
resultado un aumento de EDR hasta los valores cercanos a los del grupo L-NAME, en la reduccion de NO y aumento
de la proteina C reactiva en cualquier grupo [2].
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Bloqueo de NO-sintasa debido a 7 dias de duracién de administracion de L-NAME se sabe que induce la hipertension
arterial (presion arterial media sistolica 191.3+7.1, significa PA diastélica 146.0+4.2 mm Hg) y aumento de 5 veces de
relacién de disfuncion endotelial. Se demostrd el efecto del uso concomitante de donador de NO, L-arginina e
inhibidores de la arginasa L-norvalina y nor-NONA, lo que condujo a la disfuncién endotelial inducida por L-NAME
neutralizado, que resulté en EDR y reduccién de la presion arterial. La combinacion mas eficaz incluy6 L-arginina 70
mg/kg y L-norvalina 10 mg/kg en forma de accién prolongada con un periodo de liberacién de 12 horas.

Uno de los principales mecanismos fisiol6gicos de la relajacion del musculo liso consiste en el aumento del nivel de
cGMP (nucleodtido ciclico). En la actualidad, la via de relajacién vascular dependiente de NO-cGMP esta bien
estudiada. Esta via esta mediada por la activacién de guanilato ciclasa soluble (sGC). Aqui, se usan los farmacos que
pueden producir NO. Esto conduce a un rapido aumento del nivel de cGMP en los musculos lisos vasculares por un
corto tiempo. Sin embargo, el uso repetido de donadores de NO conduce a la desensibilizacion de la via dependiente
de NO-cGMP vy a la tolerancia que resulta en su ineficacia en casos de administracién a largo plazo. Por lo tanto, la
busqueda de mecanismos y farmacos capaces de activar sGC durante mucho tiempo es uno de los conceptos
prometedores en la fisiologia y farmacologia del sistema cardiovascular. En 1966, se revelé el efecto hipotensor de
los derivados de oxatriazol en perros anestesiados. No se investigd el mecanismo del efecto hipotensor del
oxatriazolio-5-olato.

Uno de los derivados oxatriazolio-5-olato, 3-(3-[1,2,4]triazolo)-oxatriazolio-5-olato (AS-6), proporciona un efecto
hipotensor prolongado en ratas SHR y Wistar conscientes. En el presente estudio, se examiné el nivel de activacion
de sGC purificado obtenido de los pulmones del conejo, con el fin de evaluar el mecanismo bioquimico de los efectos
de AS-6. In vitro, AS-6 (100 mcmol/L) activa sGC hasta 30 veces en comparacion con la actividad basal. La activacion
de sGC aumenta después del aumento del nivel de AS-6, por lo tanto, este efecto depende de la dosis. Ademas, AS-
6 proporciona la activacion de la sintesis de cGMP en la aorta de ratas Wistar hasta un nivel de 13 veces en
comparacién con los valores iniciales. Por lo tanto, AS-6 estimul6 la sintesis de cGMP inducida tanto por sGC
purificada como por sGC en el tejido aértico. La activacion de sGC depende de la dosis [3].

Recientemente, se atribuye una importancia significativa a la disfuncién endotelial como una posible causa de la
disfuncion eréctil [4, 5]. Este fendmeno conduce a la pérdida de las propiedades reguladoras del endotelio,
principalmente de la capacidad de cambiar el tono del musculo liso en el limite del endotelio debido a la disminucién
local de la produccion de NO. El papel clave del aumento de la descarga de NO en el inicio, desarrollo y mantenimiento
de la ereccién esta bien establecido [6].

Por otra parte, los agentes farmacéuticos utilizados para la mejora de la potencia sexual, son conocidos [7].

Sin embargo, tales agentes farmacéuticos no se pueden utilizar Unicamente para el tratamiento de trastornos sexuales,
y se aplican con fines profilacticos.

Un agente farmacéutico que mejora la potencia sexual esta disponible [8].

Este agente farmacéutico es mas bien utiliza seguin sea necesario, y su administracion no es para propositos de
tratamiento.

El analogo mas cercano representa un agente farmacéutico usa para tratar los trastornos sexuales [9].

Sin embargo, este agente no proporciona la produccion de NO local eficaz y cualquier efecto hipotensor, por lo tanto,
no puede ser eficaz en el tratamiento de los trastornos sexuales.

Resumen de la invencién

En el contexto de los hechos anteriores, el propdsito de la presente invencidn consiste en la creacién de un nuevo
agente farmacéutico que proporciona un tratamiento eficaz de los trastornos sexuales.

El resultado técnico de la presente invencion consiste en la expansion de la esfera de uso de 3-(3-[1,2,4]triazolo)-
oxatriazolio- 5-olato.

Otro resultado técnico de esta invencion consiste en la creacion de una composicion farmacéutica que proporciona un
tratamiento eficaz de los trastornos sexuales.

Este resultado técnico se puede obtener debido a la utilizacién de 3-(3-[1,2,4]triazolo)-oxatriazolio-5-olato como un
tratamiento de los trastornos sexuales como parte de la composicion farmacéutica destinada para el tratamiento de
trastornos sexuales.
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La forma de realizacién de esta invencion trata con 3-(3-[1,2,4]-triazolo)-oxatriazolio-5-olato para su uso en el
tratamiento de trastornos sexuales y la composicién farmacéutica para uso en el tratamiento de trastornos sexuales
que contiene 3- (3-[1,2,4]-triazolo)-oxatriazolio-5-olato.

Breve descripcion de los dibujos
Figura 1 - Diagrama de dependencia de absorcién de endotelina-1 (ET-1) frente a la concentracién de analito.

Figura 2 - Diagrama de dependencia de la absorcion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) frente a la
concentracion de analito en ratas.

Figura 3 - Diagrama de dependencia de la absorcion de éxido nitrico libre (NOx) frente a la concentraciéon de analito.
Realizaciones de invencion

En consecuencia, uno de los modos de implementacién de la presente invencion consiste en al menos un 3-(3-[1,2,4]-
triazolo)-oxatriazolio-5-olato farmacéuticamente aceptable para su uso en el tratamiento de trastornos sexuales.

Otra realizacion de esta invencién se refiere a 3-(3-[1,2,4]-triazolo)-oxatriazolio-5-olato para su uso en el tratamiento
de trastornos sexuales que se caracterizan por la seleccién de los trastornos sexuales de las siguientes series:
ausencia o pérdida del deseo sexual, reaccion genital insuficiente, disfuncion orgasmica.

Otra realizacion de esta invencion se refiere a la composicion farmacéutica para uso en el tratamiento de trastornos
sexuales que contiene al menos 3-(3-[1,2,4]-triazolo)-oxatriazolio-5-olato como un ingrediente activo en la dosis
necesaria para lograr el efecto terapéutico

Otra realizacion de esta invencion se refiere a la composicion farmacéutica para uso en el tratamiento de trastornos
sexuales que contiene al menos 3-(3-[1,2,4]-triazolo)-oxatriazolio-5-olato como un ingrediente activo en la dosis
necesaria para lograr el efecto terapéutico, caracterizandose por la seleccion de trastornos sexuales de las siguientes
series: ausencia o pérdida del deseo sexual, reaccion genital insuficiente, disfuncién orgasmica.

Otra realizacion de esta invencién consiste en 3-(3-[1,2,4]-triazolo)-oxatriazolio-5-olato para su uso en el tratamiento
de trastornos sexuales como un ingrediente activo de la composicion farmacéutica de la dosis 0,005 g a 0,116 g.

Resumen de la invencién

La sintesis de composiciones farmacéuticas que contienen al menos un vehiculo farmacéuticamente aceptable
derivado oxatriazolio-5-olato, se basa en el estado de la técnica y no necesita una descripcion detallada. Estas
composiciones pueden obtenerse con el uso de tecnologias conocidas (como la fabricacion de tabletas) y pueden
estar presentes en cualquier forma farmacéutica del estado de la técnica (es decir, tabletas, formas liquidas, capsulas).

Con el fin de controlar la exactitud y aplicabilidad de la presente invencion técnica, el estudio de investigacion se puso
en marcha con el objetivo de evaluar la actividad farmacolégica especifica de los compuestos. Otros resultados se
presentaran con el ejemplo de 3-(3-[1,2,4]-triazolo)-oxatriazolio-5-olato (Azasidnon, AS-6).

Con base en el articulo 11 de la Ley Federal “Sobre la circulacién farmacéutica” (#61-FZ), “La evaluacion preclinica
de los agentes medicinales se realiza en base a los métodos cientificos de evaluacién de los efectos de la obtencion
de las evidencias de la seguridad, calidad y eficacia de los farmacos”.

Las abreviaturas utilizadas en el texto son las siguientes:

ET-1 - endotelina-1 de rata

L-NAME - clorhidrato éster metilico de N-omega-nitro-L-arginina
NO - éxido nitrico

NO - 6xido nitrico, libre

VEGF libre - vascular factor de crecimiento endotelial

AH - hipertension arterial
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IG - modo de administracion intragastrica

DBP - presion arterial diastolica

MLP - periodo de latencia creciente

RAAS - Sistema de Aldosterona Angiotensina Renina
SBP - presion arterial sistolica

HR - frecuencia cardiaca

ED - disfuncién endotelial.

Materiales y métodos del estudio de investigacion

Los materiales y métodos utilizados para evaluar la actividad especifica de AS-6 en el modelo experimental de la
hipertension arterial con la disfuncién endotelial

En el modelo de hipertension arterial con disfuncién endotelial, se administré por via intraperitoneal, 25 mg/kg, N-nitro-
L-arginina metil éster (L-NAME) bloqueador NOS endotelial, diariamente, durante 7 dias [2, 3]. El bloqueador se
administrd en cloruro de sodio al 3% en la dosis de 1 ml/100 g de peso corporal. Esta combinacién de inhibidor de NO-
sintasa con solucion hiperténica proporciona activacién de RAAS, descarga de aldosterona, retencién de sodio y agua,
deterioro funcional del endotelio vascular.

Modelo experimental se basé en el uso de clorhidrato de éster metilico de N-w-nitro-L-arginina, (C7H1sN504xHCI, M.w.
269.7 [Sigma-Aldrich, EE.UU.]) y de cloruro de sodio (Reachim, Rusia).

La solucién de inhibidor se prepar6 en el agua purificada, 250 mg por 100 ml de cloruro de sodio al 3%. El pesaje de
los reactivos se realizé en la balanza analitica GH-300 (A&D, Japén).

Animales y su manejo, grupos experimentales

La gestion de los animales de laboratorio se organiz6 de acuerdo con las “Normas sanitarias de organizacion,
equipamiento y gestion de clinicas biologicas experimentales (viveros)” (RF, aprobada el 06 abril 1973), “Guia para el
Cuidado y Uso de Animales de laboratorio” (Estados Unidos, National Academy Press, Washington, DC, 1996);
“Directrices sobre el manejo y uso de animales de laboratorio” (FELASA, 2010), “Animales de laboratorio” (reglamento
y directriz, Academia Rusa de Ciencias Médicas, Moscu, 2003).

Los experimentos se realizaron con el uso de 40 ratas Wistar macho blancos con un peso corporal inicial de 220-240
g y 20 ratas hembra virgenes blancas 180-200 g. Los animales fueron comprados en la granja Rappolovo (Academia
Rusa de Ciencias Médicas, San Petersburgo). Ademas del forraje mezclado, las ratas recibieron pan.

La duracion del periodo de adaptacion (aclimatacion) fue de 14 dias para cada animal. Durante el periodo de
aislamiento, los animales fueron examinados diariamente (comportamiento y estado general), dos veces al dia, los
animales fueron evaluados en las jaulas (morbilidad y mortalidad). Antes del experimento, los animales que cumplian
con los criterios de elegibilidad fueron asignados aleatoriamente a grupos de estudio. Los animales no elegibles fueron
excluidos del estudio durante el periodo de aislamiento.

Se colocaron jaulas de animales en salas separadas. El control del medio ambiente se realiz6 diariamente durante el
estudio. Este control incluia control de temperatura y humedad. El periodo de luz incluyé 12 horas de noche méas 12
horas de dia (luz artificial de lamparas fluorescentes). La temperatura del aire se mantuvo al nivel de 20-22°C, la
humedad relativa al nivel del 50-70%. El régimen de intercambio de aire proporcioné aproximadamente 15 volimenes
de sala por hora, el nivel de CO2no mas de 0.15% v/v, el nivel de amonio no mas de 0.001 mg/L.

Durante el estudio, cada animal se examin6 diariamente. El examen incluyé la evaluacién del comportamiento general
y del estado general. Cada animal fue etiquetado con el uso de &cido picrico en el pelaje (ratas). Los datos se
registraron en los registros de laboratorio.

Se utiliz6 la sustancia AS-6 (lote 080909) que contenia el 101,0% del ingrediente activo, de acuerdo con el Protocolo
de Analisis No. 80-Pr, fechado el 25 de septiembre de 2009 (Oficina de Tecnologia y Construccion Especial de
Empresa Unitaria del Estado Federal “Tekhnolog”). La sustancia se utiliz6 para la preparacién de soluciones para la
administracion oral diaria basada en la solucion salina fisiolégica.

5
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La solucion salina fisiologica se utiliz6 como placebo. Las soluciones se administraron diariamente a través del tubo
de alimentacion metalico atraumatico con aceituna pulida al fuego con el uso de una jeringa dosificadora.

Los animales se dividieron en las ramas de la siguiente manera: 1 - animales intactos; 2 - grupo de control, machos
(L-NAME + NaCl; solucion salina fisiolégica como placebo); 3 - ratas macho que recibieron AS-6 en la dosis de 0,5
mg/kg (dosis 1); 4 - ratas macho que recibieron AS-6 en la dosis de 5 mg/kg (dosis 2); 5 - ratas macho que recibieron
AS-6 en la dosis de 10 mg/kg (dosis 3); 6 - ratas hembras virgenes (solo en la evaluacion de la actividad sexual). Cada
grupo incluia 8 animales.

Materiales y métodos utilizados para evaluar los parametros funcionales de las funciones cardiovasculares

La medicion de la presion sanguinea en ratas se realiz6 con el uso del sistema para la medicién de la presion arterial
no invasivo para animales pequefios dentro del complejo Poligrafo para estudios electrofisiolégicos (MP150WSW
“BIOPAC Systems, Inc.”, EE.UU.).

Procedimiento

Las ratas se colocaron en cajas especiales. HR y BP (SBP y DBP) se registraron varios minutos después de la
estabilizacion de los parametros medidos. Los parametros se midieron en las colas con el uso de una sonda
piezoeléctrica y el manguito correspondiente, varios minutos después de la colocacion del animal en la lamina
termostatizada que mantuvo la temperatura en las camaras dentro de 26-27°C. La prueba cardiovascular funcional se
realizé antes (al inicio del estudio) y después de la administracion del inhibidor de NOS vy al final del tratamiento.

Materiales y métodos utilizados para evaluar los parametros funcionales del endotelio.

Los parametros bioquimicos fueron evaluados con el uso de kits preestablecidas (USCN Life Science Inc., USA,
Bender MedSystems GmbH, Austria, R&D Systems, EE.UU.). La medicién se realizé con el uso del fotdmetro
multifuncional Synergy-2 (BioTek Instruments, Inc., EE. UU.). Todos los estudios se realizaron de conformidad con la
normativa vigente de laboratorio [12-13].

La evaluacién del factor de crecimiento endotelial vascular endotelina-1, y los niveles de 6xido nitrico y se llevo a cabo
en el suero de ratas al final del experimento con el uso de andlisis de inmuno-enzimas y analisis espectrofotométrico
con anticuerpos especificos de especies (especifico de las ratas).

La medicion cuantitativa de endotelina-1 (ET-1) se realizé con el uso de ELISA con USCN Life Science Inc. (EE.UU.)
kits. Se introdujeron muestras de suero de los animales experimentales (50 mcl) y estandares de concentraciones
conocidas en los pocillos de la placa. Luego, se introdujeron 50 mcl de solucion de deteccion (reactivo A). Después
de 1 hora de incubacién a 37°C, los pocillos se enjuagaron 3 veces y se introdujeron 100 mcL de solucion de deteccion
(reactivo B) en cada pocillo. Posteriormente, la placa se incubd nuevamente a 37°C durante 30 minutos. La placa se
enjuago 5 veces con tampén de lavado y se introdujeron 90 ml de sustrato TMB en cada pocillo. Después de 15
minutos de incubacién a 37°C, se anadieron 50 mcL de solucion de parada. La reaccion se leyé a 450 nm. Los
diagramas de dependencia de la absorcién frente a la concentracion de analito y los parametros de la ecuacién se
muestran en la Figura 1 y en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametro de la ecuacion de dependencia de la concentracién de endotelina

Nombre de curva Férmula de curva A B C D R2

ET-1 Y = (A-D)/(1+(X/C)*B) + D 3.93 1.03 9.25 0.0328 0.995

La medicién cuantitativa del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) se llevd a cabo con el uso de ELISA con
los kits Bender MedSystems GmbH (Austria). Solucidon de calibracion 100 mcL, muestras de suero de los animales
experimentales (50 mcL) y diluyente de muestra (50 mcL) se introdujeron en los pocillos de la placa. Luego, se
anadieron 50 mcL de conjugado de biotina. Después de 2 horas de incubacion a 20°C, los pocillos se enjuagaron 6
veces y se introdujeron 100 mcL de conjugado de estreptavidina/peroxidasa de rabano en cada pocillo.
Posteriormente, la placa se incubd nuevamente a 37°C durante 1 hora. La placa se enjuag6 6 veces con tampon de
lavado, y se introdujeron 100 mcL de sustrato TMB en cada pocillo. Después de una incubacién de 30 minutos a 20°C,
se anadieron 100 mcL de solucion de parada. La reaccion se leyé a 450 y 620 nm. Los diagramas de dependencia de
la absorcion frente a la concentracion de analito y los parametros de la ecuacion se muestran en la Figura 2 y en la
Tabla 2.
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Tabla 2. Parametros de la ecuacién de dependencia de la concentracion de VEGF

Nombre de curva Férmula de curva A B C D E R2

VEGF Y = (A-D)/(1+(X/C)"B)"E + D 0.0209 1.86 1.60E+04 4.27 10.8 1

La medicion cuantitativa de 6xido nitrico no unido se realizé con el uso de espectrofotometria con kits R&D Systems
(EE.UU.). Las proteinas se precipitaron con sulfato de zinc/hidroxido de sodio. Se introdujeron muestras de
sobrenadante en suero de los animales experimentales (50 mcL) y estandares de concentraciones conocidas en los
pocillos de la placa. Luego, se anadieron 50 mcl de diluyente de muestra, reactivo Griss 1 y reactivo Griss 2. La
reaccion se ley6 a 540 y 690 nm después de una incubacion de 10 minutos a 37°C. Los diagramas de dependencia
de la absorcion frente a la concentracion de analito y los parametros de la ecuacion se muestran en la Figura 3y en
la Tabla 3.

Tabla 3. Parametros de la ecuacién de dependencia de la concentracién de NO

Nombre de Férmula de curva A B C D R2
curva

NOx Y = (A-D)/(1+(X/C)"B) + D 0.00145 1.23 125 0.904 1

Materiales y métodos utilizados para evaluar la actividad sexual

La prueba de la actividad sexual de los animales se realizé después del final del ciclo de tratamiento. El macho probado
se colocd en la camara de prueba (40x40x30 cm), 5 minutos antes de la presentacion de la rata hembra sexualmente
receptiva. Se colocé una hembra al lado de cada macho. La evaluacion del comportamiento sexual se realizé en el
cuarto oscuro con luz roja ciega. Los componentes de la actividad sexual se registraron visualmente durante un periodo
de 30 minutos: latencia de montaje (intervalo ML desde la colocacién de la hembra en la jaula hasta el primer montaje
de macho) y la tasa de montajes, intromisiones y eyaculaciones [14-15].

Materiales y métodos utilizados en el procesamiento estadistico de datos

Los datos de la observacién grabados en los registros de laboratorio, las grabaciones de instrumentos y los datos de
medicién obtenidos durante la prueba de parametros fisioldgicos y bioquimicos se introdujeron en la matriz primaria
de datos en Microsoft Excel 2003. Una tabla de niveles mdltiples se compone, con los animales distribuido de acuerdo
con los numeros y las dosis de farmacos correspondientes.

El analisis estadistico de los resultados se realiz6 utilizando el paquete de software Statistica 8.0. En primer lugar, se
verificd la normalidad de distribucion de los valores (prueba de Shapiro-Wilk). En base a esta verificacion, los
resultados no se distribuyeron normalmente. Por lo tanto, se utilizaron pruebas no paramétricas, es decir, la prueba
de dispersion de rango de Kruskal-Wallis. El nivel de significacion fue de 0.05 para cada analisis.

Resultados del estudio
Efecto de Azasidnon sobre la presion arterial en ratas en el modelo de hipertension con disfuncion endotelial

Los efectos de diferentes dosis de AS-6 en los parametros cardiovasculares de ratas en el modelo de hipertension
arterial con la disfuncién endotelial se muestran en la Tabla 4.



ES 2747995 T3

[e1o1Ul JOJeA "SA BARROLIUBIS BIOUBIBYP ‘GO0 > d ,,

Oludiwelel] UIS Sa[ewiuy "SA BAllRoIUBIS BIOUBIBIP ‘GO0 >d ,

:sejou y B|ge

«+/+0'G «/xV'E By/6w
9L+ v'v0¥ c¢e+02c0lt Sy +vEct 8VI+ 1'LGE + 102t + L6yl L'61+ 9°€6E L'v+ G'86 9v+G0¢l 0l 9-SY
¥*—..N *u—.\*v.v ¥*\*m.v OX\OE
6°'8¢+ 6'GEY 6'LFGLEL F6' LYl €491+ 09.¢ FOLLL F98Y1I }'¢c+ 2'8evy cE+6/.6 '+ 8€Ect G 9-SVY
++/xC'G x+l+E°L «+/+9' Y By/Bw
L'EL+00cy +F6'LLL + L'EGL L'8+8'1G¢ +8¢CLL L€+ 0'G¥ L QLLF 9Ly ¢'c+ .'86 Gc+c29cl G0 9-SvY
*u—.\*v.v ¥*\*N.N
7’1+ 8°68€ L'6+ 860} Fvavl 1’9+ 9'86¢€ COFO0LLE F0evl 0Gl+ 1'/6€ 8 v+ 9'66 'O+ 1’82t |0JjJU0d
ojusiwelen
¢'9+ 9'06€ ¥'e+ 1'96 L€+ 9Vvel 8 L1+ G'00¥ ceFL'L6 e+ 1'9¢t GCL+ l'62y ¥'G+ 296 'O+ ¥'8¢t uls
dH d4dd ddS dH ddd d4dS dH d4dd ddS

(41 B1Q) clualWElR)] Bp sandsag

(£ e1q) @24qwoN-T Jousisod sisoqg

(0 B1Q) 101Ul JO[BA

(w F ) oipnisa ap sosdweled

(g=u) oipnise
ap soze.g

sejel ue eauinBues ugisaid ap soJjsweled SoO| Us UOUPISEZY 8p 0108} “{ B|ge]




10

15

20

25

30

ES 2747995 T3

El modelo experimental mostré un aumento de la presién arterial sistélica en 20 mm de Hg en la BP diastélica media
e incrementada de por 10 mm Hg en la media. AS-6 proporcion6 una disminucion de la presién arterial dependiente
de la dosis, con un pico de 10 mg/kg después de 7 dias de tratamiento. No se observaron cambios significativos en la
frecuencia cardiaca ni en el brazo control ni en el experimental.

El AS-6 en la dosis de 0.5 mg/kg no afecté los niveles de SBP o DBP en (p>0.05=1). Con un aumento de dosis de 10
veces hasta 5 mg/kg, se observo la disminucién de la PAD elevada y la PBE elevada sin cambios (p<0.05). AS-6 en
la dosis de 10 mg/kg proporcion6 la normalizacién de la presion arterial frente a los valores basales y el modelo
experimental (diferencia significativa, p<0.05).

Efecto de AS-6 sobre los parametros de disfuncion endotelial

Los parametros que caracterizan el estado endotelial en el modelo de hipertension arterial con la disfuncién endotelial
vs. dosis Azasidnon se muestran en la Tabla 5.

Parametros de Brazos de estudio (n=8; M = m)
estudio
Sin Control AS-6, 0.5 mg/kg | AS-6,5.0 mg/kg | AS-6, 10.0 mg/kg
tratamiento
ET-1, pg/mL 1.28 +0.22 3.45+0.72¢ 2.48+0.50 1.75+0.48 0.78 £ 0.29#
VEGF, pg/mL 123.33 41.66 £5.34 46.01 £2.42 79.49 £ 19.75 91.9+21.84
+31.97
NO, mcmol/l 9.61 £0.58 5.26 £0.51* 8.83 +1.06 10.75 + 0.55% 14.08 +1.25*/

Tabla 5 notas:
* p<0.05, diferencia significativa vs. Animales sin tratamiento;
A p<0.05, diferencia significativa vs. animales de control;

# p<0.05, diferencia significativa vs. AS-6 0.5 mg/kg brazo.

Después de la administracion de solucién salina hipertdnica y el inhibidor de la NO-sintasa, los animales de control
demostraron el deterioro del endotelio vascular asociado con la hiperexpresion significativa y relevante de la
endotelina-1, vasoconstrictor principal (p=0.0201 vs. ratas machos sin tratamiento previo), deprimido produccion de
NO, factor de relajacion endotelial vascular (p=0.0000 frente a ratas machos sin tratamiento previo), y una tendencia
a la disminucién de la produccién de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (p=0.071 vs. ratas machos sin
tratamiento).

El tratamiento con AS-6 dio como resultado cambios favorables significativos de los niveles de endotelina-1 (los
cambios mas significativos se observaron después del uso de AS-6 en la dosis maxima de 10 mg/kg: p=0.010 frente
a animales control y p=0.015 vs. 1 dosis de AS-6 0.5 mg/kg). Ademas, se observé la tendencia dependiente de la
dosis a la normalizacion de la produccién del factor de crecimiento endotelial vascular (dosis de 10 mg/kg: p=0.116 vs.
ratas macho de control).

Durante AS-6 administracién, (NO) se observo la produccion del aumento dependiente de la dosis de éxido nitrico,
que supera el nivel de los animales sin tratamiento previo a la dosis de AS-6 10 mg/kg (p=0.0024 vs. ratas macho
intactas; p=0.0000 vs. grupo control; p=0.058 vs. 0.5 mg/kg y dosis de 5 mg/kg).

El andlisis de los datos obtenidos condujo a una conclusién acerca de AS-6 que es un donante de 6xido nitrico indirecto
en los animales (in vivo), por lo que esto se asocié con cambios significativos del nivel de nitritos detectables en suero.
Ademas, es un protector endotelial que proporciona la normalizacion de la producciéon de endotelina y la tendencia a
la normalizacion del factor de crecimiento endotelial vascular en ratas.

Efectos de Azasidnon sobre la actividad sexual en ratas macho

Los resultados del estudio se resumen en la Tabla 6.
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Los machos de control demostraron disminucion de medidas de la actividad sexual en comparacion con los animales
sin tratamiento previo. La mayoria de los animales demostraron 1 episodio de actividad sexual durante el estudio. En
estas ratas, el intervalo entre las sesiones de actividad sexual mostré una acumulacién no significativa en comparaciéon
con los animales sin tratamiento. En el grupo control, solo se observaron intromisiones en el 12% de los hombres. Al
mismo tiempo, entre los animales sin tratamiento, se observaron 2 sesiones de actividad sexual; El 25% de ellos
demostraron intromisiones.

Tabla 6. Efecto de Azasidnon sobre el comportamiento sexual en ratas macho

Parametros de estudio Brazos de estudio (n=8; M+m)
Sin Control Azasidnon 0.5 Azasidnon 5.0 Azasidnon 10.0
tratamiento mg/kg mg/kg mg/kg
Acariciar con el hocico, + + + + +

lamer las hembras

Tasa de montaje 44+15 24+0.5 6.6+2.8 7.4+3.1 8.6+2.6

Tasa de intromision 0.4+0.3 0.1+0.1 1.6£14 1.4+£11 3115

Tasa de eyaculacion - - - - -

Latencia de montaje, 11.3+£1.0 8.7+1.2 3.9+0.9* 4.2 +1.9* 3.2+1.4*A
min.
Intervalo entre 106+1.2 15.0+£1.0 8.8+0.9 10.2+2.2 75+19

sesiones, min.

Notas

* p<0.05, diferencia significativa vs. Animales sin tratamiento;
A p<0.05, diferencia significativa vs. Animales de control;

+ - presente;

- - ausente.

Los animales AS-6 (todas las dosis de estudio) demostraron la activacién de cualquier parametro de comportamiento
sexual deteriorado: aumento de la tasa de montaje e intromisién, reduccién significativa de la latencia de montaje. En
estas ratas, el intervalo entre las sesiones de actividad sexual fue similar al de los animales sin tratamiento.

El AS-6 de 0.5 y 5 mg/kg condujo a una mayor tasa de montaje vs. el control en el 40% de los animales, a una mayor
tasa de intromision en el 25% de las ratas y a una disminucion de 1.5 veces en el NM.

Se observé el efecto del tratamiento més significativa en relacion con los parametros de estudio en los animales que
recibieron la dosis de 10 mg/kg. El nimero de animales con intromisiones aumento al 50% (en ratas sin tratamiento)
y al 25%, entre los animales que recibieron las dosis de 0.5 y 5 mg/kg. Se demostré una disminucion de la latencia de
montaje en comparacion con los animales sin tratamiento y de control, y se demostré la disminucion de la tendencia
al intervalo entre sesiones.

El AS-6 no influyé en parametros de la funcién sexual como la eyaculacién. Dentro de las condiciones metodoldgicas
dadas del estudio de la actividad sexual, esta caracteristica estuvo ausente tanto en los machos de control y
experimentales como en las ratas sin tratamiento.

De este modo, AS-6 proporciona disminucién de la latencia y aumento no significativo de la tasa de montaje de
montaje. El efecto maximo se observé después de la administracion de 10 mg/kg de AS-6, lo que contribuyd al aumento
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del nimero de animales con intromisiones (aumento de 4 veces vs. el control), aumento de la tasa de sesiones de
actividad sexual, disminucién de la latencia de montaje e intervalo intermontaje.

La actividad farmacolégica de la sustancia AS-6 se estudié en el modelo de hipertension arterial con la disfuncion
endotelial en el Laboratorio Toxicolégico de Farmacos. Se demostr6 la actividad dependiente de la dosis de la
sustancia, asi como la proteccién endotelial debido a la normalizacion de la produccion de endotelina-1 y al aumento
del nivel de 6xido nitrico en el fondo de la inhibicion de la NO-sintasa endotelial inducida por L-NAME.

Sin dependencia de la dosis se demostr6 en la influencia sobre la actividad sexual de los machos. Se registré el
aumento de la actividad sexual (disminucién de la latencia de montaje, intervalo reducido entre sesiones de copula,
aumento de la tasa de intromision).

Los datos obtenidos llevaron a una conclusion acerca de la posibilidad de utilizar los derivados de oxatriazolio-5-olato
en el tratamiento de trastornos sexuales, tales como: ausencia o pérdida del deseo sexual, la reacciéon genital
insuficiente, disfuncién orgasmica.
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REIVINDICACIONES
1. 3-(3-[1,2,4]-triazolo)-oxatriazolio-5-olato para uso en el tratamiento de trastornos sexuales.
2. 3-(3-[1,2,4]-triazolo)-oxatriazolio-5-olato para uso en el tratamiento de trastornos sexuales de acuerdo con la
reivindicacién 1, donde los trastornos sexuales se seleccionan entre los siguientes: ausencia o pérdida de deseo
sexual, reaccion genital insuficiente, disfunciéon orgasmica.
3. 3-(3-[1,2,4]-triazolo)-oxatriazolio-5-olato para su uso en el tratamiento de trastornos sexuales de acuerdo con la

reivindicacién 1 o 2, caracterizado porque el 3-(3-[1,2,4]-triazolo)-oxatriazolio-5-olato se formula en una formulacion
farmacéutica en la cantidad de 0.005 g a 0.116 g por dosis.
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