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DESCRIPCION
Terapias de combinacion para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer y trastornos relacionados
Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional estadounidense n.° 61/718.303, presentada el 25 de
octubre de 2012.

Antecedentes

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo progresivo del cerebro, que se caracteriza por
el deterioro de la memoria, alteraciones del comportamiento, deterioro de actividades de la vida diaria y pérdida de la
funcién independiente. Se piensa que 18-24 millones de personas en el mundo padecen actualmente EA, dos tercios
de los cuales viven en paises desarrollados o en desarrollo. Este nUmero se espera que alcance los 34 millones en
2025.

La EA es una enfermedad complicada. Puede ser incluso el resultado de méas de una enfermedad. Se caracteriza por
una acumulacion de agregados insolubles de péptido beta amiloide (AB), tales como oligdmeros AB. Estos agregados
u oligbmeros se asocian con la respuesta inflamatoria celular y se piensa que se unen a un receptor de superficie
sobre neuronas y cambian la estructura de la sinapsis, interrumpiendo asi la comunicacion neuronal. Debido a la
pequefia cantidad producida por dia (22-27 ng/dia) y acumulada durante afios (aproximadamente 7-10 mg en cerebros
de sujetos con EA), esta respuesta inflamatoria diaria es invisible y no esta asociada con ningln sintoma principal.
Ademas, se piensa que las anomalias de la proteina tau desempefian un papel en la cascada de la enfermedad. Se
piensa que las proteinas tau hiperfosforiladas se emparejan con otras hebras de tau. Finalmente, forman marafias
neurofibrilares dentro de los cuerpos celulares de los nervios. Cuando esto se produce, los microtibulos se
desintegran, colapsando el sistema de transporte de neuronas. Esto puede dar como resultado en primer lugar
insuficiencias en la comunicacion bioquimica entre neuronas y posteriormente la muerte de las células.

Los recientes fracasos de varios farmacos prometedores han estimulado una mayor urgencia para investigar nuevas
dianas y sus interconexiones. Esto es, se necesitan nuevas terapias para el Alzheimer. Las publicaciones relevantes
incluyen los documentos US 2002/107173 Al y US 2012/058049 Al, y PRATICO, D, “Alzheimers Disease and Non-
Steroideal Anti-inflammatory Drugs: Old Therapeutic Tools with Novel Mechanisms of Action?”, CURRENT
MEDICINAL CHEMISTRY - CENTRAL NERVOUS SYSTEM AGENTS, (2005), vol. 5, n. 2, doi
10.2174/1568015054022434, paginas 111 - 117.

El documento US 2002/107173 Al da a conocer (resumen): “Métodos para el tratamiento y la prevencion de trastornos
de procesamiento de la APP tales como la enfermedad de Alzheimer y el sindrome de Down, los cuales se basan en
la administracién de una cantidad eficaz de un inhibidor de la HMG-CoA reductasa a un mamifero. Ademas, se dan a
conocer métodos para el tratamiento y la prevencidon de trastornos de procesamiento de la APP tales como la
enfermedad de Alzheimer y el sindrome de Down, los cuales se basan en la reduccion del colesterol celular en un
mamifero. Estos métodos reducen la cantidad de péptidos Abeta o disminuyen la formacion de péptidos Abeta o
aumentan la eliminacion de péptidos Abeta en un mamifero que padece la enfermedad de Alzheimer y el sindrome de
Down”.

El documento US 2012/058049 Al da a conocer (resumen): “Nuevos analogos de cromolina Gtiles como agentes de
imagen para detectar placas ateroscleréticas y para tratar la aterosclerosis y la enfermedad de Alzheimer, y métodos
de preparar analogos de cromolina”. Los analogos de cromolina tienen la férmula general (1) o formula (Il); en la que
X es OH, alcoxilo C1-C6, 18F o 19F; Y y Z se seleccionan independientemente de un alquilo C1-C6, alcoxilo CpC6,
halégeno, amina no sustituida o sustituida con C1-C6, 18F, 19F o H; ynes 1, 2 6 3; y en la que para la estructura (I),
si n son ambos 1, e Y y Z son ambos H, X no es OH.

Sumario de la invencion

La presente invencion se establece en las reivindicaciones adjuntas. Cualquiera de las realizaciones, los aspectos o
los ejemplos de la presente descripcidn/divulgacién que no estén dentro del alcance de dichas reivindicaciones se
proporciona solo con fines ilustrativos y no forman parte de la presente invencion.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 representa diversas funciones de agentes de mastocitos.

La figura 2 representa una combinacién de tres farmacos.

Figura 3 representa diversos agentes terapéuticos de la invencion y sus respectivos mecanismos de accion propuestos
en monoterapia.
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La figura 4 representa los datos registrados in vivo del laberinto de agua del tratamiento con cromolina e ibuprofeno
del modelado de ratones transgénicos similar al de la enfermedad de Alzheimer. Los resultados indican que los ratones
transgénicos tratados tienen un comportamiento muy similar el grupo de control normal de tipo natural.

La figura 5 ilustra las mediciones del nivel de AB solubles en TBS mediante ELISA WAKO. Los experimentos muestran
que el nivel de AB en TBS disminuye tras el tratamiento de cromolina de sodio con dependencia de la dosis. La figura
5A muestra que el nivel de AB-40 disminuye tras el tratamiento de cromolina de sodio con dependencia de la dosis.
La figura 5B muestra que el nivel de AB-42 disminuye tras el tratamiento de cromolina de sodio con dependencia de
la dosis. N=3 6 5 animales por grupo, promedio * DE. El valor de p es significativo usando la prueba de ANOVA de
una via (prueba de Bonferroni). Tanto los AB solubles totales (mostrados como Gdn+) como los AR monomeéricos
(mostrados como Gdn-) disminuyen después de la adicion de cromolina de sodio. La dosis de 2,1 mg/kg de cromolina
de sodio fue suficiente para disminuir los Af solubles en TBS.

La figura 6 ilustra las mediciones de ELISA de oligdbmeros IBL del nivel de oligbmeros AB solubles en TBS. Los
experimentos muestran que el nivel de oligdbmeros AB no cambio6 tras el tratamiento con cromolina de sodio. La figura
6A muestra los experimentos ELISA de oligbmeros AB IBL (82E1-82E1). Las figuras 6B y 6C muestran la diferencia
de los experimentos con Gdn y aquellos sin Gdn usando ELISA WAKO de AB. N=3 6 5 animales por grupo, promedio
+ DE. El valor de p no es significativo usando la prueba de ANOVA de una via (prueba de Bonferroni). Ambos ELISA
(ELISA de oligbmeros IBL y las diferencias entre con y sin Gdn usando ELISA WAKOQO) mostraron que el nivel de
oligbmeros no cambia tras el tratamiento con cromolina de sodio.

La figura 7 ilustra la biodistribucion del compuesto A de cromolina seguida de la inyeccion intravenosa en ratones. En
la figura 7, a 5, 30 6 60 minutos, que corresponden a las series 1, 2 6 3, respectivamente en el gréfico, la captacion
cerebral muestra el 1% de acumulacién con algo de o ningun lavado durante el periodo medido.

La figura 8 ilustra una prueba de agregacion de AB en ausencia de cromolina. El experimento se sometié a ensayo
mediante la cinética de la intensidad fluorescente de tioflavina.

La figura 9 ilustra una prueba de agregacion de AB después de la adicion de cromolina (C0399) o su derivado °F
(TS734). La adiciéon de cromolina (C0399) y su derivado °F (TS734) a una concentraciéon nanomolar muestra la
inhibicion de la agregacion de Ap.

La figura 10 ilustra la vista lateral de las estructuras relativas y ubicaciones de cromolina y AB después de que la
cromolina se una a AB a través de una simulacién del modelo de unién.

La figura 11 ilustra la vista desde arriba de las estructuras relativas y ubicaciones de cromolina y AB después de que
la cromolina se una a Ap a través de una simulacion del modelo de unién.

Descripcion de lainvencion

Agentes terapéuticos

Se destacan en el presente documento métodos de tratar o prevenir un estado asociado a la amiloidosis en un sujeto
gue lo necesita que comprende administrar al sujeto una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos dos
compuestos seleccionados del grupo que consiste en un inhibidor de la polimerizacién del péptido AB, un
antiinflamatorio; un compuesto que mejora la funcién cognitiva, el humor o el comportamiento social, un compuesto
asociado con tau o alfa-sinucleina y un compuesto que regula el lavado del péptido amiloide. Los métodos implican
combinaciones y dosis de tratamiento multifuncionales.

Estos tratamientos de combinacion pueden retrasar la pérdida de la memoria o la degeneracion del cerebro en estadios
tempranos de EA. Por ejemplo, un sujeto puede mostrar deterioro cognitivo leve (DCL), o puede tener una estrecha
puntuacion MMSE (mini-examen del estado mental) de entre aproximadamente 24 y aproximadamente 28.

Estos tratamientos de combinacién pueden administrarse también a sujetos con EA. En determinadas realizaciones,
los sujetos experimentan calidad de vida mejorada.

Inhibidores de la polimerizacién del péptido AB

Tioflavina o [N-metil-(*1C)]2-(4’-metilaminofenil)-6-hidroxibenzotiazol (PIB) es un inhibidor de la polimerizacion del
péptido AB.

Los inhibidores de la polimerizacién del péptido ApB se representan también por la formula I-I1V:



10

15

20

25

ES 2 749 096 T3

R R® RS
|
) R.l R9 RS
R 0
y/ R’
R® N
R4 R* RS®
11

%
Z\Z\
7,

en la que, independientemente para cada caso,

R, R?, R3, R4 RS RS R7, R R°y R0 son hidrégeno, halo, azido, alquilo, haloalquilo, perhaloalquilo, fluoroalquilo,
perfluoroalquilo, aralquilo, alquenilo, alquinilo, cicloalquilo, heterociclilo, arilo, heteroarilo, aralquilo, heteroaralquilo,
hidroxilo, alcoxilo, ariloxilo, heteroariloxilo, aralquiloxilo, heteroaralquiloxilo, amino, alquilamino, arilamino, acilamino,
heteroarilamino, nitro, sulfhidrilo, imino, amido, fosfonato, fosfinato, acilo, carboxilo, oxicarbonilo, aciloxilo, sililo, tioéter,
sulfo, sulfonato, sulfonilo, sulfonamido, formilo, ciano, isociano, o -Y-(haloalquilen)-alquilo;

R’ es hidrégeno, halo, azido, alquilo, haloalquilo, perhaloalquilo, fluoroalquilo, perfluoroalquilo, aralquilo, alquenilo,
alquinilo, cicloalquilo, heterociclilo, arilo, heteroarilo, aralquilo, heteroaralquilo, hidroxilo, alcoxilo, ariloxilo,
heteroariloxilo, aralquiloxilo, heteroaralquiloxilo, amino, alquilamina, arilamino, acilamino, heteroarilamino, nitro,
sulfhidrilo, imino, amido, fosfonato, fosfinato, acilo, carboxilo, oxicarbonilo, aciloxilo, sililo, tioéter, sulfo, sulfonato,
sulfonilo, sulfonamida, formilo, ciano, isociano, -Y-(haloalquilen)-alquilo, o -Y-(haloalquilen)-R;

RN es hidrégeno, alquilo menor, o -(haloalquilen)-alquilo;

Y es un enlace, N(RN), 0,0 S;y

R es
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RE RO Rlo 2 RS R R R!
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siempre que al menos uno de R, R?, R3, R4, R®, R®, R7, R8, R® 0 R es -Y-(haloalquilen)-alquilo; o RN es -(haloalquilen)-
alquilo.

En determinadas realizaciones, el inhibidor de la polimerizacion del péptido Ap es

CH,
HO HO -~ _-S .
T, -0
o NN H
En determinadas realizaciones, el inhibidor de la polimerizacion del péptido AB es

RO *Q‘N} SO0
RO mf{ﬁ

Las siguientes patentes estadounidenses y solicitudes de patente también describen inhibidores de la polimerizacion
del péptido AB: patente estadounidense n.° 7.858.803; patente estadounidense n.° 6.972.127; 6.946.116; 6.696.039;
patente estadounidense n.° 6.168.776; 5.594.142; 4.481.206; 4.405.735; y publicacion de solicitud de patente
estadounidense n.° 2011/0060138.

I5p

Los inhibidores de la polimerizacion del péptido Ap adicionales pueden seleccionarse del grupo que consiste en:

0o
HO O
N 0‘9 N

s "3—, N

AcO Gcfc H
5 ’ActD 5 O.ty

Un inhibidor de la gamma secretasa, tal como LY451039 (Semagacestat, Eli Lilly) puede funcionar también como un
inhibidor de la polimerizacién del péptido AB. Los ion6foros metdlicos, tales como PBT2 (Prana), que seleccionan como
diana la agregacion inducida por metales de AB , puede funcionar también como un inhibidor de la polimerizacion del
péptido AB. Las estatinas pueden funcionar también como inhibidores de la polimerizacion del péptido Ap.

Los endocannabinoides, tales como araquidonoiletanolamina, tetrahidrocannabinol, 2-araquidonoilglicerol, 2-
araquidonil gliceril éter, N-araquidonoil-dopamina o virodamina son mas ejemplos de inhibidores de la polimerizacién
del péptido AB.
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Un inhibidor de la polimerizacion del péptido Ap apropiado debe reducir la velocidad de polimerizacion del péptido AB
al menos aproximadamente tres veces mas lenta, aproximadamente cinco veces mas lenta, aproximadamente siete
veces mas lenta, aproximadamente 10 veces mas lenta, aproximadamente 15 veces mas lenta, aproximadamente 20
veces mas lenta, aproximadamente 25 veces mas lenta, aproximadamente 30 veces mas lenta, aproximadamente 35
veces mas lenta, aproximadamente 40 veces mas lenta, aproximadamente 45 veces mas lenta, aproximadamente 50
veces o aproximadamente 100 veces mas lenta que la velocidad de polimerizacién del péptido AB en ausencia del
inhibidor.

Un inhibidor de la polimerizacién del péptido AB apropiado debe tener estructuras apropiadas (tamafio, lipofilicidad y
carga) para permitir la penetracion de la barrera hematoencefalica (BHE). Ademas, el inhibidor de la polimerizacion
del péptido AB puede tener una afinidad especifica para solubilizar e interactuar con oligémeros para prevenirlos de la
agregacion.

La administracion de dosis requerida diaria debe ser proporcional a la cantidad diaria aproximada de péptido AB; esta
pauta posolégica minimiza los efectos secundarios de la dosificacion extensa. La LogP, el area superficial polar (PSA)
y % de PSA apropiados deben determinar la permeabilidad cerebral y la eficacia del farmaco.

Una estimacion de la cantidad de B-amiloide depositado en el cerebro requiere datos que tienen un tamafio de muestra
suficiente y se derivan de sistemas de ensayos cuantitativos que se combinan con protocolos agresivos de extraccion
de acido formico. Asumiendo que el peso promedio de un cerebro con EA es de 1.150 g y la materia gris de la corteza,
gue contiene la mayoria de pB-amiloide depositado, comprende el 42% del peso del cerebro, Gravina et al. calcularon
gue se depositan -10 mg de B-amiloide por cerebro, mientras que Naslund et al. calcularon que se depositan ~ 4 mg
de B-amiloide por cerebro. Aunque el resultado obtenido por Naslund et al. es menor que otras estimaciones de la
bibliografia, para los fines de este andlisis, se asume que la cantidad total de AB en un cerebro humano con EA en la
enfermedad en estadio terminal se deriva de 10 mg de placa Ap.

Es importante comparar la cantidad de B-amiloide que se deposita en el cerebro con EA con la velocidad global de
produccion de B-amiloide, para proporcionar un marco de referencia conceptual para este aspecto del proceso de la
enfermedad y para poner en contexto el potencial para diferentes agentes terapéuticos céntricos de B-amiloide para
mediar un efecto terapéutico. Por tanto, la cantidad estimada producida por dia es menos de 25 ng por dia.

En determinadas realizaciones, el inhibidor de la polimerizacion del péptido Ap se administra en concentraciones de
nM.

Compuestos antiinflamatorios

Los compuestos antiinflamatorios pueden ser estabilizadores de mastocitos, tales como cromolina, un derivado de
cromolina, un analogo de cromolina, tales como aquellos descritos en la publicacion de solicitud de patente
estadounidense n.° 2012/0058049, eugenol, nedocromil, pemirolast, olopatadina, alfatoxina G1, alfatoxina B1,
alfatoxina M1, deoxinivalenol, zearalenona, ocratoxina A, fumonisina B1, fumonisina B1 hidrolizada, patulina,
ergotamina,
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Los compuestos antiinflamatorios pueden ser también un farmaco antiinflamatorio no esteroideo (AINE), tal como
acido acetilsalicilico, diflunisal, salsalato, ibuprofeno, dexibuprofeno, naproxeno, fenoprofeno, ketoprofeno,
dexketoprofeno, flurbiprofeno, oxaprozina, loxoprofeno, indometacina, tolmetina, sulindaco, etodolaco, cetorolaco,
diclofenaco, nabumetona, piroxicam, meloxicam, tenoxicam, droxicam, lornoxicam, isoxicam, acido mefenamico, acido
meclofenamico, acido flufenamico, acido tolfenamico, celecoxib, licofelona, hiperforina o escrofularia.

Dado que la respuesta inflamatoria a la produccion de péptido Ap tiene sintomas de efectos secundarios invisibles, el
control de la dosificacion es importante para evitar la toxicidad de efectos secundarios sistémicos y empeorar el
resultado.

Compuestos que mejoran la funcién cognitiva, el humor y/o el comportamiento social

Los agentes para mejorar la funcién cognitiva, el humor y/o el comportamiento social incluyen inhibidores de la
colinesterasa, tales como donepezilo, riastigmina o galantamina. Otros ejemplos incluyen antagonistas del receptor N-
metil-D-aspartato (NMDA), tales como memantina. Los antioxidantes, tales como vitamina E o selegilina pueden
mejorar también la funcion cognitiva, el humor y/o el comportamiento social del sujeto. La alopregnanolona, un
neuroesteroide presente en la sangre, es otro ejemplo de un agente que mejora la funcién cognitiva, el humor y/o el
comportamiento social en un sujeto.
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Los agentes que inician y/o amplifican la respuesta inmunitaria un sujeto, tales como un inhibidor del factor de necrosis
tumoral (TNF), por ejemplo etanercept, o antibiéticos, tales como doxiciclina, rifampin o minociclina, también son
agentes que mejoran la funcién cognitiva, el humor o el comportamiento social.

Espiro-(N’-metil-piperidil-4’)-N-etil-succinimida, tal como se describe en la patente estadounidense n.° 4.481.206, es
otro ejemplo de un agente que mejora la funcién cognitiva, el humor o el comportamiento social. Esta molécula mejora
la funcion cognitiva mediante la activacion compensatoria de otros receptores para mejorar la comunicacion y la
cognicion nerviosa. Estos agentes se usan tradicionalmente para mejorar la calidad de vida de sujetos con aparicion
y progresioén de la enfermedad.

Latrepirdina parece operar a través de multiples mecanismos de accion, tanto bloqueando la accién de proteinas beta-
amiloide neurotoxicas e inhibiendo los canales de calcio de tipo L, como modulando la accién de los receptores de
glutamato AMPA y NMDA, y puede ejercer un efecto neuroprotector al bloquear un diana nueva que implica poros
mitocondriales, los cuales se cree que desempefian un papel en la muerte celular que se asocia con enfermedades
neurodegenerativas y el proceso de envejecimiento.

R3487 (Roche) es un agonista parcial del receptor nicotinico alfa-7, un receptor altamente especializado encontrado
en el sistema nervioso central. En un estudio de segunda fase completado recientemente en pacientes con
enfermedad de Alzheimer, R3487 demostrd un efecto estadisticamente significativo sobre las multiples mediciones de
la cognicion.

Agentes asociados con tau o alfa-sinucleina

El cloruro de metiltionino, un inhibidor de la agregacion de la proteina tau, es un ejemplo de un agente que se asocia
con tau o alfa-sinucleina. Los agentes que pueden estabilizar a tau mientras parte del sistema nervioso tubular puede
retrasar la produccion de marafias intraneurofibrilares y retrasar la progresion de la enfermedad.

Agentes que regulan el lavado del péptido amiloide

Los anticuerpos especificos del péptido AB, aunque no pueden penetrar la BHE normal, pueden provocar cambios de
equilibrio entre la cantidad de oligdmeros Ap en el cerebro, en el liquido céfalorraquideo (LCR) y en el sistema vascular.
Los anticuerpos pueden unirse y eliminar el péptido AB en el LCR y la sangre, y provocar el equilibrio para favorecer
el lavado del péptido AB del cerebro. Aunque muchos de estos anticuerpos muestran una toxicidad significativa y
efectos secundarios, la toxicidad se debe en gran parte a las grandes dosis requeridas.

Los ejemplos de anticuerpos especificos del péptido A incluyen: bapineuzumab (Elan/Johnson & Johnson),
solanezumab (LY2062430) (Eli Lilly), gammaglobulina IV (Baxter) y PF-4360365 (Pfizer).

ACC-001 (Elan/Johnson & Johnson) es una vacuna anti-beta amiloide; estimula el sistema inmunitario para atacar
beta-amiloides.

De manera similar, puede usarse el ARNip que selecciona como diana el péptido AB. Algunos estados de EAy lesiones
cerebrales provocan una ruptura en la BHE; por tanto el ARNip puede penetrar en el cerebro y amortiguar la produccion
de péptido AB.

CERE-110 (Ceregene Inc.) es una terapia génica del factor de crecimiento nervioso (NGF). El NGF selecciona como
diana de manera especifica las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal, el cual libera acetilcolina (Ach) en la
corteza cerebral y el hipocampo. Los datos preclinicos en ratas demuestran que NGF previno la muerte celular de
neuronas colinérgicas y revirtio el decaimiento del comportamiento relacionado con la edad. La terapia génica del NGF
se ha sometido a prueba en macacos de la India, y estos estudios demostraron que NGF mejora la atrofia neuronal
colinérgica y reconstituye la densidad axonal colinérgica en monos de edad avanzada a los niveles observados en
monos jovenes.

Semagacestat (LY450139) es un inhibidor de la gamma-secretasa; la gamma secretasa es responsable de la
protedlisis de la proteina precursora amiloidea (APP). La protedlisis de la APP forma Ap.

Otro inhibidor de la gamma secretasa es NIC5-15 (Humanetics).

Métodos terapéuticos

Las combinaciones de los compuestos descritos anteriormente pueden administrarse a un sujeto en una forma de
dosificacion Unica o mediante administraciones separadas de cada agente activo. Los agentes pueden formularse en
un Unico comprimido, una pastilla, una céapsula o una disolucién para administracién parenteral y similares. Los
agentes terapéuticos individuales pueden aislarse de otro(s) agente(s) terapéutico(s) en una forma de dosificacién
Unica. Formular las formas de dosificacién de tal manera puede ayudar en el mantenimiento de la integridad estructural
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de agentes terapéuticos potencialmente reactivos hasta que se administran. Los agentes terapéuticos pueden estar
contenidos en regiones segregadas o en comprimidos oblongos distintos o similares, alojados dentro de una capsula.
Los agentes terapéuticos también pueden proporcionarse en capas aisladas en un comprimido.

Alternativamente, los agentes terapéuticos pueden administrarse como composiciones separadas, por ejemplo, como
comprimidos o disoluciones separados. Uno 0 mas agentes activos pueden administrarse al mismo tiempo que el/los
otro(s) agente(s) activo(s), o los agentes activos pueden administrarse de manera intermitente. La duracién de tiempo
entre administraciones de los agentes terapéuticos puede ajustarse para lograr el efecto terapéutico deseado. En
determinados casos, pueden administrarse uno o mas agentes terapéuticos solo unos pocos minutos (por ejemplo,
aproximadamente 1, 2, 5, 10, 30 6 60 min) después de la administracion del/de los otro(s) agente(s) terapéutico(s).
Alternativamente, pueden administrarse uno o mas agentes terapéuticos varias horas (por ejemplo, aproximadamente
2, 4,6, 10, 12, 24 6 36 h) después de la administracién del/de los otro(s) agente(s) terapéutico(s). En determinadas
realizaciones, puede ser ventajoso administrar mas de una dosificacién de uno o mas agentes terapéuticos entre
administraciones del/de los agente(s) terapéutico(s) restante(s). Por ejemplo, un agente terapéutico puede
administrarse a las 2 horas y luego de nuevo a las 10 horas seguido por la administracién del/de los otro(s) agente(s)
terapéutico(s). Los efectos terapéuticos de cada principio activo deben solaparse durante al menos una parte de la
duracion, de forma que el efecto terapéutico global de la terapia de combinacion sea atribuible en parte a los efectos
combinados o sinérgicos de la terapia de combinacion.

La dosificacion de los agentes activos dependerd generalmente de varios factores que incluyen caracteristicas
farmacodinamicas de cada agente de la combinacién, el modo y la via de administracién del/de los agente(s) activo(s),
la salud del paciente que va a tratarse, el grado de tratamiento deseado, la naturaleza y el tipo de terapia concurrente,
si la hubiera, y la frecuencia del tratamiento y la naturaleza del efecto deseado. En general, los intervalos de
dosificacion de los agentes activos a menudo oscilan entre aproximadamente 0,001 y aproximadamente 250 mg/kg
de peso corporal por dia. Para un adulto normal que tiene un peso corporal de aproximadamente 70 kg, una
dosificacion puede oscilar entre aproximadamente 0,1 y aproximadamente 25 mg/kg de peso corporal. Sin embargo,
puede requerirse alguna variabilidad en este intervalo de dosificacion general dependiendo de la edad y del peso del
sujeto que va a tratarse, la via de administracion destinada, el agente particular que va a administrarse y similares.
Dado que dos 0 mas agentes activos diferentes se usan juntos en una terapia de combinacién, debe considerarse la
potencia de cada agente y los efectos interactivos logrados al usarlos juntos. De manera importante, la determinacién
de los intervalos de dosificacion y dosificaciones optimas para un mamifero particular esta dentro de la habilidad de
un experto habitual en la técnica que tiene el beneficio de la presente divulgacion.

Los intervalos de dosificacién de agentes pueden ser tan bajos como 5 ng/d. En determinadas realizaciones, se
administran aproximadamente 10 ng/dia, aproximadamente 15 ng/dia, aproximadamente 20 ng/dia, aproximadamente
25 ng/dia, aproximadamente 30 ng/dia, aproximadamente 35 ng/dia, aproximadamente 40 ng/dia, aproximadamente
45 ng/dia, aproximadamente 50 ng/dia, aproximadamente 60 ng/dia, aproximadamente 70 ng/d, aproximadamente 80
ng/dia, aproximadamente 90 ng/dia, aproximadamente 100 ng/dia, aproximadamente 200 ng/dia, aproximadamente
300 ng/dia, aproximadamente 400 ng/dia, aproximadamente 500 ng/dia, aproximadamente 600 ng/dia,
aproximadamente 700 ng/dia, aproximadamente 800 ng/dia, aproximadamente 900 ng/dia, aproximadamente 1
ug/dia, aproximadamente 2 pg/dia, aproximadamente 3 pg/dia, aproximadamente 4 ug/dia, aproximadamente 5
ug/dia, aproximadamente 10 pg/dia, aproximadamente 15 pg/dia, aproximadamente 20 ug/dia, aproximadamente 30
ug/dia, aproximadamente 40 ug/dia, aproximadamente 50 pg/dia, aproximadamente 60 pg/dia, aproximadamente 70
ug/dia, aproximadamente 80 pg/dia, aproximadamente 90 ug/dia, aproximadamente 100 pg/dia, aproximadamente
200 ug/dia, aproximadamente 300 pug/dia, aproximadamente 400 pg/dia, aproximadamente 500 png/dia,
aproximadamente 600 pg/dia, aproximadamente 700 pg/dia, aproximadamente 800 pg/dia, aproximadamente 900
ug/dia, aproximadamente 1 mg/dia, aproximadamente 2 mg/dia, aproximadamente 3 mg/dia, aproximadamente 4
mg/dia, aproximadamente 5 mg/dia, aproximadamente 10 mg/dia, aproximadamente 15 mg/dia, aproximadamente 20
mg/dia, aproximadamente 30 mg/dia, aproximadamente 40 mg/dia, o aproximadamente 50 mg/dia de un agente de la
invencion.

En determinadas realizaciones, los agentes de la invencién se administran en concentraciones de pM o nM. En
determinadas realizaciones, los agentes se administran en concentraciones de aproximadamente 1 pM, de
aproximadamente 2 pM, de aproximadamente 3 pM, de aproximadamente 4 pM, de aproximadamente 5 pM, de
aproximadamente 6 pM, de aproximadamente 7 pM, de aproximadamente 8 pM, de aproximadamente 9 pM, de
aproximadamente 10 pM, de aproximadamente 20 pM, de aproximadamente 30 pM, de aproximadamente 40 pM, de
aproximadamente 50 pM, de aproximadamente 60 pM, de aproximadamente 70 pM, de aproximadamente 80 pM, de
aproximadamente 90 pM, de aproximadamente 100 pM, de aproximadamente 200 pM, de aproximadamente 300 pM,
de aproximadamente 400 pM, de aproximadamente 500 pM, de aproximadamente 600 pM, de aproximadamente 700
pM, de aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 900 pM, de aproximadamente 1 nM, de aproximadamente 2
nM, de aproximadamente 3 nM, de aproximadamente 4 nM, de aproximadamente 5 nM, de aproximadamente 6 nM,
de aproximadamente 7 nM, de aproximadamente 8 nM, de aproximadamente 9 nM, de aproximadamente 10 nM, de
aproximadamente 20 nM, de aproximadamente 30 nM, de aproximadamente 40 nM, de aproximadamente 50 nM, de
aproximadamente 60 nM, de aproximadamente 70 nM, de aproximadamente 80 nM, de aproximadamente 90 nM, de
aproximadamente 100 nM, de aproximadamente 200 nM, de aproximadamente 300 nM, de aproximadamente 400 nM,
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de aproximadamente 500 nM, de aproximadamente 600 nM, de aproximadamente 700 nM, de aproximadamente 800
nM, o de aproximadamente 900 nM.

En determinadas realizaciones, el tamafio del agente activo es importante. En determinadas realizaciones, el agente
activo es de menos de aproximadamente 3 um, de menos de aproximadamente 2 um, de menos de aproximadamente
1 um de didmetro. En determinadas realizaciones, el agente activo es desde aproximadamente 0,1 um hasta
aproximadamente 3,0 um de didmetro. En determinadas realizaciones, el agente activo es desde aproximadamente
0,5 um hasta aproximadamente 1,5 pum de didmetro. En determinadas realizaciones, el agente activo es
aproximadamente 0,2 pm, aproximadamente 0,3 um, aproximadamente 0,4 um, aproximadamente 0,5 pm,
aproximadamente 0,6 pm, aproximadamente 0,7 um, aproximadamente 0,8 um, aproximadamente 0,9 pm,
aproximadamente 1,0 pum, aproximadamente 1,1 um, aproximadamente 1,2 um, aproximadamente 1,3 pm,
aproximadamente 1,4 um, o aproximadamente 1,5 um de diametro.

Puede ser ventajoso para la combinacion farmacéutica estar compuesta por una cantidad relativamente grande del
primer componente en comparacion con el segundo componente. En determinados casos, la razon del primer agente
activo con respecto al segundo agente activo es de aproximadamente 200:1, 190:1, 180:1, 170:1, 160:1, 150:1, 140:1,
130:1, 120:1, 110:1, 100:1, 90:1, 80:1, 70:1, 60:1, 50:1, 40:1, 30:1, 20:1, 15:1, 10:1, 9:1, 8:1, 7:1, 6:1 6 5:1. Es aln
mas preferible tener una distribucién mas igual de los agentes farmacéuticos. En determinados casos, la razén del
primer agente activo con respecto al segundo agente activo es de aproximadamente 4:1, 3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3 6 1:4.
También puede ser ventajoso para la combinacion farmacéutica tener una cantidad relativamente grande del segundo
componente en comparacion con el primer componente. En determinados casos, la razén del segundo agente activo
con respecto al primer agente activo es de aproximadamente 30:1, 20:1, 15:1, 10:1, 9:1, 8:1, 7:1, 6:1 6 5:1. En
determinados casos, la razén del segundo agente activo con respecto al primer agente activo es de aproximadamente
100:1, 90:1, 80:1, 70:1, 60:1, 50:1 6 40:1. En determinados casos, la razén del segundo agente activo con respecto al
primer agente activo es de aproximadamente 200:1, 190:1, 180:1, 170:1, 160:1, 150:1, 140:1, 130:1, 120:1 6 110:1.
Puede administrarse una composicién que comprende cualquiera de las combinaciones identificadas anteriormente
del primer agente terapéutico y del segundo agente terapéutico en dosis divididas de aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5,
6 0 mas veces por dia o en una forma que proporcionara una tasa de liberacion efectiva para alcanzar los resultados
deseados. La forma de dosificacion puede contener tanto el primer como el segundo agente activo. La forma de
dosificacion puede administrarse una vez por dia si contiene tanto el primero como el segundo agente activo.

Por ejemplo, una formulacién destinada a la administracion oral para seres humanos puede contener desde
aproximadamente 0,1 mg hasta aproximadamente 5 g del primer agente terapéutico y desde aproximadamente 0,1 mg
hasta aproximadamente 5 g del segundo agente terapéutico, ambos de los cuales estan compuestos con una cantidad
conveniente y apropiada de material vehiculo que oscila entre aproximadamente el 5 y aproximadamente el 95 por
ciento de la composicion total. Las dosificaciones unitarias contendran generalmente entre aproximadamente 0,5 mg
y aproximadamente 1500 mg del primer agente terapéutico y de 0,5 mg hasta aproximadamente 1500 mg del segundo
agente terapéutico. La dosificacion puede ser de aproximadamente 25 mg, 50 mg, 100 mg, 200 mg, 300 mg, 400 mg,
500 mg, 600 mg, 800 mg 6 1000 mg, etc., hasta aproximadamente 1500 mg del primer agente terapéutico. La
dosificaciéon puede ser de aproximadamente 25 mg, 50 mg, 100 mg, 200 mg, 300 mg, 400 mg, 500 mg, 600 mg, 800
mg é 1 000 mg, etc., hasta aproximadamente 1500 mg del segundo agente terapéutico.

Definiciones

Tal como se usan en el presente documento, los siguientes términos y expresiones deben tener los significados
proporcionados a continuacion.

Los articulos indefinidos “un” y “una”, tal como se usan en el presente documento en la memoria descriptiva y en las
reivindicaciones, a menos que se indique claramente lo contrario, deben entenderse que significan “al menos uno/a”.

Un “estado asociado a la amiloidosis” es una enfermedad que se asocia con la deposicion de amiloides y puede incluir,
pero no limitarse a, la enfermedad de Alzheimer, mieloma idiopatico, polineuropatia amiloide, miocardiopatia amiloide,
amiloidosis senil sistémica, polineuropatia amiloide, hemorragia cerebral hereditaria con amiloidosis, sindrome de
Down, tembladera de las ovejas, carcinoma medular de tiroides, amiloide auricular aislado, amiloide B2-microglobulina
en pacientes de dialisis, miositis por cuerpos de inclusion, depdsitos de Bz-amiloide en la enfermedad de desgaste
muscular, islotes de Langerhans, diabetes tipo 1, insulinoma, diabetes mellitus tipo 2, hemorragia cerebral hereditaria
con amiloidosis (Dutch), amiloide A (reactivo), amiloidosis secundaria, fiebre mediterranea familiar, nefropatia amiloide
familiar con urticaria y sordera (sindrome de Muckle-Wells), cadena L lambda amiloide o cadena L kappa amiloide
(mieloma idiopatico o asociada a macroglobulinemia), A beta 2M (hemodialisis crénica), ATTR (polineuropatia amiloide
familiar (portuguesa, japonesa, sueca)), miocardiopatia amiloide familiar (danesa), amiloide cardiaco aislado,
amiloidosis senil sistémica, AIAPP o insulinoma de amilina, factor natriurético auricular (amiloide auricular aislado),
procalcitonina (carcinoma medular de tiroides), gelsolina (amiloidosis familiar (finlandesa)), cistatina C (hemorragia
cerebral hereditaria con amiloidosis (islandesa)), AApo-A-1 (polineuropatia amiloidética familiar-tipo lowa), AApo-A-Il
(senescencia acelerada en ratones), lesiones en la cabeza (lesién cerebral traumatica), demencia, amiloide asociado
a fibrinégeno; y Asor o Pr P-27 (tembladera, enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, sindrome de Gerstmann-Straussler-
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Scheinker, encefalitis espongiforme bovina), o en casos de personas que son homocigotos para el alelo de la
apolipoproteina E4, y el estado asociado con homocigosidad para el alelo de la apolipoproteina E4 o la enfermedad
de Huntington.

“Amiloidosis” es un estado caracterizado por la acumulacién de diversas proteinas fibrilares insolubles en los tejidos
de un paciente. Un depdsito amiloide se forma por la agregacion de proteinas de amiloides, seguida por la posterior
combinacién de agregados y/o proteinas de amiloides.

Existen muchas formas de amiloidosis, y la enfermedad puede clasificarse en cuatro grupos: amiloidosis primaria,
amiloidosis secundaria, amiloidosis hereditaria y amiloidosis asociada con envejecimiento normal. La amiloidosis
primaria (amiloidosis de cadena ligera) se produce con anomalias de células en plasma, y algunas personas con
amiloidosis primaria también tienen mieloma mdultiple (cancer de las células en plasma). Los sitios tipicos de
crecimiento de amiloides en amiloidosis primaria son el corazon, los pulmones, la piel, la lengua, la glandula tiroidea,
los intestinos, el higado, los rifiones y los vasos sanguineos. La amiloidosis secundaria puede desarrollarse en
respuesta a diversas enfermedades que provocan la infeccién o inflamacion persistente, tal como tuberculosis, artritis
reumatoide y fiebre mediterranea familiar. Los sitios tipicos de crecimiento de amiloides en amiloidosis secundaria son
el bazo, el higado, los rifiones, las glandulas suprarrenales y los ganglios linfaticos. La amiloidosis hereditaria se ha
notado en algunas familias, particularmente aquellas de Portugal, Suecia y Japén. El defecto que produce amiloides
se produce debido a mutaciones en proteinas especificas en la sangre. Los sitios tipicos de crecimiento de amiloides
en amiloidosis hereditaria son los nervios, el corazon, los vasos sanguineos y los rifiones.

La expresion “y/o”, tal como se usa en el presente documento en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones,
debe entenderse que significa “cualquiera o ambos” de los elementos asi unidos, es decir, elementos que estan
presentes de manera conjunta en algunos casos y presentes de manera separada en otros casos. Los multiples
elementos enumerados con “y/o” deben interpretarse de la misma manera, es decir, “uno o mas” de los elementos asi
unidos. Otros elementos pueden estar opcionalmente presentes en lugar de los elementos especificamente
identificados por la clausula “y/0”, ya sean relacionados o no relacionados con aquellos elementos especificamente
identificados. Por tanto, como un ejemplo no limitativo, una referencia a “A y/o B”, cuando se usa junto con un lenguaje
abierto tal como “que comprende”, puede referirse, en una realizacion, a solo A (incluyendo opcionalmente elementos
distintos de B); en otra realizacion, a solo B (incluyendo opcionalmente elementos distintos de A); en adn otra
realizacién, a ambos A y B (incluyendo opcionalmente otros elementos); etc.

Tal como se usa en el presente documento en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones, “0” debe entenderse
gue tiene el mismo significado que “y/o” tal como se define anteriormente. Por ejemplo, cuando se separan elementos
en una lista, “0” o “y/0” deben interpretarse como que son inclusivos, es decir, la inclusion de al menos uno, pero
también incluir mas de uno, de un nimero o lista de elementos, y, opcionalmente, elementos no enumerados
adicionales. Solo los términos claramente indicados en sentido contrario, tales como “solo uno de” o “exactamente uno
de”, o, cuando se usan en las reivindicaciones, “que consiste en”, se referiran a la inclusion de exactamente un
elemento de un numero o lista de de elementos. En general, el término “0” tal como se usa en el presente documento
debe interpretarse solo como indicativo de alternativas exclusivas (es decir, “uno o el otro pero no ambos”) cuando se
precede por términos de exclusividad, tales como “cualquiera”, “uno de”, “solo uno de”, o “exactamente uno de”. “Que
consiste esencialmente en”, cuando se usa en las reivindicaciones, debe tener su significado ordinario tal como se
usa en el campo del derecho de patentes.

Tal como se usa en el presente documento en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones, la expresion “al menos
uno”, en referencia a una lista de uno 0 mas elementos, debe entenderse que significa al menos un elemento
seleccionado de uno cualquiera 0 mas de los elementos en la lista de elementos, pero no necesariamente que incluya
al menos uno de cada elemento especificamente enumerado dentro de la lista de elementos y no excluya cualquier
combinacion de elementos en la lista de elementos. Esta definicion también permite que los elementos puedan estar
opcionalmente presentes ademas de los elementos especificamente identificados dentro de la lista de elementos a
los que se refiere la expresion “al menos uno”, ya sean relacionados o no relacionados con aquellos elementos
especificamente identificados. Por tanto, como ejemplo no limitativo, “al menos uno de A y B” (o, de manera
equivalente, “al menos uno de A o B”, 0, de manera equivalente “al menos uno de A y/o B”) puede referirse, en una
realizacién, a al menos uno, incluyendo opcionalmente mas de uno, A, con B no presente (e incluyendo opcionalmente
elementos distintos de B); en otra realizacién, a al menos uno, incluyendo opcionalmente méas de uno, B, con A no
presente (e incluyendo opcionalmente elementos distintos de A); en adn otra realizacion, a al menos uno, incluyendo
opcionalmente mas de uno, A, y al menos uno, incluyendo opcionalmente méas de uno, B (e incluyendo opcionalmente
otros elementos); etc.

Debe entenderse también que, a menos que se indique lo contrario, en cualquier método reivindicado en el presente
documento que incluye mas de una etapa o actuacion, el orden de las etapas o actuaciones del método no se limita
necesariamente al orden en el que se enumeran las etapas o actuaciones del método.

Los términos “aumento” o “aumentar” se refieren a combinaciones en las que uno de los compuestos aumenta o
mejora los efectos terapéuticos de otro compuesto o compuestos administrados a un paciente. En algunos casos, el
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aumento puede dar como resultado en la mejora de la eficacia, tolerabilidad o seguridad, o cualquier combinacién de
las mismas, de una terapia particular.

En las reivindicaciones, asi como en la memoria descriptiva anterior, todos los términos transitorios tales como “que
comprende”, “que incluye”, “que lleva”, “que tiene”, “que contiene”, “que implica”, “que mantiene”, “compuesto de” y
similares, deben entenderse como abiertos, es decir, significar que incluyen pero no se limitan a. Solo los términos
transitorios “consiste en” y “consiste esencialmente en” deben ser términos transitorios cerrados o semicerrados,
respectivamente, tal como se establece en el manual de procedimientos de examen de patentes de la Oficina de

Patentes de los Estados Unidos, seccion 2111.03.

La definicion de cada expresion, por ejemplo, alquilo, m, n y similares, cuando se produce mas de una vez en cualquier
estructura, pretende ser independiente de su definicién en otra parte en la misma estructura.

En el primer nimero de cada volumen de la revista Journal of Organic Chemistry, aparece una lista completa de las
abreviaturas utilizadas por los quimicos organicos de habilidad ordinaria en la técnica; esta lista se presenta
habitualmente en una tabla titulada lista convencional de abreviaturas.

Los términos “hidroxi” e “hidroxilo” se refieren al grupo -OH.

Los término “oxo” se refiere al grupo =0.

El término “carboxilato” o “carboxilo” se refiere al grupo -COO- 0 -COOH.

El término “ciano” se refiere al grupo -CN.

El término “nitro” se refiere al grupo -NO:x.

El término “amino” se refiere al grupo -NHa.

El término “acilo” o “aldehido” se refiere al grupo -C(=O)H.

El término “amido” o “amida” se refiere al grupo -C(O)NH.

El término “aminoacilo” o “acilamino” se refiere al grupo -NHC(O)H.

El término “tiol” se refiere al grupo -SH.

El término “tioxo” se refiere al grupo =S.

El término “sulfinilo” se refiere al grupo -S(=0O)H.

El término “sulfonilo” se refiere al grupo -SO2H.

El término “sulfonilamido” o “sulfonamida” se refiere al grupo -SO2NH>.

El término “sulfonato” se refiere al grupo SO3zH e incluye grupos que tiene el hidrégeno reemplazado con, por ejemplo,
un grupo alquilo C1-6 (“alquilsulfonato”), un arilo (“arilsulfonato”), un aralquilo (“aralquilsulfonato”), y asi
sucesivamente. Se prefieren sulfonatos C1-3, tales como, por ejemplo, SOzMe, SOzEt y SOsPr.

El término “isémeros”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a estereoisémeros, diasteredmeros,
enantiomeros y tautbmeros. “Tautdmeros” pueden ser isdmeros que son facilmente interconvertibles mediante un

equilibrio rapido. Por ejemplo, los compuestos de carbonilo que tienen un hidrégeno en su carbono alfa se
interconvierten rapidamente con sus enoles correspondientes.

Tal como se usa en el presente documento, los términos “alquilo”, “alquenilo”, y el prefijo “alqu-" son inclusivos de
grupos de cadena lineal y grupos de cadena ramificada y grupos ciclicos, por ejemplo, cicloalquilo y cicloalquenilo. A
menos que se especifique lo contrario, estos grupos contienen desde 1 hasta 20 atomos de carbono, con grupos
alguenilo que contienen desde 2 hasta 20 a&tomos de carbono. En algunas realizaciones, estos grupos tienen un total
de cémo maximo 10 atomos de carbono, como maximo 8 atomos de carbono, como maximo 6 atomos de carbono, o
cémo méaximo 4 atomos de carbono. Los grupos ciclicos pueden ser monociclicos o policiclicos, y preferiblemente
tienen desde 3 hasta 10 &tomos de carbono en el anillo. Los grupos ciclicos a modo de ejemplo incluyen ciclopropilo,
ciclopropilmetilo, ciclopentilo, ciclohexilo, adamantilo, y bornilo, norbornilo y norbornenilo sustituidos o no sustituidos.

El término “heterociclico” incluye anillos no aromaticos o sistemas de anillo de cicloalquilo o cicloalquenilo que
contienen al menos un heteroatomo en el anillo (por ejemplo, O, S, N).
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A menos que se especifique lo contrario, “alquileno” y “alquenileno” son formas divalentes de grupos “alquilo” y
“alquenilo” definidos anteriormente. Los términos “alquilenilo” y “alquenilenilo” se usan cuando “alquileno” y
“alquenileno”, respectivamente, estan sustituidos. Por ejemplo, un grupo arilalquilenilo comprende un resto alquileno
al que se une un grupo arilo.

El término “haloalquilo” es inclusivo de grupos que esta sustituidos por uno o mas atomos de halégeno, incluyendo
grupos perfluorados. Esto también es cierto para otros grupos que incluyen el prefijo “halo-". Los ejemplos de grupos
haloalquilo adecuados son difluorometilo, trifluorometilo, y similares. “Halégenos” son elementos que incluyen cloro,
bromo, fltor y yodo.

El término “arilo” tal como se usa en el presente documento incluye hidrocarburos aromaticos o sistemas de anillo
monaociclicos o policiclicos. Los ejemplos de grupos arilo incluyen fenilo, naftilo, bifenilo, fluorenilo e indenilo. Los
grupos arilo pueden estar sustituidos o no sustituidos. Los grupos arilo incluyen anulenos aromaticos, grupos arilo
condensados y grupos heteroarilo. Los grupos arilo también se denominan en el presente documento como anillos
arilo.

A menos que se indique lo contrario, el término “heteroatomo” se refiere a los atomos O, S o N.

El término “heteroarilo” incluye anillos aromaticos o sistemas de anillo que contienen al menos un heteroatomo en el
anillo (por ejemplo, O, S, N). En algunas realizaciones, el término “heteroarilo” incluye un anillo o sistema de anillo que
contiene de 2 a 12 4tomos de carbono, de 1 a 3 anillos, de 1 a 4 heterodtomos, y O, S y/o N como heteroatomos. Los
grupos heteroarilo adecuados incluyen furilo, tienilo, piridilo, quinolinilo, isoquinolinilo, indolilo, isoindolilo, triazolilo,
pirrolilo, tetrazolilo, imidazolilo, pirazolilo, oxazolilo, tiazolilo, benzofuranilo, benzotiofenilo, carbazolilo, benzoxazolilo,
pirimidinilo, bencimidazolilo, quinoxalinilo, benzotiazolilo, naftiridinilo, isoxazolilo, isotiazolilo, purinilo, quinazolinilo,
pirazinilo, 1-oxidopiridilo, piridazinilo, triazinilo, tetrazinilo, oxadiazolilo, tiadiazolilo, y asi sucesivamente.

Los términos “arileno” y “heteroarileno” son las formas divalentes de los grupos “arilo” y “heteroarilo” definidos
anteriormente. Los términos “arilenilo” y “heteroarilenilo” se usan cuando “arileno” y “heteroarileno”, respectivamente,
estan sustituidos. Por ejemplo, un grupo alquilarilenilo comprende un resto arileno al que se une un grupo alquilo.

El término “anillo de arilo condensado” incluye anillos aromaticos o sistemas de anillo carbociclicos condensados. Los
ejemplos de anillos de arilo condensados incluyen benzo, nafto, fluoreno e indeno.

El término “anuleno” se refiere a grupos arilo que son hidrocarburos monociclicos completamente conjugados. Los
ejemplos de anulenos incluyen ciclobutadieno, benceno y ciclooctatetraeno. Los anulenos presentes en un grupo arilo
tendran normalmente uno o mas atomos de hidrégeno sustituidos con otros atomos tales como carbono.

Cuando un grupo esta presente mas de una vez en cualquier férmula o esquema descrito en el presente documento,
cada grupo (o sustituyente) se selecciona independientemente, ya sea explicitamente indicado o no. Por ejemplo, para
la férmula -C(O)NRz, cada uno de los dos grupos R se selecciona independientemente.

Como medio de simplificar la descripcion y la enumeraciéon de determinada terminologia usada durante toda esta
solicitud, los términos “grupo” y “resto” se usan para diferenciar entre especies quimicas que permiten la sustitucién o
que pueden ser sustituidas y aquellas que, en la realizacién particular de la invencién, no permiten la sustitucion o no
pueden ser sustituidas. Por tanto, cuando el término “grupo” se usa para describir un sustituyente quimico, el material
quimico descrito incluye el grupo no sustituido y ese grupo con atomos no peroxidicos O, N, S, Si o F, por ejemplo, en
la cadena asi como en grupos carbonilo u otros sustituyentes convencionales. Cuando el término “resto” se usa para
describir un compuesto quimico o sustituyente, solo se pretende incluir un material quimico no sustituido. Por ejemplo,
la expresién “grupo alquilo” pretende incluir no solo sustituyentes alquilo de hidrocarburos saturados de cadena abierta
puros, tales como metilo, etilo, propilo, terc-butilo, y similares, sino también sustituyentes alquilo que ademas
presentan sustituyentes conocidos en la técnica, tales como hidroxilo, alcoxilo, alquilsulfonilo, a&tomos de halégeno,
ciano, nitro, amino, carboxilo, etc. Por tanto, “grupo alquilo” incluye grupos éter, haloalquilos, nitroalquilos,
carboxialquilos, hidroxialquilos, sulfoalquilos, etc. Por otro lado, la expresion “resto alquilo” se limita a la inclusiéon de
solo sustituyentes alquilo de hidrocarburos saturados de cadena abierta puros, tales como metilo, etilo, propilo, terc-
butilo, y similares.

La invencion es inclusiva de los compuestos descritos en el presente documento (incluyendo productos intermedios)
en cualquiera de sus formas farmacéuticamente aceptables, que incluyen isémeros (por ejemplo, diastereémeros y
enantiomeros), tautdbmeros, sales, solvatos, polimorfos, profarmacos, y similares. En particular, si un compuesto es
activo Opticamente, la invencion especificamente incluye cada uno de los enantiomeros del compuesto asi como las
mezclas racémicas de los enantiomeros. Debe entenderse que el término “compuesto” incluye cualquiera o todas de
dichas formas, ya sea explicitamente indicado o no (aunque a veces, “sales” se indica explicitamente).

“Farmacéuticamente aceptable” tal como se usa en el presente documento significa que el compuesto o la composicién

o el vehiculo es adecuado para administracion a un sujeto para lograr los tratamientos descritos en el presente
documento, sin efectos secundarios indebidamente perjudiciales a la luz de la necesidad del tratamiento.
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El término “cantidad terapéuticamente eficaz” o “dosificacion farmacéuticamente apropiada”, tal como se usa en el
presente documento, se refiere a la cantidad de los compuestos o dosificaciones que suscitaran la respuesta médica
o0 biolégica de un sujeto, un tejido o una célula que esta buscando el investigador, el veterinario, el doctor u otro médico.

Tal como se usa en el presente documento, “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera y todos los
polvos secos, los disolventes, los medios de dispersion, los recubrimientos, los agentes antibacterianos y antifingicos,
los agentes isotonicos, los agentes retardadores de la absorcion, y similares. Los vehiculos farmacéuticamente
aceptables son materiales, utiles con el fin de administrar los compuestos en el método de la presente invencion, que
son preferiblemente no toxicos, y pueden ser materiales sélidos, liquidos 0 gaseosos, que de otro modo son inertes y
farmacéuticamente aceptables, y son compatibles con los compuestos de la presente invencién. Los ejemplos de
dichos vehiculos incluyen aceites tales como aceite de maiz, tampones tales como PBS, solucion salina,
polietilenglicol, glicerina, polipropilenglicol, dimetilsulféxido, una amida tal como dimetilacetamida, una proteina tal
como albumina, y un detergente tal como Tween 80, mono- y oligopolisacaridos tales como glucosa, lactosa,
ciclodextrinas y almidén.

El término “administrar’ o “administracion”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a proporcionar el
compuesto o la composicion farmacéutica de la invencién a un sujeto que padece o esta en riesgo de las enfermedades
o0 estados que van a tratarse o prevenirse.

El término “administracion sistémica”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier método de
administracion adecuado que puede administrar los compuestos en la presente invencion de manera sistémica. En
una realizacion, la administracion sistémica puede seleccionarse del grupo que consiste en administracién oral,
parenteral, intranasal, inhaladora, sublingual, rectal y transdérmica.

Una via de administracion en farmacologia y toxicologia es la ruta por la que un farmaco, un fluido, un veneno u otra
sustancia se introduce en el cuerpo. Las vias de administracion pueden clasificarse generalmente por la ubicacion en
la que se aplica la sustancia. Los ejemplos comunes pueden incluir administracion oral e intravenosa. Las vias también
pueden clasificarse basandose en donde se encuentra la diana de la accidn. La accion puede ser topica (local), enteral
(efecto de todo el sistema, pero administrada a través del tubo gastrointestinal) o parenteral (accion sistémica, pero
administrada a través de otras vias distintas al tubo Gl).

Una administracion tépica enfatiza el efecto local, y la sustancia se aplica directamente donde se desea su accion.
Algunas veces, sin embargo, el término tdpica puede definirse como aplicado a un area localizada del cuerpo o a la
superficie de un parte del cuerpo, sin implicar necesariamente el efecto objetivo de la sustancia, lo que hace que la
clasificacion sea una variante de la clasificacion basada en la ubicacion de la aplicacién. En una administracion enteral,
el efecto deseado es sistémico (no local), la sustancia se administra a través del tubo digestivo. En una administraciéon
parenteral, el efecto deseado es sistémico, la sustancia se administra mediante vias distintas al tubo digestivo.

Los ejemplos para administraciones topicas pueden incluir epicutanea (aplicacion sobre la piel), por ejemplo, pruebas
de alergia o de anestesia local tipica, inhalatoria, por ejemplo medicamentos para el asma, enema, por ejemplo, medios
de contraste para imagen del intestino, gotas para los ojos (sobre la conjuntiva), por ejemplo, antibidticos para la
conjuntivitis, gotas para los oidos, tales como antibiéticos y corticosteroides para la otitis externa, y aquellos a través
de las membranas mucosas en el cuerpo.

La administracién enteral puede ser una administracion que implica cualquier parte del tubo gastrointestinal y que tiene
efectos sistémicos. Los ejemplos pueden incluir aquellos por la boca (via oral), muchos farmacos como comprimidos,
capsulas o gotas, aquellos por sonda de alimentacién gastrica, sonda de alimentacién duodenal o gastrostomia,
muchos farmacos y nutricién enteral, y aquellos por via rectal, diversos farmacos en supositorios.

Los ejemplos para administraciones parenterales pueden incluir intravenosa (en una vena), por ejemplo muchos
farmacos, nutricién parenteral total intraarterial (en una arteria), por ejemplo, farmacos vasodilatores en el tratamiento
de vasoespasmo y farmacos tromboliticos para el tratamiento de embolia, infusién intradsea (en la médula ésea),
intramuscular, intracerebral (en la parénquima cerebral), intracerebroventricular (en el sistema ventricular cerebral),
intratecal (una inyeccién en el canal espinal) y subcutanea (bajo la piel). Entre ellos, la infusion intradsea es, en efecto,
un acceso intravenoso indirecto porque la médula espinal drena directamente en el sistema venoso. La infusion
intradsea puede usarse de manera ocasional para farmacos y fluidos en medicina de urgencias y pediatria cuando el
acceso intravenoso es dificil.

Cualquier via de administracion puede ser adecuada para la presente invencion. En una realizacién, el compuesto de
la presente invencion puede administrarse al sujeto mediante inyeccion intravenosa. En otra realizacion, los
compuestos de la presente invencidn pueden administrarse al sujeto mediante cualquier otra administracion sistémica
adecuada, tal como administracién oral, parenteral, intranasal, sublingual, rectal o transdérmica.

En otra realizacion, los compuestos de la presente invencion pueden administrarse al sujeto mediante sistemas
nasales o a través de la boca, por ejemplo, mediante inhalacion.
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En otra realizacion, los compuestos de la presente invencién pueden administrarse al sujeto mediante inyeccion
intraperitoneal o inyeccion IP.

Tal como se usa en el presente documento, el término “inyeccion intraperitoneal” o “inyeccion IP” se refiere a la
inyeccion de una sustancia en el peritoneo (cavidad corporal). La inyeccion IP se aplica mas frecuentemente a
animales que a seres humanos. En general, la inyeccién IP se prefiere cuando se necesitan grandes cantidades de
liquidos de reemplazo de sangre, o cuando la presion sanguinea baja u otros problemas impiden el uso de un vaso
sanguineo adecuado para la inyeccién intravenosa.

En animales, la inyeccion IP se usa predominantemente en medicina veterinaria y pruebas en animales para la
administracion de farmacos y fluidos sistémicos debido a la facilidad de administracion en comparaciéon con otros
métodos parenterales.

En seres humanos, el método de inyeccion IP se usa ampliamente para administrar farmacos de quimioterapia para
tratar algunos canceres, en particular el cancer de ovario. Aunque es controvertido, este uso especifico se ha
recomendado como tratamiento habitual.

Determinados compuestos contenidos en composiciones de la presente invencion pueden existir en formas
geomeétricas o estereoisoméricas particulares. Ademas, los polimeros de la presente invencion también pueden ser
activos Opticamente. La presente invencion consideras todos estos compuestos, incluyendo los isémeros cis- y trans-
, los enantiomeros R- y S-, los diasteredmeros, los isomeros (D), los isomeros (L), las mezclas racémicas de los
mismos, y otras mezclas de los mismos, mientras estén dentro del alcance de la invencion. Los atomos de carbono
asimétricos adicionales pueden estar presentes en un sustituyente tal como un grupo alquilo. Todos estos isGmeros,
asi como las mezclas de los mismos, pretenden estar incluidos en esta invencion.

Si se desea, por ejemplo, un enantiomero particular de un compuesto de la presente invencién, puede prepararse
mediante sintesis asimétrica, o mediante derivacion con un auxiliar quiral, donde la mezcla diastereomérica resultante
se separay el grupo auxiliar se escinde para proporcionar los enantiomeros deseados puros. Alternativamente, cuando
la molécula contiene un grupo funcional basico, tal como amino, o un grupo funcional 4cido, tal como carboxilo, se
forman las sales diastereoméricas con un acido o base activo 6pticamente apropiado, seguido por la resolucién de los
diasteredmeros asi formados mediante cristalizacién fraccional o medios cromatograficos bien conocidos en la técnica,
y la posterior recuperacion de los enantiomeros puros.

Se entendera que “sustitucion” o “sustituido con” incluye la condicién implicita de que dicha sustitucion es segun la
valencia permitida del atomo sustituido y el sustituyente, y que la sustitucion da como resultado un compuesto estable,
por ejemplo, que no experimenta de manera no espontdnea una transformacion tal como por reordenamiento,
ciclacion, eliminacion u otra reaccién.

El término “sustituido” se considera también para incluir todos los sustituyentes permitidos de compuestos organicos.
En un aspecto amplio, los sustituyentes permitidos incluyen sustituyentes de compuestos organicos aciclicos y ciclicos,
ramificados y no ramificados, carbociclicos y heterociclicos, aromaticos y no aromaticos. Los sustituyentes a modo de
ilustracion incluyen, por ejemplo, aquellos descritos anteriormente en el presente documento. Los sustituyentes
permitidos pueden ser uno o mas y los mismos o diferentes para compuestos organicos apropiados. Para los
propositos de esta invencion, los heteroatomos tales como nitrégeno puede tener sustituyentes hidrégeno y/o cualquier
sustituyente permitido de compuestos organicos descritos en el presente documento que satisfagan las valencias de
los heteroatomos. Esta invencidon no pretende limitarse de ninguna manera por los sustituyentes permitidos de
compuestos organicos.

Para los fines de esta invencion, los elementos quimicos se identifican segun la tabla periddica de los elementos,
version CAS, “Handbook of Chemistry and Physics”, 672 ed., 1986-87, cubierta interior.

Tal como se usa en el presente documento, el término “sujeto” o “individuo” se refiere a un ser humano u otro animal
vertebrado. Se pretende que el término abarque “pacientes”.

El término “sinérgico” se refiere a una combinacién que es mas eficaz que los efectos aditivos de cualesquiera dos o
mas agentes individuales. Un efecto sinérgico permite el tratamiento eficaz de una enfermedad usando cantidades
(dosis) menores de una terapia individual. Las dosis menores dan como resultado una toxicidad menor sin eficacia
reducida. Ademas, un efecto sinérgico puede dar como resultado una eficacia mejorada. Finalmente, la sinergia puede
dar como resultado una evasion o reduccién mejorada de la enfermedad en comparacién con cualquier terapia
individual.

La terapia de combinacion puede permitir el producto de dosis menores del primer o del segundo agente terapéutico
(denominado como “sinergia aparente de una via” en el presente documento) o dosis menores de ambos agentes
terapéuticos (denominado “sinergia de dos vias” en el presente documento) de lo que se requeriria normalmente
cuando se usa cada farmaco por separado.
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Tal como se usa en el presente documento, “vehiculo farmacéuticamente aceptable” incluye cualquiera y todos los
disolventes, los medios de dispersion, los recubrimientos, los agentes antibacterianos y antifingicos, los agentes
isotonicos, los agentes retardadores de la absorcion, y similares. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables son
materiales, utiles con el fin de administrar los compuestos en el método de la presente invencién, que son
preferiblemente no téxicos, y pueden ser materiales sélidos, liquidos o gaseosos, que de otro modo son inertes y
farmacéuticamente aceptables, y son compatibles con los compuestos de la presente invencién. Los ejemplos de
dichos vehiculos incluyen aceites tales como aceite de maiz, tampones tales como PBS, soluciéon salina,
polietilenglicol, glicerina, polipropilenglicol, dimetilsulféxido, una amida tal como dimetilacetamida, una proteina tal
como albumina, y un detergente tal como Tween 80, mono- y oligopolisacaridos tales como glucosa, lactosa,
ciclodextrinas y almidon.

La formulaciéon usada en la presente invencién puede contener también estabilizantes, conservantes, tampones,
antioxidantes u otros aditivos conocidos para los expertos en la técnica. El uso de dichos medios y agentes para
sustancias farmacéuticamente activas es bien conocido en la técnica. Los compuestos activos suplementarios se
pueden incorporar también en agentes de imagen de la invencion. El agente de imagen de la invencién puede
administrarse ademas a un individuo en un diluyente o adyuvante apropiado, coadministrarse con inhibidores de
enzimas o en un vehiculo apropiado tal como albamina sérica humana o liposomas. Los diluyentes farmacéuticamente
aceptables incluyen solucion salina estéril y otras disoluciones tamp6n acuosas. Los adyuvantes considerados en el
presente documento incluyen resorcinoles, tensioactivos no iénicos tales como polioxietilen oleil éter y n-hexadecil
polietilen éter. Los inhibidores de enzimas incluyen inhibidor de la tripsina pancreatico, dietilpirocarbonato y trasilol.
Los inhibidores de liposomas incluyen emulsiones CGF de agua en aceite en agua, asi como liposomas
convencionales (véase J. Neuroimmunol. 1984, 7, 27).

Tal como se describe en el presente documento, determinadas realizaciones de los compuestos presentes pueden
contener un grupo funcional basico, tal como amino o alquilamino, y son, por tanto, capaces de formar sales
farmacéuticamente aceptables con acidos farmacéuticamente aceptables. El término “sales farmacéuticamente
aceptables” a este respecto, se refiere sales de adicion de acido inorganicas y organicas relativamente no téxicas de
compuestos de la presente invencion. Estas sales pueden prepararse in situ en el vehiculo de administracién o en el
proceso de fabricacion de la forma de dosificacidn, o al hacer reaccionar de manera separada un compuesto purificado
de la invencién en su forma de base libre con un acido orgéanico o inorganico adecuado, y aislando la sal asi formada
durante la purificacion posterior. Las sales representativas incluyen las sales de bromhidrato, clorhidrato, sulfato,
bisulfato, fosfato, nitrato, acetato, valerato, oleato, palmitato, estearato, laurato, benzoato, lactato, fosfato, tosilato,
citrato, maleato, fumarato, succinato, tartrato, naftilato, mesilato, glucoheptonato, lactobionato y laurilsulfonato, y
similares. Vease J. Pharm. Sci. 1977, 66, 1-19.

Las sales farmacéuticamente aceptables de los compuestos en cuestion incluyen las sales no tdxicas convencionales
0 sales de amonio cuaternario de los compuestos, por ejemplo, a partir de acidos organicos o inorganicos no toxicos.
Por ejemplo, dichas sales no téxicas convencionales incluyen aquellas derivadas de acidos inorganicos tales como
clorhidrico, bromhidrico, sulfarico, sulfamico, fosférico, nitrico, y similares; y las sales preparadas a partir de acidos
organicos tales como acético, propionico, succinico, glicolico, estearico, lactico, malico, tartarico, citrico, ascorbico,
palmitico, maleico, hidroximaleico, fenilacético, glutamico, benzoico, salicilico, sulfanilico, 2-acetoxibenzoico, fumarico,
toluenosulfénico, metanosulfonico, etanodisulfénico, oxdlico, isotiénico, y similares.

En otros casos, los compuestos de la presente invencién pueden contener uno 0 mas grupos funcionales acidos v,
por tanto, son capaces de formar sales farmacéuticamente aceptables con bases farmacéuticamente aceptables. El
término “sales farmacéuticamente aceptables” en estos casos se refiere a las sales de adicion de base inorganicas y
organicas relativamente no toxicas de compuestos de la presente invencion. Estas sales pueden prepararse del mismo
modo in situ en el vehiculo de administracion o en el proceso de fabricacion de la forma de dosificacion, o al hacer
reaccionar de manera separada un compuesto purificado de la invencion en su forma de acido libre con una base
adecuada, tal como el hidréxido, carbonato o bicarbonato de un cation metalico farmacéuticamente aceptable, con
amoniaco o con una amina organica primaria, secundaria o terciaria farmacéuticamente aceptable. Las sales alcalinas
y alcalinotérreas representativas incluyen las sales de litio, sodio, potasio, calcio, magnesio y aluminio, y similares.
Las aminas organicas representativas Utiles para la formacion de sales de adicion de base incluyen etilamina,
dietilamina, etilendiamina, etanolamina, dietanolamina, piperazina y similares (véase, por ejemplo, J. Pham. Sci. 1977,
arriba)

Mas especificamente, los compuestos que pueden formularse en una composicion farmacéutica incluyen una cantidad
terapéuticamente eficaz del primer compuesto, una cantidad terapéuticamente eficaz del segundo compuesto y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. La cantidad terapéuticamente eficaz de los compuestos y del vehiculo
especifico farmacéuticamente aceptable variara dependiendo de, por ejemplo, la edad, el peso, el sexo del sujeto, el
modo de administracién y el tipo de estado viral que va a tratarse.

En un aspecto particular, la composicién farmacéutica que puede usarse incluye los compuestos de la presente
invencién en una forma de dosificacion unitaria eficaz. Tal como se usa en el presente documento, el término
“dosificacion unitaria eficaz” o “dosis unitaria eficaz” se usa en el presente documento para significar una cantidad
predeterminada suficiente para ser eficaz contra la EA o similares. Los ejemplos incluyen cantidades que permiten el
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tratamiento de depoésitos de amiloides in vivo o in vitro que producen niveles de biodisponibilidad y de toxicidad
aceptables para su uso farmacéutico, y/o prevenir la degeneracion celular y la toxicidad asociada con la formacién de
fibrillas.

Las composiciones farmacéuticas pueden contener el primer compuesto o el segundo compuesto usados en el método
de esta invencion en una cantidad de desde el 0,01 hasta el 99% en peso de la composicién total, preferiblemente del
0,1 al 80% en peso de la composicion total. Para administracién oral, el primer compuesto o el segundo compuesto
se administran generalmente en una cantidad de 0,1 g/cuerpo a 15 g/cuerpo, preferiblemente de 0,5 g/cuerpo a 5
g/cuerpo. Para inyeccion intravenosa, la dosis puede ser de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 30 mg/kg/dia,
preferiblemente de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 10 mg/kg/dia. Si se aplica por via tdpica como un liquido,
una pomada o una crema, el primer compuesto o el segundo compuesto pueden estar presentes en una cantidad de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 50 mg/ml, preferiblemente de aproximadamente 0,5 a 30 mg/ml de la
composicion.

Para administracién sistémica, la dosificacion diaria empleada para el tratamiento de un humano adulto oscilara entre
aproximadamente 0,1 mg/kg y aproximadamente 150 mg/kg, preferiblemente entre aproximadamente 0,2 mg/kg y
aproximadamente 80 mg/kg.

Los expertos en la técnica reconoceran, o podran determinar usando no mas que experimentacion de rutina, muchos
equivalentes a las realizaciones especificas de la invencion descritas en el presente documento. Se pretende que
dichos equivalentes estén abarcados por las siguientes reivindicaciones.

Ejemplos

Ejemplo 1.

Tratamiento de combinacién de cromolina e ibuprofeno.

Lo siguiente es un célculo de ejemplo de dosificacion para cromolina:

1. La administracion de cromolina eficaz para el tratamiento de EA es diferente de manera significativa de
aquella de cromolina para la inflamacion del pulmén y el asma. Para la inflamacién del pulmén o el asma, los
sujetos usan dispositivos de inhalacion 1-4 veces por dia; cada dosis inhalada contiene 20 mg de polvo seco.

2. El polvo de cromolina seco (tamafio habitual >5 micrometros) se formula con lactosa con un tamafio mucho
mayor.

3. Cuando se inhala, el polvo seco de cromolina se separa de la lactosa por medio de la accion del dispositivo
inhalador (Spinhaler, Cyclohaler o inhaladores monodosis) o en la parte superior de las vias respiratorias, y
la cromolina seca se administra al pulmon.

4. La cromolina también se ha administrado como una disolucién que entra por medio del sistema gastrico.

Para la EA, estos tratamientos no resultardn en ninguna accién significativa sobre la progresion o modificacién de la
EA.

Para que el tratamiento de la EA sea eficaz, el farmaco tiene que administrarse por via sistémica para permitir la
captacion cerebral. Por tanto, el polvo seco de cromolina tiene que ser <3 micrometros. En determinadas realizaciones,
la cromolina es desde aproximadamente 0,5 micrometros hasta aproximadamente 1,5 micrémetros de diametro. Los
polvos de este tamafio alcanzaran los ganglios alvulares y se administraran por via sistémica.

La dosis estimada para el tratamiento diario es de aproximadamente 16 mg por sujeto por dia, de aproximadamente
4 mg por sujeto por dia, o de aproximadamente 1 mg por sujeto por dia.

De la biodistribucién preliminar de un analogo de cromolina marcado con F-18, la captacion cerebral es de
aproximadamente el 1% de dosis por gramo en el cerebro. Por tanto, se estima que de una dosis de 16 mg, para 1 mg
tomado por via sistémica, se tomaran 0,01 mg en el cerebro. La dosis estimada por gramo de cerebro sera de
0,01/1500 gramos (masa cerebral promedio); esto equivale a 7 ng/gramo de cerebro. Esta cantidad retrasa la
polimerizacion del péptido AB diario producido en el cerebro. Por tanto, deberan ser eficaces cantidades que son 5
veces inferiores a los 80 mg usados para el tratamiento del asma. La cromolina tiene una LogP de 1,9, un PSA de 189
y un % de PSA de 44 (JOURNAL OF PHARMACEUTICAL SCIENCES, VOL. 92, N.° 6, junio de 2003).

Los datos de inhibicibn mostraron que la cromolina inhibe en 8 veces la polimerizacion del péptido Ap. Otros

experimentos de inhibicion mostraron que la cromolina inhibe la polimerizacion del péptido Ap en concentraciones de
5 nM.
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En combinacion con cromolina, una dosis de 2 mg de ibuprofeno podria darse como pastilla, capsula o liquido. Esta
dosis baja de ibuprofeno es suficiente para tratar la respuesta a la inflamacion invisible para el péptido AB. Dosis
mayores pueden funcionar inicialmente, pero pueden empeorar a los sujetos de EA a la larga.

Ejemplo 2.

Experimentos in vivo del tratamiento de combinacién de cromolina e ibuprofeno.

Se sometieron a prueba tres grupos de ratones (cinco animales en cada uno) en una prueba del laberinto acuatico de
Morris. Dos grupos eran APP/PS1 de 4 meses de edad que incluian un ratén Ap mutante y un modelo indicativo de la
progresion de la enfermedad de Alzheimer. Un grupo de APP/PS1 se traté con combinacién de cromolina e ibuprofeno
durante seis meses, y el segundo grupo no se traté como grupo de control y se us6 un tercer tipo natural no tratado
como control normal. La figura 1 es una grafica que muestra el resumen del estudio in vivo. WT (tipo natural, panel
derecho) muestra ratones no tratados normales. El grupo de control (panel izquierdo) muestra ratones transgénicos
que no recibieron tratamiento de farmaco. El grupo tratado (panel intermedio) muestra ratones transgénicos que
recibieron AZLT-OP1 (cromolina + ibuprofeno) durante seis meses mediante inyeccion intraperitoneal (IP) dos veces
a la semana. Los ratones se entrenaron durante 7 dias para recordar la ubicacion de la plataforma. Al dia 8, la
plataforma se retird, y se registraron las veces que cruzaban el &rea de la plataforma.

En otro estudio, ratones APP/PS1 de 7,5 meses de edad tratados completos durante una semana como tratamiento
agudo usando tres dosis diferentes de cromolina de sodio (1,05 mg/kg, 2,1 mg/kg y 3,15 mg/kg). El tratamiento se dio
mediante inyeccion IP todos los dias durante 7 dias antes de sacrificar a los ratones y extraer el cerebro. Los extractos
de cerebro se cuantificaron para una cantidad total de AB40, AB42 y oligbmeros AB. La figura 4 representa los
resultados del tratamiento in vivo de cromolina e ibuprofeno del modelado de ratones transgénicos similar al de la
enfermedad de Alzheimer.

Aqui estan las conclusiones principales de este estudio agudo.

1. Se observo una disminucién dependiente de la dosis en la cantidad de AB40 y AB42 asociada con las dos
dosis mayores (2,1 mg/kg y 3,15 mg/kg), hasta del 50%.

2. Este efecto se mantuvo después del tratamiento de las muestras con guanidina-HCI para disolver cualquier
agregado amiloide.

3. La cuantificacion de las especies oligoméricas usando el kit ELISA 82E1/82E1 no pudo mostrar ninguna
diferencia entre los grupos experimentales.

Una explicacion del cambio insignificante es que la exposicion aguda al tratamiento de cromolina de sodio afecta ante
todo a las especies monoméricas, que impacta a los oligbmeros o a los agregados de orden superior al plazo del
tratamiento mas largo cronico. El tratamiento agudo no causaria un cambio sustancial en las cantidades oligoméricas.

Ejemplo de referencia 3.

Derivados de cromolina para inhibir la polimerizacion de los oligbmeros de la enfermedad de Alzheimer y tratar la
enfermedad de Alzheimer.

En otro experimento, se sometieron a prueba los derivados de cromolina como inhibidores de la polimerizacién de Ap.
Inhibir la produccion de oligomeros AB proporcionara de enfermedad de Alzheimer y tratamiento de la enfermedad de
Alzheimer.

El producto de investigacién ALZT-OP1a (cromolina de sodio) es un derivado de cromona sintético que se ha aprobado
para su uso por la FDA desde la década de 1970 para el tratamiento del asma. Para el tratamiento del asma, se
micronizo el polvo de cromolina de sodio para la inhalacion a los pulmones mediante un inhalador de polvo seco, por
ejemplo, un dispositivo Spinhaler. El liquido intranasal y las formulaciones oftalmicas también se han desarrollado para
el tratamiento de rinitis y conjuntivitis.

El mecanismo de accioén para la cromolina de sodio (ALZT-OP1a) se caracteriza como un estabilizador de mastocitos,
es decir para suprimir la liberacion de citocinas de los linfocitos activados junto con prevenir la liberacién de histamina
de los mastocitos (Netzer, 2012; Keller, 2011). Se administrd cuatro veces al dia como profilaxis para el asma alérgico
e inducido por el ejercicio, no como un tratamiento para atagues agudos.

Los solicitantes han descubierto un nuevo mecanismo de accion para la cromolina, el cual, junto con su papel para
suprimir las respuestas inmunitarias, permite la reutilizacion de este farmaco aprobado para su uso para detener la
progresion de EA. Los estudios de los solicitantes han mostrado que la cromolina de sodio se une a péptidos beta-
amiloides e inhibe su polimerizacion a oligémeros y agregados de orden superior. La inhibicién de la polimerizacién
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de beta-amiloides detendra la intoxicacién mediada por amiloides de neuronas y restablecera el paso de estos
oligébmeros beta-amiloides anémalos fuera del cerebro en lugar de su acumulacion.

Los estudios de los solicitantes mostraron que la cromolina o sus derivados penetran la barrera hematoencefalica en
modelos animal, de forma que la biodisponibilidad en plasma tras la inhalacién de cromolina se traducira en
concentraciones en el cerebro suficientes para interferir con la oligomerizacién y acumulacién de beta-amiloides. La
inhalacién de cromolina de sodio mostré ser la via de administracién no inyectada mas eficaz para la biodisponibilidad
sistémica de cromolina de sodio en animales y seres humanos (Moss, 1970; Neale, 1986; Richards, 1987; Aswania,
1999; Tronde, 2003). Una via de administracion aprobada por la FDA para cromolina de sodio es la inhalacién oral
usando un inhalador de polvo seco basado en una capsula, con 20 mg de cromolina de sodio cargados por capsula.
Los estudios han mostrado que con altas tasas de inspiracion, la cromolina de sodio inhalada se administra de manera
eficaz al pulmén humano, con el 10-15% de la dosis que administra el farmaco inhalada absorbida en el torrente
sanguineo (Richards, 1987; Keller, 2011). Por estas razones, se selecciond la inhalacién de cromolina de sodio con
un dispositivo inhalador de polvo seco como la via de administracion en la presente invencion. Sin embargo, se informa
gue los niveles en plasma de cromolina tras la inhalacién muestran variabilidad dentro y entre sujetos alta, y que la
captacion de cromolina por asmaticos fue inferior que en voluntarios sanos (Richards, 1987; Keller, 2011).

Para los estudios de seres humanos planeados, cada blister contendré el principio del producto activo (cromolina de
sodio) y lactosa monohidratada de calidad para inhalacion como excipiente. La dosis de cromolina de una vez al dia
que va a someterse a prueba en este estudio es de menos del 20% la dosis del nivel de dosis aprobado para cuatro
veces al dia (80 mg de cromolina de sodio en total por dia) para el tratamiento del asma.

Tomadas juntas, la dosis de ALZT-OP1a una vez al dia en este estudio debe conservar la excelente seguridad y el
perfil de tolerabilidad del farmaco, todavia se predice de alcanzar las concentraciones de farmaco nanomolares
necesarias para bloquear la oligomerizacion de beta-amiloides en el cerebro para prevenir la progresion de la
enfermedad de Alzheimer.

Ejemplo de referencia 4.

Derivados de cromolina para inhibir la polimerizacion de los oligdmeros de la enfermedad de Alzheimer.

La figura 5 ilustra la medicién del nivel de A solubles en TBS mediante ELISA WAKO. Los experimentos muestran
que el nivel de AB solubles en TBS disminuye tras el tratamiento de cromolina de sodio con dependencia de la dosis.
La figura 5A muestra que el nivel de AB40 disminuye tras el tratamiento de cromolina de sodio con dependencia de la
dosis. La figura 5B muestra que el nivel de AB42 disminuye tras el tratamiento de cromolina de sodio con dependencia
de la dosis. Tal como se indica, el nimero de animales por grupo es N = 3 6 5, promedio + DE. El valor de p es
significativo usando la prueba de ANOVA de una via (prueba de Bonferroni). Tanto los AB solubles totales [mostrados
como Gdn+ (guanidina-HCI)] como el AB monomérico [mostrado como Gdn-(no guanidina)] disminuyen después de la
adicion de cromolina de sodio. La dosis de 2,1 mg/kg de cromolina de sodio fue suficiente para disminuir los Ap
solubles en TBS.

La figura 6 ilustra la medicion del nivel de ELISA de oligdmeros de IBL del nivel de oligémeros AB solubles en TBS
(82E1-82E1). Los experimentos muestran que el nivel de oligdmeros AB no cambid tras el tratamiento con cromolina
de sodio. La figura 6A muestra los experimentos ELISA de oligébmeros AP IBL (82E1-82E1). Las figuras 6B y 6C
muestran la diferencia de los experimentos con Gdn y aquellos sin Gdn usando ELISA WAKO. N = 3 6 5 por grupo,
promedio + DE. El valor de p no es significativo usando la prueba de ANOVA de una via (prueba de Bonferroni). Ambos
ELISA (ELISA de oligémero IBL y las diferencias entre con y sin Gdn usando ELISA WAKO) mostraron que el nivel de
oligdbmeros no cambid tras el tratamiento de cromolina de sodio.

Ejemplo de referencia 5.

Descripcion
Los solicitantes resumen los fundamentos detras del tratamiento tal como sigue:
1. La estructura molecular es similar a algunas que tenian afinidad a placas (formula | y tabla 1). La diferencia

significativa es que el farmaco en la presente invencion funciona en concentraciones nanomolares en comparacion
con las concentraciones micromolares de otros farmacos previos.
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@
Compuesto Sustituyentes Efectos sobrela forma-
cién de fibrillas de A
3 5 7 3’ 4’ 5°

Fisetina OH H OH OH OH H Inhibidor

37,47, 7’ -Trihidroxiflavona H H OH OH OH H Inhibidor

37,3’ #’-Trihidroxiflavona OH H H OH OH H Inhibidor

37,37, 7-Trihidroxiflavona OH H OH OH H H Potenciador
5-Desoxikaempferol OH H OH H OH H Potenciador
Luteolina H OH OH OH OH H Inhibidor
Quercetina OH OH OH OH OH H Inhibidor

Crisina H OH OH H H H Potenciador
Kaempferol OH OH OH H OH H Potenciador
Miricetina CH OH OH OH OH OH Inhibidor

5 2. El peso molecular adecuado de las moléculas en la presente invencion permite a las moléculas penetrar al cerebro.

Estructura quimica:

NaQQC Q

o] COO0Na

oH
0 OCH.CHCH,O 0

Férmula molecular: C23H14Na2011
10
Peso molecular: 512,34 [g/mol]

3. Las moléculas en la presente invencion tienen una lipofilicidad deseable (LogP) y un area superficial de presién
(PSA) en el intervalo de penetracion del cerebro (tabla 2). El analogo de PIB TS3124 tiene un 4% de concentracion

15 cerebral, y un mayor valor de LogP en el intervalo en el que no hay captacion usal. Esto se equilibra mediante el PSA
mucho menor. LogP se determind mediante Chemdraw pro, version 10. PSA se determindé mediante los métodos
previos (http://www.daylight.com/meetings/emugOQ/Ertl/tpsa.html).

20



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 749 096 T3

Tabla 2. Las estructuras moleculares, el peso molecular, la lipofilicidad (LogP) y el area superficial de presion (PSA).

Compuesto Estructura PM LogP PSA PKa

0 F © CO,t
HO,C 2
0
o O\)\/ O’ 466,41 | 21 | 12720

o) (@)
Na0,C O\)Oi/o CO; 1,39
C0399 508,38 para el 125,43
O 0 dicido
HO
s
OH: 9,2
TS3124 O:)_Q”/Y 30237 | 392 | 4515 | GMFIC
N F

4. La biodistribucién de ratones de la biodistribucion de cromolina radiomarcada muestra el 1% de dosis por gramo de
cerebro acumulada. La figura 7 ilustra la biodistribucion del compuesto A de cromolina radiomarcada tras la inyeccion
intravenosa en ratones. En la figura 7, una captacion cerebral de 5, 30 6 60 minutos, que corresponde a las series 1,
2 6 3, respectivamente, muestra el 1% de acumulacion con algo de o ningun lavado durante el periodo medido.

5. Se confirmd la union de cromolina a AB y su inhibicién de la polimerizacién mediante cuatro métodos independientes.
Ensayo de agregacion por UV.

Se midieron la agregacion del péptido Abeta y el impacto de farmacos para reducir o prevenir la agregacion de Abeta
mediante un ensayo de absorbancia UV (Findeis, 1999). Se mezclaron los péptidos (1-40) Abeta, a 50 uM, con farmaco
50 uM en tampon de ensayo, y se incubé la placa a temperatura ambiente sobre un lector de placas. Se monitorizé la
absorbancia UV a 540 nm a lo largo de un periodo de 2-3 h.

La polimerizacion de péptidos de mondmeros AP en agrupaciones de trimeros y tetrameros inicia el proceso de
agregacion de A en protofibrillas y luego en fibrillas que forman placas amiloides. Los experimentos de polimerizacion
revelaron que el monémero A alcanzé la polimerizacién al 50% en 14 minutos. A concentraciones equimoleculares
con AB, la adicion de cromolina inhibié la velocidad de polimerizacion de AB en 7 veces, es decir que la polimerizacion
al 50% requiridé 75 minutos de incubacion, en comparacion con los 14 minutos en ausencia de farmaco.

Tabla 3. La cromolina inhibe la polimerizacién de Ap.

Aumento relativo en el

Co_mpuesto % de tioflavina T unida Unioén relativa tiempo de polimerizacién
sometido a prueba (veces)
Vehiculo 37% 1 1
TS734 (cromolina) 30% 0,82 7.8

Ensayo de unién CL/EM/EM.

Se midi6 la union mediante dialisis de equilibro. Se preformaron fibrillas amiloides incubando el péptido en tampén con
agitacion durante 120 h a 27°C. Se incubaron los farmacos con fibrillas (péptido 50 uM) en un dispositivo de diélisis
de equilibrio RED (Pierce), y se determina la cantidad de agente de prueba en cada lado mediante CL/IEM/EM. Se
calcul6 el porcentaje unido como 1 — (conc. libre/conc, total) después de corregir la sefial de fondo. Se us6 tioflavina
T como un control positivo. La unidn es el desplazamiento de tioflavina T. La polimerizacién se clasifica para AB
relativos. En general, los compuestos que clasifican altamente en inhibir la polimerizacion, clasifican bajo en unirse a
los agregados, y viceversa.

Ensayo de unién competitiva

Se realizé el ensayo competitivo tal como se describié previamente (Ono y Hayashi, 2009). Se preformaron agregados
de péptido amiloide incubando péptido (1-40) Ap con tampon durante 3 dias a 37°C. Se mezclaron los farmacos a 20
uM con la disolucion del ensayo que contenia 10 pg/ml de agregados de péptido amiloide + tioflavina T 3 uM en un
lado de un dispositivo de didlisis RED con tampén del ensayo en el otro lado. Tras 4 h de dialisis, se determiné la
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cantidad de tioflavina T mediante CL/IEM/EM. Se determind la unién relativa al normalizar la unién en porcentaje
mediante la union en porcentaje del vehiculo de control.

Ensayo de agregacion de Ap mediante tioflavina

Uno de los enfoques mas utilizados de manera rutinaria para monitorizar la polimerizacion de A es el ensayo de unién
de tioflavina T. Cuando la tioflavina T se une a estructuras ricas en laminas beta, tales como agregados amiloides, el
colorante muestra fluorescencia mejorada y un desplazamiento al rojo caracteristico en su espectro de emision. Se
mezclé péptido Ap a 5 uM con tioflavina T 10 uM con farmaco a diferentes concentraciones. En ausencia de farmaco,
la polimerizacion de Ap muestra fluorescencia de tioflavina T creciente a lo largo de 60-180 min, tal como se muestra
en la figura 5.

La adicion de cromolina (C0399) y su derivado 8F (TS734) a concentracion nanomolar muestra inhibiciéon de la
agregacion de A, tal como se muestra en la figura 6.

Mediante cuatro ensayos in vitro separados, la cromolina de sodio, a concentraciones nanomolares, inhibe de manera
eficaz la polimerizacion del péptido de amiloides AP en oligémeros y agregados de orden superior.

6. El andlisis preliminar del modelo de unién indica que la cromolina se une a la superficie de la lamina beta a lo largo
de la hebra beta de manera similar a la tioflavina T. Las figuras 10 y 11 ilustran las vistas lateral y desde arriba de las
estructuras relativas y ubicaciones de cromolina y de Ap después de que la cromolina se una a Ap a través de una
simulacion de modelo de union.

7. Los solicitantes sometieron a prueba otras estructuras para tratar la EA ademas de la cromolina. Se han evaluado
varios tipos de compuestos, tanto para agentes de imagen como terapéuticos, para la inhibicién de la polimerizacion
del péptidos AB.

En un esfuerzo por combinar la biodisponibilidad y la funcion dual, los solicitantes han anclado scyllo-inositol, que se
transporta a lo largo de la barrera hematoencefalica y se conoce por unir y neutralizar oligémeros a complejos solubles
(McLaurin, Kierstead, et al., 2006; Sun, Zhang, et al., 2008), a 2-etil-8-metil-2,8-diazoespiro-4,5-decan-1,3-diona, al
agonista del receptor M1 muscarinico (Palacios, Bolliger, et al., 1986). Se eligié RS-86 porque ha mostrado evidencia
de que mejora la funcién cognitiva, el humor y el comportamiento social en algunos pacientes de EA (Wettstein y
Spiegel, 1985). Los receptores M2 funcionan en los terminales de los nervios colinérgicos para regular la liberacion de
acetilcolina, mientras que los receptores M1 se ubican en células postsinapticas y facilitan la excitacion celular (Mash,
Flynn, 1985). Dado que las neuronas colinérgicas presinapticas se degeneran en EA mientras que los receptores
muscarinicos M1 postsinapticos permanecen intactos, se ha propuesto el uso de agonistas muscarinicos de accion
prolongada tales como RS-86 como estrategia de tratamiento para la pérdida de memoria. Sin embargo, RS-86 tiene
una baja penetracién en el cerebro; combinandolo con inositol usando una unién que puede metabolizarse una vez en
el cerebro, puede aumentar la biodisponibilidad del agonista asi como mantenerse el efecto beneficioso del inositol.
En el pasado, se han radiomarcado tanto inositol, en la forma de 1-fluoro-scyllo-inositol, como derivados de RS-86 con
F-18 o C-11 como sondas PET potenciales para la EA.

%?""T

T86108

2 ON TEZHO

8. Se cree que estos compuestos adecuados seleccionan como diana mastocitos al inhibir la produccién de citocina,
por tanto, un tratamiento adicional de la respuesta inflamatoria asociada con el desencadenante y el progreso de la
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EA. En su publicacion previa (Jin, Silverman, et al., 2009), Jin y sus colaboradores indican que los compuestos de
cromolina potenciales pueden usarse como inhibidores de mastocitos.

Ejemplo de referencia 6.

Farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE).

Una evidencia convincente de los estudios de epidemiologia multiple revel6é que la administraciéon de dosis a largo
plazo con farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) redujo de manera drastica el riesgo de EA en los ancianos,
incluyendo la aparicién de la enfermedad retardada, la gravedad sintomatica reducida y la disminucién cognitiva
reducida (Veld, 2001; Etminan, 2003; Imbimbo, 2010). Se han propuestos tres mecanismos de como los AINE inhiben
los procesos que contribuyen a la progresion de la EA: i) inhibiendo la actividad de COX para reducir o prevenir la
activacion microglial y la produccién de citocinas en el cerebro (Mackenzie, 1998; Alafuzoff, 2000; Yan, 2003;
Gasparini, 2004; Imbimbo, 2010); ii) reduciendo la deposicion de amiloides (Weggen, 2001; Yan, 2003; Imbimbo,
2010); o iii) blogueando las respuestas de prostaglandina E2 mediadas por COX en sinapsis (Kotilinek, 2008).

Por tanto, se predice que los AINE amortiguan la respuesta neuroinflamatoria e impactan la progresiéon de la EA
mediante diversos mecanismos. Cuando se administran junto con farmacos que inhiben la oligomerizacion de beta-
amiloides, se propone que el paradigma de tratamiento de combinacién atenda los multiples desencadenantes que
conducen a la neurodegeneracion y la muerte neuronal. La disminucion en la actividad cognitiva puede revertirse,
debido a la plasticidad neuronal y a la neurogénesis en el hipocampo (Kohman, 2013), si la progresion de la EA se
detiene en una etapa muy temprana.

Ibuprofeno.

El ibuprofeno es un inhibidor de COX no selectivo para tratar la inflamaciéon como un farmaco antiinflamatorio no
esteroideo (AINE). Las enzimas COX convierten determinados acidos grasos en prostaglandinas. Las prostaglandinas
al final de la “cadena” de reacciones que empieza con la enzima COX provocan una sensibilidad aumentada al dolor,
a la fiebre y a la vasodilatacién (flujo sanguineo aumentado o inflamacion). Al inhibir el comienzo de esta cadena de
reacciones, el ibuprofeno por tanto reduce el dolor, la fiebre y la inflamacién. Dado que el ibuprofeno bloquea la
actividad de ambas enzimas COX, se considera un AINE inhibidor de COX no selectivo.

La terapia ALZT-OP1 es una terapia de farmaco multifuncional de individuos con deterioro cognitivo leve amnésico.
ALZT-OP1 es una terapia de farmaco multifuncional que consiste en administrar cromolina de sodio (ALZT-OP1a)
mediante inhalacion para inhibir la polimerizacion de péptidos beta-amiloides y amortiguar las respuestas inmunitarias,
més una baja dosis oral concomitante pero administrada de manera separada de comprimido de ibuprofeno (ALZT-
OP1b) para inhibir la respuesta neuroinflamatoria en personas con deterioro cognitivo leve amnésico (DCLa) debido a
la enfermedad de Alzheimer. Ambos farmacos de principios farmacéuticos activos (API) en esta formulacion de ALZT-
OP1b son farmacos comercializados y aprobados que se han vuelto a proponer para su uso para prevenir la aparicion
de la demencia y la progresion de de la enfermedad de Alzheimer.

ALZT-OP1la

El producto de investigacion ALZT-OP1a (cromolina de sodio) es un derivado de cromona sintético que se ha aprobado
para su uso por la FDA desde la década de 1970 para el tratamiento del asma. Para el tratamiento del asma, se
micronizo el polvo de cromolina de sodio para la inhalacion a los pulmones mediante un inhalador de polvo seco, por
ejemplo, un dispositivo Spinhaler. El liquido intranasal y las formulaciones oftadlmicas también se han desarrollado para
el tratamiento de rinitis y conjuntivitis.

El mecanismo de accioén para la cromolina de sodio (ALZT-OP1a) se caracteriza como un estabilizador de mastocitos,
es decir para suprimir la liberacion de citocinas de los linfocitos activados junto con prevenir la liberacién de histamina
de los mastocitos (Netzer, 2012; Keller, 2011). Se administrd cuatro veces al dia como profilaxis para el asma alérgico
e inducido por el ejercicio, no como un tratamiento para ataques agudos.

Los solicitantes han descubierto un nuevo mecanismo de accién para la cromolina, el cual, junto con su papel para
suprimir las respuestas inmunitarias, permite la reutilizacién de este farmaco aprobado para su uso para detener la
progresion de EA. Los estudios de los solicitantes han mostrado que la cromolina de sodio se une a péptidos beta-
amiloides e inhibe su polimerizacién a oligdmeros y agregados de orden superior. La inhibicién de la polimerizacion
de beta-amiloides detendra la intoxicacion mediada por amiloides de neuronas y restablecera el paso de estos
oligbmeros beta-amiloides anémalos fuera del cerebro en lugar de su acumulacion.

Los estudios de los solicitantes mostraron que la cromolina o sus derivados penetran la barrera hematoencefalica en
modelos animales, de forma que la biodisponibilidad en plasma tras la inhalacion de cromolina se traducira en
concentraciones en el cerebro suficientes para interferir con la oligomerizacion y acumulacién de beta-amiloides. La
inhalacion de cromolina de sodio mostro ser la via de administracion no inyectada mas eficaz para la biodisponibilidad
sistémica de cromolina de sodio en animales y seres humanos (Moss, 1970; Neale, 1986; Richards, 1987; Aswania,
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1999; Tronde, 2003). Una via de administracion aprobada por la FDA para cromolina de sodio es la inhalacion oral
usando un inhalador de polvo seco basado en una capsula, con 20 mg de cromolina de sodio cargados por capsula.
Los estudios han mostrado que con altas tasas de inspiracion, la cromolina de sodio inhalada se administra de manera
eficaz al pulmén humano, con el 10-15% de la dosis que administra el farmaco inhalada absorbida en el torrente
sanguineo (Richards, 1987; Keller, 2011). Por estas razones, se selecciond la inhalacién de cromolina de sodio con
un dispositivo inhalador de polvo seco como la via de administracion en la presente invencion. Sin embargo, se informa
que los niveles en plasma de cromolina tras la inhalacién muestran variabilidad dentro y entre sujetos alta, y que la
captacién de cromolina por asmaticos fue inferior que en voluntarios sanos (Richards, 1987; Keller, 2011).

La mezcla de polvo de cromolina de sodio (ALZT-OP1a) se cargara en blisteres para su uso con un inhalador de polvo
seco con actividad del aerosol reproducible en un intervalo de frecuencias inspiratorias. Cada blister contendra el
principio de producto activo (cromolina de sodio) y lactosa monohidratada de calidad para inhalacion como excipiente.
La dosis de cromolina para una vez al dia que va a someterse a prueba en este estudio es de menos del 20% la dosis
del nivel de dosis aprobado para cuatro veces al dia (80 mg de cromolina de sodio total por dia) para el tratamiento
del asma. La dosis se calcula para titular los 22-27 nanogramos diarios estimados de placas amiloides de ApB
producidos en el cerebro.

Tomados juntos, la dosis de ALZT-OP1la para una vez al dia en este estudio debe conservar el excelente perfil de
seguridad y de tolerabilidad del farmaco, todavia se predice de alcanzar las concentraciones de farmaco nanomolares
necesarias para bloquear la oligomerizacion de beta-amiloides en el cerebro para prevenir la progresion de la
enfermedad de Alzheimer.

ALZT-OP11b (ibuprofeno). EI nombre genérico es &cido isobutil-propanoico-fendlico. ALZT-OP1b es un farmaco de
venta libre, tomado por via oral y no requiere receta. El ibuprofeno tiene un largo historial de seguridad. El farmaco se
usa para el dolor, la fiebre, las lesiones deportivas y los problemas gastrointestinales. La independencia entre el peso
y la dosificacion se ha indicado en el envase del farmaco.

El producto de investigacion ALZT-OP1b (ibuprofeno) es un inhibidor de COX no selectivo para tratar la inflamacién
como un farmaco antiinflamatorio no esteroideo (AINE). Las enzimas COX convierten determinados &cidos grasos en
prostaglandinas. Las prostaglandinas al final de la “cadena” de reacciones que empieza con la enzima COX provocan
una sensibilidad aumentada al dolor, a la fiebre y a la vasodilatacion (flujo sanguineo aumentado o inflamacién). Al
inhibir el comienzo de esta cadena de reacciones, el ibuprofeno por tanto reduce el dolor, la fiebre y la inflamacion.
Dado que el ibuprofeno bloquea la actividad de ambas enzimas COX, se considera un AINE inhibidor de COX no
selectivo.

Tal como se describe anteriormente, amortiguar la respuesta neuroinflamatoria impactara la progresion de la EA
mediante varios mecanismos. El ibuprofeno, el cual cruza la barrera hematoencefélica humana (Bannworth, 1995;
Parepally, 2006), amortigua la produccion de citocinas proinflamatorias (Gasparini, 2004), lo que debe contribuir a su
utilidad para prevenir la progresion de la EA. Sin embargo, los AINE, tales como rofecoxib y naproxeno, para el
tratamiento de la EA han sido no concluyentes o han contribuido a un mayor riesgo de la progresién de la EA cuando
se administran como una terapia Unica en ensayos clinicos (Thai, 2005; Imbimbo, 2010), a pesar de los estudios de
epidemiologia multiple que muestran el riesgo de EA reducido en individuos que toman AINE, incluyendo ibuprofeno
(Veld, 2001; Etminan, 2003). Ademas de la critica en torno a la eleccion de rofecoxib y naproxeno como los AINE para
la terapia Unica en EA (Gasparini, 2004), se realizd el ensayo del tratamiento con rofecoxib/naproxeno ADAPT con
sujetos que presentaban EA de leve a moderada (Aisen, 2003; Breitner, 2011). Dados los datos de epidemiologia, se
ha especulado que la administracién de AINE puede ser beneficiosa solo muy temprano en la enfermedad (Imbimbo,
2010; Breitner, 2011). La poblacién de pacientes con DCLa es por tanto el grupo que se ha seleccionado para
someterse a prueba en este estudio clinico.

Es importante sefialar que en los estudios de epidemiologia de AINE, la disminucién del riesgo de la EA se restringio
para AINE que supuestamente disminuyen los niveles de péptido (42-) beta amiloide, tales como ibuprofeno e
indometacina (Gasparini, 2004; Imbimbo, 2010), y la administraciéon de dosis a largo plazo con bajas dosis de AINE
fue igualmente eficaz que con dosis altas (Broe, 2000; Breitner, 2001). Por tanto, en una cohorte en este ensayo ALZT-
OP1, se administrara ibuprofeno por via oral como comprimidos (ALZT-OP1b) a una menor dosis (menos del 5%) de
la dosis aprobada de venta libre mas baja. En combinacion con el tratamiento de inhalacién de cromolina de sodio
(ALZT-OP1a), los solicitantes sometieron a prueba la hipotesis de que amortiguar la respuesta neuroinflamatoria de
nivel bajo con ibuprofeno contribuira de manera significativa a prevenir la disminucién cognitiva debido a la progresion
de la enfermedad de Alzheimer. La dosis se calcula para titular la respuesta inflamatoria invisible estimada en los
estadios tempranos de la enfermedad.

La dosificacion de ibuprofeno no controlada se asocia con varios efectos secundarios tales como nausea, dolor de
cabeza, Ulceras, mareos e hipertensién. Un numero de casos menor puede provocar insuficiencias renales o
cardiacas. La sobredosis de ibuprofeno puede ser peligrosa. La dosis diaria propuesta para este ensayo clinico es 20
veces inferior a la dosis de venta libre, y la dosis anual total totalizada a partir de la dosis diaria cronica es menos de
una dosis semanal total de venta libre. No se espera que la toxicidad anual exceda la dosis de venta libre semanal.
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Beneficios de riesgo de ALZT-OP1 (cromolina)
El objetivo principal para usar ALZT-OP1 en un sujeto con DCLa es su tratamiento multifuncional predicho de la
aparicién temprana de signos de deterioro asociados con la enfermedad de Alzheimer. Se espera que la dosis baja
de ALZT-OPla controle la oligomerizacién de AP y retrase la acumulacion en el cerebro de fibrillas de Ap
extracelulares. Al mismo tiempo, la dosis baja de ALZT-OPla puede inhibir la produccion de citocina de la alta
concentracién de mastocitos en el cerebro. La dosis baja de ALZT-OP1b (ibuprofeno), un conocido inhibidor de COX
no especifico, se espera que controle la respuesta inflamatoria asociada con la formacién de placas de AB. Los
principales beneficios del uso de la dosis baja crénica diaria son que controla y retrasa la cascada patofisiolégica de
la EA temprana de los principales acontecimientos que desencadenan la degeneracién de neuronas y marafias tau
intracelulares. El tratamiento con ALZT-OP1 retardara la manifestacion de las etapas de la EA tardias, prolongara la
vida del paciente, controlara mejor la calidad de vida y reducira de manera significativa el gasto costoso de la familia
y del tratamiento de enfermeria y de recursos humanos.
Ambas medicamentos estan aprobadas para el tratamiento desde los afios setenta. Ambos farmacos mostraron
excelentes perfiles de seguridad y de tolerabilidad a dosificaciones muchos mayores. Sin embargo, cada uno de los
farmacos tiene sus propios efectos secundarios del tratamiento cronicos y cortos para las dosificaciones usadas.
ALZT-OP1a tiene un largo historial de seguridad en adultos y nifios. La cromolina de sodio esta disponible como
inhaladores dosificadores, y se usan para la prevencion y el control del asma a largo plazo disminuyendo la inflamacion
y mejorando la funcién del pulmén. La cromolina bloguea la liberacion de citocinas de los mastocitos que provocan la
inflamacioén de las vias respiratorias. El farmaco se asocia con efectos secundarios muy leves, como tos, erupcion
cutanea y dolores de cabeza. Las dosis de tratamiento en este ensayo clinico son de 4-8 veces inferiores a las
prescritas y no se espera que provoquen ninguna toxicidad mayor significativa que la dosis para el asma.
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REIVINDICACIONES

Combinacién farmacéutica que comprende un primer compuesto y un segundo compuesto para su uso en
disminuir la progresion de o en el tratamiento de una enfermedad o un estado seleccionado de enfermedad
de Alzheimer, demencia, un estado asociado a la amiloidosis y una lesién en la cabeza, en la que el primer
compuesto es cromolina o una sal de la misma y se formula para inhalacion como un polvo seco de menos
de 3 micrometros de tamafio de particula; y el segundo compuesto es un farmaco antiinflamatorio no
esteroideo (AINE).

Combinacién farmacéutica para su uso segun la reivindicacién 1, en la que el compuesto antiinflamatorio no
esteroideo se selecciona del grupo que consiste en acido acetilsalicilico, diflunisal, salsalato, ibuprofeno,
dexibuprofeno, naproxeno, fenoprofeno, ketoprofeno, dexketoprofeno, flurbiprofeno, oxaprozina, loxoprofeno,
indometacina, tolmetina, sulindaco, etodolaco, cetorolaco, diclofenaco, nabumetona, piroxicam, meloxicam,
tenoxicam, droxicam, lornoxicam, isoxicam, acido mefenadmico, acido meclofenamico, acido flufenamico,
acido tolfenamico, celecoxib, licofelona, hiperforina y escrofularia.

Combinacién farmacéutica para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el
primer compuesto es cromolina de sodio.

Combinacién farmacéutica para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el
segundo compuesto es ibuprofeno.

Combinacién farmacéutica para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el
primer compuesto es cromolina de sodio y el segundo compuesto es ibuprofeno.

Combinacién farmacéutica para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el polvo
seco tiene un tamafo de particula desde aproximadamente 0,5 micrometros hasta aproximadamente 1,5
micrometros.

Combinacién farmacéutica para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que la
enfermedad o el estado es enfermedad de Alzheimer.

Combinacién farmacéutica para su uso segun la reivindicacion 5, en la que el ibuprofeno esta en forma de un
comprimido.
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n.° de veces que alcanzan la ubicacion objetivo
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Prueba de memoria del laberinto acuatico

Mock-trt g

ALZT-OPla by Control WT

Figura 4

33



ES 2 749 096 T3

_
G 5

D

w [

200 -

H] W 14 ]
o, e o P
& Foud] > £ ’
. o i £
o3 X g e N
L] e g

T T W 0

de sodio

Cromolina

L
-
e
A
v,
fada

L

e e

Figura 5A

34



A0

e

ES 2 749 096 T3

3

L Afx-42

Simgiig

Figura 5B

35



Oligébmero AP (pmol/l)
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ELISA de oligbmeros AP IBL (82E1-82E1)
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Prueba de agregacion de AB
Ensayada para la cinética de la intensidad de fluorescencia de tioflavina T

V, ., (unidades por segundo)

iz Tioflavina T

s

péptidos Abeta

it
£y
R

o
&

>
PN
<
.;.\'L'\\\“'
o
~
oot
&

=
S

-
et
Ly

"

§
§

ey,

¥

ey,
"oy
",

Unidades arbitrarias
(agregados de Ab)

f
s

= lecturas a
Ex450/Em480 nm

Intervalo de 10 min

raaih
ey T
L

Figura 8

40



ES 2 749 096 T3

0 .: """" W o -
85 : 4
2 a5 0.000
50 nM
Unidades arbitrarias
(agregados de AB) 3
= 4008 R0
o i N TR
Tiempo = 10 min v
Intervalo durante 90 min 10 80 40 &G min

Figura 9

41



ES 2 749 096 T3

10

Figura

42



ES 2 749 096 T3

Figura 11

43



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

