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DESCRIPCION
Uso de composiciones farmacéuticas que contienen mesembrenona
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a usos farmacéuticos de la mesembrenona y medicamentos y suplementos dietéticos
que contienen mesembrenona.

Antecedentes de la invencion

Las plantas del género Sceletium son conocidas por contener alcaloides inddlicos tales como mesembrenol,
mesembranol, mesembrina y mesembranona, cuyas férmulas quimicas se describen en la patente de Estados Unidos
nuam. 6,288,104. La patente de Estados Unidos num. 6,288,104 describe que la mesembrina, el mesembrenol y la
mesembranona tienen una potente actividad inhibidora de la captacion de 5-HT vy, por lo tanto, son utiles en el
tratamiento de afecciones que responden al tratamiento con un inhibidor de la captacién de serotonina, tal como la
depresién leve a moderada. Se ha informado previamente que el hidrocloruro de mesembrina es un inhibidor débil del
PDE4 (Napoletano, M. y otros. 2001. La mesembrina es un inhibidor del PDE4 que sigue la relacion estructura-funcion
del rolipram. Chemistry Preprint Archive, Volumen 2001, Edicién 3, marzo de 2001, paginas 303-308). La informacion
sobre usos pasados y presentes, la quimica del alcaloide y la evidencia farmacolégica generada en el Sceletium son
revisadas por Gericke, N y otros. (2008. Sceletium - A review update. Journal of Enthopharmacology, Volumen 119,
N° 3, 28 de octubre del 2008, paginas 653-663)

El solicitante ha encontrado sorprendentemente que la mesembrenona exhibe potentes propiedades de inhibicién de
PDE-4 y, ademas de ser util en el tratamiento de afecciones que responden al tratamiento con un inhibidor de PDE-4,
tiene doble actividad debido a sus propiedades de inhibicién de la captacién de serotonina.

Sumario de la invenciéon

De acuerdo con un aspecto de la invencion, se proporciona mesembrenona, o una sal farmacéuticamente aceptable
de la misma, para usar como medicamento o suplemento dietético para prevenir o tratar una enfermedad o afeccion
que responde al tratamiento con un inhibidor de PDE-4, en el que la enfermedad o la afeccidn se selecciona del grupo
que consiste en enfermedad de Alzheimer; trastornos de la cognicién y la memoria; enfermedad de Parkinson; asma;
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC); rinitis alérgica; artritis reumatoide; psoriasis; dermatitis atopica; y
enfermedad de Crohn. Se apreciara que la mesembrenona se puede utilizar en cualquiera de sus formas de
diastereoisdmeros, o en una mezcla de las mismas.

En una realizacién de la invencion, la mesembrenona se extrae y se aisla, por ejemplo, como un compuesto puro, a
partir de material vegetal de la familia de plantas Mesembryanthemaceae, preferiblemente una planta o plantas del
género Sceletium, mas preferiblemente, una planta o plantas de la especie Sceletium tortuosum(L.) N.E.Br.

Los expertos en la técnica también pueden sintetizar mesembrenona de acuerdo con procesos conocidos.

En oftra realizacion de la invencion, la mesembrenona se puede usar en forma de un extracto de material vegetal de
la familia de plantas Mesembryanthemaceae, preferiblemente una planta del género Sceletium, mas preferiblemente,
una planta de la especie Sceletium tortuosum(L.)N.E.Br. El extracto de la planta puede enriquecerse en
mesembrenona, de acuerdo con los procedimientos conocidos en la técnica.

Por lo tanto, la mesembrenona puede estar en forma de un compuesto puro aislado o extracto de planta. La
mesembrenona se puede usar en forma libre o en forma de una sal farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, una
sal de adicion de acido, por ejemplo, obtenida mediante la adiciéon de un acido inorganico u organico, por ejemplo, la
adicion de sal de acido clorhidrico.

En la presente memoria se divulga también un procedimiento para prevenir, aliviar o tratar a un mamifero que padece
una afeccion en el que el procedimiento incluye administrar a dicho paciente una cantidad terapéuticamente efectiva
de mesembrenona o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma en la que dicha afeccién responde a la
prevencion, alivio, modulacién o tratamiento con un inhibidor de PDE-4.

De acuerdo con otro aspecto de la invencion, se proporciona mesembrenona, o una sal farmacéuticamente aceptable
de la misma, para su uso como un medicamento o suplemento dietético para prevenir o tratar una enfermedad o
afeccion que responde al tratamiento con un inhibidor de PDE-4 y un inhibidor de la captacion de 5HT, en el que la
enfermedad o afeccion se selecciona del grupo que consiste en artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, asma,
rinitis, psoriasis, enfermedad pulmonar obstructiva crénica, enfermedad de Alzheimer y déficits en la memoria o la
cognicion.

La novedosa e inesperada doble y potente inhibicion de la captacién de 5-HT e inhibicion de PDE4 por la
mesembrenona o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma tiene una amplia gama de aplicaciones Utiles
para la salud animal y humana.
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Por lo tanto, debido a su actividad inhibidora de la captacion de 5-HT, la mesembrenona o una sal farmacéuticamente
aceptable de la misma puede usarse como medicamento o suplemento dietético para prevenir o tratar una enfermedad
o afeccion que responda al tratamiento con un inhibidor de PDE-4 y un inhibidor de la captaciéon de 5HT, en el que la
enfermedad o afeccién es como se describié anteriormente en la presente memoria.

En la presente memoria también se divulga la aplicacion de mesembrenona o una sal farmacéuticamente aceptable
de la misma en afecciones del sistema nervioso central y periférico que responden a la neurogénesis estimulante o
creciente, ya que se sabe que la neurogénesis se potencia por un inhibidor de la captacion de 5-HT o por un inhibidor
de PDEA4.

Las afecciones que pueden tratarse beneficiosamente aumentando o estimulando la neurogénesis son conocidas en
la técnica (véase, por ejemplo, la Publicacion de las Solicitudes de patente de Estados Unidos nims. 20020106731,
2005/0009742 y 2005/0009847, 20050032702, 2005/0031538, 2005/0004046, 2004/0254152, 2004/0229291 y
2004/0185429.

Funcién Cognitiva

Ademas, se divulga un procedimiento para mejorar o aumentar la funciéon cognitiva reducida o para mantener o
estabilizar la funcién cognitiva en un sujeto o paciente. El tratamiento puede comprender la administracion de
mesembrenona a un sujeto o paciente para mejorar o aumentar una disminucion o deterioro de la funcién cognitiva
debido a una terapia y/o afeccion que reduce la funcién cognitiva. El mantenimiento o la estabilizaciéon de la funcién
cognitiva puede estar a un nivel, o aproximadamente, presente en un sujeto o paciente en ausencia de una terapia y/o
afeccion que reduzca la funcién cognitiva o como resultado de una terapia y/o afeccion que reduzca la funcion
cognitiva.

Estos tratamientos opcionalmente incluyen evaluar o medir la funcion cognitiva del sujeto o paciente antes, durante
y/o después de la administracion del tratamiento para detectar o determinar el efecto del mismo en la funcién cognitiva.
Por lo tanto, el tratamiento puede comprender i) tratar al sujeto o paciente que ha sido evaluado previamente para la
funcién cognitiva y ii) reevaluar la funcidn cognitiva en el sujeto o paciente durante o después del curso del tratamiento.
La evaluacion puede medir la funcién cognitiva para compararla con un valor control o estandar (o rango) en sujetos
o pacientes en ausencia de mesembrenona. Esto puede usarse para evaluar la eficacia de la mesembrenona en aliviar
la reduccion de la funcion cognitiva.

Identificacién de sujetos y pacientes

La divulgacioén en la presente memoria incluye procedimientos que comprenden la identificacion de un individuo que
padece una o mas enfermedades, trastornos o afecciones, o un sintoma de los mismos, y la administracion al sujeto
o paciente de una cantidad terapéuticamente efectiva de mesembrenona o una sal farmacéuticamente aceptable de
la misma. La identificacion de un sujeto o paciente que tiene una o mas enfermedades, trastornos o afecciones, o un
sintoma de los mismos, puede ser realizada por un profesional experto usando cualquier medio apropiado conocido
en el campo.

Las ventajas de un mecanismo de accion doble de inhibicion de la captacion de 5-HT y PDE4 incluyen la posibilidad
de usar una dosis mas baja para lograr el mismo objetivo terapéutico en afecciones que responden tanto a un inhibidor
de la captacion de 5-HT como a un inhibidor de PDE4, tales como a afecciones que modulan la neurogénesis. Se
puede esperar que el uso de dosis mas bajas de la mesembrenona de doble accién tenga un perfil de efectos
secundarios reducido en relacion a los farmacos o medicamentos de accién Unica, tal como una reduccion en la
pérdida de la libido que se encuentra cominmente en los inhibidores de la captacion de 5-HT; y una reduccion en las
nauseas y vomitos encontrados con los inhibidores de PDE4. La doble accién del farmaco o medicamento puede ser
una ventaja al reducir el nimero de medicamentos que deben tomarse cuando existe una comorbilidad relevante. Por
ejemplo, la artritis junto con la depresion, el Alzheimer junto con la depresion.

Para los usos anteriores, la dosis requerida variara, por supuesto, dependiendo del modo de administracion, la
afeccion particular a tratar y el efecto deseado. Una dosis diaria indicada en los mamiferos mas grandes, por ejemplo,
humanos, esta en el rango de aproximadamente 5 microgramos a 5 miligramos de mesembrenona, preferiblemente
de 20 microgramos a 200 microgramos de mesembrenona, administrada convenientemente, por ejemplo, en dosis
divididas de hasta cuatro veces al dia o en una forma de liberacién lenta. Las formas de dosificacion unitaria adecuadas
comprenden de aproximadamente 5 microgramos a 500 microgramos, preferiblemente de 20 microgramos a 100
microgramos de mesembrenona.

La mesembrenona se puede administrar en forma libre o en forma de sal farmacéuticamente aceptable, por ejemplo,
como se indicé anteriormente. Dichas sales pueden prepararse de manera convencional y exhibir el mismo orden de
actividad que la mesembrenona en forma libre.

La mesembrenona o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma puede formularse en forma de una
composicion farmacéutica de acuerdo con un procedimiento conocido en la técnica, por ejemplo, mezclando con uno
o0 mas vehiculos o diluyentes farmacéuticamente aceptables.
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La mesembrenona o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma puede administrarse por cualquier via
convencional, en particular, por via enteral, por ejemplo, por via oral, por ejemplo, en forma de tinturas etandlicas
acuosas, comprimidos, capsulas, capsulas blandas, aerosoles orales, gomas, obleas o preparaciones sublinguales,
por via nasal, por ejemplo, en forma de aerosoles o inhaladores nasales, o por via transdérmica, por ejemplo, en forma
de parches para la piel, lociones, cremas y ungientos.

Descripcion de la invencion

La invencion se describe ahora de acuerdo con los siguientes ejemplos y procedimientos no limitantes y con referencia
a los siguientes dibujos esquematicos.

En los dibujos:

La Figura 1 representa la curva de concentracion-respuesta de la mesembrina tanto en el transportador 5-HT como
en la enzima PDE-4B a diferentes concentraciones.

La Figura 2 representa la curva de concentracion-respuesta de la mesembrenona tanto en el transportador 5-HT
como en la enzima PDE-4B a diferentes concentraciones.

Aislamiento de la mesembrenona

Las partes aéreas de S. forfuosum se secaron y pulverizaron. El material se sumergié en agua destilada y se acidificd
mediante la adicion de H,SO.4 4 %. A esta fase acuosa se afadio NHsOH 20 % para basificar la solucién, seguido de
la extraccion excesiva con diclorometano. Este extracto crudo de alcaloide se adsorbié en gel de silice y se cargd en
una columna de gel de silice 60F eluyendo con CH2Cl> 100 % y luego con CH2Cl./EtOAc (8:2) con polaridad creciente
a CH,Cl/EtOAc/MeOH (7:2:1). Se recolectaron 35 fracciones eluidas en serie de 100 ml y se evalud la pureza para
cada fraccion usando una cromatografia en capa fina. Luego se seleccionaron las fracciones mas puras y se us6 GC-
MS (Agilent 6890N GC equipado con una columna de fenil metil siloxano 5 % HP-5MS (columna capilar 30 m x 250
pm d.i. x 0,25 pym)) para identificar la mesembrenona de acuerdo con el patrén de fragmentacion publicado. Las
fracciones ricas en mesembrenona se agruparon y se reabsorbieron en gel de silice. La muestra agrupada se fraccioné
luego en una columna de gel de silice 60F eluyendo con CH,Cl,/EtOAc (8:2). La pureza de la fraccion agrupada se
analizé en GC-MS (Agilent 6890N GC) equipado con una columna de fenil metil siloxano 5 % HP-5MS (columna capilar
30 m x 250 pym id x 0,25 ym). El programa de temperatura del horno: 60 °C, se eleva a 255 °C a una velocidad de 20
°C/min y se mantiene durante 15 min. Se utilizé helio como gas transportador. Los espectros obtenidos en el impacto
de electrones a 70 eV, escaneo de 35 a 550 m/z. En estas condiciones, la mesembrenona tuvo un tr de 18,8 min y se
aislo una muestra. La estructura de la muestra se confirmé como la mesembrenona usando RMN.

Uso de la mesembrenona

Una muestra de mesembrenona pura aislada del material vegetal de Sceletium como se discutié anteriormente se
prueba en estudios de unién en un rango de concentraciones in vitro para la actividad inhibidora del transportador de
5-HT (es decir, inhibicién de la captacion de serotonina), y en un rango de concentraciones in vitro para la actividad
inhibidora de la enzima PDE-4B. A modo de comparacién, una muestra de mesembrina pura se analiza in vitro para
determinar la actividad inhibitoria de PDE-4B, en un rango de concentraciones establecido en las Tablas 1 a 4 y en
las Figuras 1y 2.

Tablala: Los estudios de unién a la mesembrenona en el transportador de 5-HT. El compuesto control es la

imipramina.
Concentracion de prueba (M) % de Union especifica al control (Promedio de n=2)

1,0E-08 96,4
3,0E-08 72,7
1,0E-07 449
3,0E-07 16,4
1,0E-06 9,4

3,0E-06 0,6

Tabla 1b Estudios de unién a la mesembrina en el transportador de 5-HT. EI compuesto control es la imipramina.

4
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Concentracion de prueba (M) % de Union especifica al control (Promedio de n=2)
1,0E-08 18,6
3,0E-08 7,0
1,0E-07 2,0
3,0E-07 1,7
1,0E-06 -0,7
1,0E-06 0,9
3,0E-06 -0,8
3,0E-06 0,1
1,0E-05 1,1
3,0E-05 3,2
1,0E-04 -0,2
3,0E-04 0,2

1 Procedimientos Generales

Ensayo Origen Compuesto de Bibliografia
Referencia
Transportador 5-HT (h) Humano Imipramina Tatsumi y otros.
recombinante (1999)W

(células CHO)

A TATSUMI, M., JANSEN, K., BLAKELY, R.D. y RICHELSON, E. (1999)

Perfil farmacolégico de neurolépticos en transportadores humanos de monoaminas. Eur. J.
Pharmacol., 368: 277-283

Condiciones experimentales

Ensayo Ligando Conc. No Incubacion Método de
Especifico Deteccion

Transportador [*H]imipra 2nM Imipramina 60 min./22 oC Conteo por

5-HT mina (10 pM) cintilacion

(h)

Analisis y expresion de los resultados

La unién especifica del ligando a los receptores se definié como la diferencia entre la union total y la unidn no especifica
determinada en presencia de un exceso de ligando no marcado.

Los resultados se expresan como un por ciento de union especifica al control ((unién especifica medida/union
especifica al control) x 100) obtenida en presencia de mesembrenona.

Los valores de ICsp (concentracion que causa una inhibicion media maxima de union especifica al control) y los
coeficientes de Hill (nH) se determinan mediante analisis de regresiéon no lineal de las curvas de competencia
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generadas con valores medios de las réplicas usando el ajuste de la curva de ecuacion de Hill (Y = D + [(A - D)/(1 +
(C/Cs0)™M)], donde Y= unién especifica, D = union especifica minima, A= union especifica maxima, C= concentracion
del compuesto, Cso = ICs0, y nH = factor de pendiente).

Tabla 2: Inhibicién de PDE 4 por la mesembrenona. El compuesto control es el rolipram.

Concentracion de prueba (M) % de Actividad especifica del control (Promedio de n=2)
1,0E-08 94,4
3,0E-08 89,3
1,0E-07 80,1
3,0E-07 56,2
1,0E-06 37,5
3,0E-06 16,7
5
Tabla 3: Inhibicién de PDE 4 por la mesembrina. El compuesto control fue el rolipram.
Concentracion de prueba (M) % de Actividad especifica del control (Promedio de n=2)
1,0E-06 114,6
3,0E-06 68,3
1,0E-05 40,3
3,0E-05 19,2
1,0E-04 8,5
3,0E-04 -1,6
I Procedimiento General
Ensayo Origen Compuesto de Bibliografia
Referencia
PDE4B (h) humano Rolipram Saldou vy ofros.
recombinante (1998)®
(células Sf9)
® SALDOU, N., OBERNOLTE, R., HUBER, A., BADCKER, P.A., WILHELM, R., ALVAREZ, R,,
10 LI, B., XIA, L., CALLAN, O., SU, C., JARNAGIN, K. y SHELTON, E.R. (1998), Comparacion de las
isoformas de PDE4 humano recombinante: interaccion con el substrato e inhibidores. Cell Signal.,
10: 427-440

Condiciones experimentales

Ensayo Substrato Incubacion. Producto de Método de
Reaccién Deteccion
PDE4B (h) AMPc 30 min./22 oC AMPc residual HTRF
(40 nM)
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Andlisis y expresion de los resultados

Los resultados se expresan como un por ciento de la actividad especifica del control ((actividad especifica
medida/actividad especifica del control) x 100) obtenida en presencia de la mesembrenona.

Los valores del ICsq (concentracion que causa una inhibicion media maxima de la actividad especifica del control) y
los coeficientes de Hill (nH) se determinan mediante analisis de regresién no lineal de las curvas de inhibicion
generadas con valores medios de las réplicas usando el ajuste de la curva de la ecuacion de Hill (Y=D +[(A - D)/(1 +
(C/Cs0)™M)], donde Y = unidn especifica, D = union especifica minima, A = unién especifica maxima, C = concentracion
del compuesto, Cso = ICs0, y nH = factor de pendiente).

Tabla 4: Sumario de los resultados para la mesembrina y la mesembrenona en el transportador de 5-HT y en

PDE4B.
Compuesto Transportador de 5-HT PDE4B
Ki (nM) NH IC50 (nM) NH
mesembrina 1,4* 1,0* 7,800 1,3
mesembrenona 27 1,0 470 0,8
ny = Coeficiente de Hill
*este valor se ha extrapolado de la curva de dosis-respuesta que se muestra en las Figuras 1y 2.

Los resultados confirman que la mesembrenona es un inhibidor del transportador de 5-HT e inesperadamente
demuestra el nuevo hallazgo de sus potentes propiedades inhibidoras de PDE4.

La diferencia entre las concentraciones para un efecto inhibidor del 50 % en los dos ensayos es solo 17 veces para la
mesembrenona, mientras que es de 5.500 para la mesembrina. Por lo tanto, la mesembrenona puede considerarse
como un inhibidor de "doble accién", actuando simultdneamente como un inhibidor del transportador de 5-HT, asi
como un inhibidor de PDE4. En comparacion, la mesembrina es altamente selectiva para la inhibicién del transportador
de 5-HT con relacién a la inhibicion de PDE4B.
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REIVINDICACIONES

1. Mesembrenona, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, para su uso como medicamento o
suplemento dietético para prevenir o tratar una enfermedad o afeccién que responde al tratamiento con un inhibidor
de PDE-4, en el que la enfermedad o afeccidn se selecciona del grupo que consiste en la enfermedad de Alzheimer;
trastornos de la cognicion y la memoria; enfermedad de Parkinson; asma; enfermedad pulmonar obstructiva crénica
(EPOC); rinitis alérgica; artritis reumatoide; psoriasis; dermatitis atépica; y enfermedad de Crohn.

2. Mesembrenona, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma, para su uso como medicamento o
suplemento dietético para prevenir o tratar una enfermedad o afeccién que responde al tratamiento con un inhibidor
de PDE-4 y un inhibidor de la captacién de 5HT, en el que la enfermedad o afeccion se selecciona del grupo que
consiste en artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, asma, rinitis, psoriasis, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, enfermedad de Alzheimer y déficit en la memoria o la cognicion.

3. Mesembrenona, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon
1 o la reivindicacion 2, en el que la mesembrenona es un compuesto sustancialmente puro extraido y aislado de
material vegetal de la familia de plantas Mesembryanthemaceae.

4. Mesembrenona, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma para su uso de acuerdo con la reivindicacién
1 o la reivindicacion 2, en el que la mesembrenona esta en forma de un extracto vegetal de material vegetal de la
familia de plantas Mesembryanthemaceae.

5. Mesembrenona, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma para su uso de acuerdo con la reivindicaciéon
3 o la reivindicacion 4, en el que la mesembrenona se obtiene del material vegetal de una planta o plantas del género
Sceletium.

6. Mesembrenona, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma para su uso de acuerdo con la reivindicacion
5, en el que la mesembrenona se obtiene del material vegetal de una planta o plantas de la especie Sceletium
tortuosum (L.) N.E.Br.
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