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DESCRIPCION

Una composicion farmacéutica y la aplicacion de la misma en la preparacion de una medicina para el tratamiento de
enfermedades cerebrovasculares.

La presente solicitud reivindica la prioridad de la solicitud de patente China n.° 200810020387.1 presentada el 4 de
marzo de 2008 vy titulada "A Composition Comprising 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona", que se incorpora en este
documento por referencia en su totalidad.

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a una composicién farmacéutica y el uso de la misma en el tratamiento de
enfermedades cerebrovasculares.

Antecedentes de la invencion

Las enfermedades cerebrovasculares (ECV) son un grupo de enfermedades que son gravemente perjudiciales para
la salud humana y actualmente se han convertido en uno de los factores importantes de discapacidad y mortalidad
del ser humano.

Enfermedad cerebrovascular se refiere a un trastorno cerebral debido a una anormalidad cerebrovascular. Ictus
generalmente se refiere a una enfermedad cerebrovascular aguda.

Las enfermedades cerebrovasculares pueden dividirse simplemente en dos clases: (1) enfermedad cerebrovascular
isquémica causada por una reduccion o bloqueo del flujo sanguineo, y (2) enfermedad cerebrovascular hemorragica
causada por la rotura de un vaso sanguineo. Las enfermedades cerebrovasculares isquémicas se manifiestan
principalmente como infartos cerebrales (incluyendo trombosis cerebral y embolia cerebral). Ademas, otra
manifestacion de enfermedad cerebrovascular isquémica se denomina ataque isquémico transitorio (AIT, abreviado
habitualmente por los médicos), con una completa recuperacion en 24 horas sin ninguna secuela. Las enfermedades
cerebrovasculares hemorragicas pueden dividirse en dos clases: (1) hemorragia cerebral, en la que un vaso
sanguineo se rompe y la sangre fluye en el parénquima cerebral; y (2) hemorragia subaracnoidea (HSA, abreviada
por los médicos), en la que un vaso sanguineo se rompe y la sangre fluye en el espacio subaracnoideo que rodea el
cerebro.

La 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona, también denominada Edaravona, tiene una férmula estructural de
o

N CHy

una férmula molecular de C1oH1oN20 y un peso molecular de 174,19.

La 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona es un agente protector cerebral, que elimina los radicales libres, inhibe la
peroxidacion lipidica, y de este modo inhibe el dafio oxidativo de las células cerebrales, las células endoteliales
vasculares y las células nerviosas. La administracion intravenosa de Edaravona en ratas después de la
isquemia/reperfusion suprime el desarrollo de edema cerebral e infarto cerebral, alivia los sintomas neurologicos
acompafiantes e inhibe la muerte neuronal retardada. Se ha descubierto que la 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona, con
una dosificacién clinica de 60 mg/dia para un adulto, tiene algunos efectos secundarios y adversos, tales como fallo
renal agudo en una medida incierta, disfuncién hepatica, trombocitopenia, trombosis intravascular diseminada.

El borneol, usado cominmente en la medicinal tradicional China, se conoce como un agente aromatico de hierbas
que induce la reanimacion y ceba otros farmacos hasta el maximo. El borneol se usa generalmente como un agente
cebador para promover la eficacia de otros farmacos. Se indica en Augmented Materia Medica (Bencao Yanyi) que
el borneol es deficiente cuando se usa solo y por el contrario significativo cuando se usa como adyuvante.

Resumen de la invencion

Un objeto de la presente invencién es proporcionar un producto farmacéutico.
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El uso de Borneol para el tratamiento de una enfermedad cerebrovascular se ha descrito, por ejemplo, en los
documentos CN 1846740 y CN 1823922, que también desvelan que la Edavarona es util para el tratamiento de
enfermedades cerebrovasculares y se usa como un compuesto de referencia para los ejemplos comparativos.

El uso de Edavorona (como una inyeccidon en bajo volumen y alta concentracion) para el tratamiento de
enfermedades cerebrovasculares se ha desvelado, por ejemplo, en el documento EP 1 386 606 A1.

Sin embargo, no hay una divulgacion de una combinacion de Borneol y Edavarona y su uso en el tratamiento de
enfermedades cerebrovasculares.

La composicion comprende 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona y borneol. La composicion farmacéutica en combinacion
tiene un efecto sinérgico y mejor eficacia para el tratamiento de enfermedades cerebrovasculares.

Preferiblemente, la proporcién en peso de 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona con respecto a borneol es de 4:1 a 1:4, y
mas preferiblemente de 2:1 a 1:2.

Dicho borneol incluye borneol natural y borneol sintético, y se usa preferiblemente borneol natural. Puede usarse el
borneol natural indicado en la Pharmacopoeia of People's Republic of China, Ed. de 2005, que es dextro-canfol
(LongNao).

Las composiciones farmacéuticas anteriores pueden comprender adicionalmente un disolvente, que puede facilitar la
mezcla de 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona y borneol. El disolvente puede seleccionarse entre un grupo que consiste
en un disolvente organico soluble en agua o una mezcla de un disolvente organico soluble en agua y agua. Los
disolventes organicos solubles en agua que se usan comunmente incluyen, pero sin limitacién, disolventes
alcohdlicos, disolventes de éter y disolventes de cetona. Los disolventes alcohdlicos usados comunmente incluyen,
pero sin limitacién, etanol, isopropanol, etilenglicol y propilenglicol. Los disolventes de éter usados comunmente
incluyen, pero sin limitacion, etilenglicol monoetil éter y etilenglicol monobutil éter. Los disolventes de cetona usados
comunmente incluyen, pero sin limitacion, acetona y N-metil-2-pirrolidona. Preferiblemente, el disolvente organico
soluble en agua es propilenglicol.

Otro objetivo de la presente invencidon es proporcionar el uso de la composicién farmacéutica anterior en el
tratamiento de enfermedades cerebrovasculares.

Preferiblemente, la composicion farmacéutica anterior se usa en el tratamiento de enfermedad cerebrovascular
isquémica o infarto cerebral.

La composicién farmacéutica proporcionada en este documento comprende 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona y
borneol, que tiene un efecto sinérgico en el tratamiento de enfermedades cerebrovasculares y de esta manera tiene
eficacias significativamente mejoradas. Por consiguiente, la composicion farmacéutica puede tener una dosificacion
reducida de 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona y aun ser eficaz, y tener asi una toxicidad reducida.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se describe adicionalmente con referencia a los siguientes ejemplos. La Edaravona indicada
en los ejemplos es 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona. El borneol natural indicado es el registrado en la Pharmacopoeia
of People's Republic of China (edicién de 2005), concretamente dextro-canfol.

Ejemplo 1

[0021] Se afiaden 2 g de Edaravona y se disuelven completamente por agitacion en una solucién de 200 g de
propilenglicol. Después, se afiade lentamente agua para inyeccion y la mezcla se disuelve hasta un volumen de
1000 ml.

Ejemplo 2

Se afiaden 2 g de borneol sintético y se disuelven completamente por agitacion en una soluciéon de 200 g de

propilenglicol. Después, se afiade lentamente agua para inyeccion y la mezcla se disuelve hasta un volumen de
1000 ml.
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Ejemplo 3

Se afiaden 2 g de borneol natural y se disuelven completamente por agitacién en una solucion de 200 g de
propilenglicol. Después, se afiade lentamente agua para inyeccién y la mezcla se disuelve hasta un volumen de
1000 ml.

Ejemplo 4

Se afiaden 2 g de Edaravona y 1 g de borneol sintético y se disuelven completamente por agitaciéon en una solucién
de 200 g de propilenglicol. Después, se afiade lentamente agua para inyeccién y la mezcla se disuelve hasta un
volumen de 1000 ml.

Ejemplo 5

Se afiaden 2 g de Edaravona y 1 g de borneol natural y se disuelven completamente por agitaciéon en una solucion
de 200 g de propilenglicol. Después, se afiade lentamente agua para inyeccion y la mezcla se disuelve hasta un
volumen de 1000 ml.

Ejemplo 6

Se afiaden 1 g de Edaravona y 2 g de borneol natural y se disuelven completamente por agitacion en una solucion
de 100 g de propilenglicol. Después, se afiade lentamente agua para inyeccién y la mezcla se disuelve hasta un
volumen de 1000 ml.

Ejemplo 7

Se afiaden 4 g de Edaravona y 1 g de borneol natural y se disuelven completamente por agitaciéon en una solucion
de 400 g de propilenglicol. Después, se afiade lentamente agua para inyeccién y la mezcla se disuelve hasta un
volumen de 1000 ml.

Ejemplo 8

Se afiaden 1 g de Edaravona y 1 g de borneol natural y se disuelven completamente por agitaciéon en una solucion
de 200 g de propilenglicol. Después, se afiade lentamente agua para inyeccion y la mezcla se disuelve hasta un
volumen de 1000 ml.

Ejemplo 9

Se afiaden 1 g de Edaravona y 2 g de borneol natural y se disuelven completamente por agitaciéon en una solucion
de 200 g de propilenglicol. Después, se afiade lentamente agua para inyeccion y la mezcla se disuelve hasta un
volumen de 1000 ml.

Ejemplo 10

Se afiaden 2 g de Edaravona y 0,5 g de borneol natural y se disuelven completamente por agitacion en una solucion
de 200 g de propilenglicol. Después, se afiade lentamente agua para inyeccién y la mezcla se disuelve hasta un
volumen de 1000 ml.

Ejemplo 11

Se afiaden 4,5 g de Edaravona y 0,5 g de borneol natural y se disuelven completamente por agitaciéon en una
solucion de 400 g de propilenglicol. Después, se afiade lentamente agua para inyeccidon y la mezcla se disuelve
hasta un volumen de 1000 ml.

Ejemplo 12

Se afaden 2 g de Edaravona y 1 g de borneol natural y se disuelven completamente por agitacion en una solucion

de 100 g de propilenglicol. Después, se afiade lentamente agua para inyeccion y la mezcla se disuelve hasta un
volumen de 1000 ml.
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Ejemplo 13

Se afiaden 8 g de Edaravona y 4 g de borneol natural y se disuelven completamente por agitaciéon en una solucion
de 500 g de propilenglicol. Después, se afiade lentamente agua para inyecciéon y la mezcla se disuelve hasta un
volumen de 1000 ml.

Ejemplo 14

Se afiaden 2 g de Edaravona y se disuelven completamente por agitacion en una solucion de 100 g de
propilenglicol. Después, se afiade lentamente agua para inyeccion y la mezcla se disuelve hasta un volumen de
1000 ml.

Ejemplo 15

Se afiaden 8 g de Edaravona y se disuelven completamente por agitacion en una solucion de 400 g de
propilenglicol. Después, se afiade lentamente agua para inyecciéon y la mezcla se disuelve hasta un volumen de
1000 ml.

Los Ejemplos 16-19 son ejemplos para la comparacion de eficacias.
Ejemplo 16

1 Materiales y Procedimientos

1.1 Animales: ratas Wistar macho sanas con un peso de 280-320 g.

1.2 Farmacos y Reactivos: Edaravona para inyecciéon (2 mg/ml) del Ejemplo 1, inyecciéon de borneol natural (2
mg/ml) del Ejemplo 3 e inyeccion de Edaravona + borneol natural del Ejemplo 5.

1.3 Procedimientos
1.3.1 Preparacién de un modelo de reperfusion de isquemia cerebral focal

Las etapas principales se describen como se indica a continuacion. Las ratas se anestesiaron con hidrato de cloral al
10% (350 mg/kg, i.p.). La carotida externa derecha se separo, se ligd y se cortd. Un hilo de nailon con punta redonda
se insertd lentamente en aproximadamente 18 mm de profundidad en el extremo residual de la carétida externa
derecha y a través de la carétida comun y la carétida interna para inducir isquemia bloqueando el origen de la arteria
cerebral media. Después de una isquemia durante 2 h, el hilo de nailon se retiré para su reperfusién durante 24 h.
Los animales del grupo simulado se trataron de manera idéntica a los del grupo modelo, con la excepcion de que
solo se us6 un hilo de nailon para separar la arteria. La manifestacion del sintoma de Horner y la discinesia del
cuerpo lateral opuesto después de la reanimacion del animal significa un modelo de éxito.

1.3.2 Agrupacion de los Animales y Administracion

Los animales experimentales se dividieron de manera aleatoria en cinco grupos, incluyendo un grupo simulado, un
grupo de control y grupos de farmaco. Los animales en los grupos de farmacos se inyectaron por via intraperitoneal
dos veces, 30 min antes de la isquemia y 12 h después de la reperfusion. Los animales del grupo simulado y el
grupo de control se inyectaron cada uno con un volumen igual de solucion salina normal.

1.3.3 Determinacioén de la puntuacion de déficit neuroldgico, del Tamafio del Infarto Cerebral y Contenido de Agua
en el Cerebro

Puntuacioén del déficit neurolégico: Se realizdé una evaluacion conductual 24 h después de la reperfusion de acuerdo
con el sistema de puntuacion de 5 puntos Longa.

Determinacion del tamafio del infarto cerebral: Los animales se decapitaron para obtener el cerebro después de la
ultima puntuacion de déficit neuroldgico. El rinencéfalo, el tronco cerebral inferior y el cerebelo se retiraron, y los
cerebros restantes se pesaron inmediatamente para obtener el peso humedo. Los cerebros se seccionaron
coronalmente en cinco rodajas con un grosor sustancialmente idéntico sobre hielo, y después se incubaron en
cloruro de 2,3,5-trifenil tetrazolio durante 30 min a 37 °C. Los tejidos cerebrales normales parecian de color rosa,
mientras que las areas infartadas parecian de color blanco. Después, las rodajas cerebrales se fijaron en
formaldehido al 10%, y los tejidos de color blanco se retiraron cuidadosamente y se pesaron. El tamafio del infarto
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se determind por el porcentaje de peso de tejido infartado en el peso cerebral total.

Determinacion del contenido de agua en el cerebro: El contenido de agua en el cerebro se determind mediante un
procedimiento seco y un procedimiento hiumedo. Los animales se sacrificaron para obtener todo el cerebro. El
rinencéfalo, el tronco cerebral inferior y el cerebelo se retiraron y el peso himedo de los cerebros restantes se
determind inmediatamente. El peso seco se obtuvo después del horneado en un horno durante aproximadamente 18
h a 120 °C. El contenido de agua en el cerebro se calculd de acuerdo con la siguiente ecuacion: Contenido de agua
en el cerebro (%) = (peso humedo del cerebro - peso seco del cerebro)/peso humedo del cerebro x 100.

2 Resultados

2.1 Efectos sobre el tamafio del infarto cerebral y la puntuacion del déficit neurolégico después de la
isquemia/reperfusion

El tamafio del infarto después de la isquemia-reperfusiéon se redujo significativamente en las ratas de todos los
grupos de farmacos (P<0,01) en comparacién con las del grupo de control. Ni la Edaravona sola ni el borneol natural
solo tuvieron un efecto significativo sobre los sintomas de los déficits neurolégicos en las ratas. Sin embargo, la
combinacién de Edaravona y borneol natural mejoré significativamente los sintomas de los déficits neuroldgicos, lo
que indica que los dos farmacos tienen un efecto sinérgico. Los resultados se mostraron en la tabla 1.

Tabla 1: Efectos sobre el tamafio del infarto cerebral y la puntuacion del déficit neurolégico después de la

isquemia/reperfusion (* + S) (media + DT)

Grupo Tamafo del infarto Puntuacion del déficit neurolégico

cerebral (%) (puntos)
control 35,7 +7,52 3,1+1,05
Edaravona (1,0 mg-kg™) 18,0 £ 5,29** 25+1,02
Borneol natural (0,5 mg-kg™") 19,8 + 6,37* 2,0+0,98
Combinacion (0,5 mg-kg' de Edaravona + 0,25 - .
mg-kg'1 de Bor(neol nagiurgl) 18,1+ 3,61 1,1+069
* P<0,05, ** P<0,01, en comparacion con el grupo de control.

2.2 Efectos sobre el contenido de agua en el cerebro después de isquemia/reperfusion

El edema cerebral inducido por isquemia/reperfusion se redujo significativamente en ratas de todos los grupos de
farmacos. Tanto la Edaravona sola como el borneol natural solo tienen un efecto significativo sobre el contenido de
agua en el cerebro en comparacion con el grupo de control (P<0,05). La combinacién de Edaravona y borneol
natural tuvo un efecto altamente significativo sobre el contenido de agua en el cerebro en comparacién con el grupo
de control (P<0,01), lo que indica que los dos farmacos tienen un efecto sinérgico. Los resultados se mostraron en la
Tabla 2.

Tabla 2: Efectos sobre el contenido de agua en el cerebro después de isquemia/reperfusion (¥ + S) (media + DT)

Grupo Contenido de agua en el cerebro (%)
Simulado 78,41 +1,15
control 82,19 + 1,07
Edaravona (1,0 mg-kg™) 81,65 +1,24*
Borneol natural (0,5 mg-kg'1) 81,25+ 0,97*
Combinacién (0,5 mg-kg™ de Edaravona + 0,25 mg-kg” de Borneol 80,12 + 1,43**
natural)
* P<0,05, ** P<0,01, en comparacion con el grupo de control.

Ejemplo 17

1 Materiales y Procedimientos

1.1 Animales: Ratas Wistar macho sanas con un peso de 280-320 g

1.2 Farmacos y Reactivos: Edaravona + borneol natural para inyeccién de los Ejemplos 5, 8 y 9.

1.3 Procedimientos
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1.3.1 Preparacién del modelo de Isquemia Cerebral Focal/Reperfusion

La oclusién de la arteria cerebral media (OACM), un modelo de isquemia cerebral/reperfusion, se preparé usando el
procedimiento de las hebras de la carétida interna. Los animales se anestesiaron con hidrato de cloral al 10% (3,5
ml/kg), y después se fijaron sobre la mesa de operaciones en la posicion decubito ventral. La piel se desinfectd y se
hizo una incisién en el cuello desde la linea central. La carétida comun derecha, la carétida externa y la carétida
interna se separaron, y el nervio vago se separ6 cuidadosamente. La carotida externa se ligod y se cortd. Se avanzé
a lo largo de la carétida interna, y después se ligd la arteria pterigopalatino. La parte proximal de la carétida comun
se sujetd y se hizo un corte en el extremo distal de la ligadura de la carétida externa. Se insertd un hilo de nailon con
un diametro externo de 0,285 mm en el corte, a través de la rama de la carétida comun y después en la carétida
interna lentamente hasta que se encontré una ligera resistencia (aproximadamente 20 mm de distancia del punto de
divergencia). El suministro de sangre en la arteria cerebral media se bloqueo de este modo completamente. El flujo
sanguineo cerebral se controlé por usando flujometria cerebral por laser-Doppler. Después de la isquemia en el
cerebro derecho durante 2,0 h, el hilo de nailon se retiré lentamente y después el suministro sanguineo se recupero
para su reperfusion. El cuero cabelludo se suturd y se desinfecté. En el grupo simulado, solo se separaron los vasos
sanguineos sin la insercion de un hilo de nailon. Durante la operacion, se us6 una placa calefactora para las ratas y
una lampara de escritorio con 60 W para mantener la temperatura corporal de las ratas a 37,0 £ 0,5 °C.

1.3.2 Agrupacion de los Animales y Administracion

Los animales experimentales se dividieron de manera aleatoria en seis grupos, incluyendo un grupo simulado, un
grupo modelo, un grupo de control positivo y grupos de farmaco (la dosificacion total de Edaravona + borneol natural
fue 0,75 mg/kg). Después de que se modelara la isquemia cerebral en los animales experimentales, todos los
animales se dividieron en los grupos de una manera ciega simple con probabilidad idéntica. Los farmacos
respectivos se administraron de una vez inmediatamente después de la isquemia cerebral, y después se
administraron secuencialmente después de 2, 4 y 24 horas. Las cuatro administraciones se fabricaron totalmente
para cada animal. Las ratas en el grupo modelo se inyectaron a través de la vena de la cola con un volumen igual de
solucion salina normal. Las ratas del grupo simulado se inyectaron a través de la vena de la cola con un volumen
igual de solucién salina normal. Las ratas del grupo de control positivo se administraron con una inyecciéon de
Nimodipina. La dosificacion en el grupo de control positivo fue 1,2 mg/kg por animal para tres dosificaciones y una
sola dosificacion fue de 0,4 mg/kg por cada animal.

1.3.3 Determinacién de la Puntuacién del Déficit Neuroldgico y del Tamanio del Infarto Cerebral

Puntuacion del déficit neuroldgico: Los sintomas del déficit neuroldgico se evaluaron de acuerdo con el sistema de
puntuacion Bederson modificado de 5 puntos. Los sintomas del déficit neuroldgico después de un trauma cerebral
en ratas se evaluaron usando un procedimiento ciego simple. Es decir, el disefiador del experimento marco los
animales en grupos, mientras que el realizador del experimento que puntud los sintomas de déficit neuroldgico los
cegd para el agrupamiento de los animales. Después de la finalizacion de la evaluacion, el puntuador presento el
resultado de puntuaciéon de los animales marcados al disefiador. El disefiador abrié el experimento y obtuvo la
puntuacién de cada animal en grupos respectivos.

Puntuacion del Déficit Neurologico: El criterio en detalle del sistema de puntuacion de 5 puntos Bederson es:

0: Ambas extremidades superiores del animal se extienden hacia el suelo cuando el animal se mantiene suspendido
sujetando la cola del animal, y no se observa ningun otro defecto de comportamiento.

1: El animal en su extremidad superior (izquierda) opuesta al lado lesionado muestra la flexion de la mufieca vy el
codo, la aduccién del hombro, la abduccién del codo y una estrecha fijacién a la pared toracica.

2: Al poner al animal en una placa lisa y empujar el hombre en el lado lesionado hacia el lado opuesto, se encuentra
una resistencia reducida.

3: Cuando anda en libertad, el animal hace un movimiento circular opuesto al lado lesionado.

4: El animal muestra los miembros flacidos y paralizados y no tiene movimiento activo de los miembros.

Determinacion del area de infarto cerebral y lesion cerebral: El animal se anestesid con hidrato de cloral al 10% y se
decapit6 para obtener el cerebro. Después de retirar el rinencéfalo, el cerebelo y el tronco cerebral inferior, la sangre
sobre la superficie cerebral se lavd con una solucion salina normal y el agua residual sobre la superficie se seco.
Después de colocarse a -80 °C durante 7 min, el cerebro se recogio y la seccién inmediatamente coronal se hizo
verticalmente y hacia abajo desde el quiasma éptico, y asi el cerebro se cort6é en rodajas hacia atrds cada 2 mm. Las
rodajas de cerebro se sumergieron en 20 g/l de una solucion de tinciéon de TTC (37 °C, 90 min) recién formulada en
0,2 mol/l de PBS a pH 7,4-7,8. Los tejidos cerebrales normales se tifieron de color carmesi, mientras que los tejidos
cerebrales isquémicos parecian de color blanco. Después del aclarado con una solucién salina normal, las rodajas
de cerebro se dispusieron en una fila secuencial y rapidamente. El agua residual sobre la superficie se seco y las
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rodajas se fotografiaron. Los tejidos cerebrales izquierdo y derecho se separaron y se pesaron respectivamente
€omo Pizquierdo (P€S0 del cerebro izquierdo) y Pgerecho (Peso del cerebro derecho). Se afiadieron 15 ml de una solucién
de exaccion recién formulada (DMSO (dimetilsulféxido):etanol = 1:1) a los tejidos cerebrales izquierdo y derecho
respectivamente. Los tejidos se extrajeron a 25 °C durante 24 horas en la oscuridad. La sustancia de color rojo
generada, formazan, se extrajo lo suficiente hasta que las rodajas de cerebro se volvieron de color blanco.

(1) los andlisis de las fotos se fabricaron usando un software de analisis de imagenes. El area de isquemia
derecha (blanco) y el area total derecha se marcaron, y el porcentaje del area de infarto se calculo
mediante la siguiente férmula:

area de isquemia total
area total derecha

% del area de infarto =100 x

(2) La absorbancia de los extractos respectivos (solucién de extracto de 100 ul + extracto de 1900 pl) se
determin6 a 485 nm y se hizo un promedio a partir de cuatro determinaciones independientes para producir
Aizquierda Y Aderecha. El porcentaje de lesion cerebral se calculé mediante la siguiente formula:

A X Pqui
% de lesion cerebral = 100 x (1— —2erecho = _ izquierdo

izquierdo X IDderecho

1.3.4 Andlisis estadistico

Los datos cuantitativos se expresaron en media + DT. Las puntuaciones del area de infarto cerebral y el déficit
neuroldgico se evaluaron por un ANOVA de una via. La importancia de la diferencia entre los dos grupos se
determind mediante la prueba de Scheffé. Se comparé la mortalidad animal entre los grupos mediante una prueba
X2, P<0,05 se defini6 como una diferencia significativa.

2. Resultados

2.1 Efectos sobre los sintomas de déficit neurolégico

Las puntuaciones de los sintomas de déficit neuroldgico se mostraron en la Tabla 3. En comparacion con el grupo
modelo, las formulaciones de Edaravona y borneol natural en diversas proporciones y Nimodipina mejoraron
significativamente los sintomas de déficit neuroldgico (Fs35 = 14,59, P = 0,000). Se demostré que la Edaravona vy el

borneol natural en combinacién pueden mejorar significativamente los sintomas de déficit neurolégico.

Tabla 3: Efectos de la Edaravona (A) y el borneol natural (B) en combinacién sobre los sintomas de déficit
neurolégico

Grupo Modelo Nimodipina AB=2:1 AB=1:1 AB=1:2
media+DT 26+052 1,1+058* 081+026* 1,1+035* 15+0,76*
X +£ DT, n =8; * P<0,05, en comparacion con el grupo modelo.

2.2 Efectos sobre el area de infarto cerebral

Las areas de infarto cerebral en diversos grupos se mostraron en la Tabla 4. En comparacién con el grupo modelo,
el tratamiento con Edaravona y borneol natural en las proporciones de 2:1 y 1:1, y con Nimodipina, redujo
significativamente el area de infarto cerebral (F435 = 5,38, P = 0,002). En comparacién con el grupo modelo, el
tratamiento con Edaravona y borneol natural en una proporcién de 1:2 tiene la tendencia de reducir el area de infarto
cerebral (F435 = 5,38, P = 0,358).

Tabla 4: Efectos de la Edaravona (A) y el borneol natural (B) en combinacion sobre area de infarto cerebral

Grupo Modelo Nimodipina A:B=2:1 A:B =1:1 AB=1:2
media+ DT 274+134 88+40* 94+49* 108+50* 172+14,7*
X+ DT, n = 8; * P<0,05, en comparacion con el grupo modelo.

2.3 Efectos sobre una lesién cerebral

Las lesiones cerebrales en diversos grupos se mostraron en la Tabla 5. En comparacion con el grupo modelo, el
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tratamiento con Edaravona y borneol natural en las proporciones de 2:1 y 1:1, y con Nimodipina, redujo
significativamente la gravedad de la lesion cerebral (F435 = 5,36, P = 0,002). En comparacién con el grupo modelo, el
tratamiento con Edaravona y borneol natural en una proporcion de 1:2 tiene la tendencia de reducir la gravedad de la
lesion cerebral (Fs35 = 5,36, P = 0,239).

Tabla 5: Efectos de la Edaravona (A) y el borneol natural (B) en combinacién sobre una lesion cerebral

Grupo Modelo Nimodipina  A:B = 2:1 A:B=1:1 AB=1:2
media+DT 332+148 116+50* 11,7+64* 11,1+6,8* 193+182*
X+ DT, n = 8; * P<0,05, en comparacién con el grupo modelo.

Ejemplo 18
1 Materiales y Procedimientos
1.1 Animales: Ratas Wistar macho sanas con un peso de 280-320 g.

1.2 Farmacos y Reactivos: Edaravona para inyeccion (2 mg/ml) del Ejemplo 1, y Edaravona + borneol natural para
inyeccion de los Ejemplos 5, 7 y 11.

1.3 Procedimientos

Los procedimientos experimentales y los procedimientos de evaluacién son los mismos que para el Ejemplo 13.

2. Resultados

2.1 Efectos sobre los sintomas de déficit neurolégico

Las puntuaciones de los sintomas del déficit neurolégico se mostraron en la Tabla 6. En comparacién con el grupo
modelo, el tratamiento con Edaravona y borneol natural en diversas proporciones, y con Nimodipina, mejord
significativamente los sintomas de déficit neurolégico (F435 = 10,31, P = 0,000). Se demostré que la Edaravona vy el

borneol natural en combinacién pueden mejorar significativamente los sintomas de déficit neurolégico.

Tabla 6: Efectos sobre los sintomas de déficit neurolégico con Edaravona (A) y el borneol natural (B) en combinacion

Grupo Modelo  Edaravona (3 mg/kg) A:B=2:1 AB=1:1 AB =92
media+ DT 2,7+0,5 0,94 +£0,46 * 1,1+054* 13+087* 16+055*
X £ DT, n = 8; * P<0,05, en comparacién con el grupo modelo.

2.2 Efectos sobre el area de infarto cerebral

Las areas de infarto cerebral en diversos grupos se mostraron en la Tabla 7. En comparacién con el grupo modelo,
el tratamiento con Edaravona y borneol natural en una proporcion de 2:1, y con 3 mg/kg de Edaravona, redujo
significativamente el area de infarto cerebral (F4 35 = 4,62, P = 0,03). En comparacion con el grupo modelo, el
tratamiento con Edaravona y borneol natural en las proporciones de 4:1 y 9:1 tenia la tendencia de reducir el area de
infarto cerebral (F4 35 = 4,62, P = 0,081).

Tabla 7: Efectos de la Edaravona (A) y el borneol natural (B) en combinacion sobre el area de infarto cerebral

Grupo Modelo Edaravona (3 mg/kg) A:B=2:1 A:B=1:1 A:B=9:2
media £+ DT 25,4 + 14,8 9,7+46* 10,3+5,3* 146+10,9 16,5+11,0
X £ DT, n =8; * P<0,05, en comparacion con el grupo modelo.

2.3 Efectos sobre la lesion cerebral

Las lesiones cerebrales en diversos grupos se mostraron en la Tabla 8. En comparacién con el grupo modelo, el
tratamiento con Edaravona y borneol natural en una proporcion de 2:1, y con 3 mg/kg de Edaravona redujo
significativamente la gravedad de la lesion cerebral (F435 = 5,78, P = 0,04). En comparacion con el grupo modelo, el
tratamiento con Edaravona y borneol natural en las proporciones de 4:1 y 9:1 tenia la tendencia de reducir la
gravedad de la lesion cerebral (F435 = 5,78, P = 0,159).
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Tabla 8: Efectos de la Edaravona (A) y el borneol natural (B) en combinacion sobre la lesion cerebral

Grupo Modelo Edaravona (3 mg/kg) A:B =2:1 AB=1:1 AB=9:2
media £+ DT 32,2+ 15,1 11,6+£9,7* 13,1+8,3* 223+17,7 239+19,8
X+ DT, n = 8; * P<0,05, en comparacioén con el grupo modelo.

Ejemplo 19
1 Materiales y Procedimientos

1.1 Animales: 36 conejos New Zealand, calidad general, con un peso corporal de 2,0-3,0 kg, 18 2 y 18 & (hembra y
macho), respectivamente.

1.2 Farmacos y Reactivos: farmacos obtenidos de los Ejemplos 12, 13, 14 y 15; 1,2-propilenglicol, inyeccién de
cloruro sédico al 0,9%.

1.3 Dosificacion y Agrupacion

Disolvente Inyeccion de cloruro sédico al 0,9% (en peso) 10 mi/kg
Vehiculo Solucion de propilenglicol al 40% (en volumen) 10 ml/kg
Edaravona 80 mg/kg (contenido de propilenglicol: 40%)

Edaravona 20 mg/kg (contenido de propilenglicol: 10%)

Edaravona Combinada 120 mg/kg (contenido de propilenglicol: 50%)
Edaravona combinada 30 mg/kg (contenido de propilenglicol: 10%)

La Edaravona combinada en este Ejemplo se refiere a Edaravona + borneol natural (proporcion en peso = 2:1).

En los grupos de dosificaciones anteriores, la dosificacion por dia por conejo se calculé de acuerdo con el peso real
de cada conejo. Los farmacos de prueba se administraron en un volumen igual de acuerdo con el peso corporal de
los conejos respectivos.

2. Procedimientos

Se numeraron 36 conejos y se dividieron de forma aleatoria en seis grupos de acuerdo con el peso corporal,
incluyendo 4 grupos de dosificacion, "Edaravona + borneol natural (proporcion en peso = 2:1)" 120 mg/kg, 30 mg/kg;
"Edaravona" 80 mg/kg, 20 mg/kg; asi como un grupo de vehiculo (solucion de propilenglicol al 40%) y un grupo de
disolvente (inyeccion de cloruro soédico al 0,9%). Habia 6 conejos en cada grupo, incluyendo 3 machos y 3 hembras
en cada uno. Los conejos se habituaron y se observaron durante 3 dias antes de la prueba. Durante la prueba, los
conejos se dosificaron una vez al mismo tiempo cada mafana a través de una inyeccién en la vena marginal de la
oreja. Los conejos en los grupos de alta dosificacion se dosificaron continuamente durante 13 dias, mientras que en
los grupos de baja dosificacion, el grupo de disolvente y el grupo de vehiculo durante 20 dias. Las dosificaciones se
regularon de acuerdo con la variacion del peso corporal. Las respuestas animales, las estimulaciones en los sitios de
inyeccion y el examen histopatologico en los rifiones y el sitio de inyeccion se usaron para evaluar extensamente la
toxicidad de la Edaravona combinada o la Edaravona en los conejos.

3. Resultados

Hematuria: Durante la administracion intravenosa continua, tuvo lugar la hematuria temporal de 30 min a 2 h
después de la administracion en grupos tratados con 80 mg/kg o 20 mg/kg de Edaravona, 120 mg/kg o 30 mg/kg de
Edaravona combinada, o 10 ml/kg de una solucién de propilenglicol al 40%. La incidencia de hematuria fue del 100%
en el grupo de 80 mg/kg de Edaravona, del 100% en el grupo de 20 mg/kg de Edaravona, del 100% en el grupo de
120 mg/kg de Edaravona combinada, del 50% en el grupo de 30 mg/kg de Edaravona combinada, del 100% en el
grupo de 10 ml/kg de solucion de propilenglicol al 40%. Sin embargo, no hubo hematuria en el grupo de inyeccion de
cloruro sédico al 0,9%.

Necropsia macroscopica y examenes histopatolégicos: 1) Necropsia macroscoépica: En el grupo de 80 mg/kg de
Edaravona, 3 de 6 conejos tenian color caqui e inflamacién renal con superficie desigual, uno de los conejos padecia
hepatonecrosis y tenia un color caqui e higado duro. En el grupo de 20 mg/kg de Edaravona, 3 de 6 conejos tenian
una inflamacién renal. En el grupo de 120 mg/kg de Edaravona combinada, 2 de 6 conejos tenian un color claro e
inflamacion renal. No se observaron cambios obvios en el rifién en el grupo de 30 mg/kg de Edaravona combinada y
el grupo de 10 ml/kg de una solucion de propilenglicol al 40%. 2) Examen histopatoldgico: En los grupos de de 80
mg/kg y 20 mg/kg de Edaravona y los grupos de 120 mg/kg y 30 mg/kg de Edaravona combinada, se observaron
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cambios estimuladores, tales como oclusién vascular en varios grados en los sitios de inyeccion. En los grupos
anteriores, también se observaron lesiones renales de los conejos, cuyas manifestaciones principales fueron lesion
renal progresiva, tales como lesion tubular renal, infiltracion inflamatoria del mesenquimo, y lesiéon glomerular. En el
grupo de 10 ml/kg de una solucion de propilenglicol al 40%, también tuvieron lugar cambios estimuladores, tales
como oclusion vascular en los sitios de inyeccion, mientras que solo se observé una hinchazén renal tubular
moderada y degeneracion vacuolar de sus rifiones.

Se concluy6 a partir de los resultados experimentales anteriores que, en las condiciones de dosificacidon anteriores,
1: La Edaravona y la Edaravona combinada muestran sustancialmente efectos estimuladores similares sobre los
sitios de inyeccion de los conejos. 2: Edaravona induce mas incidencia de hematuria en conejos que la Edaravona
combinada. 3: Edaravona tiene mayor toxicidad en el rifidn de los conejos que la Edaravona combinada. Solo se
describen algunas realizaciones preferidas de la presente invencion como las indicadas anteriormente. Se ha de
observar que el experto en la técnica puede hacer mejoras y/o modificaciones adicionales sin apartarse del espiritu
de la presente invencién, que aun se reivindican en la presente invencion.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién farmacéutica que comprende 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona y borneol.

2. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada porque la proporcion
en peso de 3-metil -1-fenil-2-pirazolin-5-ona con respecto a borneol es de 4:1 a 1:4.

3. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizada porque la proporciéon
en peso de 3-metil -1-fenil-2-pirazolin-5-ona con respecto a borneol es 4:1

4. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizada porque la proporcion
en peso de 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona con respecto a borneol es de 2:1 a 1:2.

5. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada porque la proporciéon
en peso de 3-metil-1-fenil-2-pirazolin-5-ona con respecto a borneol es 2:1.

6. La composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,
caracterizada porque el borneol es borneol natural.

7. La composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5,
caracterizada porque la composicion comprende adicionalmente un disolvente.

8. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 7, caracterizada porque el disolvente
es un disolvente organico soluble en agua, o una mezcla del disolvente organico soluble en agua y agua.

9. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicaciéon 8, caracterizada porque el disolvente
organico soluble en agua es propilenglicol.

10. La composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para su uso
en el tratamiento de una enfermedad cerebrovascular.

11. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 10, caracterizada porque la
enfermedad cerebrovascular es enfermedad cerebrovascular isquémica.

12. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 10, caracterizada porque la
enfermedad cerebrovascular es infarto cerebral.
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