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MEZCLA DE COMPUESTOS CON ALTOS PESOS MOLECULARES, OBTENIDA A
PARTIR DE LA CERA DE CANA DE AZUCAR (Saccharum officinarum L.)

DESCRIPCION

Sector Técnico

Esta invencion esta relacionada con las industrias alimentarias y farmacéutica, al presentar
una mezcla de Sustancias de Altos Pesos Moleculares (SAPM) con efectos antioxidantes y
neuroprotectores, la cual puede ser empleada como Ingrediente Activo (IA) de suplementos
nutricionales o formulaciones farmacéuticas. Dicho |A contiene sales de acidos grasos,
alcoholes grasos y aldehidos de alto peso molecular, obtenidos y purificados a partir de la
cera de cafia de azucar (Saccharum officinarum L.), en proporciones especificas que
garantizan un efecto sinérgico, donde el efecto farmacologico de la mezcla descrita en la
presente invencion es superior a la sumatoria de los efectos farmacolégicos de los grupos
de compuestos que la componen.

Varias enfermedades relacionadas con el sistema nervioso afectan la calidad de vida y
pueden llegar a provocar la muerte de los pacientes, por |0 que la necesidad de nuevas
estrategias terapéuticas neuroprotectoras, seguras y eficaces, constituye una problematica
actual. Entre las muchas enfermedades en las que se ven afectadas las células del sistema
nervioso encontramos la atrofia muscular espinal, la esclerosis lateral primaria, la atrofia
muscular progresiva espinobulbal y la esclerosis lateral amiotréfica; siendo esta ultima la
enfermedad neurodegenerativa mas conocida y peligrosa al tener un prondéstico mortal.
Dicha afeccién, ampliamente conocida en el ambito popular por haber llevado a la muerte a
personalidades célebres como el cientifico Stephen Hawking, y los deportistas Lou Gehrig,
Gianluca Signorini y Stefano Borgonov, se caracteriza porque las neuronas responsables
del movimiento muscular pierden gradualmente su funcionamiento y finalmente mueren, lo

cual conlleva a una paralisis muscular progresiva.

Teniendo en cuenta que los trastornos neuroldgicos afectan la calidad de vida y algunos
pueden llegar a provocar la muerte de quienes los padecen, constituyendo importantes
problemas de salud a escala mundial, asi como el hecho de que las terapias convencionales
existentes no logran curarlos ni evitar su progresion en la medida deseada, se hace
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necesario buscar nuevos agentes neuroprotectores efectivos para la prevencion y
tratamiento de estas condiciones médicas.

Por otra parte, también resulta un tema de actualidad la busqueda de sustancias
antioxidantes, pues aunque la generaciéon de especies reactivas de oxigeno y radicales
libres se produce normalmente durante el metabolismo celular, y en condiciones fisiolégicas
normales se compensa por un sistema antioxidante que mantiene el equilibrio oxidacion-
reduccion y la sobrevivencia celular, existen varios factores, como la exposiciéon a
contaminantes y al medio ambiente, el estilo de vida y diversas patologias, que pueden
alterar dicho equilibrio, generando un exceso y acumulacién de radicales libres, lo cual
provoca Estrés Oxidativo (EO) (Poljsak, 2011). Se ha demostrado que el EO desempefia un
papel importante en el desarrollo y progresion de diversas patologias crénico-degenerativas
como la ateroesclerosis, el cancer, las cardiopatias y los desérdenes neurovegetativos
(Maldonado 2010, Farlane 2004, Guichardant 2009), por lo que el consumo de sustancias
antioxidantes puede prevenir o disminuir el deterioro celular y funcional del organismo,
generado por el EO, ejerciendo un beneficio adicional sobre la prevencion de dichas

patologias (Oxilia 2010).

Técnica Anterior

Existen varias patentes y publicaciones sobre la obtencion de extractos a partir de la cera
de cafia de azUcar (S. officinarum L.), pero en ningun caso se ha presentado la preparacion
de una mezcla, con efectos neuroprotectores y antioxidantes, con la composicién mostrada
en la presente invencidn. En la mayoria de los trabajos publicados hasta el momento lo que
se presenta es la obtencidn de mezclas puras de alcoholes para el tratamiento de afecciones
relacionadas con el perfil lipidico, la hiperagregabilidad plaquetaria y afecciones coronarias.
Con esos mismos objetivos también se han preparado mezclas de alcoholes y acidos grasos
(donde predominan los alcoholes grasos), mezclas puras de acidos grasos, asi como
combinaciones de dichas sustancias con diferentes farmacos, con vistas a potenciar los
efectos farmacoldgicos mencionados anteriormente.

Entre los primeros trabajos publicados sobre este tema, encontramos |la obtencion de una
mezcla de alcoholes grasos (290%) mediante saponificacion de la cera de cafia de azucar
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y la extraccion con disolventes organicos, la cual es efectiva en el tratamiento de la
hipercolesterolemia, complicaciones ateroesclerdticas como la hiperagregabilidad
plaquetaria, isquemia y trombosis, a la vez que previene Ulceras gastricas y mejora la
actividad sexual masculina (Laguna, US5856316). Los importantes efectos farmacolégicos
demostrados por dicha mezcla motivaron la obtencién, a partir de esta cera, de otras
mezclas con altos contenidos de alcoholes grasos para estos mismos fines farmacéuticos,
tanto por métodos de obtencién similares (Almagro, US20070295326A1, Ribeiro
BRPIO702137A y Matkin, US20060013842 A1), como por otras tecnologias, como la
extraccion con fluidos en condiciones supercriticas (Shintaku BRPI0701341A2), la
extraccion hidrolitica multifase (Somaiya 1058/MUM/2005) y la reaccion de la cera con
hidrégeno en presencia de un catalizador (Somaiya W02010103549).

Con el objetivo de lograr productos farmacéuticos con efectos hipocolesterolémicos,
cardioprotectores y antiagregantes plaquetarios, también se han obtenido otros extractos y
mezclas a partir de la cera de cafia de azucar, como la presentada por Gonzales y
colaboradores (US6486205 B2), la cual esta formada por acidos grasos entre 26 y 36
atomos de carbono; la presentada por Kutney y Wessman (US20050234025), quienes
proponen la combinacion de al menos un alcohol o acido graso de esta cera con esteroles
y/o derivados del acido ascorbico (sin que especifiquen la proporcion entre estas
sustancias); y la propuesta por Matkin y colaboradores (US20060013842), quienes
proponen una mezcla con un minimo de 60% de alcoholes grasos, hasta un 40% de &cidos
grasos y opcionalmente &cido salicilico, la cual puede ser obtenida, ademas, a partir de
otras ceras animales o vegetales. De igual forma, a partir de otras ceras naturales, como las
de abejas, sorgo y mijo, se han obtenido extractos con alcoholes y otras sustancias grasas,
a las cuales se le adjudican los mismos efectos farmacolégicos sobre el perfil lipidico
mencionados anteriormente (Pérez EP1189605B1 y Hargrove y col. US20060127449).

Con respecto al empleo de 4cidos grasos en composiciones neuroprotectoras, encontramos
que Miller (US20110280852A1) propuso los acidos grasos insaturados entre 18 y 22 atomos
de carbono, activados como nitro o ceto acidos, mientras que Paquin y Rusell
(US20020128316 y US20090280199) propusieron el empleo de triglicéridos (o0 sus acidos
libres) y acidos grasos del tipo omega-3, respectivamente, mezclados con otras sustancias.
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En ningun caso se ha dado a conocer una composicién neuroprotectora y a la vez
antioxidante, consistente en una mezcla de acidos grasos con mas de 26 atomos de
carbono, en forma de sales, en una proporcidn especifica, la cual contiene ademas
alcoholes grasos y aldehidos de alto peso molecular en proporciones especificas.

Problema técnico

Como se ha expresado anteriormente, aunque los trastornos neuroldgicos son importantes
problemas de salud que afectan la calidad de vida y pueden llegar a provocar la muerte, las
terapias convencionales existentes no logran curarlos ni evitar su progresién en la medida
deseada, por 10 que se hace necesario buscar nuevos agentes neuroprotectores efectivos
para la prevencién y tratamiento de estas condiciones médicas. Por otra parte, también
resulta necesario y de actualidad la busqueda de sustancias antioxidantes, pues existen
varios factores que generan un exceso y acumulacion de radicales libres, los cuales inciden

en el desarrollo y progresion de diversas patologias cronico-degenerativas.

Solucion al Problema

Como posible solucion a la problematica actual se presenta, como objeto de la presente
invencion, una mezcla de Sustancias de Alto Peso Molecular (SAPM) con efectos
antioxidantes y neuroprotectores, la cual puede ser empleada como Ingrediente Activo (lA)
de suplementos nutricionales o formulaciones farmacéuticas. Dicho IA contiene sales de
acidos grasos, alcoholes grasos y aldehidos de alto peso molecular, obtenidos y purificados
a partir de la cera de cafla de azUcar (Saccharum officinarum L.), en proporciones
especificas que garantizan un efecto sinérgico, donde el efecto farmacolégico de la mezcla
descrita en la presente invencidn es superior a la sumatoria de los efectos farmacoldgicos
de los grupos de compuestos que la componen.

Breve descripcién de la Invencion

El IA presentado como objeto de la presente invencidon se caracteriza por contener los
grupos de compuestos siguientes en proporciones especificas: acidos grasos (60-80 % en
peso), alcoholes grasos (10-30 % en peso) y aldehidos de alto peso molecular (10-30 % en
peso). Los componentes mayoritarios, que son los acidos grasos, estan presentes en la
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composicién como sales alcalinas o alcalinotérreas en la proporcion siguiente: C26:0 entre
0,3y 5 %, C27:0 entre 0,3y 5 %, C28:0 entre 20,0 y 40,0 %, C29:0 entre 1,0y 3,0 %, C30:0
entre 12,0y 25,0 %, C31:0 entre 0,5y 2,0 %, C32:0 entre 5,0y 15,0 %, C33:0 entre 0,5y
3,0 %, C34:0 entre 5,0 y 18,0 %, C35:0 entre 0,3y 1,5 %, y C36:0 entre 1,0y 8,0 %. Los
alcoholes alifaticos primarios presentes en la mezcla son compuestos homaélogos entre 24
y 34 atomos de carbono, entre los que predomina el 1-octacosanol (C28), y entre los
aldehidos predominan los af insaturados con mas de 48 atomos de carbono. Este nuevo IA
puede ser formulado para su administraciéon oral en forma soélida (tabletas, capsulas) o
liquida (suspensiones), para lo cual se mezcla con excipientes aceptados por la industria
farmacéutica.

Se debe sefialar que la proporcidon en que se encuentran las sustancias de alto peso
molecular en el |A objeto de la presente invencion no se logra de forma natural mediante
simples procesos de extraccion y purificacion, sino que es el resultado de mezclar, en
cantidades especificas, las fracciones extraidas y purificadas de cada grupo de sustancias,
dependiendo de la pureza con que ha sido obtenida cada fraccion. De esta forma la
composicion final, objeto de la presente invencién, es el resultado de un proceso de
estandarizacion, en el que se llevan los contenidos de cada grupo de compuesto a las
concentraciones y proporciones especificas descritas en el presente documento, las cuales
son las que garantizan una accidn sinérgica entre sus componentes y los efectos
farmacoldgicos deseados; segun se ha podido determinar mediante estudios
farmacoldgicos.

En este sentido, los potentes efectos farmacoldgicos de la presente composicion son muy
superiores a los efectos de administrar separadamente estos tres grupos de sustancias, lo
cual puede ser apreciado en los Ejemplos de Realizacion y demuestra la ocurrencia de un
efecto sinérgico no deducible del estado del arte. Asi, el |A objeto de esta invencion supera
de forma significativa los efectos farmacoldgicos como antioxidante, tanto del extracto de
acidos grasos como de los extractos de alcoholes grasos y de aldehidos de alto peso
molecular, y presenta potentes efectos neuroprotectores que no se observan para ninguno
de los tres tipos de sustancias que conforman este |A.
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El procedimiento para la obtenciéon de la composicion farmacéutica objeto de la presente
invencion se caracteriza por un paso inicial de hidrélisis de la cera de carfia, cruda o refinada,
con hidréxidos alcalinos o alcalinotérreos, seguida por procesos de extraccidn selectiva de
los alcoholes y aldehidos, y pasos de purificacion de las sales remanentes, asi como de las
fracciones de alcoholes y aldehidos, empleando en todas las etapas mencionadas
anteriormente disolventes organicos, o CO: en condiciones supercriticas, con una
estandarizacion final de los contenidos de los tres grupos de sustancias a las proporciones
especificas descritas, las cuales garantizan el efecto farmacolégico deseado.

Efectos ventajosos

Las ventajas de esta composicion sobre otras existentes, obtenidas también a partir de la
cera de la cafa, son que presenta mayor eficacia como antioxidante y un efecto
neuroprotector que no esta presente en ninguna de las composiciones precedentes. Esta
invencién tiene aplicacion industrial, la composicidn es novedosa, y tiene caracter inventivo,
al no ser deducible del estado del arte que la mezcla de tres grupos de sustancias, en las
proporciones y concentraciones que se especifican, muestre un efecto sinérgico con los
beneficios farmacolégicos descritos previamente. La presente invencion se relaciona con la
industria alimentaria y con la farmacéutica, pues la composicidn obtenida puede ser utilizada
como suplemento nutricional, por sus efectos beneficiosos sobre el estrés oxidativo y
también como un medicamento para prevenir las enfermedades neuroldgicas, y aquellas
relacionadas con trastornos del estrés oxidativo.

Ejemplos de realizacion

Ejemplo 1. Obtencion de la mezcla de Sustancias de Alto Peso Molecular (SAPM), con
efectos neuroprotector y antioxidante.

Un kg de cera de cafia cruda fue sometido a un proceso de hidrdlisis basica con hidréxido
de potasio, posteriormente a lo cual la cera saponificada se sometid a extraccion con CO2
en condiciones supercriticas, y tanto la mezcla de sales remanentes como las fracciones de
alcoholes y aldehidos extraidas con CO: fueron sometidas a pasos de purificacién con
hexano y acetona. Las fracciones obtenidas fueron analizadas por cromatografia de gases
y por espectrofotometria para determinar sus contenidos de sales, alcoholes y aldehidos, y
posteriormente se mezclaron en las proporciones requeridas para lograr la proporcion
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siguiente: 76 % de acidos grasos como sales potasicas, 13 % de alcoholes grasos y 11 %
de aldehidos de alto peso molecular; donde los acidos grasos estuvieron en la proporcion
siguiente: C26:0 1,5%, C27:0 1,4 %, C28:0 30,6 %, C29:0 1,2 %, C30:0 13,5 %, C31:01,0
%, C32:0 8,3 %, C33:0 1,7 %, C34:0 11,6 %, C35:0 1,4 %, y C36:0 3,8 %.

Ejemplo 2. Obtencion de la mezcla de Sustancias de Alto Peso Molecular (SAPM), con
efectos neuroprotector y antioxidante.

Un kg de cera de cafa refinada fue sometido a un proceso de hidrdlisis bésica con hidroxido
de calcio, posteriormente a lo cual la cera saponificada se sometié a extraccién con hexano
en caliente, se enfrid la fraccidn organica y el solido recristalizado se sometié a un proceso
de purificacion mediante lavados sucesivos con etanol y acetona. Tanto la mezcla de sales
remanentes como la fraccidn extraida y purificada fueron analizadas por cromatografia de
gases y por espectrofotometria para determinar sus contenidos de sales, alcoholes y
aldehidos, y posteriormente se mezclaron en las proporciones requeridas para lograr la
proporcion siguiente: 70 % de acidos grasos como sales de calcio, 19 % de alcoholes grasos
y 11% de aldehidos de alto peso molecular; donde los acidos grasos estuvieron en la
proporcion siguiente: C26:0 1,2 %, C27:0 1,1 %, C28:0 26,3 %, C29:0 1,1 %, C30:0 15,3 %,
C31:00,7 %, C32:06,9 %, C33:01,5 %, C34:0 11,4 %, C35:0 1,0 %, y C36:0 3,7 %.

Ejemplo 3. Evaluacion de los efectos neuroprotector y antioxidante en modelo de
induccion de isquemia cerebral.

Para la evaluacién del efecto neuroprotector de la mezcla de sustancias de altos pesos
moleculares, objeto de la presente invencidn se utilizd un modelo experimental de isquemia
cerebral global por oclusién y reperfusién de las arterias carétidas. La composicion de
Sustancias de Alto Peso Molecular (SAPM) obtenida en el ejemplo 1 fue sometida a un
ensayo preclinico con animales, en el que se compard su efecto farmacoldgico con los
efectos de los extractos puros de Acidos Grasos en forma de Sales (AcGS), de alcoholes
grasos (AlcG) y de aldehidos de alto peso molecular (AldG), los cuales se administraron en
la dosis equivalente a la proporcién en que cada uno se presenta en 200 mg/kg del
Ingrediente Activo SAPM. Ademas, el efecto del SAMP se comparé con el efecto del extracto
puro de acidos grasos libres (AcGL) administrados a dosis iguales.
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Se utilizaron Mongolian gerbils machos (60-80 g), los cuales fueron adaptados durante 7
dias a las condiciones de laboratorio (temperatura de 20 a 25 °C, humedad relativa de 60 +
5 %, ciclos de luz/oscuridad de 12 horas) con libre acceso al agua y la comida. Las diferentes

sustancias a evaluar se prepararon como suspensiones en un vehiculo acacia/agua (1 %).

Una vez culminada la cuarentena los gerbils se distribuyeron en 8 grupos: un control
negativo que solo recibié vehiculo y no se le indujo la isquemia cerebral (IC) y 7 grupos con
IC inducida. Uno de los grupos con IC inducida fue el control positivo, tratado solo con el
vehiculo, y los otros 6 grupos con IC se trataron con SAPM (200 mg/kg), AcGS (132 mg/kg),
AlcG (40 mg/kg), AldG (28 mg/kg), AcGL (200 mg/kg), y con aspirina (60 mg/kg) como
sustancia de referencia. Todos los tratamientos se administraron por via oral mediante
entubacion intragastrica (0,5 mL/70 g de peso corporal) 1 hora previa a la induccion de la
isquemia. La isquemia cerebral global se indujo mediante isquemia y reperfusién bilateral.
Para ello los gerbils se anestesiaron en atmdsfera de halotano, se realizé una incision en la
linea media ventral del cuello y se expusieron las dos arterias cardtidas comunes. Se
procedié a aislar y separar dichas arterias colocando un hilo de seda negro a su alrededor,
y seguidamente se les permitid recuperarse de la anestesia por 30 min. Culminado este
tiempo, se retird el hilo de seda y se colocé una presilla de presion en cada carétida de
manera tal que obstruyera totalmente el flujo sanguineo durante 5 min. La presilla fue
entonces retirada para permitir la recirculacion sanguinea durante 24 horas.

La evaluacion de la funcion neurolégica se realizd a las 4 horas de la isquemia/reperfusion
(segun McGraw, 1977), como sigue: 0: ausencia de sintomas; 1: curvatura del torso o
erizamiento del pelo; 2: ptosis; 3: movimiento en circulos (circling behaviour); 4: patas
traseras extendidas y 5: convulsiones. La actividad locomotora de los gerbils se evalué en
campo abierto a las 24 horas post-isquemia (segun Katsumata y cols, 2006). Para ello cada
gerbil se colocd en el centro de una caja de 60,5 cm de largo x 30 cm de alto x 46 cm de
ancho con el fondo dividido en 12 cuadrantes de 14,5 cm2. Durante 6 minutos se cuantificé
las veces que los gerbils cruzaron los diferentes cuadrantes con las patas delanteras y las

veces que realizaron paradas o empinamientos.

Culminada la observacion conductual, los gerbils se anestesiaron en atmésfera de halotano
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y se tomaron muestras de sangre de la vena cava que se colectaron en tubos plasticos y se
mezclaron con EDTA (10 %). Inmediatamente se removieron sus cerebros para el andlisis
histoldgico. La sangre se centrifugé a 3000 rpm por 10 min para la obtencion del plasma,
donde se realizé la cuantificacién bioquimica de peroxidacién lipidica y oxidacién proteica.
Para |la determinacion de la peroxidacién lipidica se cuantificd la formacién de las sustancias
reactivas al acido tiobarbitdrico (SRATB) (segun Ohkawa et al., 1979) en plasma, y se
expresa como nmol malondialdehido (MDA)/mg de proteina.

Para la determinacion de la oxidacién proteica se determinaron los grupos sulfidrilos (SH)
(técnica descrita por Miao-Lin Hu, 1994). Se tomd una alicuota de 50 ulL de plasma, 950 ulL
de DTNB 10 mM. Se incub6 por 20 min a temperatura ambiente. La absorbancia del
sobrenadante se leyd a 412 nm. El blanco se prepard con DTNB y el total de grupos SH se
calculd usando una absortividad de 13,600 cm-1M-1 y se expresé en mmol. La
concentracion de proteina se determind por el método de Lowry modificado (Marxwelll,
1987).

Para el analisis histoldgico los cerebros se fijaron en formaldehido tamponado al 10%, se
deshidrataron, se incluyeron en parafina y las secciones que contenian el hipocampo se
colorearon con hematoxilina y eosina. Las secciones de cada cerebro se evaluaron por un
sistema de puntaje por microscopia de luz para la determinacién de dafo de las células
piramidales del area CA1 del hipocampo con promedios bilaterales. Este sistema de puntaje
histopatoldgico (basado en el método utilizado por Bartus et al., 1998) fue: O=células
coloreadas normales, densamente pobladas, con soma redondeado y un nucleo central bien
coloreado; 1=algun encogimiento e irregularidad en la forma celular, con una regién palida
cromatolitica rodeada por un anillo periférico de citoplasma; 2= alguna pérdida celular
aparente con areas de células picnoéticas; 3= moderada pérdida celular y picnosis; 4=
pérdida de la sustancia de Nissl, indicando marcada deplecién de neuronas y solo alguna
neurona ocasional entre numerosas microglias.

Resultados
La isquemia cerebral global, incluso por un corto periodo de tiempo, conduce a la
neurodegeneracion selectiva en regiones vulnerables del cerebro, por ejemplo, la regién



WO 2023/284902 PCT/CU2022/050005

Cortical Adyacente (CA) del hipocampo. Particularmente, las neuronas piramidales CA1 se
encuentran entre las células mas vulnerables al dafio por isquemia/reperfusién (Sharma,
2005 y Kirino, 2000). El modelo de isquemia cerebral global inducido por la ligadura bilateral
de las dos arterias carétidas comunes durante 5 minutos y su reperfusion por 24 h constituye
un modelo util en la evaluacion de sustancias con potencial efecto beneficioso en el ictus
isquémico (Ravinder, 2009). La evaluacién neuroldgica de acuerdo con puntaje de sintomas
clinicos de McGraw y el aumento en la actividad locomotora medida en la prueba de campo
abierto constituyen indicadores de dario histoldgico en el tejido cerebral (McGraw, 1977;
Katsumata, 2006).

Los resultados mostraron la presencia de los sintomas clinicos y aumento de la locomocion
en los animales controles positivos, alteraciones antagonizadas por la aspirina, lo cual
concuerda con lo referido para este modelo y sustenta su validez en nuestras condiciones
experimentales. Este estudio demuestra que la composicion SAPM (200 mg/kg) presenta
capacidad en reducir significativamente los sintomas clinicos (91,6 % de inhibicion) y la
hiperlocomocién (86,1% de inhibicién) inducidos por la isquemia cerebral global en
Mongolian gerbils. El tratamiento con cada extracto puro de los componentes individuales
del SAPM (AcGS, AlcG y AldG), produjo reducciones moderadas, pero significativas, del
puntaje de sintomas clinicos (36,6; 21,6 y 11,6 % de inhibicidn, respectivamente) y de la
hiperlocomocién (33,4; 21,7 y 11,1 % de inhibicién, respectivamente), respecto al grupo
control positivo. La comparacion del SAMP (200 mg/kg) con cada extracto puro de sus
componentes individuales resulté significativa, mostrando mayor eficacia, e incluso siendo
superior a la sumatoria de los efectos de los tres extractos, 10 que demuestra un efecto
sinérgico o de potenciacién entre los 3 componentes al administrarse de manera conjunta
en el IA SAMP. (Tabla 1)

Por otra parte, la administracién con SAMP (200 mg/kg) también produjo una proteccién de
los sintomas clinicos, significativamente superior al del extracto puro de AcGL (200 mg/kg),
lo que demuestra una mejor proteccion neurolégica con el extracto que combina la presencia
de &cidos grasos en forma de sales, 10s alcoholes grasos y los aldehidos grasos. (Tabla 1)

10
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Tabla 1. Efectos sobre el puntaje de sintomas clinicos y la actividad locomotora
(campo abierto) en Mongolian gerbils con I-R cerebral global.

Dosis Inhibicié Inhibicié
i Puntaje de Cruces
Tratamiento |(mg/kg/dia n n
SC #
) (%) (%)
Control 0 0+ O*** -- 250.8 + 14.8** --
negativo
(Vehiculo)
Control 0 3.00+0.52 --- 355.5+124 ---
positivo
(Vehiculo +
I/R)
200 0,25+ 91,6 2653+ 9,4**ab| 86,1
SAPM + I/R
0,12***ab
AcGS + IR 132 1,90 + 0,35** 36,6 320,5 +13,5* 33,4
AlcG + IIR 40 2,35+ 0,25* 21,6 332,7 +13,5* 21,7
AldG + I/R 28 265+0,40* 11,6 3438+122* 11,1
AcGL + IIR 200 1,85+ 0,32** 38,3 3228+ 15,1* 31,2
ASA + IR 60 0,40 + 0,35** 86,6 2862+ 152* 66,2

Datos como Media + EEM (error estandar de la media)
SC: Sintomas clinicos
*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001comparacion con el grupo control positivo
a p <0,05 comparacién con AcGS y AcGL; b p <0,001 comparacion con AlcG y con AldG
(U de Mann Whitney)

La Tabla 2 muestra los resultados del estudio histolégico. Los cerebros de los controles
negativos no mostraron alteraciones, mientras la totalidad de los cerebros de los controles
positivos presentd desaparicion y dafio de numerosas células piramidales de la regiéon CA1.
El tratamiento con aspirina (60 mg/kg), sustancia de referencia, redujo moderada (32,4%) y
significativamente el puntaje histolégico de dafio cerebral, lo cual valida los resultados en
nuestras condiciones experimentales.

El tratamiento con SAMP (200 mg/kg) redujo significativamente el puntaje histoldgico de
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dafio cerebral (89,8 % de inhibicién) inducido por la isquemia reperfusién bilateral en
Mongolian gerbils. Los extractos puros individuales con AcGS (132 mg/kg), AlcG (40 mg/kg)
y AldG (28 mg/kg) redujeron significativamente el puntaje histoldgico respecto al control
positivo. La comparacion entre el SAMP y cada uno de los extractos de sus componentes
individuales arrojé una mayor eficacia no solo respecto a cada extracto puro, sino superior
a la sumatoria de los tres. Este resultado concuerda con lo observado sobre la
sintomatologia clinica y refuerza el criterio del sinergismo entre los tres componentes

presentes en el IA SAMP.

La administracion con SAMP (200 mg/kg) también resultd mas eficaz que el extracto puro
de AcGL (200 mg/kg) para proteger del dafo histolégico, lo que corrobora lo observado
sobre la sintomatologia clinica, corroborando una mejor proteccion neurolégica con el
extracto que combina la presencia de acidos grasos en forma de sales, los alcoholes grasos
y los aldehidos grasos. (Tabla 2)

Tabla 2. Efectos sobre el puntaje histolégico de cerebros de Mongolian gerbils con I-
R.

Tratamiento Dosis Puntaje Inhibicién
(mg/kg/dia) histolégico (%)
Control negativo 0 0,00 + 0,00 *** -
(Vehiculo)
Control positivo 0 2,96 + 0,07
(Vehiculo + I/IR)
SAPM + I/R 200 0,30 + 0,09***ab 89,8
AcGS + I/IR 132 1,97 + 0,06 ** 33,4
AlcG + I/IR 40 2,32+0,06 * 21,6
AldG + I/R 28 2,66 +0,05* 10,1
AcGL + I/IR 200 1,95+ 0,07 ** 341
ASA + IR 60 2,00+ 0,15 * 32,4

Datos como Media + EEM (error estandar de la media)
*p<0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001 comparacidén con control positivo
a p <0,05 comparacion con AcGS y AcGL; b p <0,001 comparacion con AlcG y con AldG
(U de Mann Whitney)
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Los resultados del estudio sobre las variables oxidativas asociadas al proceso de isquemia
cerebral global inducido por isquemia y reperfusién en Mongolian gerbils se muestran en la
Tabla 3. El proceso de isquemia y reperfusion incrementé las concentraciones plasmaticas
de MDA (indicador de peroxidacion lipidica) y de grupos sulfihidrilos (indicador de oxidacion
proteica) en el grupo control positivo, respecto a la de los animales sanos del grupo control

negativo.

La administracién oral con SAMP (200 mg/kg) previno significativamente el incremento en
las concentraciones plasmaticas de MDA y grupos SH (97.7 y 80 % de inhibicion,
respectivamente), comparado con el grupo control positivo. Los extractos puros individuales
con AcGS (132 mg/kg) y AlcG (40 mg/kg) redujeron significativamente las concentraciones
plasmaticas de MDA (41.5y 25.9 % de inhibicidn, respectivamente) y grupos SH (80 y 36%
de inhibicién, respectivamente) respecto al control positivo. Por su parte, el extracto puro
con AldG (28 mg/kg) produjo una ligera reduccion sobre MDA (11% de inhibicion) y grupos
SH (12% de inhibicion), sin que alcanzara significacion estadistica. La comparacion entre el
SAMP y cada uno de los extractos de sus componentes individuales arrojé una mayor
eficacia no solo respecto a cada extracto puro, sino superior a la sumatoria de los tres. Por
tanto, estamos en presencia de un efecto antioxidante de esta nueva sustancia SAMP, que
protege tanto las estructuras lipidicas como proteicas, cuya eficacia se corresponde con un
efecto sinérgico entre sus tres componentes.

Por otra parte, el extracto AcGL (200 mg/kg) también produjo un efecto antioxidante al
reducir significativamente los valores plasmaticos de MDA (40% de inhibicién) y grupos SH
(36 % de inhibicién) comparados con el control positivo. No obstante, la comparacién del
SAMP (200 mg/kg) con el AcGL (200 mg/kg) mostrd una eficacia antioxidante superior del
SAMP, lo cual sustenta su mayor eficacia neuro-protectora, demostrada tanto en la

sintomatologia clinica como en el puntaje histolégico de dafio cerebral.
El tratamiento con ASA (60 mg/kg) no modificd ninguna de estas variables oxidativas, lo

cual se corresponde con su perfil de accidn, ya que su eficacia neuro-protectora se sustenta
en su actividad anti-plaquetaria y no en efectos antioxidantes.
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Tabla 3. Efectos sobre las concentraciones plasmaticas de MDA y grupos sulfidrilos

de Mongolian gerbils con I-R cerebral.

Dosis Inhibicié Inhibicié
MDA SH
Tratamiento |(mg/kg/di n n
(nM/ mgPt) (mmol)
a) (%) (%)
Control 0 38,8 £ 3,01** -- 0,40 + 0,02** |--
negativo
(Vehiculo)
Control 0 72,16 + 588 --- 0,65+0,03 |--
positivo

(Vehiculo  +

IIR)

200 39,55 + 97,7 0,45 + 0,01 80
SAPM + IIR

1,55***ab **xgh

AcGS + IR 132 583+18* | 4154 | 056+002* 36
AlcG + IR 40 63,5+23* 259 | 0,59+0,01°* 24
AldG + IR 28 68,50 + 3,42 11 0,62 + 0,02 12
AcGL + IIR 200 588+21* | 40,04 | 0,56+0,02* 36

60 72,30 +| 00 0,62 + 0,03 12
ASA + IIR

4,63

Datos como Media + EEM (error estandar de la media)
*p<0,05; *** p< 0,001 comparacién con control positivo
a p <0,05 comparacién con AcGS y AcGL; b p <0,001 comparacién con AlcG y con AldG
(U de Mann Whitney)

Ejemplo 4. Evaluacién del efecto neuroprotector en modelo de induccion de isquemia
en médula espinal.

El efecto neuroprotector de la mezcla de SAPM objeto de la presente invencion también fue
investigado mediante un modelo experimental de induccién de isquemia en médula espinal.
La composicion obtenida en el ejemplo 2 fue sometida a un ensayo preclinico en el que se
comparé su efecto farmacoldgico con los efectos de extractos puros de Acidos Grasos en
forma de Sales (AcGS), de alcoholes grasos (AlcG) y de aldehidos de alto peso molecular
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(AldG), los cuales se administraron a dosis equivalentes a la de esas respectivas sustancias
en 200 mg/kg del Ingrediente Activo SAPM. Ademas, el efecto del SAMP se comparé con
el del extracto puro de &cidos grasos libres (AcGL) administrados a dosis iguales.

Se utilizaron conejos Nueva Zelanda machos (1.8 — 2.2 kg), los cuales fueron adaptados
durante 15 dias a las condiciones de laboratorio (temperatura de 20 a 25 °C, humedad
relativa de 60 + 5 %, ciclos de luz/oscuridad de 12 horas) con libre acceso al agua y la

comida.

Las sustancias SAPM, AcGS, AlcG, AldG, AcGL y aspirina se prepararon como
suspensiones en un vehiculo acacia/agua (1 %). Una vez culminada la cuarentena los
conejos se distribuyeron en 8 grupos: un control negativo que solo recibié vehiculo y no se
le indujo la isquemia y 7 grupos con isquemia de médula espinal: un control positivo tratado
solo con el vehiculo, y 6 grupos se trataron con SAPM (200 mg/kg), AcGS (132 mg/kg), AlcG
(40 mg/kg), AldG (28 mg/kg), AcGL (200 mg/kg), y aspirina (2 mg/kg) como sustancia de
referencia. Todos los tratamientos se administraron por via oral mediante entubacion
intragastrica (1 mL/2 kg de peso corporal) durante 10 dias.

Para la induccién de la isquemia en médula espinal los conejos se anestesiaron con
tiopental (20 mg/kg i.v). El abdomen fue depilado, aplicada una solucion antiséptica,
realizandose una incision en la linea media ventral y penetrado el espacio retroperitoneal.
La aorta y la arteria renal izquierda fueron disecadas y expuestas. La aorta fue ligada
colocandose una presilla inmediatamente debajo de la arteria renal izquierda durante 20
minutos, al cabo de los cuales se retird iniciandose el periodo de reperfusidn. La incision fue
suturada. A las 4 y 24 horas de reperfusion el déficit neurolégico de los animales fue
evaluado a ciegas por 2 observadores independientes (de acuerdo con Zivin y cols., 1982).
La escala empleada fue la siguiente:

Grado 0: parélisis completa

Grado 1: déficit neuroldgico parcial

Grado 3: normal
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Los animales se sacrificaron a las 24 horas de la reperfusién. Para el analisis histoldgico se
extrajeron secciones de médula. Una vez extraidos los segmentos de medula espinal
(lumbar) se fijaron en formaldehido tamponado al 10%. Las muestras se deshidrataron en
alcoholes de concentraciones crecientes, se incluyeron en parafina y se cortaron en
secciones de 4um en un micrometro horizontal. Las secciones se colorearon con
hematoxilina y eosina. Posteriormente se observaron en un microscopio Olympus BH2. Las
lesiones medulares se evaluaron a ciegas utilizando el criterio descrito por De Girolami,
1982 y Zivin, 1982.

3- Ninguna lesién

2- Leve: Cuando en la muestra de la sustancia gris solo se detecten de 1 a 10 neuronas
necréticas con menos del 33% de la sustancia involucrada.

1-Moderada: Cuando en la muestra de la sustancia gris solo se detecten de 10 a 20
neuronas necroticas con 33 — 66 % del area de seccidn involucrada.

0-Severa: Cuando en la muestra de |la sustancia gris solo se detecte que contenga mas de

20 neuronas necroéticas con mas del 66 % del area de seccion involucrada.

Resultados

La oclusién y reperfusién de la aorta abdominal produce en el conejo un dafio neurolégico
que se traduce en la paralisis de las patas posteriores y su incapacidad para saltar. La tabla
4 muestra el puntaje de los sintomas clinicos del déficit neurolégico, y el porcentaje de la
mortalidad. Con 20 minutos de oclusiéon de la aorta abdominal, los animales controles
positivos presentaron esta sintomatologia, con un puntaje significativamente inferior al del
grupo control negativo (animales sanos), a la vez que presentaron un 80% de mortalidad.
La administracién de aspirina (2 mg/kg), sustancia de referencia, protegié significativamente
tanto de la sintomatologia clinica como la mortalidad, lo cual valida los resultados obtenidos
en las condiciones experimentales. Los tratamientos con dosis repetidas de SAPM (200
mg/kg) incrementaron significativamente el puntaje de sintomas clinicos a las 4 y 24 horas
de reperfusion de la aorta abdominal, y redujo la mortalidad en su totalidad. Los tratamientos
con AcGS (132 mg/kg), AlcG (40 mg/kg) y AldG (28 mg/kg) protegieron significativamente
de la sintomatologia clinica a las 4 y 24 horas, mientras que solo el AcGS redujo la
mortalidad a un 50% comparado con el grupo control positivo (80%). La comparacién del
SAMP (200 mg/kg) con respecto a los extractos puros de sus componentes individuales
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también arrojo significacidn estadistica, indicando mayor eficacia del SAMP que cada uno
por separado. Ademas, el extracto con AcGL (200 mg/kg) también protegié de la
sintomatologia clinica y de la mortalidad, si bien su comparacién con el SAMP mostré mayor
eficacia de este ultimo.

Por tanto, la comparacion entre los resultados de los tratamientos mostré mayor eficacia de
la SAPM respecto a los demas para mejorar los sintomas clinicos, a las 4 y 24 horas de la
reperfusion, asi como para reducir la mortalidad. La composicion SAPM protegié
significativamente de la mortalidad, de modo tal que la frecuencia de muertes en el grupo
tratado con esta sustancia (0,0 %) fue significativamente inferior a la de los controles
positivos (80 %), lo que indica un 100 % de proteccidn.

El andlisis histologico (Tabla 5) mostro lesiones severas en las médulas de los animales
del grupo control positivo, caracterizadas por la necrosis neuronal y la vacuolizaciéon del
neuropilo. La aspirina produjo una proteccién modesta, pero significativa, respecto al control

positivo.

El tratamiento con SAPM (200 mg/kg) inhibid significativamente el dafio histolégico en la
médula espinal, ocasionado por el déficit neurolégico, alcanzando la mayor eficacia de todos
los tratamientos aplicados (93,3% de inhibicion). Los tratamientos con AcGS (132 mg/kg),
AlcG (40 mg/kg), y AldG (28 mg/kg) protegieron moderadamente del dafio histolégico (40,
24 y 11,6 % de inhibicién, respectivamente), siendo la eficacia del SAMP superior a la de
cada uno de ellos e incluso superior a la sumatoria de los efectos de los tres. Este resultado
indica la presencia de un efecto sinérgico de las tres sustancias presentes en el IA SAMP
para proteger del déficit neurolégico en médula espinal de conejos con isquemia y
reperfusion. Ademas, la proteccién del SAMP fue superior a la observada con el extracto
puro de AcGL, lo que demuestra ventajas para este nuevo IA.

En conclusidn, el tratamiento con la composicién SAPM presentd ventajas en el beneficio

neuroprotector al reducir, con mayor eficacia, la sintomatologia clinica, la mortalidad y el
puntaje de dario histolégico en medula espinal.
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Tabla 4. Efectos sobre la sintomatologia y mortalidad en conejos con daifo de la
médula espinal inducido por isquemia-reperfusion.

Dosis Puntaje
i Mortalidad
Tratamiento | (mg/kg/di 24 hs
4hs 24 h (%)
a)
Control negativo 0 2 £ 0*** 2+ 0% 0
(Vehiculo)
Control positivo 0 0,30+ 0,17 0,15+0,1 80
(Vehiculo + I/R)
200 1,75+ 0,3***ab 1,5+ 0++cd
SAPM + I/R
0,13***ab
AcGS + I/IR 132 1,05+ 0,26** | 0,82 + 0,18** 50+
AlcG + I/R 40 0,82+0,18* | 0,72+0,11* 60
AldG + I/R 28 0,54+0,16 * 0,48 +0,1* 70
AcGL + I/IR 200 1,1+0,22* |0,80+0,15** 50 +
ASA + I/R 2 0,90 £ 0,25* | 0,50+ 0,24* 40+

Datos como Media + EEM (error estandar de la media)
*p<0,05; **p<0,01; *** p< 0,001 comparacién con control positivo
a p <0,05 comparacion con AcGS y AcGL; b p <0,001 comparacion con AlcG y con AldG
(U de Mann Whitney)
+p<0,05; ++p<0,01; comparacién con control positivo
¢ p< 0,01 comparacién con AcGS y AcGL; d p< 0,05 comparacion con AlcG y con AldG
(test de la probabilidad exacta de Fisher)

Tabla 5. Efectos sobre el puntaje histolégico de medula espinal de conejos con I-R.

. Dosis Puntaje Inhibicion
Tratamiento | .\ /kg/dia)| histolégico (%)
Control negativo 0 3,00 + 0,00 *** -
(Vehiculo)
Control positivo 0 0,00 £ 0,05 -
(Vehiculo + I/R)
SAPM + /IR 200 2,80 + 0,19***ab 93,3
AcGS + I/IR 132 1,20+ 0,14 ** 40
AlcG + I/IR 40 0,72+0,13* 24
AldG + I/R 28 0,35+0,08 * 11,6
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AcGL + I/IR 200 1,22 +0,13* 40,6
ASA + I/R 60 09+015* 30
Datos como Media + EEM (error estandar de la media)

*p<0,05; ** p< 0,01; ** p< 0,001 comparacion con control positivo
a p <0,05 comparacion con AcGS y AcGL; b p <0,001 comparacion con AlcG y con AldG
(U de Mann Whitney)

Ejemplo 5. Evaluacion del efecto neuroprotector en modelo de dafio neuronal
inducido con un agente téxico.

El efecto neuroprotector de la mezcla de SAPM objeto de la presente invencion también fue
investigado mediante un modelo experimental de induccién de dafio neuronal inducido con
acido kainico. La composicidn obtenida en el ejemplo 2 fue sometida a un ensayo preclinico
en el que se comparé su efecto farmacoldgico con los efectos de extractos puros de Acidos
Grasos en forma de Sales (AcGS), alcoholes grasos (AlcG) y de aldehidos de alto peso
molecular (AldG), preparadas con dosis iguales a las dosis de esas respectivas sustancias
en el Ingrediente Activo SAPM. Ademas, se comparé con un extracto puro de Acidos Grasos
libres (AcGL).

Se utilizaron ratas Wistar machos (250-3009), los cuales fueron adaptados durante 7 dias a
las condiciones de laboratorio (temperatura de 20 a 25 0C, humedad relativa de 60 + 5 %,

ciclos de luz/oscuridad de 12 horas) con libre acceso al agua y la comida.

Las sustancias SAPM, AcGL, AcGS, AlcG, AldG y aspirina se prepararon como
suspensiones en un vehiculo acacia/agua (1 %). Una vez culminada la cuarentena las ratas
se distribuyeron en 7 grupos: un control negativo al que no se le provocd dafio neuronal,
pues solo recibid vehiculo y 6 grupos con neurotoxicidad. De estos Ultimos, uno fue un
control positivo tratado solo con el vehiculo, y los otros 5 grupos se trataron con SAPM (200
mg/kg), AcGS (132 mg/kg), AlcG (40 mg/kg), AldG (28 mg/kg) y AcGL (200 mg/kg). Todos
los tratamientos se administraron por via oral mediante entubacion intragastrica (5 mL/kg de

peso corporal) 30 minutos previa a la induccidn neurotoxica.
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La neurotoxicidad se indujo mediante inyeccién de acido kainico (6 mg/kg; i.p) a las ratas.
Una hora después se evalud la actividad exploratoria de las ratas en campo abierto
(Fernandez, 1987). Para ello, las ratas fueron colocadas en el centro de una caja (60,5 cm
de largo x 30 cm de alto x 46 cm de ancho, fondo dividido en 12 cuadrantes de 14,5 cm?), y
se cuantificd las veces que cruzaron (C) los diferentes cuadrantes, asi como las veces que
realizaron paradas o empinamientos (P) durante los 6 minutos siguientes a su colocacion

en el dispositivo.

Una vez culminado el experimento conductual, las ratas se sacrificaron en atmdésfera de
halotano, y los cerebros fueron extraidos rapidamente, fijandose en formaldehido
tamponado al 10 %. Las secciones tangenciales de cerebro fueron posteriormente
embebidas en parafina, cortadas y coloreadas con fuchsina acida al 1 % durante 30
segundos para la deteccion de muerte neuronal (Lee, 2000). La presencia de neuronas
acidofilicas (positivas al acido kainico) es una variable indicativa de dafio neuronal (Lee,
2002). Para el conteo de células positivas al acido kainico se estudiaron en un microscopio
de luz las neuronas piramidales de CA1y CA 3 del hipocampo de cada rata en una extension

de 250 um 2 en el centro de dichas regiones (Savaskan, 2002).

Resultados

El &cido kainico es un analogo del glutamato, que inyectado por via sistémica o intracerebral
produce neurotoxicidad debida a una degeneracion neuronal selectiva, en la cual participan
los receptores a esta sustancia (Coyle, 1983; Borg, 1991). Dependiendo de la dosis
administrada, el acido kainico puede inducir ataques no convulsivos o convulsivos, de tal
modo que dosis no convulsivantes inducen cambios en la conducta espontanea y dafian el
proceso relativo al mantenimiento de atencién, siendo posible analizar estos efectos sobre

la conducta animal (Mikulecka, 1999).

La administracion de acido kainico indujo una reduccién de ambos componentes de la
actividad exploratoria (cruces y paradas) y de la actividad exploratoria global respecto al
grupo control negativo, lo que se corresponde con los cambios conductuales referidos en la
literatura y le confiere validez al modelo en nuestras condiciones experimentales. La

administracion oral de dosis Unicas con SAPM (200 mg/kg) incrementd ambos
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componentes, asi como la actividad total, respecto al grupo control positivo, alcanzando la
mayor eficacia de todos los tratamientos. Los tratamientos con AcGS (132 mg/kg), AlcG (40
mg/kg) y AldG (28 mg/kg) incrementaron los cruces y las paradas, asi como la actividad
total, si bien este ultimo solo alcanzé significacion estadistica sobre la total. EIl SAMP (200
mg/kg) presentd mayor eficacia que cada uno de sus componentes individuales (AcGS,
AlcG y AldG) sobre todas las variables conductuales medidas, e incluso superior a la
sumatoria de los efectos de las tres sustancias. Ademés, la eficacia del SAMP para
incrementar los cruces, paradas y su sumatoria, fue superior a la del extracto de AcGL (200
mg/kg), lo que corrobora la ventaja de este nuevo |A. (Tabla 6)

La Tabla 7 muestra los resultados del estudio histologico. Como se esperaba, la
administracion sistémica de acido kainico produjo una pérdida neuronal, la cual se relaciona
con los efectos que esta excitotoxina induce en el hipocampo de la rata, al inducir la pérdida
de las neuronas piramidales en las regiones del hipocampo CA1 y CA3 (Mikulecka, 1999;
Pérez, 1996). La administracion con SAPM (200 mg/kg) disminuyd significativamente el
grado de muerte neuronal (85.3% de inhibicion). Los extractos puros de AcGS (132 mg/kg),
AlcG (40 mg/kg) y AldG (28 mg/kg) redujeron moderadamente la muerte neuronal (35, 22.05
y 11.7 % de inhibicién, respectivamente). La comparacion entre los efectos del SAMP con
cada uno de sus componentes individuales arrojo diferencias significativas, indicando mayor
eficacia de este extracto que presenta las tres sustancias de forma combinada. Al mismo
tiempo, su eficacia fue superior a la sumatoria de los efectos individuales de cada sustancia
por separado, lo que indica la presencia de un efecto sinérgico en la neuroproteccién del
SAMP en este modelo.

Por su parte, el extracto de AcGL (200 mg/kg) también ejercié un efecto neuroprotector al
proteger moderadamente de la muerte neuronal ejercida por el AK (30.8% de inhibicién, si
bien en este caso también el extracto SAMP resulté superior en eficacia.

Por tanto, el hecho de que la composicion SAMP protegiera de la muerte neuronal en este
modelo corrobora sus efectos neuroprotectores observados en los modelos descritos en los
ejemplos anteriores, y su eficacia superior al resto de los tratamientos, asi como su efecto
sinérgico entre las sustancias que lo componen representa ventajas potenciales en los
tratamientos de las enfermedades neurodegenerativas.
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Tabla 6. Efectos sobre la actividad exploratoria (campo abierto) de ratas con

neurotoxicidad inducida por acido kainico.

Dosis Paradas Cruces +
Tratamiento | (Ma/kg/di | cpyces (#) (# Paradas
a) (#)
Control 0 40,0 + 15,8 +1,88*** | 558+ 341***
negativo 3,83***
(Vehiculo)
Control 0 17,7 + 4,56 43+1,12 22,0+3.2
positivo
(Vehiculo + AK)
200 38,7 + 15,00+ 1,9 53,7 + 4,3 **ab
SAPM + AK 2,5**a **ab
b
AcGS + AK 132 275+23*| 103+15* 378+356"
AlcG + AK 40 240+ 42 81+09* 321 +22*
AldG + AK 28 21,8+ 37 6,6 +1,1 284 +2.8*
AcGL+ AK 200 28,6 + 3,4* 10,2 £ 2,5* 38,8 + 4,5*

Datos como Media + EEM (error estandar de la media)
*p<0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001comparacién con control positivo
a p <0,05 comparacién con AcGS y AcGL; b p <0,001 comparacién con AlcG y con AldG
(U de Mann Whitney)
Tabla 7. Efectos sobre la sobre la muerte neuronal en ratas con neurotoxicidad

inducida por acido kainico.

Tratamiento Dosis ' Muerte neuronal | Inhibicidn
(mg/kg/dia) (#) (%)
Control negativo 0 0,00 + 0,00 *** --
(Vehiculo)
Control positivo 0 34,00 + 1,25 —
(Vehiculo + AK)
SAPM + AK 200 5,0 + 0,8 ***ab 85,3
AcGS + AK 132 221+15* 35
AlcG + AK 40 265+12* 22,05
AldG + AK 28 30,0+06* 11,7
AcGL+ AK 200 23,5+110* 30,8
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Datos como Media + EEM (error estandar de la media)
( # de células positivas a la coloracién fuschina acida)
*p<0,05; ** p< 0,01; ** p< 0,001 comparacion con control positivo
a p <0,05 comparacion con AcGS y AcGL; b p <0,001 comparacion con AlcG y con AldG
(U de Mann Whitney)

Ejemplo 7. Obtencién de tabletas
5 kg de la composicion obtenida en el ejemplo 1, se mezclaron con 5 kg de
carboxymetilcelulosa, 30 kg de lactosa y 10 kg de celulosa microcristalina en un tambor de
acero inoxidable tipo rotatorio a 5 rpm durante 10 minutos. Posteriormente se afadié 1 kg
de estearato de magnesio a la mezcla anterior y el granulado completo se continud
mezclando en el tambor rotatorio a 5 rpm durante 5 minutos.
La mezcla final se prensé con una tableteadora a una velocidad de 30 000 tabletas/hora
para obtener tabletas con un peso promedio de 450 mg. Estas tuvieron forma redonda
convexa por ambas caras con diametro de 12 mm, su tiempo de desintegracion en agua fue
menor de 20 min, su friabilidad fue menor de 1 %, y su dureza estuvo entre 44 y 60 N, segun
métodos USP.

Ejemplo 8. Recubrimiento de las tabletas

Las tabletas obtenidas en el ejemplo anterior pueden ser recubiertas. Para ello, se
mezclaron con los ingredientes siguientes en una mezcladora de propela para formar una
suspensién recubridora: 25 kg de acetoftalato de celulosa en una solucién acuosa al 28 %,
0,6 kg de talco, 0,9 kg de didxido de titanio. Las tabletas recubiertas tuvieron un peso final
de 470 mg. A la disolucion de recubrimiento se le puede afadir colorante y las tabletas

recubiertas se les pueden dar brillo con cera o parafina.

Ejemplo 9. Obtencién de capsulas

El granulado obtenido en el Ejemplo 7 puede ser encapsulado de forma alternativa. Para
ello, capsulas duras de gelatina tamafio 1 se llenaron con 430 mg del granulado obtenido
en el ejemplo 7 con lo cual se obtuvieron capsulas con las caracteristicas siguientes: peso
promedio 455.0 +/- 30 mg, desintegracién en agua, menor de 20 minutos.
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Ejemplo 10. Preparacion de suspension

200 g de la composiciéon presentada en el Ejemplo 2, 40 kg de sorbitol, 5.00 g de
preservantes (mezcla de metil y propil parabenos disueltos en alcohol) se mezclaron con
158 litros de agua en reactor de acero inoxidable provisto con propela de agitacién.
Posteriormente se afiadié 2 kg de esencia de manzana y se continud la agitacién. La
suspensién formada se envasé a razén de 115 mL en frascos de vidrio ambar con tapas
plasticas y se recomendd una cucharada (15 ml) como unidad posolégica.
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MEZCLA DE COMPUESTOS CON ALTOS PESOS MOLECULARES, OBTENIDA A
PARTIR DE LA CERA DE CANA DE AZUCAR (Saccharum officinarum L.)

REIVINDICACIONES

1. Mezcla de compuestos con altos pesos moleculares, obtenida a partir de la cera de cafa
de azucar, caracterizada por estar conformada por acidos grasos entre 26 y 36 atomos
de carbono en forma de sales alcalinas o alcalinotérreas, alcoholes alifaticos primarios
entre 24 y 34 atomos de carbono y aldehidos ap insaturados con mas de 48 atomos de
carbono.

2. Mezcla de compuestos con altos pesos moleculares, segun reivindicacion 1,
caracterizada por contener entre 60 % y 80 % en peso de acidos grasos en forma de
sales alcalinas o alcalinotérreas en la proporcion siguiente: Cas:0 entre 0,3 y 5 %, Ca70
entre 0,3y 5 %, Cas.0 entre 20,0 y 40,0 %, Czg.0 entre 1,0y 3,0 %, Cso.0 entre 12,0y 25,0
%, Cs1:0 entre 0,5y 2,0 %, Csz0 entre 5,0y 15,0 %, Caso entre 0,5y 3,0 %, Cas0 €ntre
5,0y 18,0 %, Csso entre 0,3y 1,5 %, y Csso0 entre 1,0 y 8,0 %; asi como alcoholes
alifaticos primarios homologos (10-30 % en peso) entre 24 y 34 atomos de carbono, entre
los que predomina el 1-octacosanol; y aldehidos (10-30 % en peso), entre los que
predominan los ap insaturados con mas de 48 atomos de carbono.

3. Mezcla de compuestos con altos pesos moleculares, segun las reivindicaciones 1y 2,
caracterizada porque las sustancias que contiene son obtenidas a partir de cera cruda o
refinada de cafia de azucar (Saccharum officinarum) mediante un proceso que involucra
la saponificacién de la cera con hidréxidos alcalinos o alcalinotérreos, seguida por
sucesivas etapas de extraccién y purificacion de fracciones de sales de acidos grasos,
alcoholes y aldehidos de alto peso molecular, con disolventes organicos o fluidos de CO;
en condiciones supercriticas, seguidas por la estandarizacién final de las
concentraciones de dichos compuestos a las concentraciones requeridas.

4. Mezcla de compuestos con altos pesos moleculares, segun las reivindicaciones de la 1
ala 3, caracterizada por su empleo en composiciones neuroprotectoras y antioxidantes.

5. Composicién nutricional que se caracteriza por contener la mezcla de compuestos de
alto peso molecular, acorde con las reivindicaciones de la 1 a la 4, en dosis entre 5 y 50
mg por unidad posoldgica, asi como excipientes aceptados por la industria alimentaria.

25



WO 2023/284902 PCT/CU2022/050005

6. Composicién nutricional, acorde con la reivindicacion 5, en forma de tabletas o capsulas
para uso oral, la cual se caracteriza por contener, ademas de la mezcla de compuestos
de alto peso molecular, excipientes de relleno, adhesivos, desintegrantes, lubricantes y
colorantes.

7. Composicién nutricional, acorde con la reivindicacién 5, en forma de suspensién para
uso oral, la cual se caracteriza por contener, ademas de la mezcla de compuestos de
alto peso molecular, suspendentes, preservantes, colorantes, edulcorantes,
saborizantes y disolventes.

8. Composicion farmacéutica caracterizada por contener la mezcla de compuestos de alto
peso molecular acorde con las reivindicaciones de la 1 a la 4, en dosis entre 5y 50 mg
por unidad posolégica, asi como excipientes aceptados por la industria farmacéutica.

9. Composicion farmacéutica, acorde con la reivindicacién 8 en forma de tabletas o
capsulas para uso oral, la cual se caracteriza por contener, ademas de la mezcla de
compuestos de alto peso molecular, excipientes de relleno, adhesivos, desintegrantes,
lubricantes y colorantes.

10. Composicion farmacéutica, acorde con la reivindicacion 8, en forma de suspension para
uso oral, la cual se caracteriza por contener, ademas de la mezcla de compuestos de
alto peso molecular, suspendentes, preservantes, colorantes, edulcorantes,
saborizantes y disolventes.
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