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DESCRIPCION
Derivados de ligustilide para el tratamiento de trastornos del sistema nervioso central.

La presente invencion se refiere al uso de ligustilide en el método de tratamiento de ciertos trastornos relacionados con
la neurotransmisién deficiente, asi como a las composiciones farmacéuticas y dietéticas que contienen dicho compuesto
y a sus usos.

Es bien sabido que la neurotransmision deficiente, por ejemplo, niveles bajos de neurotransmisores, esta relacionada
con enfermedades mentales, tales como depresion y trastornos de ansiedad generalizada (TAG), y con una mayor
sensibilidad al estrés.

Los documentos JP 05 155768 (Kao Corp.) y Bjeldanes et al. 1978 J. Food Sci. 43(1):143 muestran que la 3-n-
butilftalida puede inducir el suefio.

El documento JP 05-247022 de Naito Takashi et al. (Tsumura & Co) muestra que varios compuestos, incluido
ligustilide, pueden mejorar la funcién cerebral en pacientes con la enfermedad de Alzheimer.

Los compuestos que aumentan los niveles de neurotransmisores en el cerebro y aumentan de este modo su
transmisiéon, muestran por lo tanto propiedades antidepresivas, asi como efectos beneficiosos en otros tipos de
trastornos mentales (“Neurotransmitters, drugs and brain function” R.A. Webster (ed.), John Wiley & Sons, Nueva York,
2001, pags. 187-211, 289-452, 477-498). Los principales neurotransmisores son serotonina, dopamina, noradrenalina (=
norepinefrina), acetilcolina, glutamato, acido gamma-aminobutirico, asi como neuropéptidos. El aumento en la
neurotransmision se consigue mediante el aumento en la concentraciéon del neurotransmisor en la hendidura sinaptica,
lo que permite por consiguiente que este se encuentre disponible para una neurotransmision mayor o prolongada,
mediante la inhibicién de la recaptacion en la terminacion nerviosa presinaptica, o bien mediante la prevencion del
catabolismo del neurotransmisor inhibiendo enzimas degradantes tales como las monoaminooxidasas Ay B.

Los antidepresivos triciclicos (ATC) tales como imipramina, amitriptilina y clomipramina, por ejemplo, inhiben la
recaptacion de la serotonina y la noradrenalina. Se considera que se encuentran entre los antidepresivos mas eficaces
disponibles, pero presentan una serie de desventajas debido a que interaccionan con varios receptores del cerebro, por
ejemplo, con los receptores colinérgicos. Cabe destacar que los ATC no son seguros cuando se toma una sobredosis,
ya que frecuentemente muestran una cardiotoxicidad pronunciada.

Otro tipo de farmacos antidepresivos son los llamados ISRS (inhibidores selectivos de la recaptacion de la serotonina),
que incluyen fluoxetina, paroxetina, sertralina, citalopram, fluvoxamina, los cuales bloquean el transportador de la
serotonina (SERT), un transportador del neurotransmisor dependiente de cloruro sddico de gran afinidad que finaliza la
neurotransmisiéon serotonérgica mediante la recaptacion de serotonina. Se ha demostrado que son igualmente eficaces
en el tratamiento de la depresion y la ansiedad, y habitualmente se toleran mejor que los ATC. Habitualmente, estos
farmacos se empiezan a tomar en dosis bajas y se puede aumentar la dosis hasta alcanzar un nivel terapéutico. Un
efecto secundario habitual son las nauseas. Otros posibles efectos secundarios incluyen pérdida de apetito, boca seca,
sudoracion, infeccion, estrefiimiento, bostezos, temblores, insomnio y disfuncién sexual.

Ademas, los compuestos que previenen el catabolismo de los neurotransmisores, mas ampliamente mediante la
inhibicidn de las monoaminooxidasas (MAO) A y B, muestran efectos antidepresivos. Las MAO catalizan la oxidacién de
los neurotransmisores que contienen un grupo amino, tales como serotonina, noradrenalina y dopamina.

Ademas, los moduladores de la neurotransmision ejercen efectos pleiotrépicos en las funciones mentales y cognitivas.
Estas funciones difieren claramente de aquellos efectos descritos para los constituyentes alimenticios/vegetales con
funcién antioxidante, los cuales ejercen un efecto neuroprotector mediante la reduccién del estrés oxidativo.

Ademas, los pacientes suelen sufrir como una comorbosidad con la depresion o bien de por si el trastorno de ansiedad
generalizada (TAG). El TAG es una afecciéon ansiosa muy frecuente y es una enfermedad crénica en la atencion
primaria (aproximadamente el 10% de los pacientes) (Wittchen et al. 2005. European Neuropsychopharm. 15:357-376).
Los pacientes se presentan ellos mismos a su médico de atencion primaria con multiples sintomas fisicos. El TAG se
caracteriza por una tensidn crénica y por una preocupacion y tensidon ansiosas (> 6 meses), las cuales son
incontrolables e incapacitantes, y vienen acompafiadas por un trastorno de hipervigilancia caracteristico (que incluye
inquietud, tensién muscular y problemas de suefio). Si no se trata, el TAG sigue un curso fluctuante crénico y tiende a
volverse mas grave con la edad. Los pacientes con TAG sufren depresion subsindromica y contribuyen a la carga
econdmica global directa e indirecta de la salud mas elevada de todos los trastornos de ansiedad y depresion. A pesar
de la elevada incidencia del TAG, pocos enfermos son diagnosticados, se les prescribe medicaciéon o son derivados al
psiquiatra, se necesitan herramientas de diagndstico simple para facilitar el reconocimiento del paciente y su evaluacion.
Aparte de diagnosticos especificos, los médicos requieren tratamientos eficaces para los sintomas del TAG. Los ISRS,
tales como paroxetina, son eficaces para el tratamiento del TAG [Stocchi et al. 2003 J. Clin. Psych. 63(3):250-258].
Algunos articulos de revision sistematicos y ensayos clinicos aleatorizados (RCT, por sus siglas en inglés) controladas
por placebo también indican que algunos ISRS (escitalopram, paroxetina y sertralina), el ISRN (inhibidor selectivo de la
recaptacion de norepinefrina) venlafaxina, algunas benzodiazepinas (alprazolam y diazepam), la imipramina triciclica y
el agonista parcial de 5-HT1A buspirona son todos ellos eficaces para tratamientos graves. En general, el efecto del
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tratamiento suele ser moderado y los sintomas reaparecen cuando el periodo de tratamiento se interrumpe. Por lo tanto,
un tratamiento continuo a largo plazo o la prevencion con compuestos que tienen menos efectos secundarios, como los
ISRS, y que pueden tomarse durante periodos de tiempo largos puede ser favorable frente a un tratamiento con
farmacos.

Se necesitan compuestos para el tratamiento o la prevencion de enfermedades y/o trastornos mentales que no
muestren los efectos secundarios negativos de los antidepresivos conocidos. Muchos pacientes estan interesados en
terapias alternativas que puedan minimizar los efectos secundarios asociados con las dosis elevadas de los farmacos y
gue puedan proporcionar beneficios clinicos adicionales. La depresion grave es una enfermedad recurrente de larga
duracion, cuyo diagndstico suele ser err6neo. Ademas, muchos pacientes sufren depresion leve o de gravedad
moderada. Por consiguiente, existe un interés creciente en el desarrollo de compuestos, asi como composiciones
farmacéuticas y/o dietéticas, que se puedan utilizar para tratar enfermedades/trastornos mentales o para prevenir el
desarrollo de enfermedades/trastornos mentales, tales como depresion y distimia en pacientes de riesgo, y para
estabilizar el estado de animo.

Es sabido que un estado de animo desequilibrado se relaciona con una neurotransmision deficiente, es decir, reducida,
y que esto también conlleva una mayor sensibilidad al estrés.

De este modo, el estado de animo esta influenciado por la biosintesis de neurotransmisores, el procesamiento de
neurotransmisores, el almacenamiento de neurotransmisores, la liberacion de neurotransmisores, la recaptacion de
neurotransmisores y la union del neurotransmisor al receptor, especialmente cuando el neurotransmisor es la
serotonina. Un estado de &nimo desequilibrado se puede manifestar de por si en animales, incluidos los humanos, en
forma de tension, tristeza, infelicidad/descontento, irritabilidad y disforia, y/o como una alteracién en el comportamiento,
las emociones y los procesos cognitivos.

Asi pues, se necesitan también compuestos que armonicen o normalicen el estado de animo y que permitan conseguir
un equilibrio emocional para poder hacer frente al estrés de la vida cotidiana y para mantener el rendimiento fisico y
psicoldgico.

Los trastornos del estado de animo y el estrés ocupacional también pueden provocar trastornos del suefio consecutivos
(insomnio), retraso del comienzo del suefio y una baja calidad del suefio, asi como alteraciones en los ritmos
circadianos (denominados biorritmos). Estas afecciones suelen ser crénicas y pueden persistir durante mucho tiempo. El
desequilibrio de los ritmos circadianos provocado por vuelos de larga distancia (defase horario), asi como por el trabajo
a turnos, también pueden provocar sintomas similares y angustia. Por consiguiente, el tratamiento con suplementos
dietéticos para aliviar y prevenir los sintomas asociados con los trastornos del suefio, asi como para mantener el ritmo
circadiano normal (al que animales y humanos estan acostumbrados) y/o para aliviar y prevenir los sintomas asociados
con un ritmo circadiano alterado, tales como el deterioro de la funcién cognitiva y la memoria, la fatiga fisica y mental,
somnolencia, garantiza la mejora de la calidad de vida global y beneficia la energia vital de la persona que la necesita.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Sorprendentemente, se ha descubierto que ligustilide es un inhibidor eficaz de la recaptacion de la serotonina y la
noradrenalina, y un inhibidor de las monoaminooxidasas A y B. Por consiguiente, tiene unas propiedades similares a las
de los farmacos antidepresivos comercializados actualmente, como los ISRS (inhibidores selectivos de la recaptacion de
la serotonina), los ISRN (inhibidores selectivos de la recaptacion de la noradrenalina) y las aminas triciclicas.

La presente invencion se refiere especialmente al uso no terapéutico de ligustilide como agente equilibrador del estado
de animo y mitigante del estrés, para el bienestar mental, asi como para ayudar a reducir el riesgo de cambios bruscos
en el estado de animo, para ayudar a mantener un estado de &nimo positivo y para sustentar el bienestar cognitivo, para
normalizar el patron del suefio (también denominado arquitectura del suefio), reducir el tiempo para el comienzo del
suefio, en general para ayudar a promover y mantener una buena calidad del suefio; asi como a composiciones
(dietéticas) y bebidas/alimentos/comidas enriquecidos que lo contengan, y a sus usos.

Adicionalmente, el compuesto de la presente invencion tiene aplicaciones veterinarias, que incluyen: prevenir el estrés
en animales de granja durante la cria de ganado a gran escala y/o durante el transporte al matadero; prevenir la pérdida
de calidad en la carne de los animales de granja durante el transporte al matadero; prevenir el picaje y el canibalismo
entre las aves de corral; y reducir el estrés en los animales de compafiia.

De acuerdo con la presente invencion, esta demanda se satisface con ligustilide.

Por consiguiente, en un aspecto la invencién se refiere al uso de ligustilide como agente equilibrador del estado de
animo y/o mitigante del estrés en animales incluidos los humanos.

Los animales son especialmente humanos, mascotas o animales de compafiia (preferentemente gatos y perros),
animales de granja (preferentemente aves de corral, ganado bovino, ovejas, cabras y cerdos) y animales para la
industria peletera, tales como visones, zorros y liebres, asi como animales que se utilizan en acuicultura, tales como
peces como el salmén y la trucha, asi como crustaceos como las gambas.
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En una realizacién preferida de la presente invencion, se utiliza ligustilide para prevenir el estrés en mascotas y
animales de granja, en la cria de ganado a gran escala, durante el transporte al matadero y/o para prevenir pérdidas en
la produccién de leche o huevos y pérdidas en la calidad de la carne de dichos animales de granja durante el transporte
al matadero.

En otra realizacion preferida de la presente invencion, se utiliza ligustilide para prevenir el picaje y el canibalismo entre
las aves de corral y/o para prevenir pérdidas en la calidad de la carne y en la produccion de huevos que le acompafian y
en general.

En una realizacion preferida adicional de la presente invencién, se utiliza ligustilide para mantener el ritmo circadiano en
humanos, para aliviar y/o prevenir los sintomas asociados con un ritmo circadiano alterado en humanos. Por
consiguiente, el estado de animo se estabiliza y se alcanza un equilibrio emocional para poder hacer frente al estrés de
la vida cotidiana y para mantener el rendimiento fisico y psicolégico. Ademas, los sintomas asociados con un ritmo
circadiano alterado, tales como el deterioro de la funcion cognitiva y la memoria, y la fatiga fisica y mental, se alivian y/o
previenen, de manera que mejore la calidad de vida global y las personas a las cuales se les administran tales
compuestos se benefician de mantener la energia vital. El desequilibrio de los ritmos circadianos provocado por vuelos
de larga duracion (defase horario), asi como por el trabajo a turnos y los sintomas asociados con este, también pueden
aliviarse y/o prevenirse.

Por consiguiente, un estado de animo desequilibrado, que se puede manifestar en forma de tension, tristeza,
infelicidad/descontento e irritabilidad, disforia y/o una alteracion en el comportamiento, las emociones y los procesos
cognitivos, se puede prevenir mediante la administracion de ligustilide a animales incluidos los humanos.

En otro aspecto, la invenciéon se refiere al uso de ligustilide para el tratamiento de un trastorno relacionado con la
neurotransmisién deficiente o reducida o para la fabricaciébn de una composicion para el uso en el método de
tratamiento de un trastorno relacionado con la neurotransmision deficiente, particularmente para la fabricacion de un
antidepresivo, un reductor del comportamiento obsesivo-compulsivo, un relajante, un potenciador del suefio y/o un
mitigante del insomnio, asi como al uso no terapéutico como agente equilibrador del estado de &nimo, como potenciador
de la vitalidad/el estado de animo, como mitigante del estrés, como potenciador del estado de salud y/o como reductor
de la tension, tristeza, infelicidad/descontento, irritabilidad y disforia.

En otro aspecto mas, la invencién se refiere a composiciones, particularmente composiciones dietéticas, que contienen
ligustilide, asi como composiciones farmacéuticas que contienen ligustilide y un vehiculo farmacéutico convencional
para utilizar en el tratamiento de trastornos relacionados con la neurotransmision deficiente.

En el contexto de la presente invencién, los animales incluyen humanos y engloban mamiferos, peces y pajaros. Los
“animales” preferidos son humanos, mascotas o animales de compafiia, animales de granja, animales para la industria
peletera y animales que se utilizan en acuicultura. Los “animales” mas preferidos son humanos, mascotas y animales de
granja.

Algunos ejemplos de mascotas son perros, gatos, pajaros, peces de acuario, cobayas, conejos, liebres y hurones.

Algunos ejemplos de animales de granja son peces (tales como, por ejemplo, salmoén y trucha), animales de cultivo
acuatico (tales como, por ejemplo, gambas), cerdos, caballos, rumiantes (ganado bovino, ovejas y cabras) y aves de
corral (tales como, por ejemplo, gansos, pollos, pollos de tipo broiler, gallinas ponedoras, codornices, patos, pavos).

Algunos ejemplos de animales para la industria peletera son visones, zorros y liebres.

En una realizacion preferida de la presente invencion, se utiliza ligustilide para prevenir el estrés en animales de granja,
en la cria de ganado a gran escala, durante el transporte al matadero y/o para prevenir la pérdida de calidad de la carne
de dichos animales de granja durante el transporte al matadero. Dichos animales de granja son especialmente aves de
corral (tales como, por ejemplo, gansos, pollos de tipo broiler, gallinas ponedoras, codornices, patos, pollos, pavos),
ganado bovino, ovejas, cabras y cerdos.

En otra realizacion preferida de la presente invencion, se suministra ligustilide a mascotas para reducir el estrés, la
tension, la agresividad y el comportamiento compulsivo en condiciones estresantes tales como la separacion, el cambio
o pérdida de duefio, durante la separacion por vacaciones y en la cria en los llamados “hoteles para animales”, la cria
en protectoras de animales y otras condiciones de cria y reproduccion concentradas.

En otra realizacion preferida de la presente invencion, se suministra ligustilide a aves de corral (tales como, por ejemplo,
gansos, pollos de tipo broiler, gallinas ponedoras, codornices, patos, pollos, pavos) para prevenir el picaje y el
canibalismo, los cuales provocan, por ejemplo, pérdidas en la calidad de la carne y la produccién de huevos.

En una realizacion preferida méas de la presente invencién, se suministra ligustilide a humanos para mantener los ritmos
circadianos en humanos, para aliviar y/o prevenir los sintomas asociados con un ritmo circadiano alterado en humanos.

El término “ligustilide” también engloba cualquier material o extracto de una planta que contenga ligustilide,
preferentemente en una cantidad de al menos el 50% en peso, mas preferentemente en una cantidad de entre el 70 y el
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90% en peso, aun mas preferentemente en una cantidad de al menos el 90% en peso, en funcién del peso total del
material o extracto vegetal. Los términos “material de una planta” y “material vegetal”, utilizados en el contexto de la
presente invencion, se refieren a cualquier parte de una planta.

Ligustilide se puede aislar mediante métodos conocidos en la técnica [remitase, por ejemplo, a Beck J. et al. 1995
Natural Products 58(7): 1047-1055] a partir de varias plantas, tales como Angelica glauca, Angelica acutiloba, Angelica
sinensis, Angelicae dahuricae, Apium graveolens, Ligusticum acutilobum, Ligusticum officinale, Ligusticum sinense,
Ligusticum wallichii, Ligusticum chuanxiong, Cnidium officinale, Rhizoma chuanxiong, Pleurospermum hookeri,
Trachyspermum roxburghianum, Meum athamanticum, Lomatium torreyi, Scutellaria baicalensis, Opopanax chironium,
Cenolophium denudatum, Coriandrum sativuum y Silaum silaus. Por lo tanto, la expresion “ligustilide” también engloba
cualquier extracto material o resina oleosa de estas plantas o cualquier otro material o extracto vegetal que contenga
ligustilide, especialmente en una cantidad de al menos el 50% en peso, preferentemente en una cantidad de entre el 70
y el 90% en peso, mas preferentemente en una cantidad de al menos el 90% en peso, en funcién del peso total del
material o extracto vegetal. Los compuestos utilizados en la presente también pueden ser de origen sintético. Un
método preferido para la extraccion a partir de Ligusticum es la extraccion/destilacion con fluido supercritico.

Junto con el ligustilide puro especialmente preferido, estan los materiales vegetales y los extractos vegetales que
contienen al menos el 50% en peso, mas preferentemente entre el 70 y el 90% en peso, aun mas preferentemente al
menos el 90% en peso, de este compuesto, en funcién del peso total del material/extracto vegetal. Los extractos de
plantas enteras o de partes de estas, por ejemplo, hojas, raices o semillas, se pueden adquirir de proveedores
comerciales o bien se pueden obtener de acuerdo con los métodos ampliamente conocidos en la técnica utilizando
disolventes como metanol, etanol, acetato de etilo, éter dietilico, n-hexano, cloruro de metileno o, preferentemente, con
fluidos supercriticos como diéxido de carbono (puro o en una mezcla con otros disolventes tales como alcoholes) o
oxido de dinitrégeno. A partir de los extractos, se pueden obtener compuestos Unicos 0 mezclas mas o menos puras
mediante destilacion y fraccionamiento, preferentemente a presion reducida. Como alternativa, ligustilide se puede
sintetizar mediante métodos ampliamente conocidos en la técnica y se puede mezclar en cualquier cantidad deseada.

En una realizacion preferida de la presente invencion, ligustilide se administra en forma de un destilado de Ligusticum,
que contiene Z-ligustilide. Preferentemente, la cantidad de Z-ligustilide en el destilado/mezcla es de: una cantidad en el
intervalo que oscila entre al menos el 30 y el 60% en peso; mas preferentemente, al menos el 40% en peso, aun mas
preferentemente al menos el 50% en peso. Estas cantidades se expresan en funcion del peso total del destilado/mezcla.

Las composiciones dietéticas de acuerdo con la presente invencidon pueden contener ademas hidrocoloides protectores,
aglutinantes, agentes formadores de pelicula, agentes/materiales encapsuladores, materiales de pared/corteza,
compuestos matriciales, agentes de recubrimiento, emulsionantes, agentes de superficie activa, agentes solubilizantes
(aceites, grasas, ceras, lecitinas, etc.), adsorbentes, vehiculos, rellenos, co-compuestos, agentes dispersantes, agentes
humectantes, promotores de procesamiento (disolventes), agentes fluidizantes, agentes enmascarantes del sabor,
agentes de suplemento, agentes gelatinizantes, agentes gelificantes, antioxidantes y antimicrobianos.

La expresion “composiciones dietéticas” comprende cualquier tipo de nutricién, tal como comida/alimento y bebidas
(enriquecidos), incluida también la nutricién clinica, asi como también los suplementos dietéticos.

Ademas de un vehiculo farmacéuticamente aceptable y al menos un compuesto de férmula general | con las
definiciones de X, R' - R® y los preferidos seglin se ha descrito anteriormente, las composiciones farmacéuticas de
acuerdo con la presente invencion pueden contener aditivos farmacéuticos convencionales y adyuvantes, excipientes o
diluyentes, que incluyen, sin caracter limitante, agua, gelatina de cualquier origen, gomas vegetales, sulfonato de
lignina, talco, azlcares, almidén, goma arabiga, aceites vegetales, glicoles polialquilénicos, agentes saborizantes,
conservantes, estabilizantes, agentes emulsificantes, tampones, lubricantes, colorantes, agentes humectantes, rellenos
y similares. El vehiculo puede ser un vehiculo organico o inorganico inerte adecuado para la administracion
oral/parenteral/inyectable.

Las composiciones farmacéuticas y dietéticas de acuerdo con la presente invencién se pueden formular en cualquier
forma galénica adecuada para administrar al cuerpo animal incluido el cuerpo humano, especialmente en cualquier
forma que sea convencional para la administracion oral, por ejemplo, en forma sdélida tal como (aditivos/suplementos
para) comida o alimento, premezcla de comida o alimento, comida o alimento enriquecido, comprimidos, pastillas,
granulos, grageas, capsulas y formulaciones efervescentes tales como polvos o comprimidos; o en forma liquida tal
como soluciones, emulsiones o suspensiones como, por ejemplo, bebidas, pastas y suspensiones oleosas. Las pastas
se pueden usar como relleno de capsulas de cubiert dura o blanda. Algunos ejemplos de otras formas de aplicacion son
las formas para la administracion transdermal, parenteral o inyectable. Las composiciones dietéticas y farmacéuticas se
pueden presentar en forma de formulaciones de liberacién controlada (retrasada).

Algunos ejemplos de comida son productos lacteos tales como yogures.
Algunos ejemplos de comida enriquecida son barras de cereales, articulos de panaderia tales como pasteles y galletas.

Las bebidas engloban bebidas alcohdlicas y no alcohdlicas, asi como preparados liquidos para ser afiadidos al agua
potable y a la comida liquida. Las bebidas no alcohdlicas son, por ejemplo, refrescos, bebidas deportivas, zumos de
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frutas, limonadas, aguas de sabores (es decir, bebidas acuosas con bajo contenido calérico), tés y bebidas lacteas. Las
comidas liquidas son, por ejemplo, sopas y productos lacteos (por ejemplo, bebidas de muesli).

En el contexto de la presente invencion, el “tratamiento” también engloba co-tratamiento, asi como prevencion. La
“prevencién” puede ser prevencion de la primera incidencia (prevencion primaria) o prevencion de una reincidencia
(prevencién secundaria).

En el contexto de la presente invencion, el término “trastorno” también engloba enfermedades.

Las composiciones farmacéuticas y dietéticas para el tratamiento de trastornos relacionados con la neurotransmision
deficiente engloban su uso como antidepresivos, potenciadores del estado de animol/vitalidad, mitigantees del estrés,
potenciadores del estado, reductores de la ansiedad y reductores del comportamiento obsesivo-compulsivo, relajantes,
potenciadores del suefio y/o mitigantees del insomnio, normalizadores del ritmo circadiano (biorritmo). Todas ellas
pueden mejorar, promover y apoyar la neurotransmision psicolégica, especialmente en el sistema nervioso central y, por
lo tanto, pueden mitigar la disfuncién mental.

Los antidepresivos son farmacos para tratar trastornos mentales, del comportamiento y emocionales/afectivos,
neuroéticos, neurodegenerativos, alimenticios y relacionados con el estrés, tales como, por ejemplo, depresién unipolar,
depresién bipolar, depresion grave, depresién crénica, depresion subcronica, distimia, depresion posparto,
disforia/sindrome premenstrual (SPM), sintomas depresivos climactéricos, agresion, trastornos de déficit de atencion
(TDA), trastornos de ansiedad social, trastornos afectivos estacionales, (trastornos de) ansiedad tal(es) como el
trastorno de ansiedad generalizada (TAG), sindrome de fibromialgia, fatiga crénica, trastornos del suefio (insomnio),
trastornos de estrés postraumatico, trastornos de panico, trastornos obsesivo-compulsivos, sindrome de la pierna
inquieta, nerviosismo, cefaleas primarias/migrafia y dolor en general, emesis, bulimia, anorexia nerviosa, sindrome del
atracon, trastornos gastrointestinales, sindrome de agotamiento profesional, irritabilidad y cansancio.

Los antidepresivos también se pueden utilizar para (la fabricacién de composiciones para) la prevencion primaria y
secundaria y/o el tratamiento del deterioro neurocognitivo. Ademas, también son eficaces en el tratamiento de sintomas
depresivos u otros sintomas relacionados con un trastorno en la neurotransmisién que ocurran como una comorbosidad
en enfermedades croénicas tales como enfermedades cardiovasculares, accidentes cerebrovasculares, cancer,
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson y otras.

El ligustilide, asi como (mezclas de) materiales vegetales y extractos vegetales que contengan (esencialmente) dicho
ligustilide (especialmente en una cantidad de al menos el 30% en peso, preferentemente en una cantidad de al menos el
50% en peso, méas preferentemente en una cantidad de entre el 70 y el 90% en peso, de la forma mas preferida en una
cantidad de al menos el 90% en peso, en funcién del peso total del material o extracto vegetal) y composiciones
farmacéuticas/dietéticas que los contengan son adecuados para el tratamiento de animales incluidos los humanos.

Especialmente los animales de compafiia (mascotas) y el ganado (de granja) pueden encontrarse en unas condiciones
en las que necesiten una neurotransmision mejorada o aumentada. Tales condiciones, por ejemplo, ocurren después de
la captura o el transporte o en la estabulacion, cuando los animales desarrollan trastornos analogos y se encuentran
angustiados o agresivos, 0 muestran un comportamiento estereotipico, o ansiedad y comportamiento obsesivo-
compulsivo.

Las expresiones “potenciador del estado de animo” o “reforzador del bienestar emocional” o “potenciador de la vitalidad”
se refieren a que el estado de animo de una persona tratada con este mejora, que la autoestima aumenta y/o que los
pensamientos negativos y/o la tensién negativa se reduce. También se refieren a que las emociones se estabilizan y/o
que el bienestar general, especialmente el mental, y la vitalidad se mejoran o se mantienen, asi como que (se
contribuye a que) se reduzca el riesgo de cambios bruscos en el estado de animo y (se contribuye a que) se mantenga
un estado de animo positivo.

Se puede suministrar ligustilide en general como un reductor de la ansiedad y/o un reductor del comportamiento
obsesivo-compulsivo a animales incluidos los humanos, preferentemente a humanos, mascotas y animales de granja.

La expresion “reductor de la ansiedad” se refiere a que la tension crénica y la preocupacion y la tension ansiosas se
calman y se mitigan. Se mitiga el sindrome de hipervigilancia, incluida la inquietud, la tensién muscular y los problemas
del suefio. Se resuelven las fobias sociales y otras fobias. En general, el entorno social se ve menos amenazador. La
persona se encuentra relajada emocionalmente, experimenta confort y disfruta de la compafiia y el contacto con otra
gente.

La expresion “relajante” o “potenciador del suefio” o “mitigante del insomnio” se refiere a que se potencia el comienzo
del suefio (se reduce el tiempo para conciliar el suefio, tiempo de retraso del suefio) y se ayuda a la persona a conciliar
facilmente el suefio, normalizar los patrones del suefio o mantener un suefio ininterrumpido durante toda la noche.
También se refiere a que se corrigen las alteraciones del suefio asociadas al ritmo circadiano debidas al defase horario
o el trabajo a turnos, y que se previenen y se eliminan los sintomas asociados con el insomnio, es decir, el deterioro de
la funcién cognitiva y la memoria, la fatiga fisica y mental, la somnolencia, y se mejora la calidad de vida global y la
energia vital.
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El ligustilide, asi como las composiciones que comprenden una dosis eficaz de este, son Utiles para el tratamiento, la
prevencion y el alivio de los sintomas relacionados con el estrés, para el tratamiento, la prevencion y el alivio de los
sintomas relacionados con la sobrecarga laboral, el cansancio y/o agotamiento profesional, para el aumento de la
resistencia o tolerancia al estrés y/o para favorecer y facilitar la relajacion en individuos normales y saludables, es decir,
tales composiciones tienen un efecto “mitigante del estrés”.

Una realizacion adicional de la presente invencion se refiere al uso de ligustilide y al uso de composiciones que lo
contienen (materiales/extractos vegetales, composiciones farmacéuticas/dietéticas) como un “potenciador del estado”,
es decir, se refiere a que reduce la irritabilidad y el cansancio, reduce o previene o alivia la fatiga fisica y mental, y
aumenta la energia en términos mas generales, especialmente aumenta la produccién de energia cerebral, en
individuos enfermos o sanos. Ademas, para la mejora cognitiva en general, y especialmente para el mantenimiento o la
mejora de la atencion y la concentracion, de la memoria y de la capacidad de recordar, de la habilidad de aprendizaje,
del procesamiento de la lengua, de la resolucién de problemas y del funcionamiento intelectual; para la mejora de la
memoria a corto plazo; para la mejora de la alerta y la agudeza mental, la capacidad de concentracién; para aumentar la
vigilancia mental; para reducir la fatiga mental; para apoyar el bienestar cognitivo, para mantener una funcién cognitiva
equilibrada, para la regulacion del apetito y la saciedad, asi como para la regulacion de la actividad motriz.

Una dosis diaria de ligusticum adecuada para humanos a los efectos de la presente invencion puede encontrarse dentro
del intervalo que oscila entre 0,001 mg por kg de peso corporal y aproximadamente 20 mg por kg de peso corporal por
dia. Se prefiere mas una dosis diaria de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 10 mg por kg de peso corporal, y se
prefiere especialmente una dosis diaria de aproximadamente 0,05 a 5,0 mg por kg de peso corporal. La cantidad de un
material vegetal o extracto vegetal que contenga ligusticum se puede calcular correspondientemente.

En las preparaciones sdlidas de dosis unitaria para humanos, el ligusticum se encuentra presente de forma adecuada
en una cantidad de entre aproximadamente 0,1 mg y aproximadamente 1000 mg, preferentemente entre
aproximadamente 1 mg y aproximadamente 500 mg por dosis unitaria.

En composiciones dietéticas, especialmente en comidas y bebidas para humanos, el ligusticum se encuentra presente
de forma adecuada en una cantidad de entre aproximadamente el 0,0001 (1 mg/kg) y aproximadamente el 5% en peso
(50 g/kg), preferentemente entre aproximadamente el 0,001% (10 mg/kg) y aproximadamente el 1% en peso (10 g/kg),
mas preferentemente entre aproximadamente el 0,01 (100 mg/kg) y aproximadamente el 0,5% en peso (5 g/kg), en
funcion del peso total de la comida o bebida.

En comidas y bebidas de una realizacion preferida de la invencion, la cantidad de ligusticum es de 10 a 30 mg por
racion, es decir, 120 mg por kg de comida o bebida.

Una dosis diaria de ligusticum adecuada para animales, excluidos los humanos, a los efectos de la presente invencion
puede encontrarse dentro del intervalo que oscila entre 0,001 mg por kg de peso corporal y aproximadamente 1000 mg
por kg de peso corporal por dia. Se prefiere mas una dosis diaria de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 500 mg
por kg de peso corporal, y se prefiere especialmente una dosis diaria de aproximadamente 1 mg a 100 mg por kg de
peso corporal.

Para los animales de compafiia (mascotas), son adecuadas las mismas dosis diarias que para los humanos.

La invencion se ilustra con més detalle en los ejemplos a continuacion.

Ejemplos

La 3-n-butilftalida utilizada en los experimentos que se describen a continuacion se adquirio de Advanced Synthesis, PO
Box 437920, San Ysidro, CA 92173. Las senkyunolidas y el cnidilide se adquirieron de AnalytiCon Discovery GmbH,
Hermannswerder Haus 17, 14473 Potsdam, Alemania, y el ligustilide fue sintetizado por los quimicos de DSM Nutritional
Products Ltd., Kaiseraugst, Suiza. Todos los compuestos tenian una pureza > 95%.

Ejemplo 1:

Inhibicién de la recaptacién de serotonina y desplazamiento del citalopram marcado por compuestos de
formula |

Las células HEK-293, que expresan establemente el transportador de la recaptacién de la serotonina humana
(hSERT), se obtuvieron de R. Blakely, Vanderbilt University, EE. UU. Las células se cultivaron rutinariamente en un
medio de Eagle modificado por Dulbeco, que se adquirié de Bioconcept, Allschwil, Suiza, que contenia un 10% de suero
fetal de ternera, penicilina, estreptomicina, L-glutamina y el antibiético G418 y se pasaron por tripsinizacion. Las células
se sembraron en el medio mencionado anteriormente un dia antes del ensayo. Inmediatamente antes del ensayo, se
reemplaz6 el medio por el tampdon de bicarbonato de Krebs Ringers, adquirido de Sigma Chemicals Ltd.,
complementado con 35 pM de pargilina, 2.2 mM de CaCl;, 1 mM de &cido ascérbico y 5 mM de &cido N-2-
hidroxietilpiperazin-N*-2-etanosulfénico (tampén denominado “Hepes”). La recaptacion de la serotonina en las células se
determind mediante la adicidn de serotonina radiomarcada (3H) (Amersham Biosciences GE Healthcare, Slough, Reino
Unido) a una concentracion de 20 nM y la incubacion durante 30 minutos a temperatura ambiente. Tras eliminar el
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marcador no incorporado lavando cuidadosamente tres veces con el tampdn mencionado anteriormente, la serotonina
incorporada se cuantificé mediante contador de centelleo liquido.

El efecto de los compuestos de Formula | en la recaptacién de la serotonina se determind mediante su
inclusion en el ensayo en un intervalo de concentraciones entre 0.03 y 100 pM 10 minutos antes y durante la adicion de
serotonina / citalopram (3H). La recaptacion de la serotonina a través del transportador fue inhibida por ligustilide, 3-
butilftalida, senkyunolida A, senkyunolida C, senkyunolida B y cnidilide, respectivamente, de forma dependiente de la
dosis, con los valores de Clso que se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2: Inhibicién de la recaptacion de la serotonina en células HEK-293 transfectadas mediante compuestos de
férmula I.

Sustancia Clso para la recaptacion
de la serotonina tritiada

Ligustilide 20.4 +/- 5.8 uM (n=4)

3-n-butilftalida 35.2 +/- 6.7 uM (n=3)

Senkyunolida A 32.5+4/- 9.1 pM (n=2)
31.4 +/-10.9 pM (n=2)
75.0 +/- 11.0 pM (n=2)
40.5 +/- 15.0 pM (n=3)
99.2 +/- 5.8 pg/ml (n=2)
29.9 +/- 8.3 pg/ml (n=2)

Senkyunolida C

Senkyunolida B
Cnidilide
Extracto de apio

Extracto de apio salvaje

Debido a que los experimentos se llevaron a cabo dos veces o més (n), se muestra el valor medio +/- el error estandar
de la media (s.e.m., por sus siglas en inglés).

Ejemplo 2: Inhibicién de la monoaminooxidasa por compuestos de formula |

Las aminas organicas p-tiramina o bencilamina se utilizaron como sustratos para las enzimas Monoamino oxidasa A
(MAO-A) y B (MAO-B), respectivamente. El H,O, producido en esta reaccion se cuantifico mediante la reaccion con el
acido vanilico, catalizada por la peroxidasa del rdbano picante (HRP, por sus siglas en inglés).

Las reacciones se llevaron a cabo en placas de microlitros de poliestireno. Las enzimas MAO (concentracion final de 2
U/ml) se mezclaron con p-tiramina (Sigma, concentracion final de 0.5 mM) o bencilamina (Sigma, concentracion final de
0.5 mM), seguln resulte apropiado, y la solucion cromogénica (que contenia acido vanilico (Fluka), 4-aminoantipirina
(Fluka) y peroxidasa del rabano picante (Sigma), concentraciones finales de 0.25 mM, 0.125 mM y 1 U/ml,
respectivamente) en un tampoén de fosfato de potasio 0.2 M de pH 7.6. Las reacciones se monitorizaron con un lector de
absorbancia de placas de microlitros, por ejemplo, Spectramax M5 (Molecular Devices Corporation). Las lecturas de
absorbancia se registraron a 495 nm cada 15 segundos durante 40 minutos y se calcularon las velocidades iniciales de
reaccion mediante regresion lineal utilizando SOFTmaxPro (Molecular Devices Corporation).

El efecto de ligustilide, 3-butilftalida, senkyunolida C y cnidilide en las enzimas de monoamino oxidasa se determind
mediante su inclusion en el ensayo en un intervalo de concentraciones entre 0.03 y 100 uM 10 minutos antes y durante
la incubacion con el sustrato. Para determinar el efecto de los compuestos en la porcion de la reaccién catalizada por el
HRP, se reemplazé la enzima MAO por H,O» (Molecular Probes, concentracion final de 0.2 mM). Las reacciones que
contenian MAO-A y MAO-B fueron ambas inhibidas por diterpenos triciclicos y sus derivados de acuerdo con la formula
I de forma dependiente de la dosis, mientras que la reaccion de control no resultd afectada. Los valores de Clsp
registrados para la inhibiciéon de la actividad de la monoamino oxidasa por ligustilide, 3-butilftalida, senkyunolida C y
cnidilide, respectivamente, se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3: Inhibicion de MAO-A y MAO-B por compuestos de formula 1.

Sustancia Clsg [uM] para la Clso [uM] para la
inhibicion de MAO-A inhibicion de MAO-B
Ligustilide 15.7 +/- 0.2 s.e.m. n=2 24.9 +/- 3.7 s.e.m. n=2
3-n-butilftalida 8.1 +/-1.2 s.e.m. n=2 56.1 +/- 10.2 s.e.m. n=2
Senkyunolida C 2.72 +/- 0.16 s.e.m. n=2 2.14 +/- 0.24 s.e.m. n=2
Cnidilide > 100 pM n=2 108.8 +/- 17.7 s.e.m. n=2
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Ejemplo 3: Efecto de los compuestos de formula | en la prueba de observacion primaria (Irwin) en ratones

El método, que detecta la primera dosis toxica, el intervalo de dosis activa y los efectos principales de una sustancia de
prueba en el comportamiento y la funcién fisiol6gica, sigue el descrito por Irwin, 1968 Psychopharmaco, 13:222-257.

Se suministrd la sustancia de prueba (3-n-butilftalida, ligustilide) a los ratones y estos se observaron en comparacion
simultanea con un grupo de control al que se suministré un vehiculo (condiciones no ciegas). Se compararon 3 grupos
tratados con el mismo control en cada momento dado. Todos los animales dentro de un grupo de tratamiento se
observaron simultaneamente.

Se registraron las modificaciones en el comportamiento, los sintomas fisioldgicos y de neurotoxicidad, el diametro de la
pupila y la temperatura rectal, de acuerdo con una cuadricula de observacion estandarizada derivada de la de Irwin,
supra. La cuadricula contiene los siguientes términos: mortalidad*, convulsiones*, temblores*, Straub*, sedacion,
excitacion, modo de andar anormal* (balanceandose, de puntillas), saltos*, descoordinacion motora*, retorcerse*,
piloereccion*, estereotipias* (oler, mascar, movimientos de la cabeza), tics en la cabeza*, rascarse*, respiracion®,
agresividad*, miedo, reaccién al contacto, tono muscular, pérdida del reflejo de enderezamiento, ptosis, exoftalmos,
pérdida de prensién, aquinesia, catalepsia, pérdida de traccidn, pérdida de reflejo corneal, analgesia, defecacion,
salivacion, lagrimacion, didmetro de la pupila (Unidad = 1/45 mm) y temperatura rectal.

Se realizaron observaciones a los 15, 30, 60, 120 y 180 minutos después de la administracion de la sustancia de prueba
y también 24 horas después. Los sintomas marcados con (*) se observaron continuamente desde 0 hasta 15 minutos
después de la administracion. Se estudiaron 5 ratones por grupo.

Se solubilizé 3-butilftalida (pureza del 98.5%) en 3% de DMSO, 3% de Tween 80 en solucion salina (0.9% p/v de NaCl)
y se inyect0 a los ratones por via intraperitoneal.

Resultados
3-n-butilftalida

A 100 mg/kg de peso corporal, la 3-n-butilftalida present6 efectos sedantes leves (en 5/5 ratones después de 15y 30
minutos, y en 2/5 a los 60 minutos) y tono muscular reducido (en 5/5 ratones después de 15 y 30 minutos, y en 3/5
ratones después de 60 minutos).

A 200 mg/kg de peso corporal, presentd efectos sedantes moderados (en 5/5 ratones después de 60 y 120 minutos),
miedo reducido y tono muscular reducido después de 60 minutos.

A 300 mg/kg de peso corporal, presenté sedacion marcada en 4/4 ratones después de 15 y 30 minutos, sedacion
moderada en 4/4 ratones a los 60 minutos y 120 minutos, y sedacion leve en 4/4 ratones a los 180 minutos.

A 300 mg/kg de peso corporal, la 3-butilftalida también redujo el miedo y el tono muscular a los 120 minutos.

En conjunto, la 3-butilftalida presenté un efecto sedante, reductor del miedo y relajante muscular, dependiente de la
dosis.

Ligustilide (pureza del 98.9%) a 30 mg/kg indujo sedacion leve en 3 ratones a los 30 minutos.

A 100 mg/kg, indujo sedacion leve en los 5 ratones desde 15 hasta 30 minutos y en 3 ratones a los 60 minutos; redujo el
tono muscular en 2 ratones a los 30 minutos.

A 200 mg/kg la sedacion fue de leve a moderada en los 5 ratones desde 15 hasta 120 minutos y leve en 2 ratones a los
180 minutos; redujo el tono muscular en los 5 ratones a los 15 minutos, en 4 ratones desde 30 hasta 60 minutos, en 2
ratones a los 120 minutos y en 1 ratén a los 180 minutos. A 300 mg/kg la sedacién fue moderada en los 5 ratones desde
15 hasta 60 minutos y leve desde 120 hasta 180 minutos; redujo el tono muscular en los 5 ratones desde 15 hasta 30
minutos, en 4 ratones desde 60 hasta 120 minutos y en 3 ratones a los 180 minutos.

En conjunto, la 3-n-butilftalida y el ligustilide presentaron un efecto sedante y relajante muscular, dependiente de la
dosis.

Ejemplo 4: Prueba de natacion de Porsolt con 3-n-butilftalida y ligustilide

La “Prueba de desesperacion conductual” o “Prueba de natacion forzada de Porsolt” es un modelo animal validado para
la depresion (remitase a T. Nagatsu 2004 Neuro Toxicology, 25:11-20 y Porsolt et al. 1977, Arch. Int. Pharmacodyn.,
229:327-336). Responde a la mejora de la transmisidn de varios neurotransmisores, incluida la serotonina, dopamina y
noradrenalina.

La prueba, que detecta la actividad antidepresiva, se llevd a cabo segun describe Porsolt et al. supra. Los ratones
forzados a nadar en una situacion de la cual no pueden escapar rapidamente se vuelven inmdviles. Los antidepresivos
reducen la duracion de la inmovilidad.
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Los ratones se colocaron individualmente en un cilindro (Altura = 24 cm, Diametro = 13 cm) que contenia 10 cm de agua
(22 °C) del cual no podian escapar. Los ratones se colocaron en el agua durante 6 minutos y se midi6 la duracién de la
inmovilidad durante los Gltimos 4 minutos.

Se estudiaron 10 ratones por cada uno de los cuatro grupos. La prueba se realiz6 a ciegas, es decir, la persona que
llevé a cabo el experimento fue distinta de la persona que inyect6 a los ratones y, por lo tanto, no sabia a cudl de los
cuatro grupos pertenecia cada ratén.

La 3-n-butilftalida (pureza del 98.5%) se evalué en 3 dosis cada vez: a 10, 30 y 80 mg/kg de peso corporal, se
administré por via intraperitoneal 30 minutos antes de la prueba y se comparé con un grupo de control. La 3-n-
butilftalida administrada de este modo se disolvié en una solucién salina que contenia el 3% en peso de DMSO y el 3%
en peso de Tween® 80 (denominada “vehiculo”). Al grupo de control, el vehiculo que consistia en la solucién salina que
contenia el 3% en peso de DMSO y el 3% en peso de Tween® 80 se administrd por via intraperitoneal.

Los resultados se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4: Reduccion del “tiempo de inmovilidad” con 3-n-butilftalida.

Grupo Concentraciéon de 3-n-butilftalida Duracién de la inmovilidad [segundos] +
[mg/kg de peso corporal] Error estandar de la media

Grupo 1 0 (grupo de control) 157.4 +13.2

Grupo 2 10 132.4+9.3

Grupo 3 30 128.0 + 15.3

Grupo 4 80 129.0+ 154

Entre 10 y 80 mg/kg, la 3-n-buitilftalida presenté una tendencia a reducir el tiempo de inmovilidad en aproximadamente el

18%.

Tabla 5: Reduccion del “tiempo de inmovilidad” con ligustilide.

Grupo Concentracion de ligustilide Duracion de la inmovilidad [segundos] +
[mg/kg de peso corporal] Error estandar de la media

Grupo 1 0 (grupo de control) 158.7 + 10.1

Grupo 2 10 1289 +15.1

Grupo 3 30 164.2 + 15.5

Grupo 4 80 1471 +12.1

A 10 mg/kg, el ligustilide presenté una tendencia a reducir el tiempo de inmovilidad en aproximadamente el 18%, pero
no a concentraciones mas elevadas.

Ejemplo 5: Prueba del laberinto en cruz elevado con 3-n-butilftalida

El método, que detecta la actividad ansiolitica, sigue el descrito por Handley et al., 1984 (Naunyn-Schm Arch Pharm
387:1-5). Los roedores evitan los espacios abiertos (los brazos abiertos de un laberinto en cruz elevado). Los
ansioliticos aumentan la actividad exploradora en los brazos abiertos.

El laberinto consiste en 4 brazos de la misma longitud y anchura (14 x 5 cm) dispuestos en forma de un signo mas (+).
Dos brazos opuestos estan rodeados por paredes de 12 cm de altura (brazos cerrados). Los otros dos brazos no tienen
paredes (brazos abiertos). El laberinto se levanta a 56 cm del suelo. Se sitia un ratén en el centro del laberinto cruzado
y se deja que explore durante 5 minutos. Se registra el nUmero de entradas en los brazos abiertos y cerrados y el
tiempo que pasa en los brazos abiertos. Se estudiaron 10 ratones por grupo. La prueba se llevé a cabo a ciegas.

Se probo la 3-n-butilftalida a dosis de 10, 30 y 80 mg/kg de peso corporal.

Los resultados se muestran en la Tabla 6.

10
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Tabla 6:
TRATAMIENTO BRAZO ABIERTO BRAZO ABIERTO
(ma/kg) Numero de entradas Tiempo transcurrido (s)
Via oral - 24 h, 5 hy 1 h antes
de la prueba Media + sem % cambio Media + sem % cambio
Vehiculo 24+05 - 18.2+4.9 -
3-n-buitilftalida (10) 35+07 +46% 24.3+4.6 +34%
3-n-butilftalida (30) 3.1+05 +29% 23.0+3.8 +26%
3-n-butilftalida (80) 3.0+0.8 +25% 26.4+5.3 +45%

La 3-n-butilftalida presentd una tendencia a aumentar moderadamente el nimero de entradas y el tiempo transcurrido
en el brazo abierto. No tuvo efecto en las entradas en el brazo cerrado. Por lo tanto, la 3-n-butilftalida tiene una actividad
ansiolitica moderada.

Ejemplo 6: Prueba de enterramiento de esferas como prueba para el comportamiento obsesivo-compulsivo o de
tipo ansioso

Se evalu6 un extracto de aceite de las semillas del apio rico en ftalidas en la prueba de enterramiento de esferas. Se
adquirié un extracto crudo del aceite de las semillas del apio (Apium graveolens), el cual se obtuvo mediante extraccion
con fluido supercritico de CO; de las semillas, de Guanzhou Honsea Sunshine Bio Science & Technology, Guangzhou,
510620, Republica Popular de China. Este extracto (66.15 g) se destil6 durante aproximadamente 2 horas en un
Kugelrohr de aproximadamente 30 cm a una temperatura de 125 °C y a una presion de 0.02 mbar. El destilado contenia
el 18.12% de butilftalida, el 0.87% de butilidenftalida, el 35.37% de senkyunolida, el 20.99% de sedanolida, el 2.23% de
acido graso C16 y el 3.14% de acido oleico, en funcién del peso total del extracto de aceite de las semillas del apio.

El comportamiento de “enterramiento defensivo” se demostré mediante el enterramiento de objetos nocivos por parte de
las ratas, tales como bebederos llenos de un liquido de sabor desagradable (Wilkie et al. 1979 J ExpAnal Behav.
31:299-306), 0 pulsos eléctricos (Pinel et al. 1978, J Comp and Physiol Psych 92:708-712.

Se ha descrito que el comportamiento de enterramiento de esferas es sensible a un intervalo de tranquilizantes
secundarios (por ejemplo, diazepam) y principales (por ejemplo, haloperidol) (Broekkamp et al. 1986 Eur J Pharmacol.
126:223-229), y también a los ISRS (por ejemplo, fluvoxamina, fluoxetina, citalopram), antidepresivos triciclicos (por
ejemplo, imipramina, desipramina) e inhibidores selectivos de la recaptacion de noradrenalina (por ejemplo, reboxetina),
en dosis que no inducen sedacién. El modelo puede reflejar tanto el comportamiento obsesivo-compulsivo como el de
tipo ansioso (remitase a De Boer et al. 2003 Eur J Pharmacol 463:145-161).

La prueba de enterramiento de esferas se llevd a cabo en jaulas de Tipo Il (16 x 22 cm), las cuales se llenaron con
material comun para el lecho de roedores, hasta una profundidad de 4 cm, y dicho material se allan6é cuidadosamente
de forma manual para obtener una superficie uniforme. Se colocaron doce esferas en la superficie de dicho material, en
una configuracion 3 x 4, espaciadas de manera uniforme.

Al inicio de la prueba, los ratones se colocaron individualmente en las jaulas de prueba y se dejé que exploraran durante
30 minutos. Al final de la prueba, se retiraron los ratones de las jaulas y se cont6 el nimero de esferas que habian
enterrado (es decir, al menos cubiertas 2/3 partes con el material para el lecho). Antes de someter los animales
siguientes a la prueba, se preparan jaulas y material para el lecho nuevos.

Se evaluo el extracto de aceite de las semillas del apio después de la administracién oral subcrénica a 50, 100, 200, 300
mg/kg con fluoxetina a 10 mg/kg como sustancia de referencia y aceite de maiz como vehiculo. El extracto de aceite de
las semillas del apio, la fluoxetina y el vehiculo se administraron oralmente por medio de una sonda nasogéstrica a las
24, -5, -1 h antes de la prueba.

Después de cada dosis, los ratones se devolvieron a sus jaulas casa hasta la siguiente dosis o el inicio de la prueba.
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Resultados

Tabla 7: Efectos del extracto de aceite de las semillas del apio (Apium graveolens) y la fluoxetina en la prueba de
enterramiento de esferas en ratones.

TRATAMIENTO PRUEBA DE ENTERRAMIENTO DE ESFERAS
(mg/kg) % ESFERAS ENTERRADAS

Viaoral, -24, -5, -1 h

Apium graveolens (50) -16%

Apium graveolens (100) -4%

Apium graveolens (200) -45%

Apium graveolens (300) -37%

Floxetina (10) -78%

El extracto de aceite de las semillas del apio presentdé una tendencia a reducir el nUmero de esferas cubiertas en
comparacién con el vehiculo de control. El efecto fue casi la mitad del presentado por el inhibidor selectivo de la
recaptacion de serotonina fluoxetina.

Ejemplo 7: Inhibicién de la recaptacién de dopamina por compuestos de formula |

Las acciones de varios neurotransmisores, incluida la dopamina, se regulan a través de su rapida recaptacion y
evacuacion de las uniones sinapticas mediante proteinas transportadoras de membrana plasmatica. El transportador de
dopamina en las neuronas dopaminérgicas centrales es responsable de la recuperacion de hasta el 90% del transmisor
liberado. Los transportadores de monoamina son objetivos de gran afinidad para una serie de agentes psicoactivos,
tales como la cocaina, la anfetamina y los antidepresivos. Estos agentes, mediante el bloqueo de los transportadores y
consecuentemente la prevencion de la recaptacion neuronal, elevan los niveles de las concentraciones extracelulares
del neurotransmisor en el sistema nervioso central y periférico, lo cual contribuye a sus efectos autonémicos y de
comportamiento.

Las células CHO-Ki/hDAT que expresan el transportador humano de dopamina (hDAT) se colocaron en las placas antes
del ensayo. Las células (2 x 105/ml) se incubaron con el compuesto de férmula | (3-n-butilftalida) y/o el vehiculo en un
tampon de Tris-HEPES modificado de pH 7.1 a 25 °C durante 20 minutos antes de afiadir Dopamina[sH] 50 nM durante
10 minutos. La sefial especifica se determind en presencia de nomifensina 10 uM. A continuacion, las células se
solubilizaron con un tampén de lisis al 1% de SDS. La reduccién de la recaptacion de Dopamina[3H] en un 50 por ciento
0 mas (> 50%) con relacion a los controles de vehiculo indica una actividad inhibidora significativa. Los compuestos se
evaluaron a 10, 1, 0.1, 0.01 y 0.001 puM. Estas mismas concentraciones se aplicaron simultaneamente a un grupo
separado de células no tratadas y se evaluaron para determinar una posible citotoxicidad inducida por el compuesto
solamente cuando se observo una inhibicion de la recaptacion significativa.

Compuesto Clso
*Nomifensina 11 nM
3-n-Buitilftalida 22.0 uM

* Indica el uso de un agente estandar de referencia.

Referencias:

Giros, 1992 Mol. Pharmacol. 42:383-390, 1992.

Pristupa et al. 1994 Mol. Pharmacol. 45:125-135.

Ejemplo 8: Inhibicion de la recaptacién de norepinefrina por compuestos de formula

Las acciones de varios neurotransmisores, incluida la norepinefrina, se regulan a través de su rapida recaptacion y
evacuacioén de las uniones sinapticas mediante proteinas transportadoras de membrana plasmatica. El transportador de
norepinefrina en las neuronas adrenérgicas centrales es responsable de la recuperacion de hasta el 90% del transmisor
liberado. Los transportadores de monoamina son objetivos de gran afinidad para una serie de agentes psicoactivos,
tales como la cocaina, la anfetamina y los antidepresivos. Estos agentes, mediante el bloqueo de los transportadores y
consecuentemente la prevencion de la recaptacion neuronal, elevan los niveles de las concentraciones extracelulares
del neurotransmisor en el sistema nervioso central y periférico, lo cual contribuye a sus efectos autonémicos y de
comportamiento.

12



10

15

20

25

Las células MDCK de rifién canino que expresan establemente el transportador humano recombinante de norepinefrina
se colocaron en las placas un dia antes del ensayo. Las células (2 x 105/ml) se preincubaron con el compuesto de
férmula | (3-n-butilftalida) y/o el vehiculo en un tampén de Tri-HEPES modificado de pH 7.1 a 25 °C durante 20 minutos,
a continuacion se afiadié Norepinefrina[°H] 25 nM durante 10 minutos de incubacion. A continuacion, las células en los
pocillos se enjuagaron dos veces, se solubilizaron con un tampén de lisis al 1% de SDS y se analizé la mezcla
resultante de la lisis para determinar la recaptacion de Norepinefrina[sH]. La sefial especifica se determiné en presencia
de desipramina 10 uM. La reduccion de la recaptacién de Norepinefrina[?’H] en un 50 por ciento o mas (> 50%) con
relacion a los controles de vehiculo indica una actividad inhibidora significativa. Los compuestos se evaluaron a 10, 1,
0.1, 0.01 y 0.001 uM. Estas mismas concentraciones se aplicaron simultdneamente a un grupo separado de células no
tratadas y se evaluaron para determinar una posible citotoxicidad inducida por el compuesto solamente cuando se
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observo una inhibicién de la recaptacion significativa.

Datos de referencia:

Inhibidor Clso
*Desipramina 1.9nM
3-n-Butilftalida 23.7 uM

* Indica el uso de un agente estandar de referencia.

* El experimento se llevo a cabo dos veces.

Referencia:

Galli et al. 1995 J. Exp. Biol. 198:2197-2212.

Ejemplo 9: Preparacion de una capsula de gelatina blanda

Se puede preparar una capsula de gelatina blanda (500 mg) que comprenda los siguientes ingredientes:

Se pueden administrar dos capsulas por dia durante 3 meses a un adulto humano para el tratamiento de la distimia

crénica leve.

Ingrediente Cantidad por capsula
Extracto de aceite de semillas de apio 500 mg

Lecitina 50 mg

Aceite de soja 250 mg

Ejemplo 10: Preparacion de una cépsula de gelatina blanda

Se puede preparar una capsula de gelatina blanda (600 mg) que comprenda los siguientes ingredientes:

Se puede tomar una capsula por dia, preferentemente en la segunda mitad del ciclo menstrual, durante 14 dias para el

Ingrediente Cantidad por capsula
Extracto de aceite de semillas de apio 200 mg
Aceite de onagra 300 mg
Vitamina Bg 100 mg

tratamiento del sindrome premenstrual y el trastorno disférico premenstrual.

Ejemplo 11: Preparacion de un comprimido

Se puede preparar un comprimido de 400 mg que comprenda los siguientes ingredientes:

Ingrediente Cantidad por comprimido
3-n-butilftalida 100 mg
Extracto estandarizado de Passiflora 150 mg

Extracto de té verde, p.ej. TEAVIGO® de DSM | 150 mg

Nutritional Products, Kaiseraugst, Suiza
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Se puede tomar un comprimido dos veces al dia durante 3 meses para alcanzar bienestar general, energizarse y aliviar
el estrés.

Ejemplo 12: Preparacion de un refresco instantaneo con sabor

Ingrediente Cantidad (g)
3-n-butilftalida 0.9
Sacarosa, polvo fino 922.7

Acido ascorbico, polvo fino 2.0

Acido citrico anhidro en polvo 55.0

Sabor de limén 8.0

Citrato de trisodio anhidro en polvo 6.0

Fosfato de tricalcio 5.0
B-caroteno 1% CWS de DNP AG, Kaiseraugst, Suiza | 0.4
Cantidad total 1000

Se mezclan todos los ingredientes y se pasan por un tamiz de 500 um. El polvo resultante se introduce en un recipiente
adecuado y se mezcla en una mezcladora turbular durante al menos 20 minutos. Para preparar la bebida, se toman 125
g del polvo mezclado obtenido y se afiade agua hasta obtener un litro de bebida.

El refresco listo para beber contiene aproximadamente 30 mg de 3-n-butilftalida por unidad (250 ml).
Se pueden beber 2 unidades por dia (240 ml) como un reforzante y para alcanzar un bienestar general.

Ejemplo 13: Preparacion de una barra de cereales enriquecida no horneada

Ingrediente Cantidad (g)
3-n-butilftalida 0.95
Azucar 114.55
Agua 54.0
Sal 15
Jarabe de glucosa 130.0
Jarabe de azlcar invertido 95.0
Jarabe de sorbitol 35.0
Aceite de palmiste 60.0
Grasa para hornear 40.0
Lecitina 15
Aceite de palma endurecido | 2.5
Manzana cortada y seca 63.0
Copos de maiz 100.0
Arroz crocante 120.0
Trigo crocante 90.0
Avellanas tostadas 40.0
Leche desnatada en polvo 45.0
Sabor de manzana 74863-33 | 2.0
Acido citrico 5.0
Cantidad total 1000

La 3-n-butilftalida se premezcla con leche desnatada en polvo y se coloca en una mezcladora de tazon planetario. Se
afladen los copos de maiz y el arroz crocante y se mezcla todo cuidadosamente. A continuacion se afiaden las
manzanas cortadas y secas. En una primera olla, se mezcla el azucar, el agua y la sal en las cantidades indicadas
anteriormente (solucion 1). En una segunda olla, se mezcla la glucosa, el invertido y el jarabe de sorbitol en las
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cantidades indicadas anteriormente (soluciéon 2). Una mezcla de grasa para hornear, aceite de palmiste, lecitina y
emulsificante constituye la fase grasa. La solucién 1 se calienta hasta 110 °C. La solucién 2 se calienta hasta 113°Cy a
continuacion se enfria en un bafio de agua fria. Después la solucién 1 y la 2 se combinan. La fase grasa se funde a 75
°C en un bafio de agua. La fase grasa se afiade a la mezcla combinada de la solucién 1y la 2. Se afiade el sabor de
manzana Yy el acido citrico a la mezcla liquida de azlUcar-grasa. Se afiade la masa liquida a los ingredientes secos y se
mezclan bien en la mezcladora de tazén planetario. Se coloca la masa en una placa de marmol y se extiende hasta
obtener el grosor deseado. La masa se enfria hasta temperatura ambiente y se corta en trozos. La barra de cereales no
horneada contiene aproximadamente 25 mg de extracto de orégano por unidad (30 g). Se pueden comer 1-2 barras de
cereales por dia para el bienestar general y para energizarse.

Ejemplo 14: Alimento seco para perros que comprende 3-n-butilftalida o ligustilide para aliviar el estrés y
revitalizar al perro

Se pulveriza una dieta basal comercial para perros (por ejemplo, Mera Dog “Brocken”, MERA-Tiernahrung GmbH,
Marienstrafe 80-84, D-47625 Kevelaer-Wetten, Alemania) con una solucién de 3-n-butilftalida o ligustilide en una
cantidad suficiente para administrar a un sujeto una dosis diaria de 50 mg de 3-n-buitilftalida o ligustilide por kg de peso
corporal. La composicidon de comida se seca para contener materia seca de aproximadamente el 90% en peso. Para un
perro corriente de 10 kg de peso corporal que consuma aproximadamente 200 g de alimento seco por dia, la comida del
perro contendrd aproximadamente 2500 mg de 3-n-butilftalida o ligustilide por kg de comida. Para perros méas pesados,
la mezcla de alimento se prepara de manera acorde.

Ejemplo 15: Comida hiumeda para gatos que comprende 3-n-butilftalida o ligustilide

Se mezcla la dieta basal comercial para gatos (por ejemplo, Happy Cat “Adult’, Tierfeinnahrung, Siidliche Hauptstrafe
38, D-86517 Wehringen, Alemania) con una solucion de 3-n-butilftalida o ligustilide en una cantidad suficiente para
administrar a un sujeto una dosis diaria de 100 mg de 3-n-butilftalida o ligustilide por kg de peso corporal. Para un gato
corriente de 5 kg de peso corporal que consuma aproximadamente 400 g de comida himeda por dia, la comida del gato
contendra 1250 mg/kg.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica o dietética que comprende ligustilide para su uso en un método de tratamiento o
profilaxis para la depresion, trastornos de ansiedad generalizada, disforia, comportamiento obsesivo-compulsivo y
trastornos del estado de animo.

2. Una composicién para su uso segun la Reivindicacion 1, donde la composicion se presenta en forma de comida en
forma solida o liquida tal como sopas o productos lacteos, en forma de comida reforzante tal como barras de cereales y
productos de pasteleria tales como pasteles y galletas, en forma de suplementos dietéticos tales como comprimidos,
pastillas, granulos, grageas, capsulas y formulaciones efervescentes, o en forma de bebidas no alcohdlicas tales como
refrescos, bebidas deportivas, zumos de frutas, limonadas, tés y bebidas lacteas.

3. Una composicion para su uso segun la Reivindicacion 1 6 2, la cual se utiliza en animales.

4. El uso no terapéutico de una composicion dietética que comprende ligustilide como un potenciador del estado de
animo/vitalidad, mitigante del estrés, reductor de la ansiedad, reductor de la tension, la tristeza, la infelicidad, el
descontento o la irritabilidad; o para normalizar y mantener los ritmos circadianos, o aliviar o prevenir los sintomas
asociados con un desequilibrio en los ritmos circadianos, donde los ritmos circadianos se han desequilibrado debido al
defase horario o al trabajo por turnos.

5. El uso de acuerdo con la Reivindicacion 4, donde la composicion se presenta en forma de comida en forma sélida o
liquida tal como sopas o productos lacteos, en forma de comida enriquecida tal como barras de cereales y productos de
pasteleria tales como pasteles y galletas, en forma de suplementos dietéticos tales como comprimidos, pastillas,
granulos, grageas, capsulas y formulaciones efervescentes, o en forma de bebidas no alcohdlicas tales como refrescos,
bebidas deportivas, zumos de frutas, limonadas, tés y bebidas lacteas.

6. El uso de acuerdo con la Reivindicacion 4 6 5, el cual se utiliza en animales.
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