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DESCRIPCION
7-Hidroxicromonas como antioxidantes potentes
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere al campo de los antioxidantes. Concretamente, esta invencién se refiere a la
identificacién de una clase de compuestos, denominados en la presente memoria 7-hidroxicromonas, que tienen una
potente actividad antioxidante. Mas en concreto, esta invencion se refiere a un método para prevenir y tratar
enfermedades y afecciones relacionadas con dafios de las especies reactivas del oxigeno (ERO) y de otros
procesos de oxidacién mediante la administracion de una o mas 7-hidroxicromonas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las especies reactivas del oxigeno (ERO) se producen por procesos fisiolégicos normales en el cuerpo y
desempefian una funcién importante en el flujo de energia y de informacién en todos los sistemas vivos (Voeikov
(2001) Riv. Biol. 94: 237-258). Las ERO también desempefan funciones criticas relacionadas con la induccion
intercelular de la apoptosis (Bauer (2000) Anticancer Res. 20: 4115-4139), los procesos inflamatorios y las
respuestas inmunitarias. Las ERO también se generan como subproductos de procesos metabdlicos normales, de
aditivos alimentarios, de origen medioambiental, tal como la radiacion ultravioleta (Wenk et al. (2001) Curr. Probl.
Dermatol. 29: 83-94), y del humo del tabaco (Stich et al. (1991) American Journal of Clinical Nutrition 53: 298S-
304S), y de muchos otros contaminantes. Las especies reactivas del oxigeno (ERO) incluyen radicales libres
relacionados con el oxigeno, tales como superdxido (Oz7), peroxilo (ROQO), alcoxilo (RO"), hidroxilo (HO") y 6xido
nitrico (NO"); y especies no radicales, tales como el oxigeno singulete (102), el perdxido de hidrégeno (H202) y el
acido hipocloroso (HOCI).

Las células tienen mecanismos especificos para mantener la homeostasis y que estan constantemente verificando la
cantidad de ERO (Mates (2000) Toxicology 153: 83-104). Se emplean una serie de vias bioldgicas diferentes para
mantener la homeostasis oxidativa dentro de una célula. Estas vias incluyen la sintesis y el reciclaje de y-glutamil-
cisteinil-glicina (glutation, GSH) y la accién de enzimas especificas, tales como la SOD, las catalasas y las
peroxidasas (Dekene et al. (1989) Am. J. Physiol. 257: L163-L173). La generacion y el reciclaje del GSH se suele
denominar el ciclo del y-glutamilo (Lieberman et al. (1995) Amer. J. Pathol. 147: 1175-1185). Este ciclo, que se
ilustra en la figura 1, culmina en la produccion del GSH, el antioxidante intracelular que se produce de forma natural.
El mantenimiento de la concentracion apropiada de GSH es muy importante para el estado de éxido-reduccion de la
célula.

Los aniones superéxido se encuentran en las ERO mas reactivas y dafiinas producidas por la mitocondria. En
consecuencia, la regulacion de su produccion y neutralizacion es un componente muy importante para mantener el
estado de oxido-reduccién celular. La enzima superdxido dismutasa (SOD) cataliza la producciéon de perdxido de
hidrégeno, que es menos reactivo, a partir de los aniones superdxido, como se ilustra mediante la ecuacion 1. El
peroxido de hidrogeno producido posteriormente lo reduce a agua la catalasa o la glutation peroxidasa (GPx) (Wei et
al. (2001) Chin. J. Physiol. 31: 1-11).

2"
20-2 ———— H202 + 02 (1)
SOD

Si los procesos que mantienen la homeostasis oxidativa de la célula se desequilibran, la cantidad de radicales libres
se volvera peligrosa, porque son moléculas muy reactivas que dafian el ADN, las proteinas y los componentes en
las membranas celulares, lo que finalmente conduce a dafios celulares por todo el cuerpo y contribuyen a su
importante funcién en el proceso de envejecimiento.

Como resultado de nuestros modernos estilo de vida y dieta, la exposicion a los radicales libres esta
incrementandose considerablemente, lo que tiene un efecto profundo en nuestra vulnerabilidad a las enfermedades.
Esta bien establecida la importancia del estrés oxidativo y de las enfermedades asociadas en relaciéon con la edad.
Los cambios fisiolédgicos que se producen a medida que envejecemos dan lugar a la pérdida de un equilibrio
homeostatico entre la generacion de las ERO, que ocasionan el dafio oxidativo, y la produccién de antioxidantes que
se sintetizan de forma natural, tal como el glutation (GSH) y otras enzimas reguladoras (superdxido dismutasa,
catalasa y peroxidasas). Como el origen de estas ERO esta en la mitocondria, esta pérdida de homeostasis que se
produce durante el envejecimiento se conoce como la «teoria mitocondrial del envejecimiento» (Simon (2000)
Annals New York Acad Sci. 908: 219-225). Los cambios caracteristicos dentro de la mitocondria durante el
envejecimiento incluyen una disminucion de la expresion de las enzimas Cu/Zn-superoxido dismutasa (SOD), que
son responsables de la «neutralizacion» de los aniones superoxido, muy reactivos y oxidantes, la acumulacion de
peroxido de hidrégeno, y la reduccion de las reservas mitocondriales de glutation. También disminuye la cantidad de
GSH plasmatico e intracelular, lo que da lugar, durante el envejecimiento, a un entorno cada vez mas oxidante de
forma global dentro del cuerpo humano. Este entorno se traduce en una serie de problemas a nivel celular y a nivel
del propio organismo, como lo prueba la generacion de enfermedades cronicas asociadas al dafio oxidativo durante
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el envejecimiento.

Por ejemplo, se ha encontrado una disminucion de la cantidad de GSH en las personas que padecen enfermedades
neurodegenerativas debilitantes tales como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y la esclerosis
lateral amiotrofica (ELA). Los cambios celulares dentro de cada célula incluyen el dafio fisico de los componentes
celulares asi como la alteracion de las respuestas celulares que son resultado del entorno cada vez mas oxidante. El
daio fisico incluye el dafio oxidativo al ADN celular y mitocondrial, y la peroxidacion de los lipidos de las membranas
celular y mitocondrial. Estos cambios afectan a la integridad de ambos componentes y se traducen en una pérdida
de la funciéon. El entorno oxidativo también contribuye a que cambien muchas respuestas génicas (Forsberg et al.
(2001) Arch. Biochem. Biophys. 389: 84-93). Esto ocurre porque algunos factores de transcripcion, tales como en
NF-kB y AP-1, estan controlados por los cambios del estado de dxido-reduccién de las células. Por ejemplo, el factor
de transcripcion NF-kB se activa en entornos oxidantes. Asi pues, las minuUsculas alteraciones del estado de éxido-
reduccién que tienen lugar durante el envejecimiento podrian cambiar considerablemente el modo en el que una
célula responde a un estimulo determinado. La alteracion de las respuestas puede manifestarse como incremento
de la apoptosis, neoplasias malignas o la pérdida de una funciéon que finalmente ocasiona muchas de las
enfermedades relacionadas con el envejecimiento (Zs.-Nagy (2001) Annals New York Acad Sci. 928: 187-199).

Las ERO también desempefian una funcion critica después de una lesién cerebral, pues intervienen en la patologia
del dafio traumatico del SNC y de la isquemia cerebral (Lewen (2000) J. Neurotrauma 17: 871-890). EIl estrés
oxidativo ocasionado por las ERO en las células endoteliales es la primera afeccion en la patogenia de muchas
enfermedades cardiovasculares (Touyz (2000) Curr. Hypertens. Rep. 2: 98-105), enfermedades pulmonares (Berry
et al. (2001) Curr. Opin. Nephrol. Hypertens. 10: 247-255) y trastornos metabdlicos (Takashashi (2000) Nippon
Rinsho 58: 1592-1597).

La proteccion de las células del epitelio alveolar y las células del endotelio vascular frente al estrés oxidativo del
endotelio pulmonar (Muzykantov (2001) Antioxid. Redox Signal 3: 39-62) y vascular (Muzykantov (2001) J. Control
Release 12: 1-21) se ha investigado mediante la administracién de enzimas antioxidantes, tales como la SOD y la
catalasa. Se han documentado los efectos beneficiosos de los antioxidantes dietéticos, tales como los resveratroles
(Hung et al. (2002) Br. J. Pharmacol. 135: 1627-1633) y el acido a-lipoico (Takaoka et al. (2002) Clin. Exp.
Pharmacol. 29: 189-194), a la hora de reducir la incidencia de las cardiopatias coronarias, y el hidroxitolueno
butilado y el B-caroteno en la fotocarcinogenia (Black (2002) Front Biosci. 7: D1044-1055). Incluso aunque los
antioxidantes pueden reducir los radicales libres generados por la radioterapia y la quimioterapia, no hay pruebas
que sugieran que interfieren con el tratamiento convencional del cancer. Los resultados clinicos indican que los
pacientes con cancer a los que se administra antioxidantes muestran mayor tolerancia y menor generacion de
efectos secundarios durante el tratamiento, y ademas viven mas tiempo y tienen una mayor calidad de vida (Lamson
et al. (1999) Altern. Med. Rev. 4: 304-329). Aunque estas enfermedades representan ejemplos extremos, esta bien
documentado que una caracteristica del proceso de envejecimiento es que se desplaza el estado de 6xido-reduccion
hacia un entorno oxidativo. Por consiguiente, a la persona media le resulta beneficioso mantener un equilibrio
oxidativo homeostatico. Debido a que el dafo oxidativo que se produce durante el proceso de envejecimiento puede
estar vinculado directamente a los aspectos patologicos de estas enfermedades, controlar o restaurar el equilibrio
homeostatico del estado oxidativo tiene un gran interés para la industria médica en conjunto. Por consiguiente, los
antioxidantes ocupan un lugar por derecho propio dentro del terreno de la DSHEA (Dietary Supplemental Health and
Education Act), como queda probado por el numero de productos antioxidantes comercializados en el mercado del
antienvejecimiento.

Los mecanismos antioxidantes de defensa son especificos de especie y muy influidos por la nutricion, ya que los
principales antioxidantes, tales como el acido ascorbico y el a-tocoferol, no lo pueden sintetizar los humanos vy, por
consiguiente, se deben obtener de la dieta (Benzie (2000) Eur. J. Nutr, 39: 53-61). Los antioxidantes son
complementos dietéticos muy populares en la industria de la nutriciéon y de los productos cosmeticéuticos. Los tipos
de productos ascendidos a antioxidantes incluyen las vitaminas (a saber, Vc, Ve, Vb, B-caroteno), minerales (a
saber, selenio), aminoacidos (a saber, lisina, cisteina, N-acetilcisteina, acido lipoico), acidos fendlicos (a saber,
curcumina, resveratrol, catequinas, EGCG), flavonoides (a saber, rutina, quercetina, etc.) (Pietta (2000) J. Nat. Prod.
63: 1035-1042), antrocinadinas, picnogenol, derivados de la coumarina, polifenoles (a saber, taninos) y muchos tipos
diferentes de extractos vegetales. Los productos antioxidantes incluyen acidos grasos poliinsaturados (AGPI) y
aminoacidos de especialidad, que se alega que sirven para desde reducir el riesgo de cardiopatias hasta para tratar
problemas de las articulaciones y aliviar la depresion. El B-caroteno es un antioxidante importante, que se ha
demostrado que reduce el riesgo de cancer de prostata. El B-caroteno esta disponible principalmente en los
complementos dietéticos, especificamente en las formulaciones multivitaminicas y en las capsulas de gel blando con
una sola entidad. El producto es un antioxidante popular, pensado para ayudar a prevenir muchas enfermedades.

El licopeno, un producto fitoquimico muy prometedor de la familia del B-caroteno, esta recibiendo cada vez mas
atenciéon debido a que promete ser un antioxidante. El nuevo producto, Lycopene 5% TG, ya esté disponible en
formulaciones multivitaminicas, antioxidantes, convencionales y masticables. Sabinsa Corp. ha desarrollado un
nuevo extracto incoloro de raiz de curcuma, los tetrahidrocurcuminoides (THC), para el uso como complementos
dietéticos y productos cosmeticéuticos como un bioprotector y antioxidante versatil que no tifie. Los THC son
depuradores de radicales libres, que previenen las reacciones en cadena de los radicales libres al neutralizar los
radicales libres existentes y/o mantener un entorno reductor alrededor de las células y prevenir la formacion de
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radicales libres; y actia como un atrapador para generar complejos inactivos con metales prooxidantes. Se alega
que algunos antioxidantes mejoran la capacidad protectora de la pared celular, por lo que refuerzan la defensa de
las células frente a los radicales libres y reparan el dafo que los radicales libren provocan en las células. No
obstante, no hay muchos datos cientificamente significativos que prueben la eficacia de estos antioxidantes.

El ensayo de la capacidad de absorcién de radicales del oxigeno (ORAC, por su nombre en inglés) es un método
que mide la actividad antioxidante total en el suero (Cao et al. (1993) Free Rad. Biol. Med. 14: 303-311). Se puede
utilizar para medir cuantitativamente la capacidad antioxidante total, asi como medir cualitativamente la cantidad de
antioxidantes de accion rapida frente a los de accion lenta en una muestra de suero de sangre. El ensayo utiliza la -
ficoeritrina (B-PE), una proteina indicadora fluorescente sensible a los radicales libres, para monitorizar la eficacia de
los distintos antioxidantes séricos a la hora de impedir que la B-PE sea vea dafiada por los radicales libres. Los
resultados del ensayo se cuantifican al permitir que la reaccién termine y luego se integra el area bajo la curva
cinética respecto a una reaccién en blanco que no contiene antioxidante. El &rea bajo la curva es proporcional a la
concentracion de todos los antioxidantes presentes en la muestra (DeLang y Glazer (1989) Analyt. Biochem. 177:
300-306).

El ensayo de la capacidad de inhibicién de la peroxidacion de lipidos (LPIC, por su hombre en inglés) es un método
para medir la capacidad que tiene una muestra a la hora de inhibir el inicio y la propagacién de una reaccion
espontanea de peroxidacion de lipidos. La peroxidacion de lipidos representa el mecanismo principal de destruccion
de lipidos que tiene lugar en un organismo. Esta reaccion también es una fuente importante de especies reactivas
del oxigeno. En parte, la peroxidacién de lipidos esta controlada in vivo por:

1) EIl atrapamiento de metales traza, tales como el hierro y el cobre, que intervienen en el inicio de las
reacciones de la peroxidacion de lipidos; y

2) La presencia de antioxidantes que detienen la reaccién de propagacion una vez que se ha iniciado.

Se cree que la peroxidacion de lipidos es una de las principales reacciones destructoras, que se lleva a cabo en los
componentes plasmaticos y en las paredes de los vasos sanguineos, lo que desencadena la enfermedad
cardiovascular (Riemersma et al. (1991) Lancet 337: 1-5). Asi pues, una funcién importante de los antioxidantes y de
los componentes atrapadores de metales en el suero es la proteccion de todo el aparato circulatorio mediante el
control de la peroxidacion de lipidos (Stampfer et al. (1993) New England Journal of Medicine 328: 1444-1449; Rimm
et al. (1993) New England Journal of Medicine 328:1450-1456). Se conocen bien los atrapadores de metales, tales
como la ferritina para el hierro y la metalotioneina para el cobre, pero otros constituyentes del suero, tales como el
urato, que pueden atrapar el hierro, pueden ser importantes también (Maples et al. (1988) J. Biol. Med. 263: 1709-
1712). Los antioxidantes, tales como el a-tocoferol, se sabe que impiden la propagaciéon de las reacciones de
peroxidacion de lipidos, pero pueden existir muchos otros constituyentes del suero que podrian ser igual o incluso
mas importantes que el a-tocoferol (Stahelin et al. (1984) Journal of the National Cancer Institute 73: 1463-1468). El
ensayo LPIC mide la capacidad que tiene una muestra para inhibir y detener una reaccion de peroxidacion de
lipidos. El valor de LPIC complementa el valor de ORAC. El ensayo ORAC proporciona informacién sobre la
capacidad antioxidante total, mientras que el ensayo LPIC proporciona informacién sobre la capacidad antioxidante
total y sobre el estado de los catalizadores metalicos a la hora de proteger con eficacia frente a las reacciones de la
peroxidacion de lipidos in vivo.

Las cromonas son un tipo especifico de compuestos aromaticos que tienen una benzopiran-4-ona en su esqueleto
estructural principal, como se ilustra mediante la siguiente estructura general:

en la que

R1, R2 y R3 se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en -H, -OH, -CH3, -SH, alquilo, alquenilo,
oxoalquilo, oxoaquenilo, hidroxialquilo, hidroxialquenilo, -OCH3, -SCHs, -OR, -SR, -NH, -NRH, -NRz, -NR3*X",
ésteres de los grupos de sustitucion mencionados, que incluyen, pero sin limitarse a ellos, galato, acetato, ésteres
de cinamoilo y de hidroxicinamoilo, ésteres de trihidroxibenzoilo y ésteres de cafeoilo de los mismos; glucdsido de
carbono, de oxigeno, de nitrégeno o de azufre de un sdélo azicar o de una combinacién de varios azUcares que
incluyen, pero sin limitarse a ellas, aldopentosas, metilaldopentosa, aldohexosas, cetohexosa y sus derivados
quimicos de los mismos; cromonas diméricas, triméricas y de otra polimerizacion;
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en donde dicho grupo alquilo y/o alquenilo es una cadena ramificada y/o lineal que tiene entre 1 y 20 atomos de
carbono con y/o sin dobles enlaces en diferentes posiciones;

X se selecciona entre el grupo de contraaniones farmacéuticamente aceptables que incluyen, pero sin limitarse a
ellos, cloruro, yoduro, sulfato, fosfato, acetato, fluoruro, carbonato, etc; y

R es un grupo alquilo que tiene entre 1 y 20 atomos de carbono.

Hasta la fecha sélo se han aislado 183 cromonas de fuentes naturales (The Combined Chemical Dictionary,
Chapman & Hall/lCRC, Versién 5: 1 de junio de 2001).

Se ha descrito que las cromonas muestran actividad inhibidora de la monoamino oxidasa (Fujimoto et al. (2002)
Chem. Pharm. Bull. 50: 330-336), actividad inhibidora de la tirosinasa (Piao et al. (2002) Chem. Pharm. Bull. 50: 309-
311), efectos antiplaquetarios (Leoncini et al. (1991) Pharmacol. Res. 23: 139-148), actividad inhibidora de la
fosfatidilinositol-3-cinasa (Pong et al. (1998) J. Neurochem. 71: 1912-1919; Blommaart et al. (1997) Eur. J. Biochem.
243: 240-246), actividad inhibidora del crecimiento frente a patégenos orales (Cai (1996) J. Nat. Prod. 59: 987-990),
actividad inhibidora de la prostaglandina H sintasa (Jurenka et al. (1989) Comp. Biochem. 93: 53-255). Las
cromonas también poseen eficacia terapéutica contra la artritis inducida por el colageno de tipo Il en las ratas (Inaba
et al. (2000), Chem. Pharm. Bull. 48: 131-139) y actividad hipolipidémica (Witiak et al. (1975) J. Med. Chem. 18: 934-
942; Tetko et al. (1995) Bioorg Khim. 21: 809-815). También se ha descrito que las cromonas son capaces de
funcionar como ligandos selectivos del receptor o (Erikson et al. (1992) J. Med. Chem. 35: 1526-1535). Basandose
en los estudios con animales, las cromonas se absorben y se metabolizan con facilidad (Crew et al. (1976)
Xenobiotica 6: 89-100) y el enlace de c-glucosilo de la aloesina lo pueden escindir las bacterias intestinales de los
humanos (Che et al. (1991) Chem. Pharm. Bull. 39: 704-708).

El aloe es una planta enrevesada que contiene muchas sustancias biolégicamente activas (Cohen et al. en Wound
Healing/Biochemical and Clinical Aspects, 1.2 ed., WB Saunders, Filadelfia (1992)). Se conocen mas de 300
especies de aloe, la mayoria de las cuales son indigenas de Africa. Los estudios han demostrado que las sustancias
biolégicamente activas se localizan en tres secciones independientes de la hoja de aloe: una tira de gel trasparente
localizada en el centro de la hoja, en la piel de la hoja o en la corteza de la hoja, y en un liquido amarillo contenido
en las células periciclicas de los haces vasculares, localizado entre la piel de la hoja y la tira de gel interna,
denominada el latex. Histéricamente, los productos del aloe se han utilizado en aplicaciones dermatolédgicas para el
tratamiento de quemaduras, Ulceras y oftras heridas. Estos usos han estimulado una gran cantidad de
investigaciones para la identificacion de compuestos de las plantas de aloe que tienen actividad clinica, en particular
actividad antiinflamatoria (véase, p. €j., Grindlay y Reynolds (1986) J. of Ethnopharmacology 16: 117-151; Hart et al.
(1988) J. of Ethnopharmacology 23: 61-71). Como resultado de estos estudios, se han descrito muchos compuestos
de aloe que tienen diversas actividades bioldgicas, entre ellas actividad antitumoral, actividad contra la ulcera
gastrica, actividad antidiabética, actividad antitirosinasa (véase, p. €j., Hirata y Suga et al. (1977) Z. Naturforsch 32c:
731-734) y actividad antioxidante (Yu y Lee, patente de los EE.UU. n.° 5 939 395).

Se ha descrito que las cromonas aisladas de diferentes especies de Aloe tienen distintas actividades bioldgicas. Se
ha descrito que la aloesina (figura 2) inhibe la actividad tirosinasa (Jones et al. Journal of Pigment Cell Research,
aceptado el 10 de febrero de 2002) e induce la actividad cinasa dependiente de la ciclina E (Lee et al. (1997)
Biochem. Mol. Biol. Int. 41: 285-292). Una C-glucosil-cromona aislada de Aloe barbadensis muestra actividad
antiinflamatoria (Hutter et al. (1996) J. Nat. Prod. 59: 541-543) y actividad antioxidante similar a la del a-tocoferol,
basandose en un modelo de homogeneizados de cerebro de rata (Lee et al. Free Radic Biol. Med. 28: 261-265).

Las hojas de Aloe barbadensis y sus principios amargos muestran efectos sobre la glucemia en los ratones
normales y en los ratones diabéticos por aloxano (Ajabnoor (1990) J. Ethnopharmacol. 28: 215-220), y la savia seca
de distintas especies de Aloe muestra actividad antidiabética en los estudios clinicos (Ghannam, (1986) Horm Res.
24: 288-294).

Yagi et al. describen un grupo de compuestos aislados del aloe, en particular la aloesina y uno de sus derivados, la
2"-O-feruloilaloesina, que son inhibidores eficaces de la tirosinasa (Yagi et al. (1987) Plant Medica 515-517). El
analisis bioquimico de la inhibicion enzimatica mediante la representacion de Lineweaver-Burk demostré que la 2"-
feruloilaloesina era un inhibidor acompetitivo de la tirosinasa, mientras que la aloesina es un inhibidor competitivo. La
aloesina es una 5-metilcromona C-glucosilada (Holdsworth (1972) Chromones in Aloe Species, part I-Aloesin PM 19
(4): 322-325). In vitro, la aloesina es un fuerte inhibidor de la actividad tirosinasa (Yagi et al. (1987) Planta Medica
515-517). En los ensayos de la actividad tirosinasa sobre el sustrato L-DOPA, la aloesina es capaz de inhibir al 50%
a una concentracion de 0,2 mM.

La patente de los Estados Unidos n.° 6 083 976, titulada «Method of Synthesis of Derivatives of Aloesin», describe
un nuevo método para la sintesis de derivados de la aloesina por alquilacién del grupo hidroxilo en C-7. Las
aloesinas alquiladas producidas con este método tiene la funcionalidad de la aloesina, un compuesto inhibidor de la
tirosinasa con actividad blanqueadora de la piel, pero tienen una mayor actividad biolégica que la aloesina, segun
indican los ensayos de la tirosinasa in vitro. Adicionalmente, el grupo alquilo hace que los derivados de la aloesina
sean mas liposolubles que la aloesina, lo que les permite mantenerse en la capa cérnea de la piel con mas eficacia
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que la aloesina. Como resultado, las aloesinas alquiladas son agentes blanqueadores de la piel de accion mas
rapida y mas potentes que la aloesina.

La patente de los Estados Unidos n.° 6 123 959, titulada «Aqueous Composition Comprising Active Ingredients for
the De-pigmentation of the Skin», describe composiciones acuosas que comprenden liposomas de fosfolipidos y al
menos un inhibidor competitivo de una enzima para la sintesis de melanina, en combinacién con al menos un
inhibidor acompetitivo de una enzima para la sintesis de melanina. Los inhibidores competitivos de la invencion
incluyen la aloesina y los derivados de la misma. La invencidn también incluye el uso de las composiciones para la
despigmentacion de la piel.

Hasta la fecha, los métodos conocidos para purificar la aloesina asi como otras cromonas, implican la utilizacion de
la cromatografia (véase, p. €j., Rauwald y Beil (1993) J. of Chromatography 639: 359-362; Rauwald y Beil (1993) Z.
Naturforsch 48c: 1-4; Conner et al, (1990) Phytochemistry 29: 941; Holdsworth (1972) Chromones in Aloe Species,
Part I-Aloesin PM 19 (4): 322-325; Mebe (1987) Phytochemistry 26: 2646; Haynes et al. (1970) J. Chem. Soc. (C)
2581; McCarthy y Haynes (1967) The Distribution of Aloesin in Some South African Aloe Species; Heft 3 342). Estos
procedimientos se desarrollaron para el analisis quimico y no son préacticos para la produccién de la aloesina a
escala preparativa. En la solicitud de patente de los EE.UU. de n.° de serie 09/792 104, registrada el 26 de febrero
de 2001, titulada «Method of Purification of Aloesin», se describe un método para la purificacion de la aloesina
mediante cristalizacion. El solicitante no conoce ningun informe ni sugerencia de un método para la purificacion de
cromonas desde el aloe ni desde otras especies indicadas con el uso de la cromatografia en columna de LH-20 o de
poliamida.

Uma Devi et al. (Radiation Research 1999, 1, 74-78) describieron la radioproteccion in vivo mediante los flavonoides
de Ocimum. A dos flavonoides, la orientina y la vicenina, aislados de las hojas de la planta india Ocimum sanctum,
se les comprobd su efecto radioprotector en los ratones. Ambos compuestos proporcionaban proteccién frente a la
muerte por sindrome digestivo asi como del sindrome de la médula ésea cuando se inyectaron por via
intraperitoneal (i.p.) antes de la exposicion de todo el cuerpo a 11 Gy de radiacion y. La dosis farmacoldgica 6ptima
para la proteccion fue de 50 ug/kg de masa corporal: un incremento en la dosis del farmaco no increment6 la
proteccion. No se observd ninguna toxicidad inmediata con dosis de hasta 100 mg/kg de masa corporal de
cualquiera de los compuestos. Se obtuvo la proteccion maxima cuando alguno de los compuestos se inyectd por via
i.p. 30 min antes de la irradiacion. El cambio de la via de administracion o del intervalo entre la inyeccion del farmaco
(i.p.) y la irradiacién redujo la proteccion. El tratamiento con el farmaco después de la irradiacion no fue muy eficaz.
La vicenina fue ligeramente mejor que la orientina en cuanto a incrementar la supervivencia a los 30 dias; la
proteccion de la vicenina también duré mas tiempo. Los factores de modificaciéon de la dosis (FMD) para la DLso
fueron 1,37 para la vicenina y 1,30 para la orientina. Se ha demostrado que la orientina y la vicenina tienen actividad
de depuracion de radicales, y este parece ser uno de los mecanismos de proteccion debido a estos flavonoides.

Silva et al. (Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 2002, 17 (1), 45-48) describieron que las 2-
estiriicromonas eran inhibidores nuevos de la xantina oxidasa. El proposito de este estudio fue evaluar la inhibicién
de la xantina oxidasa (XO) porducida por algunas 2-estiriicromonas sintéticas. Se sintetizaron 10 derivados
polihidroxilados con varios patrones de sustitucién, y a éstos y a un control positivo, el alopurinol, se les comprobd si
tenian efecto sobre la actividad de la XO mediante la medicion de la formaciéon de acido Urico a partir de la xantina.
Las 2-estiriicromonas sintetizadas inhibieron la xantina oxidasa de una manera acompetitiva y dependiente de la
concentracion. Algunos valores de Clso encontrados iban desde tan sélo 0,55 M que, en comparacion con el Clsg
encontrado para el alopurinol (5,43 M), era indicador de que los nuevos inhibidores eran prometedores. Las 2-
estiriicromonas que se encontrd que eran potentes inhibidores de la XO se deberian evaluar ademas como posibles
agentes para el tratamiento de enfermedades relacionadas con la actividad de la enzima, como es el caso de la
gota, la isquemia/dafio por reperfusion, la hipertension, la hepatitis y el cancer.

Fukuyasu et al. (Nippon Koshohin Kagakkaishi, vol 30, n.° 2, 1996, paginas 80-85) describieron los efectos
preventivos de la homanotoloina y de la aloesina sobre la depresion inmunitaria inducida por los UV-B. Describieron
que el extracto de Aloe andongensis (A. andongensis ex.) prevenia la supresion de la respuesta de hipersensibilidad
por contacto (HSC) mediante irradiacion con UV-B en los ratones. Investigaron la capacidad que la homonataloina y
la aloesina, que son constituyentes del A. andongensis ex., tenian para impedir la supresion de la respuesta de HSC
inducida por los UV-B. Los investigadores impidieron la supresion de la respuesta de HSC inducida por la radiacion
UV-B. Para explorar el mecanismo de prevencion de la depresion inmunitaria provocada por el A. andongensis ex.,
la homonataloina y la aloesina, utilizaron la linea celular de queratinocitos murinos (PAM212). La inyeccion
intravenosa de sobrenadantes procedentes de las células PAM212 irradiadas con UV-B suprimié significativamente
la respuesta de HSC. Por otra parte, no se inhibié la respuesta de HSC con los sobrenadantes procedentes de las
células PAM212 irradiadas con UV-B a las que se les afadieron el A. andongensis ex. o la aloesina después de la
radiacion con UV-B. Los autores consideraron que la aplicacion del A. andongensis ex., de la homonataloina y de la
aloesina disminuye la liberacién del inhibidor de la HSC mediada por UV-B desde los queratinocitos irradiados con
UV-B, e impide la depresion inmunitaria inducida por los UV-B en los ratones.

La patente japonesa JP10101541 describe una composicion cosmética que causa el efecto de embellecimiento
porque hace desaparecer de la piel las manchas hepaticas, el oscurecimiento y las arrugas. Esta composicion
cosmética contiene como ingrediente eficaz el 0,0001-5 % en peso del polisacarido que contiene aminoacidos
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(aloesina), que esta contenido en una sustancia gelatinosa del centro de las hojas de Aloe africana, que pertenece al
aloe del Cabo, que es una planta de aloe perteneciente a la familia de las lilidaceas, después de retirar la epidermis
de las hojas. El polisacarido tiene las propiedades siguientes: a) polvo pardo oscuro o negro poco oloroso y de sabor
amargo; b) cuando se disuelven 5 g del polvo en 50 g de agua con calentamiento, se deja reposar para que se
enfrie, y se filtra, y se analiza el filtrado de la siguiente forma: (1) cuando se afiade bérax al filtrado, y se calienta la
solucion y se deja reposar para que se enfrie, entonces se afiade agua a la solucion, y se agita la soluciéon para
mezclarla bien, aparece un color fluorescente verde; (2) cuando se afiade bromo a la solucién, se hace aparecer un
precipitado amarillo claro; y (3) cuando se afade acido nitrico a la solucion, se vuelve pardoamarillenta, y poco a
poco se va poniendo verde, y torna a pardorrojiza al calentarla.

La patente internacional WO 95/23604 describe composiciones estimuladoras del crecimiento celular que contienen
aloesina. Los autores proporcionaron una composicién que estimulaba el crecimiento celular, en particular que
estimulaba las células epidérmicas y los hepatocitos, que contenia aloesina como ingrediente activo. La aloesina es
un componente de Aloe vera, para la cual se ha descrito en la técnica anterior un efecto de bloqueo de los rayos
ultravioleta en la piel y una actividad inhibidora de la tirosinasa de champifién. Sin embargo, de acuerdo con la
presente invencion, ahora se ha identificado que la aloesina tiene el nuevo uso farmacolégico como estimulador del
crecimiento celular, lo que no se habia descrito nunca antes en la técnica.

Occhuito et al. (Phytotherapy Research 1991, 5 (1), 9-14) compararon la actividad arritmica y antiisquémica de
algunas flavonas en el conejillo de Indias y en la rata. Llevaron a cabo un estudio comparativo de 16 flavonas en 4
modelos experimentales: 1: arritmias ventriculares hipercinéticas inducidas por reperfusion en la corazén aislado de
rata; 2: arritmias después de la reperfusion-ligamiento de la arteria coronaria en los conejillos de Indias
anestesiados; 3, arritmias por pitresina con espasmo coronario en los conejillos de Indias anestesiados; y 4:
actividad antiisquémica con una técnica de perfusion cardiaca ex vivo después de la oclusiéon coronaria en los
conejillos de Indias. Las relaciones entre el efecto y la estructura de flavona, 3-hidroxiflavona, 6-hidroxiflavona, 7-
hidroxiflavona, 6,7-dihidroxiflavona, 7,8-dihidroxiflavona, apigenina, apiiina, diosmina, 5-hidroxiflavona, luteolina,
glucésido de luteolina, orientina, pratol, roifolina, vitexina, ensayada como agentes antiarritmicos y antiisquémicos,
se compard con la lidocaina y el verapamilo a dosis equimolares. Los resultados obtenidos demostraron que la
mayoria de estos compuestos ejercian un efecto protector frente al espasmo coronario y la crisis isquémica inducida
por el ligamiento coronario, y frente a las arritmias isquémicas y posisquémicas. En las flavonas ensayadas se
encontro que la potencia era dependiente de la estructura.

Prabhakar et al. (Journal of Molecular and Cellular Cardiology, 1978, 10, supl. 1, 80) describieron los efectos
cardiovasculares de la vitexina. A la vitexina (VT), 8-C-B-D-glucopiranosilapigenina, aislada de Ochrocarpus
longifolius y Amebia hispidissima, se le investigd su accion cardiovascular. La VT (0,01-1,0 mg/kg, iv) desencadend
un incremento, independiente de la dosis, de la tension arterial media (tam 1 de las ratas normotensas
anestesiadas). Sin embargo, en las ratas suprarrenalectomizadas bilateralmente, se observo una caida dependiente
de la dosis. Con las dosis mas altas (1 mg/kg), después de un periodo de latencia de unas 45 series, desencadend
bradicardia e hipotension continua (30-70%, 2-3 horas). Apareci6 taquifilaxia con las administraciones consecutivas.
En el pico de la caida, la vagotomia bilateral instantanea increment6 la tam al valor normal. La vagotomia bilateral,
antes de la administracion de la VT, redujo sustancialmente la duraciéon de la hipotensiéon. La VT incrementd
significativamente la velocidad y la profundidad de la respiracién. Potencio la hipotension inducida por la isoprenalina
e inhibid la respuesta hipertensora de la nicotina en las ratas anestesiadas. La VT indujo efectos cronétropos e
inotropos negativos sobre el corazén aislado de conejo, rata y rana; no se vieron afectados por la atropina. En la
perfusion in situ del corazén de gato y de la extremidad posterior de rata no se produjo una accion apreciable. Los
resultados sugieren que la VT, al igual que la nicotina, tiene unas propiedades bloqueadoras y estimuladoras de los
ganglios.

Alves et al. (Journal of Molecular Structure, 1999, 491, 123-131) describieron un estudio estadistico y de quimica
cuantica de los compuestos de flavonoides con actividad anti-VIH. Se emplea el método PM3 semiempirico de
orbitales moleculares para calcular una serie de propiedades moleculares (variables) de 21 compuestos flavonoides
con actividad anti-VIH. Se emplearon técnicas de reconocimiento de patrones, andlisis de componentes principales
(PCA, por su nombre en inglés) y analisis de aglomeracion jerarquica (HCA, por su hombre en inglés) para reducir la
dimensionalidad e investigar qué subconjunto de variables seria mas eficaz para clasificar los compuestos
flavonoides de acuerdo con su grado de actividad anti-VIH. Los estudios de componentes principales y de
aglomeracion jerarquica demostraron que las variables LUMO (la energia mas baja del orbital molecular sin ocupar),
X (electronegatividad), y Q2, Q3 y Q7 (cargas en los atomos 2, 3 y 7) estaban relacionadas con los compuestos de
mayor actividad anti-VIH. Estas variables juntan los flavonoides mas activos en un agrupamiento y los mantiene
separados de los que son menos activos cuando se emplean el andlisis de componentes principales y el analisis de
aglomeracion jerarquica.

El documento S120073 describe nuevos policétidos, derivados de piranona, que tienen la férmula I, en donde Ay B
tienen los significados que se describen en la descripcion, y cada uno de los nuevos policétidos derivados de la
piranona contiene un grupo carboxamida. Los nuevos policétidos pueden utilizarse bien independientemente o como
intermedios de la sintesis de nuevos compuestos biolégicamente activos que ejercen una posible actividad
terapéutica. EI documento S120073 se refiere a nuevos policétidos, derivados de piranona, que tienen la formula I,
en donde A y B tienen los significados que se describen en la descripcién, y cada uno de los nuevos policétidos
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derivados de la piranona contiene un grupo carboxamida. Los policétidos pueden utilizarse independientemente o
bien como intermedios de la sintesis de nuevos compuestos biolégicamente activos que ejercen una posible
actividad terapéutica.

La patente internacional WO 95/05169 describe derivados de flavonoides y biflavonoides, sus composiciones
farmacéuticas y su actividad ansiolitica. Algunos flavonoides, en especial los derivados de flavona, crisina y
apigenina junto con dimeros de los mismos, tales como la amentoflavona, se ha encontrado que poseen
propiedades ansioliticas (a saber, propiedades reductoras de la ansiedad) sin presentar un efecto sedante. Los
compuestos se definen por la féormula general (I) en donde Ri, Rz, Rs, R4, Rs y Rg se seleccionan
independientemente entre H, OH, R, NO, halo, OR, NH2, NHR, NR,, COOR, COOH, CN o un grupo de azucar; Rs y
Rz son ambos H, o Rs y R7 forman juntos un enlace simple; R es alquilo(C1.6) 0 alquenilo(C1.s); 0 la administracion de
una cantidad no toxica eficaz de un biflavonoide que es un dimero de un compuesto de féormula general ().

La patente de los EE.UU. US-B1-6 306 383 describe un método para el tratamiento tépico de las cicatrices con
inhibidores de la proteina cinasa C. La patente de los EE.UU. US-B1-6 306 383 se refiere al tratamiento tépico de
queloides, cicatrices hipertroficas y cicatrices por quemaduras mediante el uso de un inhibidor concreto de la
proteina cinasa C y un agente penetrante eficaz seleccionado entre organogel de lecitina u organogel de lecitina
poloxamero 407. Los inhibidores de la proteina cinasa C se pueden seleccionar entre esfingosina, esfinganina,
fitoesfingosina, N-acetilesfingosina, N-hexanoilesfingosina, N-octanoilesfingosina, curcumina, tetrahidrocurcumina,
curcuminoides o apigenina.

En Annual Drug Data Report, 1991, 13 (7), 583, RC-3911 se describe que la 2-(dietilamino)-7-hidroxicromona es un
agente que impide la agregacioén plaquetaria.

En Annual Drug Data Report 1999, 21 (9), 770, 278844 se describe que la N,N-dipropil-6,11-dihidro-1-
benzotiopirano-[4,3-b]-indol-6-carboxamida es un ansiolitico.

Uma Devi et al. (Radiation Research 2000, 154, 455-460) describieron la proteccién de la radiacion con los
flavonoides de Ocimum orientina y vicenina. En los estudios anteriores, los flavonoides orientina y vicenina, que se
aislaron del extracto de la hoja de Ocimum sanctum, se encontré6 que protegian a los ratones de la lesién por
radiacion. Se sabe que varios flavonoides son buenos antioxidantes. Por consiguiente, se estudio el efecto de la
orientina y la vicenina sobre la peroxidacion in vivo de lipidos inducida por la radiacion y su actividad antioxidante in
vitro. A los ratones adultos se les inyectd por via intraperitoneal 50 ug/kg de orientina o vicenina y se expuso todo el
cuerpo a 3 Gy de radiacién y. Se midi6 la peroxidacién lipidica en el higado de 15 min a 8 h después de la
irradiacion. La actividad antioxidante de la orientina/vicenina (10-500 uM) se estudio con la medicidn de la inhibicion
de los radicales hidroxilo generados por la reaccién de Fenton (Fe3+—EDTA-écido ascorbico-H203) in vitro. También
se comprobé si los compuestos tenian una posible actividad de atrapamiento del hierro y favorecedora de la
oxidacion a las concentraciones anteriores en el sistema in vitro. La orientina y la vicenina proporcionaron una
proteccion casi igual frente a la peroxidacion lipidica inducida por la irradiacion en el higado de ratén. Ambos
compuestos mostraron una actividad inhibidora de radicales libres in vitro significativamente mayor que el DMSO. Ni
la orientina ni la vicenina mostraron ninguna actividad favorecedora de la oxidacidon a las concentraciones
ensayadas. Ambos compuestos inhibieron la formacién de radicales libres en ausencia de EDTA. Estos flavonoides
parece probable que tengan un mecanismo de proteccion frente a la radiacién basado en la depuracion de los
radicales libres.

Constantino et al. (Journal of Medicinal Chemistry, 1999, 42, 1881-1893) describieron que los antioxidantes de 1-
benzopiran-4-ona eran inhibidores de la aldosa reductasa. Comenzando desde la actividad inhibidora del flavonoide
quercetina, se sintetizaron una serie de derivados de la 4H-1-benzopiran-4-ona y se les ensay6 su capacidad de
inhibicion de la aldosa reductasa, una enzima que interviene en la aparicion de las complicaciones diabéticas.
Algunos de los compuestos obtenidos muestran una actividad inhibidora similar a del sorbinil, pero son mas
selectivos que la quercetina y el sorbinil respecto a la enzima estrechamente relacionada, la aldehido reductasa, y
también poseen actividad antioxidante. Resulta notable que estos compuestos posean unos valores pKa mas altos
que los acidos carboxilicos, una caracteristica que podria hacer que la farmacocinética de estos compuestos sea
muy interesante. Se realizaron investigaciones de modelado molecular sobre las estructuras de los inhibidores
fijados al centro activo de la aldosa reductasa para sugerir como podrian fijarse estos nuevos inhibidores a la enzima
y también para interpretar las relaciones entre la actividad y la estructura.

La patente internacional WO 01/30342 A1 describe flavonas que son inhibidores de la 6xido nitrico sintasa inducible,
inhibidores de la ciclooxigenasa-2 y activadores del canal de potasio. La patente internacional WO 01/30342 A1 se
refiere a un método para inhibir la expresion de INOS o de COX-2, o ambas, en los mamiferos mediante compuestos
de flavona y sales farmacéuticamente aceptables de los mismos. La patente internacional WO 01/30342 A1 también
se refiere a un método de activacién de canales de K* en los mamiferos; asi como a métodos para tratar el choque
septicémico, para inhibir la expresién de la enzima convertidora de angiotensina, para tratar o prevenir aneurismas y
para reducir la inflamacién y los cambios patoldgicos relacionados con la utilizacion de estos compuestos. Los
compuestos preferentes en la presente memoria son oroxilina A (5,7-dihidroxi-6-metoxiflavona) y wogonina (5,7-
dihidroxi-8-metoxiflavona).
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Budzianowski et al. (Polish Journal of Pharmacology and Pharmacy 1991, 43, 395-401) describieron estudios sobre
la actividad antioxidante de algunas C-glucosilflavonas. Para estudiar sus propiedades antioxidantes se sintetizaron
a partir de fracciones de flavonoides de Adonis vernalis L. y especies de Crataegus, o se han aislado de Stellaria
media (>.) Vill. 10 derivados de flavonoides por C-glucosilacion: orientina, isoorientina, vitexina, isovitexina 7,2"-di-O-
glucosido, isovitexina 7-O-galactésido-2"-O-glucésido, dos 6,8-di-C-hexosilapigeninas diferentes, y dos 6-C-hexosil-
8-C-pentosilapigeninas diferentes. So6lo se encontraron propiedades antioxidantes en dos compuestos: orientina e
isoorientina.

La patente de los EE.UU. US-A-6 083 976 se refiere a un método de sintesis de derivados de la aloesina que estan
alquilados en el grupo C-7. La patente de los EE.UU. US-A-6 083 976 incluye las aloesinas modificadas producidas
por el método y la utilizacién de estos compuestos como blanqueadores de la piel.

La patente de los EE.UU. US-A-5 939 395 se refiere a la identificacion de un potente antioxidante de Aloe
barbadensis. La patente de los EE.UU. US-A-5 939 395 se refiere a un método para proporcionar un compuesto
antioxidante a un paciente que lo necesita, que comprende la administracién de un compuesto fendlico aislado de
Aloe barbadensis, y a los métodos para aislar el compuesto fendlico.

Qaraabaadeen Najm-al-Ghani por Mohammad Najmul Ghani Khan (ATRIBUTOS CLAVE DE TKDL A NA4/3926
1928) describe Habb-e-Nuzool-al-maa, una formulacion terapéutica con un Unico compuesto que consiste en partes
utiles del ingrediente siguiente: vitriolo azul/sulfato de cobre (Aaboos/Tootiya-e-Sabz/Heera Kasees / Tootia/Sang-e-
Surmah/Hajar-al-Kohl), Acacia catechu (Linn, f.) Willd. (Khair/Kath Safaid) (catechu), Terminalia chebula Retz.
(Halelah) jymyrobalan, (negro, amarillo, marrén), Chebulic Myrobalan), potash alum (Zaaj-e-Safaid/Zaaj-e-
Abyaz/Phitkari/Shibb), agua (Aab).

Bharata Bhaisajya Ratnakara, recopilado por Naginadasa Chaganalala Saha (ATRIBUTOS CLAVE DE TKDL
AB/1048, 1999) describe Khadiraradikasayah, una formulacién terapéutica con un Unico compuesto que consiste en
partes utiles del o de los ingredientes siguientes: Acacia catechu (Linn, f.) Willd. (khadira) (catechu). Acacia
polyacantha Willd. Sin.: A. suma Buch. Ham. ex Voigt (svetakhadira, kadara) (catechu), Areca catechu Linn, (puga)
(palma de betel).

Qaraabaadeen Azam wa Akmal por Mohammad Akmal Khan (ATRIBUTOS CLAVE DE TKDL AH5/3559, 1909)
describe Marham Sartaan, una formulacion terapéutica con un Unico compuesto que consiste en partes Utiles del o
de los siguientes ingredientes: cinabrio (Shanjraf/Shangraf/Zanjafar), Piper nigrum Linn. (Filfil (Safaid/Siyah))
(pimienta negra), Acacia catechu (Linn. f.) Willd. (Khair/Kath Safaid) (catechu). Curcuma longa (Zard
Chob/Haldi/Urooq al Sufr/lUrooq al Zafraan) (circuma comun. Cudrcuma), Cydonia oblonga (Behi/Safarjal)
(membrillo), mercurio (Abularwaah/Seemaab/Paara/Zamzam), cera de abeja/Cera alba (Mom-e-Sufaid), mantequilla
clarificada (Roghan-e-Zard/Ghee).

Qaraabaadeen Azam wa Akmal por Mohammad Akmal Khan (ATRIBUTOS CLAVE DE TKDL BA3/870, 1909)
describe Kuhal Bara-e-Nuzool-ul-Maa-2, una formulacion terapéutica con un uUnico compuesto que consiste en
partes utiles del o de los ingredientes siguientes: Aloe barbadensis Mill. (Gheekawaar/Sibr) (aloe de Barbados, aloe
de la India, aloe de Curacao, aloe de Jaffarabad), gallina (Maakiyaan/Murghi/Dajaajah). Leche humana/Lactus
(Sheer-e-Zanaan).

Muheet-e-Azam Vol. IV (Parte I) por Mohammad Azam Khan (ATRIBUTOS CLAVE DE TKDL FA1/328E1, 1899)
describe Nuskha-e-zulal, una formulacion terapéutica con un Unico compuesto que consiste en partes utiles del o de
los ingredientes siguientes: Aloe barbadensis Mill. (Gheekawaar/Sibr) (aloe de Barbados, aloe de la India, aloe de
Curacao, aloe de Jaffarabad).

Qaraabaadeen Azam wa Akmal por Mohammad Akmal Khan (ATRIBUTOS CLAVE DE TKDL AH5/2694, 1909)
describe Qairooti Bara-e-Sartaan, una formulacion terapéutica con un Unico compuesto que consiste en partes Utiles
del o de los ingredientes siguientes: cera de abejas/Cera (Mom), Viola odorata Linn. (Banafsha) (violeta dulce),
Cydonia oblonga (Behi/Safaijal (membrillo). Cabra (Buz/Ma'z), Nepta orientalis (Zufa Ratab), Aloe barbadensis Mill.
(Gheekawaar/Sibr) (aloe de Barbados, aloe de la India, aloe de Curacao, aloe de Jaffarabad), Curcubita moschata
(Duchesne) Poir. (Kadu), Salix alba Linn. (Bed Saadah) (sauce amarillo, sauce blanco), Malva sylvestris Linn.
(Khubbazi/Malookhiyah).

Rasatarangini por Sadanandasarma (ATRIBUTOS CLAVE DE TKDL AK1/710, 2000) describe Amrtarasayanam, una
formulacion terapéutica con un Unico compuesto que consiste en partes Utiles del o de los ingredientes siguientes:
Aconhum chasmanthum Stapf & Holmes / Aconhum ferox Wall, ex Sen (srrtigika vi§a) (aconito de la India),
magnetita / ferromagnético (kanta pa? ar»a/lauha). Mica / Biotita (abhraka), pirita de cobre / calcopirita (maksika).
Sulfuro rojo de mercurio preparado con oro (Svarna sindura / Makardhwaja), plata (rajata), estafio / Stannum
(vaitiga). Acacia catechu (Linn. (.) Willd. (khadira) (catechu). Zingiber officinale Roscoe (ardraka, surithi) (jengibre de
jardin, jengibre), Aloe barbadensis Mill, (kumari) (aloe de Barbados, aloe de la India, aloe de Curacao, aloe de
Jaffarabad).

Qaraabaadeen Azam wa Akmal por Mohammad Akmal Khan (ATRIBUTOS CLAVE DE TKDL AH5/252D, 1909)
describe Nuskha-e-marham, una formulacién terapéutica con un Unico compuesto que consiste en partes utiles del o
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de los ingredientes siguientes: Aloe barbadensis Mill. (Gheekawaar/Sibr) (aloe de Barbados, aloe de la India, aloe de
Curacao, aloe de Jaffarabad), Basella alba Linn. (Poi/Bachla) (espinaca de Ceilan).

Bhaisajya Ratnavall por Govinda Dasa (ATRIBUTOS CLAVE DE TKDL AK/1521, 2001) describe Caturbhujar-asah,
una formulacién terapéutica con un Unico compuesto que consiste en partes Utiles del o de los ingredientes
siguientes: HgS procesado (Rasa sindura). Oro (svarna), rejalgar/sulfuro arsénico rojo (manahsiia), almizcle
(kasturi), oropimiente/trisulfuro arsénico (haritala), Aloe barbadensis Mill, (kumari) (aloe de Barbados, aloe de la
India, aloe de Curacao, aloe de Jaffarabad).

COMPENDIO DE LA INVENCION

La presente descripcion describe la identificacion y purificacion de 7-hidroxicromonas que muestran una potente
actividad antioxidante. La presente descripcion incluye un método para proporcionar un antioxidante a un
hospedador que lo necesita, que comprende la administracion de una cantidad eficaz de una 7-hidroxicromona o
una mezcla de 7-hidroxicromonas.

La presente invencion también incluye métodos que son eficaces para inhibir la peroxidacion de lipidos a través de
la supresion simultdnea de la generacion de radicales libres y de la produccion de especies reactivas del oxigeno
(ERO). El método para inhibir la peroxidacion de lipidos comprende administrar una composicion que comprende
una 7-hidroxicromona o una mezcla de 7-hidroxicromonas a un hospedador que lo necesita.

La presente invencion también incluye métodos para prevenir y tratar enfermedades y afecciones mediadas por las
ERO y enfermedades y afecciones asociadas a otros procesos oxidativos. EI método para prevenir y tratar las
enfermedades y afecciones mediadas por ERO y las enfermedades y afecciones asociadas a otros procesos
oxidativos comprende la administraciéon, a un hospedador que lo necesita, de una cantidad eficaz de una
composicibn que comprende una 7-hidroxicromona o una mezcla de 7-hidroxicromonas y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Las 7-hidroxicromonas que se pueden utilizar de acuerdo con lo siguiente incluyen compuestos ilustrados por la
estructura general siguiente:

o R
3 LY 3
2
R{ 07 1a OH
Ry

como se define en la reivindicacion 1.

En una realizacion preferente de esta invencion, la 7-hidroxicromona se selecciona entre aloesina (figura 2) o
aloerresina A (figura 3).

Las 7-hidroxicromonas de esta invencién se pueden obtener por métodos sintéticos o se pueden aislar de géneros
de numerosas familias de plantas, entre ellas, Acacia, Adina, Aloe, Alternaria, Amoora, Antidesma, Artemisia,
Baeckia, Cassia, Clusea, Cnidium, Convolvulus, Epinedium, Eriosema, Eriostemon, Eugenia, Garcinia, Hypericum,
Lindenbergia, Pancratium, Penicillium, Polygonum, Ptaeroxylon, Rheum, Sophora, Stephanitis, Syzygium,
Talaromyces y Zonaria. En una realizacion preferente, la planta se selecciona entre el grupo que incluye Acacia
catechu, Acacia concinna, Aloe arborescens, Aloe barbadensis, Aloe cremnophila, Aloe ferox, Aloe saponaria, Aloe
vera, Aloe vera var. chinensis, Antidesma membranaceum, Artemisia capillaries, Baeckia frutescens, Epimedium
sagittatum, Garcinia dulcis, Hypericum japonicum, Polygonum cuspidatum, Saphora tomentosa y Stephanitis
rhododendri.

Las 7-hidroxicromonas se pueden encontrar en diferentes partes de las plantas, entre ellas, pero sin limitarse a ellas,
tallos, corteza de tallos, troncos, corteza de troncos, ramitas, tubérculos, raices, corteza de raices, brotes jovenes,
semillas, rizomas, flores y otros 6rganos reproductores, hojas y otras partes aéreas.

El método de esta invencion puede utilizarse para tratar o prevenir una serie de enfermedades y afecciones
mediadas por las ERO, entre ellas, arterioesclerosis, cardiopatias coronarias, cataratas, demencia, enfermedad de
Alzheimer, disfuncién cognitiva, diabetes sacarina, cancer y melanoma.

Las composiciones de esta invencion se pueden administrar mediante cualquier método conocido por un experto en
la técnica. Los modos de administracion incluyen, pero sin limitarse a ellos, administracion (oral) enteral,
administracion parenteral (intravenosa, subcutanea e intramuscular) y aplicacién topica. Los métodos de tratamiento
de acuerdo con esta invencion comprenden la administracion por via interna o tépica, a un paciente que lo necesita,
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de una cantidad terapéuticamente eficaz de una y/o de una mezcla de varias 7-hidroxicromonas aisladas de una
Unica fuente o varias fuentes, que incluyen, pero sin limitase a ellas, la obtenciéon mediante sintesis, la produccién de
forma natural, o una combinacién de las mismas.

La presente descripcion también incluye un método mejorado para el aislamiento y la purificaciéon de las cromonas,
en particular las 7-hidroxicromonas, a partir de plantas que contienen estos compuestos. El método comprende: a)
extraer la biomasa molida de una planta que contiene una cromona, en particular una 7-hidroxicromona; b)
neutralizar y concentrar dicho extracto; y c) purificar dicho extracto neutralizado y concentrado mediante un método
cromatografico que incluye, pero sin limitarse a ellos, cromatografia en fase inversa, en poliamida, o en LH-20. En
una realizacion preferente se purifica el extracto mediante un método seleccionado entre el grupo que consiste en
retrocristalizacion, precipitacion, reparto de solventes y/o separacion cromatografica. La presente descripcion da a
conocer un procedimiento comercialmente viable para el aislamiento y la purificaciéon de cromonas que tienen una
actividad fisioldgica deseable.

Se debe entender que tanto la descripcidon general anterior como la descripcion detallada que viene a continuacion
sé6lo son ejemplares y explicativas, y no restringen lo que se reivindica en la invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
En la figura 1 se representa esquematicamente un ciclo del y-glutamilo.

En la figura 2 se representa el cromatograma de la aloesina mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC).

En la figura 3 se representa el cromatograma por HPLC de la aloerresina A.

En la figura 4 se ilustra graficamente el valor de ORAC total de las cromonas de aloe aloesina y aloerresina A
respecto al extracto de semilla de uva y al extracto de té verde.

En la figura 5 se ilustra graficamente las actividades antioxidantes rapida y lenta de las cromonas de aloe aloesina y
aloerresina A respecto al extracto de semilla de uva y al extracto de té verde.

En la figura 6 se ilustra gréficamente la capacidad de inhibicién de la peroxidacion de lipidos (LPIC) que tiene la
aloerresina A respecto a la vitamina C y al a-tocoferol.

En la figura 7 se representa graficamente la mejora del valor de ORAC que presenta una bebida de Mentaberry
después de afnadirle el 1% y el 5% de aloerresina A.

En la figura 8 se representa la mejora de la capacidad de inhibiciéon de la peroxidacion de lipidos que presenta una
férmula antioxidante después de afiadirle aloerresina A.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

En la presente memoria se utilizan diferentes términos para referirse a los aspectos de la presente invencién. Para
ayudar a que quede clara la descripcion de los componentes de esta invencion, se proporcionan las definiciones que
vienen a continuacion.

Las «cromonas» son una clase especifica de productos naturales que tienen por esqueleto estructural principal una
benzopiran-4-ona como la ilustrada por la estructura general siguiente:

en la que

R1, Rz y R3 se seleccionan independientemente entre el grupo que consiste en -H, -OH, -CH3, -SH, alquilo, alquenilo,
oxoalquilo, oxoalquenilo, hidroxialquilo, hidroxialquenilo, -OCHjs, - SCH3, -OR, -SR, -NH,, -NRH, -NRy, -NR5"X",
ésteres de los grupos de sustitucion mencionados, que incluyen, pero sin limitarse a ellos, galato, acetato, ésteres
de cinamoilo y de hidroxicinamoilo, ésteres de trihidroxibenzoilo y ésteres de cafeoilo de los mismos; glucosido de
carbono, de oxigeno, de nitrégeno o de azufre de uno solo o de una combinacién de varios azucares que incluyen,
pero sin limitarse a ellos, aldopentosas, metilaldopentosa, aldohexosas, cetohexosa y sus derivados quimicos de los
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mismos; cromonas diméricas, triméricas y de otra polimerizacion;

cuando dicho grupo alquilo y/o alquenilo es una cadena lineal y/o ramificada que tiene entre 1 y 20 atomos de
carbono con y/o sin dobles enlaces en posiciones diferentes;

X se selecciona entre el grupo de contraaniones farmacéuticamente aceptables que incluye, pero sin limitarse a
ellos, hidroxilo, cloruro, yoduro, sulfato, acetato, fosfato, fluoruro, carbonato, etc.; y

R es un grupo alquilo que tiene entre 1 y 20 atomos de carbono. En una realizacién preferente de esta invencion, la
7-hidroxicromona se extiende a aloesina (figura 1) o aloerresina A (figura 2).

La terminologia «Aloe» se refiere al género de plantas sudafricanas de la familia de las liliaceas de la cual Aloe ferox
es una de las especies. Las cromonas de aloe estan presentes principalmente por toda la hoja de una serie de
especies diferentes de Aloe.

La terminologia «extracto de Aloe» o «extracto de aloe» se define como el jugo seco de la hoja completa de distintas
especies de plantas de Aloe. El «extracto de Aloe» o «extracto de aloe» utilizado en los ejemplos de esta invencion
se preparé mediante un «procesamiento de la hoja entera» con hojas enteras de distintas especies de Aloe. En un
ejemplo, las hojas enteras obtenidas de la planta Aloe barbadensis se molieron, se filtraron, se trataron con celulasa
(opcional) y con carbén activo, y se liofilizaron. El polvo liofilizado se reconstituy6é con el solvente de cromatografia
antes de su utilizacion. En otro ejemplo, el exudado de las hojas de aloe se suspendié en agua, y luego se puso en
contacto con un solvente de cromatografia adecuado antes de su utilizacion.

«Terapéutico», tal y como se utiliza en la presente memoria, incluye el tratamiento y/o la prevencion. Cuando se
utiliza, terapéutico se refiere a los humanos, asi como a otros animales.

«Dosis o cantidad farmacéuticamente o terapéuticamente eficaz» se refiere a un nivel de dosis suficiente para
inducir un resultado biolégico deseado. Ese resultado puede ser la administracion de una sustancia farmacéutica,
alivio de los signos, sintomas o causas de una enfermedad o cualquier otra alteracion que afecte a un sistema
bioldgico.

Un «hospedador» es un ser vivo, humano o animal, al que se administran las composiciones descritas en la
presente memoria.

La presente descripcion describe la identificacion y purificacion de 7-hidroxicromonas que muestran una potente
actividad antioxidante. La presente descripcion incluye un método para proporcionar un antioxidante a un
hospedador que lo necesita, que comprende administrar una cantidad eficaz de una 7-hidroxicromona o de una
mezcla de 7-hidroxicromonas.

La presente invencion también incluye métodos que son eficaces para inhibir la peroxidacion de lipidos a través de
la supresion simultdnea de la generacion de radicales libres y de la produccion de especies reactivas del oxigeno
(ERO). El método para inhibir la peroxidacién de lipidos comprende la administracion de una composiciéon que
comprende una 7-hidroxicromona o una mezcla de 7-hidroxicromonas a un hospedador que lo necesita.

La presente invencion también incluye los métodos para prevenir y las tratar enfermedades y afecciones mediadas
por las ERO y las enfermedades y afecciones relacionadas con otros procesos oxidativos. El método para prevenir y
tratar las enfermedades y afecciones mediadas por las ERO y las enfermedades y afecciones relacionadas con otros
procesos oxidativos comprende la administracién, a un hospedador que lo necesita, de una cantidad eficaz de una
composicion que comprende una 7-hidroxicromona o una mezcla de 7-hidroxicromonas y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Las 7-hidroxicromonas que se pueden utilizar de acuerdo con esta invencion incluyen los compuestos ilustrados por
la estructura general presentada mas arriba. En una realizacion preferente de esta invencion, la 7-hidroxicromona se
selecciona entre aloesina (figura 1) o aloerresina A (figura 2). Las 7-hidroxicromonas de esta invencion se pueden
obtener mediante métodos sintéticos o se pueden aislar de los géneros de numerosas familias de plantas, entre
ellas, Acacia, Adina, Aloe, Alternaria, Amoora, Antidesma, Artemisia, Baeckia, Cassia, Clusea, Cridium, Convolvulus,
Epimedium, Eriosema, Eriostemon, Eugenia, Garcinia, Hypericum, Lindenbergia, Pancratium, Penicillium,
Polygomum, Ptaeroxylon, Rheum, Sophora, Stephanitis, Syzygium, Talaromyces y Zonaria. En una realizacion
preferente, la planta se selecciona entre el grupo que incluye Acacia catechu, Acacia concinna, Aloe arborescens,
Aloe barbadensis, Aloe cremnophila, Aloe ferox, Aloe saponaria, Aloe vera, Aloe vera var. chinensis, Antidesma
membranaceum, Artemisia capillaries, Baeckia frutescens, Epimedium sagittatum, Garcinia dulcis, Hypericum
japonicum, Polygonum cuspidatum, Sophora tomentosa y Stephanitis rhododendri.

Las 7-hidroxicromonas se pueden encontrar en diferentes partes de las plantas, que incluyen, pero sin limitarse a
ellas, tallos, corteza de tallos, troncos, corteza de troncos, ramitas, tubérculos, raices, corteza de raices, brotes
jovenes, semillas, rizomas, flores y otros érganos reproductores, hojas y otras partes areas.

Los ejemplos 1, 2 y 3 describen el aislamiento y la purificacion de dos 7-hidroxicromonas representativas: la aloesina
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y la aloerresina A. La aloesina y la aloerresina A se aislaron de exudados de las hojas de Aloe ferax con una pureza
del 95,2% y del 61,5%, respectivamente.

Tal y como se da a conocer en el ejemplo 1, la aloesina se aislé y se purificd con los métodos descritos en la
solicitud de patente de los EE.UU. de n.° de serie 09/792 104 registrada el 6 de febrero de 2001, titulada «Method of
Purification of Aloesin». La aloesina se puede obtener de exudados de Aloe, tales como de jugo amargo de aloe y de
otras fuentes, entre ellas, hojas, cortezas y plantas enteras de Aloe que contienen este compuesto como un
componente.

El aislamiento y la purificacion de la aloesina A se describe en los ejemplos 2 y 3. En una separacion tipica, el
material vegetal que contiene la aloerresina A (tipicamente jugo amargo de aloe) se extrae en alcohol al 10-100% (u
otro solvente organico miscible) en agua (tipicamente metanol al 30% en agua). A continuacion, la aloesina A se
purifica con medios cromatograficos tipicos, en particular medios de poliamida o LH-20, y/o de fase inversa. La
soluciéon del extracto se concentra y/o se aplica directamente a un lecho de un material a base de resina de
poliamida y/o de fase inversa. Después, el lecho de la columna se lava con metanol al 0-30% (u otro solvente
organico hidrosoluble; tipicamente un volumen de 2 columnas de metanol al 30% en agua) hasta que se eluyen
todos los deméas compuestos (tipicamente aloesina y antraquinonas). El lecho de la columna se eluye entonces con
solvente orgéanico al 30-100% en agua (tipicamente 2 volumenes de columna de acetona al 100%). A continuacion
se concentra esta fraccion para obtener la aloerresina A.

El ejemplo 4 describe la medicion de la capacidad de absorbancia de radicales de oxigeno (ORAC) que tienen la
aloesina y la aloerresina A, respecto al extracto de semilla de uva y al extracto de té verde. Los resultados se
presentan en la figura 4. Con referencia a la figura 4, se puede observar que la aloesina tenia un valor de ORAC
total mucho mas alto que la aloerresina A y que los extractos estandarizados de té verde y de semilla de uva. La
aloerresina A tenia un valor de ORAC total de 33 y 299 veces mas alto que los extractos de té verde y de semilla de
uva, respectivamente. El ejemplo 5 describe la medicidon de la ORAC rapida y lenta para las cuatro composiciones
analizadas en el ejemplo 4. Los resultados de este ensayo se presentan en la figura 5. Como antioxidante rapido, la
aloerresina A era cuatro veces mas potente que las otras tres composiciones ensayadas. Sin embargo, la aloesina
era mas potente que un antioxidante de accioén lenta. La aloesina era casi un 70% mas activa que el extracto de té
verde y mas de seis veces mas activa que el extracto de semilla de uva a unas condiciones del 50% de la ORAC. La
aloerresina A también era un antioxidante mejor respecto a los extractos de semilla de uva y de té verde en estas
condiciones. La aloesina y la aloerresina A contienen el grupo hidroxilo fendlico en la posicion C-7 (véanse las
figuras 2 y 3). Este grupo hidroxilo se oxida muy facilmente en presencia de especies reactivas del oxigeno (ERO)
para formar un grupo ceténico. El grupo hidroxicinamoilo extra de la aloerresina A no mejora el valor de ORAC total
de este compuesto. Sin embargo, cambia significativamente su polaridad, que puede ser la razén por la que este
compuesto es un antioxidante rapido mejor.

El ejemplo 6 describe la evaluacion de la capacidad de inhibicion de la peroxidacion de lipidos (LPIC) para la
aloerresina A, respecto a la vitamina C y al a-tocoferol. Tal y como se observdé mas arriba, se cree que la
peroxidacion de lipidos es una reaccion destructiva importante, que se produce en los componentes del plasma y en
las paredes de los vasos sanguineos, y que contribuye a la enfermedad cardiovascular. El experimento descrito en
el ejemplo 6 se diseid como un indicador de la destruccion de lipidos que se produce en un organismo inducida por
los radicales libres. El ensayo de LPIC mide la capacidad de una muestra tanto para inhibir como para terminar la
reaccion de peroxidacién de lipidos. El valor de LPIC complementa el valor de ORAC. El ensayo de ORAC
proporciona informacion sobre la capacidad antioxidante total, mientras que el ensayo LPIC proporciona informacion
sobre los antioxidantes totales y el estado de los catalizadores metalicos a la hora de proteger con eficacia frente a
las reacciones de peroxidacion de lipidos in vivo.

Los resultados del ensayo descrito en el ejemplo 6 se presentan en la figura 6. Tal y como se ilustra en la figura 6, la
aloerresina A es un antioxidante mas fuerte que el a-tocoferol o que la vitamina C, segun se midi6 mediante la
capacidad de inhibicién de la peroxidacion de lipidos (LPIC) de concentraciones de 10 mg/ml a 50 mg/ml. También
inhibio la peroxidacion de lipidos al 30,7% incluso a una concentracién de tan solo 5 mg/ml frente a por debajo del
10% para el a-tocoferol.

La peroxidacion de lipidos se controla in vivo mediante el atrapamiento de metales traza, tales como el hierro y el
cobre que intervienen en el inicio de las reacciones de peroxidacion de lipidos; y por la presencia de antioxidantes
que terminan la reaccion de propagacion una vez que se ha iniciado. Se conocen bien los atrapadores de metales,
tales como la ferritina para el hierro y la metalotioneina para el cobre, pero otros constituyentes del suero, tales
como el urato, que es capaz de atrapar el hierro, también pueden ser importantes. Los antioxidantes, tales como el
a-tocoferol, se sabe que impiden la propagacién de las reacciones de peroxidacion de lipidos, pero pueden haber
muchos otros constituyentes del suero que podrian ser igualmente o mas importantes. Dado que la aloerresina A
contiene una cetona asi como una serie de grupos hidroxilo sobre el anillo de benzopiran-4-ona y sobre la unidad de
azucar, es funcional como un atrapador de metales y como un depurador de radicales libres. Asi pues, una funcién
importante de las cromonas antioxidantes es la proteccion de todo el sistema celular a través del control de la
peroxidacion de lipidos mediante el atrapamiento y la depuracién de los radicales libres.

Las 7-hidroxicromonas no solo poseen valores altos de ORAC y de LPIC en y por si mismos, sino que también
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pueden mejorar la capacidad antioxidante de un producto si se formulan apropiadamente en el producto, tal y como
se ilustra en los ejemplos 7 y 8. En el ejemplo 6 se demuestra que la aloerresina A a una concentraciéon del 5%
incrementa el valor de ORAC de una bebida de Mentaberry un 31,3%. Los resultados del ejemplo 7 se presentan en
la figura 7. En el ejemplo 8, se muestra que la aloerresina A incrementa la LPIC de un producto antioxidante
formulado del 19% al 38% a una dosis de 50 mg a 250 mg/porcion.

El método de esta invencién se puede utilizar para tratar y prevenir una serie de enfermedades y afecciones
mediadas por las ERO, entre ellas arterioesclerosis, cardiopatias coronarias, cataratas, demencia, enfermedad del
Alzheimer, disfuncién cognitiva, diabetes sacarina, cancer y melanoma.

Las composiciones de esta invencion las pueden administrar los expertos en la técnica mediante cualquier método
conocido. Los modos de administracion incluyen, pero sin limitarse a ellos, administraciéon enteral (oral),
administracion parenteral (intravenosa, subcutanea e intramuscular) y aplicacion topica. El método de tratamiento de
acuerdo con esta invencion comprende la administracién por via interna o tdpica, a un paciente que lo necesita, de
una cantidad terapéuticamente eficaz de una y/o de una mezcla de varias 7-hidroxicromonas aisladas de una tnica
fuente o de varias fuentes que incluyen, pero sin limitarse a ellas, obtencion sintética, produccién natural o cualquier
combinacién de las mismas.

La presente descripcion también incluye un método mejorado para aislar y purificar cromonas, en particular 7-
hidroxicromonas, de plantas que contienen estos compuestos. El método comprende: a) extraer la biomasa molida
de una planta que contiene una cromona, en concreto una 7-hidroxicromona; b) neutralizar y concentrar dicho
extracto; y c) purificar dicho extracto neutro y concentrado mediante un método cromatografico, que incluye, pero sin
limitarse a ellos, cromatografia en poliamida, en LH-20 o de fase inversa. En una realizacion preferente, el extracto
se purifica mediante un método seleccionado entre el grupo que consiste en retrocristalizacion, precipitacion, reparto
de solventes y/o separacion cromatografica. La presente descripcion da a conocer un procedimiento comercialmente
viable para el aislamiento y la purificacion de cromonas que tienen una actividad fisioldgica deseable.

La preparacion de productos para la administracion en preparaciones farmacéuticas se puede realizar mediante
muchos métodos diferentes bien conocidos por los expertos en la técnica. Las 7-hidroxicromonas se pueden
formular como un polvo fitoterapéutico en el foro de su existencia natural; como solvente y/o extractos de liquido
supercritico a diferentes concentraciones; como compuestos enriquecidos y purificados mediante retrocristalizacion,
separacion en columna, reparto de solventes, precipitacion y otros medios, como una mezcla pura y/o una mezcla
que contiene 7-hidroxicromonas sustancialmente purificadas preparadas mediante métodos sintéticos.

Se conocen en la técnica distintos sistemas de administracion y se pueden utilizar para administrar las
composiciones terapéuticas de la invencion, solucidn acuosa, encapsulacion en liposomas, microparticulas y
microcapsulas.

Las composiciones terapéuticas de la invencién se pueden administrar por via parenteral mediante inyeccion,
aunque también se contemplan otras formas de administracion eficaces, tales como inyeccion intraarticular, vahos
para inhalacién, formulaciones activas por via oral y tépica, iontoforesis transdérmica o supositorios. Un vehiculo
preferente es la soluciéon salina fisiolégica, pero se contempla que también se puedan utilizar otros vehiculos
farmacéuticamente aceptables. En una realizacion preferente se contempla que el vehiculo y la(s) 7-
hidroxicromona(s) constituyan una formulacién de liberacién prolongada fisioldgicamente compatible. El solvente
principal en tal vehiculo puede ser de naturaleza acuosa o no acuosa. Ademas, el vehiculo puede contener otros
excipientes farmacolégicamente aceptables para modificar o mantener el pH, la osmolaridad, la viscosidad, la
transparencia, el color, la esterilidad, la estabilidad, la velocidad de disolucidon y olor de la formulacion. De igual
forma, el vehiculo puede contener aun otros excipientes farmacolégicamente aceptables para modificar o mantener
la estabilidad, la velocidad de disolucién, la liberacidon o la absorcién del ligando. Tales excipientes son las
sustancias que se suelen usar convencionalmente para formular dosis para la administracion parenteral en dosis
unitarias o bien en forma de varias dosis.

Una vez que se ha formulado la composicién terapéutica, se puede almacenar en viales estériles como una solucion,
suspension, crema, gel, emulsion, sélido, o polvo deshidratado o liofilizado. Tales formulaciones se pueden
conservar en una forma lista para usar o que requiere su reconstitucion inmediatamente antes de la administracion.
La manera de administrar formulaciones que contienen las composiciones para la administracion sistémica pueden
ser subcutanea, intramuscular, intravenosa, topica, intranasal o vaginal o supositorios por via rectal.

La cantidad de la composicién que sera eficaz para el tratamiento de un trastorno o afeccién particular dependera de
la naturaleza del trastorno o de la afeccidon, que se pueden determinar mediante técnicas clinicas estandares.
Ademas, se pueden emplear opcionalmente ensayos in vitro o in vivo para ayudar a identificar los margenes 6ptimos
de dosificacion. La dosis precisa a emplear en la formulacién también dependera de la via de administracion, y de la
gravedad o del avance de la enfermedad o afeccion, y se debe decidir de acuerdo con el médico de cabecera y las
circunstancias de cada paciente. Se pueden extrapolar las dosis eficaces a partir de las curvas de respuesta a la
dosis obtenidas mediante los sistemas de ensayo con modelos animales o in vitro. Por ejemplo, una cantidad eficaz
de la composicion de la invencion se determina faciimente mediante la administracion de dosis graduales de la
composicion y mediante la observacion del efecto deseado.
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El método de tratamiento de acuerdo con esta invencién comprende la administracion por via interna o tépica, a un
paciente que lo necesita, de una cantidad terapéuticamente selectiva de una y/o de una mezcla de 7-
hidroxicromonas de una fuente Unica o de varias fuentes. La pureza de una y/o de la mezcla de 7-hidroxicromonas
incluye, pero sin limitarse a ellas, del 0,01% al 100%, segun la metodologia utilizada para obtener el o los
compuestos. En una realizacion preferente, la dosis de la 7-hidroxicromona y de las composiciones farmacéuticas
que contienen las mismas son una cantidad no téxica eficaz seleccionada por lo general en el margen de 0,01 a 200
mg/kg de masa corporal. Las personas expertas en la técnica que utilizan pruebas clinicas convencionales son
capaces de determinar las dosis 6ptimas para la dolencia concreta a tratar.

Esta descripcién incluye un método mejorado para aislar y purificar 7-hidroxicromonas a partir de plantas. El método
mejorado comprende: extraccion de la biomasa molida de una planta que contiene 7-hidroxicromona con un solo
solvente organico, o una combinacién de ellos, y/o agua; neutralizacién y concentracion del extracto neutralizado; y
purificacion de dicho extracto mediante cromatografia de poliamida o de LH-20. Tal y como se dio a conocer mas
arriba, estas 7-hidroxicromonas se pueden identificar en géneros de varias familias de plantas. EI método se puede
extender al aislamiento de estos compuestos de cualquier fuente vegetal que contiene estos compuestos.

Adicionalmente, las 7-hidroxicromonas se pueden aislar de distintas partes de la planta, que incluyen, pero sin
limitarse a ellas, la planta entera, tallos, corteza de tallos, ramitas, tubérculos, flores, frutos, raices, corteza de raices,
brotes jovenes, semillas, rizomas y partes aéreas. En una realizacion apremiante, las 7-hidroxicromonas se aislan
de las hojas enteras de Aloe ferox.

Los ejemplos siguientes se dan a conocer sélo con propésitos ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la
invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1 de referencia. Preparacion de la aloesina a partir de los exudados de Aloe ferox

Se prepard una muestra de aloesina mediante los métodos descritos en la solicitud de patente de los EE.UU. de n.°
de serie 09/792104, registrada el 6 de febrero de 2001, titulada «Method of Purification of Aloesin». Brevemente, se
aislo extracto de aloe de la hoja entera de Aloe ferox que se habia disuelto previamente en agua caliente y se habia
filtrado para retirar las particulas no disueltas. A continuacion se cargo el extracto en una columna de fase inversa y
la aloesina se eluy6 de la columna con metanol al 20-30%.

EPIC preparativa

Columna: IB SIL C18; 250 mm x 4,6 mm, tamafio de las particulas: 5 um

Fase movil: gradiente de agua/metanol: 80%/120% (20 minutos); 40%/60% (10 minutos); 80%/20% (10 minutos)
Temperatura: ambiental

Velocidad del flujo: 1 ml/min

Longitud de onda del detector: 297

Sensibilidad: 20

El producto eluye a los 8-9 minutos.

El compuesto se purificé adicionalmente mediante retrocristalizacion para producir un solido amarillo claro con una
pureza de > 95,2%.

Ejemplo 2 de referencia. Preparacion de la aloerresina A a partir de exudados de Aloe ferox

Una mezcla de exudados de aloe (35 kg) aislados de Aloe ferox, como se describe en la solicitud de patente de los
EE.UU. de n.° de serie 09/792 104, registrada el 26 de febrero de 2001, titulada «Method of Purification of Aloesiny,
que se incorpora en la presente memoria por referencia en su totalidad, se afiadié a agua caliente (200 1a 74 °C) y
se agité durante 1 hora. Se dejo reposar la solucion a temperatura ambiente durante 2 dias. Se decant6 la capa
acuosa y se extrajo de nuevo el residuo liquido grueso con agua caliente (200 | a 60 °C). Una porcién de este
extracto secundario (20 ) se concentré y se evaporoé hasta secarlo completamente.

El extracto seco (1,5 kg), que contenia el 20,1% de aloerresina A, se disolviéo en 25 | de agua DI. Se agit6 esta
solucion durante 30 minutos y se cargd directamente en una columna de poliamida preparada previamente. La
columna preparada previamente (20 cm x 100 cm) contenia 20 | de poliamida y se limpié con hidréxido de sodio
acuoso y a continuacion se acidificod con HCI acuoso. Entonces se lavo la columna con agua DI hasta una condicion
neutra antes de cargar la solucion que contenia la aloerresina A.

El material cargado se alimento por el fondo de la columna a unos 1,5 | por minuto cuando se mantenia la presion a
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10 psi. Se lavé la columna con agua (20 1) y después con una mezcla de metanol/agua (20 | de metanol al 25%). La
columna se sec6 con una bomba peristaltica. A continuacion se eluyé la aloerresina A con acetona (20 I). Se recogid
el eluyente, se analizdé y se evaporé para producir un total de 377 g de un sélido que contenia la aloerresina A al
61,5%.

Ejemplo 3 de referencia. Purificacién de la aloerresina A mediante cromatografia en columna LH-20

Un extracto seco (9,6 g), que contenia aproximadamente el 45% de aloerresina A, se disolvié en 250 ml de agua DI.
Esta solucién se cargd directamente en una columna de LH-20 preparada previamente. La columna preparada
previamente (6,0 cm x 12,0 cm) contenia 400 ml de resina LH-20 y se equilibré con 2 volumenes de la columna de
agua DI. El material a cargar se depositoé en la parte superior de la columna y se eluyé con 800 ml de metanol al
30% seguido de 600 ml de metanol al 100%. La columna se equilibré luego con 800 ml de agua DI y quedo lista para
utilizarla de nuevo. Se recogieron 38 fracciones con 50 ml en cada una. Las fracciones 1 a 14 no contenian
compuesto y se descartaron. Las fracciones 15 a 30 se combinaron y se evaporaron para proporcionar 1,43 g de
antraquinonas en una cantidad total de 4,615 g de sdlido. La aloerresina A estaba en las fracciones 31 a 36. Estas
fracciones se combinaron y se evaporaron para producir 4,05 g de aloerresina A con una pureza del 98%. La
recuperacion total del sélido a partir de la cromatografia en columna de LH-20 fue del 90,3%.

Ejemplo 4. Medicién de la capacidad de absorcién de radicales del oxigeno (ORAC) que tienen la aloerresina A y la
aloesina

A las cromonas, aloesina y aloerresina A, se les analizé su capacidad de absorcion de radicales del oxigeno (ORAC)
respecto al extracto de té verde que contenia mas del 50% de catequinas totales y mas del 25% de
epigalocatequingalato (EGCG) y extracto de semilla de uva que contenia mas del 95% de fenoles. El ensayo de
ORAC mide la disminucion de la fluorescencia de la proteina indicadora B-ficoeritrina (-PE) en funcion del tiempo,
resultado del dafio de los radicales libres. Este ensayo proporciona una medicién cuantitativa de la capacidad
antioxidante total para proteger a la B-ficoeritrina sensible a los radicales libres. Cada reaccion se calibré con Trolox,
el estandar conocido que es un analogo hidrosoluble de la vitamina E. El valor de ORAC se refiere al area de
proteccion neta bajo la curva de desaparicion de la B-ficoeritrina en presencia de un antioxidante. Los resultados del
ensayo se describen sobre la base de que 1 unidad de ORAC equivale a 1 uM de Trolox. Se disolvieron en agua
desionizada (solucién al 5% p/v) la aloerresina A (76,0% de pureza), la aloesina (95,2%), el extracto de té verde y el
extracto de semilla de uva, y se analizaron directamente con los procedimientos experimentales descritos en Cao et
al. (1994) Free Radic. Biol. Med. 16: 135-137 y Prior y Cao (1999) Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 220: 255-261. Los
resultados se presentan en la figura 4.

Ejemplo 5. Cuantificacion de la capacidad de absorcion de radicales libres (ORAC) rapida v lenta para la aloerresina
(A) y para la aloesina

La actividad antioxidante rapida se mide por el area de proteccion neta bajo la curva de desaparicion de la -
ficoeritrina en presencia de un antioxidante, el cual inhibe completamente la propagacion de los radicales libres,
hasta conseguir que sobreviva el 95% de la B-ficoeritrina. El acido ascorbico, los compuestos fendlicos libres y los
compuestos tidlicos son antioxidantes de accion rapida. La actividad antioxidante lenta se mide por el area de
proteccion neta bajo la curva de desaparicion de la B-ficoeritrina en presencia de un antioxidante, el cual inhibe la
propagacion de los radicales libres hasta conseguir que sobreviva el 50% de la B-ficoeritrina. Los flavonoides, los
carotenoides y los polifenoles son antioxidantes de accion lenta. Se disolvieron respectivamente en agua
desionizada (solucién al 5% p/v) la aloerresina A (76,0% de pureza), la aloesina (95,2%), el extracto de té verde y el
extracto de semilla de uva, y se analizaron directamente con los procedimientos experimentales descritos por Cao et
al. (1994) Free Radic. Biol. Med. 16: 135-137 y Prior y Cao (1999) Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 220: 255-261. Los
resultados se presentan en la figura 5.

Ejemplo 6. Cuantificacién de la capacidad de inhibicién de la peroxidaciéon de lipidos (LPIC) que tiene la aloerresina
A con respecto a la vitamina C vy al a-tocoferol

La capacidad de inhibicion de la peroxidacion de lipidos (LPIC) es una medida de la capacidad antioxidante que
tiene una muestra para inhibir el inicio y la propagaciéon de una reaccién espontdnea de peroxidaciéon de lipidos. El
malonildialdehido (MDA) es uno de los principales subproductos de la peroxidacion de lipidos y se suele utilizar para
medir la magnitud de la peroxidacion de lipidos. La concentracién del MDA se midié mediante la reaccion del acido
tiobarbitarico. La aloerresina A (pureza del 76,0%), la vitamina C y el a-tocoferol se disolvieron en un tampon fosfato
en solucion salina a cuatro concentraciones diferentes (5 mg/ml, 10 mg/ml; 25 mg/ml y 50 mg/ml) y después se
analizaron directamente con los procedimientos experimentales descritos por Stocks et al. (1974) Clinical Sci. Mol.
47:215-222, y Yu y Lee, patente de los EE.UU. n.° 5 939 395. Los resultados se presentan en la figura 6.

Ejemplo 7. Mejora de la capacidad de absorcién de radicales libres (ORAC) para una bebida MetaBerry al anadirle la
aloerresina A

Con los métodos descritos en el ejemplo 3 se determind que una bebida de frutas obtenida de Oasis Wellness
Network tenia un valor de ORAC de 3,129/0z. Se aiadi6 aloerresina A, que contenia aloerresina A al 76,0%, a 40 ml
de la bebida (lote n.° 0612, exp. 11-02) para producir una concentracion final de aloerresina A de 5 mg/ml y de 15
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mg/ml en la solucidn, respectivamente. A continuacion se analizo el valor de ORAC total de estas muestras respecto
al producto en ausencia de la aloerresina A mediante los procedimientos experimentales ilustrados que se describen
en Cao et al. (1994) Free Radic. Biol. Med. 16: 135-137 y Prior y Cao (1999) Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 220: 255-
261). Los resultados se presentan en la figura 7.

Ejemplo 8. Mejora de la capacidad de inhibicién de la peroxidacién de lipidos (LPIC) para un producto antioxidante al
anadirle la aloerresina A

Un producto antioxidante en forma de comprimido formulado obtenido de Oasis Wellness Network se molié y mezclo
con una muestra de aloerresina A (pureza al 76,0%) a una concentracion final equivalente a 50 mg/comprimido y
250 mg/comprimido, respectivamente. A continuacion se analiz6 la capacidad de inhibicion de la peroxidacion de
lipidos (LPIC) de estas muestras y se compararon con la del producto sin la aloerresina A, mediante los
procedimientos experimentales descritos por Stocks et al. (1974) Clinical Sci. Mol. 47: 215-222 y Yu y Lee, patente
de los EE.UU. n.° 5 939 395. Los resultados del ensayo se ilustran en la figura 8.
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REIVINDICACIONES

1. 7-Hidroxicromona o mezcla de 7-hidroxicromonas cuya estructura es la siguiente:

en la que:
R1 es un grupo oxoalquilo u oxoalquenilo; y

R y R3; se seleccionan independientemente el uno del otro entre el grupo que consiste en -H, -OH, alquilo,
oxoalquilo, oxoalquenilo, hidroxialquilo, hidroxialquenilo, un éster seleccionado entre el grupo que consiste en galato,
acetato, ésteres de cinamoilo y de hidroxicinamoilo, ésteres de trihidroxibenzoilo y ésteres de cafeoilo; un glucésido
de carbono, de oxigeno, de nitrogeno o de azufre de uno solo o de una combinacién de varios azUcares
seleccionados entre el grupo que consiste en aldopentosas, metilaldopentosa, aldohexosas, cetohexosa;

en la que dicho grupo alquilo es una cadena lineal y/o ramificada que tiene entre 1 y 20 atomos de carbono con y/o
sin dobles enlaces en diferentes posiciones;

para la utilizacion en un método de tratamiento de una enfermedad o afecciéon mediada por las ERO seleccionada
entre el grupo que consiste en arterioesclerosis, cardiopatias coronarias, cataratas, demencia, enfermedad de
Alzheimer, disfuncién cognitiva, diabetes sacarina, cancer y melanoma.

2. 7-Hidroxicromona para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que Rz es alquilo; y

Rs es un éster seleccionado entre el grupo que consiste en galato, acetato, ésteres de cinamoilo y de
hidroxicinamoilo, ésteres de trihidroxibenzoilo y ésteres de cafeoilo; un glucésido de carbono, de oxigeno, de
nitrégeno o de azufre de uno solo o de una combinacién de varios azlcares seleccionados entre el grupo que
consiste en aldopentosas, metilaldopentosa, aldohexosas, cetohexosa.

3. 7-Hidroxicromona para utilizacion de acuerdo con la reivindicaciéon 1 o la reivindicacion 2, que se selecciona
entre aloesina o aloerresina A.

4. 7-Hidroxicromona para utilizaciéon de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que se
obtiene mediante sintesis organica.

5. 7-Hidroxicromona para utilizaciéon de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que se
obtiene de una planta o de parte de una planta.

6. 7-Hidroxicromona para utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que dicha planta se selecciona
entre el grupo que consiste en los géneros Acacia, Adina, Aloe, Alternaria, Amoora, Antidesma, Artemisia, Baeckia,
Cassia, Clusea, Cnidium, Convolvulus, Epimedium, Eriosema, Eriostemon, Eugenia, Garcinia, Hypericum,
Lindenbergia, Pancratium, Penicillium, Polygonum, Ptaeroxylon, Rheum, Sophora, Stephanitis, Syzygium,
Talaromyces y Zonaria.

7. 7-Hidroxicromona para el utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que dicha planta se selecciona
entre el grupo que consiste en Acacia catechu, Acacia concinna, Aloe arborescens, Aloe barbadensis, Aloe
cremnophila, Aloe ferox, Aloe saponaria, Aloe vera, Aloe vera var. chinensis, Antidesma membranaceum, Artemisia
capillaries, Baeckia frutescens, Epimedium sagittatum, Garcinia dulcis, Hypericum japonicum, Polygonum
cuspidatum, Sophora tomentosa y Stephanitis rhododendri.

8. 7-Hidroxicromona para utilizacion de acuerdo con la reivindicacién 5, en la que dicha parte de la planta se
selecciona entre el grupo que consiste en tallos, corteza de tallos, troncos, corteza de troncos, ramitas, tubérculos,
raices, corteza de raices, brotes jovenes, semillas, rizomas, flores y otros drganos reproductores, hojas y otras
partes aéreas.

9. 7-Hidroxicromona para utilizaciéon de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que
dicho antioxidante actua a través de la supresién simultanea de la generacion de radicales libres y la supresion de la
produccién de especies reactivas del oxigeno (ERO).

10. Utilizacion de una 7-hidroxicromona o de una mezcla de 7-hidroxicromonas cuya estructura es la siguiente:
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en la que:
R1 es oxoalquilo u oxoalquenilo; y

R2 y Rs; se seleccionan independientemente el uno del otro entre el grupo que consiste en -H, -OH, alquilo,
oxoalquilo, oxoalquenilo, hidroxialquilo, hidroxialquenilo; un éster seleccionado entre el grupo que consiste en galato,
acetato, ésteres de cinamoilo y de hidroxicinamoilo, ésteres de trihidroxibenzoilo y ésteres de cafeoilo; un glucésido
de carbono, de oxigeno, de nitrégeno o de azufre de uno solo o de una combinacién de varios azlcares
seleccionados entre el grupo que consiste en aldopentosas, metilaldopentosa, aldohexosas, cetohexosa;

en la que dicho grupo alquilo es una cadena lineal y/o ramificada que tiene entre 1 y 20 atomos de carbono con y/o
sin dobles enlaces en diferentes posiciones;

en la preparacion de un producto para la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades y afecciones mediadas por
las ERO seleccionadas entre el grupo que consiste en arterioesclerosis, cardiopatia coronaria, cataratas, demencia,
enfermedad de Alzheimer, disfuncién cognitiva, diabetes sacarina, cancer y melanoma.

1. Utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 10, en la que R es alquilo; y

Rs es un éster seleccionado entre el grupo que consiste en galato, acetato, ésteres de cinamoilo y de
hidroxicinamoilo, ésteres de trihidroxibenzoilo y ésteres de cafeoilo; un glucésido de carbono, de oxigeno, de
nitrégeno o de azufre de uno solo o de una combinacion de varios azucares seleccionados entre el grupo que
consiste en aldopentosas, metilaldopentosa, aldohexosas, cetohexosa.

12. Utilizacion de acuerdo con la reivindicacion 10 o la reivindicaciéon 11, en la que la 7-hidroxicromona es
aloesina o aloerresina A.

13. Utilizacion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, en la que el producto comprende
del 0,01% al 100% de la 7-hidroxicromona.

14. Utilizacion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, en la que el producto se administra
a una dosis seleccionada en el margen de 0,01 a 200 mg/kg de masa corporal.

15. Utilizacion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14, en la que las vias de
administracion se seleccionan entre el grupo que consiste en las administraciones por las vias oral, topica,
intravenosa, intradérmica, intragastrica, intramuscular, intraperitoneal e intravenosa, y mediante un supositorio, en
una férmula farmacéutica apropiada.

16. Utilizacion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 15, en la que dicho producto
comprende un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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