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DESCRIPCION
Proceso de preparacion de una fraccion anti-microbiana a partir de Juglans regia
Campo técnico

Esta invencion se refiere a un proceso para preparar ingrediente(s) activo(s) de la composicion de la presente
invencién, incluyendo, por ejemplo, la extracciéon del o de los ingredientes activos de un producto natural.

Técnica anterior

Los productos para el cuidado de la salud que contienen uno o mas compuestos biolégicamente activos que existen
en la naturaleza son muy conocidos. La presente invencién se refiere a uno 0 mas compuestos biolégicamente
activos que pueden obtenerse de una parte (por ejemplo, la raiz) de una variedad (variedad cultivada) de una
especie del género Juglans L., que es un miembro de la familia de plantas conocida como Juglandaceae (también
referida como la “familia del nogal”). El género Juglans L. contiene mas de diez especies, incluyendo, por ejemplo,
Juglans ailanthifolia Carr. (nogal japonés P), Juglans boliviana (C. DC.), Dode (nogal boliviano P), Juglans californica
S. Wats. (nogal del sur de California P), Juglans cinerea L. (nogal ceniciento P), y Juglans neotropica Diels (nogal de
los Andes P).

Otra de las especies del género Juglans L. es Juglans regia L., referida en la presente memoria como “J. regia L.”
Existen numerosas variedades de nogales que son miembros de la especie J. regia L., por ejemplo, los nogales
cultivados en varias areas geograficas en todo el mundo, incluyendo, por ejemplo, en América del Norte y del Sur,
Asia, Europa y Africa. Una fuente del material biolégicamente activo de la presente invencién incluye partes de
variedades seleccionadas, como se describe mas adelante, de la especie de nogal J. regia L.

Descripcion de la invencion

Segun la presente invencion, se proporciona un proceso segun la reivindicacion 1 para extraer de una parte de una
variedad de la especie de nogal J. regia L. un extracto biolégicamente activo que comprende tratar la parte con un
disolvente acuoso bajo condiciones de extracciéon y durante un periodo de tiempo suficiente para extraer de la parte
una disolucion acuosa que contiene en forma disuelta el extracto, en el que la variedad de J. regia L. se selecciona
del grupo que consiste en nogales cultivados en Marruecos, Espafa, Turquia, Afganistan, sur de Rusia, India, China,
Grecia, Chile, Iran, Japon, Tunez, Argelia, Francia, Portugal, Sureste de Asia, Bangladesh, Bahrein, Iraq, Israel,
Jordania, Kuwait, Libano, Oman, Qatar, Siria, Emiratos Arabes Unidos (UAE), Yemen, Chipre, Armenia, Azerbaiyan,
Georgia, Libia, Egipto, Sudan, Mauritania, Mali, Niger, Nigeria, Chad, y Etiopia, o dichos arboles cultivados en otras
areas geograficas. El término “extracto biolégicamente activo” significa un extracto en el que cualquier parte de éste
tiene uno o mas de un efecto fisioldgico, quimico, farmacoldgico o bioldgico en el conjunto de un organismo o en una
parte especifica de un organismo o célula.

El disolvente acuoso usado para extraer el extracto bioldégicamente activo comprende una gran cantidad de agua,
como se describe mas adelante en la presente memoria.

De forma preferida, el extracto biolégicamente activo se obtiene de una parte del nogal marroqui, preferiblemente de
la corteza o raiz de éste.

La presente invencién describe el suministro de una composicion biolégicamente activa que contiene una cantidad
eficaz de uno o mas compuestos presentes en el extracto bioldgicamente activo mencionado anteriormente,
incluyendo, por ejemplo, composiciones que son capaces de funcionar como agentes anti-microbianos o agentes
anti-fuingicos o agentes anti-cancerosos. Una forma ejemplar de la composicion que se cree que se usara
ampliamente es un enjuague bucal que contiene el extracto biolégicamente activo, particularmente un enjuague
bucal no alcohdlico.

Descripcion breve de los dibujos

Lo siguiente son dibujos que son ilustrativos de realizaciones de la invencién y dibujos que contienen informacion
comparativa.

La FIG. 1 representa una traza de cromatografia liquida de alta presion (de aqui en adelante “HPLC”) de un extracto
biolégicamente activo preparado segun la presente invencion a partir de la raiz de un nogal marroqui..

La FIG. 2 representa una traza de HPLC de una mezcla de 5-hidroxi-1,4-naftoquinona y un extracto biolégicamente
activo preparado segun la presente invencion a partir de la raiz de un nogal marroqui.

La FIG. 3 representa una traza de HPLC de una mezcla de acido tanico y un extracto biolégicamente activo
preparado segun la presente invencion a partir de la raiz de un nogal marroqui.

La FIG. 4 representa una traza de HPLC de un extracto biolégicamente activo preparado segun la presente
invencion a partir de la raiz de un nogal marroqui.
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La FIG. 5 representa una traza de HPLC de un extracto preparado a partir de la raiz de un nogal cultivado en Arabia
Saudita y que pertenece a la especie J. regia L.

Mejor modo para llevar a cabo la invencion

Una fuente del extracto biolégicamente activo de la presente invencion comprende una o mas partes de arbol de
variedades seleccionadas de las especies de nogal J. regia L. Aunque existen otras variedades de nogales de la
especie J. regia L., los ejemplos de variedades de J. regia L. para uso en la presente invencién son nogales que se
cultivan en los siguientes paises o regiones: Marruecos, Espafia, Turquia, Afganistan, sur de Rusia, India, China,
Grecia, Chile, Iran, Japon, Tunez, Argelia, Francia, Portugal, sureste de Asia, Bangladesh, Bahrein, Iraq, Israel,
Jordania, Kuwait, Libano, Oman, Qatar, Siria, Emiratos Arabes Unidos (UAE), Yemen, Chipre, Armenia, Azerbaiyan,
Georgia, Libia, Egipto, Sudan, Mauritania, Mali, Niger, Nigeria, Chad, y Etiopia, o dichos arboles cultivados en otras
areas geograficas. La especie de nogal J. regia L. también es conocida como el nogal “inglés”, el nogal “de los
Carpatos” y como el nogal “persa”.

Una fuente preferida del material bioldgicamente activo para uso en la composiciéon de la presente invencién es una
parte del nogal marroqui, que incluye arboles cultivados que cubren un area de aproximadamente 7.600 Ha en
Marruecos. Se ha indicado que mas de la mitad de las plantaciones son plantulas que resultan del modo
predominante de propagacion de semillas conocido por los agricultores. Los arboles se cultivan en areas montafiosas
y remotas entre 800 y 1.800 m por encima del nivel del mar y bajo entornos diferentes que incluyen nogales
cultivados que han resultado en la presencia de variabilidad genética. Usando el Analisis de Componente Principal en
un total de 39 rasgos de nuez, grano y vegetativos en Marruecos, se han estudiado 55 plantulas de nogal marroqui y
siete variedades y selecciones francesas. Los resultados muestran que la variabilidad genética existente se
manifiesta por la longitud y diametro de los brotes, tamafio de la nuez y pesos del grano y la cascara. Los genotipos
del norte de Marruecos (Montafias Rif) parecen representar un ecotipo separado caracterizado por un habito de
produccién de fruto lateral y frutos pequefios. El germoplasma marroqui mostré frutos mas pequefios, granos mas
secos, yemas con mayor proporcion de fracaso y menor potencial de produccion de frutos comparado con el
germoplasma francés.

La corteza de los nogales marroquies es dulce y no comparte el sabor amargo agrio y/o olor de otras variedades de
nogal; éstas son caracteristicas distintivas del nogal marroqui.

Las partes preferidas del nogal para uso en la presente invencion son las raices y corteza de los arboles, lo mas
preferiblemente las raices de los arboles. Como se describe con detalle mas adelante, las partes se convierten
preferiblemente en un polvo machacando o moliendo antes de tratarlas con el disolvente acuoso para extraer de ellas
los ingredientes activos.

Cualquier método adecuado que implica el uso del disolvente acuoso de la presente invencion puede usarse para
extraer los ingredientes bioldgicamente activos solubles en agua de las partes de los nogales mencionados
anteriormente. Las condiciones de la extraccion deben llevarse a cabo durante un periodo de tiempo suficiente para
producir un extracto liquido que contiene aproximadamente 20% en peso del extracto biolégicamente activo disuelto
en el disolvente acuoso. (A no ser que se indique otra cosa, “% en peso”, tal y como se usa en la presente memoria,
significa porcentaje en peso basado en el peso total de la composicion). Preferiblemente, el extracto biolégicamente
activo comprende aproximadamente 20% en peso de la disolucién acuosa, por ejemplo 20 kg del extracto disuelto en
100 L de disolucion acuosa.

Cualquier forma adecuada de la parte del nogal puede usarse en la extraccién, por ejemplo, porciones de la parte. De
forma preferida, la parte del nogal se seca y se reduce a un polvo, por ejemplo, por una operacion de molienda o
pulverizacién que implica someter a las raices o corteza del nogal a molienda o machaqueo hasta particulas que
pueden variar de tamafio en un rango relativamente amplio. Preferiblemente, se usa un polvo de particulas finas y el
polvo se macera con el disolvente acuoso.

El disolvente acuoso para uso en la extraccion comprende al menos aproximadamente 70% en peso de agua,
preferiblemente al menos aproximadamente 90% en peso de agua, lo mas preferiblemente aproximadamente 100%
en peso de agua. Como la concentracion de agua que comprende el disolvente acuoso esta reducida, se reduce la
eficacia bioldgica del extracto que se obtiene del tratamiento con cantidades menores de agua en el disolvente
acuoso.

Debe apreciarse que el disolvente acuoso que se usa para preparar el extracto biolégicamente activo de la presente
invencion es significativamente diferente de la saliva que tiene una composicion Unica. Por ejemplo, la saliva es un
material relativamente viscoso que contiene enzimas y tiene un pH que de media es aproximadamente 6 a
aproximadamente 6,5. El agua, por ejemplo, agua desionizada, tiene un pH que de media es aproximadamente 4,5 a
aproximadamente 5, tiene una viscosidad menor que la saliva y no contiene las enzimas presentes en la saliva.

Un disolvente acuoso que comprende menos de aproximadamente 100 por ciento de agua puede incluir un material
que funciona como un co-disolvente. Un ejemplo de dicho material es un alcohol tal como, por ejemplo, etanol o
metanol. El disolvente acuoso puede comprender aproximadamente 90% en peso de agua y aproximadamente 10%
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en peso de alcohol. El disolvente acuoso puede comprender aproximadamente 70% en peso de agua y
aproximadamente 30% en peso de alcohol.

La extraccion debe realizarse bajo condiciones de temperatura que reduzcan la tendencia de los ingredientes
bioldgicamente activos que comprenden el extracto de descomponerse. Se recomienda que la temperatura del
disolvente acuoso no sea mayor de aproximadamente 60°C y preferiblemente en el rango de aproximadamente 4°C a
aproximadamente 20°C. Cuando el disolvente acuoso tiene una temperatura distinta de la ambiente o temperatura
ambiente (aproximadamente 23°C), puede usarse un equipo para refrigeracién o calentamiento para disminuir o
elevar la temperatura del disolvente hasta la temperatura de operacién deseada.

Las condiciones de extraccion que implican poner en contacto las partes del nogal con el disolvente acuoso a la
temperatura deseada deben llevarse a cabo durante un periodo de tiempo suficiente para producir una disolucion
acuosa que tiene la concentracion deseada del extracto biolégicamente activo disuelto, por ejemplo,
aproximadamente 20% en peso. Puesto que los materiales bioldgicamente activos solubles en agua que comprenden
el extracto estdn presentes en la parte del nogal en cantidades muy pequefas, por ejemplo, menos de
aproximadamente 10% en peso, se necesitan cantidades relativamente grandes de disolvente acuoso y periodos de
tiempo relativamente largos para llegar a la concentracién deseada de extracto en la disolucién acuosa concentrada
que se produce por la extraccion. Por ejemplo, en el tratamiento de las raices de un nogal marroqui,
aproximadamente 1.000 kg de las raices pueden tratarse durante un periodo de aproximadamente 100 dias con un
disolvente acuoso que comprende sustancialmente todo agua a una temperatura de aproximadamente 4°C para
producir una disolucién acuosa concentrada del extracto que comprende aproximadamente 20% en peso de extracto
biolégicamente activo. Las condiciones de la extraccion pueden incluir tratar la parte con el disolvente acuoso a una
temperatura del disolvente de aproximadamente 4°C a aproximadamente 20°C durante un periodo de tiempo
suficiente para extraer de la parte una disoluciéon acuosa que contiene en forma disuelta al menos aproximadamente
20% en peso del extracto biolégicamente activo. Las condiciones de la extraccion pueden incluir tratar la parte con el
disolvente acuoso a una temperatura del disolvente de aproximadamente 4°C durante un periodo de tiempo suficiente
para extraer de la parte una disolucion acuosa que contiene en forma disuelta al menos aproximadamente 20% en
peso del extracto biolégicamente activo

Un proceso recomendado para proporcionar la disolucién acuosa concentrada del extracto implica un proceso con
multiples etapas en el que un polvo de la parte del nogal se mezcla con el disolvente acuoso durante un periodo de
tiempo prolongado (por ejemplo, uno a dos dias) después de lo cual la disoluciéon acuosa resultante (de aqui en
adelante "disoluciéon 1") se separa del polvo (de aqui en adelante "residuo en polvo") con prensado. El residuo en
polvo que contiene ingredientes activos solubles en agua “sobrantes” se pone en contacto con disolvente acuoso
adicional durante un periodo de tiempo prolongado (por ejemplo uno a dos dias) con agitacién, después de lo cual el
disolvente acuoso se separa del polvo de residuo con prensado y la disolucidon acuosa resultante que contiene los
ingredientes biolégicamente activos disueltos se afiade a la “disolucion 1” mencionada anteriormente junto con una
cantidad adicional de polvo de la parte del nogal. Estas diferentes etapas pueden repetirse hasta que se obtiene la
cantidad deseada de extracto biolégicamente activo. El extracto en forma de polvo solido puede recuperarse de la
disoluciéon evaporando el disolvente liquido. Antes de la evaporacion, la disolucion puede filtrarse, segin pueda
necesitarse, para eliminar de ella impurezas solidas.

La invencion incluye en su alcance el uso de compuestos que comprenden el extracto biolégicamente activo,
incluyendo compuestos que comprenden la fraccion anti-microbiana del extracto y formas sintéticas de dichos
compuestos, esto es, dichos compuestos preparados por sintesis apropiada.

El Ejemplo No. 1 siguiente describe un proceso preferido para preparar un extracto biolégicamente activo preferido de
la presente invencion. La FIG. 1 es una traza de HPLC del extracto preferido. La traza incluye aproximadamente 75
fracciones que representan compuestos contenidos en el extracto. El extracto que es el sujeto de la traza de la FIG. 1
puede usarse en una composicion anti-cancerosa como se describe mas adelante.

La traza de la FIG. 1 también incluye la identificacion de la fraccién anti-microbiana del extracto, como se describe
mas adelante. La fraccion anti-microbiana puede separarse del extracto por cromatografia liquida como se describe
en el Ejemplo No. 2 mas adelante y puede usarse en composiciones anti-microbianas como se describe mas
adelante.

Como se describe en el Ejemplo No. 1, el extracto biolégicamente activo se obtuvo de las raices del nogal marroqui.
El procedimiento de HPLC que se uso para llegar a la traza de “extracto” de la FIG. 1 se describe mas adelante en la
presente memoria. Se diluyd una muestra de 4,9 ml de la disolucién al 20% en peso del extracto del Ejemplo No. 1
hasta 100 ml con agua destilada. La cromatografia se realizé6 usando una columna C18 (Vydac C18 (218TP54),
4,6 x 250 mm). La columna se equilibré con 0,1% TFA-Agua (v/v) (Tampon A) y el concentrado se eluyé con 0,1%
TFA-60% acetonitrilo-agua (v/v) (Tampdén B) a 1,2 mL/minuto con un gradiente de 0% B durante 10 minutos, 0-100%
B en 100 minutos. La elucién se monitorizd por absorbancia a 254 nm, como se produjo la traza de la FIG. 1.

Las 75 fracciones mostradas en la traza de la FIG. 1 y en la forma de disoluciones liquidas se aislaron, se evaporaron
y se pesaron antes de analizar para actividad microbiana. Las muestras de cada una de las fracciones se
resuspendieron en agua hasta una concentracion normalizada de 1 mg/ml. De las 75 fracciones ensayadas, 17
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fracciones mostraron algun nivel de actividad anti-microbiana. Las fracciones Nos. 34 y 35 mostraron una inhibicion
fuerte (R=9 a 11 mm, para E. coli), la fraccion No. 36 mostrd una inhibicion de potencia intermedia (R=3 a 5 mm) y las
fracciones Nos. 1, 2, 26, 32, 37, 40, 46, 47, 49, 58, 59, 60, 67, y 70 mostraron una inhibiciéon débil (R<3 mm). Las 17
fracciones mencionadas anteriormente se refieren en la presente memoria como la “fracciéon anti-microbiana” del
extracto de la presente invencion. Los compuestos que comprenden las fracciones Nos. 34, 35, y 36 se prefrieren
para uso en aplicaciones anti-microbianas.

La fraccidon anti-microbiana de la presente invencion puede usarse para formular composiciones que son eficaces
para tratar afecciones que implican infecciones microbianas. La infeccién microbiana puede estar presente en un ser
humano u otros mamiferos o no mamiferos. Como es evidente en la seccion de Ejemplos de la presente memoria, la
fraccidn anti-microbiana es eficaz para inhibir el crecimiento de una variedad de cepas bacterianas. Los ejemplos de
composiciones en las que puede usarse la fraccion anti-microbiana incluyen enjuague bucales, aplicaciones tépicas
anti-bacterianas, y cualesquiera otras afecciones o enfermedades que implican infeccién microbiana que puede
aliviarse por el uso de la fraccién anti-microbiana de la presente memoria. Puede usarse cualquier forma adecuada de
la composicién. Los ejemplos de dichas formas son una disolucion acuosa, una crema, jabon, pomada, gel, polvo
hidratado y un comprimido. La composicion puede administrarse en cualquier forma adecuada, por ejemplo, por
administracion oral, por administracién topica, tal como por el uso de un parche o pulverizador, o por cualquier otro
modo de sistema de administracion que presente la composicion al microbio en cuestién. La composicion anti-
microbiana comprende tipicamente otros ingredientes, por ejemplo, estabilizadores, tensioactivos, colorantes,
fragancias y anti-microbianos adicionales o cualquier ingrediente necesario para hacer una formulacion final deseada
y adecuada para los usos indicados anteriormente.

La fraccion anti-microbiana debe estar presente en la composiciéon en una cantidad eficaz para impedir el crecimiento
del microbio. La cantidad dependera generalmente de varios factores, incluyendo, por ejemplo, la naturaleza de la
cepa bacteriana y su resistencia y el sitio de la infeccién. Se cree que para la mayoria de las aplicaciones, la cantidad
de la fraccidon anti-microbiana comprendera de aproximadamente 1 a aproximadamente 100% en peso de la
composicion, preferiblemente de aproximadamente 10 a aproximadamente 20% en peso de la composicion.

Se cree que una forma usada popularmente de la fracciéon anti-microbiana de la presente invencion sera en
composiciones de enjuague oral, incluyendo enjuagues bucales, que no tienen alcohol o sustancialmente no tienen
alcohol, esto es, la concentracion de alcohol no es mayor de aproximadamente 0,1% en peso. Un aventaja asociada
con el uso de dichas composiciones es que se consideran mas sanas que las composiciones que contienen alcohol.

Como se ha mencionado anteriormente, el extracto biolégicamente activo que contiene la fraccion anti-microbiana de
la presente invencion puede usarse para tratar infecciones fungicas. La infeccién fungica puede estar presente en un
ser humano u otros mamiferos o no mamiferos. Pueden tratarse varios tipos de infecciones fungicas. Los ejemplos de
infecciones fungicas comunes que pueden tratarse son aquellas causadas por: Candida albicans, Malassezia furfur,
Madurella mycetomatis, Paracoccidioides brasiliensis, Coccidiodes immitis, Cryptococcus neoformans, y Aspergillus
fumigatus. La seccion de Ejemplos de la presente memoria incluye datos experimentales que muestran el tratamiento
eficaz de Candida albicans.

Los ejemplos de composiciones en las puede usarse el extracto biol6gicamente activo incluyen enjuagues bucales,
enjuagues anti-fungicos orales y vaginales, aplicaciones anti-fingicas tépicas, y cualesquiera otras afecciones o
enfermedades que implican infecciones fungicas que pueden aliviarse por el uso del extracto biolégicamente activo de
la presente memoria. Puede usarse cualquier forma adecuada de la composicién. Los ejemplos de dichas formas son
una disoluciéon acuosa, una crema, jabon, pomada, gel, polvo hidratado y un comprimido. La composicion puede
administrarse en cualquier forma adecuada, por ejemplo, por administracion oral, por administracion topica, tal como
por el uso de un parche o pulverizador, o por cualquier otro modo de sistema de administracion que presente la
composicion al hongo en cuestién. La composiciéon anti-fingica comprende tipicamente otros ingredientes, por
ejemplo, estabilizadores, tensioactivos, colorantes, fragancias y anti-fungicos adicionales o cualquier ingrediente
necesario para hacer una formulacion final deseada y adecuada para los usos indicados anteriormente.

El extracto bioldgicamente activo debe estar presente en la composicion en una cantidad eficaz para impedir el
crecimiento del hongo. La cantidad dependerda generalmente de varios factores, incluyendo, por ejemplo, la
naturaleza de la cepa fungica y su resistencia y el sitio de la infeccion. Se cree que para la mayoria de las
aplicaciones, la cantidad del extracto biolégicamente activo comprendera de aproximadamente 1 a aproximadamente
100% en peso de la composicion.

Como se ha mencionado anteriormente, el extracto biolégicamente activo que contiene la fraccién anti-microbiana de
la presente invencion puede usarse para tratar cancer. El cancer puede estar presente en un ser humano u otros
mamiferos o no mamiferos. Pueden tratarse varios tipos de cancer (véase internet, www.nci.nih.gov. Lista de A a Z de
Canceres). Los ejemplos de tipos de cancer comunes que pueden tratarse son: cancer de vejiga; cancer de mama;
cancer de colon y rectal; cancer endometrial; cancer de rifion (cancer renal); leucemia; cancer de pulmén; melanoma;
linfoma no de Hodgkin; cancer de prdstata; cancer pancreatico. El ejemplo referencia 5 incluye datos experimentales
que muestran el tratamiento eficaz de células de cancer de mama.
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El extracto se administra en una cantidad suficiente para impedir el desarrollo inicial o continuado del cancer; puede
administrarse durante un periodo de tiempo suficiente para parar el crecimiento de las células cancerosas o para
matar a las células cancerosas. Tal y como se usa en la presente memoria, el término “cantidad suficiente” significa
una cantidad que es eficaz para inducir la muerte o parar el crecimiento de las células cancerosas. El extracto debe
administrarse segun un régimen de dosificacion deseado para proporcionar la actividad terapéutica deseada. Debe
apreciarse que la dosificacion y los regimenes de dosificacién adecuados dependeran de varios factores, incluyendo,
por ejemplo, el cancer particular que se esta tratando, la gravedad de la afeccién y la salud general, edad y peso del
sujeto.

El extracto puede administrarse en una dosis Unica o en una serie de dosis. Las dosificaciones ejemplares estan en le
rango de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 1.000 mg/kg de peso corporal por dosificacion.

Aunque el extracto biolégicamente activo puede administrarse sin mezclar, se administra preferiblemente en la forma
de una composicion farmacéutica que contiene uno o mas excipientes del tipo conocido por los expertos en la técnica.
Pueden usarse cualesquiera formas adecuadas de la composicion. Los ejemplos de dichas formas son una disolucion
acuosa, pastilla, capsula y un comprimido. La composicion puede administrarse por administracion oral, o por
cualquier otro modo de sistema de administracion que presente la composicion a las células cancerosas en cuestion.
La composicién puede contener cualesquiera vehiculos o diluyentes adecuados, por ejemplo, disolventes, medios de
dispersioén, rellenos, vehiculos solidos, recubrimientos, agentes anti-fungicos y anti-bacterianos, agentes de
penetracion dérmica, tensioactivos, agentes isotdnicos y de absorcion y semejantes. Debe entenderse que la
composicion también puede incluir otros agentes biolégicamente activos adicionales.

El extracto biolégicamente activo también puede incluirse en una composicién alimenticia para administracion al
sujeto. La composicién alimenticia puede producirse usando varios materiales alimenticios adecuados. Los ejemplos
de materiales alimenticios son arroz, trigo, maiz, patata, batata, harina de soja, harina de alga marina (laminaria,
wakame (Undaria pinnatifida), agar-agar, etc.), almidon, jarabe, lactosa, glucosa, fructosa, sacarosa, manitol y
semejantes. Estos materiales pueden usarse solos o en combinacién adecuada entre si. La composicion alimenticia
puede prepararse en una forma deseada, si es necesario, afiadiendo agua o semejantes. Ademas, pueden anadirse
adecuadamente agentes saporiferos, agentes colorantes, agentes edulcorantes, aceites comestibles, vitaminas y
semejantes a la composicion alimenticia.

La FIG. 2 de la presente memoria contiene informacion que muestra que un compuesto de la técnica anterior que se
indica que tiene propiedades germicidas y que se obtiene de parte de un nogal no es un compuesto que esta
contenido en la fraccién anti-microbiana de la presente invencién. EI compuesto de la técnica anterior es 5-hidroxi,1,4-
naftoquinona (de aqui en adelante por conveniencia “la quinona”) que se describe en la Patente U.S. No. 5.137.717
de Wixforth como que tiene propiedades germicidas y que se describe para uso en varios tipos de preparaciones anti-
germicidas, por ejemplo, un enjuague bucal. La patente de Wixforth describe que la quinona esta presente en un
extracto que se obtiene de una parte de una planta (por ejemplo, la corteza de un arbol) que pertenece a la familia
Juglandaceae y el género Juglans L., por ejemplo, las especies J. regia L. y J. nigra L. La patente de Wixforth no
identifica ninguna variedad de nogal que pertenezca a las especies mencionadas anteriormente; los ejemplos de la
patente se refieren generalmente al uso de raiz o corteza de J. regia L. para obtener la quinona. La extraccion usada
para obtener la quinona se describe en la patente como que implica el uso de un agente de extraccion que
comprende 70% a 100% de etanol y 0% a 30% de agua.

La FIG. 2 es una traza de HPLC de la fraccion anti-microbiana de la presente invencidon como se describe en el
Ejemplo No. 1 mas adelante mezclada con la quinona. La cromatografia se realizé usando una columna C18 (Vydac
C18 (218TP54), 4,6 x 250 mm). La columna se equilibré con 0,1% TFA-Agua (v/v) (Tampodn A) y el concentrado se
eluyé con 0,1.% TFA-60% acetonitrilo-agua (v/v) (Tampén B) a 1.2 mL/minuto con un gradiente de 0% B durante 10
minutos, 0-100% B en 100 minutos. La elucién se monitorizé por absorbancia a 210 nm. La traza muestra que
5-hidroxi-1,4-naftoquinona eluye en estas condiciones a los 47,11 minutos y no esta contenida en la fraccion anti-
microbiana de la presente invencion que eluye en estas condiciones a los 23,5 a 31,5 minutos.

La FIG. 3 de la presente memoria contiene informaciéon que muestra que un extracto de la técnica anterior que puede
obtenerse por el uso de un disolvente acuoso a partir de la parte de un nogal de la especie J. regia L. es un extracto
que es diferente de la fraccién anti-microbiana de la presente invencion. El extracto de la técnica anterior comprende
tanino que se describe en la solicitud de patente europea publicada EP 1 323 354 como que puede extraerse por el
uso de un disolvente acuoso de partes de un nogal que pertenece a la especie J. regia L. El extracto se describe
como que tiene la capacidad de afectar la composicién de microorganismos en el canal intestinal en animales
monogastricos. La solicitud europea publicada no identifica la variedad de nogal que es la fuente del extracto.

La FIG. 3 es una traza de HPLC de una fracciéon anti-microbiana de la presente invencién como se describe en el
Ejemplo No. 1 mas adelante mezclada con acido tanico. La informacion en la traza se obtuvo por el uso de un
procedimiento que es similar al procedimiento descrito anteriormente en conexién con la traza de la FIG. 2, excepto
que la elucién se monitorizé por absorbancia a 254 mm. El acido tanico se obtuvo de Sigma Aldrich (Missouri, EEUU),
producto No. T-0200 y se us6 sin ninguna purificacion. La traza muestra que el acido tanico esta compuesto por
varias fracciones y que las fracciones activas del extracto biolégicamente activo de la presente invencion no estan
contenidas en las fracciones del acido tanico.
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Una comparacion de las trazas de las FIGS. 4 y 5 de la presente memoria muestra que existe una diferencia en la
preparacion del extracto bioldgicamente activo de la presente invenciéon (FIG. 4) y un extracto obtenido de una
variedad de nogal que no esta en el alcance de la presente invencién, esto es, un nogal cultivado en Arabia Saudita.
El extracto que es el sujeto de la traza de la FIG. 4 es el Extracto del Ejemplo No. 1 mas adelante. El extracto de la
traza de la FIG. 5 se prepar6 usando los procedimientos del Ejemplo No. 1 mas adelante, excepto que el extracto se
obtuvo de un nogal cultivado en Arabia Saudita, no del nogal cultivado en Marruecos, que es la fuente del extracto
biolégicamente activo del Ejemplo No. 1.

Respecto a las trazas de HPLC de las FIGS. 4 y 5, la cromatografia se realizé6 usando una columna C18 (Vydac C18
(218TP54), 4,6 x 250 mm). La columna se equilibré con 0,1% TFA-Agua (v/v) (Tampén A) y el concentrado se eluyd
con 0,1% TFA-60% acetonitrilo-agua (v/v) (Tampén B) a 1.2 mL/minuto con un gradiente de 0% B durante 10 minutos,
0-100% B en 100 minutos. La elucion se monitorizé por absorbancia a 210 nm.

Una comparacion de las trazas de las FIGS. 4 y 5 de la presente memoria muestra que la composicion quimica del
extracto biolégicamente activo de la presente invencién no es la del extracto preparado a partir del nogal cultivado en
Arabia Saudita. Los picos de HPLC que corresponden a la composicién quimica de la fracciéon anti-microbiana
aparecen a un tiempo de retencién entre 26 y 30 minutos y son completamente distintos de los del extracto de un
nogal cultivado en Arabia Saudita; los picos de HPLC que corresponden al extracto de un nogal cultivado en Arabia
Saudita aparecen a tiempos de retencion de 0 a 25 y 31 a 38 minutos.

Ejemplos

Los ejemplos siguientes son ilustrativos de realizaciones de la presente invencién. También se muestran ejemplos
comparativos.

Ejemplo No. 1

El procedimiento siguiente se us6 para preparar un extracto biolégicamente activo a partir de las raices de un nogal
marroqui segun la presente invencion.

Una cantidad suficiente de las raices se sec6 con un secador comercial y se machacdé con un triturador comercial
para formar un polvo numero 10. Veinte kg del polvo se afiadieron a 200 L de agua desionizada en un tanque
refrigerado de 600 L equipado con un mezclador comercial y la mezcla resultante se agité durante 48 horas a 4°C. La
mezcla se prens6 usando una prensa comercial de 40 mesh perforada para recuperar 150 L de un primer extracto
liquido que contiene ingredientes solubles en agua de la raiz al separarse el extracto liquido del residuo en polvo (de
aqui en adelante “etapa uno”). Se afiadieron cincuenta L de agua al residuo en polvo (aproximadamente 180 kg) del
prensado del primer extracto y la mezcla se agité durante 48 horas a 4°C. La mezcla se prensé como se ha descrito
anteriormente y se afiadié al primer extracto (de aqui en adelante “etapa dos”). Se recuperaron cincuenta L de un
segundo extracto liquido. Se anadieron 20 kg de polvo de raiz adicionales a los 200 L del primer y segundo extractos
liquidos. La mezcla resultante se agitd durante 48 horas a 4°C. La mezcla se prensoé para recuperar 150 L de un
tercer extracto liquido (de aqui en adelante “etapa tres”). Se afiadieron cincuenta L de agua al residuo en polvo del
prensado del tercer extracto liquido y la mezcla resultante se agité durante 48 horas a 4°C. La mezcla se prenso para
recuperar 50 L de un cuarto extracto (de aqui en adelante “etapa cuatro”).

El ciclo que comprende la tercera y cuarta etapas se repitié 48 veces obteniéndose cada vez una disolucién liquida
concentrada (aproximadamente 150 L); comprendié aproximadamente 20 g del extracto biolégicamente activo por
100 L de disolucién acuosa de extracto (aproximadamente 20% en peso). La disolucion liquida concentrada se filtré a
través de un sistema de filtracién en serie usando filtros con un tamafio de 60 micrometros a 0,22 micrémetros para
eliminar impurezas y esterilizar el extracto.

El ejemplo siguiente es ilustrativo de una enjuague bucal que esta en el alcance de la presente invencion y que se
prepara a partir del extracto biolégicamente activo del Ejemplo No. 1; asi, incluye la fraccién anti-microbiana de la
presente invencion.

Ejemplo No. 2

El enjuague bucal de este ejemplo comprendié los ingredientes siguientes.

% en peso
extracto biolégicamente activo del Ejemplo No. 1 20,0
timol 0,012
mentol 0,008
sorbitol 5,0
PEG-40 0,15
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polisorbato 80 1,0
cloruro de cetil piridio 0,2
acido benzoico 0,125
fragancia 2,5
sacarina sodica 0,002
colorante 0,002
sabor c.s
agua desionizada, hasta c.s

El enjuague bucal del Ejemplo No. 2 se preparé mezclando inicialmente todos los ingredientes conjuntamente,
excepto el polisorbato 80 y PEG-40, que son los Ultimos ingredientes afadidos a la mezcla.

El ejemplo siguiente se refiere a la evaluacion de la actividad anti-microbiana del extracto de la presente invencion
frente a 13 cepas de bacterias del tipo que podria estar presente en todo el cuerpo.

Ejemplo No. 3

Este ejemplo implico el uso de dos extractos biolégicamente activos de la presente invencion. Uno de los extractos se
preparo por el procedimiento que implica sélo la etapa uno y la etapa dos como se ha descrito en el Ejemplo No. 1 de
la presente memoria. Este extracto se describe en la presente memoria como “el Extracto 1x”. El otro extracto se
preparé siguiendo las etapas uno a cuatro como se ha descrito en el Ejemplo No. 1 y repitiendo la etapa tres y la
etapa cuatro 13 veces. Este extracto se describe en la presente memoria como “el Extracto 15x”. De acuerdo con
esto, la concentracion de los ingredientes que comprenden el Extracto 15x fue sustancialmente mayor que la
concentracion de los ingredientes que comprenden el Extracto 1x.

Cada cepa de bacterias implicada en el ensayo se cultivd incubando las cepas en placas de agar de 75 mm con 200
pl de caldo liquido. Se afiadieron veinte ul del Extracto 1x a discos de papel blanco de 6 mm (BBL) de Becton
Dickinson & Co. y se dejaron secar. Se pusieron cuatro discos secos de papel de 6 mm BBL (Becton and Dickinson
and Company) que contienen el Extracto 1x en cada una de las placas de agar inoculadas con bacterias. Cada cepa
de bacterias se incubo toda la noche a 37°C en un incubador modelo VWR, después de lo cual se midi6 el diametro
de la zona de inhibicion del crecimiento alrededor de los discos. Para cepa de bacterias, hubo un control que implico
el cultivo de las cepas mencionado anteriormente, pero el tratamiento del extracto se reemplazé por alcohol al 70% o
medio de caldo liquido. El procedimiento mencionado anteriormente se repitié para el Extracto 15x.

La Tabla 1 siguiente lista el diametro de la zona de inhibicién del crecimiento alrededor de los discos para el Extracto
1x y el Extracto 15x, el diametro del cultivo control y el porcentaje total de inhibicién del cultivo bacteriano por el
Extracto 1x y el Extracto 15x. El porcentaje total de inhibicidn se calculé restando la medicién de la zona de inhibicion
del crecimiento del control, dividiendo ese numero por el control y multiplicando ese numero por 100.

Tabla 1

Diametro Diametro Diametro % de | % de
Bacterias (mm) (mm) (mm) Inhibicién Inhibicién

Extracto 1x | Extracto 15x | Control Extracto 1x Extracto 15x
B. forsythus 7,05 3,30 9,8 28,06 66,33
E. Coli 6,95 3,74 9,94 30,08 62,37
Fusobacterium 5,83 3,90 8,98 35,08 56,57
Haemophilus 5,65 4,29 9,27 39,05 53,72
K. pneumoneae 6,45 3,53 9,36 31,09 62,29
P. aeruginosa 6,74 3,66 9,64 30,08 62,033
P. gingivalis 6,77 3,86 9,96 32,03 61,24
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Diametro Diametro Diametro % de | % de
Bacterias (mm) (mm) (mm) Inhibicién Inhibicién
Extracto 1x | Extracto 15x | Control Extracto 1x Extracto 15x
P. intermedia 6,56 4,23 9,94 34,00 57,44
S. aureus 6,50 4,54 10,01 35,06 54,64
S. pneumoneae 6,02 3,62 8,99 33,04 59,73
T. denticola 6,44 3,47 9,21 30,08 62,32
T. sokranskii 6,37 4,09 9,52 33,09 57,04
Veillonella 6,43 3,24 9,17 29,88 64,67

La Tabla 1 anterior muestra que el Extracto 1x y el Extracto 15x tuvieron un efecto inhibidor en cada una de las 13
cepas de bacterias identificadas anteriormente.

El ejemplo siguiente ilustra el efecto anti-fingico del extracto de la presente invencion.
Ejemplo No. 4

El procedimiento siguiente se us6 para ensayar la actividad anti-fUngica de un extracto biolégicamente activo de la
presente invencioén frente al hongo Candida albicans. El procedimiento implicé el uso del ensayo de la Concentracion
Minima Inhibidora (MIC); se us6 para determinar la concentracion mas baja del extracto biolégicamente activo que
inhibira el crecimiento del hongo. El ensayo se realizé segun el método estandar descrito en el Manual de
Microbiologia Clinica, “Susceptibility Testing of Microdilution and Macrodilution Broth Procedures,” Ch 101-102 (1985).
El extracto usado en el ensayo MIC fue el extracto del Ejemplo No. 1 de la presente memoria. Los ensayos mostraron
que el extracto fue eficaz para inhibir el crecimiento de Candida albicans.

También se realizd un ensayo MIC para ensayar comparativamente un extracto biolégicamente activo de la presente
invencidn y un extracto preparado a partir de nogales cultivados en América. Ambos extractos se prepararon por el
procedimiento que implica sélo las etapas uno a cuatro como se ha descrito en el Ejemplo No. 1 de la presente
memoria. El extracto biolégicamente activo de la presente invencion preparado por las etapas uno a cuatro, y
repitiendo la etapa tres y etapa cuatro 2 veces, se describe en la presente memoria como “el extracto 4x”. El extracto
preparado por las etapas uno a cuatro, y repitiendo la etapa tres y etapa cuatro 2 veces de nogales cultivados en
América se describe en la presente memoria como “el extracto americano 4x”.

Los ensayos comparativos del extracto 4x y del extracto americano 4x mostraron que el extracto 4x de la presente
invencion fue eficaz para inhibir el crecimiento de Candida albicans, mientras que el extracto americano 4x fue
incapaz de inhibir el crecimiento de Candida albicans.

El procedimiento siguiente se us6 para evaluar la actividad anti-cancerosa del extracto biolégicamente activo del
Ejemplo No. 1 frente a células de cancer de mama.

Ejemplo referencia No. 5

La evaluacién implico el uso del extracto biolégicamente activo del Ejemplo No. 1 en varias formas diluidas con agua
para variar la concentracion del extracto. El extracto biologicamente activo tuvo un efecto citotdxico en las células de
cancer de mama a todas las concentraciones ensayadas

Una placa de 96 pocillos se sembré con células de adenocarcinoma de mama de tipo MCF-7 a una concentracion de
5 x 10%/ml en medio de cultivo en una cantidad de 200 ul por pocillo. El medio de cultivo comprendié EME, 5% suero
fetal bovino, 75 mM HEPES, 2 mM L-glutamina, 100 pg/ml de insulina de pancreas bovino, 1 mM de penicilina, 1 mM
de estreptomicina y 1 mM de piruvato de sodio. Las células se incubaron durante 24 horas a 37°C en un incubador
con dioxido de carbono ajustado a 5%. El extracto biolégicamente activo del Ejemplo No. 1 se diluy6 con agua, segun
fue necesario, en cantidades suficientes para proporcionar las diluciones siguientes 1/10, 1/15, 1/20, 1/40, 1/80, y
1/160. Las diluciones del extracto biolégicamente activo se afiadieron a las células de cancer de mama que se
incubaron durante 48 horas en las condiciones descritas anteriormente. Los pocillos que contenian s6lo medio de
cultivo y células de cancer de mama y los pocillos que contenian sélo medio de cultivo, células de cancer de mama y
agua se usaron como controles.
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El medio de cultivo se aspird y los pocillos se lavaron una vez con 200 ul de DPBS, que se elimind. Se afadieron
doscientos pul de medio de cultivo que contenia 0,863 mg/ml de MTT a cada pocillo. Las células se incubaron
adicionalmente durante cuatro horas en las condiciones descritas anteriormente, después de lo cual el medio de
cultivo se aspir6 y se solubilizé6 en 200 ul de DMSO. La supervivencia celular se determiné midiendo la densidad
Optica de las células en cada pocillo con un lector de placas de microtitulacion ajustado a 560 nm. La Tabla 2
siguiente identifica la concentracion de células cancerosas que permanece después del tratamiento con cada dilucion

ES 2401390 T3

del extracto biolégicamente activo del Ejemplo No. 1.

Tabla 2
Dilucién del Extracto/ | Ensayo 1 | Ensayo 2 | Valor medio Ruido de % de
Tipo de Control (DO) (DO) del ensayo Fondo Citotoxicidad
(DO) (Valor medio)
Blanco 0,045 0,048 0,047 0 0
Agua 0,154 0,164 0,159 0,112 0
Dil. 1/10 del Extracto 0,044 0,048 0,046 -0,001 71,70
Dil. 1/15 del Extracto 0,048 0,047 0,048 0,001 69,18
Dil. 1/20 del Extracto 0,059 0,054 0,057 0,009 58,49
Dil. 1/40 del Extracto 0,068 0,066 0,067 0,020 45,28
Dil. 1/80 del Extracto 0,104 0,122 0,113 0,066 -25,79
Dil. 1/160 del Extracto 0,145 0,192 0,169 0,122 -83,02

La Tabla 2 muestra que las diluciones 1/10, 1/15, 1/20, y 1/40 del extracto biolégicamente activo tuvieron un efecto
citotdxico en las células de cancer de mama y que las diluciones 1/80 y 1/160 del extracto biolégicamente activo no

tuvieron un efecto citotéxico en las células de cancer de mama.

10
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REIVINDICACIONES

1. Un proceso para preparar una fraccion anti-microbiana a partir de una raiz o corteza de una variedad de la
especie de nogal J. regia L. comprendiendo dicho proceso tratar la raiz o corteza con un disolvente acuoso durante
un periodo de tiempo suficiente para extraer de la raiz o corteza una disolucién acuosa que contiene en forma
disuelta un cantidad deseada de un extracto biolégicamente activo, en el que el disolvente acuoso comprende al
menos aproximadamente 70% de agua; separar por cromatografia liquida una fraccién anti-microbiana del extracto
biolégicamente activo ; y recuperar la fraccidon anti-microbiana de éste.

2. Un proceso segun la reivindicacion 1, en el que la disolucion contiene al menos aproximadamente 20% en peso
de extracto.

3. Un proceso segun la reivindicacion 1, en el que el disolvente comprende aproximadamente 100% en peso de
agua.

4. Un proceso segun la reivindicacion 1, en el que el disolvente comprende al menos aproximadamente 90% en peso
de agua.

5. Un proceso segun la reivindicacion 4, en el que el disolvente comprende aproximadamente 90% en peso de agua
y aproximadamente 10% en peso de alcohol.

6. Un proceso segun la reivindicacién 5, en el que el alcohol es etanol.

7. Un proceso segun la reivindicacion 5, en el que el disolvente comprende aproximadamente 70% en peso de agua
y aproximadamente 30% en peso de alcohol.

8. Un proceso segun la reivindicacion 7, en el que el alcohol es etanol.

9. Un proceso segun la reivindicacion 1, en el que las condiciones de extraccion incluyen tratar la parte con el
disolvente a una temperatura de disolvente de 4°C a 20°C durante un periodo de tiempo suficiente para extraer de la
parte una disolucién que contiene en forma disuelta al menos aproximadamente 20% en peso del extracto.

10. Un proceso segun la reivindicacion 9, en el que la temperatura del disolvente es aproximadamente 4°C y la
disolucidon contiene aproximadamente 20% en peso del extracto.

11. Un proceso segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la variedad es nogal marroqui.

1"
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