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DESCRIPCION
Uso de toosendanina o extractos de Melia azedarach para la prevencion o tratamiento de la demencia.
Campo técnico

Esta solicitud reivindica la prioridad y el beneficio de la Solicitud de Patente coreana N° 10 — 2009 —
0054949, presentada el 19 de junio de 2009, que se incorporada en la presente como referencia para todos los
efectos tal como se establece plenamente en la misma.

La presente invencion se refiere al uso de toosendanina o de extractos de cinamomo (Melia azedarach,
Melia toosendan) para la prevencion o tratamiento de la demencia. Mas particularmente, la presente invencion se
refiere a una composiciéon farmacéutica para uso en la prevencion o tratamiento de la demencia que comprende
toosendanina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.

Antecedentes de la técnica

La demencia es un sindrome que avanza de forma gradual a largo plazo, un trastorno grave en la facultad
de la memoria, concentracion, lenguaje y reconocimiento debido al dafio o pérdida de neuronas, dando como
resultado la pérdida de la capacidad mental y actividad social. Una enfermedad representativa que causa demencia
es la enfermedad de Alzheimer. La enfermedad de Alzheimer se divide en un tipo esporadico y un tipo familiar en
funcion de su origen. El tipo esporadico de la enfermedad de Alzheimer, de origen desconocido, se produce en el 80
~ 90 % o més de los pacientes con la enfermedad de Alzheimer, y se produce principalmente en personas mayores
(después de los 65 afios). El otro tipo de la enfermedad de Alzheimer es causada principalmente por una mutacion
génica, tal como la proteina precursora amiloidea (de aqui en adelante denominada como PPA), y presenilina (PS) —
1y 2, y siempre se produce en personas jovenes (antes de los 65 afios). Se considera que los sintomas del
Alzheimer son causados principalmente por un beta amiloide (de aqui en adelante denominado como AB) que forma
una placa senil fuera de las neuronas de los tejidos cerebrales, y una proteina Tau hiperfosforilada que forma un
filamento helicoidal emparejado en las neuronas. Se revel6 que el AR es una proteina formada por 40 — 42
aminoacidos, formada durante el metabolismo especifico de la secuencia de aminoéacidos de PPA mediante algunas
proteasas, es decir, B — Yy y — secretasas, causa neurotoxicidad, pérdida de sinapsis e inflamacién por agregarse en
si misma (Cappari et al, Neurochem Res, 2008, 33: 526 — 532). Ademas, se comunic6 que una proteina Tau
desempefia un papel en el mantenimiento de la forma y estructura de una célula uniéndose a microtubulos, y una
proteina Tau hiperfosforilada se separa de los microtibulos, destruye el microtibulo, y forma ovillos neurofibrilares,
induciendo a la muerte de las neuronas (Igbal et al, Acta Neuropathol, 2009, publicado). Se sabe que el nimero de
pacientes que padecen la enfermedad de Alzheimer es de aproximadamente 26 millones en todo el mundo (en
2008), y también se estima que el niumero alcance los 100 millones o mas en 2050 debido al incremento de la
poblacion de edad avanzada (Carlsson, J Alz Dis, 2008, 15: 327 — 338). Sin embargo, se ha llevado a cabo muy
lentamente el desarrollo de un agente terapéutico fundamental. Ejemplos de farmacos disponibles actualmente
incluyen inhibidores de la actividad de la acetilcolinesterasa (por ejemplo, Aricept, Exelon, Reminyl) para fijar la
concentracion de acetilcolina (neurotransmisor relacionado con la memoria), y un antagonista del receptor NMDA
(por ejemplo, Memantina) para inhibir una muerte celular neuronal causada por ca®" Sin embargo, estos Unicamente
se utilizan para disminuir el progreso de los sintomas. Por lo tanto, se requiere desarrollar con urgencia un agente
terapéutico que muestre un efecto terapéutico fundamental.

El cinamomo (Melia azedarach, Melia toosendan) se clasifica en la familia Meliaceae y género Melia. Su
velamen o corteza se denomina como Meliae cortex y su fruto se denomina como Toosendan Fructus. Se han
utilizado principalmente como antihelminticos desde la antigiiedad (en China), y también muestran efectos
antibacterianos, diuréticos, y antipiréticos. Asimismo, segun las anotaciones en Donguibogam (Libro sobre medicina
tradicional coreana), pueden utilizarse para el tratamiento de hernia escrotal (inflamacién o dolor en el aparato
reproductor / testiculos, y trastorno urinario y fecal). Se comunico que el efecto antihelmintico de Meliae cortex o
Toosendan Fructus de melia azedarach se obtiene mediante la toosendanina basada en triterpenoide (o
azedarachina, C3pH3s011, peso molecular 574, Wang and Yen, J Tradit Chin Med 1959, 262: 46 — 49) debido a que la
toosendanina inhibe de forma selectiva la ingesta y la diferenciacion de un insecto (Zhang et al, Acta Northwe Uni
Agricult Sin, 1993, 21: 1 — 5). Aparte del cinamomo, la Cedrela sinensis se clasifica en la misma familia Meliaceae
que contiene a la toosendanina. Su raiz / corteza del tallo es decir, cedrelae cortex, se utiliza como agentes
antihelminticos, antidiarreicos y terapéuticos para la shigelosis y la leucorrea.

Ademas, se comunicé que la toosendanina induce la diferenciacion neuronal (Tang et al, Neurosci Res,
2003, 45: 225 — 231) y la apoptosis de células cancerigenas (Shi and Tang, Chin J Neurosci, 2004, 20: 461 — 462).
También, existen patentes nacionales e internacionales relacionadas con el uso del cinamomo, incluyendo la
citotoxicidad celular cancerigena (Patente coreana registrada N° 10 — 0112032), un efecto de blanqueamiento y
antiarrugas (Patente coreana registrada N° 10 — 0345226, y la Patente estadounidense registrada N° 06.866.856),
un efecto insecticida (Patente coreana registrada N° 10 — 0112657, y la Patente estadounidense registrada N°
06.372.239), y un efecto de prevencion de alergias (Patente coreana registrada N° 10 — 0750879 B1). Se describe
asimismo una composicion para el tratamiento contra el cancer, que contiene un extracto de hojas de Melia
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azedarach L. (Solicitud de Patente EE.UU. N° 4.563.496 A). No obstante, no hay ninguna investigacion sobre el
efecto de la toosendanina en la demencia.

Divulgacion
Problema técnico

Los inventores de la presente invencién investigaron un nuevo material para el tratamiento contra la
demencia, y descubrieron que un extracto del fruto del cinamomo (es decir, Toosendan Fructus) que incluye
toosendanina, y la toosendanina separada del extracto, facilita la produccién de PPAa que muestra un efecto
protector de la neurona a través del control del metabolismo de la PPA, e inhibe la produccién de A, mejorando, de
este modo, la memoria en un modelo animal de demencia. Mas tarde, se completé esta invencién basandose en el
hallazgo.

Por consiguiente, es objeto de la presente invencion presentar el uso de toosendanina o su sal
farmacéuticamente aceptable para la prevencion o tratamiento de la demencia.

Otro objeto de la presente invencion es presentar el uso de un extracto de cinamomo para la prevencion o
tratamiento de la demencia.

Solucién técnica

Para conseguir un objeto de la presente invencion, la presente invencion presenta una composicion
farmacéutica para uso en la prevencion o tratamiento de la demencia, comprendiendo toosendanina o una sal
farmacéuticamente aceptable de la misma como ingrediente activo.

Para conseguir otro objeto de la presente invencion, la presente invencion presenta un uso de toosendanina
0 una sal farmacéuticamente aceptable de la misma para la preparacion de un agente para prevenir o tratar la
demencia.

Para conseguir otro objeto de la presente invencion, la presente invencién presenta una composicion
farmacéutica para uso en la prevencion o tratamiento de la demencia, comprendiendo extracto de cinamomo (Melia
azedarach o Melia toosendan) como ingrediente activo.

Para conseguir otro objeto de la presente invencion, la presente invencion presenta un uso del extracto de
cinamomo (Melia azedarach o Melia toosendan) para la preparacion y tratamiento de la demencia.

De aqui en adelante, la presente invencion se describira con detalle.
La toosendanina utilizada en la presente invencion representada por la formula 1, es conocida por mostrar

un efecto insecticida, una citotoxicidad de células cancerigenas, y efectos de blanqueamiento y antiarrugas, y
muestra ademds un efecto de prevencion / tratamiento de la demencia. Por primera vez, se ha dado a conocer en la

presente invencion el efecto de la toosendanina.
%
8

[Férmula 1]
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C30H3s011 (peso molecular 574,62)

La demencia representa una enfermedad que provoca una disfuncién cognitiva adquirida y cambios de
personalidad, a pesar del nivel intelectual normal en el periodo de crecimiento. En la demencia, el nervio craneal es
destruido por diversas causas provocando trastornos en general en las funciones mentales, tales como trastorno de
la memoria, trastorno del lenguaje, incontinencia urinaria / fecal, paranoia y afasia. Es mas, el progreso de la
demencia puede estar acompafiado por sintomas psicolégicos como melancolia, trastorno de la personalidad y
agresion. En el ambito médico, el envejecimiento y la herencia se han puesto de relieve como las causas de la
demencia. Sin embargo, aun no se ha descubierto una causa exacta de la enfermedad y método de tratamiento. Las
enfermedades clasificadas en la demencia incluyen, pero no se limitan a, demencia de Alzheimer, demencia
cerebrovascular, demencia senil, y demencia por lesiones cerebrales.

La composicion para utilizacion segin la presente invencion comprende toosendanina o una sal
farmacéuticamente aceptable de la misma como ingrediente activo que puede comprender cualquier extracto
siempre que el extracto comprenda toosendanina como ingrediente activo. Por ejemplo, el extracto puede ser un
extracto de Cedrela sinensis o extracto de cinamomo, aunque la presente invencidon no se limita a los mismos.
Preferiblemente, puede ser un extracto de cinamomo (Melia azedarach o Melia toosendan), y méas preferiblemente
puede ser un extracto de toosendan fructus (fruto del cinamomo) o Meliae cortex (velamen o corteza de cinamomo).
Las dos especies de cinamomo (Melia azedarach y Melia toosendan) se clasifican en la familia Meliaceae y en el
género Melia. Su velamen o corteza (denominada como Meliae cortex) y su fruto (Toosendan Fructus) se han
utilizado principalmente como antihelminticos desde la antigledad (en China), también muestran efectos
antibacterianos, diuréticos y antipiréticos. Asimismo, segun las anotaciones en Donguibogam, pueden utilizarse para
el tratamiento de la hernia escrotal (inflamacién o dolor en el aparato reproductor / testiculos, y trastorno urinario y
fecal). El extracto de cinamomo (Melia azedarach o Melia toosendan) de la presente invencion puede ser extraido y
preparado a partir de cualquier parte del cinamomo, tal como frutos, hojas, tallos, raices, y preferiblemente puede
prepararse a partir de frutos, cortezas de raiz o cortezas de tallo.

El extracto utilizado de cinamomo (Melia azedarach o Melia toosendan) de la presente invencién puede
prepararse mediante un método de extraccion conocido en la materia. Como disolvente de extraccién, por ejemplo,
puede utilizarse cualquier disolvente seleccionado de agua, del grupo que incluye disolventes organicos tales como
alcohol C1 a C6 como etanol (alcohol etilico), metanol, acetato de etilo, diclorometano, cloroformo, n — hexano,
dietiléter, acetona, benceno, o un disolvente mezclado de los mismos. Preferiblemente, pueden utilizarse para la
extraccion agua o alcohol C1 a C6. Cuando se utilice el método de extraccion de disolvente para la preparacion de
un extracto, pueden utilizarse la extraccion con agua caliente, la extraccién ultrasonica, y la extraccion de reflujo.
Mas preferiblemente, el extracto de cinamomo utilizado en la presente invencion puede ser extraido o preparado
utilizando metanol como disolvente. La proporcion de cinamomo y metanol en la extraccion no esta particularmente
limitada, aunque el metanol puede afadirse al cinamomo en una cantidad de 3 ~ 15 veces respecto al peso del
cinamomo. Preferiblemente, para aumentar la eficiencia de la extraccion, el metanol puede afiadirse al cinamomo en
una cantidad de 5 ~ 10 veces respecto al peso del cinamomo. La temperatura de extraccion puede oscilar
preferiblemente entre 10 - 30 °C bajo presion atmosférica. Asimismo, el tiempo de extraccion puede variar segun la
temperatura de extraccion, pero puede oscilar entre 48 — 96 horas, y preferiblemente puede ser 72 horas. Cuando el
tiempo de extraccion sea corto, la extraccion de un componente de cinamomo es insuficiente. Por otro lado, cuando
el tiempo de extraccion sea demasiado largo, el rendimiento de extraccion es reducido por la evaporacion. También,
con el fin de aumentar la eficiencia de la extraccion, preferiblemente, el cinamomo puede molerse mediante un
molino, y el paso de extraccion de metanol puede repetirse dos veces para extraer adicionalmente un componente
residual.

El extracto extraido por metanol puede fraccionarse mediante un método conocido en la materia para
eliminar las impurezas y aumentar la concentracion de un ingrediente activo. Con el fin de aumentar la eficacia del
fraccionamiento, el extracto puede concentrarse al vacio. Como disolvente para el fraccionamiento, se puede utilizar
cualquiera del grupo que incluye disolventes tal como alcohol C1 a C6, tales como etanol y metanol, acetato de etilo,
diclorometano, cloroformo, n — hexano, dietiléter, acetona, benceno, o un disolvente mezclado de los mismos.
Preferiblemente, el acetato de etilo puede ser utilizado para el fraccionamiento. Una fraccion puede utilizarse tal
como esta, o puede volverse a fraccionar. En el refraccionamiento, preferiblemente, puede utilizarse un disolvente
mezclado con agua, metanol y n — hexano.

En un ejemplo de la presente invencion, el toosendan fructus molido en pequefios trozos se extrajo dos
veces en metanol en un volumen 5 veces mayor con respecto al peso del toosendan fructus durante 3 dias, y se
filtré un extracto, se concentré al vacio, se suspendio en agua, y se traté con acetato de etilo en el mismo volumen.
A continuacion, se recogi6 una fraccion de acetato de etilo y se concentré al vacio. La fraccion concentrada se
afiadio con metanol y n — hexano al 90 ~ 95 % en el mismo volumen, después se agitd. Mas tarde, se recogio una
fraccion de metanol, se concentro al vacio, y se obtuvo un extracto final (Véase el Ejemplo 1).

La toosendanina utilizada en la presente invencidn puede separarse / purificarse a partir de material natural,
disponible en el mercado, o preparado por un método de sintesis quimica conocido en la materia.
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Preferiblemente, la toosendanina utilizada en la presente invencién puede separarse / purificarse a partir de
un material natural. Mas preferiblemente, puede separarse / purificarse a partir de Melia toosendan, y ain mas
preferiblemente, puede separarse / purificarse a partir del toosendan fructus (fruto del cinamomo) o Meliae cortex
(corteza de una raiz o tallo de Melia toosendan). Un método para obtener un extracto que contiene toosendanina de
Melia toosendan es el mismo que el descrito anteriormente. La separacion de la toosendanina del extracto puede
llevarse a cabo segun el método de separacion cromatografica conocido en la materia. Por ejemplo, durante el
fraccionamiento utilizando la cromatografia en columna de silice, y la cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC),
puede purificarse un ingrediente activo.

En un ejemplo de la presente invencion, el extracto de cinamomo (Melia azedarach o Melia toosendan) se
fracciond en 8 partes por la malla 60 de resina de silice mientras se aument6 de forma gradual la proporcién de la
mezcla (del 100 % de diclorometano: 0 % de metanol a 0 % de diclorometano: 100 % de metanol). Se obtuvieron
entonces las fracciones. Después, se fracciond una parte con la actividad mas alta (diclorometano: metanol = 25: 1)
a través de la resina de silice octadecilsililado mientras se vari6 la concentracién de metanol. Se aseguré entonces
una fraccion con la actividad mas alta, y se volvid a fraccionar en las mismas condiciones cambiando la
concentracion de metanol. Se aseguré una fracciéon con la actividad mas alta, y durante el fraccionamiento de la
HPLC, se purifico la toosendanina (Véase el Ejemplo 2). La fraccidn final se identific6 como toosendanina a través
de un analisis de espectroscopia de RMN y una espectrometria de masas.

La toosendanina como ingrediente activo en la composicién para utilizacion segun la presente invencién o
el extracto de cinamomo (Melia azedarach o Melia toosendan) inhibe la actividad de la 3 — secretasa, y favorece la
actividad de la a — secretasa. Por ultimo, tiene una actividad inhibitoria de la produccion de beta amiloide. Esto lo
descubrieron por primera vez los inventores de la presente invencion.

La enfermedad de Alzheimer es causada principalmente por A y una proteina Tau, formando una placa
senil y una fibra nerviosa externa e interna, respectivamente, de las neuronas. Esto provoca la atrofia de un tejido
cerebral, y el trastorno de la memoria. Entre la AR y la Tau, la AB esta estrechamente relacionada con la muerte
directa de una neurona. En la enfermedad de Alzheimer, se supone que la activacion en la via de produccion de la
PPA a AB induce un sintoma inicial debido a alguna razoén, y una proteina Tau esté relacionada con la aceleracion
de la enfermedad (Small and Duff, Neuron, 2008, 5: 591 — 598). En consecuencia, se cree que para la prevencion o
tratamiento de la enfermedad de Alzheimer, en primer lugar, es importante el bloqueo de la via de produccién de ApB.
La PPA se escinde en el fragmento C - terminal B (CTFB) que incluye una secuencia de aminoacidos de PPAB y AB
mediante la B — secretasa, y después se forman durante la accion de la y — secretasa en el CTF@, AICD (dominio
intracelular de la PPA), y AB. De este modo, la inhibicién de la actividad de la B — secretasa puede ser un método
para la prevencion o tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Asimismo, la a — secretasa descompone de
manera competitiva la PPA con respecto a la B — secretasa, inhibiendo, de este modo, la produccion de AB.
Mediante la a — secretasa, se induce la produccion de la PPAa (uno de los metabolitos de la PPA). Asi, la mejora de
la actividad de la a — secretasa puede ser otro método para prevenir o tratar la enfermedad de Alzheimer.

La composicion para utilizacion segun la presente invencién o toosendanina como ingrediente activo en la
composicion para utilizacién segun la presente invencion es un inhibidor de la produccion de AR que bloquea de
manera efectiva la via de produccion de AB, y favorece la produccién de la PPAa que muestra un efecto protector de
la neurona, correspondiente al objeto descrito anteriormente sobre el desarrollo de un agente para el tratamiento de
la enfermedad de Alzheimer.

En un Ejemplo de la presente invencion, se descubrioé que durante un experimento celular por Western Blot,
el extracto de cinamomo o toosendanina en la composicion para utilizacion segun la presente invencién favorece la
produccion de PPAq, e inhibe la produccion de PPAB (véase el Ejemplo 5 — 1), y también, se descubrié que durante
el experimento celular por un kit de analisis cuantitativo beta amiloide, estos inhibian la produccion de beta amiloide
(véase el Ejemplo 5 — 2).

En un Ejemplo de la presente invencion, se descubri6 que durante un experimento animal por un kit de
andlisis cuantitativo beta amiloide, el extracto de cinamomo o toosendanina en la composicion para utilizacion segun
la presente invencidn reduce el nivel de beta amiloide en un modelo animal de demencia (Véase el Ejemplo 8).

En un Ejemplo de la presente invencion, se descubrié que el extracto de cinamomo o toosendanina en la
composicion para utilizacién segin la presente invencion, trata la memoria / disfunciéon cognitiva (uno de los
principales sintomas de la demencia) en un modelo animal de demencia durante una prueba del laberinto en Y, una
prueba del laberinto de agua, y una prueba de evitacion pasiva en una rata inducida con demencia que es
administrada con la composicion para utilizacién segin la presente invencién (Véase el Ejemplo 7).

En consecuencia, se determind que la composicion para utilizacion segun la presente invencién muestra un
efecto significativo en la prevencion o tratamiento de la demencia mientras se bloquea de manera efectiva una via de
produccién de AB y se promueve la produccion de PPAa que muestra un efecto protector de una neurona.
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En otro Ejemplo de la presente invencion, utilizando alcohol etilico (etanol) con diversas concentraciones
como un disolvente de extraccién, se obtuvo el extracto de cinamomo en la composicién para utilizaciéon segun la
presente invencion, y la toxicidad y eficacia de los respectivos extractos se compararon entre si. Como resultado,
cuando se extrajo el extracto de cinamomo utilizado en la presente invencion mediante alcohol etilico como
disolvente de extraccion, por lo general muestra una elevada eficacia independientemente de la concentracion de
alcohol etilico. En especial, cuando el contenido de alcohol etilico de un disolvente de extraccion se ajust6 del 30 %
al 50 %, se determind que es posible asegurar el extracto de cinamomo utilizado de la presente invencién con una
elevada eficacia y una toxicidad muy baja (Véase el Ejemplo 9).

De este modo, la presente invencién presenta una composicién farmacéutica para utilizaciéon en la
prevencioén o tratamiento de la demencia, comprendiendo toosendanina o una sal farmacéuticamente aceptable de la
misma como ingrediente activo. Ademas, la presente invenciéon presenta una composicién farmacéutica para
utilizacién en la prevencion o tratamiento de la demencia, comprendiendo extracto de cinamomo (Melia azedarach o
Melia toosendan) como ingrediente activo. Una composicion farmacéutica para utilizacion segun la presente
invencion puede comprender entre 0,001 a 99,999 % en peso del extracto de cinamomo (Melia azadarach o Melia
toosendan) o toosendanina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma y el resto puede ser un portador
farmacéuticamente aceptable.

La toosendanina utilizada en la presente invencion puede utlizarse sola o en forma de sal
farmacéuticamente aceptable. Tal y como se utiliza en la presente, la expresion “farmacéuticamente aceptable” se
refiere a que los componentes presentes en la composicion son fisiolégicamente aceptables y por lo general no
provocan reacciones alérgicas o similares cuando se administran a seres humanos. Preferiblemente, la sal puede
ser una sal de adicién de acido formada a partir de un acido libre farmacéuticamente aceptable. El &cido libre puede
ser un acido organico o inorganico. El &cido orgéanico incluye pero no se limita al &cido citrico, &cido acético, acido
lactico, acido tartarico, acido maleico, acido fumarico, acido férmico, acido propidnico, acido oxalico, &cido
trifluoroacético, acido benzoico, acido glucénico, acido metanosulfénico, acido glicélico, acido succinico, acido 4 —
toluensulfénico, acido glutdmico y acido aspartico. El &cido inorgénico incluye pero no se limita al acido clorhidrico,
acido brémico, acido sulfurico y acido fosforico.

Una composicion farmacéutica para utilizacion segun la presente invencion puede comprender
toosendanina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma o extracto unico de cinamomo (Melia azedarach o
Melia toosendan) o comprender ademas portadores, excipientes o diluyentes farmacéuticamente aceptables.

Tal y como se utiliza en la presente, la expresion “farmacéuticamente aceptable” se refiere a que los
componentes presentes en la composicién no tienen una composicion toxica fisiolégicamente aceptable y en general
no provoca reacciones alérgicas como trastornos gastrointestinales, mareos o reacciones similares cuando se
administra a seres humanos.

Puede comprenderse un portador farmacéuticamente aceptable, por ejemplo, portadores para las
preparaciones parenterales u orales. Los portadores para las preparaciones orales pueden comprender lactosa,
almidon, derivados de celulosa, estereato de magnesio, y acido estearico. Ademas, pueden comprender diversos
materiales de distribucion de farmacos para la administracién de agentes peptidicos. Los portadores para las
preparaciones parenterales pueden comprender agua, aceite apropiado, solucién salina, glucosa acuosa y glicol.
Ademas pueden comprender estabilizadores y conservantes. Ejemplos de estabilizadores pueden ser antioxidantes
tales como sulfito de hidrégeno sddico, sulfito sédico, y acido ascérbico. Ejemplos de conservantes pueden ser
cloruro de benzalconio, metil — o propil — parabeno, y clorobutanol. Una composicion farmacéutica para utilizacion
segun la presente invencion puede ademas comprender lubricantes, agentes humectantes, agentes edulcorantes,
sazonadores, agentes emulsionantes y agentes de suspension. El listado de portadores farmacéuticamente
aceptables se describe en Sciences Pharmaceutical de Remington, 192 ed., Mack Publishing Company, Easton, PA,
1995.

Una composicion farmacéutica para utilizacion segun la presente invencion que comprende extracto de
cinamomo (Melia azedarach o Melia toosendan), toosendanina o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma
como ingrediente activo, puede comprender una cantidad eficaz de extracto de cinamomo (Melia azedarach o Melia
toosendan), toosendanina o Unicamente sal farmacéuticamente aceptable de la misma o ademas comprender
portadores farmacéuticamente aceptables. Tal y como se utiliza en la presente, “cantidad farmacéuticamente
aceptable” se refiere a la cantidad que muestra mas reaccién que el control negativo y preferiblemente, se refiere a
la cantidad suficiente para tratar o prevenir la demencia. Tal y como se utiliza en la presente, la demencia puede ser
enfermedad de Alzheimer, demencia cerebrovascular, demencia senil y demencia causada por una lesion cerebral.

Una composicion para utilizacién segun la presente invencién puede administrarse a mamiferos asi como a
humanos por diversas vias. Por ejemplo, puede ser administrada de forma oral o de forma parenteral. Para la
administracion parenteral, puede administrarse por, pero no se limita a las mismas, intravenosa, intramuscular,
intraarterial, intradsea, subdural, intracardiaca, intracutdnea, subcutanea, intraperitoneal, intranasal, tracto
gastrointestinal, parenteral, sublingual o rectal.
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Una composicién farmacéutica para utilizacion segin la presente invencion puede prepararse en una
formulacion para la administracién oral o la administracion parenteral, tal y como se ha descrito anteriormente.

En el caso de la formulacion para la administracion oral, la composicién para utilizacion segun la presente
invencion puede formularse en polvos, granulos, comprimidos, pildoras, y comprimidos recubiertos de azUcar,
capsulas, liquidos, geles, jarabes, suspensiones, y emulsiones utilizando el método conocido en la materia. Por
ejemplo, los comprimidos o los comprimidos recubiertos de azucar pueden prepararse mezclando un ingrediente
activo con un excipiente sélido, moliendo, y afiadiendo después un adyuvante apropiado. Ejemplos de excipientes
apropiados, pueden comprender azlcares que comprenden lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, xilitol,
eritritol y maltitol, almidones que comprenden almidén de maiz, almidén de trigo, almidén de arroz y almidén de
patata, celulosas que comprenden celulosa, metilcelulosa, carboximetilcelulosa de sodio e hidroxipropilmetilcelulosa,
y rellenos que comprenden gelatina y polivinilpirrolidona. Si se desea, puede comprender como espesante
polivinilpirrolidona reticulada, agar, acido alginico o alginato de sodio. Ademas, la composicién farmacéutica para
utilizacién segun la presente invencion puede comprender un agente anticoagulante, un lubricante, agentes
humectantes, sazonadores, agentes emulsionantes y antisépticos.

En el caso de las preparaciones parenterales, estas comprenden inyecciones, cremas, lociones, ungientos,
aceites, humectantes, geles, y aerosoles. La formulacién de los mencionados anteriormente esta bien descrita en
Science Pharmaceutical de Remington, 152 edicién, 1975.

La cantidad efectiva total de composicién farmacéutica para utilizacién segun la presente invencién puede
administrarse a un sujeto como una Unica dosis, 0 puede administrarse utilizando un protocolo de tratamiento
fraccionado, en el que se administran multiples dosis durante un periodo méas prolongado. La composicion
farmacéutica para utilizacién segin la presente invencion puede variar en la cantidad del componente eficaz
dependiendo de la gravedad y / u objeto de la enfermedad, pero preferiblemente, puede administrarse entre 0,01 pg
/ kg a 500 mg / kg, y mas preferiblemente 0,1 pg / kg a 100 mg / kg por dia. Sin embargo, un experto en la materia
sabria que la concentracion de toosendanina o extracto de cinamomo (Melia azedarach o Melia toosendan) para
obtener una dosis eficaz en un sujeto depende de diversos factores incluyendo la edad, el peso corporal, el estado
de salud, la gravedad de la enfermedad, la dieta y excrecidon del sujeto, la via de administracién, el nimero de
tratamientos a administrar, etc. En vista de estos factores, cualquier experto en la materia puede determinar la dosis
eficaz adecuada de toosendanina o extracto de cinamomo (Melia azedarach o Melia toosendan) para prevenir o
inhibir la demencia. No se impone ninguna limitacién particular a la formulacion, via de administraciéon y modo de
administracion de la composicion farmacéutica para utilizacion segun la presente invencion, siempre y cuando la
composicion muestre los efectos de la presente invencion.

La presente invencion presenta un uso de la toosendanina o sal farmacéuticamente aceptable de la misma
para la preparacién de un agente para prevenir o tratar la demencia.

La presente invencion presenta un uso de extracto de cinamomo (Melia azedarach o Melia toosendan) para
la preparacion de un agente para prevenir o tratar la demencia.

Para la prevencion o tratamiento de la demencia, se administra una cantidad eficaz de toosendanina o sal
farmacéuticamente aceptable de la misma a un sujeto que lo necesite.

Para la prevencién o tratamiento de la demencia, se administra una cantidad eficaz de extracto de
cinamomo (Melia azedarach o Melia toosendan) a un sujeto que lo necesite.

La toosendanina o sal farmacéuticamente aceptable de la misma, el extracto de cinamomo (Melia
azedarach o Melia toosendan) utilizados en la presente invencién pueden administrarse con una cantidad eficaz por
diversas vias que incluyen la via oral, intracutdnea, subcutanea, intravenosa, o intramuscular. Tal y como se utiliza
en la presente, la “cantidad eficaz” se refiere a la cantidad eficaz en el tratamiento de la demencia cuando se
administra a un paciente.

Tal y como se utiliza en la presente, el “sujeto” se refiere a mamiferos, en particular, animales incluyendo a
los humanos y puede ser una célula, un tejido u 6rgano originado del animal. El sujeto puede ser un paciente que
necesita tratamiento.

La toosendanina o sal farmacéuticamente aceptable de la misma, el extracto de cinamomo (Melia
azedarach o Melia toosendan) utilizados en la presente invencién pueden administrarse solos o mediante diversas
formulaciones que se han mencionado anteriormente, y preferiblemente pueden administrarse hasta que se deduzca
el efecto en la demencia.

Efectos ventajosos

De ese modo, la composicién farmacéutica para utilizacion segun la presente invencién que incluye el
extracto de cinamomo, toosendanina, o su sal farmacéuticamente aceptable, como ingrediente activo, es muy eficaz
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en la prevencién o tratamiento de la demencia. En especial, la composicion, para utilizacion segin la presente
invencion, es eficaz en la inhibicion de la produccion de AB y en la induccion de la mejora de la produccion de PPAa
gue muestra un efecto protector de una neurona. Por lo tanto, es muy eficaz en la prevencién o tratamiento de la
demencia como la enfermedad de Alzheimer. Asi, la composicion farmacéutica para utilizacion segun la presente
invencion que incluye extracto de cinamomo, o toosendanina, como ingrediente activo, puede utilizarse en varios
ambitos tales como la preparacién de farmacos preventivos / de tratamiento para pacientes con demencia o
personas de edades susceptibles a la demencia.

Descripcion de los dibujos

La Figura 1 es un diagrama que muestra un proceso para obtener toosendanina segun la presente
invencion, un extracto de toosendan fructus y una fraccién que incluye toosendanina;

La Figura 2 muestra el resultado de la medicion del efecto en la produccion de PPAa y PPAB (metabolitos
de PPA) mediante la toosendanina, y extractos de toosendan fructus del respectivo disolvente organico que incluye
toosendanina, en el que la medicion se llevd a cabo mediante Western Blot (control, ¢: un grupo de control no tratado
con un extracto; MeOH: un grupo tratado con un extracto de metanol de toosendan fructus);

La Figura 3 muestra el resultado de la medicion del efecto en la produccion de PPAR (metabolitos de PPA)
por extractos de meliae cortex, en el que la medicion se llevo a cabo por Western Blot (EtOH: un grupo tratado con
extracto de etanol de meliae cortex; MeOH: un grupo tratado con extracto de metanol de meliae cortex; AE: un grupo
tratado con un extracto de acetato de etilo de meliae cortex; hexano: un grupo tratado con extracto de n — hexano de
meliae cortex; y C: un grupo de control no tratado con extracto alguno);

La Figura 4 muestra un grafico de un resultado de la medicién de la cantidad de AB40 cuando una linea
celular CHO sobreexpresa BACEL y la mutacion sueca de PPA695 se tratd con extracto de alcohol etilico de
toosendan fructus, en el que la medicion se llevo a cabo por un kit de andlisis cuantitativo AB40 para determinar si se
inhibio la produccion de AB40;

La Figura 5 muestra un grafico de una medicion comparativa del comportamiento de alternancia
espontanea (%) en una prueba del laberinto en Y de una rata con demencia, en el que la medicién se llevé a cabo
para determinar el efecto del extracto de alcohol etilico de toosendan fructus en la mejora de la memoria (% de
alternancia: comportamiento de alternancia (%); vehiculo: un grupo de control administrado con sélo el 10 % de
Labrasol sin extracto alguno; y toosendan fructus: un grupo administrado con extracto de alcohol etilico de
toosendan fructus);

La Figura 6 muestra un grafico de un resultado de una medicion comparativa del tiempo requerido para
hallar una plataforma en la prueba del laberinto de agua de una rata con demencia, en el que la medicion se llevo a
cabo para determinar el efecto del extracto de alcohol etilico de toosendan fructus en la mejora de la memoria
(Tiempo de latencia de escape (s): tiempo necesario para hallar una (s) plataforma (s); vehiculo: un grupo de control
administrado con sélo el 10 % de Labrasol sin extracto alguno; y toosendan fructus: un grupo administrado con
extracto de alcohol etilico de toosendan fructus);

La Figura 7 muestra un gréfico del resultado de la medicion del tiempo requerido para entrar en una
habitaciéon oscura en una prueba de evitacion pasiva de una rata con demencia, en el que la medicion se llevd a
cabo para determinar el efecto del extracto de alcohol etilico de toosendan fructus en la mejora de la memoria
(Tiempo de latencia de escape (s): tiempo necesario para entrar en una (s) habitacion (es) oscura (s); vehiculo: un
grupo de control administrado con so6lo el 10 % de Labrasol sin extracto alguno; y toosendan fructus: un grupo
administrado con extracto de alcohol etilico de toosendan fructus);

La Figura 8 muestra un grafico del resultado de la medicién de la cantidad de AB40 en un tejido cerebral de
una rata, en el que la medicion se llevo a cabo por un kit de andlisis cuantitativo AB40 para determinar si se inhibio la
produccioén del extracto de alcohol etilico de toosendan fructus en el tejido cerebral de una rata con demencia;

La Figura 9 muestra un grafico del resultado de la medicién de la cantidad de AB40 en un suero de rata en
el que la medicion se llevéd a cabo por un kit de andlisis cuantitativo AB40 para determinar si se inhibio la produccion
de AB40 en la sangre de la rata administrada con toosendanina (Vehiculo: un grupo de control administrado con sélo
el 20 % de alcohol etilico sin toosendanina; y 5 mg / kg, 50 mg / kg: grupos experimentales administrados con
toosendanina en una dosis de 5 mg / kg, y 50 mg / kg, respectivamente;

La Figura 10 muestra una fotografia de un resultado comparativo de los cambios en la eficacia de la
composicion para la inhibicién de la produccién de PPAB o para favorecer la produccion de PPAq, segun los
disolventes de extraccién, en el que el resultado se midié por Western Blot (100 % alcohol etilico a 30 % alcohol
etilico: un grupo administrado con extracto de cinamomo extraido mediante un disolvente mezclado con agua y
alcohol etilico de proporciones respectivas (%); y C: un grupo de control no tratado con extractos); y

La Figura 11 muestra un grafico de un resultado de la medicion de los cambios en la eficacia de la
composicion para la inhibicion de la produccién de AB, segun los disolventes de extracciéon (100 % alcohol etilico a
50 % alcohol etilico: un grupo administrado con extracto de cinamomo extraido mediante un disolvente mezclado
con agua y alcohol etilico de proporciones respectivas (%)).

Modo de lainvencién
A continuacion, la presente invencién se describird detalladamente en referencia a los Ejemplos.

Sin embargo, los siguientes Ejemplos ilustran la invencion y no pretenden limitar la misma.
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<Ejemplo 1>

Extraccién y fraccionamiento de toosendan fructus y meliae cortex

Se sumergio6 toosendan fructus finamente molido (peso seco: 10 kg) en 50 L de metanol durante 3
dias para su extraccion. Este paso se repiti6 dos veces. A continuacion, se recogio el extracto, se filtro y se
concentré al vacio. El concentrado obtenido se afiadié a 10 L de agua, se suspendio y se afiadié al mismo volumen
de acetato de etilo, se mezclé y se dej6 reposar. A continuacién, se recogié una fraccion de disolvente de acetato de
etilo y se concentro al vacio. Para otras fracciones del concentrado de acetato de etilo, se afiadieron a este 10 L de
metanol al 90 ~ 95 % (5 ~ 10 % de agua) y 10 L de n — hexano y, después, se mezclé y dejé reposar. A
continuacion, se recogié una fraccién de metanol al 90 ~ 95 % y se concentré al vacio. Las fracciones respectivas
obtenidas en las etapas de extraccién y fraccionamiento se emplearon para el andlisis de la actividad y se
conservaron a 4 °C hasta que se separaron sus ingredientes activos. También se extrajo meliae cortex mediante el
mismo método y se obtuvieron los mismos extractos de disolvente respectivos.

<Ejemplo 2>

Separacion de un ingrediente activo de subfraccién de toosendan fructus

Desde el concentrado de la fraccion de metanol 90 ~ 95% obtenido en el Ejemplo 1, un ingrediente activo
se separd. El concentrado se fraccion6 en 8 subfracciones de resina de silice (malla 60), mientras que la proporcién
de mezcla de metanol se incrementd gradualmente (del 100 % de diclorometano: 0 % de metanol al 0 % de
diclorometano: 100 % metanol). De estas, se obtuvieron 3 fracciones con actividad (diclorometano: Metanol = 25: 1,
10: 1 5: 1). El concentrado de la fraccion de 25: 1 con la actividad més alta se fracciond a través de resina de silice
octadecilsililado (Biotage FLASH + ™ C18HS 25 + M, 60A, 40 — 63 um, FPKO — 1107 - 16046, 10 ml / min) mientras
gue la concentracion de MeOH se incremento del 15% al 100% por etapas. Después del examen de las actividades,
se obtuvo una fraccion activa del 35 % al 50 %. Esta fraccion activa se refraccion6 en las mismas condiciones
cambiando la concentracion (30 ~ 100 %) de MeOH. A continuacion, se obtuvo una fraccién activa (40 ~ 60 %) y se
concentré. A partir del concentrado, se purificé un ingrediente activo mediante el uso de un disolvente mixto de
acetonitrilo y agua como disolvente de separacion (acetonitrilo 48 %), a través de cromatografia liquida de alta
resoluciéon (HPLC) utilizando una resina de silice octadecilsililado (Pack YMC ODS - A, 150 x 10 mm i.d., 120A, S —
5 ym, AA12S05 - 1510WT) a una velocidad de flujo de 4 ml / min (véase la Figura 1).

El ingrediente activo purificado se identific6 como toosendanina, representado por la Férmula 1 a través del
andlisis estructural y la determinacion del peso molecular mediante el uso de un analisis de espectroscopia de RMN
y una espectrometria de masas.

<Ejemplo 3>

Medicién del contenido de toosendanina en un extracto de alcohol etilico de fructus toosendan

Con el fin de llevar a cabo una prueba de eficacia de un extracto de alcohol etilico, se midi6 el contenido de
toosendanina (como un indicador / ingrediente activo) en el extracto de alcohol etilico. Se analiz6 Toosendanina
utilizando un 30 % de acetonitrilo que contenia 0,05 % de TFA (acido trifluoroacético) como disolvente de elucién,
mediante HPLC utilizando resina de silice octadecilsililado (Pack YMC ODS - A, 150 x 10 mm l.d., S — 5 ym) como
columna, a una velocidad de flujo de 1 ml / min a 214 nm. El material de referencia de toosendanina comprado se
diluyé hasta una concentracion apropiada, y el valor del area se midié segun una concentracion. En base a esto, se
realiz6 una curva de calibracion absoluta de la proporcién area - concentracion en un cromatograma del material de
referencia y se determin6 que la linealidad era de 0,999. A continuacion, se utilizé la curva para la cuantificacion.
Toosendanina existe naturalmente en forma de is6meros y, por lo tanto, se detect6 (después de 15,7 minutos y 20,6
minutos, respectivamente) en la condicion de andlisis descrita anteriormente. Para una cuantificacion mas exacta, se
suspendid un extracto de etanol de toosendan fructus en agua destilada, se fraccion6 en disolvente mediante
acetato de etilo, y se concentré. El concentrado se utilizé para el andlisis. Cuando se llevé a cabo el analisis
cuantitativo por sustitucién en la curva de calibracion, se encontr6 que la toosendanina se encontraba en una
cantidad de aproximadamente 1,15% del extracto de alcohol etilico de toosendan fructus.

<Ejemplo 4>

Medicién de la citotoxicidad de un extracto de alcohol etilico de toosendan fructus

La citotoxicidad se midié mediante un método de MTT. Como lineas celulares, se empleé la linea celular BA
— 3 derivada de HEK293 (Yeon et. al., Peptides, 2007, 28: 838 - 844) que se utilizara para una prueba de inhibicion
de la produccion PPAB, HL60 (linea celular de leucemia humana), y HepG2 (linea celular del cancer de higado
humano). Las células se sembraron en una placa de 96 pocillos a una concentracion de 1 x 10*/90 ul / pocillo, y se
cultivaron durante 1 dia. Cada material disuelto en DMSO se diluyé mediante un medio de cultivo de manera que
una concentracion final puede ser del 1 %, y luego cada linea celular fue tratada con el material, y se cultivaron
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durante 3 dias. Después del cultivo, se observo el estado de las células por un microscopio. Se afiadié una solucion
MTT [bromuro 3 - (4, 5 — dimetiltiazol — 2 il) - 2, 5 — difenil - 2H tetrazolio, 5 mg / ml en PBS] en una cantidad de 15 ul
a cada pocillo, seguido por una reaccién durante 4 horas a 37 °C. Cada pocillo se traté con 100 ul de tampdn de lisis
(HCI 0,01 N, 10% de SDS), y se dejo a 37 °C durante 24 horas para que el formazan formado pudiera disolverse
completamente. A continuacién, se midié la absorbancia a 570 / 652 nm. Como resultado, el BA - 3 tratado con el
extracto de alcohol etilico de toosendan fructus no mostré citotoxicidad incluso a la concentracién mas alta de 100 ug
/ ml, mientras que el extracto de alcohol etilico de toosendan fructus mostré6 un efecto ligeramente inhibidor del
crecimiento celular. Mediante la observacion microscépica, la citotoxicidad no se encontrdé en HepG2 y HL60, tratado
con el extracto de alcohol etilico de toosendan fructus, mientras que el crecimiento celular se inhibié. Cuando el
extracto de toosendan Fructus inhibié el crecimiento de las células en un 50 %, sus concentraciones eran de 3,2 ug /
mly 34 ug / ml, respectivamente.

<Ejemplo 5>

Andlisis de un efecto inhibidor del metabolismo de una proteina precursora amiloide (PPA) por un extracto
de toosendan Fructus y toosendanina en una célula

<5 - 1> efecto inhibidor de la produccion de PPAB

Se colocaron en una placa de 6 pocillos una linea celular BA - 3 derivada de HEK293 que sobreexpresa
BACEL1 (B - secretasa) y PPA695 utilizando DMEM (Medio de Eagle Modificado de Dulbecco) que incluye un 10 %
de suero fetal bovino (SFB) de tal manera que ocupaba el 80 % o méas de la zona de cada pocillo, y después se
cultivd durante 1 dia. Después de la eliminacién del medio de cultivo, el DMEM libre (no incluyendo el suero fetal
bovino) se calent6 a 37 °C, y se afiadi6 en una cantidad de 0,9 ml a cada pocillo. A continuacion, toosendanina o
una fraccién de toosendan fructus se extrajo con cada disolvente se diluyd hasta una concentracion apropiada por
DMEM libre de 0,1 ml, y la linea celular se traté con estos materiales, y se cultivaron durante 24 horas. Se recogi6
0,2 ml del medio de cultivo tratado con cada muestra de ensayo, y se sometio a electroforesis en un 8% de SDS-
PAGE (electroforesis en gel de poliacrilamida). A continuacion, se utilizaron los anticuerpos AB1560 (monoclonales)
y Rb53 (policlonales) (anticuerpos contra PPAa y PPAR) para medir las cantidades de PPAa y PPAR del medio de
cultivo a través de Western Blot.

Como resultado, se encontr6 que los extractos de acetato de alcohol metanol / etilo / alcohol / etilo de
toosendan fructus inhibieron la produccion de PPAR, y favorecieron la produccién de PPAa. En una prueba sobre el
efecto de la produccion inhibitoria de PPA y la produccion favorecedora de PPAa segun las concentraciones de
dilucion del extracto de alcohol etilico, cuando la concentraciéon de tratamiento del extracto fue de 6,25 ug / ml, la
produccién de PPAR se redujo al 27,7 %, y la produccién de PPAa se aument6 al 131,3 %, con respecto a un grupo
no tratado (de control, 100 %). Por otro lado, incluso cuando la concentracién de tratamiento del extracto era mas
baja (menos de 0,05 pg / ml), se logré un efecto de inhibicién dependiente de la concentracién de PPAB y se
favorecid la produccién de PPAa. También se encontré que la toosendanina purificada, incluso a una concentracion
de 12,5 nM o menos inhibi6 la produccion de PPAB mientras que favorecié la produccion de PPAa (en 0,8 um, la
produccion de PPAR redujo al 17,8 %, y la produccion de PPAa aumentado al 141,5 %, con respecto a un grupo no
tratado). Por lo tanto, se puede determinar que estos materiales inhiben muy fuertemente el metabolismo inhibitorio
de PPA que favorece la produccion de AR (véase la Figura 2).

Se obtuvieron extractos (alcohol etilico, metanol, acetato de etilo, y 90 % de metanol) de meliae cortex
(corteza de cinamomo) en la misma condicion de extraccién de disolvente organico que toosendan Fructus. A
continuacion, se pusieron a prueba sus efectos sobre la reduccion de la produccién de PPAB. Como resultado, cada
extracto mostrd un efecto reductor de la produccién de PPAB en 12,5 — 6,25 ug / ml aunque el efecto fue menor que
el del extracto de toosendan Fructus (véase la Figura 3.).

<5 - 2> Efecto inhibitorio de la producciéon de AR mediante un extracto de toosendan fructus

Se introdujeron los genes BACE1 (Numero de acceso GenBank; AF190725) y la mutacion sueca de
PPA695 (Numero de acceso GenBank; MIM: 104760,008) en vectores de pcDNA3.1 / Myc - His (Invitrogen, USA) y
pcDNA3.1 / Hygro (Invitrogen, EE.UU.), respectivamente, y se introdujeron en lineas celulares CHO. Luego,
utilizando una linea celular que sobreexpresa proteinas BACE1 y mutacidon sueca PPA695, se probo si el extracto
toosendan fructus inhibia la produccion de AR40. Las lineas celulares CHO se cultivaron en una placa de 6 pocillos
usando DMEM con un 10 % de SFB (suero fetal bovino) de tal manera que se incluyé en una cantidad apropiada en
cada pocillo, y se cultivaron durante 1 dia. Después de la eliminacién del medio de cultivo, el DMEM libre (que no
incluia suero fetal bovino) se calenté a 37 °C, y se afiadié en una cantidad de 0,9 ml a cada pocillo. A continuacion,
se diluy6 un extracto de toosendan Fructus con toosendanina hasta una concentracion apropiada mediante 0,1 ml de
DMEM libre, se trataron las lineas celulares con el extracto, y se cultivaron durante 24 horas. A continuacion, el
medio de cultivo se separd, y se llevo a cabo el analisis cuantitativo mediante el kit de andlisis cuantitativo AR40
(High Specific Assay Kit Amyloidf (1 - 40), BioSource, CA) de BioSource (CA, EE.UU.).
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Como resultado, se observé que el extracto de alcohol etilico de toosendan fructus (10 ug / ml o menos)
mostré un efecto inhibidor de la produccién de AR40 del 50 % o mas (véase la Figura 4).

<Ejemplo 6>

Ensayo de toxicidad en un extracto de alcohol etilico de toosendan fructus

Con el fin de determinar si la administracion oral del extracto de alcohol etilico de toosendan fructus con
toosendanina provoca toxicidad, se llevaron a cabo pruebas de toxicidad de una dosis Unica y de 4 semanas de
dosis multiples.

En la prueba de toxicidad de la dosis Unica, a cada grupo, que incluia 5 ratas macho ICR (de 6 semanas),
se le administré por via oral un extracto de alcohol etilico de toosendan fructus en una Unica dosis en una cantidad
de 750 ~ 3000 mg / kg. Se observé durante 2 semanas si los animales experimentales sobrevivieron, y luego
mediante la eutanasia y la autopsia, se observaron hallazgos anormales en 6rganos. Se descubrid6 que la
administracion del extracto en una cantidad de 1,500 mg / kg o mas causé toxicidad, ya que algunas de las ratas
murieron. Por otra parte, se descubrié que la administracion del extracto en una cantidad de 1,000 mg / kg o menos
no causo toxicidad, ya que no murié ninguna rata y no se observaron hallazgos anormales en 6rganos.

En la prueba de toxicidad de dosis multiples, a cada grupo, que incluia 6 ratas macho ICR (de 6 semanas),
se le administré por via oral un extracto de alcohol etilico de toosendan fructus en una cantidad de 125 ~ 1, 000 mg /
kg una vez al dia durante 26 dias. Se observd un cambio de peso, sintomas generales, y mortalidad de los animales
experimentales, y mediante la eutanasia y de la autopsia, se observaron hallazgos anormales en los 6rganos. Como
resultado de la prueba, se descubrié que una dosis de tolerancia méaxima (MTD) era de 750 ~ 1000 mg / kg, y un
nivel sin efecto adverso observable (NOAEL) era de 500 mg / kg.

<Ejemplo 7>

Un_efecto sobre la mejora de la memoria v la funcidén cognitiva por un extracto de alcohol etilico de
toosendan fructus en un modelo animal de demencia

Se administré repetidamente un extracto de alcohol etilico de toosendan fructus en suspension en 10% de
Labrasol por via oral a 6 ratas con demencia (transformadas para producir la mutacién sueca de PPA) en una
cantidad de 300 mg / kg (5 veces por semana) durante 3 meses. A continuacion se llevaron a cabo una prueba del
laberinto en Y, una prueba del laberinto de agua, y una prueba de evitacion pasiva, y se analizé si se consiguid una
mejora de la memoria a diferencia de un grupo de vehiculos (al que se administré con 10% labrasol, 5 ratas).

<7 - 1> Prueba del laberinto en Y

La prueba se llevo a cabo utilizando un aparato de medicion de laberinto en Y con 3 brazos (cada brazo: 25
(L) x 14 (A) x 5 (A) (cm)) formar una letra Y (brazo) en angulos uniformes. En primer lugar, se dirigi6 la cabeza de un
animal experimental hacia un extremo del brazo del laberinto Y, y al animal se le permitié correr liboremente alrededor
de los brazos durante 8 minutos. Cuando la pata trasera de la rata con demencia entr6 en el brazo se reconocié
como una entrada en el brazo. El movimiento se registr6 como alternancia. A continuacion, se reconocieron 3
entradas secuenciales como alternancia real, y se les dio 1 punto. A continuacién, se obtuvo el comportamiento de
alternancia espontanea (%) mediante el porcentaje de la alternancia real y la posible alternancia maxima (=
alternancia total - 2).

Como resultado, el grupo al que se administré el extracto de alcohol etilico de toosendan fructus con
toosendanina mostré un comportamiento de alternancia espontanea de 62,6 + 3,1 %, y el grupo de vehiculo (10 %
de Labrasol) mostro 53,9 + 3,4 %. Por lo tanto, se encontré que la administracion del extracto de alcohol etilico de
toosendan fructus mostré un mejora en la memoria del 16,1 % con una fiabilidad del 95 % o mas (p < 0,05) (véase la
Figura 5).

<7 - 2> Prueba del laberinto de agua

Se llevo a cabo una prueba de memoria de referencia para la prueba del laberinto de agua después de
dejar a las ratas nadar libremente y adaptarse en un tanque de agua sin plataforma durante 60 segundos, un dia
antes de comenzar la prueba. En la prueba, el tiempo (latencia de escape, unidad: segundos) requerido para
encontrar y montarse a la plataforma sumergida en agua se midié 4 a 5 veces por dia, durante 5 dias, y el tiempo
maximo de tolerancia se limité a 60 segundos. Hasta el segundo dia de la prueba, cuando una rata no podia
encontrar la posicion de la plataforma, fue guiada para descubrirla en 60 segundos (tiempo limite). Luego, una vez
que habia montado a la plataforma, se le permitié permanecer alli durante 10 segundos.

Después de 24 horas desde el final de la prueba de memoria de referencia, se eliminé la plataforma dentro
del tanque de agua, y a las ratas se les permitié nadar libremente durante 60 segundos. A continuacion, se realizé
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un ensayo de la prueba mientras se midi6 el tiempo de permanencia de una rata en la posicion (donde estuvo la
plataforma los dias anteriores).

Como resultado, en la prueba de memoria de referencia, un grupo de vehiculo no mostré6 mejora en el
tiempo requerido para encontrar la plataforma durante el periodo de prueba, mientras que un grupo al que se
administré un extracto de alcohol etilico de toosendan fructus descubri6 la plataforma en un tiempo mas corto que el
grupo de vehiculo, desde el segundo dia de la prueba. Después, desde el cuarto dia de la prueba, se maximizé la
diferencia entre el grupo al que se administré el extracto y el grupo de vehiculo (véase la Figura 6). En el ensayo de
la prueba, el grupo al que se administr6 el extracto mostré una proporciéon de permanencia de 33,0 + 3,2 % en la
posicion (donde estuvo la plataforma en los dias anteriores), mientras que el grupo del vehiculo mostré6 una
proporcion de 14,0 + 5,8 %. Se descubrié que el grupo al que se administro el extracto se quedé 2,35 veces 0 mas
(p < 0,05) con una significacion estadistica.

<7 - 3> Prueba de evitacion pasiva

El ensayo de evitacion pasiva se llevé a cabo utilizando una shuttle - box con 2 compartimentos separados
por una puerta de guillotina. Un compartimento se ilumind, mientras que el otro se oscurecié cubriéndolo con un
pafio negro y sin iluminacion. El primer dia, una rata con demencia se quedd en la sala iluminada con un tiempo de
busqueda de 30 segundos, y luego se abrié la puerta de guillotina para que la rata pudiera entrar en el cuarto
oscuro. A continuacion, se midié el tiempo de adquisicion de latencia requerido para entrar en el cuarto oscuro. Una
vez que la rata entrd en la habitaciéon oscura, la puerta de guillotina se cerrg, y se aplicé una descarga eléctrica de
0,5 mA a la rata durante 3 segundos mediante un suelo entramado, de manera que pueda recordar el choque
eléctrico. Después de 24 horas, la rata con demencia se dejé en la habitacién luminosa, con un tiempo de bldsqueda
de 30 segundos y luego se abri6 la puerta de guillotina. A continuacion, se midié un tiempo de latencia de retencién
requerido para entrar en el cuarto oscuro (todas las patas de la rata (méximo de 300 segundos). Se determiné que a
medida que el tiempo de retencidon de latencia aumenta, puede mantenerse la memoria en la evitacion pasiva
mediante el aprendizaje.

Cuando se midié el tiempo de retencion de latencia requerido para entrar en la habitacién oscura tras el
aprendizaje de una descarga eléctrica, un grupo al que se administré un extracto de alcohol etilico de toosendan
fructus mostré un tiempo de retencion de latencia de 288,8 + 9,2 segundos, y un grupo de vehiculo mostré un tiempo
de retencion de latencia de 131,8 + 59,6 segundos. En otras palabras, se descubri6 que el grupo al que se
administré el extracto mostraba una mejora en la memoria de evitacion pasiva del 220 % o mas, con una fiabilidad
del 95 % o més (véase la Figura 7). En consecuencia, se descubrid que la composicidon para su uso segun la
presente invencion tiene un efecto significativo en el tratamiento de la disfuncion de la memoria / cognicion causada
por la demencia.

<Ejemplo 8>

Efecto _inhibidor de AR mediante el extracto de alcohol etilico de toosendan fructus y toosendanina en
cuerpo vivo

<8 - 1> Efecto inhibidor de AR mediante el extracto de alcohol etilico de toosendan fructus en una rata con
demencia transformada

Tras finalizar la prueba de memoria, se extrajo un cerebro de rata transformada. Entonces, en un tejido
cerebral, se midi6 el cambio de AR. El cerebro extraido se peso, y se afiadié a una solucién enfriada A (5 M de
guanidina HCI, 50 mM de Tris HCI) en un volumen 8 veces superior respecto al peso. A continuacion, el tejido
cerebral se moli6 y se homogeneizé por un homogeneizador, y se dej6 a temperatura ambiente durante 3 ~ 4 horas,
seguido por centrifugacion (16.000 xg, 20 minutos, 4 °C). Se recogié un sobrenadante para extraer el tejido cerebral.
El sobrenadante recogido se diluyé 3.200 veces en una solucién B (solucion salina tamponada con fosfato, 5 % de
BSA, 0,03 % de Tween - 20, pH 7,4, céctel inhibidor de proteasa), y se cuantificé el AR40 mediante el uso de un kit
de andlisis cuantitativo AR40 de BioSource (CA, EE.UU.).

Como resultado, cuando se midié el valor de AR40 con respecto al peso de tejido cerebral diluido 3.200
veces, el valor de un grupo de vehiculo fue de 362,5 + 20.7 pg / ml, y el valor de un grupo al que se administro el
extracto de alcohol etilico de toosendan fructus fue de 111,9 + 84.6 pg / ml. En otras palabras, la administracion del
extracto de alcohol etilico de toosendan fructus redujo el AR40 en aproximadamente un 69 % (véase la Figura 8).

<8 - 2> Efecto inhibidor de AR por toosendanina en una rata

Se extrajo sangre antes de la administracion de toosendanina. Después se administr6 toosendanina en
suspension en 20 % de alcohol etilico por via oral en dosis de 5y 50 mg / kg. Transcurridas dos horas, se recogio la
sangre, y se midi6 el cambio de concentracién de AR en sangre antes / después de la administracion. La sangre
recogida se centrifugé (16.000 xg, 20 minutos, 4 °C), y se cuantifico el AR40 recogido en el suero utilizando un kit de
andlisis cuantitativo AR40 (High Specific Assay Kit Amyloidf3 de raton / rata (1 - 40), IBL, Japdn).
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Como resultado, un grupo de vehiculo mostr6 un aumento de AR40 en alrededor del 40 % con la
administracion, sin significacion estadistica. Ademas, se descubrié que la administracién de toosendanina (5 mg / kg)
inhibio el AR40 en un 85 % o mas. A partir de este resultado, se espera que si se administra toosendanina en una
dosis mas baja, la produccion de AR40 pueda inhibirse (véase la Figura 9). En consecuencia, se determind que la
composicion para su uso segun la presente invencién es altamente eficaz en la prevencién o el tratamiento de la
demencia inhibiendo la produccién de AR.

<Ejemplo 9>

Ensayo de toxicidad y eficacia sequn un disolvente de extracciéon

Con el fin de obtener un extracto de menor toxicidad capaz de mantener la eficacia de la composicion para
Su uso segun la presente invencion, se extrajo toosendan Fructus variando el contenido de alcohol etilico en un
disolvente de extraccion, y se llevaron a cabo pruebas de toxicidad y de eficacia.

<9 - 1> Preparacion de un extracto de alcohol etilico de toosendan fructus

Se sumergieron 10 kg de toosendan fructus molido en 50 L de alcohol etilico (100 %, 70 %, 50 % y 30 %)
durante 3 dias para la extraccion. Después, el extracto se filtr6, se concentré al vacio, y se liofilizé para obtener un
extracto de alcohol etilico de toosendan fructus.

<9 - 2> Prueba de toxicidad repetitiva en un extracto de alcohol etilico de toosendan fructus

Se prepararon un grupo de vehiculo y tres grupos de administracion segun las concentraciones de alcohol
de etilo, en los que cada grupo incluia 6 ratas macho ICR (de 6 semanas).

El extracto de alcohol etilico de toosendan fructus obtenido en el Ejemplo 9 - 1 se disolvié en 10 % de
Labrasol (Gate Fosse Inc., Francia) como excipiente, y se administr6 por via oral a una rata una vez al dia. Se
administraron extractos de alcohol etilico con concentraciones respectivas a cada grupo en dosis de 1,000, 1,500, y
2000 mg / kg.

El dia de la administracion se observaron los sintomas generales con un intervalo de una hora durante 6
horas desde la administracion. Después, durante los dias posteriores a la administracion, se observaron y
registraron una vez al dia los sintomas generales. Dos veces a la semana, el animal se pes6 en el dia de
ponderacion. Tras el término de la administracion, el animal se mantuvo en ayuno durante la noche, y luego se
extrajo su sangre, y se sometié a un examen bioquimico. Después de la extraccion de sangre, el animal fue
sometido a una autopsia, y no se observaron hallazgos anormales en los 6rganos principales.

Para los animales de cada grupo, se registraron el peso medio segun los dias de medicién y la mortalidad,
y luego se obtuvieron MTD y NOAEL de la muestra de ensayo. Con el fin de determinar si habia una diferencia en el
peso medio y el valor bioquimico de la sangre entre un grupo control y los grupos de administracion, se llevo a cabo
una prueba de Dunnett como método de comparacién multiple, y se estableci6 una region critica para la prueba al 5
% (* P < 0,05).

MTD se refiere a una dosis minima de un material de ensayo administrada a un animal de ensayo que
causara sintomas de toxicidad sin efecto en su muerte, y un aumento / disminucion de peso en un 10 % o0 menos
con respecto a un grupo control. NOAEL denota el nivel de exposicidbn méas alto en una prueba de toxicidad, en la
que no hay ningun efecto perjudicial del material administrado en el largo plazo.

Como resultado, tal y como se sefiala en la Tabla 1, puesto que se redujo el contenido de alcohol etilico en
la extraccion, el NOAEL se incrementd. También se descubrié que en el extracto de alcohol etilico 30 %, no habia
toxicidad, incluso en la dosis maxima administracion de 2000 mg / kg.

Tabla 1
Resultados de MTD y NOAEL segun los disolventes de extraccion
Extracto de alcohol etilico MTD (mg / kg) NOAEL (mg / kg)
100 % de alcohol etilico < 1.000 500 - 750
70 % de alcohol etilico > 2.000 < 1.000
50 % de alcohol etilico > 2.000 1.000 - 1.500
30 % de alcohol etilico > 2.000 > 2.000
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<9 - 3> Prueba de comparacion de eficacia segun los tipos de disolventes de extraccion de un extracto de
alcohol etilico de toosendan fructus

En el extracto de alcohol etilico de toosendan fructus obtenido en el Ejemplo 9 — 1, se midieron un efecto
reductor de la produccion de PPAB, un efecto favorecedor de la produccion PPAq, y un efecto inhibidor de la
produccién de AR de la misma manera a la descrita en el Ejemplo 5.

Como resultado, tal y como se muestra en la Figura 10, se descubrié que el extracto de cinamomo utilizado
en la presente invencién obtenido a partir de alcoholes etilicos al 100 %, 70 %, 50 % y 30 % como disolvente de
extraccién son excelentes tanto en el efecto reductor de la produccion de PPAR como del efecto favorecedor de la
produccion PPAa. Ademas, tal y como se muestra en la Figura 11, se descubrié que el efecto inhibidor de AR era
generalmente alto, aunque la extraccién mediante alcohol etilico al 30 % reducia la eficacia en un 14 %.

Segun esto, cuando el extracto de cinamomo utilizado en la presente invencion se extraia mediante alcohol
etilico como disolvente de extraccion, es posible conseguir una eficacia alta en general independientemente de la
concentracion del alcohol etilico. Especialmente, se descubrié que cuando el contenido de alcohol etilico utilizado
como disolvente de extraccion se ajustaba en un rango del 30 % al 50 %, era posible mantener la eficacia y reducir
altamente la toxicidad del extracto de cinamomo utilizado en la presente invencion.

Aunque se describen ejemplos de formulacion de una composicion farmacéutica para uso segun la
presente invencion incluyendo el compuesto de la presente invencidn, estos ilustran especificamente la invencion y
no estan destinados a limitar la misma.

<Ejemplo De Preparacién 1>

Preparacién de polvo

extracto de toosendan fructus 20 mg
lactosa 100 mg
talco 10 mg

Tras mezclar los ingredientes anteriores y rellenar una bolsa hermética, se prepararon en polvo.
<Ejemplo De Preparacién 2>

Preparacion de comprimidos

extracto de toosendan fructus 10 mg
almiddn de maiz 100 mg
lactosa 100 mg
estearato de magnesio 2mg

Después de mezclar los ingredientes anteriores y realizar la compresion directa, se prepararon en
comprimidos segun un método bien conocido.

<Ejemplo De Preparacion 3>

Preparacién de capsulas

extracto de meliae cortex 10 mg

celulosa cristalizada 3mg
lactosa 14,8 mg
estereato de magnesio 0,2 mg

Después de mezclar los ingredientes anteriores y rellenar una capsula de gelatina, se dispusieron en la
cépsula segiin un método bien conocido.

<Ejemplo De Preparacion 4>

Preparacién de inyeccidén

El ingrediente activo se disolvié en agua destilada para su inyeccién segun un método bien conocido, y se
ajusté el pH a 7,5y, a continuacion, se disolvié el ingrediente anterior en agua destilada para su inyeccion. A
continuacion se llena una ampolla de 2 ml, se esteriliza y se prepar6 la inyeccion.

extracto de toosendan fructus 1 mg
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manitol 180 mg
agua para inyeccién 2793 mg
NaxHPO412H,0 26 mg

Se prepar6 una ampolla (2 ml) por los ingredientes anteriores segin un método bien conocido.
<Ejemplo De Preparacion 5>

Preparaciéon de Fluido

extracto de toosendan fructus 2mg
jarabe de glucosa isomerizada 10 mg
manitol 5mg

agua destilada apropiada

Segun un método bien conocido, se disuelven todos los ingredientes en agua destilada y se afiade sabor a
limoén, luego se mezcla y se ajusta el volumen a 100 ml afiadiendo agua destilada. Después del ajuste, se envasa en
botellas de color marrén y se esteriliza.

Aplicabilidad industrial

Como puede verse en lo anteriormente descrito, una composicién farmaceéutica para uso segun la presente
invencion que comprende extracto de cinamomo, toosendanina, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma
es un ingrediente activo muy eficaz en la prevencion o el tratamiento de la demencia. Especialmente, la composicion
para su uso segun la presente invencion es eficaz en la inhibicién de la produccion y la induccion de la mejora de la
produccion de PPAa que muestra un efecto protector de una célula nerviosa AR. Por lo tanto, la composicion
farmacéutica para uso segun la presente invencion que comprende extracto de cinamomo, toosendanina, o una sal
farmacéuticamente aceptable de la misma como ingrediente activo, es altamente eficaz en diversos campos tales
como la preparacién de medicamentos / tratamiento preventivo de pacientes con demencia o personas de edades
susceptibles a la demencia.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion para utilizacion en la prevencion o tratamiento de la demencia que comprende toosendanina
representada por la formula 1 o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma como ingrediente activo.

[Formula 1]

HsC

2. La composicion para utilizacion en la prevencion o tratamiento de la demencia segun la reivindicacion 1, en la que
la demencia es seleccionada del grupo formado por: demencia de Alzheimer, demencia cerebrovascular, demencia
senil, y demencia por lesiones cerebrales.

3. Uso de toosendanina representada por la formula 1 o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma para
preparar un agente para la prevencién o tratamiento de la demencia.

4. El uso de la reivindicacién 3, en el que la demencia es seleccionada del grupo formado por: demencia de
Alzheimer, demencia cerebrovascular, demencia senil, y demencia por lesiones cerebrales.

5. Una composicién para utilizacién en la prevencion o tratamiento de la demencia que comprende extracto de
cinamomo (Melia azedarach o Melia toosendan) como ingrediente activo.

6. La composicidn para utilizacion en la prevencion o tratamiento de la demencia segun la reivindicacion 5, en la que
el cinamomo es toosendan fructus (fruto del cinamomo) o Meliae cortex (velamen o corteza del cinamomo).

7. La composicién para utilizacion en la prevencién o tratamiento de la demencia segun la reivindicacién 5, en la que
el extracto es extraido con acetato de etilo 0 agua, alcohol C1 a C6 o un disolvente mezclado de los mismos.

8. La composicion para utilizacion en la prevencion o tratamiento de la demencia segun la reivindicacion 5, en la que
la demencia es seleccionada del grupo formado por: demencia de Alzheimer, demencia cerebrovascular, demencia
senil, y demencia por lesiones cerebrales.

9. Uso del extracto de cinamomo (Melia azedarach o Melia toosendan) para preparar un agente para la prevencion o
tratamiento de la demencia.

10. El uso de la reivindicacion 9, en el que la demencia es seleccionada del grupo formado por: demencia de
Alzheimer, demencia cerebrovascular, demencia senil, y demencia por lesiones cerebrales.
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FIG. 1
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FIG. 2
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FIG. 3
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FIG. 4
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FIG. 5
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FIG. 6
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FIG. 7
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FIG. 9
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FIG. 10
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FIG. 11
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