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DESCRIPCION
Extractos de Pulsatilla spp. eficaces en la funcién cerebral
Campo técnico de la invencion

La presente invencion se refiere a extracto de Pulsatillae Radix para mejorar las funciones cerebrales. Mas
especificamente, la presente invencion se refiere a extracto de Pulsatillae Radix, a sus fracciones activas y a un
producto farmacéutico y un alimento saludable que lo contienen, que tienen, respectivamente, una actividad de
proteccion frente a la neurotoxicidad inducida por beta-amiloide, un efecto inhibidor del crecimiento de beta-amiloide,
un efecto antioxidante, un efecto de proliferacién de neuronas y mejora de una memoria debilitada, y que por lo tanto
son eficaces en la mejora de las funciones cerebrales, tales como deterioro cognitivo leve (DCL) y demencia.

El creciente porcentaje de un grupo senil en la poblacién ha sido una tendencia global, incluyendo en Corea, y varios
tipos de enfermedades seniles degenerativas conducen a grandes pérdidas en la sociedad y la economia. De
acuerdo con la estadisticas recientemente publicadas por la Asociacion de Alzheimer en EE.UU. y la Asociacion
Americana del Envejecimiento, aproximadamente 4 millones de americanos sufren demencia. En particular, la
demencia generalmente se desarrolla después de los 60 afos de edad, y rara vez en la década de los 50.
Aproximadamente el 10,3 % de los americanos sufren demencia en la actualidad y anualmente se estan gastando
aproximadamente 95 billones de dolares americanos para los tratamientos terapéuticos de los pacientes de
demencia. De acuerdo con el informe del Korea Institute for Health and Social Affairs, el porcentaje de pacientes con
demencia en la poblacion de Corea aumento rapidamente hasta representar el 8,3 % de los ciudadanos mayores de
65 anos de edad o mayores en 1995 y cabe esperar que alcance el 9 % en el afio 2010, un incremento del 0,7 %.
Los porcentajes anteriores, cuando se aplican a una estimacion futura de la poblacion de Corea de acuerdo con la
Korea National Statistical Office, revel6 que los pacientes de demencia eran 277.048 en 2000 (8,3 % de los
ciudadanos mayores de 65 afos de edad o mayores), 527.068 en 2015 (9 % de los ciudadanos de la tercera edad
mayores de 65 afnos), y 619.132 in 2020 (9 % de los ciudadanos de la tercera edad de 65 afios 0 mayores),
respectivamente. La demencia es una enfermedad intratable que puede devastar no solo a los propios pacientes,
sino también a los miembros de su familia directa y, por tanto, se ha convertido en un problema social y econémico
grave.

El deterioro cognitivo leve (DCL) se refiere a un estado de salud en el que disminuyen las funciones cognitivas,
como la memoria, los juicios y las capacidades de aprendizaje, pero no es tan grave como para cumplir los criterios
de demencia desde el punto de vista clinico. No obstante, en los recientes estudios clinicos se ha demostrado que
es muy probable que los pacientes con DCL desarrollen demencia. En los experimentos clinicos, por ejemplo, se
demostré que sélo el 1 - 2 % del grupo normal control desarrollé demencia cada afio, mientras que hasta un 10 — 15
% de los pacientes con DCL desarrollaron demencia. Por consiguiente, es importante para los pacientes de DGL
obtener un tratamiento precoz con el fin de prevenir el desarrollo de demencia. Existen varias razones por las cuales
se puede producir el desarrollo de demencia y la enfermedad de Alzheimer se ha conocido como una de las causas
mas factibles de la misma. La enfermedad de Alzheimer se caracteriza porque la proteina beta-amiloide se deposita
fuera de las células cerebrales y la capacidad de aprendizaje y la memoria disminuyen drasticamente.

Antecedentes de la invencion

La tacrina es el primer farmaco aprobado por la FDA, y se desarrolld en 1993 para tratar la enfermedad de
Alzheimer. Se sabe que inhibe la secrecién de la acetilcolina producida en cerebros de pacientes con enfermedad de
Alzheimer en sus primeras etapas o en las intermedias, de modo que se retrasa el proceso del deterioro cognitivo.
No obstante, se sabia que producia efectos adversos relacionados con el higado y apenas se usa en la actualidad.
Aricept, otro farmaco aprobado por la FDA desarrollado en 1996, actia aumentando el uso de acetilcolina y puede
prolongar su eficacia mediante una Unica dosis antes de acostarse. Tiene efectos adversos tales como nauseas,
diarrea y fatiga, pero dichos sintomas no son demasiado graves y también desaparecen facilmente. No obstante, la
tacrina y el aricept no pueden invertir el inicio de la enfermedad de Alzheimer ya desarrollada y tampoco se sabe
cuanto tiempo deben tomar los pacientes de demencia los farmacos requeridos y cuando tiempo tendran eficacia los
farmacos administrados. Por tanto, existe una necesidad muy urgente de desarrollar un agente terapéutico para
tratar la demencia con eficacias excelentes y pocos efectos adversos.

Pulsatillae Radix es una planta perenne perteneciente a la familia del raninculo (Ranunculaceae) de plantas
dicotiledéneas vy tiene algunos otros nombres. La base desecada de Pulsatilla chinensis (Bge) Reg, P. koreana
Nakai, P. cernua Var, P. patens y sus especies se usa para preparar agentes terapéuticos que tienen efectos de
defervescencia, convergencia, antiinflamacion, esterilizacién etc., asi como efectos contra la diarrea producida por la
disenteria. En las terapias medicinales tradicionales coreanas, también se ha usado para tratar el paludismo y la
neuralgia, pero no se han producido informes cientificos de que tenga un efecto terapéutico para tratar la demencia.

El documento EP-A-1 388 542 divulga el uso de un extracto de Pulsatillae Radix como agente terapéutico para
tumores s6lidos.
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El documento WO 2004/026275 A esta dirigido al efecto de blanqueamiento de una composicidon cosmética que
comprende un extracto de Pulsatillae Radix como ingrediente principal.

SHIMIZU M., et al. ("Triterpenoid saponins from Pulsatilla cernua" CHEMICAL AND PHARMACEUTICAL BULLETIN,
PHARMACEUTICAL SOCIETY OF JAPAN, TOKYO, JP, vol. 26, 1 de enero de1978, paginas 1666 - 1671) describen
saponinas triterpenoides de Pulsatilla cernua y mencionan el uso de la raiz de Pulsatilla cernua como remedio
doméstico para fines antitumorales, astringentes, antilaxantes y diuréticos.

GAO XIANG-DONG, et al. ("Pulsatilloside A and anemoside A3 protect PC12 cells from apoptosis induced by sodium
cyanide and glucose deprivation." PLANTA MEDICA, vol. 69, N° 2, febrero de 2003, paginas 171 - 174) divulgan que
el pulsatilésido A y el anemésido As protegen las células PC12 de la apoptosis inducida por cianuro sodico y
privacion de glucosa.

Sumario de la invencion

Los inventores de la presente invencidn han realizado intensas y amplias investigaciones para desarrollar un agente
terapéutico para tratar la demencia impidiendo la neurotoxicidad inducida por beta-amiloide y un efecto inhibidor
sobre la formacién de beta-amiloide y, también, mediante un efecto antioxidante, un efecto de proliferacion de
neuronas y de mejora de la memoria debilitada. Como resultado, los inventores de la presente invencién finalmente
tuvieron éxito en la obtencion de un extracto Util y sus fracciones activas a partir de Pulsatillae Radix.

Por tanto, un objetivo de la presente invencion es proporcionar un extracto Util y sus fracciones activas de Pulsatillae
Radix, que tenga una actividad protectora contra la neurotoxicidad inducida por beta-amiloide, un efecto inhibidor
sobre la formacién de beta-amiloide, un efecto antioxidante un efecto de proliferacion de neuronas y de mejora de la
memoria debilitada.

Otro objetivo de la presente invencion es proporcionar un método para preparar el extracto util anterior y sus
fracciones activas a partir de Pulsatillae Radix.

Un objetivo adicional de la presente invencion es proporcionar un producto farmacéutico y un alimento saludable que
contenga el extracto Util anterior y sus fracciones activas obtenidas de Pulsatillae Radix, que sea eficaz en la mejora
de las funciones cerebrales.

Descripcion detallada de las realizaciones

La presente invencién se refiere a un extracto de Pulsatillae Radix, sus fracciones activas y a un método para
preparar el mismo.

Adicionalmente, la presente invencion también se refiere a un agente terapéutico que comprende un extracto de
Pulsatillae Radix o sus fracciones activas para la mejora de las funciones cerebrales, prevencién y tratamiento del
deterioro cognitivo leve, prevencion y tratamiento de la demencia, y a un producto alimentario saludable que
comprende un extracto de Pulsatillae Radix o sus fracciones activas para mejorar las funciones cerebrales.

La presente invencién se describe con mayor detalle como se indica a continuacién en el presente documento.

La presente invencion se refiere a extracto de Pulsatillae Radix para mejorar las funciones cerebrales. Mas
especificamente, la presente invencion se refiere a extracto de Pulsatillae Radix, a sus fracciones activas y a un
producto farmacéutico y un alimento sano que lo contiene, que tienen, respectivamente, una actividad de proteccion
frente a la neurotoxicidad inducida por beta-amiloide, un efecto inhibidor sobre la formacién de beta-amiloide, un
efecto antioxidante, un efecto de proliferacion de neuronas y mejora de una memoria debilitada, y que por lo tanto es
eficaz en la mejora de las funciones cerebrales tales como el deterioro cognitivo leve (DCL) y la demencia.

Son ejemplos de Pulsatillae Radix para usar como material de partida en la presente invencion Pulsatilla chinensis,
Pulsatilla koreana, Pulsatilla cernua, Pulsatilla patens and Pulsatilla sp., es decir, una planta perteneciente a la
familia del rananculo (Ranunculaceae). Los principales usos de Pulsatillae Radix son como antiinflamatorio, de
convergencia, hemostatico y antidiarreico.

En una realizacion preferida de la presente invencion se proporciona un método para aislar con eficacia el extracto
de Pulsatillae Radix y sus fracciones activas, que tienen efectos terapéuticos excelentes, como se expone a
continuacion en el presente documento.

Primero, se tritura Pulsatillae Radix y después se extrae usando alcohol afadiendo aproximadamente de 5 a 10
veces un alcohol de grado bajo con referencia al peso de Pulsatillae Radix basado en su peso herbal,
preferentemente un alcohol Cq - Cg, mas preferentemente una solucion de MeOH o de EtOH. Después de realizar la
extraccion con alcohol 2 — 4 veces, se filtra el extracto y después se concentra a presion reducida para eliminar
completamente el alcohol y de este modo facilitar un seguimiento facil de las fracciones de disolvente. Después, el
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extracto se disuelve completamente o se suspende en aproximadamente de 3 a 5 veces (v/p) de agua destilada con
referencia al peso de Pulsatillae Radix basado en su peso herbal. En el presente documento se prefiere usar una
cantidad sufriente de agua para la disolucidon completa del extracto pero, debido a las incomodidades en la
manipulaciéon de una gran cantidad de agua, a menudo se procede con las siguientes etapas, incluso cuando el
extracto no se haya disuelto completamente. Después, el resultante se afiade con un peso igual de un alcohol de
grado bajo saturado con agua y después se agita a una velocidad de aproximadamente 30 a 50 rpm durante de 10 a
20 minutos y después se deja generar la separacion de capas. El alcohol de grado bajo saturado en agua se filtra y
después se concentra a presion reducida para obtener una fraccion activa. El alcohol de grado bajo saturado en
agua usado anteriormente es una solucion saturada de un alcohol de grado bajo que se obtiene: afiadiendo agua
destilada a un alcohol de grado bajo, agitando, dejando que se generen capas separadas y recolectando el alcohol
de grado bajo saturado en agua. El alcohol de grado bajo anterior es, preferentemente, un alcohol C1 - Cg, mas
preferentemente un propanol o un butanol. La separacion de capas se repite 2-3 veces. En la obtencién de una
fraccion de disolvente usando alcohol de grado bajo, si se usa una cantidad pequefia del alcohol de grado bajo, el
resultado de la purificacion es malo, lo que disminuye el rendimiento del extracto y la cantidad de ingredientes
activos. Por el contrario, si se usa una gran cantidad del alcohol de grado bajo, no es rentable. Por tanto, es
preferible usar de aproximadamente 2 a 3 veces (v/p) de un alcohol de grado bajo con referencia al peso de
Pulsatillae Radix basado en su peso herbal. Las actividades del extracto preparado de este modo y sus fracciones
activas se analizaron y se demostré que eran eficaces en la actividad de proteccién contra la neurotoxicidad debido
al beta-amiloide.

La cromatografia en columna usando resina de silice de octadecilo (YMC*GEL ODS-A 12nm, S-150 m) se realizd
para definir las fracciones activas y los compuestos con el nivel de actividades mas alto de las fracciones de
disolvente de Pulsatillae Radix. Se usé una cantidad de resina de aproximadamente 25 veces el peso de una
muestra. Para usar el disolvente se seleccioné un método de gradiente por etapas; es decir, la cantidad de metanol
en el disolvente se increment6 gradualmente al indice del 10 % (v/v) comenzando con la solucién en metanol al 10
% (v/v) inicial (hasta) aproximadamente 2 a 3 veces el volumen de la resina. La actividad de proteccion contra la
neurotoxicidad debido al beta-amiloide se observé en las fracciones con soluciones en metanol del 60 % (v/v), 70 %
(v/v) y 80 % (v/v) y, de ellos, el efecto mas alto como tal se observo al 70 % (v/v).

En experimentos con animales, en los que un grupo control no tratado con escopolamina, una sustancia que se sabe
que disminuye la capacidad de memoria inhibiendo la transmisién de un neurotransmisor, o cualquier otro farmaco,
se fij6 en 100 % y un grupo tratado con escopolamina (1 mg/kg) se fij6 en 0 %, la administracion del extracto de
Pulsatillae Radix y sus fracciones en el grupo tratado anterior 1 hora después del tratamiento con escopolamina tuvo
como resultado una mejora de la capacidad de memoria. Ademas, la fraccion activa que mostré la actividad mas alta
en el experimento anterior tenia una actividad inhibidora contra las toxicidades inducidas por peroxido de hidrégeno
y estaurosporina, tenia un efecto de proliferacion celular, asi como un efecto de incremento de la actividad alfa-
secretasa. Adicionalmente, el grupo anterior también mostr6 una memoria mejorada en un experimento animal
realizado mediante la prueba del laberinto de agua. Por tanto, se ha sugerido que el extracto de Pulsatillae Radix (o
sus fracciones) de la presente invencion sera util para el tratamiento del DCL y la demencia, y también se puede
formular como un producto farmacéutico o un producto alimentario saludable.

En la preparacion del extracto de Pulsatillae Radix (o sus fracciones) de la presente invencion como producto
farmacéutico, se puede formular en un tipo tipico de preparaciones farmacéuticas que se van a administrar por via
oral o parenteral en estudios clinicos. Mas especificamente, se puede fabricar usando los aditivos tipicos, tales como
una carga, un diluyente, un aglutinante, un agente humectante, un agente disgregante, un tensioactivo y un
excipiente.

Las preparaciones solidas para administracion oral son comprimidos, pildoras, polvo, granulos, capsulas etc. Las
preparaciones sélidas anteriores se fabrican afadiendo al menos un excipiente tal como almiddn, carbonato célcico,
sacarosa o lactosa, gelatina, lignano, compuestos de lactona y sus derivados. Ademas, ademas de los excipientes
tipicos se pueden usar lubricantes tales como estearato de magnesio y talco.

Las preparaciones liquidas para administracion oral son suspensiones, soluciones, emulsiones, jarabes y se pueden
usar varios excipientes tales como un agente humectante, un edulcorante, un agente aromatico, un conservante
ademas de los diluyentes tipicos, tales como agua y parafina liquida.

Las preparaciones para administracion parenteral son un liquido hidrosoluble estéril, un disolvente insoluble en
agua, suspensiones, emulsiones, un agente liofilizante y supositorios. Son ejemplos de suspensiones y disolventes
insolubles en agua aceites vegetales tales como propilenglicol, polietilenglicol, aceite de oliva y ésteres inyectables
tales como etiolato. Son ejemplos de la base para supositorios witepsol, marcrogol, Tween 61, manteca de cacao,
Sevum Laurinumn, glicerol, gelatina y similares.

El contenido de los ingredientes activos de las preparaciones en la presente invencion se puede ajustar segun sea
adecuado de acuerdo con la capacidad de absorcion, la tasa de inactivacion, la tasa de excrecién de los
ingredientes activos, la edad, el sexo y el estado de salud de un paciente.

El extracto de Pulsatillae Radix (o sus fracciones) de la presente invencion se administra, preferentemente, en el
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intervalo de aproximadamente 10 a aproximadamente 400 mg/kg, mas preferentemente de aproximadamente 20 a
aproximadamente 200 mg/kg, y de aproximadamente 1 a 3 veces al dia.

Adicionalmente, en otra realizaciéon de la presente invencion se proporciona un producto alimentario saludable para
el tratamiento terapéutico de DCL y la demencia, y la mejora de las funciones cerebrales, que comprende el extracto
de Pulsatillae Radix (o sus fracciones). El producto alimentario saludable de la presente invencién hace referencia a
un producto fabricado mediante la adicion del extracto de Pulsatillae Radix (o sus fracciones) a los productos
alimentarios generales o mediante la formulacion en forma de cépsulas, polvo y suspensiones, cuya ingesta tendria
como resultado un efecto terapéutico determinado relacionado con las condiciones de salud pero sin causar ningun
efecto adverso, incluso con la administracion a largo plazo al contrario que los farmacos convencionales.

Breve descripcion de las figuras

Estos y otros objetos y caracteristicas de la presente invencién seran evidentes a partir de la siguiente descripcion
de la invencién, cuando se consideran junto con las figuras adjuntas, en las que:

La Fig. 1 muestra un método de preparacién del extracto de Pulsatillae Radix y sus fracciones de acuerdo con
una realizacién mostrada en el Ejemplo 2 de la presente invencion.

La Fig. 2 es un gréafico que muestra la eficacia del extracto de Pulsatillae Radix y sus fracciones en la mejora de
los déficit de memoria inducidos con escopolamina mediante una Unica administracién oral del extracto de
Pulsatillae Radix y sus fracciones.

La Fig. 3 es un grafico que muestra los resultados de comparacién entre un grupo control y grupos tratados con
varias concentraciones de las fracciones activas del extracto de Pulsatillae Radix con respecto al efecto de las
fracciones activas del extracto de Pulsatillae Radix mediante una funcion de adquisicion que mide el tiempo de
latencia necesario para que los animales experimentales alcancen la plataforma de escape en 180 segundos
realizada repetidamente durante un periodo de 6 dias para evaluar el efecto de aprendizaje en el laberinto de
agua;

La Fig. 4 es un grafico que muestra los resultados de comparacién entre un grupo control y grupos tratados con
varias concentraciones de las fracciones activas del extracto de Pulsatillae Radix con respecto al efecto de las
fracciones activas del extracto de Pulsatillae Radix mediante un funcionamiento defectuoso que mide el tiempo
de latencia necesario para que los animales experimentales permanezcan en el cuadrante donde se coloc6 la
plataforma de escape al séptimo dia, el ultimo dia del aprendizaje en el laberinto de agua, después de eliminar la
plataforma de escape para evaluar el efecto de aprendizaje en el laberinto de agua.

Ejemplos
Se puede obtener una mejor comprension de la presente invencién a la luz de los ejemplos siguientes.
Ejemplo 1: Extraccion de Pulsatillae Radix y sus fracciones

Dos kilogramos de Pulsatillae Radix triturada se sometieron a extraccion a reflujo en 14 | de etanol al 50 % durante
aproximadamente 4 horas y el proceso entero se repitié una vez. El extracto se filtr6 y después se concentr6 a
presién reducida a 50 °C usando un evaporador rotatorio. El concentrado resultante se suspendié en agua de modo
que el volumen resultante se convierte en aproximadamente 5 veces (v/p) el de la hierba original Pulsatillae Radix.
Después se introdujo en un embudo de separaciéon después de mezclar con n-butanol saturado en agua y después
se agitd durante aproximadamente 24 horas y se dejdé que generara separacion de capas. La capa de butanol de la
parte superior se recogio, se volvié a fraccionar 2 — 3 veces adicionalmente y la capa de butanol y la capa restante
se concentraron usando un evaporador rotatorio. Después, el resultante se seco eliminando el disolvente restante
completamente en el horno de vacio. Cada una de las fracciones resultantes se convirtié en polvo y se almaceno a -
20 °C hasta que se usb.

Ejemplo 2: Preparacion de subfracciones de fracciones de Pulsatillae Radix

Las fracciones en n-butanol obtenidas en el ejemplo 1 se sometieron a cromatografia en columna usando resina de
octadecil silice (YMC*GEL ODS-A 12nm, S-150 m). La resina usada fue de 500 g, aproximadamente 25 veces el
peso de una muestra, y para usar el disolvente se seleccion6 un método de gradiente por etapas; es decir, la
cantidad de metanol en el disolvente se incrementé gradualmente al indice del 10 % (v/v) comenzando con la
solucion en metanol al 10 % (v/v) inicial hasta aproximadamente 2 a 3 veces el volumen de la resina. Como
resultado se obtuvo un total de 10 fracciones, que se concentraron usando un evaporador rotatorio y se secaron en
horno de vacio eliminado todo el disolvente restante. Las 10 fracciones anteriores se almacenaron a -20 °C hasta
que se usaron.

Ejemplo 3: Método de medicion de la tasa de inhibicion de la neurotoxicidad inducida por beta-amiloide

El extracto de Pulsatillae Radix y sus fracciones en n-butanol obtenidas del ejemplo 1, y 10 fracciones obtenidas del
ejemplo 2 se disolvieron en una solucién de etanol al 50 %, se diluyeron en medio de cultivo celular MEM-a hasta
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una concentracion de 20 ug/ml y 4 ug/ml, respectivamente, y después cada célula se tratd previamente usando 50 pl
(se confirm6 que no habia efecto del vehiculo sobre las células con la concentracion final de EtOH del 0,5 %). Las
células usadas fueron lineas celulares de neuroblastoma humano SK-N-SH y se dividieron en una placa de 96
pocillos con una concentracion de 5 x 10% en la que cada grupo se cargé en 3 pocillos, respectivamente. Después
de 2 horas, se tratd a las células con beta-amiloide, que se disolvié en 100 % de DMSO hasta una concentracién
final de 40 pM y posteriormente se cultivaron en un incubador con 5 % de CO. a 37 °C durante 48 horas. Tras la
finalizacion del cultivo anterior, se trat6 a las células con 25 pl de la solucion de MTT (5 mg/ml en PBS) y se
cultivaron de nuevo durante 4 horas de forma que MTT pudiera formar formazan en las células para medir su
viabilidad. Después, el medio de cultivo celular se elimind y las células se lisaron con 100 % de DMSO y se midi6 la
absorbancia UV a 550 nm mediante un ELISA. El grupo no tratado con beta-amiloide o cualquier otro farmaco se
asigndé como control. La toxicidad celular inducida por beta-amiloide se indicé en términos de beta-amiloide (%)
basandose en el grupo control, cuya viabilidad celular se fijo en el 100 %. Los resultados de la viabilidad celular (%)
debida a las fracciones anteriores se muestran en la Tabla 1 siguiente, en la que cada valor representa,
respectivamente, el valor medio de estas células en 3 pocillos.

Tabla 1
Clasificacion Conc. (ug/ml) Tasa dt?%r:)hlblmon
20 78,4
Extracto de EtOH al 50 %
4 67,2
. 20 80,5
Fraccion de n-BuOH:

4 67,7

y 20 71,4
Fraccién de MeOH al 10 %

4 66,7

» 20 69,2
Fraccion de MeOH al 20 %

4 67,4

y 20 68,9
Fraccién de MeOH al 30 %

4 67,8

) 20 74,1
Fraccion de MeOH al 40 %

4 68,1

y 20 71,2
Fraccién de MeOH al 50 %

4 68,8

) 20 79,2
Fraccion de MeOH al 60 %

4 75,4

y 20 83,6
Fraccién de MeOH al 70 %

4 79,8

) 20 81,1
Fraccion de MeOH al 80 %

4 79,2

y 20 11,6
Fraccién de MeOH al 90 %

4 52,3

. 20 51,6
Fraccion de MeOH al 100 %

4 62,3

Vehiculo 20 68,5

De acuerdo con la Tabla 1 anterior, la viabilidad celular de la linea celular SK-N-SH a una concentracion de 20 pg/ml
tratada con extracto en etanol al 50 % y la fraccion en n-butanol, respectivamente, fue del 78,4 % y 80,5 %,
respectivamente, en comparacién con la viabilidad celular normal de las células inducidas por beta-amiloide del 68,5
%, mostrandose de este modo un nivel significativo de diferencia. En el caso de las células tratadas con la fraccion
de la solucion en metanol al 60 %, 70 % and 80 %, todas las viabilidades también mejoraron al 79,2 %, 83,6 %y
81,1 %, respectivamente, mostrandose de este modo que sus efectos de inhibicion alta previenen la neurotoxicidad
inducida por beta-amiloide. En la Tabla 1, la actividad inhibidora mas alta se observé en las células tratadas con la
fraccion de solucién de metanol al 70 %, en la que la tasa inhibidora fue del 83,6 % (20 pg/ml) y 79,8 % (4 pg/ml),
respectivamente, mostrandose de este modo que las células tienen la actividad inhibidora mas alta contra la
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neurotoxicidad inducida por beta-amiloide.
Ejemplo 4: Medicion de la tasa de inhibicion de la neurotoxicidad inducida por peroxido de hidrogeno

Con el fin de estudiar el efecto inhibidor de la fraccion de solucién de metanol al 70 % obtenida en el ejemplo 2
sobre la toxicidad inducida por oxigenos activos, se traté a las células con perdxido de hidrégeno hasta la
concentracién de 250 mM para inducir toxicidad celular y se proces6 después del siguiente modo.

Las células usadas fueron lineas celulares de neuroblastoma HT22 y se dividieron en una placa de 96 pocillos con
una concentracion de 5 x 10%, en la que cada grupo se cargé en 3 pocillos, respectivamente. Las células se
dividieron en un grupo control y el grupo tratado y se trataron con las fracciones activas hasta una concentracion de
10 pug/mly 100 pg/ml, respectivamente, se cultivaron durante 48 horas, se trataron con la solucién MTT (5 mg/ml en
PBS) para solubilizar y se midié la DO (A570/A630). El grupo no tratado con peréxido de hidrogeno o cualquier otro
farmaco se asigné como control. La toxicidad celular inducida por peréxido de hidrégeno se indicoé en términos de
peroxido de hidrégeno (%) basandose en el grupo control, cuya viabilidad celular se fij6 en el 100 %. Los resultados
de la viabilidad celular (%) debida a las fracciones anteriores se muestran en la Tabla 2 siguiente, en la que cada
valor representa, respectivamente, el valor medio de las células en 3 pocillos.

Tabla 2
Tasa de inhibicion (%)
Clasificacion . o Fraccion de solucion de MeOH al 70 %
Control | Peréxido de hidrégeno
10 pg/ml 100 pg/ml
1% ensayo 101,8 79,9 93,3 92,4
2% ensayo 99,4 77,1 77,4 83,5
3% ensayo 98,8 88,7 91,8 99,7
Promedio 100,0 81,9 87,5 91,9
Desviacién tipica 1,3 49 71 6,6

Con los datos de la Tabla 2, se demostré claramente que la fraccién de la solucién de metanol al 70 % redujo la
toxicidad celular inducida por peroxido de hidrégeno en la linea celular HT22, lo que demuestra que la fraccién
anterior tiene actividad antioxidante.

Ejemplo 5: Medicion de la tasa de inhibicidon contra la apoptosis inducida por estaurosporina

Dado que el efecto inhibidor de la fraccion de la solucién de metanol al 70 % sobre la toxicidad inducida por oxigeno
activo se estudid en el ejemplo 4, se estudié una toxicidad celular similar tratando las células HT22 con
estaurosporina, que se sabe que afecta a la via de la proteina C quinasa, hasta una concentracion final de 1 mMy el
experimento se realiz6 del siguiente modo:

Las células se dividieron en una placa de 96 pocillos con una concentracién de 5 x 10°, en la que cada grupo se
carg6 en 3 pocillos, respectivamente. Las células se dividieron en un grupo control y el grupo tratado y se trataron
con las fracciones activas hasta una concentracion de 10 pg/ml y 100 pg/ml, respectivamente, se cultivaron durante
48 horas, se trataron con la solucion MTT (5 mg/ml en PBS) para solubilizarse y después se midié la DO
(A570/A630). EI grupo no tratado con estaurosporina o cualquier otro farmaco se asigndé como control. La toxicidad
celular inducida por estaurosporina se indicé en términos de estaurosporina (%) basandose en el grupo control, cuya
viabilidad celular se fij6 en el 100 %. Los resultados de la viabilidad celular (%) debidos a las fracciones anteriores se
muestran en la Tabla 3 a continuacion.

Tabla 3
Tasa de inhibicién (%)
Clasificacién ) Fraccién de solucion de MeOH al 70 %
Control | Estaurosporina
10 pg/ml 100 pg/ml

1% ensayo 101,8 71,3 71,6 78,4

2° ensayo 99,4 72,9 71,3 79,9

3% ensayo 98,8 71,6 72,6 78,4

Promedio 100,0 72 71,8 78,9

Desviacién tipica 1,3 0,7 0,5 0,7

En la Tabla 3 anterior, se demostr6 claramente que la fraccion de la solucién de metanol al 70 % reduce la toxicidad
celular inducida por estaurosporina en la linea celular HT22, lo que demuestra que la fraccion anterior tiene actividad
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antioxidante.
Ejemplo 6: Efecto de proliferacion celular

Dado que se demostro que la fraccion de la solucién de metanol al 70 % tenia varios efectos sobre las neuronas, se
realizé un experimento para estudiar si su fraccion activa también tiene una actividad de proliferacién de neuronas
del siguiente modo.

Las células de la linea celular HT22 se dividieron en una placa de 96 pocillos con una concentracién de 5 x 10°, en la
que cada grupo se cargd en 3 pocillos, respectivamente. Las células se dividieron en un grupo control y el grupo
tratado y se trataron con las fracciones activas hasta una concentracién de 10 pg/ml y 100 pg/ml, respectivamente,
se cultivaron durante 48 horas, se trataron con la solucion MTT (5 mg/ml en PBS) para solubilizarse y después se
midi6 la DO (A570/A630). El grupo no tratado con los farmacos se asigné como control, en el que la viabilidad
celular de un grupo control se fij6 en el 100 %. Los resultados de la viabilidad celular (%) debidos a las fracciones
anteriores se muestran en la Tabla 4 a continuacion.

Tabla 4
Tasa de inhibicién (%)
Clasificacion Control | Fraccion de solucién de MeOH al 70 %
10 pg/mi 100 pg/ml
1% ensayo 101,8 104,6 116,8
2° ensayo 99,4 101,2 111,3
3 ensayo 98,8 103,0 108,2
Promedio 100,0 102,9 1121
Desviacién tipica 1,3 1,4 3,5

A partir de la Tabla 4 se muestra claramente que la fraccion de la solucién de metanol al 70 % tiene la actividad de
proliferacién celular en la linea celular HT22.

Ejemplo 7: Incremento de la actividad a-Secretasa

El beta-amiloide, una causa principal de demencia, se produce procesando la proteina precursora del amiloide
(APP) mediante (-secretasa. En condiciones normales, la APP se procesa en sAPP( a través de la (-secretasa. El
beta-amiloide induce toxicidad, que conduce a apoptosis de las neuronas mientras que sAPP-( tiene actividades
neurotréficas tales como actividad de proliferacion de neuronas. Por tanto, la actividad de la (-secretasa es muy
importante en la prevencion y el tratamiento de la demencia.

Para estudiar el efecto de la fraccion de la solucion de metanol al 70 % obtenida en el ejemplo 2 sobre el proceso del
APP mencionado anteriormente, se realizd un experimento del siguiente modo usando la linea celular W4 que
produce grandes cantidades de APP.

Las células de la linea celular W4 se trataron con la fraccion de la solucion de metanol al 70 % y después se
cultivaron durante aproximadamente 12 horas. Después, el cultivo se concentré con TCA, se sometié a transferencia
de tipo Western y las bandas resultantes se cuantificaron mediante densitometria y se midi6 la cantidad de sAPP(. El
sAPP( es un porducto generado como resultado de la protedlisis del APP mediante (-secretasa y la cantidad de
sAPP( generada indirectamente indica la actividad de (-secretasa. El control positivo en este experimento fue un
cultivo celular tratado con forbol 12,13-dibutirato (PDBu), un agente inductor de la actividad de la (-secretasa, hasta
una concentracién final de 1 mM, que se us6 después de la concentracion. La actividad de la (-secretasa se calcula
comparando la cantidad de sAPP( en varios grupos con la cantidad de sAPP( en el cultivo celular sin tratar.

Tabla 5
Densidad relativa
Clasificacion Control negativo | Fraccién de solucion de metanol al 70 % | Control positivo (PDBu)
10 pg/mi 100 pg/ml
1% ensayo 62,9 129,6 148,4 226,5
2° ensayo 99,6 257,7 2744 3141
3% ensayo 137,5 239,2 161,8 327,2
Promedio 100,0 208,8 194,9 289,3
Desviacién tipica 30,5 56,5 56,5 44,7

En la Tabla 5 se muestra claramente que la fraccion de la solucion de metanol al 70 % aumenta la actividad de la o-
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secretasa en la linea celular W4. El incremento de la actividad de la a-secretasa y el posterior incremento de la
cantidad de sAPPa sugiere que la produccion de beta-amiloide, el material inductor de la demencia, se reduce.

Ejemplo 8: Ensayo de evitacidn pasiva

De acuerdo con el resultado anterior, el extracto de Pulsatillae Radix y sus fracciones activas suprimen la toxicidad
celular inducida por beta-amiloide in vitro y, por tanto, cabe esperar que alivien los sintomas de enfermedad de
Alzheimer, un tipo de demencia que se sabe que esta producida por neurotoxicidad inducida por beta-amiloide. Para
identificar adicionalmente el efecto del extracto de Pulsatillae Radix y sus fracciones in vivo sobre la mejora del
deterioro de la memoria, uno de los principales sintomas de demencia, se realizé un ensayo de evitacién pasiva
usando el extracto de Pulsatillae Radix y sus fracciones, obtenido en los Ejemplos 1 y 2 del siguiente modo.

El dispositivo experimental usado fue una caja de escape de 50 cm (W) x 15 cm (L) x 40 cm (H). La caja de escape
estaba dividida en dos estancias por una puerta de guillotina, en la que una estancia era una estancia iluminada que
disponia de iluminaciéon mientras que la otra estancia era una estancia oscura cubierta completamente con un pafo
negro, de modo que se permite la diferencia en el efecto de iluminacion.

En primer lugar, la rata se introdujo en la estancia iluminada y la puerta de guillotina se abri6é con la luz encendida.
Después, la rata entrd en la estancia oscura en 20 segundos para buscar un lugar oscuro por instinto y en cuanto la
rata entré en la estancia oscura, se cerrd la puerta de guillotina. Como se ha descrito anteriormente, se midié el
tiempo que tardd la rata en ir desde la estancia iluminada a la estancia oscura (en lo sucesivo en el presente
documento denominado “tiempo de latencia”) y todas las ratas participantes en este experimento se entrenaron
mediante un ensayo de entrenamiento para entrar en la estancia oscura en 20 segundos el primer dia del
experimento. Al dia siguiente, las anteriores ratas entrenadas se introdujeron de nuevo en la estancia iluminada con
la luz encendida y se dej6 que entraran en la estancia oscura. Aqui, las ratas fueron sometidas a un shock eléctrico
de 0,8 mA durante 3 segundos mediante una rejilla electrénica instalada en el fondo de la estancia.

Veinticuatro horas después del ensayo de adquisicion anterior, se introdujo de nuevo a las ratas en la estancia
iluminada con la luz y se dejé que entraran en la estancia oscura. Aqui, las ratas normales dudaron si entrar en la
estancia oscura al recordar el shock eléctrico del dia anterior. El tiempo de latencia se midié fijando el tiempo de
latencia maximo en 300 segundos.

En el experimento anterior, el efecto del extracto de Pulsatillae Radix y sus fracciones sobre la mejora del deterioro
de memoria se observé midiendo el nivel de mejora de la memoria para un grupo experimental tratado con
escopolamina (1 mg/ml), un farmaco que se sabe que reduce la memoria inhibiendo la transmision de un
neurotransmisor, y después tratado con un extracto de Pulsatillae Radix 1 hora después del tratamiento con
escopolamina, en el que un grupo control no tratado con escopolamina o cualquier otro farmaco se fijé en un 100 %
y un grupo tratado con escopolamina (1 mg/ml) se fij6é en el 0 %.

Como resultado, se demostr6é que el extracto de Pulsatillae Radix y sus fracciones tienen la actividad de prevenir el
deterioro de la memoria causado por la escopolamina, que impide la transmisidn de acetilcolina en el cerebro (Fig.2).

Cuando se administrd tacrina por via oral como farmaco control en la cantidad de 30 mg/l, tuvo como resultado la
prevencion del deterioro de la memoria en un 35 %. Cuando el extracto de Pulsatillae Radix obtenido en el ejemplo 1
y sus fracciones en butanol se administraron por via oral en la cantidad de 200 mg/l, tuvo como resultado actividades
del 31,9 %y 35,2 %, respectivamente. Cuando las fracciones de la solucién de metanol al 60 %, 70 %y 80 % del
extracto de Pulsatillae Radix obtenido en el ejemplo 2 se administraron por via oral en la cantidad de 100 mg/l, tuvo
como resultado actividades con un significado del 39,4 %, 48,6 % y 41,8, respectivamente. Cuando la fraccion de la
solucién de metanol al 70 % del extracto de Pulsatillae Radix obtenido en el ejemplo 2 se administrd por via oral en
la cantidad de 150 mg/l, tuvo como resultado una actividad con un significado del 57,1 %.

A partir de los resultados anteriores, es evidente que el extracto de Pulsatillae Radix y sus fracciones pueden
mejorar la memoria disminuida observada como sintomas de demencia y DCL.

Ejemplo 9: Ensayo del laberinto de agua

Ademas del experimento anterior que confirma que el extracto de Pulsatillae Radix y sus fracciones pueden mejorar
la memoria disminuida se realizé un ensayo del laberinto en agua para estudiar el efecto del extracto de Pulsatillae
Radix y sus fracciones sobre la mejora de la capacidad de aprendizaje y el deterioro de la memoria a largo plazo.

Se anestesio a las ratas experimentales con pentobarbital sédico (50 mg/kg, i.p.) y después se les inyect6 en el
septo medial (AP: -0,2, L: £ 0,3, H: -6,2) 1 ug de‘”saporina usando la técnica estereotaxica. Desde el dia siguiente
se administré a las ratas todos los dias la fraccion de la solucién de metanol al 70 % obtenida en el ejemplo 2, que
se preparé en carboximetilcelulosa (CMC) al 0,5 % en la cantidad de 50, 100 and 200 mg/kg, respectivamente, a los
grupos experimentales usando un inyector esterilizado de acero inoxidable para ratas durante un periodo de 3
semanas. El tanque de agua cilindrico con una altura de 50 cm usado como laberinto de agua en este experimento
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se llend con agua a 22 + 2° C hasta 30 cm de altura y los equipos espaciales necesarios, tales como camara de
video, mesa de laboratorio, dispositivo de control de la temperatura del agua en la mesa de laboratorio y similares se
mantuvieron en localizaciones habituales. Se instal6 la plataforma de escape en un acrilo circular transparente con
un diametro de 12 cm y se coloc6 1,5 cm por debajo del nivel del agua. El laberinto de agua estaba compuesto por 4
cuadrantes iguales de noreste (NE), noroeste (NO), sureste (SE) y suroeste (SO). La plataforma se colocé en el
centro del cuadrante NE y uno de los cuadrantes restantes se usé como punto de partida. Ademas, se entren6 a las
ratas 4 veces al dia durante 7 dias. Una vez finalizado el dltimo ensayo de entrenamiento el 72 dia, se coloco a las
ratas en un ensayo de prueba de natacién libre en el que se dej6 que las ratas nadaran libremente durante
aproximadamente 60 segundos sin la plataforma. Los comportamientos de las ratas experimentales se grabaron en
video. En el ensayo de entrenamiento, se midi6 el tiempo necesario para que las ratas alcanzaran la plataforma
mientras que en el ensayo de prueba durante 60 segundos, se midié el tiempo que permanecieron en el cuadrante
cuando se coloco la plataforma.

En la funcion de adquisicién que midié el tiempo de latencia hasta alcanzar la plataforma en 180 segundos realizada
durante 6 dias, el 1er dia del aprendizaje en el laberinto de agua, el tiempo de latencia fue 144,3 + 7,2 segundos
para un grupo control, 154,9 *+ 9,4 segundos para un grupo tratado con la fraccién de la solucion de metanol al 70 %
(50 mg/kg) en el Ejemplo 2, 130,8 £ 21,7 segundos para un grupo tratado con la fraccion de la solucién de metanol
al 70 % (100 mg/kg) en el Ejemplo 2, y 135,8 + 11,9 segundos para un grupo tratado con la fraccién de la solucién
de metanol al 70 % (200 mg/kg) en el Ejemplo 2, mostrandose de este modo la ausencia de una diferencia
significativa entre los grupos. No obstante, mediante una inspeccion posterior, se hallg, en el 2° dia del aprendizaje
en el laberinto con agua, que el tiempo de latencia para el grupo tratado con la fraccién de solucién de metanol al 70
% (200 mg/kg) en el ejemplo 2 fue 78,1 + 23,0 segundos, mostrandose de este modo un nivel significativo de
diferencia en comparacién con el de un grupo control (P<0,05) (Fig. 3).

Adicionalmente, en el rendimiento defectuoso realizado al 7° dia cuando se midi6 el tiempo de retencidén en el
cuadrante en el que se localizaba la plataforma tras la eliminacion de la plataforma, se produjo un nivel significativo
de diferencia observado entre los grupos: Es decir, el tiempo de retencion fue 21,8 £ 1,8 % para un grupo control,
29,6 + 3,4 % para un grupo tratado con la fraccion de la solucion de metanol al 70 % (50 mg/kg) en el Ejemplo 2,
32,1 £ 4,7 % para un grupo tratado con la fraccién de la solucién de metanol al 70 % (100 mg/kg) en el Ejemplo 2, y
38,8 £ 7,6 % para un grupo tratado con la fraccion de la solucién de metanol al 70 % (200 mg/kg) en el Ejemplo 2
(P<0,05) (Fig. 4). Por tanto, es evidente que las fracciones activas del extracto de Pulsatillae Radix pueden mejorar
el aprendizaje espacial y la capacidad de memoria.

Como se ha indicado anteriormente, esta claro que las fracciones activas del extracto de Pulsatillae Radix tienen
efectos de mejora de la capacidad disminuida de la memoria y la capacidad disminuida de aprendizaje que se
observan como sintomas principales en la demencia y DCL.

Ejemplo 10: Ensayo de toxicidad

Para estudiar la toxicidad de una Unica administracion oral de las fracciones activas del extracto de Pulsatillae Radix
a 5 ratas Sprague-Dawley (SD) de cada sexo, se administrd, respectivamente, un material de ensayo en la cantidad
de 2.000 mg/kg y 1.000 mg/kg, mientras que al grupo control se le administré excipiente. Después se observo a las
ratas durante dos semanas con respecto a la mortalidad, sintomas generales, cambios del peso corporal y hallazgos
en la autopsia. El resultado mostré que todas las ratas sobrevivian y, ademds, que no se observaban sintomas
anormales observados en las ratas en relacion con la administracion del material de ensayo. Ademas, no se
observaron sintomas anormales en el peso corporal y los hallazgos de la autopsia en relaciéon con la administracion
del material de ensayo. A partir de los resultados anteriores que muestran que no se observaron mortalidad o
sintomas anormales, cambios en el peso corporal y hallazgos en la autopsia debidos a la administracién del material
de ensayo, se concluy6 que la dosis letal minima supera los 2.000 mg/kg en ratas SD tanto macho como hembra.
Adicionalmente se realizd un experimento en los grupos de ratas SD mediante administracion oral de una Unica
dosis de fracciones activas del extracto de Pulsatillae Radix en la cantidad de 2.000 mg/kg, 1.000 mg/kg, 500 mg/kg,
y 100 mg/kg, respectivamente, a cada grupo, y el resultado mostré6 que no se observaban sintomas anormales o
mortalidad, cambios en el peso corporal y hallazgos en la autopsia mediante la administracién del material de
ensayo.

Ejemplo de preparacion 1: Fabricacion de polvo y capsulas

Se mezclaron cien miligramos del extracto de Pulsatillae Radix (o sus fracciones activas) con 14,8 mg de lactosa, 3
mg de celulosa cristalina y 0,2 mg de estearato de magnesio. La mezcla se cargd en cépsulas de gelatina n® 5
usando un dispositivo adecuado.

Ejemplo de preparacion 2: Fabricacion de inyecciones

Se mezclaron cincuenta miligramos del extracto de Pulsatillae Radix (o sus fracciones activas) con 180 mg de

manitol, 26 mg de Na;HPO4:12H,0, y 2.974 mg de agua destilada. La mezcla se cargd en una botella y se esterilizd
calentando a 20 °C durante 30 minutos.

10
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Ejemplo de preparacion 3: Fabricacion de alimentos saludables

Se fabricaron alimentos saludables basandose en una administracion diaria mezclando 0,3 mg del extracto de
Pulsatillae Radix (o sus fracciones activas) con vitamina E en polvo, lactato ferroso, cinc oxidado, amida de &cido
nicotinico, vitamina A y vitamina B1 y B2.

La composicién de los alimentos saludables anteriores es la siguiente (dosis diaria por persona):

Ingrediente activo 300 mg
Extracto de Ginseng 100 mg
Extracto de té verde 100 mg
Vitamina C 100 mg
Vitamina E en polvo 120 mg
Lactato ferroso 2 mg
Cinc oxidado 2 mg
Amida de acido nicotinico 20 mg
Vitamina A 5 mg
Vitamina B1 2mg
Vitamina B2 2mg
Almidon de maiz 200 mg
Estearato de magnesio 20 mg

Como se ha indicado anteriormente, el extracto de Pulsatillae Radix y sus fracciones activas pueden prevenir la
neurotoxicidad inducida por beta-amiloide y tienen efectos de inhibicion de la generacién de beta-amiloide, actividad
antioxidante, proliferacién de neuronas, mejora de las capacidades de aprendizaje y memoria, por lo que cabe
esperar que sean utiles para tratar el deterioro cognitivo lleve (DCL) y la demencia, y se pueden usar para fabricar
farmacos para mejorar las funciones cerebrales asi como alimentos saludables.

11
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica que contiene extracto de Pulsatillae Radix para usar en la inhibicion de la
formacion de beta-amiloide o en la inhibicién de la neurotoxicidad inducida por beta-amiloide en la prevencion y el
tratamiento del deterioro cognitivo leve y la demencia.

2. Composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicho Pulsatillae Radix comprende
Pulsatilla chinensis, Pulsatilla koreana, Pulsatilla cernua, Pulsatilla patens o plantas del mismo género.

3. Un método de preparacion de una fraccion activa, que comprende:

(a) obtener un extracto de alcohol de Pulsatillae Radix usando un alcohol C1 - Cg;

(b) obtener una fraccion de alcohol concentrando dicho extracto de alcohol a presion reducida, seguido de
separacion de capas usando un alcohol de grado bajo saturado en agua seleccionado de propanol y butanol; y

(c) obtener una fraccién activa de dicha fraccion de alcohol purificando mediante cromatografia en columna.

4. Método de acuerdo con la reivindicaciéon 3, en el que el disolvente de elucién usado en la purificacién mediante
cromatografia en columna en dicho método es una solucion de metanol al 60 — 80 %.

5. Un agente terapéutico para usar en la inhibicién de la formacion de beta-amiloide o en la inhibicién de la
neurotoxicidad inducida por beta-amiloide en el tratamiento y la prevencion del deterioro cognitivo leve, en donde el
agente terapéutico comprende los productos resultantes que pueden obtenerse mediante las etapas de extraccion y
de purificacion de la reivindicacién 3, respectivamente.

6. Un agente terapéutico para usar en la inhibicién de la formacion de beta-amiloide o en la inhibicién de la
neurotoxicidad inducida por beta-amiloide en el tratamiento y la prevencion de la demencia, en donde el agente
terapéutico comprende los productos resultantes que pueden obtenerse mediante las etapas de extraccion y de
purificacién de la reivindicacién 3, respectivamente.

7. Un alimento saludable para usar en la inhibicion de la formaciéon de beta-amiloide o en la inhibicién de la
neurotoxicidad inducida por beta-amiloide en la prevencién y el tratamiento del deterioro cognitivo leve y de la
demencia, en donde el alimento saludable contiene extracto de Pulsatillae Radix.

8. Un alimento saludable para usar en la inhibicion de la formaciéon de beta-amiloide o en la inhibicién de la
neurotoxicidad inducida por beta-amiloide en la prevencién y el tratamiento del deterioro cognitivo leve y de la
demencia, en donde el alimento saludable comprende los productos resultantes que pueden obtenerse mediante las
etapas de extraccion y de purificacion de la reivindicacion 3, respectivamente.
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Fig. 3
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Fig. 4
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