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ES 2549 116 T3

DESCRIPCION
Uso de composiciones que contienen carnosol y/o rosmanol

Descripcién breve de la presente invencién

La presente invencion se refiere al uso de carnosol y rosmanol como antidepresivos o reductores de la conducta
compulsiva obsesiva. En la reivindicacion 3 se revelan otros usos no terapéuticos.

Antecedentes de |la presente invencién

Es bien conocido que una neurotransmision deficiente, p.ej. niveles bajos de neurotransmisor, esta relacionada con
enfermedades metales tales como el trastorno de ansiedad generalizada (TAG), mayor susceptibilidad al estrés y
disfuncion cognitiva.

Los compuestos que aumentan los niveles de neurotransmisores en el cerebro y por tanto potencian su transmision
pueden mostrar propiedades antidepresivas y producir efectos beneficiosos en muchos otros trastornos mentales
(Neurotransmitters, Drugs and Brain Function R.A. Webster (ed), John Wiley & Sons, Nueva York, 2001, p. 187-211,
289-452, 477-498). Los principales neurotransmisores son: serotonina, dopamina, noradrenalina (= norepinefrina),
acetilcolina, glutamato y acido gamma-aminobutirico (GABA). Los neurotransmisores de especial importancia para
los trastornos del estado de animo incluyen la serotonina, la noradrenalina y la dopamina, mientras que la
neurotransmision de glutamato y acetilcolina esté involucrada en la funcion cognitiva. Se logra una neurotransmision
potenciada o prolongada aumentando la concentracion del neurotransmisor en la hendidura sinaptica, inhibiendo su
reabsorcion en la terminacién del nervio presinaptico o evitando el catabolismo del neurotransmisor mediante la
inhibiciéon de enzimas degradantes tales como las monoamina oxidasas (MAQO) A y B. También son interesantes los
neuropéptidos, como el péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP)

Antidepresivos v trastornos del estado de animo

Los antidepresivos triciclicos (TCA), como la imipramina, la amitriptilina y la clomipramina, inhiben la reabsorcion de
serotonina y noradrenalina. En general se consideran los antidepresivos mas efectivos entre los disponibles, pero
tienen varias desventajas porque ademas interactlan con los receptores muscarinicos de acetilcolina, histamina y
serotonina. Como efectos secundarios de dichas actividades cabe mencionar sequedad de boca, vision borrosa,
restrefiimiento y retencién urinaria, ademas de hipotensién postural. Lo mas destacable es que los TCA no son
seguros si se toman en cantidad excesiva, pues suelen producir cardiotoxicidad aguda.

Otra clase de farmacos antidepresivos son los llamados inhibidores selectivos de reabsorcion de serotonina (ISRS),
incluyendo la fluoxetina, la paroxetina, la sertralina, el citalopram y la fluvoxamina, que bloguean el transportador de
serotonina (SERT), un transportador de neurotransmisores de gran afinidad, dependiente de cloruro sédico, que
finaliza la neurotransmision serotonérgica por reabsorcién de serotonina. Como los TCA, han resultados efectivos en
el tratamiento de la depresion y la ansiedad, pero en general se toleran mejor. Estas medicaciones suelen iniciarse a
pequefias dosis, que se van aumentando hasta alcanzar un nivel terapéutico. Un efecto secundario corriente son las
nauseas. Otros posibles efectos secundarios son: pérdida de apetito, sequedad de boca, sudoracion, infecciones,
restrefiimiento, temblor, bostezo, somnolencia y disfuncién sexual.

Ademas, los compuestos que evitan mas ampliamente el catabolismo de los neurotransmisores por inhibicion de las
MAO A y B producen efectos antidepresivos. Las MAO catalizan la oxidacion de neurotransmisores que contienen
grupos amino, como la serotonina, la noradrenalina y la dopamina.

Por lo tanto los moduladores de neurotransmision pueden producir efectos pleiotropicos en las funciones mentales y
cognitivas.

Se necesitan compuestos para el tratamiento o prevencion de enfermedades mentales y/o trastornos que no tengan
los efectos secundarios negativos de los antidepresivos conocidos. Muchos pacientes estan interesados en terapias
alternativas que puedan minimizar los efectos secundarios relacionados con elevadas dosis de farmacos y aportar
beneficios clinicos adicionales. La depresion severa es una enfermedad duradera y recurrente que usualmente se
diagnostica mal. Ademas, muchos pacientes sufren depresién leve o moderadamente grave. Por lo tanto hay un
interés creciente en el desarrollo de compuestos y composiciones farmacéuticas y/o dietéticas adecuadas para tratar
enfermedades/trastornos mentales o para prevenir el desarrollo de enfermedades/trastornos mentales tales como
depresion o distimia en personas de riesgo, a fin de estabilizar el estado de &nimo y lograr equilibrio emocional.

A menudo los pacientes sufren TAG solo o como morbilidad asociada a la depresion. El TAG es un estado de
ansiedad y una dolencia crénica que predomina mucho en la atencion primaria (~10% de los pacientes) (Wittchen y
otros, 2005 Eur. Neuropsychopharm. 15:357-376). Los pacientes acuden a su médico de atencion primaria con
multiples sintomas fisicos. El TAG se distingue por una tensiéon y un desasosiego (> 6 meses) discapacitante e
incontrolable, que va acompafiado por un sindrome caracteristico de hipervigilancia (incluyendo inquietud, tension
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muscular y problemas de suefio). Si no se trata, el TAG sigue un curso crénico fluctuante y tiende a aumentar su
gravedad con la edad. Los pacientes de TAG sufren depresion subsindrémica y su impacto total directo e indirecto
en la carga econémica sanitaria es el mas alto de todos los trastornos de ansiedad y depresion. A pesar de la gran
incidencia del TAG pocos pacientes son diagnosticados y reciben prescripcién médica o son derivados a psiquiatria;
se precisan técnicas simples de diagnéstico que ayuden a reconocer y controlar al paciente. Con independencia del
diagndstico especifico, los médicos necesitan tratamientos eficaces de los sintomas del TAG. Los ISRS, como la
paroxetina, son eficaces para el tratamiento del TAG (Stocchi y otros 2003, J. Clin. Psych., 63(3):250-258). Ademas
las revisiones sistematicas y los ECA (ensayos clinicos aleatorizados) controlados con placebo indican que algunos
ISRS (escitalopram, paroxetina y sertralina), el ISRN (inhibidor selectivo de la reabsorcion de noradrenalina)
venlafaxina, algunas benzodiazepinas (alprazolam y diazepam), el TCA imipramina y el agonista parcial de 5-HT1a
buspirona son todos ellos eficaces en el tratamiento agudo. En general el tratamiento tiene a menudo un efecto
moderado y los sintomas reaparecen al interrumpir el periodo de tratamiento. Por tanto un tratamiento o prevencion
constante durante largo tiempo con compuestos que tengan menos efectos secundarios que los ISRS y que puedan
tomarse durante periodos prolongados seria favorable en contraste con el tratamiento a base de farmacos.

Los trastornos del estado de animo y el estrés ocupacional pueden producir alteraciones del suefio, insomnio, suefio
de baja calidad y perturbaciones generales de los ritmos circadianos (los llamados biorritmos); estas condiciones
suelen ser crénicas y de naturaleza persistente. La desregulacion de los ritmos circadianos inducida por los vuelos
de larga distancia (jet-lag) y el trabajo a turnos también puede causar sintomas similares y angustia. Por lo tanto el
tratamiento con suplementos dietéticos para mantener un ritmo circadiano normal (al que estd acostumbrado una
persona o un animal) y/o aliviar y prevenir sintomas relacionados con un ritmo circadiano perturbado, tales como
deficiencia de la funcion cognitiva y memoristica y fatiga fisica y mental, mejorando asi la calidad general de vida y
favoreciendo la energia vital de una persona necesitada de ella, seria muy deseable.

Conocimiento, aprendizaje y memoria

En el mantenimiento y modulacion del estado de animo intervienen los sistemas neurotransmisores de serotonina,
noradrenalina y dopamina, mientras que la acetilcolina, actuando sobre los receptores nicotinicos y muscarinicos,
interviene en los procesos cognitivos, incluyendo la percepcién consciente, la atencion y la memoria de trabajo. Se
sabe que los agonistas colinérgicos mejoran la memoria, mientras que los antagonistas perjudican en general la
memoria. Cabe destacar que, ademas de la implicacion de los sistemas receptores de acetilcolina en alteraciones
neuropsiquiatricas tales como el trastorno de hiperactividad con déficit de atencion y las enfermedades de Alzheimer
y Parkinson, hay pruebas de la potenciacién cognitiva mediada por receptores nicotinicos en personas sanas no
psiquiatricas, mientras que tras la coadministracién de un antagonista muscarinico y nicotinico puede darse una
deficiencia cognitiva. Analogamente, la inhibicién de la acetilcolinesterasa, el enzima metabolizador de acetilcolina,
puede ser efectiva para tratar déficits cognitivos relacionados con la enfermedad de Alzheimer, ademas de mejorar
el rendimiento en sujetos sanos.

Asimismo, la potenciacion a largo plazo (PLP), término usado para describir el aumento duradero de la transmision
sinaptica y generalmente considerado como uno de los mecanismos principales en la formacién y almacenamiento
de las memorias en el cerebro, incluye fundamentalmente el complejo receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) y el
receptor acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol propionico (AMPA), ambos fijadores de glutamato, el principal
neurotransmisor excitador. Ademas de glutamato el receptor NMDA requiere un co-agonista, glicina, a fin de modular
la funcién receptora. Los transportadores de glicina (GlyT-1 y -2) juegan un papel importante en la terminacion de las
acciones glicinérgicas postsinapticas y en el mantenimiento de bajas concentraciones extracelulares de glicina,
reabsorbiendo glicina en los terminales nerviosos presinépticos o en células gliales.

Hay un interés creciente en desarrollar compuestos y composiciones nutracéuticas que puedan emplearse para
mejorar el aprendizaje, la memoria y el estado de alerta, tanto en personas mayores como en jovenes que necesitan
especialmente mucha memoria y atencion en su trabajo diario, incluyendo estudiantes, obreros de la construccion,
conductores, pilotos, médicos, agentes de ventas, ejecutivos, amas de casa, “profesionales de alto rendimiento” y
personas sometidas a estrés mental o diario, asi como aquellas que son propensas a una inestabilidad psiquiatrica,
como por ejemplo la esquizofrenia.

Por tanto seria muy conveniente un compuesto o composicidn nutracéutica que potenciara la funcién del receptor
NMDA, que permite reforzar el aprendizaje, la memoria y el estado de alerta, ademés de intensificar la actividad de
la serotonina, la noradrenalina y la dopamina para mejorar el estado de animo.

Descripcién detallada de la presente invencién

De acuerdo con la presente invencion se ha encontrado que puede emplearse carnosol, rosmanol y sus mezclas tal
como se revela en las reivindicaciones 1y 3.

La presente invencion también se refiere a un método para el tratamiento de un trastorno relacionado con una

neurotransmision reducida en animales, incluyendo humanos, que comprende la administracion de una dosis
efectiva de carnosol y/o rosmanol a animales, incluyendo humanos, necesitados de ella.
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En el contexto de la presente invencién, animales incluye humanos y comprende mamiferos, peces y pajaros. Son
animales preferentes las personas, las mascotas, los animales de compafia y los animales de granja. Como
ejemplos de mascotas y animales de compafiia cabe mencionar perros, gatos, pajaros, peces de acuario, cobayas,
conejos (liebre norteamericana), liebres y hurones. Como ejemplos de animales de granja cabe mencionar peces,
cerdos, caballos, rumiantes (ganado, ovejas y cabras) y aves de corral.

Descripcion breve de las figuras

La FIGURA 1 muestra las estructuras del carnosol (compuesto de la férmula 1) y del rosmanol (compuesto de la
férmula II).

Sobre todo se prefiere el (4aR, 9S, 10aS)-carnosol y el (4aR, 9S, 10aS)-rosmanol.

El término “rosmanol’/"carnosol” también incluye cualquier material o extracto vegetal que lo(s) contenga(n) en una
cantidad de al menos 30% en peso (p.ej. del 30 al 100% en peso), preferiblemente de al menos 50% en peso (p.gj.
del 50 al 100% en peso), con mayor preferencia de al menos 70% en peso (p.ej. del 70 al 100% en peso), sobre
todo de al menos 90% en peso (p.ej. del 90 al 100% en peso) respecto al peso total del material o extracto vegetal.
Los términos “material procedente de una planta” y “material vegetal” empleados en el contexto de la presente
invencion se refieren a cualquier parte de una planta.

"Carnosol” significa tanto la mezcla racémica como el (4aR, 9S, 10aS)-carnosol o el (4aS, 9R, 10aR)-carnosol puros
o cualquier mezcla de sus diastereoisomeros. El carnosol se puede aislar de plantas como la salvia, la salvia griega
y el romero. Por tanto cualquier material o extracto de estas plantas o cualquier otro material o extracto vegetal que
contenga carnosol en una cantidad de al menos 30% en peso (p.ej. del 30 al 100% en peso), preferiblemente de al
menos 50% en peso (p.ej. del 50 al 100% en peso), con mayor preferencia de al menos 70% en peso (p.ej. del 70 al
100% en peso), sobre todo de al menos 90% en peso (p.ej. del 90 al 100% en peso) respecto al peso total del
material 0 extracto vegetal, también esta incluido en esta expresién. "Carnosol” significa tanto el de tipo “natural”
(aislado) como el “sintético” (elaborado).

La sintesis de carnosol esta descrita en varios articulos, p.ej. en Tetrahedron 2003, 59(18): 3297-3305.

"Rosmanol” significa tanto la mezcla racémica como el (4aR, 9S, 10aS)-rosmanol o el (4aS, 9R, 10aR)-rosmanol
puros o cualquier mezcla de sus diastereocisémeros. El rosmanol se puede aislar de plantas como la salvia, la
mejorana, el romero, el tomillo, la Salvia sp. y la Lepechinia sp. Por tanto cualquier material o extracto de estas
plantas o cualquier otro material o extracto vegetal que contenga rosmanol en una cantidad de al menos 30% en
peso (p.ej. del 30 al 100% en peso), preferiblemente de al menos 50% en peso (p.ej. del 50 al 100% en peso), con
mayor preferencia de al menos 70% en peso (p.ej. del 70 al 100% en peso), sobre todo de al menos 90% en peso
(p.ej. del 90 al 100% en peso) respecto al peso total del material o extracto vegetal, también esta incluido en esta
expresion. "Rosmanol” significa tanto el de tipo “natural” (aislado) como el “sintético” (elaborado).

La sintesis de rosmanol esta descrita p.ej. en J. Nat. Prod. 2002, 65(7):986-989.

El carnosol y/o el rosmanol, bien como compuestos puros o como componentes de materiales o extractos vegetales,
se pueden usar en composiciones dietéticas y farmacéuticas para el tratamiento de un trastorno relacionado con la
neurotransmision reducida.

En el contexto de la presente invencion “tratamiento” también incluye el cotratamiento y la prevencion. “Prevencién”
puede referirse a la primera incidencia (prevencion primaria) o a una recurrencia (prevencion secundaria).

Por consiguiente, la presente invencion también se refiere a un método para la prevencion de un trastorno
relacionado con la neurotransmision reducida en animales, incluyendo humanos, que consiste en administrar una
dosis efectiva de carnosol o rosmanol o de cualquier mezcla de ellos a los animales, incluyendo humanos, que lo
necesiten. En este sentido una dosis efectiva de carnosol y/o rosmanol se puede usar en concreto para mantener el
bienestar mental y una funcion cognitiva equilibrada, para ayudar a disminuir el riesgo de altibajos emocionales y
mantener un estado de &nimo positivo y para favorecer la salud mental.

En el contexto de la presente invencion el término “trastorno” también incluye las enfermedades.

Los medicamentos/composiciones para el tratamiento de trastornos relacionados con la neurotransmision reducida
incluyen antidepresivos, productos que mejoran el estado de animo/la vitalidad, productos que alivian el estrés, la
enfermedad, potenciadores cognitivos, reductores de la ansiedad y de conductas obsesivo-compulsivas, relajantes,
reparadores del suefio y/o aliviadores del insomnio y del dolor de cabeza y/o de las migrafias. Todos ellos mejoran,
potencian y favorecen la neurotransmision, especialmente en el sistema nervioso central, y por lo tanto alivian la
disfuncion mental.
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Los antidepresivos son medicamentos/composiciones para el tratamiento de los trastornos mentales, conductuales y
emocionales/afectivos, neuréticos, neurodegenerativos, trastornos relacionados con la alimentacion y el estrés, tales
como la depresién unipolar, la depresién bipolar, la depresion aguda, la depresion crénica, la depresion subcrénica,
distimia, la depresién postparto, el sindrome de disforia premenstrual (SDPM), los sintomas depresivos climatéricos,
la agresion, los trastornos de déficit de atencion, de ansiedad social, trastornos afectivos y de ansiedad estacionales
tales como el TAG, el sindrome de la fibromialgia, los trastornos de estrés post-traumatico, de panico y obsesivo-
compulsivos, el sindrome de las piernas inquietas, nerviosismo, migrafias/dolores de cabeza primarios y el dolor en
general, emesis, bulimia, anorexia nerviosa, el trastorno de comer compulsivamente, trastornos gastrointestinales, el
sindrome del trabajador quemado y la irritabilidad.

Los antidepresivos también se pueden emplear para la prevencion primaria y secundaria y/o para el tratamiento de
la deficiencia neurocognitiva o en la preparacion de composiciones para dicha finalidad. Ademés también sirven para
tratar sintomas depresivos u otros sintomas relacionados con la neurotransmision alterada que se manifiesta como
comorbilidad en enfermedades crénicas tales como las afecciones cardiovasculares, las apoplejias, el cancer, la
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson y otras.

El carnosol y/o el rosmanol, asi como (mezclas de) los materiales y extractos vegetales que los contienen (sobre
todo en una cantidad de al menos 30% en peso, preferiblemente de al menos 50% en peso, mas preferiblemente del
70% al 90% en peso, con mayor preferencia de al menos 90% en peso respecto al peso total del material o extracto
vegetal) y las composiciones dietéticas/farmacéuticas en que estan contenidos sirven por tanto para el tratamiento
de los animales, incluyendo humanos.

En otra forma de ejecucién de la presente invencién el carnosol y/o el rosmanol se pueden usar para mejorar en
general el estado de animo y también para elaborar composiciones para tal fin (materiales/extractos vegetales que
los contienen en una cantidad de al menos 70% en peso, preferiblemente de al menos 90% en peso respecto al
peso total del material o extracto vegetal; composiciones dietéticas/farmacéuticas). “Favorecedor del estado de
animo”, “potenciador del bienestar emocional” o “favorecedor de la vitalidad” significa que eleva el estado de animo
de una persona tratada con él, que aumenta la autoestima y/o que disminuye los pensamientos negativos y/o la
tension perniciosa. También significa que se equilibran las emociones y/o que se mejora 0 mantiene el bienestar
general, sobre todo mental, y la vitalidad, y asimismo se reduce el riesgo de riesgo de altibajos emocionales y se
mantiene un estado de animo positivo (o contribuye a ello).

El carnosol o el rosmanol o cualquier mezcla de ellos también pueden usarse en general como reductores de la
ansiedad y/o de la conducta obsesiva-compulsiva en animales, incluyendo humanos; preferiblemente en personas,
mascotas y animales de granja.

“Reductor de la ansiedad” significa que aminora o alivia la tension crénica y el desasosiego y estrés. El sindrome de
hipervigilancia, incluyendo inquietud, tension muscular y problemas de suefios, se reduce o alivia. La fobia social u
otras fobias se reducen o resuelven. En general el ambiente social se experimenta como menos amenazador. La
persona esté relajada emocionalmente, percibe confort y disfruta de la compafiia y del contacto con otra gente.

Asimismo, el carnosol o el rosmanol y las composiciones que contienen una dosis efectiva de él/ellos sirven para
tratar, prevenir y aliviar los sintomas asociados al estrés, para tratar, prevenir y aliviar los sintomas relacionados con
sobrecarga de trabajo, agotamiento y/o astenia, para aumentar la resistencia o tolerancia al estrés y/o favorecer y
facilitar la relajacion en individuos normales sanos, es decir, estas composiciones tienen efecto como “calmantes del
estrés”.

Otra forma de ejecucion de la presente invencion se refiere al uso del carnosol y/o rosmanol y de las composiciones
gue lo(s) contienen (materiales/extractos vegetales que lo(s) contienen en una cantidad de al menos 70% en peso,
preferiblemente de al menos 90% en peso respecto al peso total del material o extracto vegetal; composiciones
dietéticas/farmacéuticas) como “favorecedores del estado”, es decir como agentes para reducir la irritabilidad y el
cansancio, para reducir, prevenir y aliviar la fatiga fisica y mental, y para aumentar la energia en general, sobre todo
para incrementar la producciéon de energia cerebral en individuos enfermos o normalmente sanos. Asimismo para
mejorar el conocimiento en general, actuando asi como “potenciadores cognitivos”, y especialmente para mantener
0 mejorar la atencién y la concentracion, la memoria y la capacidad de recordar, la capacidad de aprendizaje, el
procesamiento del lenguaje, la resolucion de problemas y la actividad intelectual; para mejorar la memoria a corto
plazo, para aumentar la lucidez; para potenciar la vigilancia mental; para reducir la fatiga mental; para favorecer el
bienestar cognitivo y para mantener la funcién cognitiva equilibrada.

Usos veterinarios

Las mascotas y los animales de granja pueden encontrarse en un estado que requiera potenciar o mejorar la
neurotransmision, lo cual puede facilitar la presente invencién. Los animales pueden mostrar un comportamiento
adverso y/o reacciones fisioldgicas en situaciones estresantes; los animales criados en ambientes de produccion en
masa o transportados en condiciones desfavorables pueden producir una carne o leche inferior en cantidad o en
calidad; las aves de corral estresadas pueden empezar a autodesplumarse, poner menos huevos y al canibalismo.
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Muchos animales se pueden volver agresivos 0 mostrar comportamientos estereotipicos, ansiosos y obsesivo-
compulsivos en condiciones adversas de alojamiento o transporte.

Por tanto otro aspecto de la presente invencion es el uso veterinario de carnosol y/o rosmanol y de composiciones
que lo(s) contenga(n), como preparados dietéticos/farmacéuticos.

En una forma de ejecucion preferida de la presente invencion el carnosol y/o el rosmanol o los materiales o extractos
que los contienen o ambos se administran para prevenir el estrés en animales de granja y en el ganado producido
en masa durante el transporte al matadero y/o para evitar la pérdida de calidad de la carne de dichos animales de
granja en tales circunstancias. Los animales de granja son preferentemente aves de corral, reses, ovejas, cabras y
cerdos.

En otra forma de ejecucion preferida de la presente invencion el carnosol y/o el rosmanol o los materiales o extractos
gue los contienen o ambos se administran a las aves de corral para evitar el autodesplumado y el canibalismo, que
merma por ejemplo la calidad de la carne y la produccion de huevos.

Otro aspecto de la presente invencion es un método para prevenir y/o aliviar el estrés en acuicultura, que consiste
en administrar carnosol y/o rosmanol o materiales o extractos que los contengan o ambos a animales necesitados
de ello, en este caso peces 0 camarones.

En otra forma de ejecucion preferida de la presente invencion el carnosol y/o el rosmanol o los materiales o extractos
que los contienen o ambos se administran a mascotas 0 animales de compafiia para reducir el estrés, la tension y la
agresividad y el comportamiento compulsivo en condiciones estresantes tales como separacion, cambio o pérdida
de duefio, durante la separacion por vacaciones y la tenencia de los llamados “hoteles de animales” o en albergues
o refugios.

Otro aspecto mas de la presente invencién es un método para prevenir/reducir los sintomas relacionados con las
condiciones estresantes de los animales utilizados en la industria peletera, sobre todo visones, zorros y liebres.

Dosis y composiciones preferidas de la presente invencién

Segun los fines de la presente invencién una dosis diaria de carnosol o rosmanol o de cualquier mezcla de ellos
adecuada para personas puede estar comprendida en el intervalo de 0,001 mg por kg de peso corporal hasta unos
20 mg por kg de peso corporal. Se prefiere mas una dosis diaria de aproximadamente 0,01 hasta unos 10 mg por kg
de peso corporal y sobre todo de aproximadamente 0,05 hasta unos 5,0 mg por kg de peso corporal. La cantidad de
un material o extracto vegetal que contenga carnosol o rosmanol o ambos puede calcularse correspondientemente.

El término “composiciones dietéticas” comprende cualquier tipo de comida/alimentacion y bebidas (reforzadas),
incluyendo nutriciéon clinica y suplementos de la dieta. Las composiciones dietéticas segln la presente invencion
pueden contener ademas hidrocoloides protectores, aglutinantes, agentes filmégenos, agentes/materiales de
encapsulacion, materiales formadores de pared/capa, compuestos matriciales, recubrimientos, emulsionantes,
agentes surfactantes, agentes solubilizantes (aceites, grasas, ceras, lecitinas, etc.), adsorbentes, soportes, cargas,
compuestos auxiliares, agentes dispersantes, agentes humectantes, agentes auxiliares de proceso (disolventes),
agentes fluidificantes, agentes enmascaradores del sabor, agentes espesantes, agentes gelatinizantes, agentes
gelificantes, antioxidantes y antimicrobianos.

Junto a un soporte farmacéuticamente aceptable y al menos carnosol o rosmanol, las composiciones farmacéuticas
segun la presente invencion pueden contener ademas aditivos farmacéuticos convencionales y coadyuvantes,
excipientes o diluyentes, aromatizantes, conservantes, estabilizantes, agentes emulsionantes, sistemas tampon,
lubricantes, colorantes, humectantes, cargas y similares. El soporte puede ser un material inerte de tipo organico o
inorganico adecuado para la administracion oral/parenteral/inyectable.

Las composiciones dietéticas y farmacéuticas segun la presente invencion pueden estar en cualquier forma galénica
que sea apropiada para administrarlas al cuerpo del animal, incluyendo el cuerpo humano, particularmente en
cualquier forma usual de administracion oral, p.ej. en forma sélida tal como (aditivos/suplementos para) comida o
alimentacion, premezcla para comida o alimentacion, comida o alimentacion reforzada, tabletas, pildoras, granulos,
grageas, capsulas y formulaciones efervescentes, asi como polvos y comprimidos, o en formas liquidas tales como
soluciones, emulsiones o suspensiones, como p.ej. bebidas, pastas y suspensiones oleosas. Las pastas pueden
introducirse como relleno de capsulas duras o blandas. Como ejemplos de otras formas de aplicacion cabe citar las
de administracion transdérmica, parenteral o inyectable. Las composiciones dietéticas y farmacéuticas pueden ser
formulaciones de liberacidn controlada (retardada).

Como ejemplos de alimentos reforzados cabe mencionar las barras de cereales y articulos de bolleria tales como
tortas y galletas.
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Las bebidas incluyen las de tipo no alcohdlico y alcohdlico, asi como preparados liquidos para afiadir al agua de
beber y a los alimentos liquidos. Bebidas no alcohdlicas son p.ej. los refrescos, las bebidas deportivas, los zumos de
fruta, las limonadas, las bebidas similares al agua (es decir bebidas a base de agua con bajo contenido cal6rico), los
tés y las bebidas lacteas. Los alimentos soélidos son p.ej. las sopas y los productos lacteos (p.ej. bebidas de muesli).

En las preparaciones unitarias de dosificacion sélida para humanos el carnosol o el rosmanol o cualquier mezcla de
ellos esta presente convenientemente en una cantidad comprendida en un intervalo aproximado de 0,1 mg hasta
1000 mg, preferiblemente entre 1 mg y 500 mg por dosis unitaria.

En las composiciones dietéticas, especialmente en alimentos y bebidas para humanos, el carnosol o el rosmanol o
cualquier mezcla de ellos esta presente convenientemente en una cantidad comprendida en un intervalo aproximado
de 0,0001 (1 mg/kg) hasta 5% en peso (50 g/kg), preferiblemente de 0,001% (10 mg/kg) hasta 1%, (10 g/kg), sobre
todo de 0,01 (100 mg/kg) hasta 0,5% en peso (5 g/kg) respecto al peso total del alimento o bebida.

En comidas y bebidas el margen es de 10 a 30 mg por porcién, es decir de 120 mg por kg de comida o bebida.

Para animales, excluyendo humanos, una dosis diaria adecuada de carnosol o rosmanol o de cualquier mezcla de
ellos estaria comprendida en el intervalo de 0,001 mg por kg de peso corporal hasta unos 1000 mg por kg de peso
corporal. Se prefiere mas una dosis diaria comprendida en el intervalo aproximado de 0,1 mg hasta 500 mg por kg
de peso corporal y sobre todo en el intervalo aproximado de 1 mg hasta 100 mg por kg de peso corporal.

La presente invencién se ilustra ademas mediante los siguientes ejemplos.

Ejemplos

El carnosol y el rosmanol empleados en los siguientes ensayos fueron sintetizados por quimicos de DSM Nutritional
Products Ltd., Kaiseraugst, Suiza. Todos los compuestos fueron > 95% puros.

Las acciones de los neurotransmisores monoaminicos serotonina, dopamina y noradrenalina estan reguladas por su
rapida captacién y eliminacion de las uniones sinapticas mediante proteinas transportadoras de la membrana
plasmatica. Los transportadores de monoamina en las neuronas monoaminérgicas centrales son responsables de la
recuperacion de hasta el 90% de los neurotransmisores liberados y son dianas de gran afinidad para varios agentes
psicoactivos como la cocaina, la anfetamina y los antidepresivos. Estos agentes, al bloquear transportadores y evitar
por tanto la captacién neuronal, elevan los niveles de las concentraciones extracelulares de neurotransmisores tanto
en el sistema nevoso central como periférico, contribuyendo a sus efectos conductuales y auténomos. En los tres
ejemplos siguientes se ilustra la inhibicién de la captacion de serotonina, dopamina y noradrenalina por carnosol y/o
rosmanol.

Ejemplo 1
Inhibicién de la captacion de serotonina por carnosol y rosmanol

De R. Blakely, Vanderbilt University, USA se obtuvieron células de rifidn embrionario humano (HEK-293), que
expresan de modo estable el transportador humano de reabsorcién de serotonina (hSERT). Las células se cultivaron
rutinariamente en medio de Eagle modificado por Dulbecco (Bioconcept) que contenia suero bovino fetal dializado al
10% (Invitrogen), penicilina, estreptomicina, L-glutamina y el antibiético G418 y se tripsinizaron. El dia del ensayo se
recogieron células de 80% de frascos confluentes, lavandolas ligeramente con solucién salina caliente tamponada
con fosfato (PBS). Luego las células se lavaron una vez por centrifugacion y se resuspendieron en tampoén de Krebs-
Ringer-bicarbonato (Sigma) suplementado con pargilina 35 uM, CaCl, 2,2 mM, acido ascérbico 1 mM y acido N-2-
hidroxietilpiperazino-N’-2-etanosulfénico (tampon HEPES) 5 mM a una concentraciéon de 10.000 células en 160 pl de
tampon y se repartieron alicuotamente en placas de microvaloracién de polipropileno de 96 pocillos de fondo
redondo (Corning) a 10.000 células por pocillo. La captacién de serotonina en las células se determiné afadiendo
serotonina-[HS] marcada radiactivamente (GE Healthcare) a una concentracion de 20 nM e incubando durante 40
minutos a 37°C con agitacion suave. Al cabo de este tiempo el marcador no incorporado se eliminé por filtracion a
través de placas Unifilter 96 GF/B (Perkin EImer), empleando un recolector celular Tomtec Mach Il M. La serotonina
incorporada retenida en las placas se cuantificé por centelleo liquido mediante un aparato Microscint-40 / Topcount
(Perkin Elmer).

Se determino el efecto del carnosol, del rosmanol y del compuesto de referencia, la fluoxetina, sobre la captacion de
serotonina, incluyéndolos en el ensayo segln un rango de concentraciones (carnosol y rosmanol: 0,003 - 100 pM;
fluoxetina: 0,03 nM - 1 uM) durante 10 minutos, antes y durante la adicién de serotonina-[HS]. La captacion de
serotonina a través del transportador fue inhibida por cada una de dichas sustancias en funcion de la dosis. En la
tabla 1 se indican los valores ICsq calculados para la inhibicion de la captacion de serotonina por cada una de ellas.
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Tabla 1: inhibicién de la captacién de serotonina en células HEK-293 transfectadas por carnosol, rosmanol y el
compuesto de referencia fluoxetina. Los datos estan indicados como media + e.s.m. (n = 2).

Compuesto ICs0
Carnosol 26,6 + 6,9 uyM
Rosmanol 23,2+ 9,7 uM
Fluoxetina 5nm

Ejemplo 2

Inhibicién de la captaciéon de dopamina por carnosol

Antes del ensayo se cultivaron en placa celulas ovaricas de hamster chino (CHO)-K1 que expresan el transportador
humano de dopamina. Las células (2 x 10 /ml) se incubaron con carnosol y/o vehiculo en tampén Tris-HEPES
modificado (Tris-HCI 5 mM, HEPES 7,5 mM, pH 7,1) - que ademas contenia NaCl 120 mM, KCI 5,4 mM, CaCl; 1,2
mM, MgSO4 1 2 mM, D-glucosa 5 mM y acido ascorbico 1 mM — a 25°C durante 20 minutos, antes de la adicion de
dopamina- [H 1 50 nM durante 10 minutos. La sefial especifica se determiné en presencia de nomifensina 10 mM
(inhibidor de la reabsorciéon de dopamina). Despues las células se solubilizaron con tampén de lisis SDS al 1%. La
reduccion de la reabsorcién de dopamina- [H] en un 50 por ciento o mas (= 50%) respecto a los controles de
vehiculo indicé una actividad inhibidora importante. El carnosol se prob6 a diez concentraciones (0,00316 - 100 uM)
y la nomifensina a cinco concentraciones (0,001 — 0,1 uM). Estas mismas concentraciones se aplicaron de manera
simultanea a un grupo separado de células y la posible citotoxicidad inducida por el compuesto solo se valor6 en
caso de haber observado una inhibicion importante de la captacion.

Tabla 2: valores ICso medidos para la inhibicion de la reabsorcién de dopamina en células CHO-Ki transfectadas por
carnosol y el compuesto de referencia nomifensina.

Compuesto ICs0
Carnosol 10,3 uM
Nomifensina 0,0104 uM

Ejemplo 3
Inhibicién de la captacion de noradrenalina por carnosol

Un dia antes del ensayo se cultivaron en placa células renales caninas Madin Darby (MDCK), que expresan de
manera estable el transportador humano de reabsorcidon de noradrenalina (hNAT). Las células (2 x 10 /mI) se
preincubaron con carnosol y/o vehiculo en tamp6n Tris-HEPES modificado (Tris-HCI 5 mM, HEPES 7,5 mM, pH 7,1)
- que ademas contenia NaCl 120 mM, KCI 5,4 mM, CaCl,; 1,2 mM, MgSO4 1,2 mM D-glucosa 5 mM y acido
ascorbico 1 mM — a 25°C durante 20 minutos; después se afiadi6 noradrenalina- [H 1 25 nM para 10 minutos de
incubacién. Las células se lavaron dos veces en cada pocillo, luego se solubilizaron con tampoén de lisis SDS al 1% y
el lisado se analizé para determinar la captacion de noradrenalina- [H ]. La sefial especifica se midi6é en presencia de
desipramina 10 mM (antldepreswo triciclico que inhibe la reabsorcion de noradrenalina). La reduccion de la
reabsorcion de noradrenalina- [H 1 en un 50 por ciento 0 mas (= 50%) respecto a los controles de vehiculo indicé una
actividad inhibidora importante. El carnosol se probé a diez concentraciones (0,00316 - 100 uM) y la desipramina a
cinco concentraciones (0,5 — 50 nM). Estas mismas concentraciones se aplicaron de manera simultanea a un grupo
separado de células y la posible citotoxicidad inducida por el compuesto solo se valoré en caso de haber observado
una inhibicién importante de la captacion.

Tabla 3: valores ICso medidos para la inhibicion de la reabsorciéon de noradrenalina en células MDCK transfectadas
por carnosol y el compuesto de referencia desipramina.

Compuesto ICs0
Carnosol 30,6 pM
Desipramina 1,93 nM

Ejemplo 4

Inhibicién de la monoamina oxidasa por carnosol y rosmanol

Como substratos para los enzimas monoamina oxidasa A (MAO-A) y B (MAO-B) se utilizaron respectivamente las
aminas organicas p-tiramina o bencilamina. El H,O, resultante de esta reacciéon se cuantificd con acido vainillico
catalizado por peroxidasa de rabano picante (HRP).
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Las reacciones se efectuaron a 37°C en placas de microvaloracion de poliestireno. Los enzimas MAO (concentracion
final 2 U/ml) se mezclaron correspondientemente con p-tiramina (Sigma, concentracion final 0,5 mM) o bencilamina
(Sigma, concentracion final 0,5 mM) y la solucién cromogénica (que lleva acido vainillico (Fluka), 4-aminoantipirina
(Fluka) y peroxidasa de rabano picante (Sigma) a unas concentraciones finales de 0,25 mM, 0,125 mM y 1 U/ml,
respectivamente) en tampo6n de fosfato potasico 0,2 M, de pH 7,6. Después de 40 minutos de incubacion las placas
se analizaron en un lector de absorbancia de placas de microvaloracion, p.ej. un aparato Spectramax M5 (Molecular
Devices Corporation), a 495 nm.

Los efectos del carnosol y del rosmanol en los enzimas de monoamina oxidasa se determinaron incluyéndolos en el
ensayo a un rango de concentraciones comprendidas entre 0,03 y 100 uM durante 10 minutos antes y durante la
incubacion con substrato. Para determinar el efecto de los compuestos en la parte de la reaccién catalizada por HRP
se reemplazé el enzima MAO por H»O> (Molecular Probes, concentracién final 50 pM). Las reacciones que
contenian MAO-A y MAO-B fueron inhibidas por carnosol y rosmanol en funcion de la dosis, mientras que la reaccién
de control no fue alterada. En la tabla 4 se indican los valores ICs, medidos para la inhibicion de la actividad de
monoamina oxidasa por carnosol y rosmanol.

Tabla 4: inhibicion de MAO-A y MAO-B por carnosol y rosmanol. Los datos estan indicados como media + e.s.m.

Compuesto MAO-A (ICsp) MAO-B (ICsp)
Carnosol 40+£0,1puyM (n=3) 106,5+ 19,9 uM (n = 2)
Rosmanol 3,02+ 0,48 uM (n = 3) 73,3+11,3uM (n =2)

Ejemplo 5

Inhibicién del transportador 1 de glicina por carnosol y rosmanol

Se cultivaron rutinariamente células CHO que expresan de manera estable el ADNc del transportador humano 1b de
glicina (GlyT1) en medio de Eagle maodificado por Dulbecco (Invitrogen, Carlsbad, USA) que contenia suero bovino
fetal dializado al 10%, penicilina, estreptomicina, prolina y el antibioético G418. Las células se recolectaron por
tripsinizacién un dia antes de ensayo y se sembraron en el medio arriba citado. Inmediatamente antes del ensayo el
medio se reemplazé por tampdn de captacion que contenia NaCl 150 mM, CaCl, 1 mM, KCI 2,5 mM, MgCl; 2,5 mM,
glucosa 10 mM y acido N-2-hidroxietilpiperazino-N’-2-etanosulfénico (tampén HEPES) 10 mM.

La captacion de glicina en las células se midié afiadiendo incina-[HS] marcada radiactivamente 60 nM (Amersham
Biosciences GE Healthcare, Slough, UK) e incubando durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después de
eliminar el marcador no incorporado lavando tres veces con el tamp6n anterior, la glicina incorporada se cuantificd
mediante recuento por centelleo liquido.

La captacion de glicina mediante el transportador GlyT1 fue inhibida por la adicién de carnosol (0,00316 - 100 uM)
en funcion de la dosis. En cambio el rosmanol fue inactivo en este ensayo. Como inhibidores conocidos del GlyT1 se
uso sarcosina, ORG24598 y ALX5407 (todos procedentes de Sigma, St. Louis, USA). Los valores ICso medidos para
la inhibicién de la captacion de glicina y las curvas representativas de dosis-respuesta se muestran respectivamente
en latabla 5y en la figura 2.

Tabla 5: valores ICso medidos para la inhibicion de la captacién de glicina por carnosol, rosmanol, sarcosina,
ORG24598 y ALX5407 en células CHO.

Compuesto ICso para la captacion de glicina tritiada
Carnosol 29,33 uM

Rosmanol inactivo

Sarcosina 35,9 uM

ORG24598 0,02 uyM

ALX5407 6,46 nM

Ejemplo 6

Efectos del carnosol y del rosmanol sobre la PLP en cultivos de cortes de hipocampo

Se decapitaron con una guillotina ratas Wistar de siete dias de edad. En menos de 1 minuto se abri6 el craneo, se
separaron los hemisferios cerebrales y ambos hipocampos se diseccionaron e introdujeron en tampén enfriado con
hielo que contenia NaCl 137 mM, KCI 5 mM, Na;HPO4 0,85 mM, CaCl, 1,5 mM, KH,PO, 0,66 mM, MgSO4 0,28
mM, MgCl, 1 mM, NaHCO3 2,7 mM, acido quinurénico 1 mM y 0,6 % de D-glucosa.

Se prepararon cortes transversales de hipocampo (400 pm), usando un microtomo de cuchilla vibrante (VT1200S;
Leica Microsystems (Suiza) AG, Heerbrugg, Suiza) en el mismo tampon. Los cortes de hipocampo se colocaron
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individualmente en insertos de membrana (insertos para placas de cultivo Millicell, 0,4 um) y se cultivaron a 35°C,
5% de CO2, 95% de humedad en un medio que contenia una mezcla 1:1 de BME y MEM (ambos de Invitrogen) con
25% de suero equino inactivado por calor, 1x GlutaMAX, 1x penicilina/estreptomicina, 0,6 % de glucosa y acido
quinurénico 1 mM (Stoppini, Buchs and Muller (1991), J. Neurosci. Methods, 37(2), 173-82).

Tras 48 h de cultivo los receptores NMDA sinapticos se activaron durante 15 minutos afiadiendo carnosol o rosmanol
en NaCl 140 mM, KCI 5 mM, CaCl, 1,3 mM, HEPES 25 mM (pH 7,3), D-glucosa 33 mM y metil-yoduro de bicuculina
0,02 mM. Como controles positivos se usaron rutinariamente sarcosina (100 uM) y ALX5407 (20 nM). Un control
positivo adicional incluyé la adicion de glicina 200 uM a cultivos paralelos. Después de los tratamientos las secciones
se lavaron y fijaron para inmunohistoquimica. Se cuantificaron los marcadores de actividad sinaptica acentuada,
relacionada normalmente con la potenciacion a largo plazo, que representan un modelo ex vivo de aprendizaje y
memoria (véase la siguiente tabla 6).

Tabla 6: activacion relativa de marcadores sinapticos tras el tratamiento con carnosol o rosmanol, en comparacion
con cultivos paralelos tratados con tampén. La activacion de cualquiera de estos marcadores (o de una combinacion
de ellos) se observa en experimentos clasicos de PLP.

Sustancia pCREB pMAPK GIluR1
Carnosol + ++ 608%
Rosmanol + + 320%

++++ indica una activacion cualitativa maxima, ++ y + significan respectivamente una activacién semi-maxima
y moderada, mientras que + significa ningn cambio de inmuno-reactividad; los valores mostrados para GluR1
son porcentajes de los valores de control.

El tratamiento de los cultivos de hipocampo con carnosol y rosmanol indujo uno o mas marcadores bioquimicos
tipicos de PLP (pCREB: forma activada de la proteina de unién al elemento de respuesta de AMPc; pMAPK: forma
activada de la proteina cinasa activada por mitégenos; GIuRI: presencia de receptor AMPA 1 en la superficie celular).

Ejemplo 7

Inhibicién del receptor de CGRP por carnosol

El CGRP es un potente vasodilatador en los vasos cerebrales que ha sido involucrado en la patogénesis de las
migrafias. El receptor de CGRP abunda especialmente en la vasculatura trigeminal, una red vasos intracraneales
asociados con neuronas sensoriales del ganglio trigeminal. La activacion de las neuronas sensoriales trigeminales y
la liberacién de CGRP estan fuertemente implicadas en la patofisiologia de las migrafias. El bloqueo del receptor de
CGRP es efectivo en la prevencion y tratamiento de la migrafia, del dolor de cabeza y del sofoco menopausico.

Se investigé el efecto del carnosol sobre el sitio agonista del receptor del péptido relacionado con el gen de la
calcitonina humana (hCGRP) en células CHO transfectadas, llevando a cabo un ensayo de unién de radioligandos
adaptado del descrito por Aiyar y otros (1996, J. Biol. Chem., 271: 11325-11329).

En resumen, se incubaron homogenados de membranas celulares (10 pug de proteina) durante 90 minutos a 22°C
con hCGRPa-[IlZS] 0,03 nM en ausencia o presencia de carnosol (10 uM) en un tampén que contenia HEPES-NaOH
50 mM (pH 7.4), MgCl, 10 mM, KCI 4 mM, NaCl 10 mM, EDTA 1 mM, 1 fosforamidén uM, BSA al 0,3% y 0,04% de
bacitracina. En presencia de h-CGRPa 1 uM se determiné fijacion inespecifica. Tras la incubacién, las muestras se
filtraron rapidamente al vacio a través de filtros de fibra de vidrio (GF/B, Packard), se embebieron previamente en
polietilenimina (PEI) al 0,3% y se lavaron varias veces con Tris-HCI 50 mM helado, utilizando un recolector celular de
96 muestras (Unifilter, Packard). Luego los filtros se secaron y se midio su radiactividad en un contador de centelleo
(Topcount, Packard), utilizando un céctel de centelleo (Microscint 0, Packard). Los resultados estan expresados
como porcentaje de inhibicién de la fijacién especifica del radioligando de control. Como compuesto de referencia
estandar se us6 h-CGRPa, el agonista natural del receptor de hCGRP.

La unién al receptor de hCGRP fue inhibida notablemente (54%) por carnosol 10 uM. Por consiguiente el carnosol se
puede emplear en la prevencion y tratamiento de la migrafia, del dolor de cabeza y del sofoco menopausico.

Ejemplo 8

Inhibicién de acetilcolinesterasa por carnosol

La funcion principal de la acetilcolinesterasa es la terminacion de la neurotransmisién en las sinapsis colinérgicas por
hidrélisis rapida de la acetilcolina. La inhibicién de este enzima clave se considera una estrategia util para tratar la

disfuncion cognitiva y los trastornos de la memoria.

El efecto del carnosol en la actividad de la acetilcolinesterasa humana recombinante se cuantific6 midiendo la
formacién de acido 5-tio-2-nitrobenzoico a partir de acetil-6-metiltiocolina (AMTCh) segin un método adaptado de

10
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Ellman y otros (1961, Biochem. Pharmacol., 7: 88-90). En resumen, se afiadié carnosol (10 uM), un compuesto de
referencia o agua (control) a un tampén que contenia NaH,PO4/Na;HPO, 200 mM (pH 8,0), 5 mg/ml de
(NH4)2S0O4, DTNB 0,4 mM y 5 mU de enzima. Luego se inicid la reaccion enzimatica afadiendo la sustancia AMTCh
a 50 pM. La absorbancia se midi6 enseguida (t = 0) a A = 405 nm con un lector de microplacas (MRX, Dynatech o
Ultra, Tecan). Esta mediciéon se utilizd para detectar la interferencia de cualquier compuesto con la deteccion
espectrofotométrica a esta longitud de onda. Tras 30 minutos de incubacion a 37°C (t = 30) se hizo una segunda
medicién de absorbancia a A = 405 nm. La actividad del enzima se determiné restando la sefial medida at =0 de la
sefial medida a t = 30. Los resultados estan expresados como porcentaje de inhibicion de la actividad del enzima de
control. Como compuesto inhibidor estandar de referencia se usé neostigmina, probada en cada experimento a
varias concentraciones para obtener una curva de inhibicién a partir de la cual se calcul6 su valor ICsg.

La actividad de la acetilcolinesterasa fue inhibida notablemente (53%) por carnosol 10 pM. Por consiguiente se
demostré que el carnosol es un inhibidor eficaz de la acetilcolinesterasa y se puede usar para prevenir o tratar la
disfuncion cognitiva leve y la pérdida de memoria.

Ejemplo 9

Prueba de natacion de Porsolt

La prueba de natacion forzada (PNF) se presentd por primera vez en 1977 para seleccionar compuestos de tipo
antidepresivo en ratas (Porsolt y otros. 1977 Nature, 266:730-732) y mas tarde se modificé para ratones de ensayo
(Porsolt y otros. 1977 Arch. In. Pharmacodynamie, 229:327-336). Se puso de manifiesto un “comportamiento
desesperado”; al forzarlas a nadar en un cilindro de agua sin posibilidad de salida, las ratas o los ratones actuaron
primero vigorosamente tratando de escapar, pero al final solo hacian los minimos movimientos necesarios para
mantener sus cabezas por encima del agua. Se comprobé que la prueba era sensible a una serie de farmacos de
conocida accién terapéutica contra la depresién, algunos de los cuales no habian dado anteriormente muestras de
eficacia en los modelos de comportamiento existentes.

En dos experimentos separados se sometieron a la prueba ratones tras la administracion i.p. o p.o. de carnosol. Los
ratones se introdujeron individualmente en un cilindro lleno de agua (22°C) del cual no podian escapar. Los ratones
se mantuvieron en el agua durante 6 minutos y se midio la duracién de inmovilidad durante los 4 Ultimos minutos. Se
examinaron diez a quince ratones por grupo. El carnosol se valoré a 3, 10, 30 mg/kg de peso corporal (i.p. 30 min
antes de la prueba) o a 200, 400, 600 mg/kg de peso corporal (p.o., 24, 5y 1 h antes de la prueba) y se comparé
con los grupos de control de vehiculo. Como sustancia de referencia se empled imipramina (32 mg/kg i.p. o p.o.,
respectivamente), administrada en las mismas condiciones experimentales. Se valor6 la inmovilidad y el tiempo de
natacion.

Tabla 7: efectos del carnosol y de la imipramina en la PNF con ratones después de la administracion i.p. (-30 min) o
p.o. (-24, -5, -1 h). La duracién de la inmovilidad se indica como % de cambio respecto al control, donde
NS = no significativo, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 (prueba t de Student).

Tratamiento Duracion de la inmovilidad
(% de cambio respecto al control)

carnosol 3 mg/kg i.p., -30 min -26% *k

carnosol 10 mg/kg i.p., -30 min -21% *

carnosol 30 mg/kg i.p., -30 min -18% *
imipramina 32 mg/kg i.p., -30 min -80% i

carnosol 200 mg/kg p.o., -24,-5,-1h -9% NS
carnosol 400 mg/kg p.o., -24,-5,-1h -53% *x

carnosol 600 mg/kg p.o., -24,-5,-1h -3% NS
imipramina 32 mg/kg p.o., -24,-5,-1h -48% **

Asi, tras la administracion i.p. todas las dosis de carnosol ensayadas en la PNF disminuyeron significativamente el
comportamiento de inmovilidad, mientras que tras la administracién p.o. solo la dosis intermedia (400 mg/kg) redujo
significativamente la inmovilidad. Por tanto estos datos indican que el carnosol actia como un antidepresivo.

Ejemplo 10

Prueba de enterrar canicas

La conducta de “enterramiento defensivo” se comprobd6 en las ratas que enterraban objetos perjudiciales, tales como
pitorros llenados con un liquido de sabor desagradable (Wilkie y otros, 1979 J. Exp. Anal. Behav. 31:299-306) o
picanas (Pinel y otros, J. Comp. Phys. Psych. 92:708-712). La prueba de enterramiento de canicas fue ideada como
una modificacién de este tipo de test (Poling y otros, 1981. J. Expl. Anal. Behav. 35:31-44). Las ratas se expusieron
diariamente durante 10 o 21 dias consecutivos en jaulas individuales que contenian cada una 25 canicas. Se contd
el nimero de canicas enterradas cada dia del periodo de 10 d, o 24 tras el periodo de exposicién de 21 d. Los
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autores refirieron que el enterramiento de canicas no fue determinado por la novedad o debido a cualquier estimulo
malsano.

Se ha referido que la conducta de enterramiento de canicas por ratones es sensible a una serie de tranquilizantes
menores (p.ej. diazepam) y mayores (p.ej. haloperidol) (Broekkamp y otros, 1986 Eur. J. Pharm., 126:223-229),
ademas de ISRS (p.gj. fluvoxamina, fluoxetina, citalopram), antidepresivos triciclicos (p.ej. imipramina, desipramina)
e inhibidores selectivos de la captacién de noradrenalina (p.ej. reboxetina), a dosis que no inducen sedacion. El
modelo puede reflejar un comportamiento de tipo ansioso u obsesivo-compulsivo (véase De Boer y otros, 2003 Eur.
J. Pharm. 463:145-161).

El método aplicado en este caso sigue el descrito por Broekkamp y otros (1986). Los ratones (n = 15 por cada grupo
de tratamiento) se alojaron individualmente en jaulas de plastico transparentes (33 x 21 x 18 cm) con 5 cm de serrin
en el suelo y 25 canicas (diametro 1 cm) agrupadas en el centro de la jaula. Como tapa se us6 una segunda jaula
puesta del revés. Al final de un periodo de ensayo de 30 minutos se conté el niumero de canicas cubiertas (al menos
dos tercios) por serrin. Las pruebas fueron realizadas por investigadores no informados del protocolo de tratamiento.

Antes de la prueba todas las jaulas y canicas del ensayo se “impregnaron” dejando 10 ratones no tratados en cada
jaula durante 15 minutos.

Se administré carnosol (3, 10 y 30 mg/kg) y rosmanol (10, 30 y 100 mg/kg) i.p. 30 minutos antes de la prueba y se
comparé con un grupo de control de vehiculo. Como sustancia de referencia se emple6 fluoxetina (32 mg/kg),
administrada en las mismas condiciones experimentales.

Tabla 8: efectos del carnosol, rosmanol y fluoxetina en la prueba de enterramiento de canicas realizada con ratones.
La conducta de enterramiento (es decir el nUmero de canicas cubiertas al menos dos tercios por serrin se indica
como % de cambio respecto al control, donde NS = no significativo, **p < 0,01, ***p < 0,001 (prueba t de Student).

Tratamiento (i.p., -30 min) NUmero de canicas enterradas
o (% de cambio respecto al control)

carnosol 3 mg/kg -12% NS
carnosol 10 mg/kg -10% NS
carnosol 30 mg/kg -41% **

rosmanol 10 mg/kg -21% NS
rosmanol 30 mg/kg -12% NS
rosmanol 100 mg/kg -55% i
fluoxetina 32 mg/kg -92% i

Las mayores dosis ensayadas de carnosol (30 mg/kg) y rosmanol (100 mg/kg) redujeron clara y significativamente la
conducta de enterramiento de canicas de manera similar al ISRS fluoxetina, lo cual demuestra la accién de tipo
ansiolitico de ambos compuestos.

Ejemplo 11

Efecto del carnosol en la prueba de las cuatro placas

El método, que detecta la accion ansiolitica, sigue el descrito por Aron y otros (1971, Neuropharmacology, 10:459-
469). Los ansioliticos (benzodiazepinas) aumentan el nimero de cruces castigados. Los animales se colocaron
individualmente en un recinto de plastico blanco que contenia un suelo formado por 4 placas metalicas conectadas a
un generador de descargas eléctricas (Apelex: type 011346). Se permitié a cada raton explorar libremente durante
15 segundos. Luego, cada vez que cruzaba de una placa a otra recibia una descarga eléctrica débil (2,5 mA, 1,5 s).
Se conté el nimero de cruces castigados durante 1 minuto de prueba. Se estudiaron 15 ratones por cada grupo. El
ensayo se realizé ciego.

El carnosol se valor6 a 3 dosis (200, 400, 600 mg/kg), administradas p.o. 24 h, 5 h'y 1 h antes de la prueba y se
compar6 con un grupo de control de vehiculo (aceite de maiz).

Como sustancia de referencia se us6 clobazam (32 mg/kg p.o.), administrado 1 h antes de la prueba. Los ratones de
este grupo recibieron dosis adicionales de vehiculo a las 24 y 5 h antes de la prueba, a fin de mantener el caracter
ciego del experimento.

Tabla 9: efectos del carnosol en la prueba de las cuatro placas con ratones. El nimero de cruces castigados se

indica como media + e.s.m. y % de cambio respecto al control, donde NS = no significativo, *p < 0,05 y ***p < 0,001
(prueba t de Student).
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TRATAMIENTO (mg/kg) | TRATAMIENTO NUMERO DE CRUCES CASTIC;)A(I;)EOCSambiO
p.0.-24hy-5h (mg/kg) p.o.-1 h | media + e.s.m. valor p respecto al control
Vehiculo Vehiculo 2,8 + 0,2 - -

Carnosol (200) Carnosol (200) 35 |+ 0,3 NS | 0,0713 +25%

Carnosol (400) Carnosol (400) 37 | £ 03 |* 0,0196 +32%

Carnosol (600) Carnosol (600) 31 | £ 0,4 | NS | 0,4406 +11%

Vehiculo Clobazam 6,1 + 0,5 ek < 0,0001 +118%

El carnosol (200, 400 y 600 mg/kg) aumentd globalmente el nimero de cruces castigados en comparacion con el
control de vehiculo (+25%, +32% y +11%, respectivamente), sobre todo a 400 mg/kg (p < 0,05). Estos resultados
sugieren que el carnosol tiene una accion de tipo ansiolitico débil, pero significativa, a 400 mg/kg p.o.

Ejemplo 12

Preparacion de una capsula de gelatina blanda

Se prepara una capsula de gelatina blanda que lleva los siguientes ingredientes:

Ingrediente Cantidad por céapsula
Carnosol o rosmanol 200 mg

Lecitina 50 mg

Aceite de soja 250 mg

Se pueden administrar dos capsulas diarias durante 3 meses a una persona adulta para el tratamiento de la distimia
cronica ligera.

Ejemplo 13
Preparacion de una capsula de gelatina blanda

Se prepara una capsula de gelatina blanda que lleva los siguientes ingredientes:

Ingrediente Cantidad por capsula
Carnosol 100 mg
Rosmanol 100 mg
Aceite de onagra 300 mg
Vitamina Be 100 mg

Para el tratamiento del sindrome premenstrual y del trastorno disférico premenstrual deberia tomarse una capsula
diaria durante 14 dias, preferiblemente durante la segunda mitad del ciclo menstrual.

Ejemplo 14
Preparacion de una tableta

Se prepara una tableta que lleva los siguientes ingredientes:

Ingrediente Cantidad por tableta
Carnosol o rosmanol 100 mg
Extracto de pasionaria estandarizado 150 mg
Extracto de té verde, 150 mg

p.ej. TEAVIGO® de DSM Nutritional Products, Kaiseraugst, Suiza

Para el bienestar general, como vigorizador y alivio del estrés se toma una tableta al dia durante 3 meses.

Ejemplo 15

Preparacion de un refresco instantaneo aromatizado

Ingrediente Cantidad [g]

Carnosol o rosmanol 0,9
Sacarosa, fina en polvo 922,7
Acido ascorbico, fino en polvo 2,0
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Acido citrico anhidro en polvo 55,0
Aroma de limén 8,0
Citrato trisédico anhidro en polvo 6,0
Fosfato tricalcico 5,0
-Caroteno 1% CWS de DNP AG, Kaiseraugst, Suiza 0,4
Cantidad total 1000

Se mezclan todos los ingredientes y se tamizan a través de un tamiz de 500 pm. El polvo resultante se introduce en
un recipiente adecuado y se homogeniza en un mezclador tubular durante al menos 20 minutos. La bebida se
prepara afadiendo suficiente agua a 125 g de la mezcla en polvo obtenida, para hacer un litro de bebida.

El refresco listo para beber contiene aproximadamente 30 mg carnosol o rosmanol por porcién (250 ml). Como
reforzante y para el bienestar general deberian beberse 2 porciones (240 ml) diarias.

Ejemplo 16

Preparacion de una barra de cereales reforzada, sin hornear

Ingrediente Cantidad [g]

Carnosol o rosmanol 0,95
AzUcar 114,55
Agua 54,0
Sal 1,5
Jarabe de glucosa 130,0
Jarabe de azucar invertido 95,0
Jarabe de sorbita 35,0
Grasa de nuez de palma 60,0
Grasa de hornear 40,0
Lecitina 1,5
Aceite de palma endurecido 2,5
Manzana seca cortada 63,0
Copos de maiz 100,0
Palomitas de arroz 120,0
Palomitas de trigo 90,0
Avellana tostada 40,0
Leche desnatada en polvo 45,0
Aroma de manzana 74863-33 2,0
Acido citrico 5,0
Cantidad total 1000

Primero se mezcla el carnosol o el rosmanol con la leche desnatada en polvo y se introduce en el recipiente de un
mezclador planetario. Se afiaden los copos de maiz y las palomitas de arroz y se mezcla todo suavemente. Luego
se agregan las manzanas secas cortadas. En una primera olla de coccion se mezclan las cantidades de az(car,
agua y sal arriba indicadas (solucion 1). En una segunda olla de coccidon se mezclan las cantidades de jarabe de
glucosa, azulcar invertido y sorbita arriba indicadas (solucién 2). Una mezcla de grasa de hornear, de grasa de nuez
de palma, lecitina y emulsionante constituye la fase lipida. La solucién 1 se calienta a 110°C. La solucién 2 se
calienta a 113°C y luego se enfria en un bafio de agua fria. Después se combinan las soluciones 1y 2. la fase lipida
se derrite a 75°C en un bafio de agua y se incorpora a la mezcla de las soluciones 1y 2. El aroma de manzana y el
acido citrico se afiaden a la mezcla liquida azucar-grasa. La masa liquida se agrega a los ingredientes secos y se
mezcla bien en el recipiente del mezclador planetario. La masa se pone encima de una placa de marmol y se le da el
grosor deseado con el rodillo. La masa se enfria a la temperatura ambiente y se corta en piezas. La barra de cereal
no horneada contiene aproximadamente 25 mg de carnosol o rosmanol por porcién (30 g). Para el bienestar general
y como vigorizador deberian comerse 1-2 barras de cereal al dia.
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REIVINDICACIONES
1. Carnosol y/o rosmanol para usar como antidepresivo o reductor del comportamiento obsesivo-compulsivo.

2. Carnosol y/o rosmanol para usar segun la reivindicacion 1, de manera que el carnosol y/o el rosmanol esta
contenido en una composicion farmacéutica seleccionada del grupo formado por comida, alimento, productos
lacteos, yogurts, comida reforzada, barras de cereales, bolleria, pasteles, suplementos dietéticos, tabletas, pildoras,
granulos, grageas, capsulas, formulaciones efervescentes, bebidas no alcohdlicas, refrescos, bebidas deportivas,
zumos de fruta, limonadas, bebidas similares al agua, tés, bebidas lacteas, alimentos liquidos, sopas y productos
lacteos liquidos (bebidas de muesli).

3. Empleo no terapéutico de carnosol y/o rosmanol como favorecedor del estado de animol/vitalidad, aliviador
del estrés, potenciador del conocimiento, del aprendizaje, del procesamiento del lenguaje, de la resolucion de
problemas, de la capacidad de superar agobios psicosociales o de la atencion, estado de alerta y concentracion.

4. Uso segun la reivindicaciéon 3, de manera que el carnosol y/o el rosmanol esta contenido en una composicion
dietética escogida del grupo formado por comida, alimento, productos lacteos, yogurts, comida reforzada, barras de
cereales, bolleria, pasteles, suplementos dietéticos, tabletas, pildoras, granulos, grageas, capsulas, formulaciones
efervescentes, bebidas no alcohdlicas, refrescos, bebidas deportivas, zumos de fruta, limonadas, bebidas similares
al agua, tés, bebidas lacteas, alimentos liquidos, sopas y productos lacteos liquidos (bebidas de muesli).

5. Carnosol y/o rosmanol para usar segun una de las reivindicaciones 1 o 2 o segun las reivindicaciones 3 o 4,
destinada a mascotas, animales de compafiia o animales de granja.
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Figura 1: compuestos de la formula 1 (carnosol) y 2 (rosmanol)
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