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DESCRIPCION
Composiciones farmacéuticas activas en la prevencion, estabilizacion y tratamiento de la enfermedad de Alzheimer
Campo de la invencion

[0001] La presente invencién se refiere a nuevas composiciones farmacéuticas que contienen antioxidantes que
tienen actividad directa o indirecta a nivel cerebral, activas en la prevencion, estabilizacion y tratamiento de la
enfermedad de Alzheimer.

Estado de la técnica

[0002] En las enfermedades neurodegenerativas tales como la demencia senil de tipo Alzheimer (EA) asi como en
sus formas prodrémicas, tales como deterioro cognitivo leve (MCI), se ha observado desde hace mucho tiempo un
estado de OS (estrés oxidativo), determinable por indices comunes de estrés en plasma, asi como en el fluido
cerebroespinal (CSF) y en el tejido cerebral analizado postmortem.

[0003] A pesar de alguna incertidumbre de si OS es una causa temprana o un epifendmeno, sigue estando claro
que los elementos implicados son varios e interconectados y que dichos elementos pueden alterarse tanto
individualmente como de forma completa.

[0004] Para una evaluacién precisa del OS cerebral, deben considerarse cuatro elementos clave: a) la barrera
hematoencefalica; b) componentes pro-oxidantes, tales como amiloide y homocisteina; ¢) mitocondrias; d) células en
circulacioén con particular referencia a los eritrocitos.

a) La barrera hematoencefalica (BHE)

[0005] EI cerebro humano es el sistema interrelacionado mas complejo en el cuerpo y, en términos de energia,
requiere Oz y glucosa a fin de funcionar.

[0006] Aunque comprende solo aproximadamente un 2 % de la masa corporal, el cerebro consume casi un 20 %
del Oz corporal, trasportado por aproximadamente un 14-16 % del flujo cardiaco en una red de aproximadamente
600 km de vasos y microvasos cerebrales.

[0007] Se suministra la sangre a través de la barrera hematoencefélica (BHE), y la eliminaciéon de metabolitos es
principalmente por ruta venosa y también, en menor medida, el CSF.

[0008] EI cerebro no tiene sistema linfatico y de esta manera, el drenaje de proteinas procedentes del intersticio
capilar venoso arterial, que en otras partes del cuerpo tiene lugar mediante esta ruta, es dependiente del CSF y del
sistema venoso.

[0009] En contraste con otros sistemas con alto consumo de Oz y energia, tal como musculos, que son monétonos
en su actividad (contraccion/relajacion), el cerebro usa O. y energia a fin de mantener y transferir informacion
(principalmente procesos dendriticos neuronales y astrocitos).

[0010] Una lesion endotelial en el cerebro, en términos de dinamica fisiol6égica, elimina la "informacién" contenida
en las células cerebrales atendidas (procesos dendriticos, astrocitos) y solo puede restaurarse mediante
"reaprendizaje”.

[0011] Este ultimo proceso es muy complejo, y puede incluso no tener lugar, ni ser eficaz, o puede realmente fallar,
tal como en la demencia senil.

[0012] Debido a que las estructuras neuronales cerebrales no se pueden sustituir por duplicacién, todo esto indica
que con respecto al mantenimiento de la funcion cerebral (plasticidad) el sistema completo debe funcionar al nivel
mas elevado con el fin de no perder "informacion".

[0013] Una parte importante de este sistema complejo es la red antioxidante (AN).

[0014] La BHE es sin duda la estructura mas afectada por el funcionamiento correcto de la AN ya que es una
interfase muy distintiva y bien organizada en comparacion con el endotelio comun presente en el cuerpo.

[0015] La BHE se define realmente como una unidad neurovascular [1] para destacar la importancia de sus
interconexiones. Una lesiéon en uno cualquiera de los elementos de la unidad neurovascular, sea en las neuronas,
astrocitos (incluyendo oligodendrocitos y gliocitos) o en las células endoteliales, conduce a repercusiones en su
funcién completa.
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[0016] La proteccion de la BHE, implementada por los componentes de la AN, debe tener en cuenta en primer
lugar la proteccién (directa e indirecta) de los vasos y su patencia asi como de aquellas células que estan mas
asociadas con esta, es decir, los eritrocitos.

[0017] La proteccion directa se lleva a cabo por los componentes de la AN destinados a la proteccion de las
membranas (es decir, vitamina E, vitamina C y Se), aunque la proteccion directa se destina a la patencia de vasos
usando otros componentes de la AN tales como flavonoides de Ginkgo biloba y terpenos, que tienen también
considerable poder antioxidante [35-37], pero también en la proteccién de eritrocitos.

b) Componentes pro-oxidantes

[0018] La atencion sobre este sujeto se centra en dos elementos especificos con capacidad oxidativa:
homocisteina y sustancia amiloide.

[0019] La homocisteina es una causa conocida desde hace mucho tiempo de lesiones endoteliales [38, 39] en la
medida en la que se han propuesto actualmente correlaciones entre sus niveles y cambios en el EEG
(electroencefalograma) en individuos con EA (enfermedad de Alzheimer) [40]. La homocisteina es parte del
metabolismo normal y es un punto de unién importante como reserva de metilo, resultado de la sintesis de acido
nucleico y la formacién de cisteina que se usa a continuacion para la sintesis de GSH (glutatiéon reducido) [41].

[0020] La significancia de los niveles de homocisteina es por tanto evidentemente importante, siendo dependiente
de un equilibrio complejo por el cual una ineficacia en cualquiera de los sistemas enzimaticos o una deficiencia en
cualquier sustrato tal como las vitaminas del grupo B (especialmente B6, B9, B12) produce un desequilibrio en su
produccion. Esto ha conducido al uso suplementario de estas vitaminas con el objetivo de reducir sus niveles en
sangre [49, 50], habiendo algunas diferencias de opinién con respecto a la necesidad de usar todos ellos o solo B6
[51].

[0021] La eficacia de este punto de unién metabdlica, sin embargo, deriva también de la reactivacion de la parte
relativa a la produccion de GSH, para la cual, la disponibilidad de las vitaminas B1, B2 y B3 es también importante.
Esta reactivacién permite a una sustancia potencialmente oxidante, similar a homocisteina, transformarse en
equivalentes reductores tales como GSH que pueden reparar al menos una parte del dafo.

[0022] Por tanto, intentando enfrentarse al problema de la homocisteina, los componentes que se van a usar son
todos vitaminas del grupo B, excepto B5, que no es metabdlicamente pertinente.

[0023] Sin embargo, los ultimos trabajos clinicos [52] que se han centrado en la mortalidad cardiovascular no han
estado de acuerdo con respecto a la actividad de las vitaminas del grupo B, en la medida en que su uso no esta
recomendado.

[0024] La otra sustancia formadora de lesién, debido a su capacidad oxidativa, es la sustancia amiloide.

[0025] Esta se forma a partir de APP (proteina precursora amiloide) a través de la accion de dos enzimas, a-
secretasa y y-secretasa [42, 43]. Una tercera enzima B-secretasa, usualmente en equilibrio con o-secretasa, puede
prevalecer sobre esta Ultima y escindir de APP los péptidos AR 1-40 o AB 1-42 que son amilodoigénicos, derivando
respectivamente de tejido cerebral (neuronas de astrocitos) o del endotelio de los vasos.

[0026] Estos péptidos se agregan para formar la sustancia amiloide.

[0027] Los motivos fundamentales por los cuales un sistema enzimatico prevalece sobre el otro son desconocidos,
siendo de una mayor certeza la produccién en exceso de APP que se inicia cuando es necesaria la reparacion de la
membrana sinaptica, para sostener por lo tanto la plasticidad sinaptica.

[0028] Si por cualquier motivo el mecanismo de reparacion sinaptica no esta regulado, la reparaciéon no sera
eficiente y eficaz y la sobreabundancia de péptidos amiloides estimulara su agregacion para formar la sustancia
amiloide, primeramente en la forma de placas difusas, a continuacién, con tiempo, en la forma de placas seniles.

[0029] En resumen, la presencia de placas cerebrales difusas y de placas seniles (siendo mayores que las difusas)
son evidencia de un intento continuo de reparacién dando como resultado una reparacién interrumpida.

[0030] Los péptidos AB tienen una accién bivalente (antioxidante/pro-oxidante) pero si se produce en grandes
cantidades son oxidantes [44, 45] y tienen efectos constrictivos sobre los vasos cerebrales [46].

[0031] Su presencia genera OS local que afecta a las proteinas en el primer momento.

[0032] Debido a que se produce en las células, primeramente, el OS celular aumenta entonces cuando se
exportan los péptidos, generan OS en el entorno de las membranas celulares con las que entran en contacto.
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[0033] La naturaleza reactiva de estos péptidos les proporciona la capacidad de agregarse naturalmente (en
solucidn fisioldgica), y, mas adn, si entran en contacto con sustancias capaces de estimular su polimerizacion, ya
sean sustancias cargadas tanto negativa como positivamente.

[0034] Las formas agregadas consideradas como mas toxicas son dimeros y trimeros solubles [47, 48] que
también crean OS locales, mientras que la forma fibrilar con mas de 8-10 péptidos no tiene actividad neurotdxica.

[0035] Comprendido en el concepto de modulacidn fisioldgica, es importante limitar el estallido oxidativo debido a
los péptidos amiloidogénicos ya que es autosostenible; en otras palabras, el péptido AR oxida un sustrato, lo que
luego le permite agregarse.

[0036] La estrategia de modulacién fisiolégica es limitar esta tendencia para proteger los sustratos mas facilmente
oxidables, tales como las proteinas y los fosfolipidos de membrana, con la AN.

[0037] Entre los compuestos de la AN, el producto fisiolégico que cumple mas con estas caracteristicas es la
carnosina, ya que protege las proteinas del OS inducido por amiloide [32-34].

[0038] EI amiloide, en su forma inactiva, tiende a unirse al endotelio y su deposicién, debida a la reactividad del
vaso, restringe el tamafo del microvaso.

[0039] Por tanto, se desea aumentar el tamafo del vaso para permitir un drenaje de vaso mejorado, utilizando
compuestos de la AN tipicos tales como los flavonoides de Gingko biloba y terpenos [35-37] que han demostrado
poseer esta actividad.

¢) Las mitocondrias como productores de OS cerebral

[0040] Como se sabe, las mitocondrias estan compuestas por cuatro compartimentos, teniendo cada uno
funciones especificas: una membrana externa, relativamente porosa; una membrana interna, intrincada, para formar
las denominadas crestas; un espacio intermembrana que tiene un gradiente de H+; la matriz mitocondrial.

[0041] Existen al menos 7 sistemas conocidos por generar ROS (especies de oxigeno reactivas) en la mitocondria,
capaces por tanto de producir OS, contrarrestadas por al menos varios sistemas antioxidantes [23]. Se ha observado
que cualquier cambio en los citocromos de la cadena respiratoria da como resultado dos fendmenos paralelos:
produccion de ATP reducida (adenosina trifosfato) y produccion de ROS aumentada [4, 21, 24].

[0042] Presentes también en la matriz estan las NOS (6xido nitrico sintetasas) y por consiguiente se genera NO'.
En caso de disfuncion de la cadena respiratoria, un exceso de Oz (superoxido) estimula la produccion de ONOO' y
posteriormente de OH .

[0043] La contigliidad del ADNmt (ADN mitocondrial), los ribosomas y los acidos grasos presentes en la matriz
permite su oxidacién por los diferentes ROS que surgen de las pérdidas en la cadena de produccion de energia.

[0044] La abundancia de mitocondrias endoteliales en la BHE es la evidencia de la energia requerida para
mantener las uniones estancas de la pared endotelial, estructuras que pueden cambiar rapidamente incluso en
relacion con el estrés mecanico sistolico.

[0045] Como se sabe ahora, la produccion de ATP corresponde a la produccion de O» debida a pérdidas y su
transformacién en H>O, (peroxido de hidrégeno) mediante la superéxido dismutasa (SOD). H»O- tiene una vida
media reactiva que permite su difusion, siendo capaz de dispersarse tanto en la matriz mitocondrial como en el
exterior de la propia membrana mitocondrial; en otras palabras, exporta el estrés oxidativo (OS).

[0046] EI ADN mitocondrial (ADNmt), que es rico en bases de guanosina, esta entre las primeras macromoléculas
que son atacadas por esta exportacion.

[0047] En condiciones de OS cerebral, cominmente observadas en la demencia senil de tipo Alzheimer (EA) o en
el MCI (deterioro cognitivo minimo) que puede preceder a este, existe una produccién aumentada de 8-OHdG
(hidroxil desoxiguanosina), un producto tipico de la oxidacién del ADN. Como resultado, algunas de las proteinas
citocrémicas que dependen del funcionamiento del ADNmt no se sintetizaran correctamente por el sistema
ribosémico, con la consiguiente pérdida de la energia necesaria para que se produzcan las funciones mitocondriales
[2-5].

[0048] EI ADNmt incluso se puede reparar, aunque se requiere ATP para conseguirlo.

[0049] Se puede derivar una compensacion inicial del ATP importado de la glucolisis citoplasmica.
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[0050] Esta compensacion debe permitir la reparacién del ADNmt dafado, se puede restaurar la normalidad. Si no
puede tener lugar la importaciéon del ATP o esta limitada, el déficit de energia generara un circulo vicioso con la
produccion de ROS adicional, conduciendo a la apoptosis y a la muerte celular.

[0051] AuUn comprendida todavia en el contexto del OS en la EA, se notifica un aumento en las proteinas oxidadas
tal como las proteinas carboniladas de AGE (proteinas glicosiladas), asi como la oxidacion de los lipidos de
membrana detectados mediante un aumento en los isoprostanos, y finalmente la oxidacién menos bien conocida de
los proteoglicanos (PG) [30, 31]. Estos ultimos, a la vista de sus cargas negativas, inician y estabilizan la agregacion
del péptido amiloidogénico y la formacion de sustancia amiloide y de ovillos neurofibrilares (NFT).

[0052] Se han encontrado todos estos derivados oxidados en tejido cerebral post-mortem (particularmente en
aquellas areas del cerebro comprometidas normalmente en la EA) y en fluidos bioldgicos (sangre, orina, CSF).

[0053] El analisis de la funcionalidad mitocondrial en sujetos con EA ha destacado defectos en 3 sistemas
relacionados con el metabolismo de la energia: la reduccion en la actividad de la piruvato deshidrogenasa, una o-
ceto-glutarato deshidrogenasa y una citocromo oxidasa [25, 26].

[0054] Ciertamente, esta condicion implica que en individuos afectados por la EA, se observan anomalias
vasculares muy prematuras, caracterizadas por la pérdida de mitocondrias en células endoteliales y el
engrosamiento y la division de la membrana basal, con la consiguiente pérdida de funcién de la BHE [6, 9].

[0055] El contexto en el que la EA y todas sus etapas prodréomicas (tales como MCI) se desarrollan, ha estado, sin
ninguna duda vinculado al OS [7 8].

[0056] EI hecho de que OS sea una causa o un epifendmeno emerge como un falso problema, en el que el OS en
cualquier caso da lugar a que progrese la enfermedad [3, 4].

[0057] Si acaso, el problema presentado es como hacer frente al OS cerebral, decidiendo cuales son los
elementos que se mantienen constantemente elevados y que generan disfuncidon mitocondrial u otras condiciones de
estrés oxidativo.

[0058] Como elemento inicial, se puede considerar una disfuncion en la producciéon de NO, con las consiguientes
repercusiones sobre el tono vascular.

[0059] Como se sabe, la sintesis de NO' depende de cuatro sintetasas, concretamente inducible (iNOS), endotelial
(eNOS), neuronal (nNOS), asi como una cuarta, definida como mitocondrial (MNOS), todas las cuales utilizan
dimetilargininasa para hidrolizar la dimetil arginina que permite que se produzca el NO. La expresion de la
dimetilargininasa esta drasticamente aumentada en la EA [10]. La consecuencia de todo esto es un aumento general
en las NOS y en particular de iNOS en las células gliales y en las neuronas del hipocampo [11-13].

[0060] Se esperaria que la vasodilatacion que no surge, sin embargo, debido a condiciones locales se caracterice
también por un aumento en el Oz . Estos acontecimientos conducen a la formacion de peroxinitrito (ONOO") seguido
por OH, y de esta manera, en vez de la vasodilatacion, el resultado es la amplificacion de OS [14-15] con la
consiguiente vasoconstriccion.

[0061] La presencia simultanea del péptido amiloide derivado de célula endotelial (AB), ya en si mismo productor
de vasoconstriccion [16], acoplada con su deposicion en la microvasculatura, conduce al estrechamiento de la luz.
La incidencia de produccion de AR abundante no es aleatoria, sino esta relacionada con la necesidad de sustitucion,
reparacion, plasticidad y generalmente reaprendizaje como se ha definido anteriormente. El resultado final de este
proceso completo es la perfusion reducida y una alteracion en la funcionalidad de los vasos cerebrales [6]. Todo esto
da como resultado una reparacién interrumpida, en otras palabras, sustancia amiloide NFT4, placas difusas y a
continuacion placas seniles.

[0062] Para proporcionar protecciéon a las mitocondrias con compuestos de la AN es necesario: a) soportar los
niveles de la coenzima Q10 para proteger la cadena respiratoria; b) soportar con vitaminas B1, B2, B3 el ciclo de las
pentosas fosfato que aumenta la disponibilidad del ATP citoplasmico para exportar en la mitocondria; ¢c) aumentar la
disponibilidad del GSH libre y unido a las enzimas antioxidantes suministrando sus precursores Se y L-cisteina.

d) El aspecto significativo final de las modificaciones cerebrales relacionadas con OS se refiere a las células en
circulacion, en el primer caso, eritrocitos

[0063] Entre todas las particulas en circulacion, los eritrocitos son los mas expuestos al OS por que, debido a su
verdadero papel como suministradores, estan continuamente en contacto con aquellos tejidos de los cuales pueden
absorber el dafo sustancial.
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[0064] Como células fronterizas verdaderas pueden imitar el dafo tisular y pueden experimentar también dafo, en
particular, cuando entran en contacto con tejido que estd muy cercano, como ocurre en el cerebro, obligandolos a
una deformacion forzada. Si la luz del vaso, que consiste muy a menudo en una Unica célula endotelial (como en la
BHE), esta restringido adicionalmente debido a depésitos amiloides patolégicos, su fisiologia experimenta realmente
una coartacion morfologicamente demostrable. [6-8].

[0065] EI papel de los eritrocitos es transportar O» incorporado en la hemoglobina y proteger el ultimo de la
oxidacion. A la vista del consumo de Oz por el sistema cerebral, la capacidad de transporte de los eritrocitos y su
capacidad para alcanzar las células cerebrales son elementos fundamentales para la funcionalidad cerebral.

[0066] Cada eritrocito contiene 29 pg de hemoglobina correspondientes a aproximadamente 300 millones de
moléculas de hemoglobina, que debe protegerse de la oxidacion a metahemoglobina.

[0067] En la metemoglobina, el Fe? del grupo hemo se oxida a Fe®* (ion férrico) que es incapaz de mantener la
unién a Oz en vez de H20. En otras palabras, en la formacién de la metahemoglobina, el eritrocito pierde O, 0, mas
bien, pierde la eficacia del transporte. A fin de evitar todo esto, se proporciona al eritrocito un sistema antioxidante,
concretamente la metahemoglobina reductasa que es una enzima dependiente de NAD(P)H. El eritrocito debe
obtener estos equivalentes reductores (NAD(P)H) que puede obtener solo produciendo ATP a partir de la glucolisis
por medio del ciclo de la pentosa fosfato. Su capacidad de mantener la funcion depende por tanto del
funcionamiento de este ciclo.

[0068] La capacidad funcional de los eritrocitos depende no solo de la proteccién del O transportado, sino también
de la eficacia de la membrana del eritrocito, que debe tener la elasticidad/deformabilidad necesaria para adaptarse
mejor por si misma al pasaje microvascular cuando se estrecha la luz. Todo esto significa que los fosfolipidos y el
colesterol de la membrana no se oxidan porque esto produciria su endurecimiento.

[0069] EI mantenimiento de la deformabilidad de los eritrocitos requiere proporcionar la reparaciéon oxidativa de las
estructuras de membrana, efectuandose esto, como con la hemoglobina, mediante la disponibilidad de los
equivalentes reductores, derivando de nuevo del APT disponible procedente del ciclo de las pentosas fosfato.

[0070] En la EA, los eritrocitos estan bajo estrés. Los péptidos AR se unen a los eritrocitos, no como tales, sino en
forma dimérica o trimérica, es decir, en la etapa prefibrilar [17, 18]. Comprendidas en este tipo particular de
agregacion existen formas de una estructura que produce poros en la membrana del eritrocito, alterando su
metabolismo y cambiando su morfologia, volumen (aumento) y deformabilidad (rigidez).

[0071] Por tanto, la exportacion desde el cerebro de AB (tanto de tipo vascular como tisular, AR 1-40 y AR 1-42
respectivamente) en la forma prefibrilar (por tanto prematura) se lleva a cabo a través de los eritrocitos. Pueden
depositarlo sobre el endotelio debido a que su carga amiloide aumenta su unién al endotelio [20], particularmente si,
como resultado de la luz reducida, se ven obligados a marginar. En otras palabras, pueden participar en la formacién
de un circulo vicioso si son incapaces de sacar el amiloide de la BHE.

[0072] Los eritrocitos tienen disponible la ruta sintética del GSH para implementar la regeneracién necesaria del
GSH, en particular cuando se ha utilizado para detoxificar las toxinas liposolubles [21, 22]. Para la sintesis del GSH
se necesitan L-cisteina, glicina y glutamina (de esta forma, GSH es un tripéptido de glutamil-cisteinil-glicina) a la vez
que es necesario también restaurar las enzimas antioxidantes tales como la glutation peroxidasa (GPx), que cuando
se une a la cisteina, forma la peculiaridad de la selenocisteina; este aminoacido concreto permite la actividad de la
enzima en un amplio intervalo de pH, segun se requiere para una eficacia mas completa del eritrocito.

[0073] A la vista de las funciones que estas células deben realizar, es imperativo que, en condiciones de estrés
oxidativo cerebral, tengan el conjunto de antioxidantes necesario.

[0074] En conclusién, analizando el estado de la técnica, como resultado de las notas de resumen anteriormente
mencionadas, parece evidente que la busqueda para confrontar el problema de la enfermedad de Alzheimer o mas
generalmente las diversas etapas de la demencia senil no se puede limitar s suponer la administracién de sustancias
genéricas con accién antioxidante para contrarrestar el OS cerebral, pero deben considerarse las causas
individuales de OS identificadas hasta el momento y realizarse un intento de identificar otras causas que no han
emergido todavia y que evidentemente han evitado hasta ahora llegar a una solucién satisfactoria del problema.

Sumario de la invencion

[0075] Los inventores han encontrado ahora una formulacion de antioxidantes directos e indirectos, que
constituyen un aspecto de la presente invencidn, que actian sobre los cuatro elementos clave responsables del OS
cerebral pero que actlan inesperadamente de una manera concreta sobre los eritrocitos, devolviéndolos en
elevados porcentajes a su forma normal y la motilidad y la proteccién de estas caracteristicas posteriormente con el
fin de asegurar una circulacion sanguinea normal en el cerebro y corregir por tanto el funcionamiento de todos
aquellos mecanismos del cerebro que dependen de las sustancias necesarias que se introducen en el anterior
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mediante los glébulos rojos.

[0076] Es evidente que el alargamiento y el endurecimiento de los glébulos rojos, es decir, su transformacion en
eritrocitos fusiformes (EF), restringe o evita su circulacion a través de los vasos cerebrales y por consiguiente evita el
suministro adecuado al cerebro y en consecuencia el funcionamiento adecuado del cerebro. Esto es en esencia lo
que sucede en las diversas etapas de la demencia senil, desde el deterioro cognitivo minimo (MCI) a la enfermedad
de Alzheimer, que representa la etapa final y a partir de la cual, la recuperacion no es ya posible. En individuos que
padecen la enfermedad de Alzheimer, los eritrocitos fusiformes (EF) estan presentes en promedio en cantidades
superiores al 15 % de los eritrocitos totales.

[0077] La composicion de la presente invencién contiene oxidantes directos e indirectos (es decir, que no tienen
actividad antioxidante in vitro) que tienen los siguientes objetos: a) proteger proteinas, lipidos, ADN y proteoglicanos
(PG) de la oxidacion, b) reducir los niveles de homocisteina, c) mantener el ciclo de las pentosas-fosfato en las
células en circulacion.

[0078] Entre los compuestos conocidos capaces de actuar en el cerebro de la manera deseada, se han
identificado y seleccionado los siguientes: carnosina, tiamina (vitamina B1), riboflavina (vitamina B2), nicotinamida
(vitamina BS3), piridoxina (vitamina B6), acido félico (vitamina B9), cianocobalamina (vitamina B12), vitamina C,
vitamina E, coenzima Q10, B-caroteno, selenio, L-cisteina y extracto de Ginkgo biloba.

[0079] De forma mas precisa, los componentes individuales tienen la siguiente actividad especifica: la carnosina
protege las proteinas cerebrales de la accion oxidante del amiloide que producen los AGE (productos finales de la
glicosilacion avanzada) y la reticulacion; las vitaminas B1, B2 y B3 mantienen el ciclo de las pentosas fosfato en los
eritrocitos y en las células cerebrales; las vitaminas B6, B9, B12 reducen los niveles plasmaticos de HCy; Se y L-
cisteina aumentan la producciéon de GSH; la coenzima Q10 mejora la funcién mitocondrial; la vitamina E, el beta-
caroteno y la vitamina C protegen las membranas de la oxidacién; Ginkgo biloba produce la vasodilatacion en la
micro/macrocirculaciéon y proporciona y un soporte antioxidante general al sistema. Todos los mencionados aditivos
especificos proporcionan un efecto sinérgico sorprendente e inesperado para la composicion farmacéutica resultante
de la invencién.

[0080] Adicionalmente, las dosificaciones éptimas y las proporciones mutuas para actuar contra el estrés oxidativo
cerebral se identificaron a continuacién para cada componente de dicha composicién, siendo las dosificaciones en
cualquier caso inferiores a las de las CDR.

Descripcion detallada de la invencion

[0081] Sorprendentemente, la composicion de la invencién ha mostrado proteger los eritrocitos del estrés oxidativo
(OS) que se genera en pacientes afectados por la enfermedad de Alzheimer, que conduce a la deformaciéon de
dichos eritrocitos transformandolos en eritrocitos fusiformes (EF) que pierden su capacidad funcional para liberar Oz
en el cerebro y para eliminar la sustancia amiloide del cerebro. el término "para proteger del OS" significa que los
eritrocitos fusiformes (EF) se devuelven a su estructura normal y se protegen durante la ejecuciéon de su funcién, y
de esta manera eliminar las sustancias amiloides y liberarlas fuera del cerebro en tejidos capaces de metabolizarlas
(por ejemplo, higado, bazo).

[0082] EIl efecto de la composicion de la invencion sobre los EF se mide por la diferencia porcentual de eritrocitos
fusiformes presentes en la sangre del paciente antes y después del tratamiento con la composicién de la invencién.

[0083] De esta manera, la presente invencion se refiere a una composicién farmacéutica que comprende carnosina
tiamina, riboflavina, nicotinamida, piridoxina, acido félico, cianocobalamina, vitamina C, la vitamina E, coenzima Q1o,
B-caroteno, selenio, L-cisteina, y extracto de Ginkgo biloba.

[0084] Preferentemente, dicha composicion farmacéutica comprende 40 a 50 % en peso de carnosina, 0,5 a 1 %
en peso de tiamina, 0,5 a 1 % en peso de riboflavina, 5 a 12 % en peso de nicotinamida, 0,6 a 1,4 % en peso de
piridoxina, 10 a 20 % en peso de vitamina C, 5 a 12 % en peso de vitamina E1 1 a 7 % en peso de coenzima Q1o, 0,5
a 5 % en peso de B-caroteno, 1 a 7 % en peso de L-cisteina, 8 a 15 % en peso de extracto de Ginkgo biloba.

[0085] Mas preferentemente, dicha composicion farmacéutica comprende 42 a 45 % en peso de carnosina, 0,6 a
0,8 % en peso de tiamina, 0,6 a 0,8 % en peso de riboflavina, 6 a 10 % en peso de nicotinamida, 0,8 a 1,2 % en
peso de piridoxina, 12 a 15 % en peso de vitamina C, 7 a 10 % en peso de vitamina E, 3 a 6 % en peso de coenzima
Q1o, 1 2 3 % en peso de B-caroteno, 3 a 6 % en peso de L-cisteina, 10 a 13 % en peso de extracto de Ginkgo biloba.

[0086] En una realizacién preferida, la composicion farmacéutica consiste en 44 a 45 % en peso de carnosina, 0,6
a 0,7 % en peso de tiamina, 0,65 a 0,75 % en peso de riboflavina, 7,5 a 9 % en peso de nicotinamida, 0,8 a 1 % en
peso de piridoxina, 0,07 a 0,1 % en peso de acido félico, 0,0004 a 0,0007 % en peso de cianocobalamina, 13 a 14 %
en peso de vitamina C, 8,5 a 9,5 % en peso de vitamina E, 4 a 5 % en peso de coenzima Q1o, 2 a 2,5 % en peso de
B-caroteno, 0,01 a 0,02 % en peso de selenio, 4 a 5 % en peso de L-cisteina, y 11 a 12 % en peso de extracto de
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Ginkgo biloba.

[0087] En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere al uso de dicha composicion farmacéutica para la
preparacion de un medicamento para evitar, estabilizar y tratar la enfermedad de Alzheimer y las disfunciones
cognitivas conectadas a la anterior. De manera ventajosa, para este uso, los componentes individuales estan
presentes en la composicién en una cantidad igual o inferior a la de la CDR (Cantidad diaria recomendada).

[0088] Preferentemente, una dosis unitaria de dicha composiciéon farmacéutica comprende 90 a 110 mg de
carnosina, 1,2 a 1,7 mg de tiamina, 1,4 a 1,8 mg of riboflavina, 14 a 24 mg de nicotinamida, 1 a 3 mg de piridoxina,
25 a 42 mg de vitamina C, 12 a 25 mg de vitamina E, 5 a 15 mg de coenzima Q1o, 2 a 9 mg de B-caroteno, 5a 15 mg
de L-cisteina, 20 a 32 mg de extracto de Ginkgo biloba.

[0089] De acuerdo con una realizacion preferida, una dosis unitaria de dicha composicién farmacéutica consiste en
100 mg de carnosina, tiamina (Bi) 1,4 mg, riboflavina (Bz) 1,6 mg, nicotinamida (Bs) 18 mg, piridoxina (Be) 2 mg,
acido félico (Bg) 200 ug, cianocobalamina (B12) 1 pg, vitamina C 30 mg, vitamina E 20 mg, coenzima Q10 10 mg, B-
caroteno 800 RE, selenio 27,5 g, L-cisteina 10 mg y extracto de Ginkgo biloba 25 mg, como se muestra también en
la Tabla 1.

[0090] La Tabla 1 se refiere a la composicién de dicha realizacion preferida como Férmula F, indicando ademas los
valores de la CDR referidos excepto para la vitamina E, que se utilizd a una CDR del 200 % (que se utilizé como la
forma racémica). Como se puede observar, se encontr6 que las dosificaciones indicadas que son Utiles para
preparar la composicién y para obtener los resultados requeridos en las diversas etapas de la demencia senil y en
concreto, en la enfermedad de Alzheimer, son muy bajas estando entre el 25 % y el 100 % de la CDR.

Tabla 1. Férmula F

Dosis CDR
Carnosina 100 mg -
Tiamina (B1) 1,4 mg 100
Riboflavina (B2) 1,6 mg 100
Nicotinamida (Bs) 18 mg 100
Piridoxina (Bs) 2 mg 100
Acido félico (Bo) 200 pg 100
Cianocobalamina (B12) 1 g 100
Vitamina C 30 mg 50
Vitamina E 20 mg 200
Coenzima Q1o 10 mg -
B-caroteno 800 ER* 100
Selenio 27,5 mg 25
L-cisteina 10 mg -
Extracto de Gingko biloba 28 mg -
* ER significa equivalentes de retinol donde un ER = 6 pg de B-caroteno

[0091] La composicion dada en la Tabla 1 se refiere a una dosis unitaria preferida, pero la misma puede
administrarse diariamente en una cantidad de 30 a 300 % dependiendo de la gravedad de la enfermedad a tratar, es
decir, dependiendo de la etapa de emergencia cerebral para la cual se requiere la intervencion.

[0092] En cualquier caso, uno de los aspectos fundamentales descubiertos es que no es posible mejorar el OS de
los eritrocitos utilizando solo antioxidantes particularmente adecuados para actuar en el anterior, sino que deben
utilizarse también antioxidantes que actlan sobre otros componentes especificamente identificados del sistema
cerebral.

[0093] Solo con esta accion exhaustiva y sinérgica, resultdé que era posible conseguir una reduccion
significativamente inesperada en los EF y por consiguiente, una mejora significativa de la patologia, que esta
relacionada probablemente con la mayor eliminacion de sustancia amiloide de la masa cerebral y, en cualquier caso,
de una circulacién sanguinea mejorada en el cerebro con la consiguiente reactivacion de todos los mecanismos
cerebrales.

[0094] A fin de hacer mas evidentes los sorprendentes resultados y ventajas conseguidos por la composicion
farmacéutica de la invencién, todos los datos se indican en el presente documento a continuacion mostrando los
efectos de un estudio clinico experimentado con un nimero significativo de pacientes.
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[0095] A fin de determinar la reduccion en los EF y si una reduccién en los EF tiene el efecto clinico de reducir la
progresion de la enfermedad (es decir, la gravedad de la enfermedad de Alzheimer (EA)), la composicion se
administrd junto con donepezilo durante 6 meses a pacientes que padecian la EA y se compard con un grupo
tratado con donepezilo y un placebo La administracion de donepezilo era necesaria en estos individuos que
padecian la EA y que no se pueden tratar solo con placebo.

[0096] Donepezilo es un inhibidor conocido de la colinesterasa y se ha utilizado ya en la EA y en trastornos
cognitivos en general.

Estudio clinico

[0097] Se dividié aleatoriamente una cohorte de 52 pacientes afectados por la EA en dos grupos que se siguieron
durante un periodo de 6 meses de acuerdo con un disefio doble ciego.

[0098] Se traté un grupo de 26 sujetos con la Férmula F en una ampolla de 2 fases (polvo en la tapa y diluyente en
la ampolla a reconstituir en el momento del consumo); se trat6 otro grupo de 26 sujetos con un placebo indistinguible
de la Férmula F. El ensayo se llevé a cabo en pacientes ya tratados con donepezilo.

[0099] Los pacientes que padecian EA de acuerdo con los criterios NINCDS-ADRDA y NINDS-AIREN [McKhann
G, Drackman Da, Folstein M et al Clinical diagnosis of Alzheimer's disease: -report of the NINCDS-ADRDA work
group under auspices of department of Health and Human Services task force on Alzheimer's disease. Neurology,
1984;34:939-944.

[0100] Roman GC, Tatemichi TK, Erkinjuntti T et al. Vascular dementia: diagnostic criteria for research studies:
report of the NINDS-AIREN international Workshop. Neurology 1993;43:250-260]. Los sujetos aceptados eran
aquellos con MMSE |l > 21 con un diagnéstico de EA probable, ya en tratamiento con donepezilo durante al menos 2
meses a una dosis de 5 mg/dia y en tratamiento estable durante al menos 3 meses en caso de otras enfermedades
crénicas concomitantes. El alelo ApoE de tipo € no se considerd como un criterio de inclusién o exclusion sino solo
como una variable descriptiva.

[0101] Se excluyeron los pacientes que no eran ayudados por cuidadores, asi como los pacientes con tumores
malignos o aquellos tratados con quimioterapia. Se excluyeron también pacientes con una puntuacion MMSE |l < 21,
con alcoholismo, o que padecian depresion, o aquellos en tratamiento con donepezilo durante menos de 2 meses, o
en una dosificacion de > 5 mg/dia.

[0102] La mayoria de exclusiones fueron debidas a la gravedad de la enfermedad (MMSE Il < 21) o a solo un
periodo de tratamiento breve con donepezilo (< 2 meses) o al hecho de que los sujetos se estaban tratando con
farmacos diferentes de donepezilo.

[0103] Todos los pacientes tomaron donepezilo a una dosis de 5 mg/dia. Se traté un grupo con Férmula F a una
dosis de 1 ampolla/dia por la mafana, inmediatamente antes del desayuno; se traté otro grupo con placebo
(excipientes mas 500 mg de fructosa y aromatizantes). El placebo y la Férmula F eran idénticos en apariencia.

[0104] Todos los tratamientos se administraron durante un periodo de 6 meses.

[0105] El principal parametro era la medida del OS utilizando el ensayo d-ROM en plasma [Cesarone MR, Belcaro
G, Carratelli M, et al. A simple test to monitor oxidative stress, Int Angiol 1999;18:127-130.

[0106] Comelli U, Terranova R, Luca S, et al. Bioavailability and antioxidant activity of some food supplements in
men and women using the d-ROMs test as a marker of oxidative stress. J Nutr 2001; 131 :3208-3211].

[0107] HCy, Se registré el GSH y el nimero de EF como parametros secundarios. Se registré también la
evaluacion de MMSE Il como parametro secundario.

Valores de laboratorio y escalas de calificacion

[0108] Durante las evaluaciones se extrajo sangre tras el ayuno durante la noche anterior, en tubos con heparina y
sin heparina. Se recogieron alicuotas de 5 ml (2 de plasma y 1 de suero) de la vena braquial. La sangre recogida se
centrifugdé inmediatamente y se mantuvo a -80 °C hasta que se necesité para las medidas. Se recogidé una cuarta
alicuota de 2 ml, sin heparina, para el analisis de la EF.

[0109] Los ensayos d-ROMs [Cornelli U, Terranova R, Luca S, et al. Bioavailability and antioxidant activity of some
food supplements in men and women using the d- ROMs test as a marker of oxidative stress. J Nutr 2001;131 :3208-
3211], erythrocyte GSH [Reid M, Badaloo A, Forrester T, Jahoor F. In vivo rates of erythrocyte glutathione synthesis
in adults with sickle cell disease. Am J Physiol Endocrinol Metab.2006;291 :E73-E79] y HCy [Bleie 0, Refsum H,
Ueland PM et al. Changes in basal and post-methionine load concentration of total homocysteine and cystathionine
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after B vitamin intervention. Am J Clin Nutr 2004; 80:641-648.] se evaluaron mediante métodos estandarizados. Los
ensayos d-ROM se evaluaron en cada valoracién mientras que los otros ensayos se evaluaron solo en las
evaluaciones basales y a los 6 meses.

[0110] Se llevaron a cabo las medidas de los EF aislando el aglomerado de eritrocitos mediante centrifugacion
(100 x g durante 15 minutos a 4 C) y diluyendo este en 2 ml de una solucién de citrato-fosfato-dextrosa con adenina
(CPDA), a continuacién se centrifugd una vez mas. Tras la centrifugacion, se retird la parte superior de la solucién y
el proceso se repiti6 tres veces resuspendiendo siempre con CPDA.

[0111] Inmediatamente después de la ultima preparacion, se calculd el porcentaje de EF utilizando un microscopio
con 6ptica Nomarski basandose en el analisis de 400 eritrocitos [Mohanty JG, Eckley DM, JD Williamson et al. Do
red blood cell-B-amyloid interaction alter oxygen delivery in Alzheimer's disease? Adv Exp Med Biol 2008;614:29-35.]

[0112] Se llevo a cabo la evaluacion de MMSE Il durante el periodo basal y después de 3 y 6 meses, no mas de un
dia después de la extraccion de sangre. Se registr6 una variacion de al menos 1 punto de MMSE con respecto al
valor basal siendo clinicamente como una mejora o un deterioro. Se midi6 la calidad del suefio de acuerdo con una
escala semicuantitativa (sin cambio, mejora, deterioro).

[0113] Se determind el tamafo de la muestra sobre la base de los ensayos d-ROM, que es una medida del OS.
Los ensayos preliminares en abierto sobre pacientes que padecian EA dos meses después del tratamiento
antioxidante se dirigieron a la extension de posibles variaciones. En estos ensayos se observé una reduccion de al
menos 70-80 + 10 (desviacion estandar o SD) U. CARR correspondiendo a una reducciéon/aumento del 20 % sobre
los valores basales. En las fluctuaciones del grupo no tratado de 20 + 10 U. CARR. se observaron que
correspondian a no mas de una reduccién/aumento del 5 % sobre los valores basales.

[0114] Considerando que a=0,05 y 1-8=0,9, son suficientes grupos de 20 sujetos para obtener una capacidad
discriminatoria de >0,9. Asimismo, permitiendo una retirada maxima del 30 %, se decidi6 alistar 26 sujetos por
grupo. Para cada variable se calcularon los promedios + SD.

[0115] Se determinaron las diferencias entre los grupos sobre la base del test de la t para datos independientes e
interdependientes. Ademas, se calcularon los coeficientes de correlacién entre las variables bajo examen. Para
determinar las diferencias entre las frecuencias de mejora/deterioro observadas en los dos grupos, se emple6 el test
de la chi cuadrado exacto de acuerdo con Fisher.

Resultados

[0116] Solo 48 de los 52 pacientes iniciales completaron el ensayo; 23 casos se trataron con la Férmula F y 25
casos se trataron con placebo. En la tabla 2 se proporcionan las caracteristicas generales de los pacientes.

Tabla 2 Caracteristicas de los pacientes tratados con Férmula F o con Placebo

Variables Foérmula F Placebo p

Sexo 9 varones; 14 mujeres 10 varones; 15 mujeres ns

Edad 75+4.2 74 +4.9 ns

Hipertension 6 5 ns

NIDD 6 5 ns

PMI 5 6 ns

Dislipidemia 6 6 ns

ApoE ¢ 4% 4 5 Ns

NIDD = diabetes no dependiente de insulina; PMI = infarto de miocardio previo (al menos 3 afos antes).
Algunos pacientes se vieron afectados también por otras patologias (urolégicas/ginecolégicas), pero su
frecuencia fue demasiado baja para ser discriminatoria. P = test de la chi cuadrado con la correccion de Yates
o el test de la t para datos independientes; ns = p > 0,05.

& Al menos un alelo ¢ 4

[0117] EI tratamiento antioxidante fue muy bien tolerado y no se observaron efectos secundarios notables. El
cumplimiento terapéutico fue excelente en ambos grupos.

[0118] No hubo cambio relevante en cualquiera de las enfermedades concomitantes (hipertension, diabetes tipo Il,
dislipidemia) como resultado de los tratamientos, ni hubo variaciones mayores en la calidad del suefio observada.

[0119] La Tabla 3 proporciona valores para el analisis de laboratorio: datos basales y datos después de 6 meses
de tratamiento.
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Tabla 3 Valores de laboratorio en pacientes que padecen EA,

Variable Periodo Formula F Placebo

Prueba d-ROMs [U.CARR.] Basal 380 £ 44,6 365 + 37,8
6 meses 395 + 26,3%° 356 £ 40,2

HCy pmol/l Basal 27 +5,4 29+59
6 meses 20 +2,9%° 27 +2,3

GSH pmol/l Basal 2,6 £0,72 2,9 £0,84
6 meses 3,2+0,82% 3,0£0,79

%EF Basal 18+4,4 20+4,2
6 meses 12+3,8% 17 3,7

Se proporcionan los valores como promedio * DS;

®test de la t p < 0,05 para datos interdependientes (basales vs 6 meses);

®testde lat p < 0,05 para datos independientes (Formula F vs placebo a los 6 meses);

Para el grupo tratado con la Férmula F la medida se relacioné solo con 20 sujetos.

[0120] Se observo la reduccién en el OS solo en pacientes tratados con la Férmula F. El nimero de EF se redujo
incluso en el grupo tratado con placebo. preferentemente como un efecto del donepezilo, pero el efecto sobre esta
variable es significativamente mayor (p < 0,05) tras el tratamiento con la Féormula F.

[0121] Las medidas relativas a MMSE Il en los datos basales a continuacién después de 3 y 6 meses se recogen

en la tabla 4.

Tabla 4. MMSE Il en los dos grupos de pacientes: valores promedio + SD

Tratamiento Periodo MMSEII Casos mejorados/deteriorados
donepezilo + Férmula F Basal 23,2 +1,14
3 meses 24,0 +1,57 4/0
6 meses 24,3 +1,43 1181
donepezilo + placebo Basal 23,9£1,04
3 meses 23,6 £ 1,11 0
6 meses 24,2 +1,28 4/2
& Chi cuadrado exacta (Fisher) p <0,05 (Férmula F vs placebo)

[0122] Se observé una mejora en el promedio de MMSE Il en ambos grupos.

[0123] Sin embargo, en casos individuales, se observd una mejora en MMSE |l (= + 1) en 12 casos tratados con
Formula F y solo en 4 casos tratados con placebo. Esta diferencia es significativa de acuerdo con el test de Fisher (p

<0,05).

[0124] Se registr6 una unica reduccién en MMSE Il (< + 1) en el grupo tratado con antioxidante y en dos de los

casos tratados con placebo.

[0125] Se calcularon los coeficientes de correlacion entre diferentes variables para el grupo tratado con la Férmula
F (Tabla 5) basandose en las diferencias entre los valores de 6 meses y los valores basales.

[0126] No fue posible el mismo calculo para el grupo tratado con placebo debido al limitado nimero de mejoras.

Tabla 5. Coeficientes de correlacion para todas las variables del grupo tratadas con la Férmula F

Variable MMSE i Prueba d-ROMS HCy EF GSH
MMSE 1
Prueba d-ROMS 0,38 1
HCy 0,242 -0,194 1
EF® 0,816° 0,489° 0,179 1
GSH 0,881° 0,499° 0,307 0,621° 1
2 El valor se refiere solo a 20 casos; p<0,01; ! p <0,05

11
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[0127] Se observaron algunas correlaciones significativas entre las diferencias en los valores de MMSE Il (valores
a los 6 meses-valores basales) y la reduccion de los EF. El aumento en GSH se correlacioné también con la mejora
del MMSE II. La reduccion del ensayo d-ROM se correlaciond con la reduccién de los EF y GSH aumentado.

[0128] La reduccién en los EF y el aumento en GSH se mostré que estaban muy correlacionados (p <0,01).

[0129] Se evaluaron todas las variables para determinar posibles correlaciones de los datos basales combinando
los valores de los dos grupos, pero no se encontré que la correlacién fuera significativa. Esto indica que el
tratamiento con la Férmula F ha dado como resultado diferencias significativas, debido a que con donepezilo solo no
hubo dichas correlaciones.

[0130] Sobre la base de estos resultados se pueden extraer las siguientes conclusiones.

[0131] Se ha mostrado que el tratamiento con la Férmula F reduce el OS y mejora los efectos clinicos del
donepezilo.

[0132] Los datos que demuestran la reduccion de los EF son sorprendentemente significativos. Como se ha
mencionado anteriormente, la deformacion eritrocitica que da como resultado los EF puede estar correlacionada con
la presencia de sustancia amiloide [Mohanty JG, Eckley DM, JD Williamson et al. Do red blood cell-B-amyloid
interaction alter oxygen delivery in Alzheimer's disease? Adv Exp Med Biol 2008; 614:29-35.

[0133] Singer SJ, Dewji NN. Evidence that Perutz's double-B-stranded subunit structure for B-amyloid also applies
to their channel-forming structures in membranes. PNAS 2006; 103: 1546-1550.] que altera la liberacion de O en el
cerebro.

[0134] Tras el tratamiento con la Férmula F, el transporte de O, mejordé debido a que los eritrocitos tienden a
resumir su forma y deformabilidad normales en la extension de la reserva de antioxidante aumentada (GSH
eritrocitico) con un efecto positivo sobre la microcirculacién.

[0135] La funcionalidad aumentada de los eritrocitos les permite transportar eficazmente el amiloide derivandolo
del tejido cerebral y no liberarlo en la microcirculacién cerebral.

[0136] Este efecto es importante de forma exacta por los elevados niveles de sustancia amiloide que se deposita
en la microcirculacion cerebral que aparecen incluso antes de que los sintomas de la EA se vuelvan evidentes.

[0137] En conjunto, se encontré que el aumento en los niveles de GSH era proporcional a la reduccién en los EF,
habiéndose probado que ambas variables estan correlacionadas con la mejora del MMSE 1.

[0138] Sin embargo, la medida del GSH es exclusivamente una variable bioquimica, mientras que la de los EF es
puramente funcional. Podria surgir también un aumento en el GSH sin ningin cambio en los EF.

[0139] La combinacion de los dos efectos observados con las composiciones de la presente invencién indica por
tanto una mejora sustancial en la capacidad y la funcionalidad antioxidante, es decir, la disponibilidad del O2 en el
cerebro, que da como resultado un efecto favorable sobre las funciones cognitivas y conductuales.

[0140] Donepezilo como tal ha producido también una mejora en los EF probablemente en proporcion a la
produccion reducida de sustancia amiloide cerebral, un efecto conocido de los inhibidores de la colinesterasa [Setzer
B. Donepezil an update. Expert Opin Pharmacother 2007:8:1011-1023.] La adiciéon de la composicion F tiene dicho
efecto significativamente amplificado, confirmando la relacién entre la funcionalidad de los eritrocitos y la mejora
clinica.

[0141] Cuando se llevaron a cabo las correlaciones entre las variables examinadas en el periodo basal (es decir,
en el momento cuando todos los sujetos estaban recibiendo solo tratamiento con donepezilo) no se encontro
correlacion entre las variables; es decir, MMSE IlI, HCy, dROM, GSH, EF no estaban correlacionados tanto en los
dos grupos. como en los grupos en su conjunto.

[0142] A la finalizacion del ensayo, surgieron algunas correlaciones que relacionaban solamente el grupo tratado
con la composicién F. Esto indica que la Férmula F fue responsable de los efectos sobresalientes.

[0143] La reduccion en HCy parece también ser importante en la mejora global de la funcion de los eritrocitos, a
pesar de no tener impacto directo sobre los EF.

[0144] En conclusion, se establecié que la combinacion especifica de antioxidantes y las proporciones especificas

utilizadas en la composiciéon F consiguen el efecto de mejorar sustancialmente la situacion general del OS cerebral,
afectando de forma particular e inesperada a los EF.
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[0145] Los resultados obtenidos indican que la composicion F es un modo de evitar y retrasar los efectos de la
demencia senil en todos los sujetos con factores de riesgo para la EA (vinculados en concreto a la edad) incluso si
los sintomas no son aun clinicamente evidentes. Nunca se ha logrado limitar el riesgo oxidativo relacionado con la
edad con una elevada dosificacién de administracién de antioxidantes: ni siquiera se ha verificado efecto alguno
sobre el inicio y el progreso de la EA [Gray SL, Anderson ML, Crane PK et al. Antioxidant vitamin supplement use
and risk of dementia or Alzheimer's disease in older adults. J Am Geriatr Soc 2008.56:291-295.

[0146] Malouf M, Grimley EJ, Areosa SA. Folic acid with or without vitamin B12 for cognition and dementia.
Cochrane Database Syst Rev 2003;4:CD004514.] y, por el contrario, se han notificado efectos negativos sobre otras
patologias crénicas [Aisen PS, Schneider LS, Sano M et al. High-dose B vitamin supplementation and cognitive
decline in Alzheimer disease: a randomized controlled trial. JAMA 2008,300:1774-1783]. Ademas, La composicién F
ha mostrado claramente mejorar el estado clinico cerebral en pacientes tratados con donepezilo, mientras que las
combinaciones de este farmaco con otros antioxidantes ensayados anteriormente no han dado resultados positivos
[Jatoi A, Kahanic SP, Frytak S et al. Donepezil and Vitamin E for preventing cognitive dysfunction in small cell lung
cancer patients: preliminary results and suggestions for future study design. Support Care cancer, 2005; 13:66-69].

[0147] Para demostrar si uno cualquiera del grupo antioxidante que constituye la nueva composicién de la
invencién era especifica y principalmente responsable de la actividad inesperada de los eritrocitos alterados (EF), se
llevaron a cabo algunos experimentos en sujetos de la tercera edad que padecian una EA probable leve.

[0148] Se analizaron 32 casos de demencia probable leve (MMSE II1>26) (ADp) de acuerdo con los criterios
NINCDS-ADRDA Drackman Da, Folstein M et al Clinical diagnosis of Alzheimer's disease:-report of the NINCDS-
ADRDA work group under auspices of department of Health and Human Services task force on Alzheimer's disease.
Neurology, 1984;34:939-944,

[0149] Roman GC, Tatemichi TK, ErkinjunttiT et al. Vascular dementia: diagnostic criteria for research studies:
report of the NINDS-AIREN international Workshop. Neurology 1993;43:250-260].

[0150] Los criterios de inclusiéon eran: a) sujetos de ambos sexos de una edad > 60 afos; b) en tratamiento con
donepezilo durante al menos dos meses a una dosis de 5 mg (para la homogeneidad del tratamiento base).

[0151] Los criterios de exclusién eran: a) patologias cronicas diferentes que la ADp sin controlar terapéuticamente;
b) ausencia de cuidadores que asegurarian la ingestiéon de los productos que se van a ensayar.

[0152] Se dividié a los sujetos aleatoriamente en cuatro grupos compuesto cada uno por 8 sujetos (4 varones y 4
hembras) y se siguié un esquema experimental de tres periodos de ensayo.

[0153] En el primer periodo, cada grupo se sometié a uno de cuatro tratamientos diferentes que tienen un efecto
antioxidante, tanto directo como indirecto, durante un periodo de 2 semanas.

[0154] En el segundo periodo de ensayo se administrd a los cuatro grupos un tratamiento de placebo durante un
periodo de 15 dias.

[0155] En el tercer periodo de ensayo, todos los sujetos (32 en total) habian experimentado un tratamiento
representado por una combinacion de formulaciones A+B+C evaluadas por separado en el primer periodo
experimental (la formulacién D formaba parte ya de la formulacion A).

[0156] De esta manera, la accion de los tratamientos individuales podria compararse con la de los tratamientos
combinados.

[0157] Se inserté el placebo en ampollas idénticas a las de los antioxidantes.

[0158] Se asignaron los tratamientos con Férmula A, B, C o D aleatoriamente a los sujetos. Cuando los pacientes
se sometieron a ensayos de evaluacion (basales y tratamientos posteriores) se proporcionaron en un envase que
contenia 20 ampollas, identificado solo con el nimero del sujeto y el periodo de tratamiento (15-30-45).

[0159] Se evaluaron los siguientes grupos antioxidantes (véase la Tabla 6).

a) un grupo de vitaminas B capaz de reducir los niveles de homocisteina y de activar el ciclo de las pentosas
fosfato en las células en circulacion (particularmente, pero no solo, en los glébulos rojos (RBC)).

b) una combinacion de carnosina, Ginkgo biloba y coenzima Q1o capaz de proteger las proteinas cerebrales de
la oxidacion producida por el amiloide (carnosina) y para permitir el suministro de sangre mejorado de los
microvasos cerebrales (Ginkgo biloba) y la funcién mitocondrial mejorada (Coenzima Qqo).

c) una combinacién de vitamina E, vitamina C, Se y L-cisteina que son los antioxidantes clasicos que actian de
manera coordinada para la regeneracién de la vitamina E y para la sintesis de GSH.

d) una combinacién de Unicamente las vitaminas Bs, Bg y B2.
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[0160] EI esquema experimental permitié la evaluacién de si, y para que se analizd la variable, el efecto de la
combinacion fue mayor que el efecto de las formulaciones individuales que se van a evaluar.

[0161] Se determiné el estrés oxidativo con los d-ROM [Cornell U., Terranova R, Luca S. et al. Bioavailability of
some food supplementation in man and women using d-ROMs test as a marker for oxidative stress. J Nutr
2001;131;3208-3211] (measurement of plasma levels of hydroperoxides), erythrocytic GSH according to [Reid M.,
Badaloo A, Forrester T, Jahoor F. In Vivo rates of erithrocyte glutathione synthesis in adults with sickle cell disease.
Am J Physiol Endocrinol Metab.2006;291 :E73-E79], homocysteine according to [Bleie 0, Refsum H, Ueland PM et
al. Changes in basal and postmethionine load concentration of total homocysteine and cystationine after B vitamin
intervention. Am J Clin Nutr 2004; 80:641-648] and morphological evaluation of RBCs by microscopy as described by
[Mohanty JG, Eckley DM, JD Williamson et al. Do red blood cell- - amyloid interaction alter oxygen delivery in
Alzheimer's disease? Adv Exp Med Biol 2008; 614:29-35.]

[0162] En la siguiente tabla se proporcionan las composiciones de las formulaciones (a) (b) (c) y (d), bajo (A) (B)
(C)y (D).

Tabla 6. Contenidos de las cuatro formulaciones diferentes y la CDR relativa (cantidad diaria recomendada)

Formulacién A | CDR Formulacién B CDR Formulacién C CDR Formulacién D CDR

Vit By 1,4 mg 100 Carnosina - Vit E 20 mg 200 Vit B 1,7 mg 100
100 mg (racémico)

Vit B> 1,6 mg 100 Ginkgo biloba - Vit C 30 mg 50 Vit Bg 0,2 mg 100
25 mg

Vit Bz 16 mg 100 Coenzima Q10 - Se 27,5 mcg 50 Vit B12 2 mcg 100
10 mg

Vit B 1,7 mg 100 L-cisteina

10 mg
Vit Bg 0,2 mg 100
Vit B12 2 mcg 100

[0163] En la Tabla 7 se proporcionan los resultados de la determinacion del ensayo d-ROM, GSH eritrocitico,
homocisteina y RBC fusiformes, antes y después de un periodo de tratamiento de 15 dias con las cuatro
combinaciones de antioxidantes.

Tabla 7. Valores para el ensayo d-ROM, GSH eritrocitico y porcentaje de RBC fusiformes antes y después del
tratamiento con formulaciones A, B, C y D (valores promedio + SD) en grupos de 8 sujetos en cada

Variables y tiempos A B C D
d-ROMS [U.CARR]
Basal 363 + 42,1 385 +30,9 379 22,7 361 +35,1
15 dias 370 + 33,6 383 33,1 357 +35,8 361 +29,3
Erythrocytic GSH
Basal 1,6 £0,53 1,5 +0,42 1,7 0,37 1,7 0,37
15 dias 1,8 £0,52° 1,6 £0,38 1,6 £0,33 1,7 £0,47
Homocisteina [mol/l]
Basal 18,6 £1,77 19,1 £3,02 17,4 £2,97 17,3 £2,82
15 dias 16,8 + 1,83° 18,5 +1,83 17,1 +2,34 17,1 £2,22
RBC fusiformes [%]
Basal 14,5 £2,07 12,3 £2,55 15,1 £2,90 15,4 £1,92
15 dias 14,0 £2,07 12,9 £2,42 14,6 £2,26 14,9 £2,59
a= test de la t para datos interdependientes p < 0,05.

[0164] Estos datos muestran que la formulacién A produjo un aumento ligero pero significativo en el GSH
eritrocitico y una reduccién en la homocisteina; la formulacion C produjo una ligera pero significativa reduccion en el
OS: en ningun caso hubo cambios en el nimero de RBC fusiformes notificado.

[0165] La tercera fase de ensayo posterior (después de un periodo de lavado de 15 dias) se llevé a cabo con la

formulacion resultante de combinar las formulaciones A+B+C, proporciona los resultados que se muestran en la
tabla 8 a continuacién.
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[0166] Tabla 8. Valores para el ensayo d-ROM, el GSH eritrocitico, la homocisteina y los RBC fusiformes antes y
después del tratamiento con los productos combinados contenidos en las formulaciones A, B, C (valores promedio =
SD) en grupos de 32 sujetos en cada.

Variables y tiempos Formulacién A+ B + C
d-ROMS [U CARR]
Basal 386 +23,2
15 dias 313 +18°
Erythrocytic GSH
Basal 1,6 £0,39
15 dias 2,1+ 0,47°
Homocisteina [mol/l]
Basal 18,2 +2,51
15 dias 16,3 +2,22°
RBC fusiformes [%)]
Basal 14,0 + 2,11
15 dias 9,4 +1,87°
a = test de la t para datos interdependientes P > 0,05

[0167] Estos datos muestran que el tratamiento con la composicion derivada de combinar todos los antioxidantes
en los grupos (a) (b) y (c) dieron como resultado diferencias significativas en todos los parametros

[0168] Sorprendentemente, es también significativamente reducida la presencia de RBC fusiformes.

[0169] Este resultado era absolutamente inesperado, considerando que no hubo respuesta de ningun tipo con los
grupos individuales de antioxidantes que actdan sobre el OS.

[0170] Ni en la técnica conocida, existe ninguna indicacién de antioxidantes capaces de contribuir a una mejora
significativa en la condicion de los RBC.

[0171] Los resultados obtenidos de forma inequivoca muestran que para proteger la funcionalidad de los RBC en
individuos que padecen de EA, no es suficiente reforzar las defensas antioxidantes propias de los RBC, sino que
debe reducirse el OS cerebral con antioxidantes especificos para evitar que el tejido cerebral transfiera este
mediante propagacion a los RBC.

[0172] EI concepto completamente nuevo que forma la base de la presente invencién es que es necesario para
reforzar los RBC contra su propio OS y para reducir simultaneamente la cantidad de OS que se deriva de su
contacto con el tejido cerebral oxidado.

[0173] Las nuevas composiciones de los antioxidantes cerebrales de la presente invencién han conseguido este
objeto y constituyen una etapa crucial hacia la prevencion y el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica que comprende carnosina, tiamina, riboflavina, nicotinamida, piridoxina, acido
folico, cianocobalamina, vitamina C, vitamina E, coenzima Qio, B-caroteno, selenio, L-cisteina y extracto de Ginkgo
biloba.

2. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende 40 a 50 % en peso de carnosina,
0,5 a 1 % en peso de tiamina, 0,5 a 1 % en peso de riboflavina, 5 a 12 % en peso de nicotinamida, 0,6 a 1,4 % en
peso de piridoxina, 10 a 20 % en peso de vitamina C, 5 a 12 % en peso de vitamina E, 1 a 7 % en peso de coenzima
Q10, 0,5 a 5 % en peso de B-caroteno, 1 a 7 % en peso de L-cisteina, 8 a 15 % en peso de extracto de Ginkgo
biloba.

3. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 2, que comprende 42 a 45 % en peso de carnosina,
0,6 a 0,8 % en peso de tiamina, 0,6 a 0,8 % en peso de riboflavina, 6 a 10 % en peso de nicotinamida, 0,8 a 1,2 %
en peso de piridoxina, 12 a 15 % en peso de vitamina C, 7 a 10 % en peso de vitamina E, 3 a 6 % en peso de
coenzima Q1o, 1,5 a 3 % en peso de B-caroteno, 3 a 6 % en peso de L-cisteina, 10 a 13 % en peso de extracto de
Ginkgo biloba.

4. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 1, que consiste en 44,5 a 45 % en peso de
carnosina, 0,6 a 0,7 % en peso de tiamina, 0,65 a 0,75 % en peso de riboflavina, 7,5 a 9 % en peso de nicotinamida,
0,8 a 1 % en peso de piridoxina, 0,07 a 0,1 % en peso de acido félico, 0,0004 a 0,0007 % en peso de
cianocobalamina, 13 a 14 % en peso de vitamina C, 8,5 a 9,5 % en peso de vitamina E, 4 a 5 % en peso de
coenzima Q1o, 2 a 2,5 % en peso de B-caroteno, 0,01 a 0,02 % en peso de selenio, 4 a 5 % en peso de L-cisteina y
11 a 12 % en peso de extracto de Ginkgo biloba.

5. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 4, que consiste en carnosina 100 mg, tiamina 1,4
mg, riboflavina 1,6 mg, nicotinamida 18 mg, piridoxina 2 mg, &cido félico 200 ug, cianocobalamina 1 ug, vitamina C
30 mg, vitamina E 20 mg, coenzima Q1o 10 mg, B-caroteno 800 RE, selenio 27,5 g, L-cisteina 10 mg y extracto de
Ginkgo biloba 25 mg.

6. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 1 para prevenir, estabilizar y tratar la enfermedad
de Alzheimer y las disfunciones cognitivas vinculadas a la anterior.

7. La composicion farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que los componentes individuales
estan presentes en una cantidad igual o inferior a la de la CDR (cantidad diaria recomendada).

8. La composicion farmacéutica para uso de acuerdo con las reivindicaciones 6 o 7, en el que una dosis unitaria de
la composicion farmacéutica comprende 90 a 110 mg de carnosina, 1,2 a 1,7 mg de tiamina, 1,4 a 1,8 mg of
riboflavina, 14 a 24 mg de nicotinamida, 1 a 3 mg de piridoxina, 25 a 42 mg de vitamina C, 12 a 25 mg de vitamina E,
5 a 15 mg de coenzima Q1o, 2 2 9 mg de B-caroteno, 5 a 15 mg de L-cisteina, 20 a 32 mg de extracto de Ginkgo
biloba.

9. La composicion farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que dicha dosis unitaria de la
composicién farmacéutica consiste en carnosina 100 mg, tiamina 1,4 mg, riboflavina 1,6 mg, nicotinamida 18 mg,
piridoxina 2 mg, &cido félico 200 ug, cianocobalamina 1 pg, vitamina C 30 mg, vitamina E 20 mg, coenzima Q1o 10
mg, B-caroteno 800 RE, selenio 27,5 pg, L-cisteina 10 mg y extracto de Ginkgo biloba 25 mg.

10. La composicion farmacéutica para uso de acuerdo con las reivindicaciones 8 o0 9, en el que dicha dosis unitaria

de la composicion farmacéutica se administra diariamente en una cantidad de 30 a 300 % dependiendo de la
gravedad de la enfermedad a tratar.
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